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产肠毒素大肠杆菌定居因子 I基因克隆与表达 

黄雪萍，王 勇，罗耀玲，冉丹霞，马永平，宋方洲 

(重庆医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：在大肠杆菌DH5 中表达产肠毒素大肠杆菌(Enterotoxigenio eseherichia eoli，ETEC)定居因子CFA／I，检测重 

组表达的 ETEC CFA／I。方法：以质粒 pBV220为基础，构建 pBV220一CFM 1重组载体，表达产物用 SDS—PAGE鉴定，免疫原性 

实验验证。结果：成功构建了pBV220一CFM I重组载体，表达产物的分子量与天然蛋白相同，动物免疫试验表明重组菌具有免 

疫原性。结论：CFA／I基因的成功克隆为今后的 ETEC CFA／I候选疫苗研制奠定了基础。 
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Cloning and expression of escherichia coil colonization factor antigen CFA／ 

l in escherichia coil DH5 o( 

HUANG Xne-ping，et al 

(Department of Biochemistry and Molecular Biology，College of Basic Medicine， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To clone and express colonization factor antigen I(CFA／I)of enterotoxigenic Escherichia coli(ETEC)in 

E．eoli DH5 ．Methods：CFA／I gone was cloned by PCR from H 10407 and recombined to a expression vector pBV220．This 

vector was designated pBV220一 CFA／I and transformed into E．coli DH5 ．The product was tested by SDS—PAGE and 

immunogenesis
．

test．Results：The CFA／I gone could be expressed in E．coli and contained strong immunogenesis by immune 

test．Conclusion：This study paved the way for using ETEC CFA／I recombinant as a vaccine candidate in future． 

【Key words】ETEC；pBV220；CFA／I 

ETEC是婴幼儿腹泻和旅游者腹泻的重要致病 

菌 。现已知 ETEC的 2种抗原一定居 因子抗原 

(Colonization factor antigens，CFA)和肠毒素(En— 

terotoxins)参与了腹泻过程⋯。ETEC菌体表面的菌毛 

(又称定居因子抗原)是重要的致病因子，ETEC感 

染宿主后，正是靠定居因子粘附于宿主小肠上皮细 

胞，经定居、繁殖产生肠毒素而致病。迄今为止，了 

解得 比较清楚的菌毛抗原包括定居因子抗原 I 

(CFA／I、定居因子抗原 Ⅱ(CFA／Ⅱ)和定居因子抗 

原Ⅳ(CFA／Ⅳ)III。其中 CFA／I是一种优势血清型定 

居因子，其相应抗体在阻止病原体在宿主小肠定居 

而引起腹泻方面起重要作用。在大多数情况下，该 

质粒同时编码耐热肠毒素(ST)t 。定居因子吸附到 
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肠粘膜上皮是 ETEC致病的先决条件。因此，ETEC 

菌体表面的定居因子(菌毛)是一种很理想的免疫 

原，是构建疫苗的重要组分。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌种和质粒 大肠杆菌 DH5 由本室保存，ETEC 

H10407 CFA／I质粒由国家疾病控制中心卫生部细菌学重 

点实验室徐建国教授惠赠。pBV220由武汉大学曹军卫教授 

惠赠。 

1、1．2 试剂 各种限制性 内切酶 、T4 DNA连接酶和 TaqD— 

NA聚合酶均购自TAKARA公司；质粒小量快速抽取试剂盒 

和小量胶回收试剂盒购自上海申能博彩生物科技有限公司； 

氨苄青霉素为Sigma公司产品；弓l物由上海生工合成。 

1．1．3 实验动物 由重庆医科大学动物中心提供。 

1．1．4 主要仪器 基因导人仪(宁波新芝 SCIENTZ一2C)。 

1，2 方法 
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1 ． 2 ． 1 p Bv 2 2 0 的 改 造 p B V 2 2 0 改 造 方 法 是 以 p B V 2 2 0 为

