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摘 要：利用 BCD技术，从 ’型产气荚膜梭菌标准株染色体 EF’中扩增出!毒素基因，构建了含!毒素基因的重组
菌株 GH#1（E6,）（IJ6-’$#）。经酶切鉴定和序列测定证实，构建的表达质粒 IJ6-’$# 含有!毒素基因序列。经
KEK0B’L6、M.*+.NO :/=+分析和 6HPK’检测，重组菌株表达的!毒素蛋白能够被!毒素单抗识别。表达优化结果表
明，以 PB-L为诱导剂诱导!毒素表达的优化条件是：培养基 IQ 2RA，培养温度 ,2S，PB-L浓度 $R%77=/TH，菌体生长
密度 !""$$达到 $R%时加入 PB-L，诱导时间 A>，此时!毒素蛋白表达量为 ,!R%,U。以乳糖为诱导剂诱导!毒素表达
的优化条件是：培养基 IQ2RA、培养温度 ,2S，乳糖浓度 $R1)TH，菌体生长密度 !""$$达到 $R%时加入乳糖，诱导时间

A>，!毒素蛋白表达量为 #,R%#U。动物实验结果表明，用重组菌株!毒素蛋白免疫的小鼠可以抵抗 1VHE的 ’型产
气荚膜梭菌标准株 CA201毒素攻击。
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’ 型产气荚膜梭菌（ #$%&’()*)+, -.(/()01.0& +XI.
’）是引起人畜创伤性气性坏疽和人类食物中毒的
主要病原菌之一，其致病因子是该菌产生的!毒素
（CB’）。!毒素是由 ,2$个氨基酸组成的单链多肽，
分子量约 !,YE4，它是一种依赖于锌离子的多功能
性金属酶，具有磷脂酶 C（BHC）和鞘磷脂酶 #种酶活
性，能同时水解组成细胞膜的主要成分———磷脂酰

胆碱和鞘磷脂，破坏细胞膜的完整性，导致细胞裂

解，从而具有细胞毒性、溶血性、致死性和皮肤坏死

性等特性［1］。本文克隆和表达了 ’ 型产气荚膜梭
菌!毒素基因，其表达产物免疫动物后产生的抗体，
具有良好的免疫保护作用，为下一步研制!毒素基
因工程亚单位疫苗奠定了基础。

" 材料和方法
"#" 材料
"#"#" 菌株、载体和实验动物：受体菌大肠杆菌
（2&34.()34)5 3%$)）ZV1$;、GH#1（E6,）和载体 I6-0#%9
由本室保存；载体 IL6V0-购自 BN=7.)4 公司；’ 型
产气荚膜梭菌标准株 CA201 购自中国兽药监察所。
PCD小鼠购自宁夏医学院实验动物中心，1" & 1%)，
雌雄各半，动物合格证号：KCJ[（宁）#$$A0$$$1号。

"#"#$ 主要试剂：限制性核酸内切酶（ 65,Q"、
23%D"、73%"）、BCD试剂盒均购自宝生物工程（大
连）有限公司；DF4*.’、-! EF’连接酶、M8\4N] BCD
IN.I* EF’ B(N8^894+8=O KX*+.7、J0)4/、PB-L 均购自
BN=7.)4公司；氨苄青霉素、卡那霉素购自 K8)74 公
司；抗 ’型产气荚膜梭菌!毒素单抗（作为一抗）和
QDB标记兔抗鼠免疫球蛋白（作为二抗）为自制［#］。
"#$ !毒素基因的扩增
根据 -8+:4//等［,］报道的!毒素基因序列设计并

合成了 1 对 BCD 引物，IN87.N1：A_0C’-LCC’-LL
C’’-L’’’’L’’’L’---L-0,_ 和 IN87.N#：A_0CCL
L’’--C----’-’--’-’’L--L’’--0,_，IN87.N1 和
IN87.N#分别含有 73%"和 23%D"酶切位点识别序
列，用这对 BCD引物从染色体 EF’中扩增!毒素基
因。BCD反应体系（1$$#H）：1$ ‘ :(^^.N 1$#H，染色体
EF’ ##H，#$$77=/TH ]F-B* 1$#H，引物（$R1#7=/TH）
各 1#H，]]Q#a 2A#H，859 EF’ 聚合酶（,bT#H）1#H。
BCD反应条件：;!S A78O；;!S "$*，!2S "$*，2#S
1#$*，进行 ,$个循环；2#S 1$78O。
"#% &’!操作和质粒稳定性试验
染色体 EF’ 的提取按文献［!］的方法进行。

