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!型产气荚膜梭菌!"、!#毒素基因的融合
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摘 要：利用 CDE技术，从 D型产气荚膜梭菌染色体 F-)中扩增出!1和!#毒素基因，构建了含!1 3!#融合基因表

达质粒的重组菌株 GH#1（F;.）（*;4IG16#）。经酶切鉴定和序列测定证实，构建的重组质粒 *;4IG16#含有!1 3!#融

合基因，且基因序列和阅读框架正确。经 ;HJK)检测，重组菌株表达的!1 3!#融合蛋白能够被!1、!#毒素抗体识别。

免疫实验结果表明，用!1 3!#融合蛋白免疫的小鼠可以抵抗 1LHF的 D型产气荚膜梭菌 D"26!!毒素攻击，表明构建

的重组菌株可以作为预防仔猪红痢基因工程亚单位苗的候选菌株。
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产气荚膜梭菌（!"#$%&’(’)* +,&-&’./,.$）是引起多
种动物坏死性肠炎和肠毒血症的主要病原菌，分为

)、G、D、F、; "个菌型，其致病因子主要是菌体产生
的外毒素，其中!毒素是由 D型产气荚膜梭菌产生
的一种坏死性和致死性毒素［1］。长期以来一直认为

D型产气荚膜梭菌只产生一种!毒素（现称为!1毒

素），而且是主要的毒力因子。然而，直至 1227年才
确定该菌还可以产生另一种毒素（现称为!#毒素）

是更重要的毒力因子。业已证实，!1毒素与!#毒素

具有相似的生物学活性，但没有明显的基因序列和

氨基酸序列的同源性，且分离峰也不同［#］。本研究

在克隆!1和!#毒素基因的基础上，进一步将!#毒素

基因融合到!1毒素基因的上游，构建了!1 3!#融合

基因，其表达产物具有良好的免疫原性，为下一步研

制预防仔猪红痢基因工程亚单位苗奠定了基础。

" 材料和方法

"$" 菌株和载体
受体菌大肠杆菌（0$12,&’12’3 1#"’）GH#1（F;.）和

表达载体 *;46#0= 由本室保存；D 型产气荚膜梭菌
强毒菌 D"26!!购自中国兽药监察所。
"$# 试剂
限制性核酸内切酶（41#"、53*N"、01#E"）、

4! F-) 连 接 酶、JC4O、P,Q9+R CDE C+5*@ F-)

CB+,S,=9T,&U KV@T5<均购自 C+&<5W9公司；CDE试剂盒
购自 49X9E9（大连）有限公司；E-9@5 ) 购自
D9’>,&=A5<公司；卡那霉素购自 G&5A+,UW5+ L9UUA5,<
公司；!1、!#毒素抗血清购自中国兽药监察所，NEC
驴抗羊二抗为自制。

"$% &!’引物的设计和合成
根据 NBUT5+等［.］报道的!1毒素基因序列，设计

并 合 成 了 1 对 CDE 引 物：*+,<5+1 为 "Y6
DOD6678!!DD))4O)4)4)OO4))))D6.Y，*+,<5+#为
"Y6DDO67788!44))4)OD4O44)D444O4O 6.Y，*+,<5+1 和
*+,<5+#分别含 53*N"、01#E"酶切位点和保护性
碱基，用这对 CDE引物从 D型产气荚膜梭菌染色体
F-)中扩增!1毒素基因。根据 O,>5+T等［#］报道的!#

毒素基因序列设计并合成了 1对 CDE引物，C+,<5+.："Y6
D)4O!!7866D))))O)))4DO)DOD44)4 6.Y和 C+,<5+!：
"Y6DOD6678!!O4OD)DD)4)DDD44D)D 6D)))6.Y，*+,<5+.
和 *+,<5+! 分别含有 41#"、53*N"酶切位点和保
护性碱基，用这对 CDE引物从 D型产气荚膜梭菌染
色体 F-)中扩增!#毒素基因。

CDE反应体系（1$$#H）1$ Z >BSS5+ 1$#H，染色体
F-) ##H，#$$<<&’[H R-4C@ 1$#H，引物 C1 和 C#
（$\1#<&’[H）各 1#H，RRN# ] 7"#H，839 F-) 聚合酶
（.^[#H）1#H。CDE 反应条件：2!_ "<,U；2!_ /$@，
!7_ /$@，7#_ 1#$@，进行 .$个循环；7#_ 1$<,U。



!"# 染色体 $%&的提取
染色体 !"#的提取按文献［$］的方法进行。

!"’ $%&的重组、转化和质粒稳定性试验
质粒 !"#的提取、酶切、琼脂糖凝胶电泳、!"#

体外连接、转化等均按文献［%］的方法进行。质粒稳
定性试验参照 &’()*)+［,］的方法进行：将 -./振荡
培养过夜的菌体，按 012接种于 01134含 -1!5634
7(8的 49液体培养基中，继续培养 0:;；将上述培养
物稀释 01,倍，在无 7(8的 49液体培养基培养 0:;；
取 011!4稀释液涂种于普通 49琼脂平板，过夜培养
后，随机挑取 011个单菌落，转种在含 7(8的 49琼
脂平板上，-./过夜培养并进行菌落计数。
!"( 表达产物 )$)*+&,-分析和 -./)&检测
按文献［%］介绍的方法进行。

