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!"#$霍乱弧菌质粒基因组文库的建立

及!%抗原基因的筛选"
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摘 要：合成94抗原的基因是串联在一起的一个基因簇，提取9"36霍乱弧菌基因组:0;，限

制性内切酶!"#<!酶切，电泳回收!"#$=+的:0;片段，构建质粒基因组文库。随机筛选

重组克隆，获得一株可与9"36霍乱弧菌抗血清发生凝集反应的重组克隆，命名为大肠杆菌

:>8#（?@A3#$）。经鉴定分析重组克隆所表达的94抗原具有良好的免疫原性及反应原性。

酶切分析质粒?@A3#$，推知其94抗原基因大小约!B2=+。这为今后9"36霍乱疫苗的研制及

9"36霍乱弧菌94抗原基因的结构和功能研究提供了条件。
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94抗原决定着霍乱弧菌的血清学分类，并且94抗原具有免疫原性及反应原性。合成

94抗原的基因是由霍乱弧菌基因组:0;的$%&区域编码，与9"群霍乱弧菌相比9"36霍

乱弧菌的94抗原基因大部分缺失，仅有,D+C，,D+<和,D+E经修饰而保留下来［"］。但研究

又发现9"36霍乱弧菌的$%&基因簇区域内有两个开放性阅读框架&FG;和&FGH，它们与非

9"群霍乱弧菌中的某些基因同源［#］。由于这些遗传背景的改变，使得对9"群霍乱弧菌

具有保护作用的疫苗对9"36霍乱弧菌不起作用［3］。因此本研究拟克隆94抗原基因，为今

后针对9"36霍乱疫苗的研制及94抗原基因的结构与功能的研究打下基础。

" 材料和方法

"(" 菌株

9"36霍乱弧菌（’(&$(#")#*+$,+）由中国预防医学科学院流行病学微生物学研究所赠；

大肠杆菌:>8#为本实验室保存。

"(& 抗血清

兔抗9"36霍乱弧菌抗血清购于卫生部药品生物制品检定所；羊抗兔IJA4><K和羊抗

鼠IJA4><K购于军事医学科学院微生物学流行病学研究所；鼠源抗9"36霍乱弧菌LKE
94抗原单抗隆抗体由预防医学科学院流行病学微生物学研究病所惠赠。

"(# 质粒基因组文库的构建

9"36霍乱弧菌的基因组:0;被提取后［!］，经限制性内切酶!"#<!（HM&’.+N）酶切后，



电泳回收!!"#$%的&’(片段。同时!"#)*限性酶切+,-./，并经-*0（0123456）脱磷

酸化处理，回收处理过的+,-./。7!8&’(连接酶（0123456）体外连接这两种&’(，转化

感受态大肠杆菌&9:"。

!"# $%&’(
!)#)! &2;8<=*>(［:］：点种细菌于平展在=?琼脂板上的硝酸纤维素膜上，@AB培养"!
@C。取出硝酸纤维素膜!"B干燥@#3DE，经封闭处理后加经稀释的抗F.@/霍乱弧菌F8抗

原的抗血清，@AB反应"C，洗膜后加入羊抗兔*5G89)0，@AB反应.C。洗膜，加入显色液

显色。

!)#)* 重组克隆全细胞<=*>(［H］：将重组克隆包被于酶联板后，按顺序在不同的孔中加

入倍比稀释的抗F.@/霍乱弧菌F8抗原的抗血清。洗板后加入羊抗兔*5G89)0，显色并测

(!/"的值。

!"+ ,-抗原的分析

热酚法［A］提取=0>F8抗原，>&>80(G<银染显带［I］及J4K;41E8%L2;［/］实验分析F8抗

原的特异性。

!". 兔抗重组克隆大肠肝菌/0+!（1234*5）抗血清的制备及检测

以每次.3=（I亿菌／3=），每周皮下多点注射免疫家兔，两次皮下注射后，第三次采

用静脉免疫，A天后采血，制备抗血清。

包被F.@/霍乱弧菌于酶联板，加入经倍比稀释的兔抗重组克隆抗血清，然后加入羊抗

兔*5G89)0反应.C，显色后测(!/"的值。

* 结果

*"! 重组克隆大肠杆菌/0+!（1234*5）所表达,-抗原的反应原性

图. 重组质粒+MG@"#的!"#)*酶

切电泳图

ND5O. (5612K44L4P;12+C214KDK+6;;41E2Q

+MG@"#RD54K;4RSD5C!"#)*
.O+,-./／!"#)*；"O#&’(／$%&’$ M6$41；

@O+MG@"#／!"#)*O

随机 挑 取"##个 重 组 克 隆，进 行 玻 片 凝 集 试

验［.#］，从中筛选获得.株可以与F.@/霍乱弧菌抗血清

及抗F.@/霍乱弧菌=0>F8抗原的单克隆抗体发生强

凝集反应重组克隆。将此重组克隆命名为大肠杆菌

&9:"（+MG@"#）。并进一步鉴定此重组克隆所表达

F8抗原的特异性。

首先提取质粒+MG@"#，用限制性内切酶!"#)*
酶切分析插入的外源&’(片段，其大小约为!TH$%

（图.）。&2;8<=*>(（图"）显示，重组克隆和阳性对照

F.@/霍乱弧菌的菌落均发生免疫印迹反应，而阴性对

照大肠杆菌&9:"（+,-./）则无印迹反应。重组克隆

的全细胞<=*>(（图@）表明重组克隆大肠杆菌&9:"
（+MG@"#）及F.@/的<=*>((!/"33的吸光值随抗血清

的逐渐稀释而逐渐变小。<=*>(的实验结果证明，重

组克隆在大肠杆菌细胞的表面表达了F.@/霍乱弧菌
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的!"抗原。

图# 菌落固相$%&’(
)*+,# -./"$%&’(.0!"#$%&-12!（3456#7）

8,9:+;/*<:=.>/?.@，!"#$%&-12!（3AB8C）；#,D:"

=.EF*>;>/=.@.>G，!"#$%&-12!（3456#7）；6,

H.I*//*<:=.>/?.@，’"#($%)*+)!86C,

图6 重组克隆!"#$%&-12!（3456#7）全

菌体$%&’(
)*+,6 JK:LK.@:=:@@"$%&’(.0!"#$%&-12!