EF’操作按文献［A］的方法进行。质粒稳定性试验



参照 !"#$%$&［’］的方法进行。
!"# $%$&’()*、*+,$(和-./0.12 3450测定
表达产物 ()(*+,-.、./0(,和 1"23"45 67%3检测

按文献［8］介绍的方法进行。
!"6 ,’7)诱导!毒素基因表达条件的优化［8］

!"6"! 不同 9:值的培养基对!毒素基因表达的影
响：将 /;液体培养基的 9:值分别调为 <=>、<=8和
?=>，然后分装于 @>>A/锥形瓶中，每瓶 8>A/，按 BC
的接种量接种重组菌株 ;/@B（).D）（9E.F,>@），于
D<G B’>4HAI5培养，待菌体密度 !"’>>达到 >=? 时，
加入终浓度BAA%7H/的 0+F-，继续培养 8J后，进行蛋
白表达检测。

!"6"9 不同培养温度对!毒素基因表达的影响：将
/;液体培养基的 9: 值调整至 <=8，然后分装于
@>>A/锥形瓶中，每瓶 8>A/，按 BC的接种量接种重
组菌株 ;/@B（).D）（9E.F,>@），分别于 @?G、D@G、
D<G和 K@G B’>4HAI5 培养，待菌体密度 !"’>>达到

>=?时，加入终浓度为 BAA%7H/的 0+F-，继续培养 8J
后，进行蛋白表达检测。

!"6": 不同菌体密度对!毒素基因表达的影响：按
B=8=@方法培养，分别于菌体密度 !"’>>达到 >=@、
>=K、>=’、>=?、B=>、B=8和 @时，加入终浓度BAA%7H/的
0+F-，继续培养 8J后，进行蛋白表达检测。
!"6"# 不同 0+F-诱导浓度对!毒素基因表达的影
响：按 B=8=@方法培养，待菌体密度 !"’>>达到 >=?时，
加入终浓度分别为 >=@、>=K、>=’、>=? 和B=>AA%7H/的
0+F-，再培养 8J后，进行蛋白表达检测。
!"6"6 不同诱导时间对!毒素基因表达的影响：按
B=8=@方法培养，待菌体密度 !"’>>达到 >=?时，加入
终浓度为 >=?AA%7H/的 0+F-，分别于 B、@、D、K、8 和
’J取样，进行蛋白表达检测。
!"; 乳糖诱导!毒素基因表达条件的优化
!";"! 不同菌体生长密度对!毒素基因表达的影
响：按 B=8=@方法培养，分别于菌体密度 !"’>>达到

>=@、>=K、>=’、>=?、B=>时，加入终浓度为 >=BLH/的乳
糖，D<G继续培养 8J后，进行蛋白表达检测。
!";"9 不同乳糖诱导浓度对!毒素基因表达的影
响：按 B=8=@ 方法培养，待菌体密度 !"’>>达到 >=?
时，加入终浓度分别为 >=>8、>=B、>=@、>=8、BLH/的乳
糖，D<G继续培养 8J后，进行蛋白表达检测。
!";": 不同诱导时间对!毒素基因表达的影响：按
B=8=@方法培养，待菌体密度 !"’>>达到 >=?时，加入
终浓度为 >=BLH/的乳糖，分别于 B、@、D、K、8和 ’J取
样，进行蛋白表达检测。

!"8 重组菌株毒性的测定
将重组菌株 ;/@B（).D）（9E.F,>@）的培养上

清、菌体及菌体裂解物以及 ,型产气荚膜梭菌标准
株 M8<*B培养上清分别接种卵黄琼脂平板上，观察
有无磷脂酶 M活性，然后再分别经口服或腹腔注射
8 N B>O 个重组菌株 ;/@B（).D）（9E.F,>@），共计 K>
只小鼠，观察和剖检有无临床症状和病理变化。

