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摘   要：蜡样芽孢杆菌属于革兰氏阳性菌，分布广泛，具有一定的致病性。不同的蜡样芽孢杆菌

携带有不同的毒力因子，这直接决定了蜡样芽孢杆菌株致病性的差异。研究和探讨毒力因子分布

以及具体毒素的生物活性有助于对蜡样芽孢杆菌病采取更科学的防控。本研究通过原核表达系统

将溶血素 BL 三亚基重组表达，并对表达蛋白进行了纯化和部分生物学活性的检测。研究结果表明，

牛源致病性蜡样芽孢杆菌溶血素 BL 可以在原核表达系统中成功表达和纯化，牛源致病性蜡样芽孢

杆菌溶血素 BL 拥有溶血性、细胞毒性、很好的免疫原性以及对小鼠具有一定的免疫保护性。本研

究表达了溶血素 BL 三亚基，并探究了牛源致病性蜡样芽孢杆溶血素 BL 的生物学活性。本研究为

进一步揭示蜡样芽孢杆菌溶血素 BL 的致病作用机制和建立针对牛源致病性蜡样芽孢杆菌病的检

测方法奠定了理论基础。 
关键词：蜡样芽孢杆菌；牛；溶血素 BL 亚基；原核表达  
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Prokaryotic expression and biological activities of the 
hemolysin BL subunit of a pathogenic Bacillus cereus of 
cattle origin 

CHEN Yunjiao, HE Yunjiang, MENG Qinglei, LIU Zhilin, ZHANG Xin, JIA Zelin,  
CUI Jiayu, WANG Xueli* 

College of Animal Science and Technology, Inner Mongolia Minzu University, Tongliao 028042,  
Inner Mongolia, China 
 
Abstract: Bacillus cereus belongs to Gram-positive bacteria, which is widely distributed in 
nature and shows certain pathogenicity. Different B. cereus strains carry different subsets of 
virulence factors, which directly determine the difference in their pathogenicity. It is therefore 
important to study the distribution of virulence factors and the biological activity of specific 
toxins for precise prevention and control of B. cereus infection. In this study, the hemolysin BL 
triayl was expressed, purified, and characterized. The results showed that the bovine pathogenic 
B. cereus hemolysin BL could be expressed and purified in the prokaryotic expression system, 
and the bovine pathogenic B. cereus hemolysin BL showed hemolysis, cytotoxicity, good 
immunogenicity and certain immune protection in mice. In this study, the recombinant 
expression of hemolysin BL triayl was achieved, and the biological activity of hemolysin BL of 
bovine pathogenic ceroid spore was investigated. This study may facilitate further investigating 
the pathogenic mechanism of B. cereus hemolysin BL and developing a detection method for 
bovine pathogenic B. cereus disease. 
Keywords: Bacillus cereus; cattle; hemolysin BL subunit; prokaryotic expression 

 
 

