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大肠杆菌不耐热肠毒素的表达及其纯化保存策略
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摘 要 编码完整大肠杆菌不耐热肠毒素（B6）的基因被引入 .96!!@ 形成 .96!!3B6，该质粒在 3 * 0(,# CB$!（D9&）中

得到较高效率的表达，约 450EFB。用 D（ G ）3H00(1;);=-I E:):@/(J- 柱可以在很宽的 .K 范围（.K8L& M !%L4）内用多种

方法对 B6 进行纯化且保持其结构完整。溶于 69N+（.K8L&）或碳酸盐缓冲液（.K!%L4）的 B6，冻干后保存于 4O，可

长久保持其完整结构，此为保存 B6 的较好策略。与 PQ! 结合实验、RKS 细胞及 T:/-A/30(>J- 毒性检测实验证明纯

化的 B6 具有生物学活性。
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不耐热肠毒素（B6）是产毒性大肠杆菌（969R）

产生的引起人及哺乳动物腹泻的主要因素之一，它

从结构、功能和免疫活性上与产自霍乱弧菌的霍乱

毒素（R6）相似。B6 是由一个分子量约 $7VD 的 N 亚

基（B6N）和 # 个分子量约为 !$VD 的 C 亚基（B6C）构

成的六聚体（Q2#"%VD）。B6N 具有 NDT3核糖基转

移酶活性，可使胞内 @NQT 水平升高，细胞液体及电

解质流失，进而导致腹泻。五聚体的 C 亚单位包含

有细胞表面神经节甘脂（PQ!）结合位点，通过 B6C
与 PQ! 的结合，B6 得以进入胞内并进而发挥毒性。

野生型 B6 基因位于产毒性大肠杆菌的大质粒上，

表达效率低下，因此人们尝试了多种方法以期提高

其产率。但由于该基因的特殊性，在构建重组工程

菌时，为了获得具有活性的 B6，B6 基因须以完整的

形态插入表达载体。从已有的文献报道看，仅少数

文献有关于 B6 表达产率的报道［!，$］，但都不够理想。

因此获得大量、稳定、高纯度的 B6 或其突变体蛋白

一直是许多研究者追求的目标。尽管 B6 的纯化有

多种方法［& W #］，不过现在都采用 H00(1;);=-I D3E:):@3
/(J- 即半乳糖亲和柱进行纯化［!］，用该柱对 B6 进行

纯化有简单高效、纯度极高的优点。本文报道一种

具有较高效率的 B6 表达系统及基于半乳糖亲和柱

的 B6 纯化保存策略。

! 材料和方法

!"! 细菌和质粒

3 * 0(,# DK#!及 3 * 0(,# CB$!（D9&）本室保种，

.QD!73B6 本 室 构 建［5］，.96!!@ 购 自 +(X:E-A 公 司

（美国）。

!"# 工具酶及试剂

质粒 抽 提 试 剂 盒 购 自 U(@Y- 公 司（ 德 国 ）。

45%"、.+6K"，TRU U-@(X-2 Z;/，D+N B;E:/;(A Z;/，
!%%1. D+N 0:2V-2，蛋白质中分子 Q:2V-2 购自 6:Z:3
U: 公司（大连）。#D+NF7#$I$ G 30(U" 0:2V-2 购

自华美公司。

!"$ 重组工程菌的构建

用 45%"、.+6K"从 .QD!73B6 切下 B6 基因，

将之与经同样双酶切的 .96!!@ 连接，重组质粒转化

3 * 0(,# DK#!，提 取 阳 性 质 粒 并 转 化 3 * 0(,# CB$!
（D9&）。

!"% 重组工程菌的发酵

培养 基：改 良 Q"3RNN［8］#B，抗 生 素 浓 度 为

N0.!%%%EF0B。补料：$%[葡萄糖，7[胰蛋白胨，7[
酵母提取物 $B。发酵罐：德国 CHS,6N6 !%B 自控发

酵罐。细菌的培养方法：取新转重组质粒的 3 * 0(,#
CB$!（D9&）单菌落于含 40B BC 培养基的试管中培

养 7Y，按 #%%B 菌液接种 #%%0B BC 培养基在烧瓶中



继续培养 !" 至 !"#$$%&!’()，同时进行细菌质粒的

鉴定，取质粒正确的种子菌 )$$&* 接种。发酵 +" 后

流加补料。!"#$$%&!+$ 时用终浓度为 $()&&,-.* 的

/012 诱导，诱导 )" 后收菌。

!"# $% 的纯化

离心收集的 3!)4 湿菌按 !$4.份分成 # 份分别

用 ’$ 倍体积的不同缓冲液重悬（表 ’），高压均质机

（/%56%787，丹麦）9$:0; 破菌 + 次后，细胞破碎液

’#$$$4 < +$&=% 3>离心收集上清液，并以同样条件

再重复一次。上清经 $(??!& 滤膜超滤后用 *,@6A8
法测定蛋白浓度后，以 ’() &*.&=%的流速上 B（ C ）D
/&&,E=-=F6G 4;-;HI,76 柱（0=6AH6，美国），该柱事先用

