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重组炭疽水肿因子的表达与生物活性分析
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摘 要：炭疽毒素包括 # 种蛋白因子，即保护性抗原（EF）、致死因子（G5）和水肿因子（95）。95 是钙调蛋白依耐的

腺苷酸环化酶，可使细胞 <FHE 浓度升高，导致宿主防御能力下降。为深入研究炭疽毒素的作用机理，构建了原核

表达质粒，在大肠杆菌中表达出重组 95（I95）。经鉴定，I95 以可溶形式表达于细菌胞质中。经过金属螯和层析、阳

离子交换层析和凝胶层析，每升诱导培养物可获得约 ":C 重组蛋白。用重组蛋白免疫家兔获得了兔多抗，能够在

细胞试验中中和 I95，体外细胞试验显示 I95 具有很好的生物活性，在 +88!F*0 和 JKL 细胞试验中，能与 G5 共同竞

争和 EF 的结合位点，相互抑制。上述工作为深入研究炭疽毒素的作用机理，开发针对 95 的毒素抑制剂打下基础。
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炭疽是一种古老的传染病，炭疽杆菌是细菌学中发现最

早的病原菌之一，同时也是潜在的生物恐怖病原，自美国

“4N00”事件之后，国内外对炭疽的研究越来越多，主要集中

在研发新型炭疽疫苗和对炭疽毒素研究等方面。

炭疽杆菌的毒力取决于它的两个毒力因子：以!健相联

结的聚3O3谷氨酰荚膜和由 # 个蛋白组分构成的炭疽毒素。

荚膜由质粒 PQL$ 编码，在体内可以抵抗细胞的吞噬，在引起

感染的过程中起重要作用，在体外能掩盖噬菌体受体，防止

噬菌体的裂解作用。炭疽毒素是炭疽杆菌最重要的毒力因

子，也是研究蛋白酶配体与真核细胞相互作用的良好模型。

它由质粒 PQL0 编 码，包 括 # 种 蛋 白 质 成 分：保 护 性 抗 原

（EI(R.<R;S. 6-R;C.-，EF）、致死因子（G.R=6) T6<R(I，G5）和水肿因

子（9A.:6 T6<R(I，95）。炭疽毒素是符合蛋白毒素 FUV 结构模

式，单独的 EF、G5、95 都无毒性，EF 是结合亚单位 V，95、G5
是效应亚单位 F，EF W G5 静脉注射能造成动物死亡，称致死

毒素（G.R=6) R(7;-，G1）；EF W 95 皮下注射可造成水肿，称为水

肿毒素（9A.:6 R(7;-，91）。EF 能诱导机体的保护性免疫，是

获美国 5OF 批准的炭疽疫苗（F-R=I67 S6<<;-. 6AD(IX.A，F’F）

的主要免疫活性成分；95 是钙调蛋白依耐的腺苷酸环化酶，

可使细胞 <FHE 浓度升高，导致宿主防御能力下降；G5 是一

种锌依耐的金属蛋白酶，目前已发现的底物均属于丝裂原激

活的蛋白激酶的激酶家族（HFEYYD），经过一系列未知的级

联反应导致巨噬细胞裂解［0，$］，两者在细菌感染的早期发挥

着重要的作用［#，!］。也有研究显示，在细菌出芽、繁殖和巨噬

细胞消散的过程中无需毒素参与［"］，因此，关于毒素在细菌

出芽、繁殖中的作用还需要在不同的宿主中进一步研究。

为深入研究炭疽毒素的作用机理，开发针对 95 的毒素

抑制剂，本文构建了原核表达质粒，在大肠杆菌中表达出了

重组 95（I95），并进行了纯化、鉴定及生物学活性研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种、质粒和细胞：含 95 基因的质粒 P1395 由本室保

存。PM93#% 原 核 表 达 载 体 购 自 M;6C.- 公 司。大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）H0"［PZ9E］，基因型为 /6[D\RIDI;TD)6<36I63C6)3

