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重组炭疽致死因子的表达及生物活性分析

郭 强 徐俊杰 董大勇 付 玲 陈 薇"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 北京 %$$$:%）

摘 要：使用分泌型表达质粒，实现了重组炭疽致死因子（/F7）在大肠杆菌周质腔中的分泌表达。表达量约占菌体

总蛋白的 !G。经过离子交换和凝胶过滤纯化，每升诱导培养物可获得约 1-C 电泳纯的 /F7。蛋白 0 端测序表明，

/F7 序列与天然炭疽 F7 一致。体外细胞毒性试验亦显示 /F7 具有很好的生物活性。/F7 的成功表达为今后研究 F7
的作用机理、发展新型炭疽疫苗、筛选针对炭疽致死毒素的抑制剂打下基础。
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炭疽是由炭疽杆菌（!"#$%%&’ "()*+"#$’）引起的一

种人畜共患的传染病，在目前阶段对人类和农业生

产依然构成严重威胁。炭疽杆菌的毒力取决于它的

两个毒力因子：聚谷氨酰荚膜和由三种蛋白质构成

的炭疽毒素。［%］。

构成炭疽毒素的 1 种蛋白分别是保护性抗原

（JI）、致死因子（F7）和水肿因子（;7），它们单独存

在时均没有毒素活性，只有 JI 分别和 F7、;7 结合

时才会产生毒素效应。JI 和 F7 形成致死毒素，JI
和 ;7 形成水肿毒素。它们的作用机理是：JI 和其

细胞膜受体结合后被水解生成 JI"1，JI"1 聚合成

七聚体，JI"1 七聚体再与 F7 或 ;7 结合协助它们进

入胞浆。F7 在胞浆中发挥金属蛋白酶活性，水解丝

裂原激活的蛋白激酶的激酶家族（KIJLLE），由此引

发一系列的过程导致细胞的死亡，其具体机制仍在

研究中［#］。

在本实验中，我们使用分泌型表达载体，在大肠

杆菌中进行了 /F7 的分泌表达研究，摸索了重组蛋

白的 纯 化 工 艺，并 用 细 胞 毒 实 验 检 测 了 重 组 F7
（/F7）的生物活性。为今后研究 F7 的作用机理、发

展新型炭疽疫苗和筛选针对炭疽致死毒素的抑制剂

打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

含 F7 基因的质粒 M24F7、大肠杆菌（,’#*-+$#*$"

