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　　提　要:目的　在预测的SED免疫识别活性位点处引入定点突变 ,构建SED突变体。方法　分别设计侧翼引物和突变

引物 ,用megaprimer PCR方法引入突变碱基 ,将PCR产物与 pTrcHis-B质粒连接 ,转化 E.coli DH5α,用 IPTG 进行诱导表达 ,金

属螯合亲和层析法纯化 ,免疫印迹检测纯化的蛋白。结果　测序结果表明在相应的位置引入了正确突变, SDS-PAGE 和免疫

印迹检测结果证实了目的蛋白的表达 ,将构建成功的突变体分别命名为 SEDN23A、SEDN23A/H26R 、SEDF45A、SEDL59A、

SEDN61A、SEDI92A 和 SEDF203A。结论　成功构建了一系列 SED突变体 ,为后续的免疫识别研究奠定了基础。

　　关键词:超抗原;葡萄球菌肠毒素 D;突变体
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Construction and identification of expression of superantigen SED mutants
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of Immunology , College of Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To construct staphylococcal enterotoxin D(SED)mutants expressed in Escherichia coli

(E.coli).Methods　The expected mutants were introduced into the SED DNA by megaprimer PCR method.The

PCR products ligated to plasmid pTrcHis-Bwere transformed into E.coli DH5αfor IPTG-induced expression.The tar-

get protein was purified by Ni-NTA metal-affinity chromatography and analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting.

Results　The sequencing results showed that mutant nucleic acids were successfully introduced at the expected sites of

SED gene.SDS-PAGE and immunoblotting confirmed that the proteins of SED mutants were obtained by Ni-NTA met-

al-affinity chromatography.The mutants were named as SEDN23A , SEDN23A/H26R , SEDF45A , SEDL59A ,

SEDN61A , SEDI92A , and SEDF203A , respectively.Conclusion　Several SEDmutants are successfully constructed ,

which lays a foundation for subsequent studies of immune recognition of SED.

　　Key words:superantigen;staphylococcal enterotoxin D;mutants

　　超抗原是一类新型蛋白质抗原分子 ,主要是一些细

菌、病毒及支原体等微生物的分泌或代谢产物。超抗原

的两大特点决定了其与普通抗原有着本质的区别:第

一 ,它不需要抗原提呈细胞的内处理 ,而是以完整蛋白

质的形式直接与主要组织相容性复合物Ⅱ类分子(major

histocompatibility complex , MHCⅡ)抗原结合槽的外侧特

异性结合;第二 ,超抗原与T 细胞的识别仅涉及TCR五

个可变区(Vα、Jα、Vβ 、Dβ 和 Jβ)中的Vβ 。一种超抗原往

往 有 数 种 T 细 胞 受 体 Vβ (T cell receptor
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Vβ ,TCRVβ)特异性 ,所以可激活比普通抗原高达 103

～ 10
5
倍的 T 淋巴细胞 ,这一特性决定了超抗原具有

强大的免疫刺激功能 ,也赋予了超抗原不同寻常的

临床意义 。

　　金黄色葡萄球菌超抗原家族由于涉及的疾病谱

非常广泛 ,一直是比较活跃的研究领域。目前发现

的金黄色葡萄球菌超抗原分子多达十余种[ 1 ,2] 。葡

萄球菌D型肠毒素(staphylococcal enterotoxin D , SED)

是一种常见的毒性作用较强的金黄色葡萄球菌肠毒

素 ,但对其免疫识别的研究相对较少 ,目前尚无涉及

SED与TCR和 MHC 相互作用的研究。定点突变技

术是对蛋白质免疫识别的具体部位和关键氨基酸进

行精确定位的常用方法。我们对SED可能的活性位

点进行预测 ,运用丙氨酸扫描突变方案 ,采用大引物

PCR方法 ,构建了一系列SED突变体 ,为进一步的免

疫识别研究及筛选和构建有应用前景的突变体奠定
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基础 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　质粒和菌株　　pTrcHis-B 由 Karp 教授(university of

texas southwestern medical center)惠赠;pTrcHis-SED 重组质粒由

本室构建[ 3] ;E.coli DH5α。

1.1.2　主要试剂　　限制性内切酶 EcoRⅠ 、BamHⅠ(华美

公司);TaqDNA聚合酶(上海生工生物公司);T4 DNA 连接酶

(MBI 公司);dNTP(上海生工生物公司);凝胶回收试剂盒

(MILLIPORE 公司)。

1.1.3　引物　　按 GeneBank公布的 SED cDNA序列 ,根据选

定的突变位点 ,设计引物(上海生工生物公司合成)如下:

