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摘 要 利用 BCD 方法从金黄色葡萄球菌 7,7< 基因组 E+F 中扩增出约 5%%1. 的 E+F 片段，将之克隆到 .G9H35I=
（ J ）载体上并转化大肠杆菌 EK#!菌株。重组质粒的测序结果表明克隆到了 ?-1 基因，它含有 5!51.（不包括 + 端

"!1. 的信号肽编码区），其核苷酸序列与文献报道完全一致。将其连接于表达载体 5I7, 上，转化到大肠杆菌 LH!%&
（E96）内。表达的 ,9M 占总蛋白 66*#N。

关键词 ,9M，基因克隆和表达，超抗原
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金黄色葡萄球菌肠毒素（,/:.PQ)(A(AA:) -@/-2(/(R3
;@?，,9?）是一类引起食物中毒的蛋白质，它由某些

产毒金黄色葡萄球菌分泌至胞外。根据血清型的不

同将它分为 ,9F，,9M，,9C!，,9C$，,9C6，,9E，,99 5
种类型，其中 ,9M 是很重要的一种［!］。

近年来，,9M 以其独特的超抗原性质被广泛用

于抗癌研究。它能与人或鼠抗原递呈细胞表面的"
类主要组织相容性复合体（HKC"）结合，形成 ,9M3
HKC"复合物。此复合物被 7 细胞表面受体的 ’#
部位特异识别，并通过 ’# 激活 7 细胞，进而大量释

放各种细胞因子［$］。,9M 的致病及抗癌机制都是由

于它能快速激活大量的 7 细胞［6］。小鼠体内的研究

表明，,9M 具有强大的肿瘤杀伤能力，对黑色素瘤、

淋巴瘤［4］和乳腺癌［#］等细胞都具有很强的细胞毒

性。我国在这一领域的研究尚属空白。

对 &%3 基因的克隆和表达必将加深我们对超抗

原 ,9M 的了解，并为 ,9M 抗癌机理的研究和 ,9M 类

抗癌药物的开发奠定基础。

" 材料和方法

"#" 材料

" $" $" 菌株：金黄色葡萄球菌 ,7,< 和 4&0"%*#0"#+ *
0(,# EK#!、LH!%&（E96）为本室保存。

" $" $ % 试剂：7:S E+F .()Q0-2:?-，.G9H35I= 载体

购自大连宝生物公司。B=T E+F .()Q0-2:?-，U+7B，

5#$U$，67$%，89%%，74 E+F V;W:?- 皆为美国 B2(3
0-W: 公司产品，胶回收及质粒提取试剂盒都是上海

华舜公司产品。琼脂糖购自 XHC 生物制品公司。

其余产品均为国产分析纯。

" $" $ & 仪器：,.2;@/ BCD 仪是英国 KQ1:;U 公司产

品，离 心 机 0;A2(0:R$6% 由 Y9C（ Y@/-2@:/;(@:) 9ST;.3
0-@/ C(0.:@Q）公司制造，基因脉冲转化仪是 M;(3D:U
产品。EX3E 电泳仪是北京东方特力科贸中心产品。

" $% 方法

" $% $" 金黄色葡萄球菌 ,7,< 基因组 E+F 的提取：

按《精编分子生物学实验指南》中的方法所述［8］。

" $% $% BCD 引物设计及反应条件：根据文献中 &%3
基因的核苷酸序列，设计一组引物：

,9M3X #Z3FCGG7FCCGFGFG7CFFCCG 36Z
,9M3D #Z3FC7FFGC77C77777C777G7CG 36Z
以金黄色葡萄球菌 ,7,< 基因组 E+F 为模板，在原

