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重组 ! 型产气荚膜梭菌!毒素保护性抗原的制备

及初步免疫保护作用研究

林明辉# 荫俊!" 邢洪光! 侯晓军! 王慧! 宋伟!

#（昆明总医院检验科，昆明 35""0!）

!（军事医学科学院微生物流行病研究所，北京 #"""2#）

摘 要 诱导表达重组工程菌 B7%CAB+$": 后，将表达菌体超声破碎，上清经 :"D饱和硫酸铵一次沉淀，经透析，上

凝胶过滤层析柱进行分离纯化，薄层凝胶扫描结果显示，纯化的蛋白纯度达 45D以上；用纯化蛋白免疫昆明小鼠，

以 #E"6FG#""腹腔进行攻击，被免疫小鼠获得了 #""D的保护。
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中图分类号 H2:4 文献标识码 I 文章编号 #"""10"3#（!""$）"#1""301"0

在成功构建重组高效表达工程菌株 B7%!!"C
AB+$": 的基础上，实现了 AB+$": 基因（I 型产气荚膜

梭菌!毒素 J 端基因）在大肠杆菌中的高效表达（表

达量达 $0E25D），且表达形式为可溶性的［#］。为进

一步研究 AB+$": 基因表达产物的免疫原性并对其

抗体保护性作用做出评价，对表达产物进行了分离

纯化，以纯化产物进行昆明小鼠主动免疫保护实验，

从而为!毒素疫苗及抗毒素的研制打下基础。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 菌株：重组高效表达工程菌 B7%CAB+$":，自

己构建；I 型产气荚膜梭菌菌株 )J8J3$3"4，购自中

国生物制品检定所。

"#"#$ 仪器与试剂：BK :E" 8; 裂解液、饱和硫酸铵

溶液、BK 2E$ L7M 缓冲液、#E"<&’CF )+NK，为分析纯

试剂；福氏佐剂，购自宝生物公司；M9BO+A./’ M1#""
凝胶过滤层析柱，IP8IL-.=Q=9.，为 I<9.@O+< 产品。

"#"#% 实验动物：昆明小鼠（体重 #:R），由军事医学

科学院丰台动物中心提供。

"#$ 方法

"#$#" 重组高效表达工程菌 B7%!!"CAB+$": 的诱导

表达：以 # S5" 的比例接种重组表达菌种于 I<B T F7
培养液中，0"U活化后，$!U诱导表达 0 V 5O。离心

集菌，W !"U保存。

"#$#$ 表达蛋白的纯化：诱导表达菌液离心沉淀

后，按每克湿菌加入 0E"<F BK:E" 8; 裂解缓冲液溶

解菌体，置冰浴中超声破碎至菌液不再粘稠。用

:"D饱和硫酸铵沉淀超声破碎上清，离心后，沉淀经

BK2E$ L7M 缓冲液透析，选择 LO+.<+A=+ M9BO+A./’ M1
#"" 预装凝胶过滤层析柱（柱体积为 !""A<0 ），固定

于 IP8I1L-.=Q=9. 仪上，5 倍柱体积 BK2E$L7M 缓冲液

平衡柱子至 X% 值为 "，上样 #D V 5D柱体积样品，

按照仪器要求设定 "E0A<C<=, 的流速开始分离纯

化，收集各分离成分后，MGM1LIY; 鉴定。薄层凝胶

扫描仪扫描纯化目的蛋白纯度。

"#$#% 动物免疫实验：将一定量纯化 AB+$": 蛋白与

等体积福氏完全佐剂混匀并乳化完全后，以 #E"
<RCZR 剂量腹腔注射: 只昆明小鼠（体重 #:R，雌雄各

半），并同时设立对照组（昆明小鼠 : 只，雌雄各半，

体重 #:R）；! 周后，取适量纯化的 AB+$": 蛋白与等

体积不完全福氏佐剂混匀并乳化完全后，以 #C! 初

次免疫剂量腹腔注射加强免疫。

"#$#& 抗体滴度值测定：分别采集初次及二次免疫

后 # 周昆明小鼠尾静脉血，用 I 型产气荚膜梭菌

)J8J3$3"4 培养上清包被酶联板，辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 [RY 为二抗，;F[MI 法测定小鼠尾静

脉血抗体滴度。



!"#"$ 攻毒实验：取静止厌氧培养 ! 周的 " 型产气

荚膜梭菌菌株 #$%$&’&() 浓缩培养上清，分不同剂

量腹 腔 注 射 昆 明 小 鼠，筛 选 确 定 最 小 致 死 剂 量

（*+,-((）。以 -.(*+,-((腹腔注射 ! 次免疫 ’ 周后昆

明小鼠，观察免疫保护效果。

# 结果

#"! 诱导表达蛋白的纯化

/,/01"23 分析显示，诱导表达菌体超声破碎上

清经 4(5饱和硫酸铵沉淀后得到了浓缩（图 -），沉

淀物经透析后，进一步以凝胶过滤层析方法有效地

纯化到了目的蛋白（图 !）。经薄层凝胶扫描分析，

纯化到的蛋白纯度达 )65以上（图 7）。

图 - 4(5饱和硫酸铵沉淀后上清及沉淀 /,/01"23 鉴定

89:;- /,/01"23 <= >?<@A9B >9>A@AC DE 4(5（#F’）! /G’

