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［摘　 要］ 　 为获得腐败梭菌 α 毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭菌 ε 毒素的共表达产物，并鉴定其致死活性

和反应原性，评价其免疫保护效力，利用 ＰＣＲ 扩增腐败梭菌 α 毒素和产气荚膜梭菌 ε 毒素基因Ｇｃｓａ
和 Ｇｃｐｅ 并克隆至 ｐＥＴＤｕｅｔ－１ 质粒，转化 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），自诱导培养基诱导这 ２ 段基因共表达；
用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 以及小鼠毒性试验、抗毒素血清中和试验对表达产物进行鉴定；将诱

导后的大肠杆菌灭活，制成铝佐剂疫苗 １ ｍＬ ／ 只皮下注射免疫家兔 ２ 次，测定免疫血清中和抗体效

价，用 １ ＭＬＤ 的腐败梭菌毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素分别攻击。 结果显示，所构建的 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）可以同时表达 Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ，表达产物能够与腐败梭菌和 Ｄ 型产气荚膜抗毒

素血清反应；且具有小鼠致死毒性，只有用 ２ 种抗毒素一同作用，才能将其毒性中和；制成灭活疫苗

免疫家兔，免疫血清对腐败梭菌毒素的中和抗体效价为 ２ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ，对 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素的

中和抗体效价≥５０ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ；用 ２ 种毒素攻击，免疫组家兔全部保护，对照组全部死亡，达到《中华

人民共和国兽药典》（２０１５ 版）效力检验标准。 结果表明，所构建的表达载体可以实现 α 毒素和 ε 毒素

的活性共表达，本研究为腐败梭菌和产气荚膜梭菌的多联基因工程灭活疫苗的研究提供了实验基础。
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　 　 腐败梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｅｐｔｉｕｍ）可引起人和多

种动物的恶性水肿、肌肉坏死、气性坏疽和坏死性

肠炎以及羊快疫等疾病，该菌可分泌 α、β、γ 和 δ 等

多种外毒素，其中 α 毒素是主要的致病性毒力因子

和免疫保护性抗原［１－３］。 产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）也是一种重要的人畜共患病源菌［４］，根
据产生外毒素 α、β、ε、ι 种类的不同分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ ５ 个型，其中 Ｄ 型常引起新生羔羊痢疾和山

羊、牛等家畜的肠毒血症，致死性强，ε 毒素是该型

主要致死性毒力因子和保护性抗原［５－６］。 由这两种

病原菌引发的疾病往往发病急，病程短，来不及治

疗动物即发生死亡，故免疫接种是预防这两种病最

为有效的途径之一。 目前，国内用于预防羊快疫和

肠毒血症的疫苗有羊梭菌病多联干粉灭活疫苗、羊
快疫、猝狙、肠毒血症三联灭活疫苗和羊快疫、猝
狙、羔羊痢疾、肠毒血症三联四防灭活疫苗，近年来

随着养羊业的快速发展，该类疫苗的需求逐年增

加，但疫苗的检验合格率和实际免疫效果却并不十

分理想［７］。 诸多研究表明，通过基因工程大肠杆菌

制备的有毒性或是无毒性的重组 α 毒素［８－９］ 和 ε

毒素［１０－１２］均具有很好的免疫原性。 本实验构建了

可以共表达腐败梭菌 α 毒素和产气荚膜梭菌 ε 毒

素的双基因表达载体，探究了共表达产物的反应原

性、毒性和相互作用等生物学特性，并将其制成基

因工程灭活疫苗，评价了该疫苗的免疫效力，为羊

快疫和肠毒血症基因工程多联疫苗的研制提供了

试验基础。
１　 材料与方法

１．１　 实验材料　 腐败梭菌 Ｃ５５－１ 株、Ｄ 型气荚膜

梭菌 Ｃ６０－３ 株、腐败梭菌毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭

菌毒素及其抗毒素羊血清均由中国兽医药品监察

所保存，自诱导培养基由中国兽医药品监察所配

制。 ｐＥＴＤｕｅｔ － １ 购自 ＥＭＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｉｎｃ；Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）购自北京康为世纪生物有限公司。 ＨＲＰ
标记兔抗羊 ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司，酶标二抗显色试剂

