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［摘　 要］ 　 为获得产气荚膜梭菌 α 毒素（ＣＰＡ）的 Ｃ 末端（ＣＰＡＣ）与中和抗原表位 ＮＥ（ＡＲＧＦＡＫ）的
串联融合蛋白并评价其免疫原性，对已知的 Ａ 型产气荚膜梭菌 ＣＰＡＣ 及 ＮＥ 的编码基因进行优化设

计，并将两个基因的三拷贝序列串联，经人工合成获得基因片段 ＧＣＰＡＣ３ＮＥ３。 将该片段克隆至原核

表达载体 ｐＥＴ３０ａ （＋）中进行表达与纯化，获得重组蛋白。 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测重组蛋白与

Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清的反应性。 随后，以纯化的重组蛋白免疫家兔，根据《中华人民共和

国兽药典》（２０１５ 年版）规定的方法检测家兔血清的中和抗体效价。 在二免后 ２１ ｄ，以 １ 个 ＭＬＤ 的

Ａ 型产气荚膜梭菌毒素对家兔进行攻毒。 结果表明重组蛋白主要以包涵体的形式存在表达且能与

Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清反应。 每毫升的一免抗血清可中和 ４０ 个最小致死量（ＭＬＤ）、二免抗

血清可中和 ８０ 个 ＭＬＤ 的 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素；１ 个 ＭＬＤ 的 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素攻毒后，对照

组 ４ ／ ４ 死亡，免疫组得到了 １００％（４ ／ ４）的保护。 以上结果说明，重组蛋白具有良好的免疫原性，从
而为 Ａ 型产气荚膜梭菌病基因工程疫苗的研制提供了重要的实验数据。
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ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｔｉｔｅｒ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（２０１５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
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Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ａ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｓｅｒａ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｕｌｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅ ４０ ｍｉｎｉｍｕｍ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ （ＭＬＤ） ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ａ ｔｏｘｉｎ ｐｅｒ ｍＬ， ａｎｄ ８０ ｍｉｃｅ
ＭＬＤ ａｆｔｅｒ ｔｗｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｒａｂｂｉｔｓ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｌｌｙ ｓｕｒｖｉｖｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｄｏｓｅ
ｏｆ １ ＭＬＤ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ａ ｔｏｘｉｎ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ， ｗｈｅｒｅａｓ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｄｉｅｄ （４ ／ ４） ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ α ｔｏｘｉｎ； Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌ； ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｅｐｉｔｏｐｅ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 产气荚膜梭菌是一种重要的人畜共患菌，能引

起人类以及多种家畜家禽发病［１］，不仅威胁着人类

的健康，而且对畜牧业造成了巨大的经济损失［２］。
产气荚膜梭菌主要的致病因素是其分泌的外毒素，
并通过其产生的毒素发挥致病作用［３］。 根据产生

４ 种 主 要 致 死 性 外 毒 素 α （ ＣＰＡ）、 β （ ＣＰＢ ）、
ε（ＥＴＸ）和 ι（ＣＰＩ）的种类，可将该菌分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ 五个毒素型［３］。 其中，对养牛业危害最大的是

