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摘 要 采用基因重组技术构建了表达产肠毒素大肠杆菌（./.0）的耐热肠毒素（1/）基因

和热敏肠毒素2亚基（3/’2）基因融合抗原的疫苗候选株。将1/基因的,’端与3/’2基因

的&’端连接，并置于同一阅读框。编码1/的基因是通过405从6137))8质粒中扩增得到

的，含有1/的69"序列（其编码1/前体的69"区域），并应用寡核苷酸定点突变技术将编码

1/的第(8位氨基酸残基发生突变，使1/的第(8位氨基酸残基:;<突变为3=>。在所构建

的结构中，于3/’2和69"’1/之间分别插入了不同长度的氨基酸3?@A=9B。表达的融合多肽

同时具有1/和3/’2的抗原性，并保留结合C7’(神经节苷脂的能力，且无3/和1/的生物

毒性。表达的融合蛋白免疫动物，能诱导产生相应的特异性抗体。
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人源肠毒素性大肠杆菌（.@E=9"E"F?G=@?H!"#$%&’#$’(#)*’，./.0）是婴幼儿及旅游者
腹泻的主要病原菌［(］。./.0的致病因子包括两类毒性因子，即耐热肠毒素（I=<E’BE<J;=
E"F?@，1/）和热敏肠毒素（I=<E’;<J?;=E"F?@，3/）两种。1/有毒且几乎没有免疫原性，当其
与载体蛋白共价偶联后，可表现出特异免疫原性。对1/结构的研究，显示其含有高度保
守的0’端(&个氨基酸顺序，具有全部肠毒素活性，构成一个毒素域；而且同野生1/一
样，具有同样结合受体蛋白的能力。1/的!’端:B@’1=9’1=9’:B@’/K9氨基酸是1/生物
活性不必需的，但却是重要的抗原决定簇［*］。我们采用寡核苷酸定点突变技术，改变编

码1/第(8位氨基酸的核苷酸，使1/的第(8位氨基酸残基:;<突变为3=>，同时引入

1/的前导顺序69"作为与载体蛋白连接的3?@A=9。由于3/’2无毒且具有强的粘膜免疫
原性，是理想的粘膜免疫载体蛋白。本研究将69"’1/基因片段置于3/’2基因的&’端，
并保证同一阅读框架，得到了表达3/’2／69"’1/融合蛋白的重组质粒；该重组质粒在!+
#)*’L7()-中表达的融合蛋白具有3/和1/双价免疫原性，动物试验证明无生物毒性。
为构建安全的./.0多肽疫苗提供了候选株。
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! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

!"#$%&!"#$%，!"#$%&&’$$，()#$#（本室保存）；!"#$%&(#$*$+（$+,：(##，-./

0./&12／#/）购自中国药品生物制品检定所；质粒31-454由16-789:;<博士赠送［=］。

!"# 培养基

0)培养基；产毒培养基（>／0）：含酪蛋白水解物4$，酵母粉#$，?@&<A，B4(CD*#A，
葡萄糖A，">-D*·+(4D$5$$4A，&9&<·’(4D$5$$#，1;&<=$5$$4A。

!"$ 核苷酸引物
为了降低-.的生物毒性，在本研究室化学合成的-.引物中，编码-.第#*位氨基

酸的核苷酸由22E替代2E&，这样将-.的第#*位氨基酸由2<@突变为0;F。为了方便
连接，在设计的引物中都有相应的酶切位点。

引物#：AG!&&E&EE2.&&.&2EE2.E&.222&&2"=G
引物4：AG!E&2&&&EE.2&222E22EE2..2&2"=G
!"% &’(操作技术
以引物#，引物4扩增3H9I-.基因：!引物4引入一个突变位点2E&#22E（编码为

互补的&..），则-.第#*位氨基酸残基由2<@定点突变为0;F；"引物#引入一个

’()(J酶切位点。C&K条件：%*L#MNO，A4L#MNO，+4L#5AMNO，=$7P7<;Q；末轮循环：

%*L#MNO，A4L#MNO，+AL#MNO。C&K产物回收，寡核苷酸链退火，细菌质粒的分离纯
化，R?2的连接和转化，琼脂糖凝胶电泳等均按常规方法。R?2序列分析采用-@O>;H双
脱氧末端终止法［*］。

