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!型肉毒毒素保护性抗原的基因修饰及高效表达

王 慧" 荫 俊
（军事医学科学院微生物流行病研究所，北京 /"""$/）

摘 要 在 G型肉毒毒素保护性抗原基因初步表达的基础上，为提高表达水平，依据 834H的 I)G数据库中 G型
肉毒毒素基因全序列，重新设计上游引物，通过修饰基因片段 )端，保持氨基酸序列不变，从已获得的 G型肉毒毒
素与靶细胞起结合作用的重链 J端基因中，扩增小的突变基因，克隆入 EK83.6载体进行测序，并以 E4%!!"为表达
载体构建重组表达质粒，在大肠杆菌中实现高效表达。结果表明，重组表达产物占全菌蛋白的 #"L，酶联检测重组
表达产物具有特异结合活性。G型肉毒毒素保护性抗原基因的高效表达，为下一步基因工程抗毒素和疫苗的研制
奠定了基础。
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肉毒毒素（4&)6）是由肉毒梭状芽孢杆菌在厌
氧环境中产生的外毒素，能引起严重的神经性麻痹。

临床观察表明，在肉毒毒素的 $个血清型（G.K）中，
G型肉毒毒素相比其它型可引起更严重的症状和导
致更高的死亡率。结构功能研究表明，肉毒毒素重

链 J端（4&)6:PC）是毒素的保护性抗原［/］。
天然基因 4&)6:PC 在大肠杆菌中表达相对困

难，表达量很低［! Q #］。分析认为，限制 G型肉毒毒素
重链 J端基因表达的原因可能有两个：一是 4&).
6:PC基因富含高达 R $"L的 G.6，高频 G.6在转录
中易产生转录终止子；二是 4&)6:PC基因的氨基酸
密码子在大肠杆菌中多为低频密码子，受限于大肠

杆菌稀有 BN)G的动员，尤其在翻译起始端的低频
密码子的对应稀有 BN)G的动员受限，造成整条肽
合成受阻。

针对第一种可能的原因，/115 年，J’:,B&= 全基
因合成了 4&)6: 的 PC，降低基因中的 G.6 含量
（$0L降至 50L），在大肠杆菌中表达，免疫印迹检
测到了表达产物［!］，未提及表达水平。本研究则主

要针对第二种可能，在保持基因编码的氨基酸不改

变的情况下，通过对 PC片段基因 )端进行改造，选
择宿主细胞高利用频率密码子对起始端低频密码子

进行替换，提高毒素基因在原核系统中的表达水平，

并对表达产物进行 8HSTG鉴定。

" 材料与方法

"#" 材料
"#"#" 菌株和载体：E4’+7.4&)6:PC为本人构建的
重组质粒［5］；3 ( 0(,# IP5!为本室保存；克隆载体
EK83.6为 UV&97>:公司产品；质粒 E4%!!"为含有
UNUH 串联启动子的温控诱导表达载体。

"#"#$ 试剂：限制酶 30(N"和 .+4P"，6# I)G
连接酶、I)G和蛋白标准分子量、质粒提取试剂盒
为 UV&97>:公司产品；UJN试剂为宝生物公司产品；
UJN产物和酶切产物回收采用玻璃奶 I)G快速回
收纯化试剂盒（博大公司）。

"#$ 方法
"#$#" G型肉毒毒素重链 J端片段（4&)6:PC#02）
基因的 UJN扩增：以 834H的 I)G数据库中 G型肉
毒毒素基因全序列为标准，对 G型肉毒毒素重链 J
端片段基因的 )端，通过设计引物进行基因修饰，
替换个别碱基，对启始密码子后的 #个氨基酸密码
子进行纠偏。在引物 5W端引入限制性酶切位点
30(N"和 .+4P"，引物由赛百盛公司合成。
以 E4’+7.4&)6:PC为模板，进行 UJN，5"#H反应

体系 1#X预变性 - 9;=，再按 1#X #" F、55X 0" F、



!"# $% &，"’个循环，最后 !"#延伸 ! ()*。
!"#"# 重组表达质粒 +,-.,/01234$5的构建：利用
!"#6!和 $%&2!双酶切，将表达载体 +,-""%进行
消化，回收纯化，与用相同酶切消化的目的片段

,/071234$5在体外连接，并转化感受态细胞 ! 8 "#’(
92’"，经酶切电泳鉴定，确定阳性重组子。
!"#"$ 诱导表达［$］：接种单菌落于 ’(: " ; <7培养
基（含 =(+ >%%(?@:）A!#培养过夜。按 >：’%转接于
新鲜 " ; <7 培养基（含 =(+ >%%(?@:），A%#，"’%
B@()*培养至菌液 )*$%% C %D’ E %D!，迅速升温至

