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摘要 目的  克隆金葡菌肠毒素 ≤
全长基因 构建 ≥∞≤

的表达载体 实现其可溶性表达 并对纯化的 ≥∞≤
蛋白

的生物学活性进行研究 ∀方法  通过聚合酶链式反应  °≤ 从金葡菌 ƒ 菌株基因

中得到肠毒素 ≥∞≤
的基因 将其克隆至融合表达载体 ∞÷ 2×2转化大肠杆菌进行表达并对融合蛋白进行亲和色

谱纯化 ∀通过考察重组 ≥∞≤
对淋巴细胞的增殖作用及其对肿瘤细胞杀伤活性的影响 对其超抗原活性和免疫学活

性进行研究 ∀结果  得到正确的肠毒素 ≥∞≤
基因序列并得到高效表达的融合蛋白  ××法结果表明 重组 ≥∞≤

表

现出良好的促淋巴细胞增殖活性 且能够增强淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤活性 ∀结论  本研究成功克隆了 ≥∞≤
基

因 表达并纯化出具有抗肿瘤生物学活性的重组 ≥∞≤
蛋白 为进一步对其分子抗肿瘤作用机制进行研究以及构建靶

向抗肿瘤融合蛋白奠定了基础 ∀
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  超抗原 ∏≥是一组由细菌或病

毒编码的蛋白质分子 无需抗原提呈细胞 °≤ 加

工处理 即可直接与 °≤膜上的  ≤ 2类分子的

抗原结合槽外侧非限定性结合 以完整的蛋白质分

子形式被提呈给 ×细胞 导致带有 ∂ Β的 ×细胞大量

活化增殖 ∀超抗原的特点就是只需极低质量浓度

 ∗  # 

就可刺激大部分具有 ×≤ 2∂ Β序

列的 ×细胞增生 被激活的 ×细胞可达总数的

 ∗  从而产生极强的免疫应答 ≈ ∀金葡菌

肠毒素 ¬≥∞是由金葡菌
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分泌的一组具有超抗原活性的细菌毒素 ∀目前已发

