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!!02霍乱弧菌"#$基因在大肠杆菌中的克隆和表达

曲殿波 刘传暄 马清钧
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !$$34$）

摘 要 利用粘粒载体56784构建了国内分离的7!02霍乱弧菌的基因组文库，并从文库中筛选获得可以表达

7!02霍乱弧菌脂多糖的重组克隆株340(,#9:!$2（5:;0!$）。重组粘粒5:;0!$经酶切分析，所克隆的外源<)=
片段大小为01>-。实验证明：重组克隆株340(,#9:!$2（5:;0!$）所表达的脂多糖具有良好的免疫原性及反应原性。
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自从!22#年发现7!02霍乱弧菌以来，人们担

心7!02霍乱将取代7!群霍乱而引发第八次霍乱

大流行，因而引起世界各国的高度重视［!!0］。又加

之对7!群霍乱弧菌有保护作用的疫苗对7!02霍

乱弧菌没有保护作用，所以对7!02霍乱弧菌特异

性疫苗的研究成了当务之急。脂多糖（AB5&5&’CDEF/
FGE.BH+，AI8）是一种很好的刺激机体产生抗菌抗体

的抗原，克隆此抗原的基因，并让其在大肠杆菌中表

达，可以为今后的疫苗研制打下基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株：7!02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提供：大肠杆菌9:!$2
由葛伟文博士赠，大肠杆菌<J4"为本实验室保存。

%&%&’ 粘粒：56784由美国纽约州立大学巴佛罗

分校微生物学系6&KK+’’L<博士惠赠［@］。

%&%&( 抗血清及单克隆抗体：兔抗7!02霍乱弧菌

血清购于卫生部药品生物制品检定所，鼠源抗7!02
霍乱弧菌单克隆抗体由预防医学科学院微生物流行

病所惠赠；酶标羊抗兔MN;/JOI，羊抗鼠MN;/JOI
购于军事医学科学院微生物流行病研究所。

%&%&) 实验动物：大耳白家兔购于军事医学科学院

实验动物中心。

%&%&* 工 具 酶：限 制 酶 5+)0=，.+6JM购 于

I.&,+NE公司，其它内切酶均购于)+PQKN’EKHRB/
&’E-D公司；小牛肠碱性磷酸酶，L@/<)=连接酶购

于I.&,+NE公司；O)ED+溶菌酶购于华美生物公司。

%&%&+ 包装蛋白：包装蛋白;BNE5EF>MM5’SD购于

8T.ETEN+K+公司。

%&’ 方法

%&’&% 7!02霍乱弧菌基因组<)=的制备：按文

献［4］所描述的方法进行。

%&’&’ 粘粒基因组文库的构建：用限制酶5+)0=
不完全酶切7!02霍乱弧菌基因组<)=［"］。同时

酶切载体<)=并用碱性磷酸酶脱磷酸化处理。连

接两种<)=并用包装蛋白包装感染宿主菌，操作

按包装蛋白使用说明书进行。

%&’&( 菌体全菌QAM8=：菌体01U培养过夜，离心

收集菌体用生理盐水洗#次，菌体悬于包被缓冲液

（!$$$,A 含：)E#670 !V"$N，)EJ670 #V2$N，

5J2V"），调整菌体浓度为!$亿／,A后，取#$$#A菌

悬液包被酶连板，01U放置过夜。洗涤液（!$$$,A
含：L.BD#(@#N，!,&’／A J6’!0($,A，LP++K/#$
$V4,A5J1(4）洗板0次。7!02霍乱弧菌抗血清用

稀释液IR8/LP++K/#$（!$$$,A含：)E6’3($$N，W6’
$(#$N，)E#JI7@!V!4N，WJ#I7@$(#$N，LP++K/#$
$(4,A，5J1(4）从#$倍开始倍比稀释，不同稀释倍