!"< 重组菌株包涵体粗提物免疫攻毒试验
按文献［?］的方法制备包涵体粗提物和免疫用

抗原。取 B’>只小鼠，随机分为 @组，每组 ?>只，一
组用包涵体抗原腹腔免疫 >=@A/H只，另一组用灭活
菌体抗原腹腔免疫 >=@A/H只，间隔 BKP后，以上述方
法进行第二次免疫，BKP 后进行攻毒试验。按文献
［O］的方法制备 ,型产气荚膜梭菌标准株 M8<*B 类
毒素免疫用抗原，腹腔注射含 B>C氢氧化铝胶的标
准株 M8<*B类毒素 >=8A/，作为免疫对照组，同时设
立生理盐水对照组。将过夜培养的标准株 M8<*B培
养上清作倍比稀释，每个剂量腹腔注射小鼠 ’只，观
察小鼠死亡情况；用 B!/) 标准株 M8<*B 培养上清
攻击免疫小鼠，观察小鼠的存活情况。

9 结果
9"! !毒素基因表达质粒的构建
利用 +MQ技术，从提取的 ,型产气荚膜梭菌标

准株 M8<*B染色体中扩增出 B=@&6!毒素基因片段，
将纯化回收的!毒素基因片段克隆至 9-.!*F载体
上，转化至受体菌 R!B>O 中，构建了克隆质粒
9EM+,>@，经 #$%"H&$%Q"和 ’():"H&$%Q"酶切
鉴定和序列测定证实，构建的克隆质粒 9EM+,>@含
有!毒素全基因，与 FI36#77 等［D］报道的!毒素基因
序列一致。随后，用 #$%"H&$%Q"酶切克隆质粒
9EM+,>@，回收的!毒素基因片段插入到事先用同
样酶切处理过的载体 9.F*@?$ 上，然后转化至受体
;/@B（).D）中，构建表达质粒 9E.F,>@，经 #$%"H
&$%Q"、’():"H&$%Q"、#$%"H’():"H&$%Q"
酶切鉴定和序列测定证实，构建的重组表达质粒

9E.F,>@含有的!毒素基因序列和阅读框架正确，
从而成功地构建了!毒素表达质粒 9E.F,>@（图 B）。
9"9 重组质粒的稳定性
重组质粒 9E.F,>@ 在受体菌 ;/@B（).D）中能

稳定传代，在无选择压力下，经 @>细胞世代后，含质
粒率为 B>>C，说明具有良好的稳定性。
9": !毒素基因表达产物 $%$&’()*、-./0.12 3450
分析和 *+,$(检测
重组菌株 ;/@B（).D）（ 9E.F,>@）经 0+F-诱导
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图 ! 重组表达质粒 "#$%&’(结构示意图
!"#$% &’()*’)(+ ,- (+*,./"010’ +23(+44",0 3514."6 3789:;<$

=>，菌体经超声波处理后，用 &?&@A:B8 分析，结果
表明，!毒素基因可以在这种宿主菌中以包涵体形
式表达，其分子量约为 CDE?1，而含 389@<F*空载体
的 GH<%（?8D）在该处无特异条带，!毒素蛋白的表
达量占菌体总蛋白相对含量的 DCIFDJ。经 8HK&:
检测和 L+4’+(0 /5,’分析（图 <），构建的重组菌株表
达的!毒素蛋白能够被!毒素单抗识别。

图 ( !毒素基因表达产物)*+,*-. /01,（&）和 23245&6$
（7）分析
!"#$< L+4’+(0 /5,’（:）106 &?&@A:B8（G）1015M4"4 ,- ’>+ +23(+44+6
3(,6)*’4$ :：L+4’+(0 /5,’ ,- 3(,6)*’4 ,- GH<%（?8D）（3789:;<）；G：