现了 ≥∞的 个血清型 ≥∞ ∗ ≥∞其中 ≥∞≤包

括 ≥∞≤ ≥∞≤和 ≥∞≤亚型
≈ ∀

具有 ≥活性的 ≥∞有很强的免疫激活作用 

将其注射动物 数小时后血清中便出现大量的

×ƒ2Α和 ×ƒ2Β接着便出现 2 2 2及

ƒ2Χ水平的提高 ≈ ∀将 ≥∞直接应用于肿瘤细胞

的治疗是 ≥∞治疗肿瘤的最早模式 这一应用始于

⁄等的发现 ∀该发现表明利用超抗原来治疗

 ≤ 2肿瘤细胞是完全可能的 ≈ ∀ ≥∞≤作为一种

重要的肠毒素 其抗肿瘤的作用已经应用于临床治

疗 并具有确切的疗效 ≈ ∀本研究克隆了金葡菌肠

毒素 ≥∞≤全长基因 构建了 ≥∞≤的表达载体并实

现了可溶性表达 并对纯化的 ≥∞≤蛋白的生物学

活性进行研究 为进一步研究 ≥∞≤及其融合蛋白的

抗肿瘤活性奠定了基础 ∀

材料和方法

菌株与质粒  大肠杆菌 ⁄Α及 为浙江

大学药学院生物制药研究室保存 质粒 ∞ 2×和

∞÷ 2×2均购自 °公司 质粒 ∞ 2×2

≥∞≤和 ∞÷ 2×22≥∞≤为浙江大学药学院生物制

药研究室构建 ∀

实验动物  ≤ 小鼠 体重  ? 雌雄兼

用 购自浙江省医学科学院实验动物部 ∀

实验细胞系  小鼠黑色素瘤 细胞 ×≤≤

慢性髓原性白血病细胞 浙江大学肿瘤研究

所 耐药慢性髓原性白血病细胞 2⁄阿霉素

⁄ 抗性 ⁄质量浓度为  Λ# 

浙江大

学药学院生物制药研究室逐步诱导 建立 以

上细胞系均由浙江大学药学院生物制药研究室保

存 ∀

主要试剂  Ταθ聚合酶 !限制性内切酶 ΕχοΡ

和 Ξηο!×⁄连接酶购自 ∞公司 °×和低

熔点琼脂糖购自 公司 °≤ 引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司代为合成 ⁄测序由上

海联 合 基 因 集 团 有 限 公 司 完 成  ∏

≥为  °公司产

品 凝血酶购自常州千红生化制药有限公司  ° 

培养基为 公司产品 胎牛血清 ƒ≤≥购

自杭州四季青生物工程材料有限公司 进行 • 

的抗 ≥∞≤抗体由浙江大学药学院生物制药

研究室筛选制备 ∀其他生化试剂  ××≤ 和

⁄凝胶回收试剂盒均购于上海生工生物工程技

术服务有限公司 ∀

引物的设计与合成  参照文献及数据库 用

⁄≥× 软件分析 ≥∞≤的基因序列进行引物设

计 ∀合成的引物序列如下 上游引物 2χ ×

 ××≤  ≤ ≤ ≤≤ ≤ ≤≤ χ下游引

物 ⁄2χ ≤×≤  ×× ×≤≤ ×× ≤×× ××

××  χ∀其中上游引物 χ端引入 ΕχοΡ酶切位

点 下游引物 χ端引入 Ξηο酶切位点和终止密码子

××∀

金葡菌基因组的提取  接种金葡菌于 液体

培养基 过夜培养 离心收集菌体 菌体用生理盐水

洗过后 用溶葡萄球菌剂重悬菌体 加适量的蛋白酶

  ε 水浴至菌悬液黏稠 加入等体积  ≥⁄≥2

 # 


×裂解液 室温下作用并不时振

荡 约  后加入等体积饱和酚混匀 室温 

稍加振荡   # 
离心   ε 

吸收上层水相 此水相反复用饱和酚抽提 次后 吸

水相加 1体积  # 


 1及 倍

体积的   ε 预冷的无水乙醇 混匀后 放置于

  ε ∀  后    # 
离心  

 ε 小心倒去上清液 灭菌去离子水溶解 ⁄

置于  ε 备用 ≈ ∀

目的基因片段的扩增 !克隆及序列鉴定  用上

述步骤提取到的金葡菌基因组为模板 进行 °≤ 扩

增反应 ≈ ∀  Λ的反应体系中加入  ≅反应缓

冲液  Λ ≤ 1 ≅ 


# 

  Λ

×°1 ≅ 


# 

  Λ质粒模板  Λ

上游引物  ≅ 
# 


  Λ下游引物  ≅




# 

  ΛΤαθ聚合酶  补水至 

Λ分装成  ≅  Λ体系 ∀扩增条件  ε  

个循环  ε   ε   ε   ε

 ∀

将 °≤ 产物回收后直接与 ∞ 2×载体以 ×

⁄连接酶连接 将连接产物转化入用 ≤≤方法

制备的感受态细菌 ⁄Α通过蓝白筛选 挑阳性克

隆用内切酶 ΕχοΡ和 Ξηο对质粒进行双酶切鉴定 ∀

将有插入片段的克隆进行测序 然后用 ⁄≥×

软件将序列与 中的基因进行比较 以确定

°≤ 扩增是否正确 ∀

ΣΕΧ2序列在 πΓ ΕΞ 24Τ21载体中的亚克隆和诱

导表达  大量提取重组 ∞ 2×载体质粒 用 ΕχοΡ

和 Ξηο酶切出目的片段 ≥∞≤后 纯化连入 ∞÷ 2

×2载体 转化感受态细胞 ⁄Α构建的表达质粒

相应地命名为 ∞÷ 2×22≥∞≤ ∀酶切鉴定正确后 
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用提取的质粒再次转化表达宿主 ∀挑取阳性