4"#，继续培养 ’F，离心收集菌体，G "%#保存。修
饰基因表达水平与毒素天然基因 ,/071234>!的表
达结果（已另文发表）进行比较。

!"#"% 表达产物的复性与活性测定（H:IJ=）：超声
破碎菌体细胞，收集沉淀，5(/K@:尿素溶解蛋白，以
梯度尿素透析法复性蛋白质。H:IJ=：用包被液稀释
=型肉毒毒素抗毒素血清（马血清购自卫生部中国
药品生物制品检定所），按 >%%#:@孔 包被酶联板，
4#过夜，洗涤后分别加入 >%%#:的 ,/071234$5蛋
白（浓度为 >%(?@:），和相同量的破伤风毒素（7LM），
并同时以生理盐水作为对照，用双抗夹心法测定表

达产物的特异结合活性。

# 结果

#"! 基因修饰与 &’()*+,%-.基因的 /01扩增
通过基因修饰，起始密码子后的 > E !个氨基酸

的密码子在大肠杆菌中均有较高的频数（%D4$ E
%D!"），相比较修饰前原有的密码子在大肠杆菌中的
频数（%D%5 E %D>4）有了很大的提高。
扩增产物经 >N琼脂糖凝胶电泳，以$90=@

+(,O%酶切片段（PB/(L?1公司）为标准分子量确定
PQ6产物大小。获得了大小约为 ’%%R+ 的扩增带
（见图 >）。
#"# &’()*+,%-.测序载体的构建与序列分析
将 PQ6产物在体外直接连接 +SHT.7载体，一

步转化法导入感受态细胞 ! 8 "#’( 92’"，通过".互补
的蓝白筛选，挑选重组子。经酶切电泳鉴定后，选出

重组质粒，以 7!启动子引物进行测序。
序列分析结果表明，克隆基因序列长度为

4$5R+，其中 = U 7 的比例高达 !>D4N，经与已知 =
型肉毒毒素重链 Q端的亚片段基因序列对照分析，
一致性高达 VVN，可以认为此基因序列即为 ,/0.
71234$5。
这一基因序列可编码 >’$ 个氨基酸，氨基酸组

成为：

=K1（=） >% "D4N =B?（6） >V 4D’N =&*（0） ’! >AD4N =&+（9） "4 ’D$N

QW&（Q） 4 %DVN SK*（X） >’ AD’N SKY（H） >! 4D%N SKW（S） "A ’D4N

2)&（2） 4 %DVN IKL（I） 45 >>DAN :LY（:） A" !D’N :W&（Z） A" !D’N

TLM（T） V "D>N PFL（[） >$ AD5N PB/（P） V "D>N JLB（J） AA !D5N

7FB（7） >4 ADAN 7B+（\） V "D>N 7WB（<） "! $D4N -1K（-） "A ’D4N

=&]（,） % %D%N SK]（^） % %D%N _11（_） % %D%N

其中带负电荷的氨基酸（=&+ U SKY）有 4>个，带正
电荷的氨基酸（=B? U :W&）有 ’>个。
通过计算机 +B/M+1B1( M//K 软件分析，,/0.

71234$5基因序列编码的蛋白分子量为 >!‘9，理论
等电点为 +I VD’!，此蛋白的不稳定系数为 A>DV$，被
归类为稳定蛋白质。在体外哺乳类网状细胞中的半

衰期为 >D4F；在体内，酵母中的半衰期为 A()*，大肠
杆菌中的半衰期大于 >%F。这一特点为研究中选择
大肠杆菌做为表达系统，尝试实现 =型肉毒神经毒
素重链 Q端的稳定表达提供了理论依据。
#"$ 重组表达质粒（2&34&’(*+,%-.）的构建
重组表达质粒经 !"#6!和 $%&2!双酶切，得

到与外源目的片段 ,/071234$5和 +,-""%酶切片段

大小相同的两条带（见图 >）。

图 > 表达重组质粒 +,-.,/071234$5的鉴定
[)?8 > =*1KW&)& /a BL3/(R)*1M)/*1K L]+BL&& +K1&()O
+,-.,/071234$5 O)?L&MLO RW !"#6!和 $%&2!

>：90= (/KL3YK1B bL)?FM (1B‘LB$90=@+(,O%；"：PQ6 +B/OY3M /a ,/0.

