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用融合蛋白在大肠杆菌中高表达 

百 日咳杆菌毒素蛋白S。亚基基因 

临床生化教研室 

美国洛竟菲勒大学 H．R。bertMasure 矗 “． ,-／ 

／斗 提 曩 用多聚蔫链反应口cR 和基囡重组技术迅过百日嚷毒素s。亚基基囡和高表达质缸 
pMAL—C梅建了麦芽糖结旨强白(MBP)和(s 亚基蛋白的融合基固．井在大脯杆茁中高鼓表达 

T(MBP-S，)融合置白．该融台蛋白产率占细胞总蛋白古量的25 ．并且能用置 白酶 固于】 将融旨 

置白切开 ．樽到MBH42KD)和S。亚基簧白(21．87KD)．饿方法表达敷卑高 ．1电化过栏筒单．为墓 周工 

程技术生产该毒素提供了新的途径． 
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百日咳毒索(p~etussis toxia P'rx)是 
一 种六面体蛋白 ，它由A和B两个部份组 

成，A是S 亚基蛋白(MW．26．026KD)能促使 

细 胞 内cAMP的增加 ，产生 多 种生物 学 

括性“】。B mS (21．925KD)，Sa(21．873KD)， 

S‘(12．059KD)和S (11．013KD)四种蛋白亚 

基共同组成．主要为S 发挥作用提供细胞受 

体识别功能 使S 能与宿主细胞膜相互作 

用，其 中S，和S。对介导细菌粘附到宿主细胞 

上起重要作用 ．并且两者在结构上有很好的 

同源性 ．用基因工程技术生产S，毒紊。不 

仅对进一步弄清这种毒襄的粘附性质．而且 

对发展新一代百 日咳杆醣疫苗都具有十分 

重要的意义。此研究是首次撤迫在大肠杆菌 

中用融合蛋白技术素选重组的百日咳毒素 

S，蛋白。 

1 材料及方法 

1．1 蕾种、试剂豆位■ 

大 脑 杆 菌DH5a由 Bethe Bda实 羞 窒提 

供．pMAL—C融合蛋白表达质托．置 白酶田子Xa． 

麦芽惦墓亲和层折挂均购自Ne En窖hnd Bio- 

labs公司 各种工具爵分别购 自New Eaglend Bjo- 

labs公司．Hlam 眦 ia公 司和Prom~ga公司．Sl亚基 

DNA楼 板和8。亚基 叠 白单竟睡抗体 由Elain．L 

uomanen Lab提供 ．PcR但器及Kit由CETUS公 

司购人 Phast·y搴 电泳熏坑由Ph~rm cm公司 

购人 DNA标准爰8D8一PAGE低舟 于量置 白标 准 

由Bio—R·d公司聃人． 

1．2 PCR 

首先合成一对用于扩增编码s．基因的引韵．此 

工 作 委 托oIigoB Etc．公 司 完 戚 ．引 舒 l为 

5 CCGAATTCGTTGCGCCAGGCATCGTC3 

，该引韵从S．亚基篮白硐29aa开 蛤．鬃接置白酶 因 

于Xa识别序列之后 ．引精的5 墙有一个Ec0R I酶 

切位点．引扫2为5 CCGAATTCGTTGcGCCA． 

GGCATCGTc3一丧 引物为8，一 螬稿码序刊的互 

补序列．古有S8l I醇切位点。所用慎板为50n 棱 

馥序列丹析鉴 定的古有S．擂人 片段 的重组质 

粒 ．PCR反应傩祝为10 1．引恸 浓度为 100pmol， 

Taq膏为0．75u．热壤环扩增条件为95℃ 5min变性 ． 

94℃lJ~iB、56℃l皿i n'72℃2 rain．共3O痰培环．再 
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72℃延 仲7 rain．取鼬l PCR产物在0．7 琼脂 惜凝 

