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摘要：【目的】本研究旨在建立一种简单快捷的炭疽水肿因子(EF)重组表达及纯化方法。【方法】构建

GST-EF融合表达载体，基于EF基因的密码子使用偏好，选择菌株Escherichia coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL为表达宿主，对EF进行诱导表达；细胞透性技术分离粗蛋白，进而利用亲和层析一步法纯化

EF；Native-PAGE、竞争性抑制实验及cAMP浓度分析用于鉴定EF的生物活性。【结果】实现了EF可溶

性高效表达，透性化处理可有效抽提可溶性重组蛋白；利用亲和层析一步法纯化得到了纯度达96%的

EF；EF可与保护性抗原(PA)结合形成水肿毒素，该毒素能够急剧提高CHO-K1细胞中cAMP的浓度。【结

论】本研究建立了一种高效快速制备具有生物活性的炭疽水肿因子的方法，为炭疽相关研究工作提供了

新的选择。
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炭疽是一种由炭疽芽孢杆菌 ( B a c i l l u s

anthracis)引起的人畜共患传染病。B. anthracis 主

要的致病因子为其分泌的AB型二元毒素，包括起

催化功能的A成份—致死因子(lethal factor，LF)及

水肿因子(edema factor, EF)，负责结合细胞受体并

转运A成份的B成份—保护性抗原 (p ro tec t ive

antigen, PA)[1]。PA与特定细胞结合并激活后，以

形成多聚体的形式将LF或EF运送至细胞内 [ 2 ]。

LF是由776个氨基酸残基组成的Zn2+离子依赖的金

属蛋白酶，它能够特异性切割有丝分裂蛋白激酶

家族(mitogen-activated protein kinase kinases,

MAPKKs)的N端，诱发一系列细胞反应，使细胞

裂解并且释放肿瘤坏死因子(TNF-α)和白细胞介素

1β (IL-β)等休克介质，导致细胞凋亡裂解[3]。致死

因子或水肿因子必须与保护性抗原结合形成致死

毒素(LF+PA, LeTx)或水肿毒素(EF+PA, EdTx)才

具有细胞毒性[4]。EF与PA混合后注射动物能使动

物皮肤发生水肿，因此被命名为水肿因子。

微生物学报
Acta Microbiologica Sinica
2016, 56(7): 1141-1148
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20150455

Research Paper 研究报告

 
 

基金项目：国家自然科学基金(31200580)
*
通信作者。E-mail：wgb@mail.hzau.edu.cn

收稿日期：2015-10-10；修回日期：2015-12-12；网络出版日期：2015-12-30

http://dx.doi.org/10.13343/j.cnki.wsxb.20150455


1982年，Leppla等证实了EF是一种依赖钙调蛋白激

活的腺苷酸环化酶[5–6]。EF在PA的介导下进入细

胞质，催化胞内ATP转化成环腺苷酸(cAMP)，扰

乱细胞的信号转导途径，诱发细胞水肿膨大 [6 ]。

成熟的EF由767个氨基酸组成，分子量为89 kDa。

主要包括1–290位的氨基酸组成的N端功能域

(EFn)和291–800位氨基酸组成的C端结构域(EF58,

58 KDa)。EFn主要负责结合PA，它与LF的N端结

构域(LFn)具有相似的功能，二者结合PA上共同的

位点[7–8]；EF58是腺苷酸环化酶的催化功能域[6]。

高效制备有生物活性的炭疽外毒素是深入系

统研究炭疽致病机理、设计毒素抑制剂及开发新

型诊断试剂的前提[9]。利用异源重组表达技术很

好地避免了从B. anthracis分离毒素蛋白带来的风

险。还原性谷胱甘肽转移酶(GST)作为重组蛋白表

达的标签，不仅可以提高目标蛋白的可溶性，亦

有利于重组蛋白的亲和纯化[10]。本研究针对EF编
码基因AT含量高及密码子使用偏好性特点，选用

tRNA 密码子优化的E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-
RIL作为宿主菌，借助GST标签可溶性地表达了