!"0 蛋白表达含量的测定
用 <=>?111型薄层凝胶扫描仪在 %,183波长下

的吸收值，测量表达产物占菌体总蛋白的相对含量。

!"1 重组菌株毒性的测定
将培养的重组菌株 94:0（!@-）（A@BC90>:）分别

经口服或腹腔注射共计 $1只小鼠，观察有无临床症
状和病理变化。

!"2 包涵体粗提物的制备和免疫原性试验
将 DEBF诱导 -;的 %134培养物离心收集菌体，

重悬于 %34的 %133*G64 BHIJ·K<G>:33*G64 @!B#中，
加入溶菌酶至终浓度 011!5634，再加入 1L%34 02
BHIM*8 C>011，于 -1/温育 0%3I8。再用超声波处理 :
个 01J后，0:111H63I8离心 0%3I8，收集的沉淀物即为
包涵体粗提物。

将重组菌株 94:0（!@-）（A@BC90>:）的包涵体粗
提物或经甲醛灭活的菌体，加入氢氧化铝胶至

012，作为免疫用抗原。取 N1 只小鼠，随机分为 :
组，一组用包涵体抗原腹腔免疫 1L:346只，另一组
用灭活菌体抗原腹腔免疫 1L:346只，间隔 0$O后，以
上述方法进行第二次免疫，0$O 后进行攻毒试验。
同时设生理盐水对照组。将过夜培养的 <型产气
荚膜梭菌 <%?>$$培养上清作倍比稀释，每个剂量腹
腔注射小鼠 ,只，观察小鼠死亡情况；用 0&4! <型
产气荚膜梭菌强毒菌 <%?>$$ 培养上清攻击免疫小
鼠，观察小鼠的存活情况。

3 结果

3"! !!毒素和!3 毒素基因克隆

利用 E<P 技术，从 < 型产气荚膜梭菌染色体
!"#中扩增出"0毒素基因，然后用限制性核酸内切

酶 !"#K#和 $%&P#对其进行双酶切处理，回收
1L?%+Q的"0毒素基因片段，将其定向克隆在事先经

同样内切酶处理的载体 A@B>:N) 中的相应位点上，
转化至受体菌 94:0（!@-）中，最后涂种在卡那霉素
琼脂平板上。从卡那霉素琼脂平板上挑取其中 -个
阳性的重组菌落，经 -./过夜培养后，采用碱变性
法快速抽提质粒，然后进行 02琼脂糖凝胶电泳，结
果重组质粒的迁移率比载体质粒慢，表明已有外源

!"#插入。把其中一个重组质粒命名为 A@BC90，
用 !"#K#6$%&P#酶切该质粒，经 0L12琼脂糖凝
胶电泳，结果出现两条电泳带，其中一条分子量大的

电泳带与表达载体 A@B>:N) 位置相同，另一条电泳
带大小为 1L?%+Q，并且经 !"#序列测定证实，表明
这条电泳带为"0毒素基因片段，与 KR8M’H等［-］报道
的"0毒素基因序列一致，从而成功地构建了"0毒素

基因克隆质粒 A@BC90。
按照上述方法，扩增并回收了 1L.:+Q":毒素基

因片段，用 ’%&#6!"#K#进行双酶切处理后，插入
到事先用同样酶切处理过的载体 A@B>:N) 上，然后
转化至受体 94:0（!@-）中，涂种在卡那霉素琼脂平
板上。卡那霉素阳性的菌落经碱变性法快速抽提质

粒，并用 ’%&#6()*O$6!"#K#和 ’%&#6!"#K#
酶切该质粒，经 0L%2琼脂糖凝胶电泳，结果表明，
构建的该质粒含有":毒素基因，并命名为 A@BC9:。
经 !"#序列测定证实，与 FIQ’HM等［:］报道的":毒素

基因序列一致，从而成功地构建了":毒素基因克隆

质粒 A@BC9:。
3"3 !! 4!3融合基因重组表达质粒的构建

用 ’%&#6!"#K#酶切含有":毒素基因质粒

A@BC9:，回收":毒素基因片段，插入到经同样酶切

处理的含"0毒素基因质粒 A@BC90中相应酶切位点
上，构建了重组质粒 A@BC90>:。经’%&#6!"#K#6
$%&P#、’%&#6!"#K#、!"#K#6$%&P#、’%&#6
$%&P#酶切鉴定和核苷酸序列测定，证实该质粒含
有"0 S":毒素融合基因，而且基因序列和阅读框架