:R)353I.<F W ,SI W ，本室保存。小鼠巨噬细胞 +88!F*0 和中国

仓鼠卵巢细胞 JKL 均购自上海中国科学院细胞研究所。

!"!"# 主要试剂：限制酶 !+ ,(- 酶，1! O/F 连接酶购自

16Y6Z6 公司；质粒提取试剂盒购自 M;6C.- 公司；O/F 片段回

收试剂盒购自上海华舜生物工程公司；V;(RI6] <FHE 9[F ];R、

FY1F 97P)(I.I 层析仪器和介质均购自 F:.ID=6: E=6I:6<;6 公

司；基因工程重组 EF（IEF）和重组 G5（IG5）由本室制备［&，8］。

!"# 表达质粒构建

用 EJZ 法从质粒 P1395 上扩出 95 基因片段（不含信号

肽，从成熟蛋白第 0 个密码子开始），用 .(/K"U 0(#"双酶

切；载体 PM93#% 经同样酶切后，与片段连接过夜，常规转化

! * #)*’ H0" 菌，用 EJZ 法筛选阳性克隆，提质粒进行酶切鉴

定和序列测定。O/F 测序由 16Y6Z6 公司完成。95 "^端引物

（ #$:.I ）： "^3J_J__F1JJF1_FF1_FFJF11FJFJ1_F_F_3#^

（含 .(/ K " 位 点 ）；95 #^ 端 引 物（ #!:.I）："^3J_J

_F_J1J11F11111JF1JFF1FF111111__3#（̂含 0(#"位点）。



!"# 工程菌诱导表达

工程菌单克隆接种于 !"#$ ! % &’ 培养液中（含(""!)*#$
氨苄青霉素），+,-、!."/*#01 培养至饱和，即为种子液。将种

子液以 !"#$*$ 的比例加入 .$ 三角烧瓶中（内含 ($ ! % &’ 培

养液，."!)*#$ 氨苄青霉素），+,-、!."/*#01 培养至 !"2"" "3,

4 "35，加入 67’8 至 "3.##9:*$，+,-、!."/*#01 诱导表达 .;，

离心收集细菌沉淀备用。

!"$ %&’ 的纯化和鉴定

.$ 诱 导 培 养 物 离 心 得 到 的 菌 体，用 (""#$ 溶 液 <
（."##9:*$磷酸钠 =>53"，+""##9:*$ ?@A:）重悬，加溶菌酶至

(#)*#$，冰上放置 +"#01，加入 7BCD 至 (##9:*$，超声 !"#01，

E-、(!""") 离 心 ("#01，收 集 上 清 (!""") 再 离 心 ("#01，用

<F’< GH=:9/I/ 进一步纯化 /GD。

首先用 ?0JCI=;@/9KI 柱纯化。用缓冲液 L（溶液 < 加 (M
甘油，!##9:*$ !J巯基乙醇）平衡柱，样品 (#$*#01 上样。用 L
N !"##9:*$ 咪唑洗柱，L N (""##9:*$ 咪唑洗脱。收集洗脱

液，进行 (!MCOCJ7<8G 分析。含 /GD 的管合并后，用 B0:0=9/I
超滤管（截留分子量 +""""）浓缩，并置换缓冲液 A（!"##9:*$
磷 酸 钾 =>,3"，(M 甘 油，!##9:*$ !J巯 基 乙 醇，(##9:*$
GO’<），用 C7 D@KPD:9Q 柱纯化。柱用溶液 A 平衡后上样，用含

" 4 "3!.#9:*$ ?@A: 的溶液 A 进行梯度洗脱。含 /GD 的管合并

后用用 B0:0=9/I 超滤管浓缩，用 CR=I/SIH !"" 进行精纯，所用

缓冲液为 ."##9:*$ 磷酸钠 =>,3!，"3(.#9:*$ ?@A:。获得的

/GD T ,"-保存。

将各步纯化样品进行 (!M COCJ7<8G，观察纯化效果。

用抗J/GD 多克隆抗体（见 (3.）为一抗，>U7 标记羊抗兔 6)8
（C0)#@）为二抗，进行 VIKPI/1 W:9P 分析。

!"( 抗 %&’ 兔多抗的制备

用纯化的 /GD 抗原免疫健康家兔，采用背部皮下分点注

射，免疫时间为第 "、+、2 周，第 5 周心脏采血。免疫剂量为

"3.#)*只，首次免疫使用完全弗氏佐剂，后两次用不完全弗

氏佐剂。抗血清用 G$6C< 法测定滴度。

!") %&’ 的生物学活性

测量用 L09P/@X Y<B7 G6< X0P，按试剂盒说明书操作。A>Z
细胞 以 ("E *#$ 接 种 于 [2 孔 培 养 板，固 定 /7< 的 浓 度 为