EF基因，通过亲和层析，一步法纯化了具有生物

活性的EF蛋白，为深入研究炭疽水肿因子提供了

新的选择。

1    材料和方法

1.1    菌株和质粒

质粒pGEX-6p-1和菌株E. coli DH5α为本实验

室保存，用于表达质粒的构建。E. coli  BL21-
CodonPlus  (DE3)-RIL购自St ra tagene公司。

pCR2.1-TOPO-EF携带EF编码基因，用于EF基因

克隆，由美国Stephen H Leppla教授馈赠。雄性

BALB/c小鼠单核巨噬细胞(RAW264.7)与中国仓

鼠卵巢细胞K1 (CHO-K1)均为本实验室保藏。

1.2    试剂及细胞培养基

DNA操作所用的限制性内切酶与T4连接酶购

自TaKaRa宝生物工程(大连)有限公司；FASTpfu

DNA polymerase购自北京全式金公司；AxyPrep
Plasmid Miniprep Kit和AxyPrep DNA凝胶回收试

剂盒购自爱思进(杭州)技术有限公司。谷胱甘肽

亲和树脂Glutathione Agarose Resin购自Thermo
Fisher Scientific公司；PreScission protease购自GE
Healthcare公司；细胞活性染料alamarBlueTM购自

英国AbD Sero tec公司，用于细胞毒性分析；

D M E M  (高糖 )细胞培养基购自G I B C O公司；

DMEM/F12 (1:1)培养基为HyClone公司产品；

cAMP Parameter Assay Kit 购自美国R&D System
公司，用于EF活性分析。

1.3    主要设备

多功能酶标仪(Synergy H4)为美国BioTek公司

产品；超速冷冻离心机为美国Backman公司产

品；微型台式离心机为德国  Eppendorf产品；

PCR仪为美国ABI公司产品。超声波细胞破碎仪

为宁波新芝公司产品。

1.4    EF表达载体构建

利用高保真的D N A聚合酶F A S T p f u，以

pCR2.1-TOPO-EF为模板，扩增EF编码基因。正

向引物为F-cya：CGGGATCCATGAATGAACA
TTA CACTGAGAG (下划线为BamH I切割位点)；
反向引物为R - c y a：C A G C T C G A G T T A T T T
TTCATCAATAATTTTTTGG (下划线为Xho I切割

位点)。PCR反应体系如下：5×PCR缓冲液5 μL，

引物 (浓度为10  mmol /L)各1  μL，模板1  μL，

FASTpfu polymerase (2.5 U/μL) 1 μL，模板1 μL，

加水至终体积为50 μL。扩增反应条件为：95 °C
2 min；95 °C 20 s，54 °C 20 s，72 °C 3 min，30个
循环；72 °C 10 min；4 °C 6 min。PCR扩增产物

用0.7%的琼脂糖凝胶检测，并用AxyPrep DNA凝

胶回收试剂盒纯化目标DNA片段。用BamH I和
Xho I分别酶切载体pGEX-6p-1及EF片段，然后用

DNA连接酶将EF片段与载体连接并转化E. coli
DH5α感受态细胞，挑选阳性克隆进行测序验证，

构建正确的载体命名为pGEX-EF，其图谱如

图1-A所示。
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1.5    EF表达与纯化

将构建好的pGEX-EF转化至BL21-CodonPlus

(DE3)-RIL中，挑取单克隆接种于含100 mg/mL 氨

苄青霉素的LB液体培养基中，37 °C、200 r/min培

养过夜。次日，按1%的接种量转接入1 L的培养

基中，同样条件下培养至OD600约为0.6时，加入

终浓度为0.1 mmol/L的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl-β-d-thiogalactoside，IPTG)，28 °C诱导

培养6 h。离心收集菌体，并用PBS缓冲液(NaCl

137 mmol/L，KCl 2.7 mmol/L，Na2HPO4 10 mmol/L，

KH2PO4 2 mmol/L，pH 7.4)重悬菌体1次。再次离

心收集菌体后，加入50 mL的透性化溶液 [PBS含

有0.5 mg/mL硫酸多粘菌素B，0.05%的曲拉通

(Tri tonX-100)及5 mmol/L四乙酸二氨基乙烷

(EDTA)]，重悬后置于4 °C轻柔振荡20 min，再次

离心分离上清。取2 mL Glutathione Agarose

Resin置于层析柱内，用50 mL PBS平衡柱床后，

将上清低速流过亲和树脂，使GST-EF与树脂充分

结合。然后用200 mL PBS洗脱杂蛋白。加入1 mL

含有200 U PreScission protease的PBS缓冲溶液，4 °C

过夜切除GST标签，最后加入1 mL PBS洗脱收集

EF。利用12％的SDS-PAGE及myImageAnalysis
(Thermo Scientific公司产品)进行纯度分析。本研

究所用LF和PA由本实验室前期制备[11–13]。

1.6    EF与PA结合分析

EF与PA形成复合体的能力通过梯度的Native-
PAGE (4%–20%)来检测[14]。方法简述如下：0.5 U
的furin蛋白酶(购自美国NEB公司)与4 μg的PA混

