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A型肉毒毒素受体结合区 Hc在重组 SFV复制子载体中
的表达 

余云舟, 孙志伟, 王双, 俞炜源 
北京生物工程研究所, 北京 100071 

摘  要: 为了在哺乳动物细胞中表达 A 型肉毒毒素 Hc 抗原, 构建了含 A 型肉毒毒素受体结合区 Hc 基因的基于 RNA

和 DNA 的重组 Semliki 森林病毒(Semliki forest virus, SFV)复制子表达载体。RNA 和 DNA 复制子载体转染 BHK21 细胞

后, 经间接免疫荧光、Western 印迹和 ELISA 检测, 结果表明非分泌型和分泌型的 Hc 抗原在细胞中都得到了有效地表

达; 而且复制子表达载体与辅助病毒载体共转染均可制备高滴度的重组病毒颗粒, 该重组病毒颗粒感染细胞后, 也都

能表达 Hc 抗原。以上结果表明, 基于 RNA 和 DNA 的重组 SFV 复制子表达载体在细胞中均可有效地表达 Hc 抗原和制

备具有感染能力并能表达 Hc 抗原的重组病毒颗粒。基于 RNA 和 DNA 的重组 SFV 复制子表达载体的构建和含 A 型肉

毒毒素受体结合区 Hc 基因的重组病毒颗粒的获得, 为进一步观察 SFV 复制子疫苗的免疫原性奠定了基础, 从而为 A 型

肉毒毒素新型疫苗的研制提供了新途经。 
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Expression of the Hc Fragment of Clostridium botulinum  
Neurotoxin Serotype A in Mammalian Cells with Recombinant 
Semliki Forest Virus Expression System 
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Abstract: To produce the C-terminal fragment of heavy-chain receptor (Hc) of the Clostridium botulinum neurotoxin serotype A 
(BoNT/A) in mammalian cells, we cloned the Hc gene from BoNT/A into the RNA and DNA-based Semliki Forest virus (SFV) rep-
licon expression vectors, resulting in recombinant replicon expression vectors pSMHc, pSMSHc, pSCARHc, and pSCARSHc. Effec-
tive expression of non-secreted and secreted antigen Hc were confirmed by indirect imumofluorescence (IF), Western blot and 
ELISA after transfecting BHK21 cells with these replicon expression vectors based on both DNA and RNA. Recombinant virus par-
ticles (RVP) were prepared by cotranfecting these expression vectors with helper vectors (pSFV-helper2 or pSHCAR) and the ex-
pression of antigen Hc was confirmed by indirect imumofluorescence (IF) and Western blot in cells (BHK21) that were infected with 
these recombinant virus particles (RVP). RNA and DNA-based recombinant SFV replicon expression vectors and recombinant virus 
particles (RVP) containing Hc gene all effectively expressed antigen fragment Hc in cells. This work laid a foundation for the study 
of the immunogenicity of SFV replicon vaccines and provided an alternative to develop new type vaccines against botulinum neuro-
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toxin serotype A. 

Keywords: Semliki Forest virus, RNA replicon, botulinum neurotoxin serotype A, C-terminal fragment of heavy-chain receptor(Hc), 
Recombinant virus particles (RVP) 

肉毒毒素(Botulinum neurotoxin, BoNT)是肉毒

梭菌产生的神经毒素, 是目前已知最毒的天然物质, 

共有七个血清型(A~G), 其中A型的毒性最强[1]。疫

苗是预防肉毒中毒最有效的方法。但目前研究或有

限使用的类毒素疫苗存在许多缺点, 无法进行推广

应用。肉毒毒素受体结合区Hc为保护性抗原基本决

定簇, 具有完全的免疫保护作用, 是肉毒毒素新型

疫苗研究的靶抗原[2]。本实验室人工合成的A型肉毒

毒素受体结合区Hc基因实现了在大肠杆菌中可溶性

高效的表达, 并且重组蛋白Hc具有良好的免疫原性

和保护作用, 极有潜力作为A型肉毒毒素亚单位疫

苗[3]。除了肉毒素素Hc亚单位疫苗研究外, 核酸疫

苗、基因工程载体疫苗等新型疫苗也是肉毒素素疫

苗研究的另一个重要的方向, 具有制备简单、成本

低、安全、免疫程序方便等优点。 

已报道的实验结果表明, 针对A型 [4,5]或F型 [6,7]

