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摘要：【目的】建立A型肉毒毒素轻链胞内持留模型来模拟A型肉毒毒素引起的长期中毒。【方法】设

计构建pcDNA3.1-ALC-GFP重组质粒，提取质粒进行PCR验证，并将其转染进Nureo-2a细胞中表达，

利用Western Blot与细胞免疫荧光分析验证ALC-GFP的表达情况及其在细胞内的长时间持留，建立A型

肉毒毒素轻链的胞内持留模型，并将该模型用于抗肉毒药物的筛选。【结果】成功构建pcDNA3.1-ALC- 

GFP重组质粒并将其转染进Nureo-2a细胞中，验证了ALC-GFP在细胞内具有长时间持留性，成功建立

了A型肉毒毒素轻链胞内持留模型，并利用该模型筛选出潜在抗肉毒药物CB3。【结论】成功建立了   

A型肉毒毒素轻链胞内持留模型，并初步应用于CS1，CE2和CB3药物筛选，为A型肉毒毒素长期中毒

的解毒研究奠定了基础。 
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肉毒毒素(botulinum toxins，BoNTs)作为一类

细菌蛋白外毒素 [1]，是由 50 kDa 的轻链(light 

chain，LC)和 100 kDa 的重链(heavy chain，HC)

组成的 150 kDa 的生物大分子，轻链和重链间由

二硫键连接 [2]。结构上，完整的成熟毒素包括    

3 个结构域：N 端轻链 Zn2+金属蛋白酶活性结构

域，重链 N 端 50 kDa 跨膜转运结构域，以及重

链 C 端 50 kDa 受体结合域[3–4]。导致肉毒中毒的

方式具有多样性，其中食物中毒最为常见，除此

之外，也可能发生创伤性肉毒中毒、婴儿肉毒中

毒或其他原因不明的肉毒中毒[5]。肉毒毒素毒性

强[6]，成人致死剂量只有 ng/kg[7]，且易于生产，

被美国 CDC 认为是潜在的生物武器。 

肉毒毒素分为 A-H 八种血清型[8–9]，其中 A、

B、E、F 型能导致人类致病[10]。肉毒毒素引起的

中毒都是通过将 LC 蛋白传递到细胞质中，在细

胞质中特异性地切割 3 种可溶性 NSF 附着蛋白受

体 (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor 

attachment protein receptor，SNARE)蛋白来毒害

神经元的[1–13]，其中 A、E 型肉毒毒素切割 SNARE
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蛋白中的突触小体相关蛋白 -25 (Synaptosome- 

associated protein of 25 kDa，SNAP-25)，B、D、   

F、G 型肉毒毒素裂解突触小泡缔合型蛋白

(Vesicle-associated membrane protein/synaptobrevin，

VAMP)，C 型肉毒毒素会同时切割 SNAP25 和突

出融合蛋白(syntaxin，Stx)。这些不同血清型的毒

素在在中毒患者体内表现出不同的效力和持久

性[14]，到目前为止在人类和啮齿动物中的现有数

据一致证明 A 型肉毒毒素引起的中毒持续时间

最长[15–18]。A 型肉毒毒素在体内长期持留会引起

机体机能的长时间破坏，严重影响到机体的正常

活动，危害身体健康，也是 A 毒治疗困难的重要

原因。所以，建立 A 型肉毒毒素的持留模型，对

于研究肉毒毒素在体内长久持留的原因，寻找肉

毒毒素的有效解毒药物具有重要意义。 

到目前为止，国内外研究工作者对于探究肉毒

毒素的胞内持留的防治开展了大量的工作[19–25]， 

但是由于肉毒毒素毒性极强和现有的检测方法

的灵敏度达不到检测毒素在体水平，所以无法建

立合适的动物模型用于胞内的持留研究。其次由

于肉毒毒素抗体种类较少，且价格较贵，也不适

于在细胞水平上大规模直接检测天然毒素的持

留情况，这也限制了毒素进入细胞后的实时持留

过程的直接观察。有研究报道利用荧光标记生物

分子，通过荧光效果来进行生物分子在细胞内的

示踪，并取得了突破性成果[26–34]，为我们的研究

提供了启发。 

在这项研究中，我们通过将 A 型肉毒毒素轻

链 ALC 与绿色荧光蛋白基因(Green Fluorescent 

Protein，GFP)连接，并构建到质粒 pcDNA3.1 上，

并将质粒 pcDNA3.1-ALC-GFP 其转染进毒素靶

细胞 Nureo-2a 细胞中，模拟 A 型肉毒毒素在体

内的中毒，通过检测 ALC-GFP 表达后不同时间

时神经细胞内 ALC-GFP 蛋白含量变化，及底物

蛋白 SNAP-25 的切割情况，建立了一种简易便捷

的观测模型。此外，我们利用该模型筛选了潜在

的抗肉毒化合物，成功的筛选到潜在的抗肉毒药

物 CB3，为研究 A 型肉毒素素引起长期中毒的机

制，寻找相应的解毒方法奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞：Nureo-2a 细胞为本室保存。 