盒购自 Ｖｅｃｔｏｒ 公司。 ＰＣＲ ｍｉｘ 购自艾德莱生物公司、
限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ、ＥｃｏＲⅤ、ＸｈｏⅠ和 ＤＮＡ
分子量标准等购自宝生生物（大连）公司，Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶购自 ＮＥＢ 公司。 ＬＢ 肉汤、ＴＧ 培养基、ＴＳＢ
培养基等由北京中海生物科技有限公司提供，氢氧
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化铝胶佐剂由中牧实业有限公司兰州生物药厂提

供，其他试剂均为国产或进口分析纯或试剂纯。 体

重１６～１８ ｇ ＩＣＲ 小鼠购自北京维通利华实验动物公

司，１．５～２．０ ｋｇ 家兔购自北京隆安实验动物中心。

１．２　 共表达载体的构建

１．２．１　 引物设计　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 腐败梭菌 α 毒素

和产气荚膜梭菌 ε 毒素的基因序列设计 ２ 对引物

（表 １），由中美泰和生物技术（北京）有限公司合成。

表 １　 扩增 α毒素和 ε毒素引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ Ｃ．ｓｅｐｔｉｕｍ α－ｔｏｘｉｎ ａｎｄ Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ε－ｔｏｘｉｎ ｇｅｎｅｓ
基因名

Ｇｅｎｅ Ｎａｍｅ
ＧｅｎＢａｎｋ

登录号 ＮＯ．
大小 ／ ｂｐ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ
引物名

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎａｍｅ
引物序列（５＇→３＇）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ
Ｇｃｓａ

（Ｃ．ｓｅｐｔｉｕｍ
α－ｔｏｘｉｎ ｇｅｎｅ）

ＡＹ８２９４４７ １３２７
Ｆｃｓａ ５＇－ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＧＴＣＡＡＡＡＡＡＡＴＣＴＴＴＴＧＣＴ－３＇ ＥｃｏＲⅠ

Ｒｃｓａ ５＇－ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＴＴＡＡＴＡＴＣＡＡＴＴＴＴＴＴＴＡＴ－３＇ ＳａｌⅠ

Ｇｃｐｅ （Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ
ε－ｔｏｘｉｎ ｇｅｎｅ） Ｍ８０８３７ ８８８

Ｆｃｐｅ ５＇－ＣＧＧＡＴＡＴＣＧＡＡＧＧＡＡＡＴＡＴＣＴＡＡＴＡＣＡＧＴＡ－３＇ ＥｃｏＲⅤ

Ｒｃｐｅ ５＇－ＧＣＣＴＣＧＡＧＴＴＣＴＡＡＴＡＡＡＴＡＡＴＣＴＴＡＴＴＴＴ－３＇ ＸｈｏⅠ

１．２．２　 ＰＣＲ 扩增　 反应体系（２５ μＬ）：１０×ＰＣＲ 缓

冲液 ２．５ μＬ，ｄＮＴＰ ２ μＬ，上下游引物（２０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）
各 ０．５ μＬ，模板 １ μＬ，５ Ｕ ／ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

０．５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １８ μＬ。 分别以腐败梭菌 Ｃ５５－１ 株

和 Ｄ 型产气荚膜梭菌 Ｃ６０－３ 株基因组为模板 ＰＣＲ
扩增。 Ｇｃｓａ 反应条件：９４ ℃１０ ｍｉｎ；９４ ℃ １ ｍｉｎ，５０ ℃
１ ｍｉｎ，７２ ℃ １．５ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
Ｇｃｐｅ 反应条件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５０ ℃ ４０ ｓ，
７２ ℃ ２ ｍｉｎ，３０ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
１．２．３ 　 ｐＥＴＤｕｅｔ －Ｇｃｓａ －Ｇｃｐｅ 的构建 　 ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ
双酶切 Ｇｃｓａ ＰＣＲ 产物和 ｐＥＴＤｕｅｔ－１ 质粒，胶回收