肉毒毒素DNA疫苗的结果均不是十分理想, 诱导产

生的抗体水平较低, 相应的保护作用不够强大, 尤

其是针对A型肉毒毒素DNA疫苗的实验结果。但Lee

等[8]用委内瑞拉马脑炎病毒(Venezuelan Equine En-

cephalitis Virus, VEEV, 一种甲病毒)复制子载体制

备了A型肉毒毒素疫苗, 免疫接种小鼠后能够产生

良好的保护效果。这个结果提示甲病毒复制子载体

在针对BoNT/A的疫苗可能具有更好的潜力。甲病毒

复制子核酸疫苗是一种自杀性的RNA/DNA疫苗 , 

不仅能增强传统核酸疫苗免疫原性, 而且也能够提

高传统核酸疫苗的安全性 [9,10], 极有潜力作为新型

疫苗载体应用。SFV复制子载体是基于semliki森林

病毒(另一种甲病毒)的真核表达载体, 具有宿主范

围广, 表达效率高等优点, 已被广泛用于疫苗研究, 

并已有病毒和肿瘤复制子候选疫苗进入临床前期及

临床试验, 显示了其良好的应用前景[11,12]。因此, 本

文构建了含A型肉毒毒素Hc基因的重组SFV复制子

表达载体, 证实该复制子载体在DNA和RNA二种递

送方式上均可实现抗原基因的有效表达及重组病毒

颗粒的制备, 为研制基于SFV的肉毒毒素新型复制

子疫苗打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
BHK21细胞株于含 5%小牛血清, 10 u/mL青霉

素和 10 mg/mL链霉素的DMEM培养基(Invitrogen) 

培养。pSM、pSMS和pSFV-helper2为基于RNA的SFV

复制子载体 [13,14], pSCAR和pSHCAR为基于DNA的

SFV复制子载体[15]。pGEMT-Hc为含A型肉毒毒素受

体结合区Hc基因的质粒载体[3]。 

1.2  引物和寡核苷酸 
    用于构建含 Hc 基因的重组 SFV 复制子表达载

体的引物如下:  

引物 F-HB (BamH I)序列为: 5′-cgcggatccgcacca- 

tggaatacatcaagaacatcatcaatacctcc-3′; F-HN (Nde I)序列

为: 5′-gccgcatatggaatacatcaagaacatcatcaatacctcc-3′; 

R-HC(Cla I)序列为: 5′-tgacatcgatttacagtggacgttcacccc- 

aac-3′。  

1.3  PCR 和分子克隆 
PCR, 质粒提取和 DNA连接、转化、酶切等按

常规方法进行, 参照《分子克隆实验指南》。 

1.4  体外转录体 RNA 的制备 
重组质粒经Spe I酶消化 , 以纯化后的线性化

DNA为模板(2 μg), 采用Promega公司SP6 RNA 聚

合酶系统转录试剂盒进行体外转录, 以获得RNA转

录体[13]。 

1.5  RNA 和 DNA 转染细胞 
RNA和DNA转染细胞分别采用Qiagen公司

TransMessengerTM Transfection Reagent和Invitrogen 

公司LipofectamineTM 2000脂质体试剂盒进行[13,15]。 

1.6  间接免疫荧光(IF)和 Western 印迹检测 Hc 在
细胞中表达 

通过间接免疫荧光分析抗原基因在复制子表达

载体转染后和重组病毒颗粒感染后细胞中的表达。

5%醋酸(溶于甲醇)固定细胞; 1% BSA封闭后, 加入

马源多抗血清(购自卫生部北京生物制品研究所)或

鼠源抗 Hc多抗血清(自制的高免血清), 37℃放置 1 h; 

PBS洗 3次, 加溶于 1%伊文氏蓝及 1% BSA的 PBS
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中的 1:200 稀释 FITC 标记羊抗鼠或兔抗马二抗
(IgG/FITC, Jackson Immuno Rearchlaboratories Inc.), 
37℃放置 0.5 h; 荧光镜下观察并照相。 