模 板 ， 用 高 保 真 T a q D N A 聚 合 酶 通 过 P c R 扩 增 ， 以 删 除

c 18 5 7 t s 片段 ， 便 于 在 活 体 内 表 达 目 的 基 因 。 引 物 p R l 为

P 18 5 7 t s 下 游 序 列 ， p F I 为 c 18 5 7 l s 上 游 序列 ． 引 物 序 列 如 下 ：

p R l ：G C C A A A C G T C T C ，r 1’C A G C C C A C ；p F l ：T e T A C T A A G G A

G G T T G T A T G G A A C A A c G C A T A A c 。 P c R 反 应 条 件 为 9 4 ℃ 。

5 m i n ；接 着 以 9 4 0C 、 4 5 s ， 5 6 ℃ 、
4 5 s ， 7 2 ℃ 、 2 m i n ， 3 0 个循环 反 应

扩增 ；最 后 7 2 ℃ 延 伸 10 m i n 。 P c R 扩增 产 物经 1 ． 0 ％ 琼 脂糖 凝

胶 电 泳 鉴 定 ， 然 后 纯 化 回 收 ． 自连 接 环 化 后 转 化 大 肠 杆 菌

D H 5 0 【 即可 。

1 ． 2 ． 2 P C R 扩增 c F A ／I 基 因 以 菌株 E T E c H 10 4 0 7 质粒 为

模 板 ． P c R 扩增 c F A ，I 基 因 ， c F A ／I 的引物是 根据 G e n e B a n k

( u 5 5 6 6 1 )报 道 序列 设 计 。 上 游 引 物 引 入 ．‰ I 酶 切 位 点 ， 即

P 1 ：

’

I ’G G G A G C T c A G c A G G A A A T A T G c A ；下 游 弓l 物 弓1人 五7 m I

的 酶 切 位 点 ， 并 去 掉 终 止 密 码 ， 即 P 2 ：T G G c T C G A G C T A G A G

T c T T T C A c T 。 P C R 反 应 条 件 ：9 4 ℃ ， 4 5 s ；5 5 ℃ ， 3 0 s ；7 2 1 ：．

5 m i n 。 3 0 个 循环 反应 扩增 。 P C R 扩 增 产 物经 1 ． 5 ％琼脂糖凝胶

电泳鉴定 ， 然后 纯 化 回收 。

1 ． 2 ．3 p B v 2 2 0 一 c F A ／I 重 组 载 体 的 构 建 和 测 序 分 别 用

S 如 I 和 朋 加 I 双 酶切 纯 化 后 的 C F A ／I 和 改 造 的 p B v 2 2 0 质

粒 ， 胶 回 收 ， 连 接 产 物 转 化 大 肠 杆 菌 D H 5 a ． 用 氨 苄 青 霉 素

( 1 0 () 肛 g，m 1 )筛选 阳性 克隆并提取 质粒 ， 然后 进 行 酶 切 鉴 定 和

序列 测 定 。 重 组 质粒 命名 为 p B V 2 2 0 — c F A ／I ：

1 ． 2 ． 4 c F A ／I 基 因 在 大 肠 杆 菌 中的表 达 及 检 测 将 测 序正

确 的 阳 性 克 隆 菌 落 接 种 于 2 m l L A 培 养 基 中 ( 含 10 0 斗 咖 l

氨苄青霉 素 的 L B 培养 基 ) ． 3 7 ℃ 1 5 0 r／m i n 振 荡过 夜 。 以 l ：2 0

比例接种 于 盛 有 L A 培 养 基 的试 管 中㈣
， 3 7 ℃ 继 续 培 养 ， 在 4 、

5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 1 0 和 l l h 取 样 ， 离 心 收 集菌 体 ， 用 P B s 洗 1 次 ，