合后25 °C温育10 min，然后加入等量的EF，继续

温育30 min后，取混合样品进行Native-PAG (购自

南京金斯瑞生物科技有限公司)分析，具体操作产

品说明书。

1.7    cAMP分析

将CHO-K1细胞接种到96孔细胞培养板中培

养16 h后，吸弃培养液，每孔再加入100 mL含梯

度浓度的EdTx (固定PA的1 μg/mL，EF的浓度梯

度分别为0、0.01、0.10，1.00、10.00、100.00、
1000.00 ng/mL EF混合)新鲜DMEM/F12 (1:1)培养

液，继续培养2 h后，用cAMP Parameter Assay
Kit分析胞内的cAMP浓度。

1.8    EF与LF竞争抑制分析

将不同终浓度的EF (分别为0、0.5、1.0、

图 1.   表达载体构建(A)与蛋白表达及纯化SDS-PAGE分析(B)
Figure 1.   Construction of expression vector (A) and SDS-PAGE analysis of EF expression and purification (B).
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2.0、4.0、8.0、16.0 μg/mL )与一定浓度的LdTx

(PA和LF浓度分别为1.0 μg/mL和0.5 μg/mL)混合，

加入到预先接种了RAW 264.7细胞的96孔培养

板，37 °C培养3 h后，加入1/10体积的alamarBlue

继续培养4 h，检测细胞相对活力[12–13]。为了分析

LF对EF的抑制作用，本研究将不同浓度的LF (分

别为1、2、4、8、16、32 μg/mL)与固定浓度EdTx

(PA和EF分别为1.0 μg/mL和0.5 μg/mL)混合，加入

到预先接种了CHO-K1细胞的96孔培养板，继续

培养2 h后，利用cAMP Parameter Assay Kit分析细

胞内的cAMP浓度，具体操作参见产品说明书。

2    结果和分析

2.1    EF融合表达与一步法纯化

本研究将GST 标签置于EF的N端，构建了

GST-EF的融合表达载体(图1-A)。利用tRNA 密码

子优化E. coli菌株BL21-CodonPlus (DE3)-RIL作为

表达宿主，在28 °C条件下，添加0.1 mmol/L的

IPTG，进行诱导表达。诱导6 h候后，以空载的

pGEX-6p-1为对照(lane 1)，取少量诱导后的细胞

进行超声波破碎，利用SDS-PAGE 检测上清(lane 2)

