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摘 要 =FGH（=2<7,’>+5 28;3.’3I&I&52<<7243J> D2<;&4）对细菌内毒素（GKL）的核心部分有抑制作用。研究 =FGH <M)F基
因在大肠杆菌中的表达，首先将 =FGH <M)F基因分别插入大肠杆菌表达载体 IN0O.#=.!、I0=!!P、I0=!?2中，构建重
组表达质粒，转化于大肠杆菌 QG!/（M0-）。结果表明克隆于 I0=!!P、I0=!?2中的 =FGH <M)F基因没有表达，而融合
了 NL=的 =FGH基因（NL=.=FGH）能够在大肠杆菌中表达，并形成包涵体。从 /G培养基中可获得 #19纯度为 B/R的
NL=.=FGH融合蛋白。经复性和纯化后的融合蛋白 NL=.=FGH几乎检测不到抑菌活性及 GKL中和活性，但该融合蛋
白经凝血酶消化后表现出明显的体外抑菌活性及 GKL中和活性。
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脂多糖（G3I&I&’,52<<7243J>，GKL）是革兰氏阴性
菌（NT）细胞外壁的主要成分，是 NT菌引起的败血

症或脓毒性休克的主要原因。脂多糖刺激单核巨噬

细胞活化，从而介导了一个复杂的炎症级联反应。

阻断 GKL不仅可以钝化或阻断其后引起败血症的一
系列的炎症级联反应，而且并不妨碍次级因子在抵

御感染中的积极效应。因此，内毒素结合蛋白在医

药领域具有重要意义。/B?! 年，=282U2 L等在分离
纯化美洲鲎血细胞组分时，发现其中一种蛋白能够

阻断内毒素介导的鲎血凝集反应的激活，该蛋白当

时被命名为抗脂多糖因子（28;3.GKL D2<;&4 D&+8J 38
7>1&<,;>5 D4&1 G31+’+5 I&’,I7>1+5，GFGH）［!］。随后，
具有同样活性的蛋白也在东方鲎血细胞中被发

现［-］，即 =FGH（=2<7,’>+5 28;3.’3I&I&52<<7243J> D2<;&4）。
/B?@年，FU>;292E2 *等测定了 =FGH的氨基酸序列，
表明它是一种简单的单链碱性蛋白，其分子量为

//V@UM［#］。已有报道表明 =FGH对 GKL的毒性部分
脂质 F有极高的亲和性，因而它可以中和不同 NT

菌株的 GKL［@］。同时，由于 =FGH是鲎体内的天然存
在物而具有结构与功能上的稳定性，它们有望开发

成为一类新型的抗内毒素药物。

尽管很多研究已经表明 =FGH对于 GKL具有高
特异的结合性，而且正是通过结合了这种细菌表面

的成份抑制了细菌诱发的各种感染，但是迄今从未

有研究论文报道过利用细菌作为宿主直接将 =FGH
进行表达。一直以来用于功能活性鉴定的蛋白质都

来自于天然鲎血的分离纯化物，由于天然鲎血细胞

中 =FGH的含量有限，且需在无菌环境下纯化，因此
较难获得大量高纯度的 =FGH。我们希望利用基因
工程的手段大量制备具有生物活性的重组 =FGH蛋
白，以满足用于研究或临床治疗的需要。本文尝试

构建不同的大肠杆菌重组表达质粒以表达 =FGH基
因，并对重组表达产物进行了活性测定。

% 材料与方法

%&% 材料
%&%&% 菌株和质粒：用于质粒扩增的大肠杆菌
=N/、大肠杆菌表达菌株 QG!/（M0-），质粒 IQL.LW
（ X）、IN0O.#=.!、I0=!!P（ X）、I0=!?2（ X），均由中
国科学院上海生物化学研究所吴祥甫教授实验室保