&?&@A:B8 ,- 3(,6)*’4$ %I9,’15 *+55 5M41’+ ,- GH<%（?8D）（389@<F*）；

<I9,’15 *+55 5M41’+ ,- GH<%（?8D）（3789:;<）；N$ H,O+( .,5+*)51(
O+"#>’ 3(,’+"0 .1(E+( $

(89 :5%6诱导!毒素基因表达条件的优化
(898! 不同 3P值对蛋白表达的影响：不同 3P值
的培养基对!毒素蛋白表达水平有明显影响，其中
培养基 3P值为 QI= 时，!毒素蛋白表达量最高，约
占全菌体总蛋白相对含量的 <RIS<J。
(898( 不同温度对蛋白表达的影响：不同的培养温
度对!毒素蛋白表达量也有较大的影响，当培养温
度为 DQT时，!毒素蛋白表达量最高，占全菌体总蛋
白相对含量的 <%IDFJ。
(898; 不同菌体生长密度加入 KA9B对蛋白表达的
影响：当培养的菌体密度 !"S;;达到 ;IS 时，!毒素
蛋白表达量开始显著增加，当菌体密度 !"S;;达到

;IF时，!毒素蛋白表达量最高，约占全菌体总蛋白

相对含量的 <FIFRJ。
(8989 不同 KA9B浓度对蛋白表达的影响：当 KA9B
浓度为 ;IF..,5UH时，!毒素蛋白表达量最高，约占
全菌体总蛋白相对含量的 D<ISQJ。
(898< 不同诱导时间对蛋白表达的影响：随着 KA9B
诱导时间的增加，!毒素蛋白表达量也逐步增加，当
KA9B诱导时间为 =>时，!毒素蛋白表达量最高，约
占全菌体总蛋白相对含量的 DCIFDJ。
(8< 乳糖诱导!毒素基因表达条件的优化
(8<8! 不同菌体生长密度加入乳糖对蛋白表达的
影响：在菌体密度 !"S;;达到 ;IF 时，!毒素蛋白表
达量最高，约占全菌体总蛋白相对含量的 %QIFRJ。
(8<8( 不同乳糖浓度对蛋白表达的影响：当乳糖终
浓度为 ;I%#UH时，!毒素蛋白表达量最高，约占全菌
体总蛋白相对含量的 %RIC=J。
(8<8; 乳糖诱导不同时间对蛋白表达的影响：!毒
素蛋白表达量随着时间延长而增加，当达到 =>时，!
毒素蛋白表达量最高，约占全菌体总蛋白相对含量

的 <DIF<J。
(8= 重组菌株毒性的测定
将重组菌株 GH<%（?8D）（3789:;<）的培养上

清、菌体及菌体裂解物涂布于卵黄琼脂平板上，均不

出现特征性浑浊环，表明它们不能分解卵黄琼脂平

板中的卵磷脂，而 :型产气荚膜梭菌标准株 V=Q@%
培养上清在卵黄琼脂平板上出现了特征性浑浊环，

这说明重组菌株 GH<%（?8D）（3789:;<）已不具备!
毒素的磷脂酶 V活性。同时经腹腔注射或口服两
种途径接种重组菌株 GH<%（?8D）（3789:;<），结果 D
周后小鼠全部存活，无异常表现，经剖检观察无病理

变化，表明该菌株丧失了!毒素活性，已无致病性。
(8> 免疫攻毒试验
经过筛选，确定最小致死量为 C倍稀释的 :型

产气荚膜梭菌标准株 V=Q@%培养上清，以此攻击用
包涵体粗提物或灭活菌体免疫的小鼠。结果表明，

包涵体免疫组保护率为 R%I<=（QDUF;），灭活菌体免
疫组保护率为 R=J（QSUF;），类毒素免疫对照组保护
率为 RQI=J（QFUF;），而生理盐水对照组 <;只小鼠
全部死亡。

; 讨论

!毒素是 :型产气荚膜梭菌主要致病因子，是
引起人畜创伤性气性坏疽和人类食物中毒的主要病

原菌之一。W1#1>1.1等［%;］利用位点突变技术，研究
了组氨酸残基在!毒素中的作用，他们将第 SF位组
氨酸残基突变成甘氨酸残基，结果突变的!毒素完

S<S 7X V>,0#@/, #$ %& $ U’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（<;;S）CS（C）



全丧失了!毒素本身的磷脂酶 !活性、鞘磷脂酶活
性、溶血活性和致死性。随后他们将 "#位的天门冬
氨酸突变成丝氨酸、天门冬酰氨、谷氨酸或谷氨酰氨

之后，突变的毒素同样丧失了!毒素的溶血活性、磷
脂酶 !活性和鞘磷脂酶活性。研究还表明，"#位的
天门冬酰氨对毒素的酶催化作用是必需，而 $%& 位
天门冬酰氨对其结构的维持是必需的［$$］。尽管上