浓度和稀释 !%% 倍、$%% 倍、#%% 倍的条件下分别进

行 BCD 扩增。退火温度分别采用 #%[、#6[、##[、

#5[、#&[。扩增条件：&5[ !0;@；&#[ 4%?，退火

温度 6%?，5$[ 4#?，共 6% 个循环；5$[ #0;@。

" $% $& BCD 产物的回收：按上海华舜试剂盒使用说



明书操作。

! " # " $ !"# 产 物 与 $%&’()*+ 载 体 的 连 接：将

$%&’()*+（ , ）载体和 !"# 产物分别用 !"#- !和

$%#"进行双酶切，用试剂盒纯化后用 ./ 012345 进

行连接反应。连接产物经乙醇纯化后转化感受态细

胞。

! "# " % 感受态细胞的制备和电击转化方法：按《分

子克隆实验指南》中的方法操作［)］。

! "# "& 678 序列测定：用试剂盒提取经双酶切鉴定

的阳性质粒，送大连宝生物测序。

! "# "’ 构建表达 9&: 的工程菌：

（;）!"# 引物的设计及扩增条件：为构建含 7-5 < 和

=1>- !酶切位点的 45? 基因，设计一组引物。

9&: @：AB(88.8.%%"8.8.%%88."."8%""%8.
"".888"(CB

9&: #：AB(8".88%"..".8..8"....."..8%.
8%.88%(CB

@ 引物中引入了 &’(< 酶切位点和 8.% 起始密

码子。# 引物中引入 !"#’ !位点。用 $+D 酶，以

$%&’()*+（ , ）(45? 为模板进行 !"# 扩增。反应条

件：E)F 变性 ;G1>；EAF /A4，/HF /A4，)IF ;G1>，CH
个循环；)IF延伸 ;G1>。

（I）!"# 产物与 )*.9 载体的连接及转化：将 !"# 产

物与 )*.9 载体分别用 &’( < 和 !"#- !双酶切，用

./J12345 连接，纯化后转化 ) K *+," L’;HE（6&C）。

（C）-(. 基因的表达：分别挑取 L’;HE（6&C）单菌落于

J:（含 8G$ AH#2MGJ）中，C)F 过夜培养。次日，以

;N接种量转接新鲜 J:（含 8G$ AH#2MGJ）。当 /0OHH

达到 HPO Q HPR 时，用 ; K HGGS0MJ 的 <!.% 诱导，于

CIF表 达 ;HT。取 ;GJ 发 酵 液，离 心 得 菌 体，用

--=IU 洗 ; 次，悬于 ; 倍 969 样品缓冲液，沸水浴煮

;HG1>，;I HHH2离 心 IG1>，取 ;A#J 进 行 ;AN 969(
!8%& 电泳，考马斯亮蓝染色，结果用薄层扫描仪在

波长 OHH>G 处扫描。

菌体用 .V14(盐酸溶解，超声波破碎、离心，上清

液进行 ;AN969(!8%& 电泳。

! "# "( 与天然 9&: 的抗体反应活性：使用依据反相

乳胶凝集反应检测金黄色葡萄球菌肠毒素的试剂

盒。试剂盒由日本デンカ生研株氏会社生产，按说

明书操作。

# 结 果

# "! )*+ 基因的扩增

以金黄色葡萄球菌 9.9W 基因组 678 为模板，

9&:(# 和 9&:(@ 为引物可以有效地扩增出所预期的

约 )HH?$ 的 -(. 基因特异带。在模板稀释 AHH 倍，退

火温度 AEF条件下大量扩增了 -(. 基因（图 ;）。提

高退火温度和降低模板浓度对提高特异性带产量是

非常有效的。

图 ; !"# 法扩增 -(. 基因

@12K; 8G$01+1X3Y1S> S+ -(. 25>5 ?Z !"#
’K’3V[5V（;[?）；; K .T5 3>>5301>2 Y5G$5V3YDV5 14 AEF 3>-

YT5 XS>X5>YV3Y1S> S+ Y5G$03Y5 14 ;MAHH S+ YT5 SV121>30 XS>X5>YV3Y1S>

# "# 基因与载体的连接、转化及鉴定

$%&’()*+ 载体和 !"# 产物分别用 !"#-!和

$%#"进行双酶切和纯化，处理后的连接物转化 ) K
*+," 6=A$感受态细胞，在选择性平板上挑选 A 个白

色菌落用 !"#- !和 $%#"双酶切，编号为 ; 和 A 两

个菌的质粒，释放出约 )HH?$ 678 片段（如图 I 所

示），证明这 I 个菌即是转化子。

图 I 双酶切鉴定重组质粒

@12KI 65Y5VG1>3Y1S> S+ YT5 V5XSG?1>3>Y $034G1- ?Z
G53>4 S+ -SD?05 5>\ZG5 X053]325

’K ;[? G3V[5V；; K $%&G()*+（ , ）$034G1- -1254Y5- ?Z 12* "；

I，CK .T5 V5XSG?1>3>Y $034G1- -1254Y5- ?Z !"#-! 3>- 3%#"
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! "# 重组质粒的测序