存；大肠杆菌 W/! M-/为生物工程中心庞英明同学惠

赠。



!"!"# 试剂及工具酶：限制性内切酶，!" #$%连接
酶，!"#$%& 酶，’() 酶及 %&标记的羊抗兔 ’()多克
隆抗体为 )’*+, *-.公司产品；/0)12、’&!)为 *30
45678(96 :188597:产品；; < =7> 单克隆抗体，%& 标
记的羊抗鼠 ’()多克隆抗体，谷胱甘肽琼脂及人血
浆来源的凝血酶 !563:?78为 @’)A%公司产品；谷胱
甘肽 @0转移酶（)2BC1C57389@0!618>D961>9，)@!）抗血清
由生物工程中心惠赠。

!"# 方法
!"#"! 重组表达质粒的构建：利用 *+#!和 ,(-=
!双酶切，将克隆在以 E*@0@F（ G）载体上的 !%.H
基因切下并连接于 EI!0JK1（ G），EI!0JJ?（ G），构建
重组表达质粒 EI!JK10’./0 和 EI!JJ?0’./0。另
外，以 E@F0’./0 为模板，利用引物 LM0%%+))%!+0
+%!))%)))%))%%!+!))%+0NM；及 LM0!%)%%!!+!0
!%+!)%!%+!)%)%)%!%%%))，进行 &+- 扩增，并
利用 ,(-=!和 12%-!酶切位点将 &+-产物 插入
E)I/0"C0J 载体，构建重组表达质粒 E)I/0"C0J0
’./0。
!"#"# ’./0 基因在大肠杆菌中的表达：将所有重
组表达质粒转化 *.JO（#IN）于新鲜的 .*中培养至
.;PP为 PQ;。以 JR接种量转接菌体于新鲜 .* 中，
NST温育 J5，然后加入终浓度为 O::32U. 的 ’&!)，
NST诱导表达 J V N5。收集菌体，用 @#@0&%)I进行
分析检测。

!"#"$ 包涵体的洗涤与变复性：收集诱导表达后的
菌体经超声波破碎，"T，O;PPP(离心 JP:78 后收集
上清和沉淀，用 @#@0&%)I判定表达产物的存在形
式。包涵体用 ;:32U. 的尿素，LP::32U. !67>0=+2，
E=KQP溶解，离心后保留上清。溶解的包涵体用 OP
倍体积的复性缓冲液（LP::32U. !67>0=+2，L::32U.
I#!%，PQJL::32U. 氧化型谷胱甘肽，OQJL::32U. 还
原型谷胱甘肽，E=KQP）在 "T静置复性约 N;5，然后
用 O < &*@透析。
!"#"% 重组表达产物的纯化：表达产物以谷胱甘肽
亲和层析柱来纯化。透析后的融合蛋白经 "T，
O;PPP(离心 OP:78 后可直接上柱。分别用 OP 倍柱
体积的 &*@!（&*@ 中含 PQOR的 !67C38/0OPP）和 &*@
洗柱，最后用新鲜配置的洗脱液（LP::32U. !67>0=+2，
E=KQK；L V OP::32U.还原型谷胱甘肽）洗脱蛋白，收
集流出液，透析，冻干。

!"#"& 融合表达蛋白的酶解：将冻干的 )@!0!%.H
融合蛋白 样品溶解于 $1+2和 +1+2J 终浓度分别为

OLP::32U. 和 JQL::32U. 溶液中，然后按 O W LPP

（!563:?78：融合蛋白）的质量比向上述溶液中加入
凝血酶（@7(:1 !SPPX，ONJL $’= Y87C>U:(），JLT酶切
OJ5。
!"#"’ 重组表达产物的体外抑菌活性测定：采用典
型的革兰氏阴性菌 FOJ #NO作为指示菌。将 FOJ #NO接

于 NST培养至 ,# PQ;，取纯化后未经酶切的重组蛋
白 )@!0!%.H样品、经 !563:?78 酶切后的样品以及
对照样品，加入不同管菌液中，NST摇床温育 O5，稀
释涂板。平板于 NST温育过夜，计数。以不含 )@!0
!%.H融合蛋白的酶解液作为 !%.H 抑菌活性分析
的对照。