Ａ、Ｃ 和 Ｄ 型。 在国外，牛的产气荚膜梭菌病以 Ｃ、Ｄ
型菌导致牛的坏死性肠炎或肠原性毒血症为主，而
在国内，牛的产气荚膜梭菌病则以 Ａ 型菌导致的牛

“猝死症”为主［４］。 病牛往往无任何前驱症状，而
突然发作死亡［４－５］。 因此，疫苗免疫是防制该病的

有效手段。 然而，国内还没有商品化的疫苗来预防

牛的 Ａ 型产气荚膜梭菌病。 在预防羊的产气荚膜

梭菌病方面，虽然产气荚膜梭菌灭活疫苗，起到了

一定的效果，但该类疫苗是通过灭活细菌培养物上

清而制备的天然类毒素，制备过程冗杂，抗原成分

复杂，有效抗原量较低。 如大剂量的肌肉注射会破

坏牛肉的品质。 因此，提供安全、纯净、有效的抗原

对未来预防该菌感染具有重要意义。
ＣＰＡ 是由产气荚膜梭菌染色体基因 ｐｌｃ 编

码［６］，该基因存在于五个毒素型的菌株中，但在

Ａ 型毒株中表达水平最高［７］。 ＣＰＡ 分为 Ｎ－末端

（１－２４６，简称 ＣＰＡＮ）和 Ｃ－末端（２４７－３７０）两个结

构域。 其中，ＣＰＡＮ 是 ＣＰＡ 发挥酶活性的主要区

域，而 ＣＰＡＣ 是毒素与细胞结合的主要区域［８］。 研

究表明，重组 ＣＰＡ 仍存在一定的毒力［９］，而通过甲

醛灭活后的天然 ＣＰＡ 抗原性会明显降低［１０－１１］。 为

此，无毒力 ＣＰＡ 的研制具有重要的意义。 已有的

研究证实，ＣＰＡＣ 能够对天然 ＣＰＡ 起到一定的免疫

保护作用［１２－１４］。 此外，Ａｌｉｓｏｎ 等［１５］ 筛选出一株在

体内和体外实验中对 ＣＰＡ 均具有中和保护作用的

单抗，进一步的研究证实，该单抗针对的线性表位

ＮＥ 的氨基酸序列是 ＡＲＧＦＡＫ，位于 ＣＰＡ 的第 １９３～
１９８ 位。 由于 ＣＰＡＣ 蛋白分子量较小，研究者通常

选择将 ＣＰＡＣ 与 ＧＳＴ 等大分子量标签蛋白融合表

达，从而引入了过多无关的抗原成分［１３－１４］。 为了

更好发挥 ＣＰＡＣ 和 ＮＥ 的免疫保护作用，试验根据

我国现行 Ａ 型产气荚膜梭菌标准株（Ｃ５７ － １ 株）
ＣＰＡＣ 和 ＮＥ 的编码序列进行密码子优化设计，并
将上述两种基因序列分别进行 ３ 次重复后串联，经
原核系统表达、纯化和鉴定，并对重组蛋白的免疫

保护性进行研究。
１　 材料与方法

１．１　 菌株、质粒、实验动物和试剂　 Ａ 型产气荚膜

梭菌 Ｃ５７－１ 株、Ａ 型产气荚膜梭菌 Ｃ５７－１ 株天然

毒素、Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清及 ｐＥＴ３０ａ（＋）
（以下简称 ｐＥＴ）表达载体均为中国兽医药品监察

所基础保障处微生物实验室保存；１．５ ～ ２．０ ｋｇ 普通
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级健康日本大耳白兔和 １６ ～ １８ ｇ ＩＣＲ 小鼠购自北

京维通利华实验动物技术有限公司；感受态细胞

Ｔｏｐ１０ 和 ＢＬ２１（ＤＥ３）购自北京全式金生物技术有

限公司；佐剂 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ 购自法国 ｓｅｅｐｉｃ 公

司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （Ｍ１）、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ （Ｍ２）、
Ｎｉ－ＩＤＡ 亲和层析介质试剂盒，购自金斯瑞生物科

技有限公司；高保真 ＰＣＲ 酶 ＫＯＤ 购自东洋坊；
ｐｒｅｍｉｘ ｔａｑ ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０，购自 ｔａｋａｒａ；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自 Ｐｒｏｍａｇａ 公司；限制性内

切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ购自 ＮＥＢ 公司；抗 Ｈｉｓ 标签

单抗、Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂盒，购自碧云天生

物技术有限公司；ＬＢ 培养基购自北京中海生物科

技有限公司。
１．２　 基因合成及密码子优化　 以 Ａ 型产气荚膜梭

菌 Ｃ５７－１ 的 ＣＰＡＣ 和 ＮＥ３ 编码基因序列为模版进

行优化设计，将二者的 ３ 拷贝序列串联后，在串联

基因的 ３＇端添加 ６∗Ｈｉｓ 标签蛋白的编码序列，由
中美泰和公司合成基因片段 ＧＣＰＡＣ３ＮＥ３。
１．３　 原核表达载体的构建　 以人工合成的片段为

模板，采用引物对 １Ｆ ／ １Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增。 其中上

游引物 １Ｆ 序列为： ５ ＇ － ＧＧＣＧＧＡＴＣＣＧＴＴＧＧＴＡ⁃
ＡＧＡＡＣ－３＇，其 ５＇端引入限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ位

点（下划线部分）及保护性碱基；下游引物 １Ｒ 序列

为：５ ＇－ＧＧＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴ 及保护性

碱基，其 ５＇端引入限制性内切酶 ＸｈｏⅠ位点（下划

线部分）。 ＰＣＲ 体系为 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为：
９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９８ ℃变性 １０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，
６８ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，共 ３３ 个循环；最后 ６８ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。

回收目的条带，采用 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ进行双

酶切，与经过相同酶切处理的 ｐＥＴ 连接。 将连接好

的质粒转化 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞，挑取单克隆，提取

质粒，进行 ＰＣＲ 和双酶切鉴定，将鉴定结果为阳性

的质粒送中美太和公司测序，将测序正确的质粒命

名为 ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３。
１．４　 重组蛋白的表达与纯化　 将 ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３以及