胶 电诛 检 测。 

1 3 扩增片段的克蹙 

将扩增产物用酚一氯仿抽提后分别 旰IEcoR l 

及Sal I进 行积酶切．并与同样骚两种 痔酶讶 

表达载 ~pMAL—c进}亍连接．重组质 再用Er R 

I和sal I消化．琼脂搪电诛证实插^片 堑已 ^就 

体．再将重组的质植纯 化后转 比DH5 宿王 在鲁 

有Amp的LB平板上(台X-gaD进行筛选．挑选山ld 

有融 合基田插人片段的转化菌落． 

1,4 诱导表选 

在37℃ LB液体培养基 中生长已转化的E coli 

当生长到细胞教约为2×10叫 细胞／ml(OD 600= 

0．5)加^诱导剂IPTG(终浓度为0．5retool／L)．继续 

生长2,h收获细甩  

1．6 分离纯化及鉴定 

分离纯化按New Enmand Biolabs公司提供 

的方法进付“ ．首先在4000× 低温离 ~lOmm，沉 

淀的细胞在悬浮后超声破碎 ．用麦芽糖基亲和层析 

~(Amylose reBin)f；舞去杂蛋白．得到的融合蛋白再 

用蛋白薛园子xa将其~ MBP(42KD)@S；亚基 蛋 

tff21．87KD)鉴定用8—26 SDS-PAGE电泳戢4 l 

田 0 7 璋磨糖疆腔 电珠鉴定PcR扩增的百日嚷 
杆菌毒蠢8。亚基基因殛用B coR I和Sal I消 

化的pMAL—C、pMAL—P质粒． 

1．DNA标 准品． 

2．pCR扩增的S 亚基基目。 
3．0．6KB PCR阳性 对照。 

4．用E．coR I fⅡSal I酶 切后 的pM AL—C质 

垃． 

5．用E．∞R I和Sal I酶切后的pMAL—P斌 

粒． 

样 品按Phamacia公 司的Phast电泳 搜说 明书进 

2 结果 

见图1。用引物1和引物2扩增 出分子量 

接近600bp的DNA片段，与编码S。活性 区域 

的DNA大小一致 ，该 片段 插ApMAL-C质 

粒后，转化宿主菌．获得3株重组质粒的阳性 

克隆菌 重组质粒经EcoR I和Sal I消化， 

插A的S DNA片段可被消化切下，符合原先 

的设计。将上述阳性质粒转化宿主表达菌之 

后，可诱导 出一分子量接近63_8KD的融合 

蛋 白(MBP-S。)(图2)，其中融 合蛋白的产率 

约 占细胞蛋 白总量的25 ，蛋 白经纯化后用 

Factor-Xa将其 切开．用S一25 SDS—P 

AGE电泳分别得到与MBP(42KD)和S。(21． 

87KD)相同的两个片段(图3)，再经转移电泳 

Western—b1otting(抗体为抗S，单 克隆抗 

体)实验显示，21．87KD片段可与S，亚基蛋白 

抗体发生反应。 

圈2 E．coli 表达融合 蛋 白后蠲胞摄取液的SDS 

-pAGE田谱。 

l_低分子量蛋白质标 准品。 

2．诱 导表达后的大 晒杆菌细胞提取{疰 l6 。 

3．诱导袭选后 的大晒杆菌细胞提取液 l8 ． 

4．诱 导表达后的大肠杆菌细胞提取藏 32#． 

5．诱 导袭选后 的大 肠 杆菌 细胞 提取 液 36#． 

6．诱 导袭进后的大肠杆菌细胞提取液 41 。 

7．低分子盛蛋白质标准品． 
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围3 用SDS—PAGE鉴定经部分纯化的MBP—S， 