!"#"( 重组 !%.H体外 .&@中和活性的测定：将经
过酶解或未经酶解的样品对双蒸水透析，冷冻干燥。

然后将冻干的样品重新溶解于 OUOP 体积的去热源
水中，以用于体外 .&@中和活性测定。根据所购鲎
试剂说明书，首先将所有溶解于去热源水中的样品

与等体积不同浓度的标准 .&@样品混合于去热源的
小玻璃管中，NST温育 NP:78；然后向小玻璃管中加
入等体积的鲎试剂，再于 NST温育 ;P:78，观察鲎试
剂的凝固情况。另外，以去热源水代替表达样品与

标准 .&@样品混合后，加入鲎试剂进行上述实验作
为对照以说明鲎试剂的可用性

# 结果与讨论

#"! 重组表达质粒的构建
构建重组表达质粒 EI!JK10’./0 和 EI!JJ?0

’./0，其中 EI!JK10’./0 中 !%.H编码基因的 LM端
融合了 ; < =7>，而 EI!JJ?0’./0 中则仅在 !%.H 的
编码基因前多了一个启始密码子 %!)，它编码一个
甲硫氨酸 A9C。
另外，也构建了重组表达质粒 E)I/0"C0J0’./0，

在 !%.H编码基因的 LM端融合了谷胱甘肽 @0转移酶
（)@!）蛋白的编码基因，从而使表达产物为融合蛋
白 )@!0!%.H。
#"# !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达

!67>0C674789的分析表明，重组质粒 EI!JK10’./0
和 EI!JJ?0’./0 均没有表达。同时在实验过程中，
我们发现转化了这几个重组质粒的菌体在加入诱导

剂后几乎完全停止了生长，甚至有部分死亡。这一

结论可以通过我们测定的诱导前后的菌体在 ;PP8:
波长处的吸光度加以证明，以 EI!JK10’./0 的转化
菌为例，诱导前菌体的 .;PP为 PQ"S，加入诱导剂 J V N
5后菌体的 .;PP为 PQNNQ 这可能是由于对数生长期
的菌一旦被诱导启动外源基因 ’./0 的表达，其生
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长就会受到抑制甚至被致死，当然也就无法得到重

组表达的外源蛋白。

!"!#$%&’及 ()*+),#-./+的分析表明，在重组质
粒 0&’1#2+#3#!"#$ 转化的 %#34 中，在分子量约
567"左右处有一细细的表达条带（89: ;4，89: ;3），这
与 &!<#<%=8融合蛋白的计算分子量是相符合的。

图 4 &!<#<%=8 在大肠杆菌中表达的 !"!电泳图
89:;4 !"!#$%&’ >,>.?*9* /@ &!<#<%=8 )A0B)**)C 9, & ; ’()*
4：0B/+)9, D>B7)B；3：*>D0.) E9+F/G+ 9,CGH+9/,；5：*>D0.) 9,CGH)C E9+F

4DD/.I= J$<&

图 3 &!<#<%=8 在大肠杆菌中表达的蛋白印迹图
89:;3 ()*+)B, -./+ >,,>.?*9* /@ &!<#<%=8 )A0B)**)C 9, & ; ’()*
4：0B/+)9, D>B7)B；3：*>D0.) E9+F/G+ 9,CGH+9/,；5：*>D0.) 9,CGH)C E9+F

4DD/.I= J$<&

通过与 &!<的融合，我们可以使 <%=8在大肠
杆菌中获得表达。这可能是由于 &!<的分子量约
是 <%=8 的 3 倍，它的存在就掩盖了 <%=8 的结构
域，从而使其失去了抑菌活性得以表达出来。融合