(!)*#$，/GD 的浓度从 ."!)*#$ 起倍比稀释加入细胞孔中，

+,-孵育 !;，显微镜下观察细胞形态的变化，检测 Y<B7 水平

的变化，取 + 个复孔的平均值。

!"* %&’ 与 %+’ 的竞争能力

GD 和 $D 对 7< 均有高度的亲和力，GD 和 $D 之间对 7<
结合位点的竞争可以在 \,,E<]( 和 A>Z 细胞试验中证明。

中国仓鼠肾细胞 A>Z，以 ("E *#$ 接种于 [2 孔培养板，在

.M AZ! 培 养 箱 中 过 夜 培 养，固 定 /7< 和 /GD 的 浓 度 为

"3(!)*#$，/$D 的浓度从 E"!)*#$ 起倍比稀释加入细胞孔中，

+,-孵育 !;，显微镜下观察细胞形态的变化，用 L09P/@X Y<B7
G6< X0P 检测 Y<B7 水平的变化，结果取 + 个复孔的平均值。

小鼠巨噬细胞 \,,E<] ( 以 (". *#$ 接种于 [2 孔培养板，

长至 ["M满，固定 /7< 的浓度为 (!)*#$，/$D 浓度从 ("!)*#$
起倍 比 稀 释 加 入 细 胞 孔 中，+,- 孵 育 +;，加 入 (""!$ B’’

（"3.#)*#$），+,-孵育 +"#01，吸取上清，每孔加入 (""!$ 盐酸

异丙醇，振荡溶解沉淀后测 !".E"。结果取 + 个复孔的平均

值。细胞存活率的计算：（加重组蛋白孔 !".E" 值*未加蛋白

孔 !".E"值）% (""M。固定 /7< 的浓度为 (!)*#$，/GD 的浓度

从 E"!)*#$ 起倍比稀释加入细胞孔中，+,-孵育 +;，用 B’’
法计算细胞存活率（方法同上）。固定 /7< 和 /$D 的浓度为

(!)*#$，/GD 的浓度从 ("!)*#$ 起倍比稀释加入细胞孔中，

+,-孵育 +;，用 B’’ 法计算细胞存活率（方法同上）。

!", 抗-%&’ 兔多抗对 ./0 细胞的保护作用

中国仓鼠肾细胞 A>Z，以 ("E *#$ 接种于 [2 孔培养板，在

.M AZ! 培 养 箱 中 过 夜 培 养，固 定 /7< 和 /GD 的 浓 度 为

"3(!)*#$，抗J/GD 兔多抗的浓度从 (*." 起对倍稀释加入细胞

孔中，+,-孵育 !;，显微镜下观察细胞形态的变化，用 L09P/@X
Y<B7 G6< X0P 检测 Y<B7水平的变化，结果取 +个复孔的平均值。

1 结果

1"! 表达质粒的构建

将 7AU 获得的 GD 基因片段插入 =^G+" 载体，获得了表

达质粒 =^GJGD（图略）。=^G+" 表达载体属于 7OC 质粒家族，

是一种低拷贝质粒。它含有噬菌体 ’. 启动子和两个乳糖操

纵子序列，有核糖体结合位点以确保高转录效率，有转录终

止密码子以保证转录的有效终止。同时它含有 2 个组氨酸

编码序列。使重组蛋白的 ? 端产生 2 个组氨酸，通过金属离

子的螯和作用，带 2 个组氨酸的重组蛋白就可以连接到 ?0J
?’<琼脂柱上，经过洗涤和洗脱可获得高纯度的重组蛋白。

经测序证实，获得的表达质粒 =^GJGD 序列与设计完全一致。

1"1 %&’ 的表达、纯化和鉴定

含表达质粒的工程菌株经 67’8 诱导后，可获得 /GD 的表

达，COCJ7<8G 分析，发现 /GD 以可溶形式表达于细菌胞质中，

分子量约 ["XO，均与预期相符（图 (J<）。经鉴定，/GD 以可溶

形式表达于细菌胞质中。经过金属螯和层析、阳离子交换层

析和凝胶层析，纯化产物用 $9Q/_ 法测定蛋白浓度，计算出每

升诱导培养物大约可获得约 .#) 重组蛋白（图 (J<）。

1"# 抗 %&’ 兔多抗的制备

用重组蛋白免疫家兔获得了兔多抗。抗血清用 G$6C<
法测定，/GD 抗体滴度 ‘ ("2。用此多抗对 /GD 进行 VIKPI/1
W:9P 分析，结果表明，在推测分子量处显示明显条带（图 (JL），