后，１６ ℃连接过夜，转化感受态 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），
涂布 Ａｍｐ＋ＬＢ 平板，挑取单菌落，ＰＣＲ 和双酶切鉴

定。 ＥｃｏＲⅤ、ＸｈｏⅠ双酶切经鉴定阳性的重组质粒

ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ ＰＣＲ 产物，胶回收后连接，
转化感受态 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），涂布 Ａｍｐ＋ＬＢ 平

板，挑取单菌落，进行 ＰＣＲ 和双酶切鉴定，同时送

上海生工生物公司测序。
１．３　 自诱导共表达及产物的鉴定

１．３．１　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析　 鉴定合格的 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）接种 Ａｍｐ＋自诱导培养基，
２８ ℃ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 震荡诱导表达 ２４ ｈ 收获，ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电泳和灰度扫描分析表达量。
１．３．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 鉴定　 以腐败梭菌抗毒素和产

气荚膜梭菌抗毒素血清分别作为一抗，ＨＲＰ 标记兔

抗羊 ＩｇＧ 作为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测。
１．３．３　 毒性和毒性中和试验　 自诱导收获的 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ ｐＥＴＤｕｅｔ －Ｇｃｓａ －Ｇｃｐｅ）菌液经超声波裂解，
０．２ ｍＬ ／只腹腔注射小鼠 ５ 只，鉴定表达产物的毒

性。 将腐败梭菌抗毒素血清和 Ｄ 型产气荚膜梭菌

抗毒素血清分别与裂解菌液 １ ∶ １ （ Ｖ ／ Ｖ） 混合，
３７ ℃孵育 ４０ ｍｉｎ，０．４ ｍＬ ／只腹腔注射小鼠各 ５ 只；
将两种抗毒素一同与裂解菌液 １ ∶ １ ∶ １ 混合，３７ ℃
孵育 ４０ ｍｉｎ，０．６ ｍＬ ／只腹腔注射小鼠 ５ 只，进行毒

性中和试验。 同时设 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）裂解菌液、
２ 种抗毒素血清和自诱导培养基对照，观察 ７ ｄ。
１．４　 共表达产物的免疫效力评价

１．４．１ 　 灭活疫苗的制备 　 自诱导收获的 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）菌液，加 ０．４％甲醛溶液，
密封，３７ ℃灭活 ３ ｄ，每天轻摇 ４～５ 次。 灭活完全后

加 ２０％灭菌氢氧化铝胶混匀，作为灭活菌苗备用。
１．４．２　 无菌检验与安全检验　 疫苗按照《中国兽药

典》２０１５ 版三部规定的方法进行无菌检验［１３］。 家

兔 ４ 只各皮下注射疫苗 ５．０ ｍＬ，观察 １０ ｄ，进行安

全检验。
１．４．３　 免疫效力评价　 疫苗 １．０ ｍＬ ／只颈背部皮下

注射免疫家兔 １０ 只，对照组 １０ 只注射 ２０％铝胶

ＰＢＳ，２１ ｄ 后以同样的方法进行二免。 按照《中国

兽药典》相关疫苗规定的方法，测定免疫血清中和

效价并用毒素攻击，分别采集一免 ２１ ｄ 后和二免
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１４ ｄ 后血清，将同组同次采集的血清等量混合制成

