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金黄色葡萄球菌肠毒素 !的基因克隆、表达及活性试验

胥全彬" 刘传暄 马清钧
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%38%）

摘 要 利用 ABC从金黄色葡萄球菌标准株（DE6FG/*)@)@@.H 6.I2.H，J1BB!&848）中克隆了金黄色葡萄球菌肠毒素 J
（D9J）的基因，序列测定结果与报道完全一致。构建了表达载体 F910D9J并获得高效表达，重组蛋白（ID9J）在 &’K
诱导时以包涵体形式存在，降低温度则出现可溶表达，可溶性 ID9J占总 ID9J的 88L。可溶性 ID9J经 ,;$ M 亲和层
析纯化，达电泳纯。通过同源模建对 ID9J对 D9J进行结构比较，结果表明尽管 ID9J比野生型 D9J多了 "个氨基
酸但其结构并没有明显的变化。单核细胞增殖试验进一步证明了该结论：将 ID9J与 D9J同外周血单个核细胞共
同培养，两者均能有效地促进其增殖。将 ID9J与体内激活的脾细胞共培养，则能增强脾细胞的体外抑瘤活性。
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超抗原是指一类逆转录病毒蛋白和细菌外毒

素，它们无需抗原递呈细胞的加工，而能直接与抗原

递呈细胞的 OPB 及 1 细胞的 1BC 结合，并激活 1
细胞，由于这类抗原以微量存在时，即可激活大量的

1细胞，因而称之为超抗原（ 3)4%*+$/#1%$，351）。［! Q &］

早期研究发现，超抗原能对 OPB0! M肿瘤细胞产生

超抗原依赖的细胞毒作用（35106%4%$6%$/ 0%,,07%6#+/8
%6 900%,,06%*#:%6 02/(/(;#0#/2，3<!!），同时产生大量的
细胞因子，如 1,50"、RS0$、R5,0#等，从而产生系统的
抗肿瘤反应，因此超抗原概念一经提出，其在治疗恶

性肿瘤上的潜力便受到重视［# Q 8］。金黄色葡萄球菌

肠毒素（ 3/+4"2,(0(00+, %$/%*(/(;#$&，3=&）是由金黄色
葡萄球菌分泌的一组具有超抗原活性的细菌毒素，

包括 D9J、D9T 以及毒性休克综合症毒素 !（ 9(;#0
&"(0> &2$6*(7% /(;#$，9339 Q !）等 !! 种血清型［4］，本
实验克隆了金黄色葡萄球菌肠毒素 J基因 %$/J，实
现了可溶性表达，并对其生物活性进行初步研究，为

D9J的进一步应用打下基础。

" 材料与方法

" #" 材料
= + 0(,# TS$!（U9&）、= + 0(,# UP8"及原核表达载

体 F910$$=（ M ）由本室保存，DE6FG/*)@)@@.H 6.I2.H
（J1BB !&848）购自中国药品生物制品检定所；小鼠

黑色素瘤细胞 T!4由本室保存。所用限制酶、1#连
接酶来自 16V6C6公司，引物合成及序列测定由上海
生工生物工程公司完成。APJ 及 D9J 标准品分别
购自 D;W:6 公司、北京邦定生物技术公司；X2HE2I?
=*)EE;?W 化学发光检测试剂盒（H@0$%#3）购自 D6?E6
BI.Y公司；淋巴细胞分离液购自北京欣经科生物技
术公司。

"$% 方法
"$%$" 金黄色葡萄球菌 U,J的提取：接种金黄色
葡萄球菌于 ST液体培养基，过夜培养，离心收集菌
体。总 U,J的提取参照 P)FZ))[等（!"38）［’］。
"$%$% D9J 基因 2?EJ 的 ABC 扩增及表达载体构
建：取所提基因组 U,J进行 ABC 扩增，各反应组分
为：$\8$S !% ] F^. =.^^2I、!$S$\8::)*_S [,1A、
$8$:)*_S上下游引物各 !$S、U,J 模板 $$S、!’$S
[[P$‘、%\8$S F^.。ABC 扩增程序："8K变性 8:;?，

"#K #%H，8%K #% H，’$K ! :;?，运行 &% 个循环，最
后 ’$K延伸 8:;?，#K保存。

ABC扩增产物经酶切后，连接到 F910$$=（ M）的
?"(%、@6%%酶切位点之间，构建重组质粒 F910
D9J。
限制酶酶切及连接转化均参照《O)*2@.*6I @*)?0