!") *+,-(测定
待测样本菌及对照（阴性及阳性各一株）分别接种于$5’M0产毒培养基中，=+L过夜

振荡培养后，每管加4万单位多粘菌素)$5AM0，=+L温育#8，*$$$H／MNO离心#AMNO，取
上清同时用于0.、-.检测，筛选出0.和-.均为阳性的克隆株。0.检测方法根据双抗
体夹心法设计，-.检测方法根据竞争性S0J-2设计。酶标试剂盒购自上海市卫生防疫
站。为了检测融合蛋白是否具有与E"I#神经节甙酯结合的能力，在测定0.时，用E"I
#试剂取代试剂盒中的“2OTNI0.”试剂。

!". 融合蛋白的分离纯化

&.I)与0.I)不仅有+$U以上的同源顺序，而且有较强的免疫交叉。我们把抗&.I
)抗体的J>E共价偶联到溴化氰活化的-;38@H9Q;*)上，制成了亲和层析柱。应用此亲
和层析柱纯化0.I)／3H9I-.融合蛋白［A］。-R-I聚丙烯酰胺凝胶电泳和V;QT;HOW<9T免疫
印迹试验参照文献［’］。

!"/ 生物毒性检测
乳鼠试验是检测-.生物毒性的经典方法［+］。新生)20)／7乳鼠（##=:），随机分

组，每组=只。每毫升纯化的融合蛋白中加入4U的伊文斯蓝#$$0；每只乳鼠灌饲

$5#M0，4AL静置=8后，腹部解剖取整个肠部，称量肠重和去肠鼠重；计算肠重／去肠鼠重
的比值，比值大于$5$,=为阳性（肉眼观察肠部充满脓水）。
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!"# 动物免疫试验
选用!!"周龄的#$%#／&雌性小鼠，每只小鼠腹腔注射’()*+融合蛋白。隔周免

疫，共免疫,次，第"周收集血清，测血清抗%-.#./+0抗体和抗1-./+0抗体。

图) 重组质粒234%’)的结构

56+7) -89&:;<=>?&=6:;:@>9&:*A6;B;=
2CB<*6D234%’)

$ 实验结果

$"! 重组质粒的构建
重组质粒251,(,是含有%-.#基因的表达融

合多肽的载体，无%-.#基因的终止密码子并在其

E’端有一多克隆位点，外源基因很容易与其E’末端
融合。在%-.#与1-基因融合时，由于二者之间的
间隔距离不同，或接头序列的差异，会影响融合多肽

的抗原性，甚至氨基酸种类的细微差异导致1-毒
性的严重差别。本研究设计了两种方案，（B）用限制
酶F&:GH消化251,(,质粒IJ$，把经KLG扩增
的2>:.1-基因平端插入并置同一阅读框下，从而形
成编码%-.#／-M>.K>:.0C;.$<2.K>:./C9.$CB.$<2.K>:／