对 A>Z 细胞实验中，兔多抗可抑制 /GD 生物学活性（图 !）。

1"$ %&’ 的生物学活性

在 A>Z 细胞试验中，/GD 能增加细胞内 Y<B7，引导 A>Z
细胞产生特异的形态学反应。显微镜观察用 /GD ."1)*#$ 和

7< (!)*#$ 处理细胞能引起细胞的拉长反应；Y<B7 测定显示

/GD 能显著增长细胞内的 Y<B7 水平（图 +）。而单独加入 /7<
或 /GD 不能提高 Y<B7 水平，也未见 A>Z 细胞发生形态学的

改变。
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图 ! "#$ 的表达和纯化

!"#$% &’()*++",- .-/ (0)"1"2.3",- ,1 )&!

4：5657849&；:：;*+3*)- <=,3 $ %> ?-"-/02*/ 2*==；@> A-/02*/ 2*==；B> 50(*)-.3.-3 ,1 +,-"2.3",-；C> )&! (,,= 1),D E" +*(F.),+* 2,=0D-；G> )&! (,,= 1),D

58 !.+3 !=,H 2,=0D-；I> )&! (,,= 1),D 50(*)/*’@JJ 2,=0D-；K$ 8),3*"- D.)L*) $

图 % 抗&"#$ 多抗的保护作用

!"#$@ 8),3*23",- ,1 .-3"7)&! .-3"<,/"*+

图 ’ "#$ 的生物学活性

!"#$B :",=,#"2.= .23"M"3N ,1 )&!

%() "#$ 与 "*$ 的竞争试验

)&!和 )O! 之间对 )84 结合位点的竞争抑制，有 )O! 存

在时，在 PQR 细胞中共孵育 )&! 和 )84，当 )O! 增加时，)&! 引

起的 PQR 细胞的 24K8 反应降低，当 )O! 高于 )&! 倍量时，能

显著降低 24K8 的水平（图 B）。

S4TTC4$% 与致死毒素（%!#UDO O! 和 %!#UDO 84）共孵育

BF 后，全部细胞发生死亡，然而当有 )&! 存在时，STTC4$ % 细

胞存活率升高，当 )&! 浓度高于 )O! 时，细胞存活率有显著提

高（图 C）。

’ 讨论

&! 是一种细菌腺苷酸环化酶，在被真核细胞辅助因子

钙调蛋白激活后引起宿主细胞内 24K8 水平的快速升高，使

图 + "#$ 与 "*$ 的竞争抑制

!"#$C P,D(*3"3",- H"3F )O!

细胞因子网络被打断，引起炭疽的一些临床症状，如水肿等。

&V 具有广泛的细胞敏感性，可作用于各种类型的细胞，都造

成 24K8 增多，这点与 OV 只对巨噬细胞发生急性致死作用不

同，对 &! 进行研究不仅是因为它是炭疽的毒素成分，还因为

它是一种通过受体介导的内吞进入细胞的细菌腺苷酸环化

酶，但与哺乳动物参与腺苷酸循环中的蛋白质在结构上又没

有明显的一致性，它为人们提供了研究 24K8 如何调节细胞

代谢过程的又一模型［W］。

从炭疽杆菌中直接纯化 &!，产量仅有 J>C X J>WD#UDO，

并且存在安全问题［Y］。因此本研究的目的是建立快速有效

的 &! 表达纯化系统。成熟 &! 蛋白共 TIT 个氨基酸，加上载

体上带的组氨酸序列标签，共 TTY 个氨基酸，预测分子量在

YJL6 左右。5657849& 显示获得的重组蛋白分子量与预测一

致。经过简单的纯化步骤，每升诱导培养物可获得约 GD# 重

组蛋白。用重组蛋白免疫家兔获得了兔多抗，并能在细胞试

验中中和 )&!，体外细胞试验也显示 )&! 具有很好的生物活

性，在 STTC4$% 和 PQR 细胞试验中，能与 )O! 共同竞争和 )84
的结合位点，相互抑制。本研究为深入研究炭疽毒素的作用

机理，开发针对 &! 的毒素抑制剂打下基础。
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