表达产物经类凝血酶水解后才能表现出生物活性，

这说明与 &!< 融合的 <%=8 无法暴露其 =$! 结合
区；而经酶解后的样品具有明显的体外抑菌活性及

=$!中和活性，这是酶解后 <%=8的 =$!结合活性区
得以充分暴露的反映。

!"# 重组表达的融合蛋白 $%&’&()*的变复性与
纯化

为了鉴定表达产物的存在形式，我们将超声破

菌后的上清及沉淀分别进行电泳，结果显示表达产

物主要以包涵体形式存在。从 4=培养基中可获得
KLM:（湿重）菌体，将其中所含表达产物的包涵体经
过洗涤与变复性处理，并采用谷胱甘肽柱进一步纯

化，可获得 2D: 纯度为 N4O的 &!<#<%=8（<>-.) 4）。
纯化的 &!<#<%=8蛋白的分子量为 567"（89: ;5）。

图 5 纯化的融合蛋白 &!<#<%=8 的 !"!电泳图
89:;5 !"!#$%&’ >,?>.?*9* /@ 0GB9@9)C &!<#<%=8 @G*9/, 0B/+)9,
4：0B/+)9, D>B7)B；3 P 2：+F) 4 P 5 +G-) /@ ).G+)C *>D0.)*，+F) &!<#

<%=8 E>* /,.? 9, +F) +G-)3

表 + $%&’&()* 纯化与复性
&,-./ + $%&’&()* 0123435,6378 ,89 2/47.938:

QB)> )A+B>H+ %@+)B B)@/.C9,: %@+)B &!<

$B/+)9,ID: MLM 6 2

R/+)：S)0B)*),+>+9T) 0B)0>B>+9/,：KLM: E)+ H)..*I4=

!"; 融合蛋白 $%&’&()*酶解前后的抑菌活性测
定

89: ;2的数据表明，对于酶切前的样品来说，尽
管菌落形成数有所减少，但与对照并没有数量级上

的差别，因此我们认为重组表达的融合蛋白 &!<#
<%=8没有明显的抑菌活性。然而，经过蛋白酶消化
后的样品明显地表现出抑菌活性，这可能是由于

<%=8与 &!<分离后，其 =$!结合区被暴露出来的缘
故。

图 2 融合蛋白酶解前后的抑菌活性
89:;2 U>H+)B9H9C>. >H+9T9+? /@ B)H/D-9,>,+ 0B/+)9,

%-/G+ VW!: /@ <%=8 E>* H/,+>9,)C 9, )>HF /@ *>D0.) -)@/B) C9:)*+9,: >,C

*>D0.) >@+)B C9:)*+9,:

!"< 重组 &()*体外 )=%中和活性的测定
=$!结合蛋白能够抑制 =$!诱导的鲎血细胞裂

解物（加工后即为鲎试剂）的凝固，因此可用凝胶形

成实验检测 <%=8对 =$!的中和活性。表 3 所示的
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结果表明，经 !"#$%&’(酶解后的样品管中的溶液没
有发生凝固（用“ )”表示，溶液不凝的管子用“ *”表
示），也就是说重组表达的 +,-.经酶解后表现出中
和 -/0的活性。

-/0中和实验表明，+,-.之所以具有抑菌能力
是由于 +,-.能够结合 -/0的缘故。

表 ! 凝胶形成实验检测重组 "#$% 体外 $&’中和活性
"()*+ ! ,+-./)01(12 "(-345*+67 (1208*05.5.*47(--3(90:+（$&’）
%(-2.9（"#$%）1+629(*0;+: $&’ !" #!$%& )4 <+*8-*.2201< (77(4

0!1(21#2 -/03（453%-） 6$(!#$7 849$#4 2’:4;!’(: ,9!4# 2’:4;!’(:

< ) ) )

=>< ) ) )

= ) ) *

? ) ) *

@>< ) ) *

@ * * *

?45!?@(:，,&$5! A@!: $9 +,-. B1; C$(!1’(42 ’( 41C" $9 ;1%D74 &49$#4

2’:4;!’(: 1(2 ;1%D74 19!4# 2’:4;!’(:E
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