和沉淀(lane 3)。结果表明，GST-EF表达较好，且

主要分布于上清中(图1-B, lane 4)。进而利用细胞

透性化试剂硫酸多粘菌素B，Tr i tonX-100及

EDTA对诱导后的细胞进行处理，以初步提取目

标蛋白。如图1-B所示，透性化处理后的上清含有

大量GST-EF (lane 5)，表明该方法对可溶性蛋白

的抽提效率与超声波破碎法相当。因此，本研究

利用透性化处理法替代传统超声和机械破碎，抽

提细胞的可溶性蛋白，进而采用GST亲和层析纯

化EF。GST-EF特异性地结合到亲和树脂上，利用

PreScission 蛋白酶原位切割移除GST，即可收获

无标签的EF。经SDS-PAGE法测得其分子量大小

为89 kDa，与理论分子量一致。利用myImageAnalysis

软件分析EF的纯度为96% (lane 6)。经Bradford

法测定EF浓度为0.6 mg/mL，计算纯化得率约

为2.4 mg。

2.2    EF生物活性鉴定

PA经furin类蛋白酶激活后形成多聚体，EF或

LF通过其N端的功能域结合该多聚体，形成毒素

复合体。复合体具有较大的分子量，在梯度Native-

PAGE (nondenaturing polyacryl-amide gel )上电泳

时，显示出极低的迁移率。因此，Native-PAGE

分析是检测EF与PA结合的常用手段[14–15]。本研究

利用梯度浓度的Native-PAGE (4%–20%)检测了

EF与PA的结合能力，如图2所示，EF与PA混合能

够形成一个迁移率很低、分子量极大的电泳条

带，而单独的EF无此条带，表明本研究纯化的

EF能够与PA结合形成水肿毒素复合体。

EF与PA形成的水肿毒素(EdTx)作用于CHO-

K1细胞，能提高细胞内cAMP的浓度，因此本研

图 2.   利用4%–20%梯度非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

(Native-PAGE)分析EF与PA形成复合体能力

Figure 2.   EdTx complex formed by incubating EF with
furin-nicked PA was detected by Native-PAGE
(4%–20%). lane 1: EF; lane 2: EF with furin-nicked PA.
The complex with a very low mobility band was
marked by an arrow.

1144 Chanjuan Li et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(7)

actamicro@im.ac.cn



究通过检测经不同浓度EF处理后的CHO-K1细胞

内cAMP浓度，来分析重组EF的活性。如图3所

示，在PA浓度为1.0 μg/mL时，随着EF浓度的增

加，CHO细胞内的cAMP浓度逐渐提高。 EF浓度

为0 μg/mL时，cAMP浓度为23 pmol/mg，而当

EF浓度达到1.0 μg/mL，cAMP浓度提高到1200

pmol/mg，表明本研究纯化的EF具有较好的腺苷

酸环化酶活性。

EF的1–290位的氨基酸构成的N端功能域

(EFn)负责与furin激活后的PA结合，其291–800位

氨基酸形成腺苷酸环化酶的活性功能域。PA参与

结合EF和结合LF位点相同，二者与PA的结合具

有竞争性。因此，可以通过竞争抑制分析来判断

EF与PA的结合能力。如图4-A所示，相对于对照

(untreated cell，UC)，致死毒素LeTx可杀死超过

90%的细胞，但EF的加入可明显抑制其细胞毒

性。当EF浓度超过4 μg/mL，LeTx的毒性完全被

抑制。本研究进一步通过检测添加了不同浓度

LF的EdTx对CHO-K1细胞cAMP浓度的影响，分

析LF对EF的抑制作用。如图4-B所示，相对于对

照，EdTx显著提高CHO-K1细胞内的cAMP水平，

但LF的出现，明显抑制EdTx的作用，且伴随LF浓

度提高，抑制作用加剧。以上结果表明，本研究

纯化的EF能够与LF相互竞争结合PA特定位点，

具有形成水肿毒素复合体的能力。

3    讨论

炭疽水肿因子 ( E F ) 编码基因 ( G e n B a n k

Accession No.: M24074.1)全长2403 bp，编码蛋白

由800个氨基酸构成，其中N端1–33位为信号肽。

序列组成分析表明，EF编码基因AT含量高达

71%[5]。过高的AT含量意味着其可能含有较多E.
coli稀有密码子，如编码Ile的ATA，不利于该基

因的高效表达。我们进一步利用在线稀有密码子

分析工具RaCC (http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/)

图 3.   cAMP分析

Figure  3 .    cAMP assay.  The concentra t ion of
intracellular cAMP from CHO-K1 cells that treated with
various amount of EF (ranging from 0 to 1000 ng/mL)
in the presence of fixed amount of PA (1.0 μg/mL) was
determined using cAMP Parameter Assay Kit. The
results are represented as the mean±SEM of at least
three assays.

图 4.   EF与LF竞争性抑制作用分析

Figure 4.   Assay of competitive inhibition between LF and EF. A: EF inhibits LF in a dose-dependent manner. B: LF
inhibits EF in a dose-dependent manner. Untreated cells (UC) were used as control, and the results are represented as
the mean±SEM of at least three assays.
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考察了EF编码基因密码子组成特点，结果表明其