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)，是一种革

兰氏阳性、杆状、好氧或兼性厌氧的运动性细

菌，可形成内生性孢子和生物膜，广泛存在于

自然环境中[1]。B. cereus 最初是从牛舍空气中

分离到的，该菌通常呈单个细胞状态，有时单

个细胞也会串联成线状结构[2-3]。B. cereus 曾被

认为是一种无害的微生物，一些 B. cereus 还被

应用于动物饲料添加剂、人类食品添加剂和环境

修复等领域[4-6]。自 20 世纪 60 年代起，B. cereus

因导致多种肠道和肠外感染而逐渐受到重视。

根据相关报告，B. cereus 在 2018 年是比利时食

源性感染的首要病原体；在 2007−2014 年间，是

法国食源性感染的第二大病原体；在 2017 年，

是中国食源性感染事件中排名第五的病原体[7-9]。

流行病学数据显示，与呕吐症状相关的食物包

括被 B. cereus 污染的大米、面食、糕点和面条，

而与腹泻症状相关的食物则包括被 B. cereus 污

染的蔬菜、肉制品和奶制品[10]。此外，在保加

利亚、芬兰、匈牙利和挪威报道的腹泻型疾病

频率较高；而在日本和英国报道的呕吐型疾病频

率较高，这些数据可能反映了不同国家的饮食习

惯，并表明某些食物携带了含有特定毒力因子集

合的 B. cereus 菌株，从而更容易引起呕吐或腹

泻[11]。B. cereus 的致病力与其携带的不同毒力因

子集有关，其毒力因子主要包括呕吐毒素

(cereulide)、HBL、NHE、肠毒素 FM、肠毒素 T
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和 CytK 等，这直接决定了 B. cereus 致病力的差

异。其中Hbl是一种主要由HblB、HblL1和HblL2
这 3 个亚基组成的重要毒力因子，由 hblC、hblD

基因分别编码的两个裂解组分 L1、L2 和 hbIA

基因编码的结合蛋白 B 组成，对肠道细胞和多

种其他人类细胞具有溶血和细胞毒性作用。深入

研究牛源致病性 B. cereus Hbl 的生物学活性对

于揭示其致病机制和防控该病具有重要意义。 
目前，关于 B. cereus 引起食源性疫情的研

究已有报道，但其导致人类和畜禽动物全身性

感染病症的机制和作用模式尚不明确。先前的

研究表明，B. cereus 菌株在毒力方面存在显著差

异[1,12]，因此选择具有特定宿主感染能力的致病

菌株来探讨其相关毒力因子和致病机制是一个

有效的策略。本研究使用 pCold 原核表达系统

构建了可以表达牛源致病性 B. cereus HblB、

HblL1 和 HblL2 蛋白的表达菌株。表达菌株经

诱导后表达出 rHblB、rHblL1 和 rHblL2 蛋白，

并对表达蛋白进行了纯化和部分生物学活性的

检测，以期为进一步揭示牛源致病性 B. cereus 

Hbl 毒素的作用机制和建立相应的检测方法奠

定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及实验动物 
菌株：牛源致病性 B. cereus 由本实验室分

离鉴定。该菌株在 GenBank 上已注册的序列号

为 OP028902，中国普通微生物菌种保藏中心编

号为 CGMCC No.17626。 
实验动物：30 只 6−8 周龄雄性昆明小鼠，

购自辽宁长生生物技术股份有限公司[实验动

物生产许可证号 SCXK(辽)2020-0001]。动物实

验研究由内蒙古民族大学动物保护与利用委员

会审核通过，动物伦理委员会的相关批准号为：

IMUN20190301。 

1.2  主要试剂 
4×Protein SDS PAGE Loading Buffer 、

ProteoGuardTM EDTA-Free Protease Inhibitor 
Cocktail 购自 TaKaRa 公司；BeyoECL Plus 超
敏化学发光(enhanced chemiluminescence, ECL)
试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；凝

胶 蛋 白 质 蓝 染 试 剂 盒 和 辣 根 过 氧 化 物 酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗小鼠

IgG 购自博士德生物(BOSTER)；His-Tag (27E8) 
Mouse mAb #2366 购自 Cellsignal。 

1.3  原核表达载体的构建 
1.3.1  hblA、hblD、hblC 基因的 PCR 扩增及

测序 
通过 SnapGene 4.3.6 软件设计无信号肽序

列的 in-fusion 克隆引物，通过 primer-BLAST
验证无误后，交由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。B. cereus 进行复苏及增菌，参考说

明书，使用 TaKaRa MiniBEST Bacteria Genomic 
DNA Extraction Kit Ver.3.0 进行 B. cereus 全基因