煮沸法 提 蛋 白作 s D s — P A G E 分析 ， 以 确定 最 佳表达 时 间 。

1 ．2 |5 重 组 C F M 的 免 疫 原 性 试 验 分 别 在 l r l 、 7 d 和 2 1 d

用 重 组 c F A ，I 免疫 大 鼠 ， 2 8 d 腹 腔 注射 E T E C H 10 4 0 7 进 行

攻 毒试 验 ， 2 4 h 后 观 察保护效果 。

2 结 果

2 ． 1 穿梭 载 体 D B v 2 2 0 一 C F A ／I 的 鉴 定

将 L B 平 板 上 的 D H 5 d 菌 落培 养扩 增 ， 提 取 质

粒 ， P C R 鉴 定 ， 得 到 l 条 与 以 E T E C H 10 4 0 7 为模 板

扩 增 的 相 同大 小 的长 约 5 0 14 h p 的 目的 D N A 片 段

( 图 1 ) ， 对 质 粒 进 行测 序证 明 P c R 结 果 与 G e n e B ．d n k

的序列 一 致 。

2 ． 2 目 的 蛋 白在 大 肠 杆 菌 中的 表 达 条件 的 优 化

p B V 2 2 0 一 C F A ／l 转化 大肠 杆菌 D H 5 仅 后 ， 不 同

培养时 间 的 S D s — P A C E 分析 ( 图 2 ) 。 结 果 显 示 ， 相

对分 子 质量在 4 3 0 0 0 处 有 一 明显 的新 生 蛋 白质 ， 与

预 期 的 目的蛋 白质的 分 子量 一 致 ， 空 质 粒 菌 无 此 蛋

p Bv 2 2 0 — C F A ／

5 0 1 4 b p

1 2 3 M

M ． D N A M a r k e l
� ( 1 k h Ia ( 1f {e r ) ：

2 ． p B V 2 2 0 一 C F A ／I P c R 产物

k b

k b

k b

k b

k b

k b

1 ． p B V 2 2 0 一 c F A ，I 质粒 ；

3 ． ⋯ 0 4 0 7 P C R 产物

图 1 p B V 2 2 0 一 c F A ／l P C R 产 物 的 电泳 结 果

l 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 M ( k L’