对应缓冲液平衡。分两次等体积上样，用对应缓冲

液冲洗杂蛋白至基线，再用含 $(+&,-.* 半乳糖（2;D
-;HI,76）对应缓冲液或 $(’&,-.* 甘氨酸（2-8）溶液

（JK ?(!）洗脱。

!"& ’(’)*+,- 凝胶电泳

不同 方 法 纯 化 的 *1 及 置 换 缓 冲 液 的 *1 约

’$!4 分别行 ’)L MBMD0N2O 电泳，电泳后，蛋白条

带用溶于 3$L甲醇和 9L乙酸的 $(?)L考马斯亮蓝

染色。

!". / 端氨基酸测定

纯化 *1 加 上 样 缓 冲 液 煮 沸 )&=% 后 行 ’)L
MBMD0N2O 电泳，转移至 0PBQ 膜，考马斯亮蓝 R?)$
染色后代表 *1S 及 *1N 的条带由中国医学科学院

基础研究所中心实验室完成 T 端 ) 个氨基酸测定。

!"0 纯化 $% 的保存

各种方式纯化的 *1 一部分通过 *,@6A8 法测定

蛋白浓度后分 + 种方式保存：马上用 1"6A&, M;5;%I
冻干机（1"6A&,，美国）冻干后保存于 3>；直接存放

于 U 9$>；直接存放于 3>。另取一部分用 M6J";G6V
2?) 将原缓冲液置换为 1ONT（JK 9(+）或碳酸盐缓

冲液（JK ’$(3）后按前述方法保存。过 ? 月后用

K0*W 检测其稳定性差异。

!"1 2*$3
不同处理的 *1 用 XKJ;Y MSD!$$ 柱（M",G6V，日本）

在 N4=-6%I K0*W 系统（美国）上进行 K0*W 检测，柱子先

用 1ONT（JK 9(+）在 $(?)&*.&=% 流速下进行平衡，上样

后用相同 1ONT洗脱，记录 ?!$%&的吸收值 #?!$。

!"!4 ,5! -6789
Z# 孔板用 ’()!4.&* 的 2:’（M=4&;，美国）)$!*

3>包被过夜，用含 $($)L1@66%?$ 的 0SM 洗板后用

’L SMN ?$$!* 室温封闭 3"，洗板，将初始浓度为

’(?!&4.&* 的 W1（M=4&;，美国）及同浓度保存于不同

缓冲 液 的 *1 样 品 作 倍 比 系 列 稀 释 后 每 孔 加 入

’$$!*，同时设立空白对照，并用 ’$$!* 不同的缓冲

液设立阴性对照，+9> $()"，洗板后加入 ’ [?$$ 兔抗

W1S ’$$!*，+9> $()"，洗 板 后 加 入 ’ [ ?$$$$ 羊 抗

/42DKR0（武 汉 博 士 德）’$$!*，+9> $()"，洗 板 后

X0B 显 色 数 分 钟，’?()L K?MX3 终 止 显 色。测 定

#3Z?%&，实验组 #3Z?%& .阴性对照 #3Z?%& \ ?(’ 视为阳性

结果。

!"!! 毒性检测

取保存于不同缓冲液：1ONT（JK 9(+），碳酸盐

缓冲液（JK ’$(3），1ONT（JK 9(+）C $(+&,-.* 4;-;HD
I,76，碳酸盐缓冲液（JK ’$(3）C $(+&,-.* 4;-;HI,76 的