均正确，从而成功地构建了"0 S":毒素融合基因重

组表达质粒 A@BC90>:（图 0）。
3"5 重组质粒的稳定性
重组质粒 A@BC90>: 在受体菌 94:0（!@-）中能

稳定传代，在无选择压力下，经 :1细胞世代后，含质
粒率为 0112，说明具有良好的稳定性。
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图 ! 重组表达质粒 "#$%&!’(结构示意图
!"#$% &’()*’)(+ ,- (+*,./"010’ +23(+44",0 3514."6 3789:%;<

()* 融合基因表达产物 +,+’-./#分析
重组菌株 :=<%（>7?）（3789:%;<）经 @A8B诱导

CD，菌体经超声波处理后，用 &>&;AEB7 分析，结果
表明，!% F!<融合基因可在这种宿主菌中得以表达，

其相对分子量约为 G<H>，!% F!<融合蛋白的表达量

占菌体总蛋白相对含量的 %CI?GJ，而含 378;<K*空
载体的 :=<%（>7?）在该处无特异条带（图 <），经
7=@&E检测，构建的重组菌株表达的!% F!<融合蛋

白能够被!%、!<毒素抗体识别。

图 ( 表达产物 +,+’-./#分析
!"#$< &>&;AEB7 1015L4"4 ,- ’D+ +23(+44+6 3(,6)*’4

M$ =,N .,5+*)51( N+"#D’ 3(,’+"0 .1(H+(4；%I 8,’15 *+55 5L41’+ ,- :=<%
（>7?）（3789:%;<）；<I 8,’15 *+55 5L41’+ ,- :=<%（>7?）（3789:%）；?I

8,’15 *+55 5L41’+ ,- :=<%（>7?）（3789:<）；OI 8,’15 *+55 5L41’+ ,- :=<%
（>7?）（378;<K*）$

()0 重组菌株毒性的测定
将培养的重组菌株 :=<%（>7?）（3789:%;<）经腹

腔注射或口服两种途径接种的小白鼠共计 OP只，每
种途径 <P只，剂量为每只小白鼠 CP亿，结果 ?周后
小白鼠全部存活，每只小白鼠无临床症状出现，经剖

检后无病理变化，表明该菌株同时丧失了!%、!<毒素

活性，已无致病性，十分安全。

()1 免疫原性试验
经过筛选，确定最小致死量为 O倍稀释的 Q型

产气荚膜梭菌 QCR;OO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 RPJ（?GSOP），灭活菌体免疫组保护
率为 R<ICJ（?TSOP），而对照组 <P只小鼠全部死亡。

2 讨论

!%和!<毒素是 Q型产气荚膜梭菌的两种重要的
致死性毒素，能引起仔猪出血性坏死性肠炎。

U)0’+(等［?］首先克隆了!%毒素基因，大小为 %IPH/，
分子量为 ?OH>。!%毒素的 VW!位于 ??? X %?OP位之
间，成熟的!%毒素的 Y;末端的氨基酸序列显示出信
号肽序列的典型特征，该信号肽可以指导!%毒素穿

过细胞膜分泌到细胞外。!%毒素的二级结构中!;折
叠占 OKJ，Y;末端第 KP X %P<位及 %OG X %OK 位氨基
酸及 Q;末端 <K% X <RP位的氨基酸是亲水性的，属于
表位结构，第 %CR X %GT 位氨基酸是疏水性和隐蔽
的。!%毒素的 Q;末端是疏水性的，可以形成一个跨
膜区。&’+"03,(46,’’"(等［T］将从 Q型产气荚膜梭菌中
克隆的!%毒素基因与谷胱甘肽 &转移酶基因融合，
成功地表达出了相应的融合蛋白。该表达产物免疫

小鼠后，可诱发机体产生中和抗体。B"/+(’ 等［<］首
先从来自仔猪坏死性肠炎病例的培养上清中分离纯

化到!<毒素，并克隆了!<毒素基因，!<毒素的 VW!
位于 <GT X %PGC 位之间，在!<毒素基因起始密码子

E8B 的上游 T 个核苷酸处为由 C 个连续的 B
（BBBBB）组成的核糖体结合位点（W:&），在!<毒素

基因的 ?Z端有一段能形成发卡环结构的反向重复
序列，构成一个不依赖"因子的转录终止子。!<基

因产物编码 <GC个氨基酸，其中 Y;末端的 ?P个残基
构成疏水性区域（G X <G位残基），形成一跨膜区，这
?P个氨基酸为信号肽序列。成熟蛋白起自 ?%位的
赖氨酸（=L4）共编码 <?C个氨基酸。!<毒素基因与!%

毒素基因或其它已知的产气荚膜梭菌基因序列没有

明显的同源性。免疫学实验表明，抗!<毒素的抗体

能识别纯化的!<毒素，并能与!%毒素发生弱反应。

相反，抗!%毒素的抗体只能与!%毒素反应，而不能与

!<毒素发生反应，表明!%毒素与!<毒素的免疫相关

性较差，其机理尚不清楚。我们现已克隆了!%和!<

毒素基因，并且构建了!% F!<融合基因，其表达水平

占菌体总蛋白相对含量的 %CI?GJ，为进一步研制

!<毒素基因工程亚单位苗和多价基因工程亚单位苗

提供了理想基因材料。
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