1.1.2  主要试剂：DMEM 培养基购自 Gibco 公

司；GFP 抗体、SNAP-25 抗体购自 CST 公司；

ALC 抗体购买自 RD-SYSTEMS 公司；β-Actin

抗体、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗购自 TransGen

公司；无内毒素质粒提取试剂盒、RNA 提取试

剂盒、RT-PCR 试剂盒购自 TIANGEN 公司；

Lipofectamine®2000 购 自 Invitrogen 公 司 ；

Cycloheximide 抑制剂购自 MCE 公司；高效 RIPA

组织/细胞裂解液购自 Solarbio 公司。 

1.1.3  主要仪器：PCR 仪购自 Thermo scientifc

公司；细胞培养箱购自太仓市实验仪器厂；倒置

荧光显微镜购自 Olympus 公司；凝胶图像分析仪

购自 Bio-Rad 公司；全自动酶联免疫检测仪购自

BioTek Gen5 公司；LightCycler® 96 荧光定量 PCR

仪购自 Roche 公司。 

1.2  构建与鉴定 pcDNA3.1-ALC-GFP 重组质粒 

将 GFP 连接在 ALC 的 N 端，并插入到

pcDNA3.1 的 Hin1 II 和 BamH I 位点，设计

pcDNA3.1-ALC-GFP 重组质粒并送往北京天一

辉远生物科技有限公司构建。收到构建好的菌株
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后，对重组质粒菌株进行 PCR 验证。PCR 引物

序列为 pEGFP-NF：5′-TgggAggTCTATATAAgCAg 

Ag-3′，pEGFP-NR：5′-CgTCgCCgTCCAgCTCgAC 

CAg-3′，由北京天一辉远生物科技有限公司合成。

PCR 扩增体系为：菌液模板 1 μL，上下游引物

0.5 μL，Dream Taq Green PCR Master Mix (2)  

15 μL，去离子水 13 μL。扩增条件为：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，55 °C 90 s，72 °C 30 s，35 个循环；