*1 冻干粉按实验要求做相应稀释后进行如下实验。

WKX 细胞毒性检测试验：将购自中国科学院上

海生化细胞所细胞库的 WKX 细胞按参考文献［!］的

方法进行毒性检测试验。即用含 ’$L胎牛血清（成

都阿里公司）的 B:O: 培养基培养 WKX 细胞，在

+9> )L WX? 下培养至铺成单层。细胞用 K;%Y’7
液清洗一次，然后 $(’L胰酶消化 )&=%，从培养瓶转

至离心管。离心后，用 K;%Y’7 液清洗细胞一次，然

后用 B:O: 重悬。将同样数量的细胞（每孔 ?$$!*
细胞悬液含 ’$3 个细胞）加于 3! 孔板。待细胞粘附

3" 后加入毒素并继续在 +9> )L WX? 的环境中培

养 ?3"。细胞用磷酸盐缓冲液（0SM）冲洗后，用甲醇

固定，再用 $($3L台盼蓝染色。染色后清洗细胞，

晾干，显微镜下观察并照相。

0;I6%ID&,]76 毒性检测试验 根据 S,@&;% 的方

法［Z］改进进行，八组（) 只.组）# 周龄雌性 W)9S*.#
小鼠断食不断水 ?3"，先饲以 +$$!* 胃酸中和液（3 <
BDK;%Y’7 C ’ < 9()LT;KWX+ ），’$&=% 后，3 组分别

饲以 +$$!* 1ONT（JK 9(+）、1ONT（JK 9(+）C $(+&,-.
* 4;-;HI,76、碳酸盐缓冲液（JK ’$(3）、碳酸盐缓冲液

（JK ’$(3）C $(+&,-.* 4;-;HI,76；另四组分别饲以含

’$$!4*1 的前述缓冲液。继续断食不断水，+" 后将

动物处死，小心从幽门至肛门取其肠段（4]I）并称

重，同时称取剩下的畜体（H;AH;77）重量，算出每只小

鼠的 $ .% 值，并求出每组的平均值及标准差。数据

用 &D检验测定显著性差异，’ ^ $($’ 为极显著。

: 结 果

:"! $% 的表达及纯化

从 )$$$&* 发酵菌液收获湿菌 3!)4，每 !$4 一组

按不同的方法进行纯化实验。
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表 ! "# 的不同纯化方法

#$%&’ ! ()**’+’,- .’-/012 0* "# 34+)*)5$-)0,

!"#$%& %’ ()*+’+,-#+%. / 0 1 2 3 4

5-,#"*+- &+6("*6+%. 7)’’"* (89:1;<=> (89:1;<=> (8?:3;<=> (8@:9;<=> (8/A:2 B-*7%.-#" 7)’’"* (8/A:2 B-*7%.-#" 7)’’"*

5-C-.," 7)’’"* (89:1;<=> (89:1;<=> (8?:3;<=> (8@:9;<=> (8/A:2 B-*7%.-#" 7)’’"* (8/A:2 B-*7%.-#" 7)’’"*

D%C)E" %’ 6)("*.-#-.#FEG 9@A 9?3 9@A 9?A 9@A 9?3

B%.,".#*-#+%. %’ (*%#"+.6
+. 6)("*.-#-.#F（EHFEG）

0:00 0:0A 0:1/ 0:0/ 0:/4 0:/?

<C)#+%. 7)’’"* (80:? A:/E%CFG
ICJ

A:1E%CFG
H-C-,#%6"

K (89:1;<=>

A:1E%CFG
H-C-,#%6"

K (8?:3;<=>

A:1E%CFG
H-C-,#%6"

K (8@:9;<=>

A:1E%CFG H-C-,#%6"
K (89:1;<=>

A:1E%CFG
H-C-,#%6" K (8/A:2
B-*7%.-#" 7)’’"*

L%*E %’ ()*+’+"& G; G;53 K G;= 8%C%#%M+. 8%C%#%M+. 8%C%#%M+. 8%C%#%M+. 8%C%#%M+.

N)*+’+"& G;FEH 2A 19 1? 14 13 2/

总纯化蛋白 009EH，每种纯化方法之间不存在

产 率 的 显 著 差 异。 2?AH 细 菌 的 总 上 清 蛋 白

/A22@EH，纯化蛋白占总上清蛋白的比率为 0:/9O，

发酵产率约 24EHFG 培养液。

每种方法纯化所得 G; 的 PQPRN=I< 结果见图 /。

图 / 纯化 G; 的 PQPRN=I< 电泳结果

L+HS/ PQPRN=I< %’ ()*+’+"& G;
!S N*%#"+. !T 6#-.&-*& E-*U"*（!）；/ V 4S P-E(C"6 ()*+’+"&

)6+.H E"#$%& / #% 4（W.7%+C"&）；9S T$%C" ,"CC 6-E(C" %’