混合血清，与经适当稀释的腐败梭菌和产气荚膜梭

菌毒素分别 １ ∶ ２ 混合，３７ ℃孵育 ４０ ｍｉｎ，０．３ ｍＬ ／只
尾静脉注射小鼠各 ２ 只，观察 ３ ｄ，直到血清刚好能

中和毒素。 二免 １４ ｄ 后取免疫组家兔 ５ 只和对照

组 ５ 只耳缘静脉注射 １ ＭＬＤ 腐败梭菌毒素，另取免

疫组 ５ 只和对照组 ５ 只注射 １ ＭＬＤ 的 Ｄ 型产气荚

膜梭菌毒素，观察 ７ ｄ。
２　 结　 果

２．１　 共表达载体的鉴定　 提取待鉴定菌落的质粒

经 ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切，用引物 Ｆｃｓａ 和 Ｒｃｓａ ＰＣＲ
鉴定，见大小约 １３３０ ｂｐ 的片段与 Ｇｃｓａ 预期大小接

近；用 ＥｃｏＲ Ｖ、ＸｈｏⅠ双酶切，引物 Ｆｃｐｅ 和 Ｒｃｐｅ
ＰＣＲ 鉴定，见大小约 ９００ ｂｐ 片段与 Ｇｃｐｅ 预期大小

接近（图 １）；测序结果显示，Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ 序列和阅

读框正确。 以上结果表明，共表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ－

Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ 构建成功。

１：ＤＬ１５０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准；２：ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切

ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ；３：ＥｃｏＲ Ｖ、ＸｈｏⅠ双酶切 ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ；
４：ＤＬ５０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准；５：ＰＣＲ 鉴定 Ｇｃｓａ；６：ＰＣＲ 鉴定 Ｇｃｐｅ

１： ＤＬ１５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； ２： ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ
ｗｉｔｈ ＥｃｏＲⅠａｎｄ ＳａｌⅠ； ３： ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ

ｗｉｔｈ ＥｃｏＲ Ｖ ａｎｄ ＸｈｏⅠ； ４： ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；
５： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｇｃｓａ ｆｒｏｍ ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ；
６： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｇｃｐｅ ｆｒｏｍ ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ

图 １　 共表达载体的鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２．２　 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定 　 自诱导

Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）表达产物经 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 分析，以腐败梭菌抗毒素血清和 Ｄ 型产气荚

膜梭菌抗毒素血清分别为一抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测。
结果显示，在约 ４９ ｋｕ 处见特异条带能够与腐败梭

菌抗毒素血清反应条带，表达量为 ０．２８ ｍｇ ／ ｍＬ，在
约 ３３ ｋｕ 处见可与产气荚膜梭菌抗毒素血清反应的

条带，表达量为 ０． ３９ ｍｇ ／ ｍＬ（图 ２）。 结果表明，
Ｇｃｓａ和 Ｇｃｐｅ 实现了共表达，且均具有反应原性。

１：蛋白质 Ｍａｋｅｒ；２：Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）；

３：Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）诱导前；

４：Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）诱导后；

５：产气荚膜梭菌抗毒素血清作为一抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ；

６：腐败梭菌抗毒素血清作为一抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ

１： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ ； ２： Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）；

３： Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ） ｂｅｆｏｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

４： Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ） ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

５： Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ａｎｔｉ－ｔｏｘｏｉｄ ｓｅｒａ

ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ； ６： Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｗｉｔｈ Ｃ．ｓｅｐｔｉｕｍ ａｎｔｉ－ｔｏｘｏｉｄ ｓｅｒａ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ

图 ２　 共表达产物的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２．３　 毒性和毒性中和试验　 小鼠注射了没有中和

和用单一抗毒素血清中和的裂解菌液后，在观察期

内全部死亡；注射了用 ２ 种抗毒素中和的菌液以及

Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）菌液、抗毒素血清和自诱导培养

基小鼠，均存活（表 ２）。 结果表明，共表达产物同

时具有 ２ 种毒素的毒性，进一步证实 Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ
获得了共表达。

·９２·
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２．４　 疫苗的无菌检验和安全检验　 疫苗接种培养

基均无菌生长，接种家兔后在观察期内全部健活。
结果表明，所制备的疫苗无菌检验和安全检验合

格，可以用于免疫效力评价。

表 ２　 共表达产物的的毒性及其中和试验

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

样品

Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ ｐＥＴＤｕｅｔ －
Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）
共表达产物