ｐＥＴ 转化至 ＢＬ２１ 感受态细胞中，分别在 １５ ℃ 和

３７ ℃条件下用 ＩＰＴＧ 诱导表达，采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检

测重组蛋白的表达情况及其可溶性，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 方法，以抗 Ｈｉｓ 标签蛋白抗体为一抗，对重组蛋

白做进一步的鉴定。 对以包涵体形式表达的蛋白

进行进一步的纯化和复性，具体方法见文献［２］。
１．５　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３与 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清

的反应　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳后转印至硝

酸纤维素膜（ＮＣ 膜）上，以 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素

抗血清为一抗，ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗进

行孵育，按照底物显色试剂盒说明书进行显色。
１．６　 抗原性分析

１．６．１　 免疫程序　 选用对 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素

的中和效价为 ０ 的家兔，进行重组蛋白的免疫，具
体免疫方法和程序见文献［２］。
１．６．２　 血清中和效价测定　 采用血清中和的方法测

定兔血清的毒素中和效价，具体操作方法见文献［２］。
１．６．３　 攻毒试验 　 二免后 ２１ｄ，用 １ 个 ＭＬＤ 的 Ａ
型产气荚膜梭菌天然毒素进行攻毒，具体的免疫程

序见文献［２］，判定试验疫苗的免疫保护效力。
２　 结　 果

２．１　 ＣＰＡＣ３ＮＥ３串联基因的原核表达载体的成功构建

采用引物 １Ｆ ／ １Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增，扩增片段经酶切

后克隆至 ｐＥＴ 载体上。 获得重组质粒的双酶切电

泳结果如图 １ 所示，酶切后出现大小约 ５ ｋｂ 的载体

ＤＮＡ 片段，以及大小约 １２０３ ｂｐ 的目的基因片段，
与预期相符。 测序结果表明，插入的外源基因序列

正确，将此质粒命名为 ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３。

１： ＤＬ５０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ 相对分子质量标准；

２： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３的 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切鉴定

１：ＤＬ５０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ２：ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢａｍＨⅠａｎｄ ＸｈｏⅠ

图 １　 原核表达重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ

·３·
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２．２　 ＣＰＡＣ３ ＮＥ３ 串联基因的原核表达与纯化 　 将

ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３及 ｐＥＴ 分别转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）并诱导表

达。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，在１５ ℃
诱导 １６ ｈ 和 ３７ ℃诱导 ４ ｈ 两种条件下表达的重组

蛋白均以包涵体的形式表达，分子量约为５５ ｋＤ，且
均能与抗 Ｈｉｓ 标签抗体发生反应，与预期相符

（图 ２）。 综合考虑蛋白表达量和诱导时间，选择

３７ ℃诱导 ４ ｈ 的条件进行后续的诱导。 如图 ３ 所

示，按照 Ｎｉ－ＩＤＡ 琼脂糖凝胶说明书对重组蛋白进

行纯化，收集纯度较高的 Ｌａｎｅ１１－１２ 洗脱液进行透

析和复性， 最终获得的 ｒＣＰＡＣ３ ＮＥ３ 蛋白浓度为

０．６７１ ｍｇ ／ ｍＬ。

ａ：重组蛋白表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定；ｂ：重组蛋白与抗 Ｈｉｓ 单抗反应的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｍ１： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ１： ＢＳＡ （１ μｇ）；ＰＣ２： ＢＳＡ （２ μｇ）；ｐＥＴ： ｐＥＴ ３７ ℃、４ ｈ 诱导的细胞裂解物；

１： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３，１５ ℃、１６ ｈ 诱导的细胞裂解物；２： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３，３７ ℃、４ ｈ 诱导的细胞裂解物；ｐＥＴ１： ｐＥＴ ３７ ℃ ４ ｈ 诱导的细胞裂解上清；

ｐＥＴ２： ｐＥＴ ３７ ℃ ４ ｈ 诱导的细胞裂解沉淀；３： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ １５℃ １６ ｈ 诱导的细胞裂解上清；４： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ １５ ℃ １６ ｈ 诱导的细胞裂解沉淀；

５： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ３７ ℃ ４ ｈ 诱导的细胞裂解上清；６： ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ３７ ℃ ４ ｈ 诱导的细胞裂解沉淀

ａ．Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；

ｂ： Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ－Ｈｉｓ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｍ１： ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ１： ＢＳＡ （１ μｇ）；ＰＣ２： ＢＳＡ （２ μｇ）；ｐＥＴ： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＥＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；

１： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃； ２： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；

ｐＥＴ１：Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＥＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；ｐＥＴ２：Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＥＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ

ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃； ３：Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃； ４： Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ

ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ １５ ℃； ５： Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；

６： Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃

图 ２　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３的原核表达与鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３