述不同位点的氨基酸发生突变之后，对毒素的生物

活性有着不同程度的影响，甚至可使其生物活性完

全丧失，但仍然保持着天然毒素的部分或全部抗原

性。’())(*+,-. 等［$/］又对 !01$2/34 和 !01/352%5&
进行了免疫原性研究，结果 !01$2/34 免疫小鼠后产
生的抗体能中和!毒素的磷脂酶 !活性，但不能中
和!毒素的溶血活性。!01/352%5& 免疫小鼠后产
生的抗体既能中和!毒素的磷脂酶 !活性，又能中
和!毒素的溶血活性，同时能抵抗致死量!毒素的
攻击和至少 $&67$&& 剂量的 1 型产气荚膜梭菌攻
击。上述这些试验结果表明，!毒素可能由 / 个功
能区组成，氨基端具有磷脂酶 !活性，羧基端具有
鞘磷脂酶活性，而且只有两者协同作用，才具有溶血

活性和致死活性。但尚不清楚这种!毒素是存在 /
个活性位点，还是单一活性位点，这有待于进一步研

究。

乳糖（)*8）操纵子是研究得最为详尽的大肠杆
菌基因操纵子，利用其调控机理为基础设计和构建

的表达系统已得到了广泛的应用。9-:*;<.公司的
=>?系列大肠杆菌表达体系利用 @0?A诱导 )*8BC"
启动子来过量表达 ?5D91聚合酶，从而产生大量的
目的蛋白。@0?A是 )*8操纵子最有效的诱导剂，但
它并不适合于大规模制备重组蛋白，其原因在于它

本身具有毒性。根据 )*8 操纵子的调控机理，乳糖
也可以对 )*8操纵子控制的基因产生诱导作用［$%］。
乳糖是一种二糖，没有毒性，价格低廉，其本身作为

一种碳源，可以被菌体代谢所利用。乳糖和 @0?A对
)*8操纵子的诱导机理有明显的差别：@0?A 可以直
接进入大肠杆菌细胞内部而发挥诱导作用，且它是

一种非代谢性的诱导物，不会被菌体所消耗，只需极

少量的存在就能稳定地诱导出目的蛋白的大量产

生；而乳糖本身并不能直接进入菌体内部，只有在细

胞本底水平表达的"2半乳糖苷透过酶的作用下，才
能进入细胞，在"2半乳糖苷酶的作用转化为异乳糖
后，才发挥诱导剂的作用。因此乳糖的诱导过程及

其对菌体的影响比 @0?A复杂的多，诱导效率也不如
@0?A，但乳糖具备无毒和价廉的优点。
本实验从 1型产气荚膜梭菌标准株 !"52$染色

体中克隆出!毒素基因，并在 =>?2/E8 大肠杆菌表
达体系中获得了高效表达，其表达产物以包涵休形

式存在，目的是获得较大量的目的蛋白表达，以期研

制 1型产气荚膜梭菌!毒素基因工程亚单位疫苗。
包涵体的形成是外源蛋白高效表达的普遍现象，在

大肠杆菌的胞内、周质和酵母等其他系统均有报

道［$3］。目前普遍认为，包涵体的形成起源于肽链折

叠过程中部分折叠中间态之间特异性的错误聚合，

而不是形成成熟的天然态或完全解链的蛋白，即不

能形成成熟蛋白的天然结构。所以，包涵体是一种

非活性蛋白，只有经过变性和复性等处理时才能部

分恢复其天然活性［$"，$#］。虽然包涵体不具有天然的

生物学活性，但它却是非常好的免疫原，即包涵体本

身具有很好的免疫原性［E，4］。所以构建的重组菌株

表达产物以包涵体形式存在，不具有磷脂酶 ! 活
性。同时，本实验以 @0?A 为诱导剂诱导!毒素表
达，其优化的表达条件是：培养基 =F5G"，培养温度
%5H，@0?A 浓度 &GE++-)I6，菌体生长密度 !"#&&达