;?W》（$?[）［3］。
"$%$& D9J的表达：接种转化了重组质粒 F910D9J



的 !"#$%单菌落于液体 "!中，在设定条件下诱导表
达后，行 &’&#()*+电泳。,&+)表达产物的存在形
式、位置鉴定按 -+.产品手册进行。
!"#"$ ,&+)纯化：-+.#&+)转化 !"#$%（’+/），低温
诱导制备 ,&+)的可溶表达上清，过滤后 01保存。
装好 23456789: &4-36,;<4 柱，按常规上 =8$ >、平衡层
析柱，上样品，用平衡缓冲液平衡至基线后，用洗脱

液（$?@@;5A" .,8<#B25，?CD@;5A" =625，$D E $D?@@;5A"
咪唑，-BFC?）梯度洗脱，收集洗脱峰，将含目标蛋白
的洗脱组分进行浓缩、除盐，并对纯度进行分析。

&’&#()*+中蛋白相对含量的确定在天能 *G&
凝胶图像处理系统中完成。蛋白银染程序参照

《H;54IJ56, I5;989:》（$9K）［F］。融合蛋白的 L4<74,9检测
参照试剂盒说明进行。纯化蛋白浓度的测定按 !2)
(,;7489 )<<6M N87（(84,I4）说明进行。
!"#"% &+)刺激外周血单核细胞增殖试验：取正常
人外周血抗凝后，按常规方法行密度梯度离心分离

外周血单个核细胞（(!H2<）。用 O(HG#%P0?培养液
调节细胞浓度，以 % Q %?P I455< A R455加到 SP孔板中，
将 D?9: &+)、,&+) 加到各孔中，!&) 为阴性对照，
(B)为阳性对照，每样复 / 孔。按常规条件培养
T$3后，加入 $?!" H..液。继续培养 03，%???,A@89
离心收集细胞，加入 ’H&U%$?!"，溶解 %D@89后，在
酶联仪上以 DT?9@测定各孔的吸光值。
!"#"& ,&+) 激活 =N 细胞体外抑瘤试验：参照
’;35<749等方法［D］进行并稍加修改，具体如下：将
D?!: &+)腹腔注射小鼠，$03后按常规处死 2DT!"AP
小鼠，无菌取脾，制备单细胞悬液。以 TCD Q %?D

I455< A R455浓度，加入到 SP孔板，每孔 %??!"，将 !%P
细胞以 $CD Q %?0 I455< A R455加入到 SP孔板，将 ,&+)
用 O(HG %P0?培养基稀释后，将不同量的 ,&+)加入
各孔。同时设置空白对照（仅加 ’H+H）、肿瘤对照
（含与处理样品等数量的 !%P 细胞）及 !&)阴性对
照。/T1过夜培养后，用培养基洗细胞 / 次，加入
$?!" D@:A@" 的 H.. 液。继续培养 03，移去上清，
加入 ’H&U%$?!"，溶解 %D@89后，在酶联仪上用空白
对照调零，以 DT?9@测定各孔的吸光值。抑瘤率的
计算公式如下：

抑瘤率（.J@;, :,;R73 8938V878;9，W）X %?? Y（!A"）Q %??
"：肿瘤细胞对照组光吸收值；!：处理组光吸收值

# 结果

#"! ’()的克隆及表达载体的构建
所提取金黄色葡萄球菌基因组 ’=)经 ?CFW的

琼脂糖凝胶电泳后，’=)条带主要存在于加样孔与
$%C$$TZV之间，说明所提取的 ’=)无明显降解。依
据 !;,<7等人［S］报道的 &+)基因序列，设计了以下引
物：上游引物 (% ，D[#22) 2.. *.) "#! #!$ )*2
*)* ))) )*2#/[；下游引物 ($，D[#.*. .*) )))
2.) 22) 2.2 *)* )2. .*.#/[；横线所示为添加的
酶切位点，扩增的基因片段为 &+) 的成熟肽编码
区。为了表达产物的金属螯合亲和层析，将 497 )
的终止密码子 .))突变为 *)*，使其在 -+.#&+)表
达载体上表达时，融合了 P个组氨酸的纯化标签。

&+)基因是一个富含 ). 的基因，尤其是下游
/[端。为了使下游引物在扩增 &+)基因 /[端 ).富
含区时避免出现错误引发，所设计下游引物 ($中仅
有 P个与 &+)成熟肽基因配对的碱基，其余碱基则
来自于终止子序列，这样 (2O扩增有较好的特异性
和扩增效率。&+)的 (2O扩增及 &+)克隆的酶切
鉴定见图 %、$。测序结果表明：所克隆序列与报道
的 &+)成熟肽基因序列完全一致。