组 DNA 的提取。以 B. cereus 全基因组 DNA 为

模板，使用合成的 3 条引物扩增 hblA、hblD 及

hblC 基因(表 1)，反应程序为：94 ℃预变性 4 min；
94 ℃变性 0.5 min，55 ℃退火 0.5 min，72 ℃延伸

1.5 min，共 30 个循环；72 ℃延伸 7 min。进行

DNA 琼脂糖凝胶电泳分析并回收纯化。回收后进

行浓度测定，hblA 的浓度为 66.5 ng/μL、hblD 的

浓度为 72.2 ng/μL、hblC 的浓度为 60.1 ng/μL。

取 PCR 产物进行测序。 
1.3.2  原核表达载体的构建 

使用大肠杆菌冷休克表达系统进行 rHblB、

rHblL1 和 rHblL2 的原核表达，选择 pColdⅠ载体

分别与纯化的 hblA、hblD 和 hblC 基因连接，

获得重组质粒 pColdⅠ-hblA、 pColdⅠ-hblD 和

pColdⅠ-hblC。 
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表 1  扩增 hblA、hblD、hblC 基因的引物 
Table 1  Primers for amplifying the hblA, hblD, and hblC genes 
Gene name Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
hblA hblA-F GGCATATGGAGCTCGGTACCAGTGAAATTGAACAAACGAACAATG 1 071  

hblA-R GCAGGTCGACAAGCTTCTATTTTTGTGGAGTAACAGTTTCC 
hblD hblD-F GGCATATGGAGCTCGGTACCCAAGAAACGACCGCTCAAGA 1 167 

hblD-R GCAGGTCGACAAGCTTCTACTCCTGTTTAAAAGCAATATCT 
hblC hblC-F GGCATATGGAGCTCGGTACCGAAACTCAACAGGAAGGCATGG 1 260 

hblC-R GCAGGTCGACAAGCTTTTAAAATTTATATACTTGTTCTTC 
The underlined parts are the homologous arm sequence of the target gene and the pColdI vector, and the bold parts are the 
restriction sites Kpn I or Hind Ⅲ. 
 

1.4  重组蛋白的诱导表达及纯化 
参考 BL21 感受态细胞和 pColdⅠ载体的说

明书，使用热激法进行载体的转化操作，次日

增菌。扩增的菌液提取质粒进行酶切鉴定，鉴

定无误后将表达菌株扩增后与甘油 1:1 混匀保

存于−80 ℃备用。 
取出 3 株表达菌株进行复苏操作。从已复

苏的表达菌中取 50 μL 菌液接种到 5 mL LB 液

体培养基中[氨苄霉素(ampicillin, Amp)抗性]，
在 37 ℃、170 r/min 下培养。培养过程中每隔   
1 h 测定一次菌液的 OD600 值，以监测细胞生长

情况。当 OD600 值达到 0.6 时，将菌液迅速转移

到 15 ℃冷水中冷却 30 min，然后向其中加入终

浓度为 0.5 mmol/L 的异丙基-β-D-1-硫代半乳糖

吡喃糖苷 (isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside, 
IPTG)溶液诱导重组蛋白表达，并在 15 ℃恒温