菌株在含氨苄青霉素  # 

的  ≅ ≠ ×培养

基中  ε 振荡培养过夜 次日按 接种于新鲜培

养基中  ε 振荡培养 1 至 Α  1加入

°×至终浓度为 1 ≅ 


# 

继续培养

 离心收集菌体 ∀

融合蛋白的可溶性鉴定及亲和色谱纯化  诱导

后菌液在  ε 下   # 
离心  弃上清

液 按每毫升培养物用冰预冷的磷酸盐缓冲液

°≥  Λ重悬 ∀超声破碎菌体 加  ×

÷ 2至终浓度为  轻轻混匀放置  ∀

  # 

 ε 下离心  转移上清液 ∀

取诱导后破菌上清液蛋白样品及诱导后破菌沉淀蛋

白样品进行 ≥⁄≥2°∞分析表达产物的溶解性 ≈ ∀

用冰预冷的 °≥  将 ∏≥

凝胶珠 1 洗涤数次 以 °≥按 比例

重悬 该糊状琼脂糖凝胶可于  ε 短期保存备用 ∀

取适量诱导后破菌上清液蛋白样品 每  培养

物加入  ∏≥混悬液  Λ

可结合融合蛋白  室温下混匀 放置  

用 °≥ 1 洗涤 次 ∀在脂糖珠中加入还原型

谷胱甘肽缓冲液 1 # 


×2≤ 1

# 
谷胱甘肽   1将融合蛋白从凝胶珠

中释放出来 重复洗脱多次直至洗脱完全 用 

±∏的  紫外吸收对融合蛋白的洗脱进

行检测 ∀洗脱液中融合蛋白浓度最高可达到 1

# 
 ∀

融合蛋白的凝血酶消化  由于融合蛋白 ≥×2

≥∞≤中 ≥×和 ≥∞≤两个完整的结构域之间含有凝

血酶的酶切位点 可以将经过 ∏≥

纯化的融合蛋白 ≥×2≥∞≤用凝血酶消化 ∀用凝

血酶对 ≥×2≥∞≤进行酶切  含 ≥×2≥∞≤蛋白

 的体系中加入 1 # 


≤ Λ1

# 


≤≤  Λ以及  # 
凝血酶  Λ

 ε 水浴酶切  以上 ∀再次用 ∏

≥琼脂糖凝胶珠纯化消化产物 其中酶

切下的 ≥×结合在凝胶珠上 收集的流出液即是较

纯的 ≥∞≤蛋白 ∀

Ω εστερν βλοττινγ法检测  将纯化的 ≥∞≤样品

用 ≥⁄≥2°∞电泳分离后 将电泳条带通过电转化

至醋酸纤维素膜上  ∂  ∀  ε 下 转化完全

的醋酸纤维膜用 脱脂牛奶封闭过夜 ∀ °≥和

1 ×2洗液洗 次后 用抗 ≥∞≤抗体作

为一抗  ε 下孵育  ∀洗液洗涤 次后 用辣根

过氧化物酶标记的抗小鼠 二抗与膜共孵育  ∀

以 2二氨基苯联胺为显色底物 在  存在的条

件下显色  ∀

ΜΤΤ法测定 ρΣΕΧ2增殖小鼠脾淋巴细胞对肿

瘤细胞的杀伤活性 ≈ ∗   设调零孔 仅含培养基 !

肿瘤细胞对照孔 含培养基和肿瘤细胞 !淋巴细胞

本底释放孔 ≈含空白孔 仅含脾淋巴细胞 !阳性对

照孔 脾淋巴细胞  ≤  和实验孔 脾淋巴细

胞 肿瘤细胞 !阳性对照孔 脾淋巴细胞 肿瘤细

胞  ≤ 和实验孔 脾淋巴细胞 肿瘤细胞 系

列浓度梯度的 ≥∞≤ 每孔设 个复孔 ∀ ≤ 终

质量浓度为  Λ# 

≥∞≤终质量浓度分别为

11和 1 Λ# 
 ∀以 小

鼠脾淋巴细胞为靶细胞 调整细胞数为  ≅ 
 #


加入 孔板中 每孔  Λ实验孔中分别加

入细胞数为  ≅ 
 # 

的脾淋巴细胞与细胞数

为 1 ≅ 
 # 

的肿瘤细胞混合悬液  Λ

孔 最后按不同浓度将 ≤ 与 ≥∞≤用  ƒ≤≥

 ° 培养基稀释并分别加入各测试孔中 并

小心吹打混匀 ∀

铺板后  在待测孔中加入  Λ孔的  ××

溶液 小心吹打混匀后 培养箱中继续培养  小心

吸出上清液 并加入  Λ孔的 ⁄ ≥吹打助溶

后培养箱中放置  酶标仪双波长法  

为测定波长  为参考波长 测定各孔 Α  

Α 值 仅含培养基的调零孔调零 ∀按下式计算抑

瘤率 抑瘤率      ≈抑瘤作用孔 淋巴细

胞本底释放孔  肿瘤细胞对照孔  ≅ 作图分析

肠毒素对肿瘤细胞的抑制作用 并用 ≥∏τ检验

做统计分析 ∀

结果

1  ΣΕΧ2基因片段的克隆及测序

°≤ 扩增出一条特异性的片段 大小约为 

与预计的大小基本一致 ≥∞≤基因的扩增片段

纯化后与 ∞ 2×载体连接 经 ΕχοΡ及 Ξηο双酶

切鉴定 琼脂糖凝胶电泳显示 切出大小约  

的重组片段 ∀挑取一个阳性克隆测序后用

⁄≥× 软件将序列与 °∏ 的 中基

因序列号为 ≠基因进行比较 结果显示插

入载体的目的基因与已知序列完全一致 图 ∀

2  Γ ΣΤ2ΣΕΧ2融合表达载体的构建及鉴定

将重组 ∞ 2≥∞≤质粒用 ΕχοΡ和 Ξηο双酶

切回收目的基因片段 插入表达载体 ∞÷ 2×2的
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多克隆位点 图 插入片段的编码读框与上游的

