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摘 要 从霍乱疫苗菌中抽提基因组I+9，用JKL的方法扩增3(/基因。序列分析表明，3(/基因编码;&&个氨

基酸，其中<个氨基酸与文献报道有差异。将3(/基因插入含=?启动子的质粒.A=3$>（7M）构建表达质粒.A=3
NO=，转化大肠杆菌6P$!（IA;）筛选表达菌株6PNO=。表达菌株经!00()／PQJ=4诱导表达;"#G后，表达大量

NO=蛋白，并形成包涵体。经,I,3J94A分析重组NO=蛋白分子量约为<?8I，凝胶自动扫描分析表明，重组NO=
约占菌体可溶性蛋白量的!#R以上。本工作为进一步研究蛋白多肽类药物的口服奠定了良好的基础。
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药物的口服途径始终是人们所向往的给药途

径。口服不仅可以免除注射所带来的痛苦，减少因

针头和药物等引起的感染，而且可以大大降低药物

生产成本。但是至今为止，口服药物仅仅停留在小

分子物质上。对于蛋白和多肽类药物，小肠上皮的

吸收仍然是一个巨大的障碍。

近来美国学者:7F75(等人发现霍乱弧菌（4#56
*#(0"(,%*+%）产生的一种称为封闭带毒素（T(5E)7(H3
H)EU-5F/(@B5简称NO=）的蛋白质［!］，能可逆地作用

于小肠上皮细胞间的紧密连接，从而促使蛋白质、多

肽类 物 质 穿 过 小 肠 上 皮 细 胞 进 入 血 液 循 环［$，;］。

NO=通过对小肠上皮细胞细胞骨架系统修饰，使得

肌动蛋白单体聚合成肌动蛋白丝并定位在特定的位

置，经一系列的调控，最终引起紧密连接开放［<］。

:7F75(等人的研究还发现NO=对紧密连接的作用

与时间、剂量有关，而且有选择性地作用于小肠上皮

细胞间的紧密连接，而对回肠的通透性没有影响。

为了进一步研究NO=的结构与功能的关系，进

行口服疫苗、药物的开发，我们根据:7F75(报道的

3(/基因序列［#］，从古典霍乱菌基因组I+9中克隆

了3(/基因序列，并在大肠杆菌中进行了表达。

! 材料和方法

!"! 材料

古典霍乱小川型（K)7FBH4#5*#(0"(,%*+%O!;&
简称K’K）灭活疫苗菌由兰州生物制品所惠赠，大

肠杆菌=4!，6P$!（IA;），质粒.6,3,V（M），.A=3
$>（7M）由 本 室 保 存；限 制 酶，=<I+9 连 接 酶

V)-5(D酶，7+8I+9聚合酶为4Q6KO6LP公司

产品，W3X7)，QJ=4为6(HG2B5X-20755G-B0公司产

品。蛋白酶V为A*YALKV公司产品。

!"# 方法

!"#"! 霍乱菌基因组I+9的提取：取少量菌液，

用=A洗涤;次，将菌悬浮于#?%#P=A中，加入

;%#P!%R,I,和;#P$%0X／0P的蛋白酶V，混匀

后于;?Z温浴!G。加等体积氯仿：异戊醇（$<[!）混

匀，离心<"#0B5，取上清再用等体积酚[氯仿[异戊

醇（\$#[$<[!）抽提!次，上清液加%]"倍体积异丙

醇沉淀I+9，沉淀以?%R乙醇洗!次，溶于!%%#P
=A6ECC-2中，置于<Z中备用。

!"#"# JKL反应：取前述基因组I+9$#P按常规

的JKL反应条件，先将基因组I+9预变性#0B5，

加入$E的7+8酶，按下列参数循环;#次：&<Z变

性!0B5，<<Z退火!0B5，?$Z延伸$0B5，最后一个

循环?$Z反应!%0B5。

!"#"$ 重组克隆，I+9序列分析：质粒抽提，酶切

反应，电泳鉴定I+9片段回收，连接反应，大肠杆

菌转化等参考文献［"］稍加修改进行。



!"#"$ !"!#$%&’：!"!#$%&’操作参照文献［(］。

以)*+聚丙烯酰胺凝胶为分胶。菌体裂解蛋白电

泳后，用*,-.+考马斯亮蓝染色。经脱色液脱色

后，计算机扫描灰度测定其蛋白表达量。另一部分

!"!#$%&’后进行/012034#5672分析。

# 结果

#"! %&’扩增!"#基因片段

从霍乱疫苗菌抽提基因组"8%，用*,9+琼脂

糖电泳检测，可见点样孔中有大片段"8%，说明抽

提的基因组"8%无明显降解。根据:;1;47等人报

道的霍乱菌!"#基因，我们设计一对引物：

引物)：%&&%<==
$%&>?

%<&%&<%<=<<<%<<=%<=%=&&

引物-：%=<=&%&
’("?