-：*H?IA?； !：$<B@?<J； 7 K ’：19>A@9<B H=@A? LM>A?L<B9NAC； 6 K &：

/M>>A? =JM9C H=@A? LM>A?L<B9NAC； O：19>A@9<B H=@A? 4(5（#F’）! /G’；

4：/M>>A? =JM9C H=@A? 4(5（#F’）!/G’

图 ! 凝胶过滤层析纯化分离成分 /,/01"23 鉴定

89:;! /,/01"23 <= 1M?9=9AC >?<@A9B
-：>PQRN>H’(4 9BCMNAC DE ’!S； ! K 6：%TA >?<@A9B >M?9=9AC

#"# 昆明小鼠免疫攻毒实验

#"#"! 昆明小鼠尾静脉血抗体滴度测定：分别于初

次及二次免疫后 - 周采集昆明小鼠尾静脉血，3+U/"
法测定抗体滴度，结果初次免疫后 - 周抗体滴度值

为 - V4((，而二次免疫后 - 周抗体滴度值则达 - V&’((
（表略）。

图 7 纯化蛋白薄层凝胶扫描结果

89:;7 1M?9=9NH@9<B <= @TA >M?9=9AC >?<@A9B

#"#"# 昆明小鼠免疫攻毒实验：以 -.( 倍 *+,-(( 剂

量，腹腔攻击二次免疫 ’ 周后及对照组昆明小鼠各

4 只，结果免疫组 4 只小鼠全部存活，获得了 -((5
的保护，而对照组 4 只小鼠全部死亡（表略）。

% 讨论

成功克隆了 " 型产气荚膜梭菌!毒素 $ 端基

因（N>H’(4 基因）并实现在大肠杆菌中的高效表达

后，高表达的菌液离心沉淀后，菌体经超声破碎，上

清用 4(5饱和硫酸铵一次沉淀浓缩后，沉淀蛋白用

>FO.’1P/ 缓冲液透析后，上凝胶过滤层析柱，即得

纯度达 )65以上的表达目的蛋白，这与重组工程菌

>PQRN>H’(4 的高效可溶表达有关。

用制备好的表达目的蛋白免疫昆明小鼠后，以

-.( 倍 *+, 的 " 型产气荚膜梭菌浓缩培养上清腹

腔攻击，被免疫小鼠获得了 -((5的保护。文献报

道［!，7 K 6，&］，!毒素中第 --、&4、-!&、-7&、-’4 位上的组

氨酸对其具有活性至关重要，&4 位或 -’4 位组氨酸

残基被其它氨基酸残基取代，即可丧失全部的溶血

性和致死性。文献［O］报道，!毒素中第 6&、-7(、-6!
位上的氨基酸被其它氨基酸残基取代，就可丧失!
毒素的溶血活性。本研究所克隆的 N>H’(4 基因为

-6! 位氨基酸残基后面的基因，即去掉了在!毒素

中起关键作用的 6&、&4、-7(、-’4 及 -6! 位氨基酸残

基，从理论上讲，该克隆基因的表达产物就可丧失!
毒素本身的溶血性和致死性。昆明小鼠 N>H’(4 基

因表达产物主动免疫保护实验结果证明，N>H’(4 基

因表达产物无!毒素本身的致死性且具有良好的免

疫原性，其免疫昆明小鼠后产生的抗体效价值在第

- 周时就达 - V4((，到第 7 周（!-C）时达 - V&’((；-*+,
腹腔攻击后，被免疫小鼠获 -((5的保护，揭示所产

生的抗体具有良好的免疫保护作用，说明 N>H’(4 基

因可作为保护性抗原的侯选基因，其表达产物为保

护性抗原。
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甲醛脱毒的产气荚膜梭菌!毒素类毒素免疫羊

后，有保护作用，然而这一类毒素中可能还含有产气

荚膜梭菌的其它抗原成分，且其最大问题在于类毒

素诱发抗体产生所需时间通常超过气性坏疽症状出

现的时间。相比之下，本研究所分离纯化的 !"#$%&
保护性抗原，容易制备且纯度高，避免了使用甲醛脱

毒的步骤，不再含有其它被完全或部分脱毒的产气

荚膜梭菌毒素成分，使用起来就更加安全，免疫原性

也更好。这在 !"#$%& 表达产物昆明小鼠主动免疫

实验过程中未观察到其对昆明小鼠有任何不良影

响。文献报道［&］，所克隆表达的 ’(%)" 保护性片段

对小鼠模型有保护作用，其表达产物为包涵体形式，

表达量为 **+,-.；而本研究中的 !"#$%& 保护性片

段表达形式为可溶性的，表达量为 $*+/(.，这在保

护性抗原制备过程中就省却了变性、复性的繁琐步

骤，简化了纯化分离过程，$*+/(.的高表达量进一

步加大了 !"#$%& 保护性抗原制备的简便性并有助

于提高分离纯度。

!"#$%& 基因表达蛋白具有良好免疫原性，其免

疫昆明小鼠后产生的抗体对 -+%012 腹腔攻击具有

-%%.的保护作用，这就为更大剂量的免疫保护实验

及进一步!毒素疫苗及抗毒素的研究奠定了基础。
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