数的抗血清分别按!$$#A／孔加入相应的孔中，01U
反应。用洗涤液洗酶连板0次后，加入用稀释液稀

释4$$倍的羊抗兔MN;/JOI!$$#A，01U反应，洗

板0次后，加入!$$#A底物反应液［!$,A磷酸盐/
柠檬酸缓冲液（!$$$,A含：)EJI7@$(10N，6"J371

·J#7$(4!N）含：@,N邻苯二胺，3#A0$XJ#7#］，室

温反应至适当颜色时用4$#A#,&’／AJ#87@ 终止

反应，测7@2#值。



!"#"$ 菌落固相!"#$%：按文献［&］进行。

!"#"% "’$的检测：将用热酚水法［(］提取的"’$
超离心纯化后进行"’$的免疫印迹实验，其方法参

照《分子克隆指南》中蛋白质的电泳、银染及蛋白质

的免疫印迹检测章节进行。提取的"’$同时也进

行!"#$%检测，方法同全细胞!"#$%，但包被物以

"’$取代全细胞。

!"#"& 抗重组克隆血清的制备及抗血清反应性的

分析：按文献［)］中提供的方法制备兔抗重组克隆菌

血清，制备的血清用!"#$%检测其活性，检测时包

被菌为*+,)霍乱弧菌，其它步骤同 菌 体 全 细 胞

!"#$%。

# 结果

#"! ’!()霍乱弧菌*+,基因的克隆

*+,)霍乱弧菌的"’$基因是由多基因串联在

一起组 成 的 一 个 基 因 簇［+-，++］。为 了 克 隆 完 整 的

"’$基因，不完整酶切*+,)霍乱弧菌的基因组

./%，回收一定大小的./%片段与01*$2粘粒体

外重组，包被并感染!"#$%&34+-)宿主菌后，获得

约5--个重组克隆株。玻片凝集法对重组克隆株进

行筛选，得到一株可与*+,)霍乱弧菌血清发生强

凝集 反 应 的 阳 性 克 隆 株 命 名 为 !"#$%&34+-)
（046,+-）。经对*+,)霍乱弧菌"’$特异性的单

克隆 抗 体 重 复 玻 片 凝 集 实 验，重 组 克 隆34+-)
（046,+-）可 与 之 发 生 强 凝 集 反 应。菌 落 固 相

!"#$%（图+）显示重组克隆34+-)（046,+-）和阳

性对照*+,)霍乱弧菌可与*+,)特异性的抗血清

发生免疫印迹反应，而阴性对照34+-)（01*$2）则

无此反应发生。这两个实验初步证明重组克隆株

34+-)（046,+-）表达了*+,)霍乱弧菌的"’$。

图+ 菌落固相!"#$%
789:+ .;<=!"#$%

+>/?9@<8A?B;C<D;E：!"#$%&34+-)（01*$2）

F>G?B;HI8C@C<BE;C?：!"#$%&34+-)（046,+-）

,>’;J8<8A?B;C<D;E：’"#($%)*+)*+,)

另外，将重组粘粒./%经酶切分析，计算出重

组粘 粒046,+-的 大 小 约 为2FKI（图F）。由 于

01*$2的大小为&:,FKI，所以克隆的含"’$基因

的外源./%片段约为,&KI。

图F 重组粘粒046,+-./%的酶切鉴定

789:F %C@ELJ8J;M046,+-N8<OD?J<D8B<8;C?CP;CQBE?@J?J
+>!=,&-P"（H@DK?D）；F>046,+-／!#$G#
,>046,+-／.#$#；R>046,+-／,&-B##

#"# !"#$%&-.!/)（0.1(!/）表达的*+,反应原

性的鉴定

为了进一步证明34+-)（046,+-）所 表 达 的

"’$具有*+,)霍乱弧菌的"’$的特异反应原性，

我们进行了菌体 全 细 胞!"#$%（图,）及"’$的

!"#$%（图R）和免疫印迹分析（图2）。!"#$%的结

图, 重组克隆34+-)（046,+-）菌体全细胞!"#$%
789:, SO;E?B?EE=!"#$%;MD?B;HI8C@C<BE;C?

!"#$%&34+-)（046,+-）

图R "’$的倍比稀释!"#$%
789:R !"#$%;M"’$?T<D@B<?PMD;HD?B;HI8C@C<BE;C?

!"#$%&34+-)（046,+-）
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图! 重组克隆制备抗血清对