72 °C 10 min。进行 1%琼脂糖凝胶电泳，在紫外

灯下检测 PCR 扩增产物。 

1.3  无内毒素质粒提取 

将构建好的菌株接种到氨苄抗性的 LB 培养

基中培养，利用无内毒素质粒提取试剂盒提取

pcDNA3.1-ALC-GFP 重组质粒，然后进行 1%琼

脂糖凝胶电泳，在紫外灯下检测质粒提取效果，

利用全自动酶联免疫检测仪在 280 nm 处测定重

组质粒纯度与浓度。 

1.4  ALC-GFP 胞内表达水平的检测 

用胰酶消化传代培养的 Nureo-2a 细胞，进

行细胞计数，并接种于 12 孔板中，在不含抗生

素的完全培养基(10% FBS 牛血清，90% DMEM

培养基)中培养。培养 20 h 待细胞长满 70%–80%

时，将培养基更换成 DMEM，利用转染试剂

Lipofectamine®2000 进行转染。转染分为 3 组：

细胞对照组，pcDNA3.1 空质粒组和 pcDNA3.1- 

ALC-GFP 重组质粒，检测 ALC-GFP 的 mRNA 表

达水平与蛋白表达水平。对于每孔细胞，按照   

4 μL 脂质体：1.6 μg 质粒的比例，分别用 100 μL

的 OPTI-MEMI 培养基稀释混匀。在 5 min 之内

将脂质体与质粒混匀，静置孵育 20 min。在    

12 孔板中加入脂质体-质粒复合物，在 37 °C，5% 

CO2 细胞培养箱中培养 6 h 后，更换含 1%青霉

素-链霉素双抗的完全培养基，置于细胞培养箱中

培养。 

转染 24 h 后，Trizol 法提取细胞总 RNA，利

用反转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA，通过

LightCycler® 96 荧光定量 PCR 仪进行 RT-PCR，

引物如表 1，以 β-actin 作为内参，进行 ALC-GFP

的 mRNA 表达水平的检测。 

转染 24 h 后，利用倒置荧光显微镜进行荧光

检测，通过免疫荧光分析细胞内 ALC-GFP 表达

效果，然后用高效 RIPA 组织/细胞裂解液裂解细

胞，收集样品进行 ALC-GFP 表达水平的检测。

进行 SDS-PAGE 电泳，转膜至 PVDF 膜上，在含

5%脱脂牛奶的 PBS-T 中 37 °C 封闭 2 h，分别加

入 1:1000 稀释的 GFP 抗体或 ALC 抗体，以 β-actin

作为内参，4 °C 孵育过夜。次日 1PBS-T 10 min

洗涤 4 次，室温孵育 1:1000 稀释的山羊抗鼠、山

羊抗兔二抗 1 h，用 1PBS-T 10 min 洗涤 4 次，

加入显色液显色，并利用 imageJ 软件进行蛋白表

达水平检测。 

1.5  A 型肉毒毒素轻链胞内持留转染模型的建立 

进行细胞转染实验，转染 12 h 后加入

Cycloheximide 抑制剂，终止蛋白合成，并以此时

间点记为 0 h。分别于 0、12、24、48、72 h 通过

免疫荧光分析 A 型肉毒毒素轻链的持留效果；进

行 Western Blot检测不同时间点 ALC-GFP蛋白的

表达与 SNAP-25 蛋白的切割量，并利用 imageJ

软件分析 A 型肉毒毒素轻链胞内持留转染模型

的持留效果与毒性。 

1.6  潜在抗肉毒药物的筛选 

进行细胞转染实验，转染 6 h 后加入      

7.5 mmol/L 的潜在抗肉毒药物 CS1、CE2 和 CB3，

转染 12 h 加入 Cycloheximide 抑制剂，终止蛋白
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合成，并以此时间点记为 0 h。分别于 0、36、    

72 h 通过免疫荧光分析 A 型肉毒毒素轻链的持留

效 果 ； 进 行 Western Blot 检 测 不 同 时 间 点

ALC-GFP 蛋白的表达，并利用 imageJ 软件分析

潜在抗肉毒药物 CS1、CE2 和 CB3 对 A 型肉毒

毒素轻链的清除效果。 

1.7  统计学分析 

本研究中统计分析采用 GraphPad Prism 8 软

件，t 检验进行差异分析。 

2  结果和分析 

2.1  重组质粒 pcDNA3.1-ALC-GFP 的鉴定 

PCR 扩增目的片段后，进行 1%琼脂糖凝胶

电泳，结果如图 1-A，在 1579 bp 处有清晰的扩

增条带，与质粒大小相符，鉴定重组质粒菌株构

建成功。提取 pcDNA3.1-ALC-GFP 重组质粒后，

进行 1%琼脂糖凝胶电泳，结果如图 1-B，重组质

粒 3200 bp 处有明亮清晰的两条带，包括开环状

DNA 和线状 DNA，证明质粒提取成功。利用全自

动酶联免疫检测仪测定质粒浓度为 2093 ng/μL，

纯度为 1.906，在 1.8–2.0 之间，符合质粒提取

标准。 

2.2  ALC-GFP 胞内表达水平的验证 

ALC-GFP 转染进 Nureo-2a 细胞后，用 Trizol

法提取总 RNA，经过反转录与 RT-PCR，结果如

图 2-A，同空细胞对照组和 pcDNA3.1 空质粒组

对比，pcDNA3.1-ALC-GFP 组 mRNA 水平明显升

高(P<0.01)。Western Blot 检测蛋白表达水平，结

果如图 2-B，同空细胞对照组与 pcDNA3.1 空质

粒组对比，pcDNA3.1-ALC-GFP 组的 GFP 蛋白和

ALC 蛋白表达水平均显著上调(P<0.001)。倒置荧

光显微镜下观察，结果如图 2-C，明场条件下可

观察到细胞形态，pcDNA3.1-ALC-GFP 组有明显

荧光，空质粒组组没有荧光，证明 ALC-GFP 表

达成功。 

 

 
 

图 1.  重组质粒 pcDNA3.1-ALC-GFP 的鉴定与提取 

Figure 1.  Identification and extraction of recombinant plasmid pcDNA3.1-ALC-GFP. A: PCR analysis of 
ALC-GFP. M1: DL5000 DNA marker; lane 1: negative control; lane 2: PCR product of ALC-GFP gene. B: 
Extraction of recombinant plasmid pcDNA3.1-ALC-GFP. M1: DL5000 DNA marker; lane 1–2: analysis of 
extracted recombinant plasmid pcDNA3.1-ALC-GFP. 
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图 2.  ALC-GFP 表达水平的验证 

Figure 2.  Verification of ALC-GFP expression level. A: The expression mRNA level of ALC-GFP were compared 
using the student’s t-test. MOCK: control; pcDNA3.1: vector; ALC-GFP: pcDNA3.1-ALC-GFP. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.0001. B: Western blotting analysis of ALC-GFP protein expression level. *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.0001; Mean±SD is represented by error bar. C: The expression of 
ALC-GFP was observed using fluorescence microscope. 
 