两个转化子重组质粒测序结果表明，所克隆的

!"# 片段含有 $%& 的 ’(’&) 成熟蛋白基因，其碱基

序列与文献报道［*］一致。

! "$ 构建含 !"#% 和 $%&& !酶切位点的 ’#( 基因

的克隆

用 )+, 酶，以 ’-./0 !"# 为模板，利用 ( 1 2 1 ’ 节中

设计的一对引物扩增出 ’23&) 的目的片段，利用柱

回收试剂盒回收此片段，并采用 $%" 4 和 &’(5 !双

酶切此片段，得到具有双粘性末端的目的基因片段。

! "’ 目的基因与 ()*+ 载体的连接，转化和鉴定

将双切后的目的基因与同样双酶切的 ’-./ 载

体于 (67连接过夜。连接物处理后，转化 ) 1 *+,’
89(3:（!;<）。挑选 ’ 个白色转化子，提取质粒进行

双酶切鉴定。用 &’(5 ! 和 $%""对质粒双酶切，

产生 ’23&) 的 !"# 片段，初步证实了这 ’ 个菌株都

是转化子。取 ’ 个转化子中编号为 < 号菌株质粒进

行 !"# 序列的测定。测序结果表明，!"# 基因完全

按预先设计方式连接到 ’-./ 载体上，碱基序列完全

正确。

! ", +-. 的表达

将 < 号菌 89(3:（!;<）0 !"# 在 => 培养基中培

养，经 4?.@ 诱导后收集菌体，进行 /!/0?#@; 电泳，

在 89(3:（!;<）0 !"# 的细胞蛋白电泳图谱中有一明

显表达带，分子量约 2’ 1 (A!（见图 <）。6B3CD 波长

的薄 层 扫 描 显 示 此 表 达 蛋 白 占 菌 体 总 蛋 白 的

<<E6F。表达的 /;> 大多是可溶性的，约占总 /;>
的 ’3F。

图 < 细胞总蛋白的 /!/0聚丙烯酰胺凝胶电泳

GHI1< /!/0)JKLMNOLKMDH5% %K %K%NPOJ)QJO%$H$
J+ 89(3:（!;<）0 !"#

#1?OJP%HC DMOA%O，DH55K%（(R0BBA!）；>1 89(3:（!;<）SHPQ ’-./；

T1 .Q% PJPMK )OJP%HC$ J+ 89(3:（!;<）0’-./0 !"#；!1.Q% $JK,&K%

)OJP%HC$ J+ 89(3:（!;<）0’-./0 !"#

! "( 工程菌表达的 +-. 的免疫活性测定

所克隆的工程菌产生的肠毒素 > 和天然的肠

毒素 > 一样都能与天然肠毒素 > 产生的抗体发生

凝集作用，表明工程菌表达的 /;> 和天然的 /;> 在

免疫功能上没有区别。

图 R 反相乳胶凝集反应

GHI1R .Q% O%U%O$% )QM$% KMP%V MIIK,PHCMPHJC$
( 1 /;> )OJ5,N%5 &L %CIHC%%O%5 $POMHC；2 1 /;> $PMC5MO5；<1 TJCPOJK

# 讨 论

我们利用 .MW 酶成功地从金葡菌基因组中扩增

出 $%& 基因，而利用 )+, 进行过多次实验都扩增不出

任何条带。)+, 具有很强的 <X!6X外切酶活性，因此

具有高保真的性质。它能很强地降解短链或 #、.
含量高的引物，导致在利用此类引物进行 ?TY 时遇

到困难。我们利用 ?+, 扩增 $%& 基因失败可能与引

物 #、. 含量太高有关。

在本工作中，我们使用了自己构建的 ’-./ 表达