(<;//,RG;F! S "#$% 5G0/（Q<1）（5%+C"&）

在 (80:? 的酸性环境下纯化的 G;，通过 PQPR
N=I< 电泳后变成 G;= 及 G;5 单体，而其余几种方

式纯化得到的 G; 则变成 G;= 单体及部分六聚体和

G;5 寡聚体（空心箭头所示）。

> 端氨基酸测序表明纯化产物代表 G;= 片段

的 > 端 3 个氨基酸为 =6. ICJ =6( GJ6 G")，代表 G;5
片段的 > 端 3 个氨基酸为 =C- N*% IC. P"* XC"，与野生

型的完全一致。

用 8NGB 对 G;5、(80:? A:/E%CFG ICJ 洗脱的 G;
及用含 A:1E%CFG H-C-,#%6" 的 ;<=>（(89:1）洗脱的 G;
进行检测得结果如图 0。

8NGB 分析发现：经 A:/E%CFG ICJ（(80:?）洗脱的

G; 出现两峰，第一个峰代表 G; 六聚体，第二个峰代

表 G;53（与 G;53 的峰形及出现时间一致）及解离的

一部分 G;=，这与电泳中只出现 G;= 与 G;5 两单体

条带不一样；用纯化方法 0（表 /）获得的 G; 只见一

代表 G; 六聚体的主峰，用纯化方法 1 V 4 获得的 G;
其峰形与该峰形完全一致。

图 0 用不同方法洗脱的 G; 的典型 8NGB 图

L+HS0 = #J(+,-C 8NGB ,$*%E-#%H*-E %’ G; "C)#"& 7J &+’’"*".# E"#$%&6
（-）G;5（#+E" #% ("-U #%(：21:A29）；（7）G; "C)#"& 7J A:/E%CFG ICJ（(80:?）（ #+E" #% #$" ’+*6# ("-U #%(：

2/:/93，#+E" #% #$" 6",%.& ("-U #%(：21:A00）；（,）G; "C)#"& 7J A:1E%CFG H-C-,#%6" +. ;<=>（(89:1）（#+E"

#% ("-U #%(：2A:34@）；53，G;5 (".#-E"* S =53S G; $"M-E"*
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后 ! 种方法纯化的 "# 经缓冲液置换后仍保持

原来的六聚体状态，用 $%&’()*" +), 溶液（-. /%0）纯

化出的 "#1 及 "#2 五聚体逐渐复性成六聚体，随着

时间的延长复性也随之增加。

!"! #$ 的保存

放置 / 月后，对用不同条件保存在 #314（-.
5%6）和 碳 酸 盐 缓 冲 液（-. &$%7）中 的 "# 进 行 了

.8"9 检测，得结果如图 6。

图 6 不同保存条件下 "# 的 .8"9 !/0$:’图形

;<=>6 .8"9 ?@A(’BC(=AB’ (D BEF(AEB:?G BC /0$:’ (D "# FB’-)GF FC(AGH I:HGA H<DDGAG:C ?(:H<C<(:F
（B）"# HA<GH -(JHGA FC(AGH <: ?BAE(:BCG EIDDGA（-.&$%7）BC 7K；（BL）"# HA<GH -(JHGA FC(AGH <: #314（-.5%6）BC 7K；（E）"# FC(AGH <: ?BAE(:BCG EIDDGA
（-.&$%7）BC M 5$K；（EL）"# FC(AGH <: #314（-.5%6）BC M 5$K；（?）"# FC(AGH <: ?BAE(:BCG EIDDGA（-.&$%7）BC M 7K；（?L）"# FC(AGH <: #314（-.5%6）

BC 7K > 12!> "# @GNB’GA；2!> "#2 -G:CB’GA；1> "#1 ’(:(’GA；2&> "#2 ’(:(’GA

从图中看出，在冻干条件下，保存于 #314（-.
5%6）或碳酸盐缓冲液（-. &$%7）的 "# 其 .8"9 !/0$图

形完全一致，均显示为单一峰，表明六聚体保存完

好；M 5$K 条 件 下，与 保 存 于 碳 酸 盐 缓 冲 液（-.
&$%7）的 "# 相比，保存于 #314（-. 5%6）的 "# 非六

聚体成分更多一些；而在 7K条件下，保存于 #314
（-. 5%6）的 "# 其非六聚体成分就更多。

实验表明，在不同保存条件下，"# 的稳定性依

次为：纯化后马上冻干 7K O 碳酸盐（-. &$%7）M
5$K O #314（-. 5%6）M 5$K O 碳酸盐（-. &$%7）7K
O #314（-. 5%6）7K。