71234$5；A：+B/OY3M /a +,-.,/071234$5 O)?L&MLO RW !"#6!1*O $%&2!
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!"# $%&’()*#+,基因在大肠杆菌中的温控诱导表
达和可溶性分析

筛选鉴定的阳性单克隆经过夜培养，以 ! " #$转
接新鲜的培养基 % & ’(。)$*培养至 !"+$$ , $-#，
迅速升温至 .%*，诱导 #/，离心收集菌体。诱导与
未诱导的全菌裂解物进行 01023456分析，在蛋白
质相对分子量大小为 !781处多一条诱导表达的蛋
白带，与预期的分子量一致（见图 %）。薄层扫描结
果显示，全菌体中目的蛋白的表达量占菌体总蛋白

量的 .$9（见图 )）。超声打碎细胞，离心分为上清
和沉淀两部分。上清和沉淀进行 01023456 分析，
结果显示诱导表达的蛋白存在于沉淀部分，表明目

的蛋白为不溶性表达，在菌体中以包涵体形式存在

（图未显示）。

图 % 含 :;<2;=>(?@A.+B菌株的诱导表达结果
CDEF % 4G?HIJDJ =K ;=>(?@A.+B LM:NLJJLO DG # F $%&’ 1@#!

/?NP=NDGE Q/L :H?JRDO :;<2;=>(?@A.+B PI 01023456
!：3NLDGOSALO :;<2;=>(?@A.+BT 1@#!；%：UGOSALO :;<2;=>(?@A.+BT

1@#!；)：VLH?QDWL R=HLASH?N XLDE/Q（YN）R?N8LN（Z7-.，++-%，.)-$，

)!-$，%$-!，!.-.81）

图 ) 诱导表达产物全菌蛋白薄层扫描（波长 #Z#GR）
CDEF ) VLJSHQJ =K JA?G K=N DGOSALO # F $%&’ F 1@#!/?NP=NDGE

:H?JRDO :;<2;=>(?@A.+B ?Q Q/L X?WLHLGEQ/ =K #Z#GR

!"- 诱导表达蛋白的活性测定（./012）
经酶联免疫检测，复性的 ;=>?@A.+B 蛋白与 4

型肉毒毒素抗毒素具有特异结合活性，而结构相似

的破伤风类毒素与 4型肉毒毒素抗毒素不具有结
合活性，结果见表 !。

表 3 重组表达产物 $%&()*#+,蛋白的特异结合活性的测定
’(456 3 07689:;:*(9:%8 %; 9<6 =>6*:;:* (*9:?:9@ %;

A6*%B4:8(89 $%&()*#+, 9% (89:=6ACB

?GQDELGJ ;=>(?@A.+B (LQ [=GQN=H

(.#$ !-$#Z $-$7B $-$.%

D 讨论
研究中自行设计一对引物，通过改造基因 >端

个别碱基，对起始密码子后的 . 个氨基酸（第 %、.、
#、+位的氨基酸）的密码子的偏性进行纠正，选取在
大肠杆菌中的可利用的高频密码子，提高翻译起始

端的密码子在大肠杆菌的利用率，扩增重链近 [末
端的 .+BP:的基因，保证基因的准确性和提高表达
的可能性，克隆的基因对应的表达产物理论上具有

介导保护性免疫的作用［.，7］。

在表达载体的选择上，我们选择了国内构建的

高效表达载体 :;<%%$［#］，它具有强启动子 3V3\，而
且 :;<%%$本身已具有经优化的 01序列，我们设计
的引物紧接所要表达的基因序列，有利于高效表达。

结果表明，我们应用原核高效表达载体构建了

重组表达质粒 :;<2;=>(?@A.+B，在大肠杆菌中，实
现了肉毒毒素的保护性抗原（其中包含 ;=>(?两个
保护性抗原表位［!］）在原核系统中的高效表达，表达

的目的蛋白占全菌蛋白的 .$9，且表达稳定。经基
因修饰后，4型肉毒毒素重链 [ 端片段（保护性抗
原）在大肠杆菌中的表达水平，相比较未做基因修饰

的原天然基因 ;=>(?@A.!7 的表达［B］（已另文发表）
有非常大的提高（从 79升至 .$9以上），这一结果
与理论上认为的，基因序列起始密码子后 ! ] #个氨
基酸的正确翻译是整条肽链合成的关键，以及 01
序列与插入基因的距离会影响基因表达的观点是一

致的。提示基因修饰对基因在表达系统中的表达会

产生影响，适应宿主环境的基因修饰可能会起到提

高基因表达可能性或表达水平的作用。这为解决某

些基因在某些表达系统的不表达或低表达的问题提

供了新的思路。

4型肉毒毒素重链 [端片段（保护性抗原）在大
肠杆菌中的高水平表达使得进一步的抗毒素和安全

疫苗的研制成为可能。
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FH:H期 王 慧等：1型肉毒毒素保护性抗原的基因修饰及高效表达