应用 Passive Lysis Buffer (Promega)裂解转染了

复制子载体或感染 RVP后的细胞, 离心并收集上清, 

上清中含有目的蛋白, 而细胞的培养基上清中含有

分泌型表达的抗原蛋白可直接作样品。以上样品进

行 SDS-PAGE 电泳和 Western 印迹检测抗原基因的

表达。使用 Santa Cruz公司的 Luminol reagent试剂

X光片曝光并照相。 

2  结果 

2.1  含Hc基因的重组SFV复制子表达载体的构建 
以 pGEMT-Hc 为模板, F-HB 和 R-HC 为引物, 

PCR扩增约 1.3 kb基因序列 Hc, 经 BamH I和 Cla I

消化后, 连入相同酶消化的 pSM 载体中, 构建的重

组质粒命名为 pSMHc; 以 F-HN 和 R-HC 为引物, 

PCR 扩增约 1.3 kb 基因序列 Hc, 经 Nde I 和 Cla I

消化后, 连入相同酶消化的 pSMS 载体中, 构建的

重组质粒命名为 pSMSHc。 

Xba I和 Spe I消化上述二个基于 RNA的复制子

表达载体 pSMHc 和 pSMSHc, 回收含 Hc 基因的片

段, 与相同酶消化的 pSCAR 载体相连, 构建的基于

DNA 的复制子表达载体分别命名为 pSCARHc 和

pSCARSHc。以上构建的重组质粒均经酶切鉴定和

序列测定为正确的克隆。 

2.2  Hc 基因在哺乳动物细胞中的表达 
2.2.1  利用基于 RNA的重组复制子载体在细胞中表

达抗原基因 Hc 

pSMHc和pSMSHc载体的转录体R-Hc和R-SHc

转染BHK21 细胞后, 以A型肉毒毒素抗毒素多抗为

一抗, IF检测结果见图 1a, 细胞呈现特异的绿色荧

光, 而空载体pSM转染细胞无荧光。另外, 对含Hc

基因的SFV复制子RNA表达载体转染后的细胞进行

Western印迹检测, 结果见图 2, 在相对分子质量约

为 50×103位置有特异条带产生, 与重组蛋白Hc大

小一致, 而对照细胞中则无此条带。以上的结果表

明Hc基因通过基于RNA的重组复制子载体在真核

细胞中得到了有效的表达。 

2.2.2  利用基于 DNA 的重组复制子载体在细胞中

表达抗原基因 Hc 

二种 DNA 复制子表达载体 pSCARSHc 和

pSCARHc 转染细胞后, 以重组蛋白 Hc 免疫后的多

抗血清为一抗, 通过间接免疫荧光分析抗原基因在 
 

 
图 1  IF检测 Hc基因在基于 RNA和 DNA的重组 SFV复制子表达载体转染细胞中的表达(400×) 

Fig.1  Expression of Hc gene was detected in cells transfected with RNA and DNA-based replicon expression vectors by IF 
(a) 1: indicates cells transfected with RNA transcripts from pSMHc; 2: indicates cells transfected with RNA transcripts from pSMSHc; 3: 

indicates cells transfected with RNA transcripts from pSM (Negative control). 
(b) 4: indicates cells transfected with pSCARHc; 5: indicates cells transfected with pSCARSHc; 6: indicates cells transfected with pSCAR 

(Negative control)
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图 2  重组 Hc表达的产物的Western blot检测结果 
Fig. 2  Expression of Hc was detected in the lysates from 
cells transfected with RNA transcripts from pSMSHc and 

pSMHc by Western blot 
Lane 1: the lysates from cells transfected with RNA transcripts 

from pSMHc; Lane 2: the lysates from cells transfected with RNA 
transcripts from pSMSHc; Lane 3: the lysates from cells transfected 
with RNA transcripts from pSM (Negative control); Lane M: pro-
tein molecular marker. The arrow indicates the position of the Hc 

 
细胞中的表达。IF检测结果见图 1b, 细胞呈现特异

的绿色荧光, 而空载体 pSCAR 转染细胞无荧光。

同样对含 Hc 基因的 SFV 复制子 DNA 表达载体转

染后的细胞进行 Western印迹检测, 结果见图 3。与

基于 RNA的复制子表达载体结果一致, 基于DNA的

SFV复制子也能在真核细胞中有效地表达Hc抗原, 并

且含有含分泌信号肽序列 S 的复制子载体表达载体 
 

 

图 3  重组 Hc的表达产物的Western印迹检测结果 
Fig. 3  Expression of Hc was detected in the lysates and the 

cell culture supernatant from cells transfected with 
pSCARSHc (a) and pSCARHc (b) by Western blot 

1: the lysates from cells transfected with pSCARSHc; 2: the cell 
culture supernatant from cells transfected with pSCARSHc; 3: the 
lysates from cells transfected with pSCAR (Negative control); 4: 

the lysates from cells transfected with pSCARHc; 5: the cell culture 
supernatant from cells transfected with pSCARHc; 6: the lysates 

from cells transfected with pSCAR (Negative control); M: protein 
molecular marker. The arrow indicates the position of the Hc 