腐败梭菌抗
毒素中和共
表达产物

Ｄ 型产气荚
膜梭菌抗毒
素中和共表
达产物

２ 种抗毒素
中和共表达
产物

Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３）

腐败梭菌抗
毒素

Ｄ 型产气荚
膜梭菌抗毒
素

培养基

小鼠死亡情况
Ｍｏｕｓｅ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５

２．５　 免疫效力评价 　 疫苗免疫家兔，一免血清对

腐败梭菌毒素的中和效价为 １ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ，对 Ｄ 型

产气荚膜梭菌毒素的中和效价为 ５ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ；
二免血清对腐败梭菌毒素的中和效价为 ２ ＭＬＤ ／
０．１ ｍＬ，对 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素的中和效价≥
５０ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ。 二免后用 １ ＭＬＤ 腐败梭菌毒素

和 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素分别攻击，观察期内免疫

组均 １００％保护，对照组均全部死亡（表 ３）。 结果

表明，Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ 的共表达产物具有免疫原性，其
灭活菌苗免疫家兔可以同时抵抗腐败梭菌和 Ｄ 型

产气荚膜梭菌毒素攻击。

表 ３　 免疫血清中和试验和攻毒保护试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ

组别 毒素
血清中和效价 ／ （ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ）

一免 二免
保护率

免疫组
Ｉｍｍｕｎｅ ｇｒｏｕｐ

腐败梭菌毒素
Ｃ．ｓｅｐｔｉｕｍ ｔｏｘｉｎ １ ２ ５ ／ ５

Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素
Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ（Ｄ） ｔｏｘｉｎ ５ ≥５０ ５ ／ ５

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

腐败梭菌毒素
Ｃ．ｓｅｐｔｉｕｍ ｔｏｘｉｎ ０ ０ ０ ／ ５

Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素
Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ （Ｄ） ｔｏｘｉｎ ０ ０ ０ ／ ５