<=%%%%<%<%=<%<<<%&<==

引物)为@A<8端编码序列，引入$%&>?酶

切位点。引物-为@A<=端编码序列的互补序列，

并引入’("?位点。以霍乱菌基因组"8%为模板

进行$=B反应，扩增产物经)+琼脂糖凝胶电泳检

查，可清晰见到约)-**5C长的扩增产物（图)）。同

时还得到一条D**5C的"8%片段，经测序分析，其

序列经EF%!<同源序列搜索表明没有同源序列。

该序列的全基因与编码序列及其功能我们正在研究

之中。

图) $=B产物凝胶电泳分析

:GHI) %4;6J1G17K$=BC37LMN25J-+;H3710H06060N237CO7301G1
)I)P56;LL03Q;3P03；-I$=BC37LMN2

#"# ()*基因序列分析

将$=B产物与C&’R#<载体相连接，转化大

肠杆菌<&)，通过$%&>?和’("?双酶切鉴定含有

插入片段的重组质粒。挑取两个阳性克隆进行测

序。所测序列与文献报道的序列比较，有)S处碱基

序列差别，其中S处编码氨基酸发生变化，即D*位

?60变 为 R02，T.位，-.9位 和-((位 的 %6;变 为

U;6。其余)*处均为未改变编码的氨基酸。（图-）

图- !"#基因序列及其与已报道序列的比较

:GHI- !0VM04N07K!"#H040;4LG21N7QC;3G174
272O030C7320L10VM04N0

!B0C3010424MN6072GL01LGKK03042K37Q2O;27K30C7320L；

!!!B0C30104204N7L0LGKK03042;QG47;NGL1

301GLM01K37Q2O;27K30C7320L
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!"# $%&基因在大肠杆菌中的表达

将克隆在!"#$%&质粒中的!"#基因片段用

$%&’(和’("(双酶切，低熔点胶电泳回收片段后，

与经$%&’(和’("(双酶切的!#&%)*（+,）表达

载体相连接，构建大肠杆菌表达质粒!#&%-.&（图

/）。将此表达质粒转化大肠杆菌01)2（3#/），筛选

表达菌株。

图/ !"#表达质粒!#&%-.&构建图

4567) 89:;<=>?<59:9@8A8!"#BC!=B;;59:
!D+;E5F!#&%-.&

01-.&含表达质粒的单菌落在10培养液中

（卡那霉素GHE6／E1）/GI摇床培养至)JHHKHLM!
HLJ，加入终浓度为2EE9D／1的(N&"，诱导表达/
!OP，离心收集菌体，进行Q3Q%NR"#电泳。结果

表明，经(N&"诱导后可表达分子量约为MGS3的蛋

白质（图MR），与预期的-.&蛋白分子相一致。经

凝胶自动扫描分析表明，表达蛋白占菌体可溶性蛋

白的2OT。表达产物以包涵体形式存在于大肠杆

菌表 达 菌 株 中。用 抗 ’5;%&+6单 克 隆 抗 体 进 行

UB;<B=:%VD9<分析表明Q3Q%NR"#中的特异条带确

实为带’5;%&+6的-.&蛋白（图M0）。

# 讨论

小肠上皮是内环境和小肠腔之间的主要屏障，

不仅是吸收营养物质的主要通道，而且是分泌物质

的一个结构基础。小肠上皮的吸收有多种途径，其

中细胞旁路途径是被动运输的主要方式。小肠上皮

的穿透能力与细胞间紧密连接的调控紧密相关。紧

密连接曾经被认为是不可调控的固定的细胞间结

构。经过近百年来的研究表明，紧密连接是一个受

很多未知因素调控的动态结构。

图M -.&蛋白凝胶电泳和UB;<B=:印迹分析

4567M Q3Q%NR"#+:FUB;<B=:%VD9<+:+DW;5;9@-.&
（R）27N=9<B5:E+=SB=；)789:<=9D；/7Q+E!DB

5:F>?BFX5<P2EE9D／1(N&"7（0）UB;<B=:VD9<9@-.&

口服给药方式是一种安全、经济、无痛苦而倍受

人们重视的给药方式。人们一直在试图克服这一给

药方式的障碍，其中包括研究许多促进小肠吸收的

药物，但因为具有很强的副作用而终止其进一步研

究［G!2H］。-.&已被证实在体内、体外均具有可逆

地调节小肠上皮紧密连接的开放，而且具有时间和

剂量效应特征。因此-.&是一种到目前为止最具

有应用前景的促进小肠上皮吸收的候选药物。

我们从古典霍乱弧菌中克隆了!"#基因，经序

列分析表明，编码框全长2)HHV!，编码/YY个氨基

酸残基，其中有2M个碱基与国外文献报道不一致，

共有M个氨基酸残基发生变异。我们将其在大肠杆

菌中得到了表达。经 UB;<B=:VD9<抗原性分析，证

明了 在Q3Q%NR"#中 所 见 的 特 异 条 带 为 表 达 的

-.&蛋白。本工作为进一步进行蛋白质、多肽类药

物的口服研究提供了良好的基础。
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