摇床下继续诱导培养 24 h。培养结束后，对菌液

进行重组蛋白可溶性分析。再将重组蛋白纯化后

分析，分别制样进行电泳，电泳结束后切下凝胶

(35−75 kDa)转膜，两张蛋白膜分别经抗组氨酸

标签抗体、B. cereus 阳性血清，HRP 标记的羊抗

小鼠 IgG 孵育后，经 ECL 显色，观察成像结果。 
SDS-PAGE 操作如下：使用凝胶快速配制试

剂盒，制备分离胶和浓缩胶，将凝胶置于电泳槽

中，加入电泳缓冲液。去除凝胶梳子后，在样品

槽中加入蛋白样品。在 80 V 恒压下电泳 30 min，

使蛋白质在浓缩胶中聚集，然后提高电压至

120 V。根据 Marker 的迁移情况，确定电泳终

点。电泳结束后，将 PAGE 浸入考马斯亮蓝染色

液中染色 1 h，然后弃去染色液。用去离子水洗

涤，随后加入脱色液进行脱色处理。最后，在凝

胶成像系统下对 PAGE 进行成像并记录数据。 
纯化操作如下：加入 3 mL 裂解液和 30 μL

蛋白酶抑制剂重悬菌体，加入 1 mg/mL 溶菌酶，

在冰上放置 30 min。冰上超声裂解细菌。4 ℃离

心 30 min，收集上清并过滤膜，取 20 μL 上清留

存。将取 1 mL 50% BeyoGold His-tag Purification 
Resin 离心 10 s，弃储存液。加入 500 μL 裂解液

重悬凝胶并离心 10 s 后弃液。重复 2 次平衡柱。

将裂解液上清全部加入离心管中与凝胶混匀，

4 ℃孵育 1 h。将裂解液上清与凝胶混合，4 ℃孵

育 1 h 后装入空柱管中。取 20 μL 流穿液留存。

洗柱 5 次，每次加入 800 μL 洗涤液并使其自然流

出。每次洗柱后取 20 μL 洗柱液留存。洗脱蛋白

7 次，每次加入 500 μL 洗脱液并自然流出。每次

洗脱后取 20 μL 洗脱液留存。将各步骤留存液与

4×Protein SDS PAGE Loading Buffer 混匀后制成

蛋白样品。 

1.5  rHbl 蛋白的生物学活性分析 
1.5.1  rHbl 蛋白的溶血性分析 

使用灭菌的打孔器在血琼脂平板中分散打

孔。将蛋白 rHblB、rHblL1、rHblL2 按照不同
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的比例(rHblB:rHblL1 为 1:1；rHblB:rHblL2 为

1:1；rHblL1:HblL2 为 1:1；rHblB:rHblL1:HblL2
为 1:1:1)混合注入孔中，同时设立 PBS 对照。恒

温箱温育 3−6 h 后，观察并记录溶血结果[13]。 
1.5.2  rHbl 蛋白的细胞毒性分析 

将 rHblB、rHblL1、rHblL2 蛋白按照不同

比例(rHblB:rHblL1 为 1:1；rHblB:rHblL2 为 1:1；
rHblL1:HblL2 为 1:1；rHblB:rHblL1:HblL2 为 1:1:1)
依次稀释到 96 孔细胞培养板中(每孔 100 μL)，随
后每孔加入 100 μL Vero 细胞悬液(104 个细胞)。
37 ℃、5% CO2 培养 24 h 后，测定其细胞毒性。

以剂量-细胞活性绘制曲线计算细胞半数抑制

浓度(median inhibitory concentration, IC50)，以

蛋白稀释倍数的倒数表示滴度[14]。 
1.5.3  rHbl 蛋白的免疫原性分析及小鼠免疫

攻毒试验 
取 30 只 6−8 周龄的昆明小鼠，将 rHblB、

rHblL1、rHblL2 以及 rHbl (3 种重组蛋白按照

1:1:1 比例混合)分别免疫注射到 24 只小鼠体

内，剩余 6 只小鼠注射生理盐水作为对照，首次

免疫时免疫源 50 μg 与弗氏完全佐剂混匀，加强

免疫时免疫源 20 μg 与弗氏不完全佐剂混匀，免

疫注射方案及免疫部位见表 2。最后 1 次加强免

疫 7 d 后断尾采血。分别以 rHblB、rHblL1、rHblL2

以及 rHbl (3 种重组蛋白混合)蛋白为包被抗原，

小鼠阳性血清为一抗，HRP-羊抗小鼠 IgG 为二

抗，使用间接酶联免疫吸附法(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)法检测效价，P/N≥2.1
为阳性，以血清稀释倍数的倒数表示滴度。 