３　 分析与讨论

许多研究将共表达方法应用于目的蛋白与分

子伴侣一同表达，其目的或是为了改变蛋白的表达

形式，或是为了提高表达量，亦或是为了优化蛋白

质空间构象和增强生物活性等。 Ｚｈａｎｇ Ｙ［１４］等用共

表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ－１ 将霍乱毒素 Ｂ 亚单位 ＣＴＢ 与

分子伴侣 ＳＫＰ 一同表达，提高了 ＣＴＢ 的可溶性表

达比例和生物活性；Ｌｉｕ ＸＬ［１５］等将影响莽草酸代谢

通路的多种蛋白酶进行不同形式的组合共表达，比

较了不同蛋白酶的不同组合以及顺序的差异对莽

草酸产量的影响；Ｌｕ ＸＹ［１６］等尝试了多种分子伴侣

以不同方式组合共表达用于提高 １，２，４ 丁三醇的

产量。 共表达方法在新型疫苗的应用研究方面，Ｙｕ

ＹＺ［１７］等将破伤风毒素受体蛋白（ＴＨｃ）与硫氧还原

（Ｔｒｘ）共表达，优化了蛋白构想，提高了 ＴＨｃ 的免疫

原性。 另外，也有将抗原基因与免疫刺激因子共表

达增强了免疫效果［１８］。

很多梭菌外毒素是主要的致病性毒力因子和

·０３·
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免疫保护性抗原，研究表明，通过基因工程大肠杆

菌可以获得具有免疫活性的重组外毒素。 而将共

表达方法应用于羊梭菌多联新型候选疫苗的研制，

可以实现多种抗原同步生产。 韩广伟［１８］ 等共表达

了同一种梭菌 Ｄ 型产气荚膜梭菌 α 毒素和 ε 毒素

两种外毒素，纯化后免疫小鼠，证实二者能同时发

挥很好的免疫原性。 本实验获得了 ２ 种梭菌，分别

是腐败梭菌 α 毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭菌 ε 毒素的

共表达，两者同时保持其各自的生物活性，表达产

物的免疫原性良好，一次免疫血清中和效价即可以

达到《中国兽药典》效力检验标准。 在疫苗制备工

艺方面，将含有重组抗原的工程菌菌液用甲醛灭活

制成灭活疫苗，一方面甲醛在对工程菌灭活的同

时，对毒素做了脱毒处理，保证了疫苗的安全；另一

方面重组大肠杆菌本身在疫苗免疫过程中发挥了

佐剂的作用，克服亚单位疫苗蛋白质分子量小免疫

刺激弱的不足［１９］；同时简化了疫苗制备的工艺，省

去了细菌裂解、蛋白质纯化和包涵体复性等工序。

此外，采用含乳糖的自诱导培养基诱导基因表达，

代替了有毒性的 ＩＰＴＧ，提高了疫苗的安全性。 综

上，本试验为梭菌病基因工程多价和多联疫苗的开

发提供了实验基础。
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［１２］ Ｄｏｒｃａ－ａｒéｖａｌｏ Ｊ， Ｐａｕｉｌｌａｃ Ｓ， Ｄｌａｚ－ｈｉｄａｌｇｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｌｅｔｈａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ

ｅｐｓｉｌｏｎ ｔｏｘｉｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ， ２０１４， ９（７）：ｅ１０２４１７．

［１３］ 中国兽药典委员会． 中华人民共和国兽药典 ２０１５ 年版三部

［Ｍ］． 北京：中国农业出版社， ２０１６： ４５－４６．

　 Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ｖｏｌｕｍｅ Ⅲ ２０１５

ｅｄｉｔｉｏｎ［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｅｓｓ， ２０１６：４５－４６．

［１４］ Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｑｉａｏ Ｘ， Ｙｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
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ｃｈｏｌｅｒａ ｔｏｘｉｎ Ｂ ｓｕｂｕｎｉｔ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｂｙ ｃｏ － ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ＳＫＰ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ２０１７，

１３８： １－６．

［１５］ Ｌｉｕ Ｘ Ｌ， Ｌｉｎ Ｊ， Ｈｕ Ｈ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｉｋｉｍｉｃ

ａｃｉｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｕｌｔｉ－ｇｅｎｅ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ， ２０１６，１４（４）：２８６－２９３．

［１６］ Ｌｕ Ｘ Ｙ， Ｈｅ Ｓ Ｙ， Ｚｏｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｅｄ １， ２， ４－ｂｕｔａｎｅｔｒｉｏｌ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｎ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｂｙ ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１６， ３２（９）：１４９．

［１７］ Ｙｕ Ｙ Ｚ， Ｇｏｎｇ Ｚ Ｗ， Ｍａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｅｔａｎｕｓ ｔｏｘｉｎ

ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｃ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｗｉｔｈ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ［Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅ， ２０１１， ２９

（３５）：５９７８－８５．

［１８］ 韩广伟，李兆才，宫晓炜，等． 产气荚膜梭菌 α 毒素和 ε 毒素

的共表达及其免疫原性的研究［Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２０１４， ４４

（６）： ６３０－６３５．

　 Ｈａｎ Ｇ Ｗ， Ｌｉ Ｚ Ｃ， Ｇｏｎｇ Ｘ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ α－ｔｏｘｉｎ ａｎｄ ε－ｔｏｘｉｎ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｔｓ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４， ４４ （６） ： ６３０－６３５．

［１９］ Ｆｅｒｒｅｉｒａ Ｍ Ｒ， Ｍｏｒｅｉｒａ Ｇ Ｍ， Ｃｕｎｈａ Ｃ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｌｐｈａ， ｂｅｔａ， ａｎｄ ｅｐｓｉｌｏｎ ｔｏｘｉｎｓ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ：

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｓ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｖａｃｃｉｎｅｓ ［ Ｊ］ ．

Ｔｏｘｉｎｓ， ２０１６， ８（１１） ． ｐｉｉ： Ｅ３４０．

（编 辑：侯向辉）
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