一 - - - - - 0

= 9 7 ． 4

—

6 6 ． 2

● 4 3 ． 0

- ● 一 ● 一 - - - ● ● 一

’ 。

- - ●
- 3 1 ． 0

2 0 ． I

1 4 ． 4

M ． P m t e i n m a r k e r ； l ～ 8 ． p B V 2 2 0 一 c F A ／I 质 粒 ( 4 、 5 、 6 、 7

8 、 9 、 10 a n d 1 1h ) ； 9 ． p B V 2 2 0 质粒 ；L a n e l O ：D H 5 a

图 2 蛋 白表 达 不 同 时 间 的测定

白带 。 培 养时 间 9 ～ 1 0 h ， 可 得 到最 大 的表 达 量 。

2 _3 重 组 C F A ／I 的 免 疫 原 性 实验

攻 毒 2 4 h 后 观 察 试 验 结 果 ， 发 现 免 疫 组 ( 阳 性

对 照 )有 明显 的保 护作 用 ， 大 鼠生 存状 态 正 常 ， 解 剖

发 现 ， 免疫 组 大 鼠的脏 器 没 有 明 显 变 化 ， 而 未 免疫

组 ( 阴 性 对 照 )大 鼠生 活 状 态 极 不 正 常 ， 出 现 懒 动 、

少 食 等行 为 ， 解 剖 发 现 ， 未 免 疫 组 大 鼠 的 脏 器 有 明

显 病 理 变 化 ， 肝 脏 有 严 重 的充 血 点 ， 胃和 小 肠 严 重

充 气 }4】( 图 3 ) 。 说 明重 组 c F A ／I 保存 了 天 然 的免疫

原性 特性 。

3 讨 论
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A B

A ． 正 常大 鼠 ； B ． 未免 疫 大 鼠的腹 腔 攻 毒 图 ； c ． 免疫 后 腹 腔 攻 毒 的 大 鼠图

图 3 c F A ／I 的 免疫原 性 试 验

要 研 制 出 一 种 安全 、 稳 定 、 高效 的 E T E C 疫 苗 尚

有 几 个 问题 需 要 解 决 ：① 新 的 E T E C 定 居 因 子 仍 在

发 现 ， ②不 可 能将 所 有 的定 居 因 子 和 肠 毒素 克 隆在

同 一 菌株 共 表 达 ， ③人 肠 道 粘膜 免疫 机 制没 有 完全

搞 清 楚 。 目前认 为 ， 只 有具 备 长期抗 定 居 和 抗 毒 素

能力 的疫 苗才能有效 预 防 E T E C 腹 泻 _5 _
。 载体疫苗是

利 用 活 的疫 苗 株 做 载体 ， 通 过 重 组 菌在 机 体 内繁 殖

产 生 保 护 性 抗 原 ， 刺 激 机 体产 生 持 久 的特 异 性 免疫

应答 ， 其效果优 于 死 菌苗 。 因此 ， 克 隆和 表达 c F A ／I

是研 究 E rr E c 载体疫苗 的先决 条件 。

E T E C 致 腹 泻 原 因 是 定 居 因 子 抗 原 和 肠 毒 素 ，

只 有 联 合 使 用 多 种 不 同血 清 型 的定 居 因 子 和 具 有

抗原 性 的减 毒肠 毒 素 一 起 使用 才能 有 效 预 防 E T E c

腹 泻 。 肠 毒 素分 为热 敏感 肠 毒 素 和 热稳 定 肠 毒 素 。

C F A ／I 基 因 往 往 与 这 两 种 毒 素 基 因 或 其 中的 一 种

毒 素基 因位 于 同 一 质 粒 上 。 C F A ／I 基 因 重 组 的 目

的 ，

一 方 面 为 了 提 高其 表 达 产 量 ， 另 一 方 面 则 希 望

从 根 本 上 去 除其 生 物毒 性 ， 探 索研 制 活 疫 苗 的可 能

性 。 本 文 初 步 的动 物 实验 表 明 ， 攻 毒 后 大 鼠的脏 器

改 变 证 实 重 组 菌 株 免 疫 后 的 大 鼠对 野 生 株 产 生 抗

( 上 接 第 8 ()6 页 )

[8 1 薛 峰 杰 ， 代 志 军 ， 王 西 京 ． 等 ． 抑 癌 基 因 P TE N 在乳 腺癌 中的 表达

及其临床意 义 【J J_ 实用 医技 杂志 ， 2 0 0 4 ；1 1 ( 10 ) ：2 1 14 — 2 1 16 ．

【9 ] T a m u r a M ， C u J ， M a t s u m o t 0 K ， e t a 1． I n h i h i t i o n 0 f r e l l m i g r a
—

l i o n ， s p r e a d i n g ， a n d f o c a l a d h e s i o n s h y t u m o r s u p p r e s s o r P 11E N 【J ]．

S c i e n c e 。 19 9 8 ：2 8 0 ( 5 3 6 9 ) ： 1 6 14 一 1 6 17 ．

【1 0 】 P 0 l y a k K ， L e e M H ， E r dju m e n t — B m m 。g e H ， e t a 1． c 10 n j n g nf

P 2 7 k i p l ： a 。y c l i n d e p e n d e n t k i n a s e i n h ㈨ t o r a n d 。 p o t e n t i a l m e d i a _

t o r 0f e x l r ∽ e l l u l a r a n t i m i t o g e n i c s i g n a l s 【J ]． C e U ， 19 9 4 ；7 8 ( 1 ) ：5 9 — 6 6 ．

C

定 居 作 用 ， 显 示 出 重 组 菌株 的 免 疫 保 护 性 蚓
。 证 明

重 组 的 C F A ／I 作 为载体疫 苗 的候 选 抗原 是 可 行 的 ，

为下 一 步工 作打下 了 良好 的基 础 。
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c e U s i 印 a l i n g ， g m w t h ， m i 猡阻 t i o n a I l d ．d p 叩 t o s i s m ． J C e l l S c i ， 2 0 0 l ；1 14

( 1 3 ) ：2 3 7 5 — 2 3 8 2 ．

( 责任 编 辑 ：谭 乐 勤 )
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