#.%$）NK31 株和分泌型原核表达载体 MIO## 由本实

验室保存。重组炭疽保护性抗原（/JI）和兔抗 F7
血清由本实验室制备。限制酶、MP/’.+EB *0I 聚合酶

和 2! *0I 连接酶均购自 28L8Q8 公司。质粒提取

试剂盒购自 H<8C+> 公司。*0I 玻璃奶回收试剂盒

购自博 大 生 物 工 程 公 司。层 析 仪 器 及 介 质 均 为

J=8/-8,<8 公司产品。

!"# 表达质粒构建

用 JRQ 法从质粒 M24F7 上扩出 F7 编码序列，用

/"#!酶切 1S 端，形成 6S 平末端 1S 粘末端；同时用

/)&!T/"#!双酶切载体 MIO##，也形成 6S 平末端 1S
粘末端。将处理好的载体和片段用 2! *0I 连接酶

连接过夜，转化 , ) #.%$ NK31 菌，用 JRQ 法筛选阳性

克隆，*0I 测序由本院八所完成。F7 6S 端引物：6S4
RRURUUURUU2RI2UU2UI2U2IU41S；F7 1S 端引物：

6S4RURUIUR2R2UIU22II2II2UIIR22II2R41S（含

/"#!位点）。

!"$ %&’ 的诱导表达和抽提

带有表达质粒的 NK31 菌株在含 %$$"CT-F 氨苄

青霉素的 FV 培养基中 1:W #6$/T-<> 培养至 01"$$

$X# Y $X6，加入 ZJ2U 至 $X6--’(TF，#3W #6$ /T-<> 诱

导表达 %#=，离心收集细菌沉淀。沉淀加入 %T%$ 体

积的 $X%-CT-F 溶菌酶溶液（#$G蔗糖，#$--’(TF 2/<E
M[3X$）重悬，冰上放置 6-<>，离心收集上清。

!"( %&’ 的纯化

首先用 H O+M=8/’E+ \F 柱粗纯化。用平衡缓冲



液（!"##$%&’ ()*+ ,-./"，01甘油，0##$%&’ !2巯基乙

醇，0##$%&’ 34(5）平衡柱，直接将样品上清上柱。

冲洗后，先后用含 "/0#$%&’ 678% 和 "/9#$%&’ 678% 的

平衡缓冲液洗脱。收集洗脱液，进行 0!1:4:2;5<3
分析。

含 )’= 的管合并后用 :$>)?@ A"B 柱进行下一步

纯化。用平衡缓冲液（同上）平衡柱，样品用平衡缓

冲 液 稀 释 9 倍 后 上 样。 冲 洗 后 进 行 梯 度 洗 脱

（" C "/9#$%&’ 678%）。含 )’= 的管合并后超滤浓缩

（8@DE)*,%>+ FG2A" 超滤管），用 +>,@)H@I!"" 凝胶柱进

一步纯化。用含 "/09#$%&’ 678% 的磷酸盐缓冲液

（"/"9#$%&’ 67A;JK，,- 值 L/!）洗脱。

!"# $%&’%() *+,’ 分析

使用本室自制的兔抗 ’= 血清为一抗，-M; 标

记的羊抗兔 NO<（:*O#7）为二抗，进行 )’= 的 P@+E@)D
Q%$E 分析，具体步骤见文献［.］。

!"- (./ 的 0 端测序

将纯化后的 )’= 经 0"1 :4:2;5<3 后，电转移

至 ;R4= 膜上，进行蛋白 6 端测序，由军事医学科学

院仪器中心完成。

!"1 体外细胞毒性实验

小鼠巨噬细胞 SLLK5T 0 以 0"9 &#’ 接种于 UV 孔

培养板，长至 U"1 满，固定 );5 的浓度为 0!O&#’，

)’= 的 浓 度 从 0!O&#’ 起 !&A 稀 释 加 入 细 胞 孔 中，

ALW孵育 AX，加入 0""!’ G((（"/9#O&#’），ALW孵育

A"#*D，吸取上清，每孔加入 0""!’ 盐酸异丙醇，振荡

溶解沉淀后测 !"9K"。结果取 A 个复孔的平均值。

细胞存活率的计算：（加重组蛋白孔 !"9K"值&未加蛋

白孔 !"9K"值）Y 0""1。

2 结果

2"! 表达质粒构建

表 达 质 粒 ,5:!!2’=（ 图 0）以 N;(< 诱 导 的

图 ! 表达质粒 345226./ 示意图

=*OT0 3I,)@++*$D ,%7+#*H ,5:!!2’=

%7?ZR9 启动子调控 ’= 的表达 J#, 5 信号序列，可

携带重组蛋白进入大肠杆菌周质腔，并且重组蛋白

在分泌过程中可切去。经核酸测序证实，获得的表

达质粒 ,5:!!2’= 序列与设计完全一致。

2"2 (./ 的表达

含表达质粒的工程菌株在 !.W 用 "/9##$%&’
N;(< 诱 导 0!X，)’= 的 表 达 量 约 占 菌 体 总 蛋 白 的

K1。

2"7 (./ 的纯化鉴定

将含 )’= 的细菌外周质先后用 B :@,X7)$+@ [’、

:$>)?@ A"B 离子交换柱和 :>,@)H@I!"" 凝胶柱进行纯

化，:4:2;5<3 分析表明外周质的杂蛋白绝大部分被

除去，重组蛋白在 U"\4 处显示为基本单一条带（图

!2]）。将重组蛋白进行 6 端测序，其 6 端前 9 个氨

基酸残基依次为 5<<-<，这和天然 ’= 的 6 端（5<2
<-<）是 一 致 的。0’ 培 养 物 经 纯 化 后 共 获 得 A#O
)’=。P@+E@)D ]%$E 分析显示（图 !25），重组蛋白可以