融台番 白和经Factor—Xa葺每切后的S。亚基叠 
白． 

1用Factor—Xa酶切6ihnin后． 

2．用Factor—Xa酶切0min~， 

3．低分子量置白质标准品． 

4．用Factor—Xa酶切45min后。 

4．用Factor—Xa酶切30min~。 

3 讨论 

在工程菌中直接表达PTx亚基蛋 白基 

因往往不稳 定，而且产量不高 纯化十分困 

难 ，用融合蛋白技术在大肠杆菌中表达克 

隆化基 因在研究蛋 白定位及功能分析方面 

都极有价值 而融合蛋白既可大量生产，又 

易于纯化，还可以诱发抗体反应“ 。我们 果用 

~pMAL-C表达质粒有一个编码麦芽糖结 

合蛋白(MBP)的malE基因，该基因的信号 

序列已谚切去，所 以产生胞浆表达“ 。为了 

防止所表达的蛋 白质被细胞内的蛋 白酶降 

解，另外使表达产物能按照恰当的方式折叠 

并分泌出有一定活性的蛋 白质，我们曾用一 

种在大肠杆 菌细胞的外周质中进行表达的 

质粒(pMAL-P)来表达S 亚基(未发表的数 

据)．但未检出合适大小的融合蛋 白，这可能 

是 由于分泌肽在外周 膜被信号肽酶在不恰 

当的位置 被切 割 ”。 

pMAL-C表达质粒基 因的上游是很强 

的启动 ．它可以产生高水乎的表达。实验 

结果显示它的蛋白产率可 占细胞总蛋白的 

25 。在malE基因的下游有多个酶切位点， 

允许克隆的基 因插在ma1E基 因的下掰，产 

生MBP和S 亚基的融合蛋白，由于S 亚基蛋 

白紧密地偶联在MBP上可以使S 亚基蛋白 

得到更稳定的丧达，减少了在大肠杆菌细胞 

内的过度降解 。另外在malE基 因与S 亚基 

基 因之间编码有一个 特异的蛋 白酶因子Xa 

的识别位点，使产生 的融 合蛋 白63．8KD能 

教蛋白酶因子Xa切开，得到MBP(42KD)和 

S，(21．78KD)两种 蛋白，很容 易经麦芽糖 

的亲和层析柱纯化之后得到S。亚基蛋白。我 

们 的韧步纯化没有经过包涵体的溶船和再 

折叠过程，但融合蛋白仍可与麦芽糖基结 

合，并且被蛋白酶因子Xa切开，由此得到的 

S 亚基蛋白可与单克隆抗体反应。为 了确定 

这种表达蛋白的生物学活性，需要进一步纯 

化包涵体完成功能实验。 

参 考 文 献 

l_Uim KT．et a1 Proc Natl Acad Sci USA 1982； 

79：3129 

2．Noglmollk TM ．et a1．Bioch emistry 

198&21：5516 

3．Locht C．et 1．Science 1986；232：1258 

4 Capian C,et al FE 婷 Lett 1986；204：336 

5 Nicasia A．et al Proe Nca1 Sci USA l986：83： 

4631 

6．New Lngland Bi0labs，Inc，Protein Fusion 

and }ulification Sy eln，D~ections for ex- 

pression and purificatiort of proteins from 

cloned genes 1991．1 

7．Pharmacia．LKB Bfotechnf ,gyJnc．，Phastl 

mage users manttal、Pro~．c d blotting devel 

opment technique file．220；8DS—PAG E sep- 

aration l*vhni ue file．110 

8 Bru nette W N，et a1．Biotechnol 1988；6：699 

9 Samvrook J．et a1．Cold spring Harbor l~bo- 

l05 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


ratory Press，I％9；17(I)：822 

10 Guan C，et a1．Gene 1987；67：21 

11 MainaCV．et a1．Gene 1~88；7,1：365 

12．Talmadge K，et a1．Proc Natl Acad Sci 

USA 198Cl：77：3988 

13．Gray GL，et al Gene 1985；3~．2,17 

嫩  日期 1995-11—16) 

HIGH LEVEL EXpRESSION Bordetella Pelttussis 

TOXIN S SUBU_Ni’BY THE FUSING PROTEIN 

TECHNIQUE IN Escherichia Co， 

矾" Yibing．et a1 ． 

Dept．of Clinical Biochemistry ’ 

Using Polymerase Chain ReaCtion(PC R)and recombinant DNA techniques，a fusing gene 

vector including maltose binding protein (MBP)and pertussis toxin SI(PTX—S3)subumt protein ’ 

is constructed by PTX—Sl gene and a high level expression plasmid pMAL—C．High level 
expression of the fus ing protein may be produced by the fusing plasmid in E．eoli．the fus ing 

protein (Mw 63．87KD：Iyield is about 25 in the whote cell protein．MBP(MW,42KD)and 
PTX—S~(MW．21．87KD)may be obtained by cutting the fusmg protein with the factor—Xa．．nle 
method have a high level expression and shnple purification proces~ which will be a very useful 

road to contribute and produce PTX—s|in E．coli． 

KEy W ORDS Bordetella pertussis toxin s|~bunit；Escherichia coli：Fusing protein 

(上接第116页) 
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OBSERVAITON 0N THE M ORPHOL0GY 0F RED BLOOD 

CELL W ITH SCANNING ELECTR0N M ICROSCOPE IN 

VITAMIN A DEFICIENT RATS 

0“Ping．et a1 

Children Hospita} 

The morphology of ch'culating red blood cell(RBc)with Vitamin A deficient(vAD)rats was 
detected by scanning electron micmseope．The restdts showed that th e RBC of VAD rats were 

smal1．0 en tear —drop or gpi~dle shaped．acan thotic and uniformly stained spherocytes tacked th e 

biconcave translucent center of control cells the results suggest that abnormal shape of RBC will 

beca used byVAD Itis probablytile ofthemechanisms ofanemia caused byVAD． 

KEY W O RDS Vitamin A deficiency；Tl~·~hape of RBC；Scanvlng electron m icro scope 
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