2>:.1-的融合基因（图)），该重组质粒命名为23.
4%’)；（A）载体质粒251,(,IJ$用!"#N/和$%&GH双酶切，然后与经!"#N/消化的

2>:.1-基因定向连接，得到编码%-.#／-M>.K>:.0C;.$<2.K>:／2>:.1-的融合基因，命名为

234%’,（图略）。核苷酸序列分析证明重组质粒符合设计。

图, %-.#／2>:.1-融合蛋白的1I1.K$0F分析

56+7, 1I1.K$0F:@=89B@@6;6=M.2?>6@69D
%-.#／2>:.1-B@?<6:;2>:=96;<7

%B;9$B;DL：K>:D?&=<9O2>9<<9DAM234%’)P9>9A:6C9D

6;1I1P6=8:?=（$）:>1I1P6=8D6=86:=8>9&6=:C（L）

%B;9#B;DI：K>:D?&=<9O2>9<<9DAM234%’,P9>9A:6C9D

6;1I1P6=8:?=（#）:>1I1P6=8D6=86:=8>9&6=:C（I）

$"$ %&’(／)*+’,&融合多肽抗原性测定
采用夹心法F%/1$测定融合蛋白的

%-抗原性，结果见表)；采用竞争性

F%/1$测定融合蛋白的1-抗原性，结果
表明融合蛋白能与野生1-竞争性结合抗

1-抗体（表略）。上述结果证明，两种重组
质粒表达的融合蛋白都同时具有%-和

1-的抗原性。0Q.)包被的F%/1$检测
结果表明融合蛋白仍保留了与0Q.)神经
节苷脂结合的能力。

$"- 融合蛋白的纯化及鉴定
应用亲和层析法纯化%-.#／2>:.1-

融合 蛋 白。1I1.K$0F 显 示 $’%&()
RQ)’S（234%’)）和 $’%&() RQ)’S
（234%’,）分别表达的融合蛋白都是一条

单链多肽，表观分子量分别约为)TUI和)"UI左右（图,）。两种融合蛋白分别加1I1煮
沸（图,$、#）和加1I1及二硫苏糖醇煮沸（图,L、I）后，电泳迁移率没有变化，没有多聚
体形成的迹象。
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图! 融合蛋白的"#$%#&’()*+%分析

,-./! "#$%#&’()*+%01)&-2-34%-+’+5%0#455-’-%1(
67&-5-#289(:／6&+(;957$-+’6&+%#-’

84’#<：,7$-+’6&+%#-’=4$#>6&#$$#2)1?@ABC（6DE8BA）

84’#:：,7$-+’6&+%-2#=4$#>6&#$$#2)1?@ABC（6DE8BF）

!"# $%&’%()*+,’分析结果
经亲和层析分离纯化的融合蛋白，

;G;(H<IJ电泳后，转移至硝酸纤维素滤
膜上，与抗;9血清结合，二抗结合后显
色。"#$%#&’)*+%结果显示两种融和蛋白
都能同抗;9血清结合（图!）。

!"- 融合蛋白的生物毒性测定

89(:蛋白原无任何生物毒性，;9多
肽具有生物毒性。89(:和6&+(;9融合
后，兔肠袢结扎试验表明仍无89毒性（结
果未列）；乳鼠肠重与去肠鼠重的比值大于

BKBL!者为阳性，小于BKBL!为阴性，结果
见表F，证明融合蛋白无残留;9的生物毒
性。

表. 夹心法/0123检测04抗原性

45*+%. 04675)’89%)8:8’;,<0467／=(,624
<>&8,)=%=’8?%@8’A/0123

;4M6*#$ !NCF’M H／O

"#$%&’?@ABC B/BN

"#$%&’PABNBQ B/C! F!KF

"#$%&’?@ABC（6DE8BA） B/CR F!KL

"#$%&’?@ABC（6DE8BF） B/CS FNKB

表! 乳鼠实验测定24肠毒性

45*+%! 4A%&>:B+8)9C,>&%5&&5;
<,(24’,D8:8’;

;%&4-’$ @#4’T;J

"#$%&’PABNBQ BKAARTBKBFF

"#$%&’?@ABC（6DE8BA） BKBRCTBKBBN

"#$%&’?@ABC（6DE8BF） BKBSNTBKBBR

!"E 融合蛋白免疫原性的测定
融合蛋白免疫小鼠，得抗血清。以此抗血清替代J8U;<试剂中的单抗，测定血清效

价。结果显示，免疫后小鼠血清中产生的抗89(:U.I，其滴度是免疫前的ABBB倍；抗;9
U.I，为ABB倍。

F 讨 论
人源肠毒性大肠杆菌（J9JV）是引起人类腹泻的重要病原菌。89和;9的存在是研

制一种具有肠毒素89和;9免疫原性的新型疫苗的重要课题。由于野生;9几乎没有
免疫原性且具有强的生物毒性，增强免疫原性并降低其生物毒性就尤为重要。降低;9
的生物毒性可通过两种方式，其一是去除或改变;9的毒性域结构，其二是在融合蛋白之
间选择合适的8-’W#&，使部分8-’W#&氨基酸参与;9的构象，从而改变;9毒性域结构。
有研究表明，8-’W#&的长短及氨基酸属性的不同，可极大地改变甚至增强其生物毒性［L］。
然而，不论何种改变，融合蛋白不仅要有;9的特异免疫原性，且其诱导的特异性抗体可
与野生;9特异性地结合。我们构建并表达的融合蛋白具有89和;9双价免疫原性，无
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任何残留生物毒性，保持与!"#特异性结合的能力，为进一步构建安全的$%$&疫苗打
下了基础。
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