与抗 ’= 的兔血清作用，进一步证实重组蛋白为目

的蛋白 )’=。

图 2 (./ 的表达与纯化

=*O ! 3I,)@++*$D 7DH ,>)*^*?7E*$D $^ M%^

5：P@+E@)D Q%$E；]：:4:2;5<3；GT ;)$E@*D G7)\@)；0/ NDH>?@H ?@%%；!/

;@)*,%7+#*? @IE)7?E $^ *DH>?@H ?@%%；A/ ZD*DH>?@H ?@%%；K/ );5；9/ )’=

,$$% ^)$# B :@,X7)$+@ [’ ?$%>#D；V/ )’= ,$$% ^)$# :$>)?@ A"B ?$%>#D；

L/ )’= ,$$% ^)$# :>,@)H@I!"" ?$%>#DT

2"8 细胞毒性实验

;5 与 ’= 结合称为致死毒素（’@EX7% E$I*D，’(），

在体外可导致敏感细胞（如小鼠巨噬细胞 SLLK5T 0）

的死亡［A］。本试验固定 );5 的浓度，把 )’= 的浓度

做 !&A 比例梯度稀释后一起作用于 SLLK5T 0 细胞，

图 7 (./ 的细胞毒活性

=*OTA 8_E$E$I*?*E_ $^ )’=
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用 !"" 法观察细胞存活率。结果显示，细胞存活率

随 #$% 的浓度的降低明显上升；而只加入 #&’ 或 #$%
的细胞孔无明显变化（图 (）。当 #&’ 为 )!*+,$ 时，可

导致 -./细胞死亡的 #$% 浓度（!"-.）为 .0-1*+,$；以

上结果表明 #$% 在体外有较好的生物学活性。

! 讨论

相对于炭疽保护性抗原，对炭疽致死因子的研

究还比较少，特别是 $% 作为一种金属蛋白酶的作

用机制还不清楚［)，2］。无论是研究 $% 在炭疽毒素致

病机理中所扮演的角色，还是对 $% 本身的结构和

功能进行研究，都需要一定量的纯化蛋白。从炭疽

杆菌培养物中分离纯化 $% 产量较低（约 ),*+,$），

并且对生产设施的安全性有较高的要求［3］；从大肠

杆菌中表达 $% 已有一些成功报道，但都是细胞内

表达，由于 $% 容易被胞内蛋白酶降解，因此完整 $%
的产量较低（) 4 2,*+,$），并且纯化困难［- 4 5］。

在本实验中，我们构建的表达质粒在 $% 基因

片段的 -6 端融合了 7,8 ’ 的信号肽序列，成功地在

大肠杆菌中实现了 $% 的可溶分泌型表达。其优点

是一方面使 #$% 以可溶形式表达保持其正确构象；

另一方面可减少 #$% 被胞内蛋白酶降解。同时，#$%
分泌在细菌的周质腔，这对重组产物的纯化非常有

利。从周质腔中抽提目标蛋白可以用两种方法，高

低渗法和溶菌酶法，本实验中，用高低渗法做小量抽

提（),$）时很有效，但扩大体积至几升时效果不好，

因此我们后来采用了溶菌酶法。和高低渗法相比，

溶菌酶法减少离心操作，且样品可以直接上柱，无须

再调整盐浓度。经过 ( 步简单的柱纯化，从 )$ 诱导

培养物可获得约 (,* 电泳纯的 #$%，能够满足进一

步活性实验的要求。蛋白 9 端测序表明，#$% 9 端

序列与天然 $% 一致，体外细胞毒性试验显示出 #$%
具有很好的生物学活性。

这些工作为今后研究 $% 的作用机理、发展新

型炭疽疫苗、筛选针对炭疽致死毒素的抑制剂打下

基础。
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