到 &GE时加入 @0?A，诱导时间 "J；以乳糖为诱导剂
诱导!毒素表达，其优化的表达条件是：培养基
=F5G"，培养温度 %5H，乳糖浓度 &G$;I6，菌体生长
密度 !"#&&达到 &GE时加入乳糖，诱导时间 "J。将二
者诱导情况比较后发现，以 @0?A为诱导剂诱导!毒
素蛋白表达，@0?A 用量少，!毒素蛋白表达量高达
%3GE%K；以乳糖为诱导剂诱导!毒素表达，乳糖用
量多，!毒素蛋白表达量为 /%GE/K，但因乳糖价格
低廉且无毒，使得其在重组蛋白的大规模发酵生产

中，仍具有优于 @0?A的潜在价值和优势。本文所采
用的实验设备和培养条件是实验室小试规模，对于

在规模化生产条件下利用乳糖进行诱导的尝试，我

们将做进一步的研究。上述研究，为下一步研制!
毒素基因工程亚单位疫苗奠定了基础。

参 考 文 献

［］ D--L M@， !-)< N?O P-)<8Q)*R ;<.<S(8, *.L =*SJ-;<.<,(, -T
#$%&’()*)+, -.(/()01.0& O 2)3(%4)%$ 5.6，$44$，!!（3）：#/$ U #3EG

［ /］ 许崇波，朱 平，马从林，等 O抗 1型产气荚膜梭菌!毒素单
克隆抗体杂交瘤细胞系的建立与鉴定 O细胞与分子免疫学杂
志，$444，"!（$）：#/ U #%G

［ %］ ?(SV*)) D’，FQ.S<R N>!，P*RS(. W6，.’ 7$ O P-)<8Q)*R 8)-.(.; *.L
.Q8)<-S(L< ,<XQ<.8< -T SJ< *)=J*2S-Y(.（ =J-,=J-)(=*,< !） -T
#$%&’()*)+, -.(/()01.0& O 80/.3’ 8,,+0，$4E4，!#（/）：%#5 U %5#G

［ 3］ F<.R(8Q, 6，W)**,<. ZP，P-)[<.V-<R M!F，.’ 7$ O 7<S<8S(-. -T SJ<

"/2S-Y(. ;<.< -T #$%&’()*)+, -.(/()01.0& (. L(*RRJ-<(8 =(;)<S, (. ?J<
9<SJ<R)*.L, *.L N\(S]<R)*.LO 9:2; 8,,+0%$%1< 70* 2.*)37$
2)3(%4)%$%1<，$444，$%：%/" U %%/G

5/#许崇波等：1型产气荚膜梭菌!毒素基因表达及其免疫保护作用的初步研究 O I微生物学报（/&&#）3#（3）



［ !］ "#$%&’’( )， *&+,-./ 0*， 1#2+#,+- 34 1’56.75#& 85’2+29：:

;#%’&#,’&< 1#27#5 4 =2> 6>4 ?6@ A’&(： 8’5> "B&+29 C#&%’&
;#%’&#,’&< D&6--，EFGFH

［ I］ 16#.’.( D:，8’/62 "?4 D#&,+,+’2+29 ’J %#.,6&+#5 B5#-$+>- >7&+29
.655 >+K+-+’2：# .+-L#.,+29 5’.7- ,/#, #..’$B5+-/6- -,#%56 B5#-$+>
+2/6&+,#2.64 !"##，EFGM，!"（=）：!=F N !O=H

［ P］ 赵宝华，许崇波 4不同培养条件对抗!毒素 ".*K基因表达的
影响 4微生物学通报，=MM=，!#（=）：G N EQH

［ G］ 许崇波，曾 瑾，许崇利，等 4 8型产气荚膜梭菌"E、"=毒素
基因的融合 4微生物学报，=MM!，$%（=）：=M! N =MGH

［ F］ 蒋玉文，杨京岚，许崇波，等 4 83RL8D:融合基因构建、表达及
其产物的免疫原性 4中国兽药杂志，=MM=，&’（Q）：== N =IH

［EM］ ?#9#/#$# 1，S(#9#@# A，?#(#<#$# 3， "$ %# 4 "+,6L>+&6.,6>
$7,#9626-+- ’J /+-,+>+26 &6-+>76- +2 !#&’$()*)+, -"(.()/0"/’ #5B/#L
,’T+24 1 2%3$"()&#，EFF!，())（!）：EEPF N EEG!H