2.3  A 型肉毒毒素轻链胞内持留与毒性的检测 

A 型肉毒毒素轻链胞内持留转染模型的构建

如图 3-A，在转染 12 h 后将时间点记为 0 h，分

别于 0、12、24、48、72 h 通过 Western Blot 和

倒置荧光显微镜评价肉毒毒素轻链的持留效果。

Western Blot 检测 ALC-GFP 蛋白表达水平，结果

如图 3-B，随着时间的延长，ALC-GFP 蛋白表达

水平无显著差异，证明细胞内表达的 A 型肉毒毒

素轻链在 72 h 内没有明显的降解与清除，具有显

著的持留性。Western Blot 检测 ALC-GFP 蛋白毒

性，结果如图 3-B，细胞内的 SNAP-25 蛋白随着

时间延长明显降低，但是未进行 ALC-GFP 转染

的对照组中，SNAP25 蛋白量无明显变化，表明 

ALC-GFP 蛋白在胞内持续存在导致了 SNAP25

蛋白量的降低，发挥了毒性作用。倒置荧光显微

镜下观察，结果如图 3-C，荧光强度几乎没有变

化，也证明 A 型肉毒毒素轻链在细胞内 72 h。 

2.4  加快 A 型肉毒毒素轻链清除效果的潜在药

物筛选 

转染 6 h 后加入 7.5 mmol/L 的备选抗肉毒化

合物 CS1、CE2 和 CB3，12 h 后加入 Cycloheximide

抑制剂并以此时间点为 0 h，分别于 0、36、72 h
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收集样品，通过 Western Blot 和荧光强度评价

化合物的抗肉毒效果。Western Blot 检测蛋白的

水平，结果如图 4-A，随着时间的延长，ALC-GFP

蛋白的量均有所降低，其中化合物 CB3 对

ALC-GFP 作用效果明显(P<0.001)。倒置荧光显

微镜下观察，结果如图 4-B，荧光强度随着时间

延长逐渐降低，证明化合物可能加快 A 型肉毒毒

素轻链清除的效果。 

 

 
 

图 3.  A 型肉毒毒素轻链胞内持留与毒性的检测 

Figure 3.  Detection of intracellular persistence and toxicity of botulinum toxin type A light chain. A: schematic 
diagram of the the intracellular persistence model of light chain of botulinum toxin type A; B: western blotting 
analysis of the intracellular persistence and catalyst of botulinum toxin type A light chain; C: fluorescence 
evaluation of the intracellular persistence of botulinum toxin type A light chain. 
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图 4.  抗肉毒化合物的筛选 

Figure 4.  Screening of anti-botulinum compounds. A: western blotting analysis of anti-botulinum effect of the 
CS1, CE2 and CB3. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.0001; Mean±SD is represented by error bar. 
B: fluorescence evaluation of anti-botulinum effect of the CS1, CE2 and CB3. 
 