用 .8"9 还检测了在缓冲液中 含 有 $%6’()*"
=B)B?C(FG 的情况下，用不同方法保存的 "# 的稳定

性，所得结果与图 6 所示一致，表明缓冲液中是否含

有 =B)B?C(FG 并不影响 "# 的完整性。

!"% #$ 的生物学活性

+P& 只与 "# 中 "#2 部分结合，因而 "# 是否解

聚并不影响结合效率。实验结果表明不同缓冲液及

不同条件保存的 "# 与 +P& 的结合能力并无差异，

结果表明纯化产物具有与 9# 同样的 +P& 结合活

性，纯化方法 / Q R 得到的 "# 及通过缓冲液置换将

其内的半乳糖去掉的 "# 之间并不存在与 +P& 结合

能力的差别，"# 的含量达到 /:=*JG)) 时就能显示出

阳性结果，图 7 显示的是典型的纯化 "# 与 +P& 的

结合情况。

9.S 细胞毒性实验表明，不管以哪种方式保存

的冻干 "#，只要浓度达 /$:=*’" 即可使 9.S 细胞变

形超过 !$T，而 "#2 即使达到 &$$!=*’" 也无变形

图 7 纯化 "# 的 +P& 结合能力

;<=>7 +P& E<:H<:= BE<)<C, (D -IA<D<GH "#

（图 !）。

8BCG:CU’(IFG 毒性检测实验表明，饲以 "# 的小

鼠肠段有明显的体液储留（图 R），与相应对照组相

比差异极其显著 " V $%$&（图 5）。

由图 5 看出 "# 具有很强的毒性，碳酸盐缓冲液

和 #314 保 存 的 "# 无 毒 性 差 异，缓 冲 液 内 有 无

$%6’()*" =B)B?C(FG 也不影响 "# 毒性。

与 +P& 的结合能力实验及毒性检测表明，纯化

的 "# 具有正常的生物学活性。

% 讨 论

对于由携带 "# 基因的质粒与宿主菌构成的表

达系 统，报 道 的 有 很 多。 如 -2W6// 和 # > $%&’
.2&$&［&］，-3XY/ZZ 和 # > $%&’ 9R$$［/］，-2)IGF?A<-C"
[\ ] 和 ( > $)%&*+,* $6Z!4#［&$］，-WS;^# 和 # > $%&’
P9&$R&［&&］，-_9&0 和 # > $%&’ ‘P06［&/］，-WS;^# 和
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图 ! "#$ 在不同处理下的形态变化。很低浓度的 %& 导致 "#$ 细胞的严重变形

’()*! "#$ +,-- ./012/-/)(,3 +245),6 756,0 6(88,0,59 90,49.,593

图 : ;49,59 ./73, 活体毒性检测试验效果

’()*: <88,+9 /8 !" #!#$ ;49,59=./73, 9/>(+(9? 4334?
&20,, 2/703 489,0 90,49,6 @? ABB!) %&，)79 /8 "!CD%E: F43 8(--,6 F(92 8-7=
(6

图 C 不同 %& 样品的 ;49,59=./73, 活体毒性检测结果

’()*C G,37-93 /8 !" #!#$ ;49,59=./73, 9/>(+(9?
4334? /8 6(88,0,59 %& 34.1-,3

（4）"40@/549, @788,0；（4H）"40@/549, @788,0 +/594(5(5) ABB!) %&；（@）"40=
@/549, @788,0 +/594(5(5) BIJ./-E% )4-4+9/3,；（@H）"40@/549, @788,0 +/5=
94(5(5) BIJ./-E% )4-4+9/3, 456 ABB!) %&；（+）&<KL；（+H）&<KL +/594(5=
(5) ABB!) %&；（6）&<KL +/594(5(5) BIJ./-E% )4-4+9/3,；（6H）&<KL +/5=
94(5(5) BIJ./-E% )4-4+9/3, 456 ABB!) %&* M4-7,3 40, 92, .,45 )79E+40=
+433 F,()29 049(/3 N OP 8/0 92, )0/713 49 J 2 489,0 (5/+7-49(/5