２．３　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３与 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清

的鉴定　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后转移到 ＮＣ 膜

上进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，结果如图 ４ 所示，ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３与

Ａ 型产气荚膜梭菌毒素抗血清发生明显反应。
２．４　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３的免疫原性分析

２．４．１　 抗 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３兔血清的毒素中和抗体效价测定

经血清中和法测定，以 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３免疫家兔后，每毫

升的一免抗血清可中和 ４０ 个 ＭＬＤ 的 Ａ 型产气荚

膜梭菌毒素；每毫升的二免抗血清可中和 ８０ 个

ＭＬＤ 的 Ａ 型产气荚膜梭菌毒素，而佐剂对照组的

兔血清对毒素无中和作用。
２．４．２　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３免疫对兔的免疫保护结果　 在二

免后 ２１ ｄ，对所有 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３免疫组和对照组的家

兔，经耳缘静脉注射 １ 个 ＭＬＤ 的 Ａ 型产气荚膜梭

菌天然毒素，结果对照组家兔在攻毒后 ５ ｄ 内全部

死亡，ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３免疫组家兔全部健活，未见任何不

良反应，保护率达 １００％。
３　 讨　 论

随着研究的深入，与产气荚膜梭菌密切相关的

主要致死性外毒素的结构和致病机理越来越清晰，

·４·
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Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １：包涵体溶解离心后上清；

２：上清同 Ｎｉ－ＩＤＡ 孵育后流出液；３－１０：５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；

１１－１２：１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液；１３：３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ 的洗脱液

Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ；

２： Ｔｈｅ ｆｌｏｗ－ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；

３－１０： Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ

（ｃｏｎｔａｉｎ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）； １１－１２： Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ

ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ （ｃｏｎｔａｉｎ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）；

１３： Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｉ－ＩＤＡ ｒｅｓｉｎ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ

（ｃｏｎｔａｉｎ ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）

图 ３　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３的纯化

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰＡＣ３ＮＥ３

Ｍ： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１． ｐＥＴ ３７ ℃ ４ ｈ 诱导的细胞裂解物；

２： 纯化后的 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｏｆ ｐＥＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ

ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃；２： ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３与 Ａ 型产气荚膜梭菌抗毒素血清的反应

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｅｒｕｍ

ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ａ

致死性外毒素的部分无毒区域 （ ＣＰＡ、ＣＰＢ 以及

ＣＰＩ 的 Ｃ 末端）或者无毒突变体（ＥＴＸ 和 θ 毒素

（ＰＦＯ） ［２］）作为亚单位疫苗抗原已经被证实能够有

效地中和相应的毒血症。 作为 Ａ 型产气荚膜梭菌

的主要致死性毒素，ＣＰＡ 的减毒乃至无毒研究工作

成为了众多研究者的方向。 虽然对 ＣＰＡ 发挥功能

的关键氨基酸位点进行单点突变能够实现减毒的

目的［１６－１８］，但这些突变体的免疫原性还没有得到

充分的研究。 此外，单个氨基酸突变的 ＣＰＡ 在未

来基因工程疫苗大规模生产中存在一定的生物安

全隐患。 对 ＣＰＡ 的两个区域免疫保护性分析的结

果表明，单独的 ＣＰＡＣ 具有一定的免疫保护作用，
而单独的 ＣＰＡＮ 却无免疫保护作用。 然而，针对

ＣＰＡ 第 １９３ ～ １９８ 位氨基酸的单抗已被证实具有良

好的中和保护作用，而该表位则处于 ＣＰＡＮ 内［１５］。
这可能由于单独的 ＣＰＡＮ 分子量过小，用与 ＧＳＴ 融

合的蛋白免疫动物，实际的抗原量不足。 为此，试
验将 ＣＰＡＣ 和线性表位 ＮＥ 分别进行 ３ 次重复后串

联进行融合表达，不仅增加了有效抗原量，也增加

抗原蛋白整体的分子量，更有利于增强抗原蛋白的

抗原性。
对非可溶形式表达的重组蛋白进行纯化和复

性后获得 ｒＣＰＡＣ３ ＮＥ３，进一步的研究发现， ｒＣＰＡＣ３

ＮＥ３具有较好的免疫原性。 在实际生产中，以包涵

体形式表达的重组蛋白在纯化中可显著降低产物

中内毒素的含量，这是 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３作为制备疫苗用

抗原的优势之一。 然而，在前期的研究中我们发现

可溶性表达的重组 ＥＴＸ 免疫原性明显高于非可溶

性表达的重组蛋白。 为此，如何提高 ｒＣＰＡＣ３ＮＥ３的

可溶性表达量并验证其免疫原性，将是后续研究的

重要方向。
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