pSCARSHc 能够有效地分泌型表达 Hc 抗原, 见图

3(a-2)。该基于 DNA的复制子载体可直接递送用于免

疫机体作为复制型 DNA核酸疫苗。 

为了进一步检测 Hc 表达及免疫原性,  ELISA

实验结果证实了含 Hc基因的基于 DNA的复制子表

达载体 pSCARSHc转染细胞的裂解液和培养基上清

均能特异性与 A型肉毒毒素抗毒素多抗及重组蛋白

Hc 免疫后的多抗血清结合, 而不与空载体转染细胞

的裂解液和培养基上清结合(图略), 结果表明也复

制子载体 pSCARSHc 能够分泌型表达 Hc 抗原并且

表达的抗原具有良好的抗原性。 

2.3  重组病毒颗粒感染细胞及其在细胞中表达抗

原基因 Hc  
共转染复制子表达载体和辅助载体(二种递送

方式即RNA和DNA)后收集重组病毒原液 , 经激活

后梯度稀释感染BHK21, IF检测到抗原基因在细胞

中得到了表达, 见图 4(1-2, 4-5), 而转染空载体后获

得的重组病毒颗粒没有检测到荧光信号, 见图 4(3, 

6), 结果表明 4 种组合均可获得能感染细胞并表达

Hc抗原的重组病毒颗粒。另外, Western 印迹检测结

果也进一步表明Hc基因在重组病毒颗粒感染细胞中

得到了有效的表达(图略)。通过IF检测定量分析了重

组病毒颗粒的滴度, 4 种组合均可产生 5×105个/mL

以上有活性的重组病毒颗粒, 而获得的重组病毒颗

粒可直接作疫苗进行免疫接种, 能够提高其免疫效

果, 是一种良好的疫苗载体。 

总之, 构建了高效的重组 SFV复制子表达载体, 

并且能够有效地表达Hc抗原基因, 也能够分泌型表

达抗原, 为下步进行复制子疫苗研究奠定了基础。 

3  讨论 

肉毒毒素是一种毒性较强的神经毒素, 其中A

型肉毒毒素的毒性最强。肉毒毒素易于生产, 具有

强神经毒性, 中毒死亡率高, 也是重要的生物战剂

之一。各型肉毒毒素分子在结构上有很多相似的特

点, 由重链(100 kD)和轻链(50 kD)组成。L链具有锌

离子肽链内切酶活性, 重链N端为一个跨膜转运功

能区域, 另一个结构域为重链的羧基末端(Hc), 又

称为受体结合区, 它与靶神经细胞结合[1]。为了克服

肉毒毒素类毒素疫苗的缺点, 正在致力于其他类型

疫苗如亚单位疫苗和DNA核酸疫苗的研究, 试图研 
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图 4  IF检测 Hc基因在重组病毒颗粒(RVP)感染的细胞中的表达(400×) 

Fig.4  Expression of Hc gene was detected in cells infected with RVP contained Hc gene by IF 
(a) 1: indicates cells infected with RVP from co-transfected with RNA transcripts from pSMHc and pSFV-helper2; 2: indicates cells infected 
with RVP from co-transfected with RNA transcripts from pSMSHc and pSFV-helper; 3: indicates cells infected with RVP from co-transfected 

with RNA transcripts from pSM and pSFV-helper2 (Negative control). 
(b) 4: indicates cells infected with RVP from co-transfected with pSCARHc and pSHCAR; 5: indicates cells infected with RVP from co-transfected 

with pSCARSHc and pSHCAR; 6: indicates cells infected with RVP from co-transfected with pSCAR and pSHCAR (Negative control) 
 

制高效、安全、方便的新型疫苗[2]。A型肉毒毒素受

体结合区Hc是肉毒毒素疫苗研究的靶抗原, 免疫动

物后具有完全的保护作用[16,17]。本实验室人工合成

了A型肉毒毒素受体结合区Hc基因, 并且在大肠杆

菌中表达的重组蛋白Hc具有良好的免疫原性和保护

作用[3]。在此基础上, 利用基于SFV复制子载体表达

A型肉毒毒素受体结合区Hc, 并进一步探索其作为

复制子疫苗的可行性。我们的实验结果表明,利用该

复制子载体通过RNA、DNA以及重组病毒颗粒三种

递送方式均可有效地表达A型肉毒毒素受体结合区

Hc抗原基因。该结果表明人工合成的Hc抗原基因也

在真核细胞中得到了表达。利用基于SFV复制子载

体表达肉毒毒素受体结合区Hc抗原片段, 目前国内

外未见报道。已有实验结果表明与非分泌型表达载

体相比, 分泌型表达载体免疫机体后, 增强Th2 型

免疫应答, 更有利于产生抗体, 增强中和毒素的能

力及保护效果[4,5]。分泌型和非分泌型Hc抗原SFV复

制子表达载体的构建, 为下一步进行复制子核酸疫

苗研究奠定了基础。 
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