（3456#7）

图M %H’!"抗原的’-’"H(5$（(）及 N:I/:?>"
F@./（O）

)*+,M ’-’"H(5$.0%H’!";>/*+:>（(）;>PN:I/:E"

F@./.0%H’!";>/*+:>（O）

8,H.I*/*<:=.>/.@，%H’!";>/*+:>.0’"#($%)*+)!86C；#,

D:=.EF*>;>/=.@.>G，%H’!";>/*+:>.0!"#$%&-12!
（3456#8）；6,D:=.EF*>;>/=.@.>G，%H’!";>/*+:>.0

!"#$%&-12!（3456#7）；M,9:+;/*<:=.>/?.@，%H’.0!"
#$%&-12!（3AB8C）,

’-’"H(5$银染（图M）显示，阴性对照大

肠 杆 菌 -12!（3AB8C），重 组 克 隆 -12!
（3456#7）及阳性对照!86C霍乱弧菌电泳带型

无明显差异，但N:I/:?>"F@./（图MO）证明重组

克隆及!86C霍乱弧菌的!"抗原部分有分子量

相同的免疫印迹带，而阴性对照菌则无免疫印

迹带。另外，其与粘粒文库中亚克隆筛选到

2Q2RF!"抗原基因的质粒3456#8的印迹带也

一致［88］。这 说 明 重 组 克 隆 大 肠 杆 菌 -12!
（3456#7）表达的!"抗原与!86C霍乱弧菌的

!"抗原有相同的特性，二者是一种!"抗原。

!"! 重组克隆表达的#$抗原的免疫原

性

重组克隆免疫家兔制备的抗血清经倍比

稀释与!86C霍乱弧菌进行全细胞$%&’(结果

（图2）显示，抗大肠杆菌-12!（3456#7）的抗

血清与抗!86C霍乱弧菌的抗血清一样，在与

!86C霍乱弧菌进行全细胞$%&’(实验时都是随着抗血清的逐渐稀释，吸光值逐渐下降。

阴性对照的抗大肠杆菌-12!（3AB8C）抗血清则在一个低的值附近波动。这个结果说明，

抗大肠杆菌-12!（3456#7）的抗血清与抗!86C霍乱弧菌的抗血清有相同的性质，它们都

能与!86C霍乱弧菌的!"抗原发生特异性反应。
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图! 重组克隆制备抗血清对"#$%霍乱弧

菌倍比稀释&’()*
+,-.! /012034151446&’()*378.503419:5"#$%

2,;0<19=>;3!"#$%&?@!!（ABC$DE）

! 讨论

由于"#$%霍乱弧菌的"6抗原基因是串联在

一起的一个基因簇，因此这为我们建立质粒基

因组文库筛选"6抗原基因提供了可能和便利的

条件。筛选文库时，我们获得一株可以在大肠

杆菌中强表达"#$%霍乱弧菌"6抗原的重组克隆

即大肠杆菌?@!!（ABC$DE）。酶切分析质粒

ABC$DE，克隆的"6抗原基因大小约为FGHIJ，

这为今后的"6抗原基因的结构与功能研究提供

了可能的?K*片段。并且此基因比文献［#E］报

道的用插入突变分析出的#EIJ的"6抗原基因

片段大小相差很远。因此我们推测："可能是

大肠杆菌可以提供一些酶帮助"6抗原的合成，

这样FGHIJ的片段便可以合成"6抗原具有抗原表位的部分。#可能是"#$%霍乱弧菌的

"6抗原基因不仅只一簇，或者可能存在"6抗原合成的支路代谢基因簇，它的大小要比97J
编码的"6抗原基因小。

&’()*及L1<;19>6J43;实验又说明重组克隆所表达的"6抗原与"#$%霍乱弧菌的"6
抗原具有相同性质。由于抗原抗体反应是特异性的反应，只有重组克隆表达的"6抗原与

"#$%霍乱弧菌表达的"6抗原具有相同的抗原表位或者二者相同时，重组克隆表达的"6抗

原才能与抗霍乱弧菌的抗血清发生反应，因此表达的"6抗原至少与"#$%霍乱弧菌的"6抗

原有相同的抗原表位，这也说明重组克隆所表达的"6抗原与"#$%霍乱弧菌"6抗原一样具

有相同的反应原性。

抗重组克隆血清的&’()*实验证明，大肠杆菌?@!!（ABC$DE）表达的"6抗原免疫

动物后，可以刺激动物机体产生相应的抗体，而且此抗体可以与"#$%霍乱弧菌发生抗原抗

体反应。这表明重组克隆表达的"6抗原具有与"#$%霍乱弧菌"6抗原相同的免疫原性。

综上所述，本研究利用建立质粒基因组文库的方法，从库中筛选获得可以表达"#$%霍

乱弧菌"6抗原的重组克隆株大肠杆菌?@!!（ABC$DE）。重组克隆株所表达的"6抗原具

有良好的免疫原性及反应原性。这为今后"#$%霍乱疫苗的研制打下了基础。另外，"6抗

原基因大小为FGHIJ，与文献的#EIJ相比，更便于我们今后对其结构和功能的研究。
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