牛源致病性 B. cereus 用无菌 PBS 溶液洗涤

3 次，制成菌悬液。免疫蛋白和免疫生理盐水

的小鼠均腹腔注射 2 倍半数致死量浓度的菌液

攻毒，观察并记录小鼠有无异常[12]。之后分别

解剖小鼠，取心、肝、脾、肺、肾和肠组织，

制作石蜡切片，分析病理变化。 

2  结果与分析 
2.1  原核表达载体构建 
2.1.1  hblA、hblD、hblC 基因的 PCR 扩增及

测序 
结果显示，hblA、hblD、hblC 基因出现了

大小约为 1.1、1.2、1.3 kb 的条带，与预期大小

一致。回收并测序，结果表明，目的基因与     
B. cereus ATCC 14579 (NZ_CP034551.1)的基因

序列相似性达到了 99%。 
2.1.2  原核表达载体的构建 

DNA 琼脂糖凝胶电泳结果表明，pColdⅠ
载体线性化完全，出现了大小约 4.8 kb 的条带。 

 
表 2  rHbl 蛋白的小鼠免疫方案 
Table 2  Program of mouse immunization using the rHbl protein 
Mouse 
number 

Primary immunization First booster immunization Second booster 
immunization 

Third booster 
immunization 

1−6 rHblB (50 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblB (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblB (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblB (20 μg) 
Subcutaneous injection 

7−12 rHblL1 (50 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL1 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL1 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL1 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

13−18 rHblL2 (50 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL2 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL2 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHblL2 (20 μg) 
Subcutaneous injection 

19−24 rHbl (50 μg) 
Subcutaneous injection 

rHbl (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHbl (20 μg) 
Subcutaneous injection 

rHbl (20 μg) 
Subcutaneous injection 

25−30 Normal saline control 
Subcutaneous injection 

Normal saline control 
Subcutaneous injection 

Normal saline control 
Subcutaneous injection 

Normal saline control 
Subcutaneous injection 
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凝胶电泳结果显示，pColdⅠ-hblA、pColdⅠ-hblD、

pColdⅠ-hblC 质粒经 Kpn Ⅰ和 Hind Ⅲ限制性内切

酶双酶切后，分别出现约为 4.4 kb 和 1.0kb、4.4 kb
和 1.1 kb 以及 4.4 kb 和 1.2 kb 的条带，初步证

实了 pColdⅠ-hblA、pColdⅠ-hblD、pColdⅠ-hblC
载体构建成功。 

2.2  重组蛋白的诱导表达及纯化 
pColdⅠ-hblA (BL21)、pColdⅠ-hblD (BL21)、

pColdⅠ-hblC (BL21)和空白 pColdⅠ载体(BL21)分

别出现了约为 4.4 kb 和 1.0 kb、4.4 kb 和 1.1 kb、
4.4 kb 和 1.2 kb 以及 4.8 kb 大小的条带，重组

菌株分别命名为 BL21-rHblB、BL21-rHblL1 和

BL21-rHblL2。 
电泳结果如图 1 所示，重组蛋白在表达菌

株裂解液上清中有明显的条带；流穿液和含  
20 mmol/L 咪唑的洗涤液中没有目的蛋白被洗出，

说明目的蛋白与镍柱结合良好；含 250 mmol/L
咪唑的洗脱液中可以看到目的蛋白被有效地洗 

 

 
 

图 1  His 标签重组蛋白 rHblB、rHblL1、rHblL2 的纯化结果 
Figure 1  Purification of the His-tagged recombinant proteins rHblB, rHblL1, and rHblL2. A: rHblB. B: 
rHblL1. C: rHblL2. M: Protein marker; 1: Expression strains (BL21-rHblB, BL21-rHblL1, and BL21-rHblL2) 
lysate supernatant; 2: The sample flow through the liquid; 3−7: Washing solution (20 mmol/L imidazole) 1−5 
times; 8−14: Elution solution (250 mmol/L imidazole) was eluted 1−7 times. 
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出，除了第 1 和第 2 次洗脱时有少量杂蛋白外，