　　侧翼引物:

　　P1　　5′CGGGATCCGTCAGTAAAAGAGAAAGAATTGC 3′

　　　　　　　　　　　BamHⅠ

　　P2　　5′CCGGAATTCAATGGCTTTAGTGTCTGATG 3′

　　　　　　　　　　　EcoRⅠ

　　R1　　5′GGAATTGGGCATCGATTAACT 3′

　　突变引物:

　　T23　　5′GTTTCATCGCATTTAGCGCGGTACT 3′

　　T45　　5′CTAACGCTTGATCTCCTGTACT 3′

　　T59　　5′TCAAAATTGATCGCGTCAGTAA 3′

　　T61　　5′AATCTTCAAACGCGATAAGGTCAGT 3′

　　T92　　5′AACAATTCGCGCTATATCT 3′

　　T203　5′AAGGGTGATGCGCCCGAAAAAC 3′

1.2　方法
1.2.1　大引物法引入突变　参照文献[ 4] 介绍的方法。原理

如图 1。第一轮 PCR产物片段纯化后用作大引物 , 第二轮

PCR产物酶切后用于连接。

图 1　大引物 PCR定点突变示意图

Fig 1　Schematic construction of mutants by megaprimer PCR method

1.2.2　突变体表达载体的构建　　pTrcHis-B质粒和 PCR回

收产物分别经 EcoRⅠ 和 BamHⅠ 双酶切后进行连接反应。

阳性重组子的筛选 、鉴定均参照文献[ 5]进行。

1.2.3　序列测定　　采用 PE310型 DNA 自动测序仪进行双

脱氧末端终止法测序 , 由基康公司完成。用 Vector NTI Ver-

sion6.0 软件的 AlignX进行多重序列比较。测序引物如下。

　　上游引物:5′GAGGTATATATTAATGTATCG 3′

　　下游引物:5′GATTTAATCTGTATCAGG 3′

1.2.4　SED突变体的表达和纯化　　取 10 ml重组 DH5α(已

转化 pTrcHis-SED)过夜饱和培养菌 ,接种于 1 L LB(含 Amp 50

μg/ml), 37 ℃振荡至 A600为 0.6 , 加入 IPTG至浓度为 1 mmol/

L , 37 ℃振荡培养 5 h , 4 ℃离心收集细菌。将收集的细菌 50

倍浓缩溶于裂解液中 ,加入溶菌酶至 100 μg/ml , 冰上孵育 30

min。冰上超声破菌后离心 , 取上清。在制备好的细菌裂解液

中加入Ni-NTA树脂(1 ml树脂/4 ml裂解液), 4 ℃温和摇动

孵育 1 h。将 Ni-NTA 树脂装柱。缓冲液反复洗柱 , 直至流出

液 A280小于0.01。用10 ml的洗脱缓冲液洗脱蛋白 , 收集洗脱

液。取各组分洗脱液 5 μl , 进行 SDS-PAGE 凝胶分析 , 初步鉴

定蛋白的量和纯度。将蛋白含量和纯度较高的组分混合 ,

PEG-6000浓缩蛋白溶液。浓缩的蛋白溶液于 PBS 中充分透

析 ,准确定量后 , 分装成小份 , -70 ℃冻存备用。

1.2.5　SED突变体表达产物的免疫印迹分析　　参照文献

[ 5] 介绍的方法进行。

2　结果

2.1　大引物片段的 PCR扩增
　　引物 R1/ T23 、P1/T45、P1/ T59 、P1/T61、P1/T92 、P2/T203 分

别以回收的SED DNA为模板扩增 ,产物经 2%的琼脂糖凝胶

电泳检测 ,结果见图 2。

1 , 2:Product of PCR with R1/ T23:218 bp;3:Product of PCR

with P1/ T45:160 bp;4:Product of PCR with P1/T29:189 bp;

5:Product of PCR with P1/ T61:192 bp;6:Product of PCR with

P1/ T92:283 bp;7:Product of PCR with P2/ T203:149 bp;8:

DNA Marker DL2 000:2 000 , 1 000 , 750 500 , 250 100 bp

图 2　PCR扩增的大引物片段
Fig 2　Purified SED mutants by SDS-PAGE analysis

2.2　SED突变体全长DNA片段的扩增

　　琼脂糖凝胶回收大引物片段 ,各大引物分别与相应
的侧翼引物以回收的 SED DNA为模板扩增 , 产物经 2%
的琼脂糖凝胶电泳检测 ,结果见图 3。

2.3　突变体表达载体的构建及酶切鉴定
　　将 SED突变体全长 PCR产物酶切后与 pTrcHis-B 连
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接 ,转化 DH5α, 挑取可疑阳性单菌落 , 小量抽提质粒后 ,

进行酶切鉴定。结果可见 744 bp 的插入片段。

1 ,10:DNA Marker DL2 000:2 000, 1 000 , 750, 500, 250 , 100 bp;

2 ,3:Product of PCR with megaprimer R1/ T23 andP2:915bp;4-7:

Products of PCR respectively with megaprimer P1/T45, P1/T59, P1/

T61 , P1/ T92, P2/T203 and P2:744 bp;8:Product of PCR with

megaprimer P2/ T203 and P1:744 bp ;9:Product with P1/ P2 PCR:

744bp

图 3　PCR 扩增的突变体全长 DNA

Fig 3　PCR products of full-length DNA of mutants

2.4　序列测定
　　测序结果表明在 45、59、61、92、203 位氨基酸对应的

DNA序列处均引入了正确的突变 , 其它位点未见突变。

此外 , 在 23位氨基酸对应的 DNA 序列处引入突变的同

时 , 26位氨基酸对应的 DNA 序列处有一随机突变 , 将 His

突变为 Arg ,重复测序确证后 ,保留此双突变。重新构建

23 位的单突变体 ,测序验证引入正确突变。将构建成功

的突变 体 分别 命 名 为 SEDN23A、 SEDN23A/ H26R 、

SEDF45A、SEDL59A、SEDN61A、SEDI92A 和 SEDF203A。

2.5　SED突变体的表达 、纯化和鉴定
　　阳性重组菌经大规模诱导表达后 ,经Ni-NTA 柱进行纯

化, SDS-PAGE分析结果 ,见图4。将纯化的突变体蛋白进行

免疫印迹分析 ,结果在与SED同样大小的位置处出现特异

结合带(图 5)。

1:Middle molecular weight proteinmarkers:66, 45, 36, 29, 24, 20.1, 14.2

×103;2:Purified SED:30×103;3-9:Purified SEDN23A , SEDN23A/

H26R, SEDL59A , SEDN61A , SEDI92A , and SEDF203A

图 4　SDS-PAGE分析纯化的 SED 突变体

Fig 4　Analysis of purified SED mutants by SDS-PAGE

1:SED;2-8:SEDN23A , SEDN23A/H26R , SEDL59A , SEDN61A , SE-

DI92A , and SEDF203A

图 5　SED突变体蛋白的免疫印迹分析

Fig 5　Immunoblot analysis of SED mutants

3　讨论

　　近十年来 ,超抗原一直是免疫学研究中的热

门课题之一[ 6] 。业已证明 ,超抗原参与多种感染

性疾病 、自身免疫性疾病甚至艾滋病的发病过

程[ 7] 。对超抗原免疫识别机制的深入研究 ,可望

进一步为相关疾病的防治提供新的方法。针对

细菌性超抗原的 TCR或MHC 结合位点 ,将其进

行改造后制成超抗原减毒预防性疫苗 ,可用于预

防细菌感染引起的毒素休克综合征[ 8] 。此外 ,超

抗原所活化的大量 T 细胞以及活化细胞所分泌

的大量细胞因子对肿瘤细胞具有强大的杀伤作

用 ,而针对超抗原的免疫识别位点 ,将超抗原改

造成人体可耐受的免疫毒素 ,可望成为新一代抗

肿瘤免疫分子[ 9] 。因此对超抗原免疫识别的研

究具有重要的理论和应用价值 。

　　运用定点突变技术进行超抗原免疫识别的研

究是一种快速 、有效的方法。但存在的风险是局部

氨基酸的突变可能影响整个蛋白质的折叠或稳定

性 ,因此 ,氨基酸的替换应尽量避免引起蛋白质整体

构象的变化。除了突变位点的选择外 ,替换氨基酸

种类的选择也对保持蛋白质整体构象至关重要。

丙氨酸是 20种氨基酸中最没有“个性”的氨基酸 ,既

没有侧链和特别的构象 ,也没有化学反应性 ,可以出

现在蛋白质结构的任何部位 ,因此 ,用丙氨酸替换可

删除氨基酸的侧链 ,使局部空间位阻和静电势能最

小化 ,而保持蛋白质的基本构象不变。鉴于此 ,本研

究利用常用的丙氨酸扫描突变(alanine scanning mu-

tagenesis)来替换被突变的氨基酸残基。

　　目前在克隆化DNA中引入突变的方案有多种 ,

大致可分为四类:①寡核苷酸介导的诱变;②基因合
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成;③区域特异性诱变;④利用 PCR引入突变。在