载体［:］。此表达载体具有强的 .’ 启动子，.’ 噬菌

体基因 (3 的 /! 序列和 .’ 终止子，能高效表达天然

蛋白基因。/;> 的高表达进一步验证了 ’-./ 表达

载体的高效性。

基因 工 程 菌 89(3:（!;<）0’-./0 !"# 所 表 达 的

/;> 绝大部分以可溶性形式存在，并且它还能与

/;> 抗体发生特异性相互作用。此实验结果表明，

基因工程菌所表达的 /;> 与天然 /;> 在空间结构

上可能相同或十分相似。反相乳胶凝集试验是 /;>
具有生物学活性的一个佐证。

在 $%& 基因高表达的基础上，我们打算利用蛋

白质工程法改造 /;> 分子以降低其毒性，并开发新

型的 /;> 导向药物。
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消除病原菌的酶

在自然界，生物之间的拮抗关系是客观存在的，科研人员利用这种关系为医疗服务，用于治疗疾病。对一切病原菌（致病

菌）都有可能通过两条途径以治之：一是利用致病菌的天然拮抗体来治疗；二是籍助酶的特定功能来消灭病原体。就前者而

言，如常见的肺炎病症是肺炎链球菌（),0":,(*(**&2 :’"&%(’+-"）侵染的结果，对它的致命拮抗体，主要有两类：一是肺炎链球菌的

噬菌体；二是肺炎链球菌的蛭弧菌（4;"##(.+=0+(）。两者的功能是一致的，均营寄生生活；不过肺炎链球菌噬菌体是细菌病毒，而

蛭弧菌则完全具有真细菌一般结构，对其结构与功能需进一步研究。至于用酶的特定功能来破灭病原体，这是应用于工业、

农业、医药等领域值得深入探究的重要课题，特别是在医学领域里，耐药性、抗药性以及赖药性已引起临床医学的高度重视。

新型酶制剂及其应用研究与开发将为人类制服（或杀灭）某些重要病原菌（包括耐药性或赖药性菌株）找到一条新途径。有两

方面的研究成果：一是肺炎链球菌噬菌体产生一种水解酶即酰胺酶（-%+;-2"@>-#），有些用于临床实践，实验室试验研究结果表

明，利用这种酶杀灭此种病原菌只要几秒钟，经该酶处理之后，即可杀灭 2C 种常见的血清型肺炎链球菌，还包手对青霉素产生

抗药性的菌，其杀伤力非常显著。用患此病的实验小鼠试验所获结果证明，利用这种酰胺酶 9#$ 处理一个疗程（通过口、鼻各

缓慢滴入 C7#T，或 B77 单位）之后 C:，肺炎链球菌被消灭；对人体咽部的正常微生物几乎没有任何副作用。由此可见，源于肺

炎链球菌噬菌体的酰胺酶 9#$ 有些制成酶制剂用于临床，既能清除肺炎链球菌，又不影响正常菌群，很有开发价值。二是杀灭

耐药金黄色葡萄球菌（),-:87#(*(**&2 -&0"&2）的溶葡球菌酶。我国上海复旦大学研究人员经过多年的研究，开发一类针对某些

耐药性病原菌和用于日常消毒领域的酶制产品，他们称之为多功能的 RS 复合型酶制剂，其中含有通过基因克隆的溶葡球菌

酶。此 RS 复合型酶制剂产品不仅杀灭耐药性金葡球菌，表现它的有效性和稳定性，而且在日常消毒方面得到广泛应用，具有

广谱的杀菌作用。目前，这种复合型生物酶制剂产品在我国上海已实现产业化，展现出广阔的应用前景。

（柯 为）
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