% * &$’! Q"AB:A［AJ］等。众多 %& 的研究中只有很少文

献报道过 产 率，但 产 率 都 不 够 高，最 高 的 仅 为 JB
.)E%培养液［R］。我们曾用携带 %& 基因的 1G$’S& 及

1<&AA+ 分 别 转 化 % * &$’! Q"AB:A、% * &$’! &$;AB、

% * &$’! TQABU，表达效果都不理想；而我们用含 %&
基因的 1<&AA+ 转化的 % * &$’! D%RA（P<J）大大地增

加了 %& 的产率（V:.)E% 培养液），比报道的最高产

率［R］高出了 BI! W R 倍，表明这是 %& 表达较好的系

统。该系统能较高效率表达 %&，可能因为目的基因

克隆至 1<&AA+ 后，直接受强噬菌体 &C 转录和翻译

信号的控制，而 &C 启动子受 ’(& 操纵子的控制，在

S;&X 的诱导下，产率提高［AV］；同 时 可 能 与 % * &$’!
D%RA（P<J）是较好的表达宿主菌也有关系［AV］。

对 %& 的纯化，常用的洗脱液是含 BIJ./-E% 半

乳糖的 1# CIV 的 &<KL［A］，从我们的结果中可看到

至少在 1# CIJ W ABIV 内，1# 值的变化并不影响 %&
的稳定性及纯化产率且生物学活性也无区别。用

BIA ./-E% X-? 溶液（1# RIY）洗脱不能得到全毒素，

而是变性成 %&K 及 %&D，该溶液只能用于清洗亲和

层析柱；或用于分泌表达的 %&D 的纯化，该法比用

半乳糖洗脱更经济。

%& 是一个由非共价键连接的六聚体组成，该六

聚体在缓冲液中随着保存时间的延长，会部分解聚

成 %&D 五聚体和 %&K 单体［A!］。因而用保存的 %& 做

生物学实验时为了排除解聚因素的影响，需再将 %&
进行分子筛层析以去除 %&K 及 %&D 五聚体，但这是

一个很费时很麻烦的事。我们用不同方法对 %& 进

行了保存，并对保存了一定时间的 %& 进行鉴定后

发现，如果 %& 刚纯化出来后马上冻干，然后保存于

VZ，可以使 %& 几乎不解聚，而含 A../-E% <P&K 的

碳酸盐溶液似乎是保存 %& 更好的缓冲液。我们用

$#14[ OD=YBB 柱进行的稳定性检测，结果直观，所需

时间少（柱子平衡好后，从上样到测定结束到下一次

上样只需 A2），需要的洗脱液也少（一个样品只需十

几毫升洗脱液），是一种 %& 及类似多聚体蛋白结构

稳定性检测的好方法。缓冲液置换实验表明，%& 保

存液中的半乳糖对 %& 的保存与生物学活性都没有

影响。

就 %& 的纯化及保存策略而言，可以根据以后

实验的不同要求而选择不同的方法，如要用于细胞

实验，用纯化方法 R 纯化 %&，并将纯化后的 %& 马上

冻干后 VZ保存，因保存液 1# 接近 PQ<Q 的 1#；如
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要用于口服免疫及毒性检测，用纯化方法 ! 纯化

"#，并将纯化后的 "# 马上冻干后 $%保存就更好，

因用 "# 灌服动物时，高 &’ 溶液可以有效中和胃酸

从而减少在胃内被消化。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ ( ］ )*+,-, .，/0+1-, .，"23 4 !" #$ 5 627&8* 7*09:; :< &1=2<2>,02:3 :<
%&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23 ,3; >9:8*=, 0:A23 1+23B 277:?
@282C*; B,8,>0:+*5 ,*’)+- .#"(+/，(DD$，’(（(）：E( F E!

［ G ］ H=:3- 6 I，’:<+0=, ’，J=:*3;2K- ’ !" #$ 5 ’*,0?8,@28* *30*=:0:A23 :<
%&’(!)*’(*# ’+$* L9,=,>0*=2C,02:3 :< ;2<<*=*30 >=M+0,8 <:=7+5 0 1*+$
2(!3，(DNO，)(*（GO）：(PONQ F (PON$

［ P ］ R:=3*= S5 %&’(!)*’(*# ’+$* *30*=:0:A23 &1=2<2>,02:3 ,3; &,=02,8 >9,=,>?
0*=2C,02:35 0 1*+$ 2(!3，(DEO，)+*（GG）：NE(G F NE(D

［ $ ］ L8*7*30+ T R，S23-*8+0*23 U V5 W+:8,02:3 ,3; >9,=,>0*=2C,02:3 :< 9:?
7:B*3*:1+ 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23+ X209 92B9 +&*>2<2> ,>02Y20M <=:7 %&4
’(!)*’(*# ’+$* >1801=*+5 567!’" 53386，(DED，),（P）：E!Q F E!D

［ O ］ Z13-*8 6 "，U:@*=0+:3 R L5 H1=2<2>,02:3 ,3; >9*72>,8 >9,=,>0*=2C,?
02:3 :< 09* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23 &=:;1>*; @M *30*=:0:A2B*32> %&4
’(!)*’(*# ’+$* 5 567!’" 53386，(DED，)+（G）：ON! F OD!