3  讨论 

A 型肉毒毒素在体内长期持留会严重影响到

机体的正常活动，危害身体健康，所以建立 A 型

肉毒毒素的持留模型，对于研究肉毒毒素在体内

长久持留的原因，寻找肉毒毒素的有效解毒药物

具有重要意义。本文我们通过将 A 型肉毒毒素轻

链 ALC 与绿色荧光蛋白基因连接，并构建到质

粒 pcDNA3.1 上，并将质粒 pcDNA3.1-ALC-GFP

其转染进毒素靶细胞 Nureo-2a 细胞中，通过检

测 ALC-GFP 表达后不同时间时神经细胞内

ALC-GFP 蛋白含量变化，及底物蛋白 SNAP-25

的切割情况，发现转染表达的 ALC-GFP 能够在 

Nureo-2a 细胞中持续存在，与天然毒素表现出相

同的持留特性，表明了我们建立的 A 型肉毒毒素

轻链胞内持留模型能够模拟天然毒素的持留特

征，并具备天然毒素的毒性。此外，我们通过该

模型筛选了潜在的抗肉毒化合物，成功的筛选到

潜在抗肉毒药物候选化合物分子 CB3，为研究 A

型肉毒毒素引起长期中毒的机制，寻找相应的解

毒方法奠定了基础。 

细胞模型是生物学研究中的一种强有力工

具，是模拟人与动物体内环境的基础模型，对于

研究毒素的致病机制具有重要价值。肉毒毒素具

有多种血清型，且不同血清型在体内的持留时间

不同，其中 A 型肉毒毒素的持留时间明显长于
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其他血清型的毒素 [15]，所以构建 A 型肉毒毒素

轻链胞内持留模型对于研究 A 型肉毒毒素独特

的体内持留机制，寻找有效的解毒方法具有重

要意义。 

目前我们建立的 A 型肉毒毒素轻链胞内持

留模型，观察了 ALC-GFP 蛋白在 Nureo-2a 细胞

72 h 内的持留过程，验证了 A 型肉毒毒素在 72 h

内具有胞内持留效果，对于探索 A 型肉毒毒素的

特殊持留机制提供基础，但是也存在有待解决的

问题。根据 SNAP-25 切割数据，A 型肉毒毒素对

胎儿小鼠脊神经细胞的中毒持续超过 11 周[35]，

但由于长时间的培养观察，Nureo-2a 细胞状态受

到影响，我们的模型观察时间仅有 72 h，没有观

测到完整 A 型肉毒毒素轻链胞内持留周期，接下

来我们会继续筛选其他神经细胞，满足实验观察

时间的要求。另外，我们加入了 3 种有可能成为

抗肉毒药物的备选化合物，用于抗肉毒药物的筛

选，有幸筛选出化合物 CB3，发现其具有降低   

A 型肉毒毒素持留的作用，但其最终是否能成为

抗肉毒药物，需要进一步探索研究。 

本研究建立起了一个较为完善的肉毒毒素

轻链胞内持留模型，研究 A 型肉毒毒素在体内的

长期持留，有助于我们了解肉毒长期中毒在不同

时间对机体造成的影响，判断肉毒中毒的具体时

期，并对应不同时期寻找最有效的解毒方法。此

外，我们利用该模型筛选可能成为抗肉毒药物的

备选化合物，为以后研究肉毒毒素的长期中毒与

抗肉毒药物的评价提供了一个新的平台，对于新

的解毒机制的研究也有一定参考价值。目前有大

量的研究应用肉毒毒素来进行医疗研究[10]，其中

之一是美容行业[13]，利用肉毒毒素的长期持留特

点来维持容颜美丽，也有研究利用其持续麻痹神

经减缓疼痛的特点来治疗疾病[11–12,36]，建立 A 型

肉毒毒素的持留模型，对于评价肉毒毒素的安全

有效期也提供了方向。 
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Establishment of an intracellular persistence model of 
botulinum toxin type A light chain 

Jie Gao, Jianxin Wang, Nan Nan, Saisai Gong, Tao Li, Hui Wang* 
State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology, Academy of Military Medical 

Sciences, Academy of Military Sciences, Beijing 100071, China 

Abstract: [Objective] An intracellular persistence model of light chain of botulinum toxin type A was established 

to simulate long-term poisoning caused by botulinum toxin type A. [Methods] The recombinant plasmid 

pcDNA3.1-ALC-GFP was designed and constructed, the plasmid was extracted for PCR verification, and 

transfected into Nureo-2a cells for expression. Western Blot and cell immunofluorescence analysis were used to 

verify the expression of ALC-GFP and its long-term persistence in cells. An intracellular persistence model of light 

chain of botulinum toxin type A was established, and the model was used for the screening of anti-botulinum toxin 

drugs. [Results] The recombinant plasmid pCDNA3.1-ALC-GFP was successfully constructed and transfected into 

Nureo-2a cells, which verified the long-term persistence of ALC-GFP in cells. The intracellular persistence model 

of light chain of botulinum toxin type A was successfully established, and the potential anti-botulinum drug CB3 of 

botulinum toxin type A was screened by this model. [Conclusions] The intracellular persistence model of light 

chain of botulinum toxin type A was successfully established and applied to the screening of CS1, CE2 and CB3 

drugs, which laid a foundation for the study of detoxification of botulinum toxin A long-term poisoning. 

Keywords: Botulinum toxin type A, light chain, Nureo-2a cell, persistence, drug screening 
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