上述几种方法中 ,PCR最适合于在DNA中导入预期

的定点突变 ,该方法简便、快速 ,而且引入突变的效

率极高 ,理论上可达 100%。目前常用的两种引入

突变的 PCR方法为重叠区扩增基因拼接法(gene

splicing by overlap extension , gene SOEing)[ 10]和大引

物PCR(megaprimer PCR)[11] 。重叠区扩增基因拼接

法需要两个侧引物 ,两个突变引物 ,3次 PCR ,才能

构建一个突变体。而大引物PCR只需一个突变引

物 ,2次PCR即能构建一个突变体 ,是目前 PCR突

变方法中最简便 、最经济 、最有效的方法 ,因此 ,本研

究选用大引物 PCR法在选定的位点成功引入了预

期突变。

　　总上 ,本研究在已建立 SED原核表达系统的基

础上 ,在预测的 SED活性位点处引入了定点突变 ,

并对突变体进行了原核表达和纯化 ,为 SED免疫识

别研究及筛选有应用前景的突变体奠定了基础。
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　　(上接 46页)
置是水平位 ,因为该位置可避免对上方伤口的刺激损伤和晶

体襻脱出。调整时 ,应用晶体钩交替压缩上 、下弹性襻 ,使之

离开房角接触后再旋转到位 , 切不可随意旋转 , 以免造成大

范围房角损伤或虹膜根部离断。有时后房压力高 , 虹膜膨隆

明显 ,或瞳孔缩小不明显 , 使旋转困难 , 这时不必强求将襻调

整到水平位 ,只须将襻调整到离开角巩缘切口就可以了。 本

组近 1/ 3病例未完全调整到水平位 , 术后效果及反应与调整

到水平位者无明显区别。 ⑤常规作虹膜周切。 因为前房晶

体植入者均存在晶体后囊膜破损或缺如 , 容易产生瞳孔阻

滞 ,引起青光眼及前房变浅 , 晶体接触损伤内皮 ,所以本组在

晶体植入后均常规作了虹膜周切 , 从而避免了上述并发症。

注意周切孔不要靠近晶体襻 ,以免襻对切口产生刺激。

3.3　前房晶体植入的优点
　　前房晶体植入的效果是良好的 ,本组 76.9%术眼术后视力

在0.5以上,与一般后房型人工晶体植入的效果相似 ,术后视力

较差者,主要与同时存在的角膜白斑 、眼底病变等因素有关。

　　在不适合植入普通后房晶体的情况下, 植入新型前房人工

晶体可能比植入缝线固定型后房晶体具有更多的优点。其一是

前房晶体植入操作较简单,植入较容易 ,而缝线固定型晶体植入

的操作则较复杂 ,植入较困难。其二是前房晶体植入并发症较

少而轻,安全度较大。由于新型襻弹性好, 且设计为四点固定 ,

在前房内固定良好 ,不会因为眼球运动而在前房内活动,克服了

以前硬质闭合襻引起房角和内皮严重损伤、炎症反应重的缺点。

本组2 例术中出血是因为初期植入时经验不足 ,旋转晶体时对

襻未足够压缩离开房角 ,以致损伤虹膜根部引起出血, 操作熟练

后是完全可以避免的。术后前房积血主要是巩膜隧道切口出

血,与晶体本身无关。术后炎症反应较重或角膜水肿较明显者 ,

主要是白内障摘除时操作较多 ,或外伤本身引起的炎症反应所

致,而与晶体植入关系可能较小。而缝线固定型后房晶体植入

时,缝针穿过睫状沟易引起眼内出血 ,且出血常进入玻璃体而难

于吸收,同时操作较多, 对玻璃体搅动大 ,术后炎症反应也可能

较重。另外,前房晶体发生倾斜的情况也比缝线固定型后房晶

体少[ 5] 。

　　关键词:前房;人工晶体
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