［ ! ］ SI[J \（冯强），4/) \ ]（邹全明），LVW 6 （̂蔡绍皙）!" #$ 5 V
3*X 7*09:; :< :@0,2323B X28; 0M&* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23 B*3* >:3?
0,2323B &8,+72; ,3; >:3+0=1>02:3 :< 3:3?0:A2> 710,0*; "#6!PZ B*3*
,3; ,3,8M+2+ :< 09* 31>8*:02;* +*_1*3>*5 53386+$+/*’#$ 0+8)6#$（免

疫学杂志），GQQG，’-（O）：PNO F PNN
［ E ］ ‘V[J S Z（王缚鲲），4’V[J ‘ T（张卫军），4/) \ ]（邹全明）

!" #$ 5 S*=7*30,02:3 :< B*3* *3B23**=23B % 5 ’+$* :< 9!$*’+-#’"!) :;$+)*
9*,0 +9:>- &=:0*23 V5 2(*6!&! 0+8)6#$ +7 1*+$+/*’#$&（中国生物制品

学杂志），GQQ(，’,（G）：N$ F N!

［ N ］ H,=- I T，L9,3B T ’，Z27 T 6 !" #$ 5 R*Y*8:&7*30 :< 0X: 3:Y*8 3:3?
0:A2> 710,30+ :< %&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A235 %<: ,+$
,!=，(DDD，.’（G）：(Q( F (QE

［ D ］ a:X7,3 L L，L8*7*30+ T R5 R2<<*=*302,8 @2:8:B2>,8 ,3; ,;K1Y,30 ,>?
02Y202*+ :< >9:8*=, 0:A23 ,3; %&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23
9M@=2;+5 567!’" 53386，GQQ(，(/（P）：(OGN F (OPO

［(Q］ U:;2B92*=: L，V7,3 V #，Z*33M ] T !" #$ 5 60=1>01=,8 @,+2+ <:= 09*
;2<<*=*302,8 0:A2>20M :< >9:8*=, 0:A23 ,3; %&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28*
*30*=:0:A235 L:3+0=1>02:3 :< 9M@=2; 0:A23+ 2;*302<2*+ 09* VG?;:7,23 ,+
09* ;*0*=723,30 :< ;2<<*=*302,8 0:A2>20M 5 0 1*+$ 2(!3，(DDD，)0,（E）：

PD!G F PD!D
［((］ b*=X*2K ‘ U，;* ’,,3 "，’:80=:& ] !" #$ 5 ]1>:+,8 27713:,;K1Y,30

,>02Y20M :< =*>:7@23,30 %&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23 ,3; 20+
a +1@1320：23;1>02:3 :< +M+0*72> WBJ ,3; +*>=*0:=M WBV =*+&:3+*+ 23
72>* @M 230=,3,+,8 277132C,02:3 X209 23<81*3C, Y2=1+ +1=<,>* ,302B*35
>#’’*6!，(DDN，’(（GQ）：GQ!D F GQE!

［(G］ UM,3 I #，L=*,3 # W，T:93 ] !" #$ 5 56 ?*?+ *A&=*++2:3 ,3; 27713:?
,;K1Y,3>M :< , 710,30 :< 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23 :< %&’(!)*’(*# ’+$* 23
Y,>>23* ,3; Y*>0:= +0=,23+ :< >*-)*+ ’(+$!)#! 5 567!’" 53386，(DDD，

(0（$）：(!D$ F (EQ(
［(P］ ’,,3 "，b*=X*2K ‘ U，’:80=:& ] !" #$ 5 [,+,8 := 230=,71+>18,= 27?

7132C,02:3 :< 72>* X209 23<81*3C, +1@1320 ,302B*3 ,3; 09* a +1@1320 :<
%&’(!)*’(*# ’+$* 9*,0?8,@28* 0:A23 23;1>*+ WBV?:= WBJ?7*;2,0*; &=:0*>?
02Y* 71>:+,8 2771320M5 >#’’*6!，GQQ(，’/（GQ F GG）：GNDN F GDQE

［($］ 601;2*= S ‘，U:+*3@*=B V ’，R133 T T !" #$ 5 )+* :< #E U[V &:8M?
7*=,+* 0: ;2=*>0 *A&=*++2:3 :< >8:3*; B*3*+5 ,!"(+=& %6@;3+$，
(DDQ，’-+：!Q F ND

［(O］ ],B,B3:82 L，],3*002 U，S:30,3, ] U !" #$ 5 ]10,02:3+ 23 09* V
+1@1320 ,<<*>0 M2*8;，+0,@2820M，,3; &=:0*,+* +*3+202Y20M :< 3:30:A2> ;*?
=2Y,02Y*+ :< 9*,0?8,@28* *30*=:0:A235 567!’" 53386，(DD!，(,（(G）：