［EE］ ?#9#/#$# 1， ?#(#<#$# 3， 1+./+76 U，"$ %# 4 "+,6L-B6.+J+.
$7,#9626-+- ’J !#&’$()*)+, -"(.()/0"/’ #5B/#L,’T+2：&6B5#.6$62, ’J

:-BL!I，:-BLEQM，’& V57LE!= .#7-6- 5’-- ’J 62W<$#,+. #2> /6$’5<,+.
#.,+K+,+6-4 4/."3$ 4,,+/，EFFP，’%：QOGF N QOF=H

［E=］ X+55+#$-’2 0Y， 3+,%#55 ZX4 : 9626,+.#55< 629+266&6> K#..+26
#9#+2-, ,/6 #5B/#L,’T+2 ’J !#&’$()*)+, -"(.()/0"/’ B&’,6.,- $+.6
#9#+2-, 6TB6&+$62,#5 9#- 9#29&6264 5%33)/"，EFFQ，((（E=）：E=!Q N
E=!GH

［EQ］ 吴一凡，张双全，高秀玉，等 4 乳糖诱导 B03载体表达重组蛋
白的研究 4南京师大学报（自然科学版），=MM=，!%（E）：GF N FQH

［EO］ "+29/ "1，0-/@#&+ :?，V#&9 ;8，"$ %# 4 [-’5#,+’2，-’57%+5+W#,+’2，

&6J’5>+29，#2> ./&’$#,’9&#B/+. B7&+J+.#,+’2 ’J /7$#2 9&’@,/ /’&$’26
J&’$ +2.57-+’2 %’>+6- ’J 6’37"()37)% 3&#) .655-： # .#-6 -,7><4
8"$7&*’ 8&# 2)&#，=MM!，&"*：EIQ N EPIH

［E!］ V’29 D+29-/629，;7’ V7+$+24 Z6.62, B&’9&6-- +2 &62#,7&#,+’2 ’J
+2.57-+’2 %’>+6-4 !7)/% 2)&$"37/&#&09，=MMQ，!&（E=）：PQ N PPH

［EI］ 冯小黎 4重组包涵体蛋白质的折叠复性 4 生物化学与生物物
理进展，=MME，!*（O）：EE N EOH

!"#$%&&’() (* +,#-+!.("’) /%)% (* 0,(&.$’1’23 #%$*$’)/%)& .4#% 5
+)1 ’.& #$’3+$4 ’332)(,(/’6+, #$(.%6.’7% *2)6.’()