后续洗脱纯度较高；随着洗脱次数增加，目的

蛋白含量逐渐减少直至消失。结果表明，利用

镍柱纯化了 rHblB、rHblL1、rHblL2 共 3 种重

组蛋白。纯化的重组蛋白均能与抗 His 抗体和

B. cereus 阳性血清反应(图 2)。 

2.3  rHbl 蛋白的生物学活性 
2.3.1  rHbl 蛋白的溶血性 

PBS 对照组、rHblB 和 rHblL1 共同作用组、

rHblB 和 rHblL2 共同作用组、rHblL1 和 rHblL2
共同作用组，37 ℃孵育 3−6 h 期间均未出现溶

血现象，延长孵育时间也未出现任何溶血现象；

rHblB、rHblL1 和 rHblL2 共同作用组，刚孵育

1 h 后就出现了溶血现象，随着作用时间加长，

溶血环逐渐变大，3 h 后达到最大，之后延长孵

育时间也未再变大。结果表明，只有 rHbl 三组

分共同作用时，才会具有溶血性，任意两种组

分组合都不会出现溶血现象(图 3)。 
2.3.2  rHbl 蛋白的细胞毒性 

结果显示，只有 rHbl 三组分联用时对 Vero
细胞的 IC50 滴度能达到 28，其他组别作用时对

细胞无毒性(图 4)。以上结果表明，只有 rHblB、

rHblL1 和 rHblL2 共同作用时才具有细胞毒性。 
2.3.3  rHbl 蛋白的免疫原性及对小鼠的免疫

保护 
结果显示，rHbl 的 3 个亚基单独作免疫原

时和混合作免疫原时小鼠阳性血清的滴度都高 

 
 
图 2  重组蛋白(rHblB、rHblL1、rHblL2)纯化后

蛋白印迹图 
Figure 2  Western blotting analysis of purified 
recombinant proteins (rHblB, rHblL1, and rHblL2). 
M: Protein marker; 1: rHblB; 2: rHblL1; 3: rHblL2. 

 
达 51 200 (图 5)。记录了攻毒后的小鼠状态，免

疫生理盐水攻毒组小鼠，在攻毒 2 h 左右出现

浑身抽搐、移动缓慢、全身蜷缩等症状，在攻

毒后 10 h 内全部死亡。免疫蛋白攻毒组小鼠，

在前期也有类似症状，但在 8 h 后都基本消失，

恢复了运动力和采食活力。病理切片结果显示，

各免疫后攻毒组病变轻微，趋于正常。生理盐

水免疫后攻毒组与未攻毒对照组相比，病理损

害较为严重：心肌纤维肿胀、断裂，心肌纤维

间有炎性细胞浸润，心肌细胞核消失，呈现经

典的蜡样坏死；肝血窦变宽，血窦内有炎性细

胞浸润，中央静脉扩张、淤血，邻近中央静脉

处肝细胞坏死、核溶解消失；脾脏红髓部分区

域大量淋巴细胞坏死、消失；个别肺泡腔内充斥

大量红细胞，肺泡壁间质增宽，大量的白细胞 
 

 
 
图 3  rHbl 的溶血性 
Figure 3  The hemolysis of rHbl. B: rHblB; L1: rHblL1; L2: rHblL2. The same below. 
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图 4  rHbl 蛋白的细胞毒性 
Figure 4  The cytotoxicity of the rHbl protein. 
 

 
 
图 5  rHblB、rHblL1、rHblL2 抗血清的抗体效价 
Figure 5  Antibody titers of anti-rHblB, -rHblL1, 
and rHblL2 antiserum. 
 