"#$%霍乱弧菌倍比稀释&’()*
+,-.! /012034151446&’()*37!"#$%&’()’"#$%2,80

91:;<83*"#%&+=>#?%（@>A$#?）

图B ’C)的)D)6C*A&（*）和E1981:F6G438（H）

+,-.B )D)6C*A&（*）37’C)IFJ,89E1981:F6G438（H）

#K’C)37*"#%&+=>#?%（@L")B）

MK’C)37*"#%&+=>#?%（@>A$#?）

$K’C)37!"#$%&’()’"#$%

果显示阳性对照"#$%霍乱弧菌与重组克隆=>#?%
（@>A$#?）的,N%M值随着抗"#$%霍乱弧菌血清的

逐渐稀释而呈现下降的趋势，而阴性对照=>#?%
（@L")B）的,N%M值则在某一固定值附近波动。这是

由于阳性对照及重组克隆表面的’C)所结合的抗

体随着抗"#$%的抗血清被逐渐稀释而逐渐变少。

当加入二抗后，阳性对照及重组克隆所结合的二抗

也呈相应的逐渐变少的趋势，因此当显色后,N%M值

便也呈下降趋势。而阴性对照表面的’C)不能与

对"#$%特异的抗血清发生反应，因此不能结合抗

"#$%的抗体于其细胞表面，这样当加入二抗时也就

不结合二抗，因此其,N%M值相对比较恒定。’C)的

&’()*也是由于这个原理。上述结果不但说明重

组克隆很好地表达了"#$%霍乱弧菌的’C)，而且

表达的’C)与"#$%的’C)一样具有与"#$%抗血清

发生抗原抗体反应的特异性，即重组克隆表达的’C)
具有与"#$%的’C)相同的反应原性。同时，’C)的

免疫印迹实验更加直观地支持了上述的分析。

!"# !"#$%&$%&’(（)%*#&’）表达的+,-的免疫

原性分析

为了鉴定表达的’C)是否具有免疫原性，首先

用重组克隆免疫家兔制备抗血清，然后用此血清与

"#$%霍乱弧菌进行菌体全细胞&’()*实验（图!）。

结果显示制备的抗血清与阳性对照的抗"#$%霍乱

弧菌血清一样，与"#$%霍乱弧菌的反应都是特异

性的。而 阴 性 对 照 抗=>#?%（@L")B）的 血 清 与

"#$%霍乱弧菌的反应很弱。这是因为重组克隆所

表达的’C)具有很好的免疫原性，它可以刺激动物

的机体产生特异性的抗体，而且此抗体可以与"#$%
霍乱弧菌的’C)发生特异的抗原抗体反应。

# 讨 论

抗原和抗体反应属于特异性的反应。本研究所

克隆表达的’C)采用免疫学的方法进行分析鉴定，

结果证明，克隆株*"#%&+=>#?%（@>A$#?）不但表

达"#$%霍乱弧菌的’C)而且所表达的’C)具有

与"#$%霍乱弧菌’C)相同的免疫原性及反应原

性。为今后疫苗的研制及’C)基因结构与功能的

研究打下了基础。

脂多糖是二级基因产物，它是在脂多糖基因簇

编码的一系列酶的有序作用下，利用细胞内的糖、脂

肪酸、磷酸等物质进行合成反应最终装配成脂肪*6
核心寡糖6"抗原（多糖链）的形式。这种体内的生

化反应非常复杂。本研究所获@>A$#?含$OPG外

源DQ*片段，其内含"#$%霍乱弧菌’C)合成、装

配所需酶基因较完整，但对构建活疫苗显然过长。

霍乱弧菌脂多糖表达于*"#%&+表面，有可能利用大

肠杆菌’C)装配的酶系统。如"#群霍乱弧菌的

’C)，国外曾报道需#!PG的DQ*序列，而我国从

(FIGI及"-I2I血清型菌株中分离的O!RPGDQ*
片段在*"#%&+及-"./0$+12(+21 中也获得很好表

达。因此，对于"#$%霍乱弧菌的’C)，有希望分离

到较短表达片段，这将在进一步的亚克隆实验中加

以探讨。
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国家重点实验室简介

遗传工程国家重点实验室

5]实验室概况 遗传工程国家重点实验室是在复旦大学遗传学研究所的基础上发展而成的研究实体，是我国第一个在

高等院校中建立的国家重点实验室。568!年经国家计委批准建立，次年开始运行，同时向国内外开放；5689年通过国家验

收。实验室现有固定人员O9人（高级OT人，中级!人，初级R人），其中研究人员O7人，技术人员O人。实验室学术委员会现

由5M位著名专家学者组成。中科院院士谈家桢教授和中科院院士施履吉教授任学术委员会顾问。现任实验室主任为毛裕

民教授，赵寿元教授任学术委员会主任。

O]主要研究方向 实验室主要从事遗传工程和分子生物学的基础研究和应用基础研究，尤其重视具有应用前景和开发

价值以及与生物医学有关的课题。目前主要研究方向为：人类基因、基因治疗、遗传工程的应用及群体遗传学的研究。

R]主要仪器设备 实验室设有中心仪器室，经过三次建设，已配备了遗传工程和分子生物学研究所需的各种仪器设备。

包括：(K-测序仪，(K-合成仪，液相色谱／质谱仪，毛细管电泳仪，共聚焦显微镜，圆二色仪，HVI图形工作站，超速离心机等

大型设备。可进行各种实验样品的分离、纯化、分析、制备。各课题组都配备了计算机，且已与国际互联网连接。

!]人才培养条件 实验室设有遗传学专业的硕士点、博士点和博士后流动站。有6位博士生导师。近三年来，已培养硕

士生9R名、博士生R8名，有M名博士后出站；目前有在读硕士研究生95名、博士研究生!M名，在站博士后M名。

7]国际合作与交流 实验室积极参与国际性的各种学术活动，广泛开展国际科技合作交流。每年有数十位外国专家来

室讲学，我室有数十人次参加国际学术会议或出国讲学。几年来，还先后与美、德、比、法、加、瑞士及联合国、欧共体等国家和

组织建立了多种形式的合作交流关系，并确立了若干长期合作的课题。近两年来，先后成功地举办了两次国际学术研讨会。

M]主要研究成果 实验室目前已完成了“八五”、“九五”期间所承担的研究任务，包括“8MR”高科技项目8项，国家攻关课

题O项，国家攀登计划项目O项，国家自然科学重点项目O项、重大项目O子项，国际科技合作项目M项。近年来已申请国内

外专利OTT多项，每年在国内外重要学术刊物发文数十篇。共获得国家级二等奖O项；部委级一等奖R项，二等奖6项。
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