图 % &+)基因的扩增
\8:]% )@-58^8I678;9 ;^ 497) :494 ^,;@ &76-3M5;I;IIJ< 6J,4J<
:49;@I< ’=)
%] ’"$???@6,Z4,<；$ ] !569Z I;97,;5 ；/] (2O -,;KJI7< ;^ 497)

图 $ &+)阳性克隆的酶切鉴定
\8:]$ _4,8^8I678;9 ;^ -;<878‘4 I5;94 R873 497) :494 VM K;JV54
O+ K8:4<78;9
%aD] ’"$??? @6,Z4,；$ E 0] O4<J57 ;^ K;JV54 O+ K8:4<78;9 ;^ -;<878‘4

I5;94

#"# ’()的可溶表达及纯化
将重组质粒 -+.#&+)转化 !"#$%（’+/）宿主菌，

获得工程菌 !"#$%（’+/，-+.#&+)）。过夜培养后，用
%C? @@;5A"的 G(.*进行诱导，诱导时间分别为 $、/、
03，结果表明 ,&+)产量在 03内随时间的延长而增
加（图 /）。用终浓度在 ?CD、%C?、%CD@@;5A"的 G(.*
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诱导培养 !" 后，结果表明 #$%&&’()*的 +,-. 即可
使 /012获得高效表达，而更高浓度的 +,-.并没有
使 /012的表达升高（图 3）。将 41-5012在 !67以 #
&&’()* +,-.诱导 !"，结果在该条件下表达的 /012
几乎全部是包涵体（结果未附）。将诱导温度降低至

897培养过夜，012出现了部分可溶性表达，可溶性
/012占总 /012的 ::;左右（图 :）。将低温诱导的
可溶性蛋白通过金属螯合亲和层析进行纯化，纯化

产物经 0<05,2.1分离，由于重组蛋白浓

图 ! 诱导时间对 /012表达量的影响
=>?@! 1AABCD ’A >EFGC>E? FG/HD>’E ’E 1I4/BJJ>’E ’A /012

#@,/’DB>E &H/KB/J；8 L 3@ +EFGC>E? A’/ 3、!、8" ；: L 6@ M*58#（<1!）N>D"

4’J>D>OB 4(HJ&>F N>D"’GD >EFGCD>’E，N>D" 41-588P（ Q）HEF E’ 4(HJ>&>F

>EFGCD>’E A’/ !"

图 3 +,-.浓度对 /012表达的影响
=>?$3 1AABCD ’A +,-. C’ECBED/HD>’E ’E BI4/BJJ>’E ’A /012

#$,/’DB>E &H/KB/J；8$ ,’J>D>OB 4(HJ&>F N>D"’GD +,-. >EFGCD>’E；! L :：

M*58#（<1!）N>D" 41-5012 >EFGCBF N>D" %$:，#$% HEF#$: &&’()* +,-.

图 : /012的可溶表达
=>?@: -"B J’(GP(B /012 NHJ ’PDH>EBF PR >EFGC>E? HD (’N DB&5
4B/HDG/B
# @ ,/’DB>E &H/KB/；8 @ /012 >E JG4B/EHDHED ’A J’E>C PHCDB/>H(；!@ +EC(GJ>’E

P’FR >E M*58#（<1!），3 @ -’DH( 4/’DB>E >E M*58#（<1!）N>D" 41-5012

4(HJ&>F

度不高，通过考马斯亮蓝染色不易发现杂蛋白的存

在（图 S2）。而微量的超抗原就能发挥很强的 -细
胞激活活性，超抗原的纯度对于其活性分析比较重

要。因此，为进一步检测蛋白纯度，又利用灵敏度比

考马斯亮蓝高 #%% L #%%%倍的银染对蛋白纯度进行
进一步检测，结果表明所纯化蛋白达电泳纯（图

SM）。为了对 /012的特异性表达作进一步鉴定，采
用 STU>J单抗对表达产物进行 VBJDB/E检测，结果在
全菌表达产物中能检测到一条与纯化蛋白相同分子

量的特异性蛋白条带（图 6）。

图 S /012的纯化
=>?@S ,G/>A>CHD>’E ’A /012

2@# @ ,G/>A>BF /012；8@ ,/’DB>E WH/KB/ ；!@ -’DH( PHCDB/>H( 4/’FGCDJ ；M @

,G/>A>BF /012 JDH>EBF PR J>(OB/ JH(D；X@ <>(GD>’E CG/OB ’A /012 4G/>A>CH5

D>’E

图 6 /012表达的 VBJDB/E检测
=>?@6 /012 BI4/BJJ>’E PR VBJDB/E5P(’DD>E?