增生；肾小球系膜细胞增生，肾小管上皮细胞

脱落、细胞核消失，呈均质化；小肠黏膜上皮

脱落，肠腺上皮模糊、多数肠腺细胞坏死消失

(图 6)。 

3  讨论与结论 
B. cereus 曾被认为是一种无害的微生物，

一些 B. cereus 还被应用于动物饲料添加剂、人

类食品添加剂和环境修复等领域[4,6]。然而，自

20 世纪 60 年代起，B. cereus 因导致多种肠道和

肠外感染而逐渐受到重视。B. cereus 除了导致人

类的食源性感染外，还能够感染陆生动物[15-18]、

水生动物[19-23]和鸟类[24]。B. cereus 的毒素是决

定其致病性的重要因素，但这些毒素在不同疾

病中的具体作用和重要程度仍不清楚。毒素之

间或者毒素与其他毒力因子之间可能存在协同

效应，导致特定菌株的致病性难以预测[25]。目

前已知有 4种B. cereus毒素与食源性感染相关，

其中 3 种是能引起细胞穿孔的肠毒素：hbl、Nhe
和 CytK；另一种是能导致呕吐的呕吐毒素[26]。

这些肠毒素通常在食物中的 B. cereus 孢子萌发

后产生，并随着食物被宿主摄入而进入小肠发

挥作用[27]。呕吐综合征则与呕吐毒素密切相关，

呕吐毒素通常在食物中预先形成，被感染者在

摄入受污染的食物后 15 min 到 6 h 内出现症状，

此时被感染宿主通常会表现出呕吐现象并伴随

恶心[28]。 
尽管 B. cereus 引起食源性暴发的机制已有

较多研究，但其导致人类和动物全身性感染的

致病因素和作用途径仍不清楚。本研究利用原

核表达系统对牛源致病性 B. cereus 的 Hbl 毒素

进行了异源表达。SDS-PAGE 分析表明，3 种重

组蛋白均以可溶性形式存在于诱导表达菌液的

上清中，Western blotting 分析证实了 3 种重组

蛋白的 His 标签蛋白均具有良好的表达水平，

为后续的纯化奠定了基础。实验过程中为了选

择合适的表达系统，本研究综合考虑了 HblLB、

HblL1、HblL2 的特性、表达后的目标用途和先

前成功的表达方案[8-9]。此外，本研究还预测了

目标蛋白的跨膜结构，结果表明，3 种蛋白都

是非膜蛋白，因此不受原核表达系统的限制。

基于上述分析，成功地构建了 3 个截去信号肽

序列的原核表达载体，并采用大肠杆菌冷休克 
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图 6  rHbl 攻毒后小鼠的组织病理变化(400×) 
Figure 6  Histopathological changes of mice upon rHbl challenge (400×). Each row represents the 
pathological section of heart liver, spleen, lung, kidney and intestinal tract in different treatment groups.  
 
表达系统进行重组蛋白表达。Jessberger 等在构

建表达载体时将纯化标签放置于 C 端而导致无

法通过亲和层析法进行纯化，直接使用了粗提

物进行后续试验[13]。因此，本研究中即使存在

少量与 B. cereus 肠毒素无关的杂蛋白也不会影

响后续试验结果，因为单个组分对细胞没有溶

血和细胞毒性作用。在开展生物学活性的探究

中，成功证实了重组蛋白具有溶血性、细胞毒

性和免疫原性，此外还对小鼠具有一定的保护

作用。只有当 3 种 rHbl 组分共同作用时才会引

起溶血现象，这与 Jessberger 等[13]和 Tausch 等[14]

的研究结果一致。 
目前，国内已发生多起由致病性 B. cereus 引

起的牛猝死病例。本研究为牛源致病性 B. cereus

感染机制和防控策略提供了新的思路和方法，

但仍有许多问题值得进一步探索。例如，牛源

致病性 B. cereus Hbl 毒素蛋白之间的相互作用

和结构变化如何影响其与细胞受体的结合和信

号转导；Hbl 毒素是否与其他毒力因子等有协

同或拮抗作用；牛源致病性 B. cereus Hbl 毒素

在不同宿主细胞中的表达水平、分布方式、清除

机制等是否存在差异。针对牛源致病性 B. cereus 
Hbl 毒素或其亚基特异性抗体或抑制剂是否能

有效预防或治疗牛源致病性 B. cereus 感染。这

些问题都需要在未来的工作中进行深入的试

验验证和理论分析，为牛源致病性 B. cereus
感染的精准诊断、预防和治疗提供更多的依据

和手段。 
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