!" #$%&’L(%E!，!" #$%&’L)*=，+,-. +$*L/0&=
（E#%))1’1 %2 3*%1&’*&114*&’，56)*6& "&*7148*9:，56)*6& EEII==，#$*&6）

（= ;*21 <=*1&=1 <=$%%)，>*&’?*6 "&*7148*9:，@*&=$06& P!MM=E，#$*&6）

58&.$+6.：-)A$6L9%?*& ’1&1 B68 6CA)*2*1D 24%C =$4%C%8%C6) 5>- %2 #)%894*D*0C A1424*&’1&8 9:A1 - (: A%):C14681 =$6*& 416=9*%&
（E#F）4 E#F A4%D0=9 B68 *&81491D *&9% 71=9%4 AGHILJ D*41=9): 4 J$1 =)%&1D 41=%C(*&6&9 A)68C*D A!#E-M= A%8818818 A%8*9*71
&0=)1%9*D1 81K01&=1 %2 6)A$6L9%?*&4 - EH=L( 6)A$6L9%?*& ’1&1 246’C1&9 B68 =)1671D B*9$ 41894*=9*%& 1&D%&0=)16818 >=%#\H=%F#
24%C A)68C*D A!#E-M=，6&D 9$1& *&81491D *&9% 6& 1?A4188*%& 71=9%4 AHJL=G= B$*=$ =)1671D B*9$ >=%#\H=%F# (: ()0&9L1&D
)*’69*%&4 J$1 41=%C(*&6&9 1?A4188*%& A)68C*D A!HJ-M= B68 890D*1D *& D196*) (: 41894*=9*%& 1&D%&0=)16818 6&6):8*8 6&D &0=)1%9*D1
81K01&=*&’4 J$1 4180)98 8$%B1D 9$69 9$1 41=%C(*&6&9 1?A4188*%& A!HJ-M= A%881881D 6 A%8*9*71 6)A$6L9%?*& ’1&1 81K01&=1 6&D
416D*&’ 246C14 3;=E（5HQ）（A!HJ-M=）=%0)D A4%D0=1 6)A$6L9%?*& 6&D 9$1 1?A41881D A4%D0=98 B141 41=%’&*M1D (: 6)A$6L9%?*&
C%&%=)%&6) 6&9*(%D*18 B*9$ H;N<- 6&D O18914& ()%9 4 J$1 1?A4188*%& %A9*C*M69*%& 4180)9 *&D*=691D 9$69 9$1 6)A$6 9%?*& ’1&1 1?A4188*%&
%A9*C*M1D =%&D*9*%& B*9$ NEJG *&D0=9*%& *8 =0)9041 C1D*0C A, PH!，=0)9041 91CA1469041 QP]，/%*&*&’ NEJG 9% 2*&6) =%&=1&9469*%&
MHGCC%)\; B$1& 9$1 41=%C(*&6&9 8946*& ’4%B9$ D1&8*9: .5IMM 6=$*171D MHG，6&D *&D0=9*%& 9*C1 !$4 J$1 1?A4188*%& )171) %2 9$1

6)A$6L9%?*& A4%91*&8 B141 6(%09 QOH=G^ %2 9%96) =1))0)64 A4%91*& B*9$ NEJG *&D0=9*%& (: <5<LE-GH 6&D 9$*&L)6:14 ’1) 8=6&&*&’
6&6):8*84 J$1 6)A$6 9%?*& ’1&1 1?A4188*%& %A9*C*M1D =%&D*9*%& B*9$ )6=9%81 *&D0=9*%& *8 =0)9041 C1D*0C A, PH!，=0)9041 91CA1469041
QP]，/%*&*&’ )6=9%81 9% 2*&6) =%&=1&9469*%& MHE’\; B$1& 9$1 41=%C(*&6&9 8946*& ’4%B9$ D1&8*9: .5IMM 6=$*171D MHG，6&D *&D0=9*%&

9*C1 !$4 J$1 1?A4188*%& )171) %2 9$1 6)A$6L9%?*& A4%91*&8 B141 6(%09 =QHG=^ %2 9%96) =1))0)64 A4%91*& B*9$ )6=9%81 *&D0=9*%& (: <5<L
E-GH 6&D 9$*&L)6:14 ’1) 8=6&&*&’ 6&6):8*84 I%41 *CA%496&9):，NCC0&*M69*%& *& 6 C%081 C%D1) B*9$ =40D1 A41A6469*%& =%&96*&*&’ 9$1
6)A$6L9%?*& A4%91*& *&=)08*%& (%D*18 %4 *&6=9*7691D 41=%C(*&6&9 8946*& *&D0=1D A4%91=9*%& 6’6*&89 69 )1689 EI;5 %2 9$1 9%?*& 24%C
#)%894*D*0C A1424*&’1&8 9:A1 - 4
9%4:($1&：#)%894*D*0C A1424*&’1&8 9:A1 -；-)A$6L9%?*&；G1&1 1?A4188*%&；NCC0&%)%’*=6) A4%91=9*71 20&=9*%&

P%0&D69*%& *91C：#$*&181 >69*%&6) >69046) <=*1&=1 P0&D（QMQIMMGM）
!#%4418A%&D*&’ 609$%4 4 J1)：GILOEELGPOM=Q=P；P6?：GILOEELGPOMQGQO；HLC6*)：?=(F=E_8%$0 4 =%C
F1=1*71D：F .=9%(14 =MM!\-==1A91D：EG >%71C(14 =MM!\F17*81D：== Q6&064: =MMI

G=I ‘a 8/’29L%’ "$ %# 4 \:3$% 8)3(&;)&#&0)3% <)/)3%（=MMI）OI（O）