O$P$ F O$PN

"123455678 79 :4;<=>;?6>4 "8<437<7168 ;8@ <A4 &<3;<4BC 79 DE3696F;<678 ;8@ &<73;B4

SI[J \2,3B(，G LVW 69,:?^2( .V[J T13(，G ")/ H23BG 4’V[J ‘*2?T13G 4/) \1,3?]23BG!
(（2+$$!/! +7 1*+!6/*6!!)*6/，2(+6/A*6/ B6*?!)&*";，2(+6/A*6/ $QQQ$$，2(*6#）

G（C!:#)"3!6" +7 2$*6*’#$ ,*’)+-*+$+/;，D(*)= ,*$*"#); ,!=*’#$ B6*?!)&*";，2(+6/A*6/ $QQQPN，2(*6#）

G?5<3;F< ’*,0?8,@28* *30*=:0:A23（"#）<=:7 %&’(!)*’(*# ’+$* 2+ , @,>0*=2,8 &=:0*23 0:A23 X209 ,3 VaO 9*A,7*= +0=1>01=* 5 "# 2+ ,
&:X*=<18 71>:+,8 ,;K1Y,30 X9*3 >:?,;7232+0*=*; X209 +:81@8* ,302B*3+ 5 ’:X*Y*=，20+ 1+* 23 71>:+,8 2771320M 2+ 23>:3Y*32*30
@*>,1+* :< 20+ 8:X M2*8; ,3; ;*&:8M7*=2C,02:3 ;1=23B 8:3B?0*=7 +0:=,B* 13;*= 3:=7,8 >:3;202:35 W3 092+ +01;M，X* =*&:=0 ,3 *<<2?
>2*30 *A&=*++2:3 +M+0*7 ,3; :&0272C*; &1=2<2>,02:3 ,3; +0:=,B* +0=,0*BM :< "#5 V B*3* *3>:;23B "# X,+ >8:3*; 230: 09* Y*>0:=
&I#((> ,3; 0=,3+<:=7*; 23 % 5 ’+$* a"G(（RIP）5 aM B=:X23B 092+ +0=,23 :3 7:;2<2*; ]D?LVV 7*;217，"# X,+ *A&=*++*; *<<2?
>2*308M 5 V@:10 $!7Bc" "# >:18; @* &1=2<2*; <=:7 09* +1&*=3,0,30 :< @,>0*=2, 8M+,0* 5 )+23B R（ d ）?W77:@282C*; B,8,>0:+* >:8173，

"# >:18; @* &1=2<2*; ,0 , X2;* &’ =,3B* X209 Y,=2:1+ *8102:3 @1<<*=+ 5 #9* :&0272C*; *8102:3 @1<<*=+ ,=* #IV[（&’ EeP）>:30,23?
23B QeP7:8c" B,8,>0:+* ,3; >,=@:3,0* @1<<*=（&’ (Qe$）>:30,2323B QeP7:8c" B,8,>0:+* 5 V<0*= ;=2*; @M <=**C* ,3; &8,>*; 23 $%，

"# ;2++:8Y*; 23 #IV[（&’ EeP）,3; >,=@:3,0* @1<<*=（&’ (Qe$）X*=* ,++,M*; @M ’H"L5 #9* =*+180+ 23;2>,0*; 09,0 09* 230*B=20M
:< VaO 9*A,7*= X,+ -*&0 X*88 5 "# >:18; 13;*=B: 8:3B?0*=7 +0:=,B* 13;*= 092+ >:3;202:35 #92+ X,+ &=:Y*; 0: @* ,3 :&0272C*;
+0=,0*BM :< "# +0:=,B* 5 #9* =*+180+ :< J]( @23;23B ,++,M ,3; 0:A2>20M ,++,M +9:X*; 09,0 09* &1=2<2*; =*>:7@23,30 "# 9,+ 3:=7,8
@2:8:?B2>,8 >9,=,>0*= 5

H4C I73@5 9*,0?8,@28* *30*=:0:A23，*A&=*++2:3，&1=2<2>,02:3，+0:=,B*

U*>*2Y*;：Q$?Q(?GQQP 5

! L:==*+&:3;23B ,109:= 5 #*8：N!?GP?!NEOGP(!；I?7,28：_7C:1f7,28 5 07715 >:75 >3

EPOO 期 冯 强等：大肠杆菌不耐热肠毒素的表达及其纯化保存策略