≥×编码读框一致 转化大肠杆菌 ⁄Α∀随机挑

选克隆经酶切鉴定获得阳性克隆 ∞÷ 2×2≥∞≤ ∀

Φιγυρε 1  °≤  ≥∞≤ 

 ∞    °≤ ∏ 

⁄   °≤ ∏≥∞≤  

 ∞  

Φιγυρε 2  ∂  √∞ 2×2
≥∞≤  ∏ ∞   ⁄  

 ∏∏  ∞  √  

∞ 2×2≥∞≤

3  Γ ΣΤ2ΣΕΧ2的融合表达和可溶性

携有 ∞÷ 2×2≥∞≤重组质粒的宿主菌经 °×

诱导后 蛋白质电泳结果显示重组菌有一条明显的

融合蛋白表达条带 分子质量约为  ⁄与预期的

≥×2≥∞≤融合蛋白的大小相符 图 ∀通过

±∏ 软件分析 融合蛋白约占菌体总蛋白的

 ∀将菌体裂解 上清液与沉淀一起上样 ≥⁄≥2聚

丙烯酰胺凝胶电泳 ∀结果表明重组蛋白可溶性较

好 裂菌上清液含有较多的目的蛋白 因沉淀物体积

仅占总体积的 左右 故所表达的目的蛋白大部

分是可溶的 ∀

4  表达的 Γ ΣΤ2ΣΕΧ2的纯化 !酶切及其酶切后的纯

化

表达的融合蛋白经 ∏≥琼

脂糖珠亲和色谱纯化后 在谷胱甘肽洗脱液中得到

较高纯度蛋白质 图 ∀ ±∏ 扫描分析显

示 目的蛋白质纯度为  ∀通过蛋白质定量 计

算可溶性目的产物的得量约为  # 
 ∀用凝

血酶对 ≥×2≥∞≤进行酶切  含  ≥×2≥∞≤

蛋白的体系中加入 1 # 


≤ Λ1

# 


≤≤  Λ以及  # 
凝血酶  Λ

 ε 水浴酶切  以上 ∀酶切后的体系经过分子

筛脱去谷胱甘肽后 再次经 ∏≥

琼脂糖珠亲和色谱纯化后 得到纯的 ≥∞≤蛋白 ∀

5  Ω εστερν βλοττινγ结果

蛋白质印迹结果表明 表达蛋白 ≥∞≤能被免疫

鼠血清所识别 图 ∀

Φιγυρε 3  ≥∏ ¬  ≥∞≤ ∏∏ 

 ε    ∏  ε   

× ¬ 2∏ ⁄∞

  ∞÷ 2×2≥∞≤   ∏ 

⁄∞  ∞÷ 2×2≥∞≤   ≥∏

∏  ⁄∞   ∞÷ 2×2
≥∞≤ ∏    ≤ 

  ∏   ⁄∞   

∞÷ 2×2≥∞≤  ∏   

° ∏    

1 ⁄     °∏ ≥×2
≥∞≤   ⁄ ∏  ≥×2≥∞≤ 

  °∏≥∞≤

Φιγυρε4  •  

  ≥∞≤
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6  ΜΤΤ法测定 ρΣΕΧ2增殖小鼠脾淋巴细胞对肿瘤

细胞的杀伤活性

以 ≤ 为阳性对照 大肠杆菌来源的 ≥×蛋

白为阴性对照 以小鼠脾淋巴细胞为靶细胞 肿瘤细

胞 2⁄和 为作用细胞 对纯化所得

的 ≥∞≤的活性进行检测 结果表明 ≥∞≤在 

Λ# 
时即可显著地刺激脾淋巴细胞的增殖 并

且其激活的脾淋巴细胞可有效地抑制肿瘤细胞的生

长 ∀见图 和 ∀

Φιγυρε 5  °  ≤ . 