# @ ,/’DB>E &H/KB/；8 @ -’DH( 4/’DB>EJ ’A PHCDB/>H( 4/’DB>E；!@ ,G/>A>BF /012

!"# $%&刺激外周血单核细胞增殖实验
以 ,U2为阳性参照，以 M02为阴性对照，对本

实验纯化所得的 /012 的活性进行检测，结果表明
/012能显著地刺激外周血单个核细胞增殖，012与
/012的活性差异不显著（, Y %$%:）（结果见图 9）。
!"’ ($%&激活脾细胞体外抑瘤试验
将不同剂量 /012 与体内激活的脾细胞、小鼠

M#S黑色素瘤共培养，结果能产生剂量依赖的肿瘤
生长抑制作用（结果见图 Z）。

# 讨论

012基因全长为 663P4，共编码 8:6个氨基酸，

3%3 生 物 工 程 学 报 #Z卷



图 ! "#$%的外周血单个核细胞增殖试验
&’()! *"+,’-."/0’+1 +- *234 56 "#$%

78. *234 9/: ;".0"./0.< 56 2#% 1.(/0’=. >+10"+,、*?% ;+:’0’=. >+10"+,、

"#$% /1< #$% ;"+0.’1

图 @ "#$%激活脾细胞体外抑制 2AB细胞生长试验
&’()@ %10’C0DE+" />0’=’06 +- #$% 56 />0’=/0’1( :;,..1 >.,,

其中前 FG5;编码 GH个氨基酸的信号肽，成熟肽形
成由!桶、!抓握结构（!C("/:;）两个结构域组成的扁
平分子［AI］。有文献表明 #$%的 4端和 J端的氨基
酸对于 #$%的活性非常重要，缺失使其活性大幅降
低［AA K AG］，而在其两端增加氨基酸对其活性有无影响

尚无报道。通过软件 LJ%::’:0AMI（!"#$$%& ’( )*+,
-.$$%"$/&）对重组 #$% 的基本理化性质进行初步分
析，结果表明重组 #$%由 GHG个氨基酸组成，分子量
约为 G!NL，等电点为 BMB；而野生 #$%由 GOO个氨基
酸组成，分子量约为 GF NL，等电点为 BMF。进一步
利用 #9’::C3+<.,自动模建程序［AO］对野生性 #$%及
"#$%的三维结构进行比较，结果表明："#$%尽管比
野生型 #$%增加了 @个氨基酸，但总体的构象并未
受到影响（图 AI）。外周血单核细胞增殖试验进一
步证明：重组后的 #$%在分子量、等电点发生了一
些改变，但其三维结构没有受到影响，仍能显著刺激

*234的增殖，活性与野生型 #$%相当。
高聚金葡素（?%#）是我国沈阳协和集团自行研

制的第一个应用于临床的超抗原抗癌药物，它是从

葡萄球菌代谢产物中提取的生物反应调节剂，其主

要成分是 #$4。通过近 AI 年来的临床研究表明将
高聚金葡素单独或与其它化疗药物联合应用能对恶

性肿瘤的治疗中产生较好的效果。如高聚金葡素配

图 AI #$%及 "#$%的三维结构比较

&’()AI OC <’E.1:’+1 :0"D>0D". 4+E;/"’1( +- #$% /1< "#$% 56 E+<.,C

,’1(

合化疗能抑制化疗引起的肝癌细胞多药抗药性基因

的表达，提高 JP 细胞活性，改善患者的生存质
量［AH］。国外以 #$%为基础的超抗原药物在动物模
型中取得较好的效果，其中 *JQCGAHRBR（#$%单抗融
合蛋白）已经进入"期临床［AR］。本研究克隆表达了
#$%，为其抗癌应用研究，打下了基础。初步体外试
验表明：健康小鼠的脾细胞在经 "#$%刺激后，能对
2AB肿瘤细胞产生明显的杀伤作用。由于 2AB肿瘤
细胞是 3?4C#阴性，它不能扮演抗原递呈细胞的
角色，即体内激活脾细胞产生的抑瘤效应主要是由

JP细胞等非特异性免疫引起。在本研究中，健康
4RF2STB小鼠的正常 JP细胞在 #$%体内激活后，其
抑瘤活性升为 GBMFU，"#$%进一步体外刺激后抑瘤
活性升至 HFMGU ，因此应用超抗原则有可能增强免
疫系统非特异性抑瘤效应，扭转肿瘤发生对机体造

成的免疫抑制。
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