含有较多E. coli的稀有密码子，包括编码Ile的稀

有密码子30个，编码 Arg稀有密码子为16个，编

码 Leu的稀有密码子5个。富含稀有密码子的EF基

因难以在常规的大肠杆菌宿主中表达，因此本研

究选用了对以上3种氨基酸密码子偏爱性改良的宿

主细胞BL21-CodonPlus (DE3)-RIL进行表达，该

宿主能较好地克服富含AT基因的表达障碍。恰如

预期，利用该宿主菌，EF实现了可溶性高效表

达，为其纯化提供了条件。还原性谷胱甘肽转移

酶(GST)作为重组蛋白表达的常用融合标签，不仅

有助于提高目标蛋白表达的可溶性，且有利于目

标蛋白的快速纯化[10]。鉴于此，本研究选用GST

作为融合表达标签。可溶的GST-EF与GST·Bind

Resin结合后，通过PreScission蛋白酶原位切割，

即可实现EF与GST的分离。新引入的切割酶因自

身携带有GST标签，切割目标蛋白的同时会被

GST·Bind Resin捕获[16]。因此，通过洗脱收集便

可得到不含GST及PreScission protease 的EF。

高效细胞破碎技术是分离纯化E. coli重组蛋

白的前提。超声波及高压匀浆破碎是目前常用的

方法，但存在诸多弊端：首先，前者效率低下，

不适合大规模的细胞破碎，后者需要昂贵的设

备，且操作费时费力；其次，2种破碎方法释放出

大量除目标蛋白之外的生物大分子，包括核酸及

脂多糖等，增加了破碎液的粘度和成份的复杂

性，不利于目标蛋白的纯化；最后，两种破碎方

法往往产生大量的热量，不利于蛋白活性的保

持。利用能改变E. coli细胞膜通透性的温和试

剂，对细胞进行透性化处理，以提取可溶的目标

蛋白，能较好地克服上述细胞破碎法的弊端[17]。

多粘菌素B，EDTA及低浓度的Triton-X100等试剂

对蛋白稳定性及活性没有影响，且能改变E .

coli细胞膜通透性[18–19]。因此，本研究选用这3种

试剂作为细胞透性化试剂，在4 °C条件下，处理

诱导后的E. coli细胞20 min，即可将大量的目标蛋

白抽提到上清中，其效率与超声波破碎法相当

(图1-B)。该透性化处理法具有高效、温和的特

点，可避免对蛋白活性的破坏，不仅可用于EF的

纯化，亦可用于其它可溶性重组蛋白的纯化。

具有应用价值的重组炭疽水肿因子不仅要具

催化活性，还需具备结合PA形成水肿毒素的能

力。本研究通过非变性聚丙烯酰氨凝胶电泳分

析、LF与EF相互抑制实验，证明了EF能够与PA

结合。在此基础上，分析了经不同浓度EF与一定

浓度PA的混合物处理的CHO-K1细胞cAMP浓度变

化，结果表明，相对于空白对照，0.01 ng/mL的

EF能将细胞内cAMP浓度提高60倍，伴随着EF浓

度增加，cAMP浓度逐渐提高。这些结果充分表

明，本研究纯化的重组EF具有较好的生物活性。

国内外已报道的重组炭疽水肿因子制备方法均涉

及到多步操作，包括离子交换、亲和层析、疏水

层析、透析等[20–22]，繁琐的操作不仅增加了实验

成本，降低了纯化效率，还会影响EF的生物活

性。本研究首次利用GST融合表达系统与亲和层

析，建立了一步法快速纯化具有生物活性的炭疽

水肿因子的方法，为炭疽相关研究工作提供了新

选择。
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Efficient expression of anthrax edema factor in Escherichia coli
and its single-step purification
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Abstract: [Objective] To develop a new method for efficient expression and rapid preparation of biologically active

anthrax edema factor (EF). [Methods] EF was fused with GST and expressed in the host E. coli BL21-CodonPlus

(DE3)-RIL by IPTG induction. The crud protein was extracted by permeabilization, and then EF was purified by one-

step affinity chromatography. cAMP assay, Native-PAGE and competitive inhibition analysis were carried out to

evaluate EF’s biological activity. [Results] EF was expressed in soluble form and then purified to 96% purity by

single-step. The recombinant EF was able to bind furin-nicked protective antigen (PA) to form edema toxin, which

could elevate the intracellular cAMP level of CHO-K1 cells dramatically. [Conclusion] This work provides a time-

saving method for purification of EF with high purity and good biological activity, which might be valuable for

anthrax-related study.
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