∏≥∞≤  
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讨论

肠毒素 ≤具有 ≥∞≤ ≥∞≤和 ≥∞≤等 个亚型 

个亚型之间蛋白质分子序列十分保守 在 个

氨基酸中 ≥∞≤与 ≥∞≤的相似度为 1 仅在氨

基端有 个氨基酸之差 ∀而 ≥∞≤与 ≥∞≤的相似度

为 1 ∀ 个亚型间序列的关联决定了各亚型特

异性抗原决定簇的关联 尤其是其高度保守的羧基

端决定了肠毒素 ≤的生物学活性和亚型间免疫交

叉反应的抗原决定簇 ≈ ∀

由于用于纯化的表达担体 ≥×以及表达载体

本身的特点 本实验表达的重组 ≥∞≤较野生型在 

端增加了 个氨基酸 这是由于 ≥×与 ≥∞≤之间

的凝血酶酶切位点距离 ≥∞≤有 个氨基酸 ∀而

≥∞≤的活性位点集中于 ≤端 故增加的氨基酸对

≥∞≤的生物学活性影响较小 ∀

超抗原用于肿瘤治疗的研究是肿瘤免疫治疗的

一个热点 ∀我国在超抗原研究方面起步较早 ∀ 

年沈阳协和集团研制的抗癌新药高聚金葡素

≥
≈在临床正式推广应用 它是世界上第 个

应用于临床的超抗原抗癌药物 是从金葡菌代谢产

物中提取的生物反应调节剂 其主要有效成分是

≥∞≤ ∀近十年的临床研究表明 高聚金葡素单独或

与其他化疗药物联合应用可在卵巢癌 !肝癌及口腔

癌等恶性肿瘤的治疗中取得一定的效果 ∀

可是 由于高聚金葡素仍然是一个混合物 成分

复杂 距离一个真正的疗效确定 !质量可控的新药还

有很多工作要做 ∀本实验成功克隆了 ≥∞≤基因 表

达并纯化出具有抗肿瘤生物学活性的重组 ≥∞≤蛋

白 为进一步对其分子抗肿瘤作用机制的研究以及

构建靶向抗肿瘤融合蛋白奠定了基础 ∀
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/全国医院药房建设与管理学术研讨会 0征文通知

随着我国经济建设的高速发展 医疗卫生领域的改革不断深化 医院药学工作也经历着深刻的变革 ∀医院药学工作者

在药房建设和规范化管理方面不断探索 积累了一些宝贵经验和新的工作模式与流程 也面临着许多亟待解决的问题 ∀为

此 中国药学会医院药学专业委员会拟于 年 月下旬在北京召开 /全国医院药房建设与管理学术研讨会 0 分享成果

与经验 研讨存在的问题 共同推动我国医院药学事业的发展 ∀会议由 5中国药学杂志 6编辑部和北京大学第三医院承办 ∀

欢迎大家踊跃投稿 

一 !征文范围

≠ 如何完善和落实医院药学专业委员会编写的 5优良药房工作规范 版 6  门诊药房 !急诊药房和住院药房

建设模式和布局的探索和研究  ≈ 门诊及住院药房患者的用药服务和用药管理  …门诊及住院药房服务的流程创新和服

务创新   门诊及住院药房调剂自动化的实践和管理经验  怎样利用现代管理的观念和手段加强医院药房的人力资源

管理   药房药品管理的新技术 !新措施和新经验   医院药学人员的继续教育和知识结构更新 ∀

二 !征文要求

≠ 论文未在公开发行期刊或全国性学术会议上发表或交流过 文责自负   论著不超过  字 综述不超过  

字 并附 字以内的结构摘要  ≈ 稿件要求宋体 号字 1倍行距 ∀稿件格式按 5中国药学杂志 6年第一期稿约 

…请用 ∞2传递或邮寄文稿 ∀邮寄稿件应一式两份并附软盘   要求字迹清楚 数据准确 投稿截止日期 年 月

日 以邮戳为准 ∀

三 !会议地点和时间

具体地点和时间见第二轮通知 ∀也可登陆中国药学会网站 或中国药学会医院药学专业委员会

查询本次会议通知 ∀

四 !继续教育学分

将授予参会代表中国药学会 类继续教育教育学分 分 ∀

五 !联系人与联系电话

联系人 周颖玉 !张传林 !宋彦平 ∞2 ¬

电  话        传真     

地  址 北京市西城区北礼士路甲 号 中国药学杂志市场部 邮编 

中国药学会医院药学专业委员会

##薛  乔等 金葡菌肠毒素 ≤
的克隆表达及其生物学活性




