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摘  要 : CRM197 (Cross-reacting material 197)是白喉毒素的无毒突变体，在生物制药领域具有非常广泛的应用前

景。为了实现 CRM197 在大肠杆菌中的无标签、可溶表达，以替代现有昂贵、复杂的白喉杆菌分泌发酵工艺，

文中对目的蛋白的序列进行优化，转化大肠杆菌经 IPTG 诱导，目的蛋白获得了可溶性高表达，目的蛋白约占碎

菌上清总蛋白的 40%。超声破菌后、经阴离子交换、肝素亲和以及脱盐三步柱上层析获得纯度高于 95%的 CRM197

样品。细胞毒性实验证明，CRM197 的 IC50 值是白喉毒素 IC50 值的 2.1×107 倍，是白喉类毒素 IC50 值的 9.6 倍，

表明文中表达的 CRM197 是安全无毒的。随后，比较了高、低剂量的 CRM197 在小鼠体内的免疫原性，发现 2 μg

组三免后的抗体滴度与 20 μg 组的相当，可达 1︰409 600。文中建立了 CRM197 的无标签、高效、可溶表达的大肠

杆菌表达系和快速纯化体系，获得了具有较好免疫原性和安全性的重组蛋白，为该蛋白的进一步应用奠定了基础。 

关键词 : 白喉毒素突变体，无标签可溶性表达，纯化，毒性试验，免疫原性 
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Abstract:  CRM197 (cross-reacting material 197), a non-toxic mutant of diphtheria toxin, has wide application potential in 
biopharmaceuticals. However, it is difficult to express CRM197 in bacteria other than Corynebacterium diphtheriae. Here we 
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proposed a new alternative method to produce soluble CRM197 without label in Escherichia coli. In particular, a synthetic 
gene coding for CRM197, optimized for E. coli codon usage, was cloned in the pET32a (+) vector. Accordingly, the 
over-expression of the protein was simply induced with IPTG in E. coli BL21 (DE3). The target protein was soluble and 
accounted for about 40% of the total protein in the supernatant. Following an ultrasonic cytolysis step, the recombinant protein 
was purified by anion exchange, affinity and desalting chromatography and the purity of the final preparation reached 95%. 
Cytotoxicity tests showed that the IC50 value of CRM197 was 2.1×107 times the IC50 value of diphtheria toxin, and 9.6 times 
the IC50 value of diphtheria toxoid, telling that the target protein is safe and non-toxic. Subsequently, we found that both the 
high dose (20 μg) and the low dose (2 μg) of CRM197 were equally efficient in inducing an immune response against 
diphtheria toxiod in mice, and the antibodies titer of mice after three immunizations with low dose could reach 1:409 600. In 
conclusion, our findings provide a highly efficient strategy for the rapid production and purification of unlabeled and soluble 
recombinant CRM197 in E. coli, with good immunogenicity and safety. 

Keywords:  diphtheria toxin mutant, no label soluble expression, purification, toxicity test, immunogenicity 

 

CRM197 蛋白是白喉毒素 (Diphtheria toxin, 

DT) 的突变体，由于其第 52 位氨基酸 Gly 突变

为 Glu，使其丧失了 ADP-核糖转移酶活性，从而

失去细胞毒性[1]。但 CRM197 仍然具有 DT 的完

整功能结构，从而保留其免疫原性，且不存在传

统白喉类毒素制备需要甲醛脱毒处理、组分不均

一以及可能恢复毒性等缺点，而有望成为重组白

喉疫苗的有效成分[2-3]。此外 CRM197 可以作为多

糖疫苗的载体蛋白，能有效提高多糖抗原的免疫

原性，而广泛用于疫苗开发领域[4-6]。目前已有多

种以 CRM197 为载体的多糖疫苗上市，包括武田

B 型流感嗜血杆菌  (Hib) 疫苗 VaxemHibTTM 

(Takeda) 、 C 群 脑 膜 炎 疫 苗 MeningitecTM 和

MenjugateTM (Nuron)、四价脑膜炎球菌 ACWY 多

糖结合疫苗 MenveoTM (Nuron) 以及针对肺炎球

菌的 7 价疫苗 PrevnarTM 和 13 价疫苗 Prevnar 13TM 

(Pfizer)。同时有研究发现 CRM197 具有抑制肿瘤

细胞增殖和迁移的作用，可作为肿瘤抑制剂开发

为新型抗肿瘤药物[7-9]。 

本研究通过对 CRM197 的序列进行优化，实

现了目的蛋白在大肠杆菌中无标签、高效、可溶

表达。通过对纯化步骤进行一系列的摸索与优化，

搭建了可以工业放大的快速纯化体系，并对其毒

性和免疫原性开展了初步研究，为该蛋白的进一

步应用打下了坚实的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

质粒 pET-32a(+) 购自 Novagen 公司。感受态

细菌 Escherichia coli Top10、E. coli BL21(DE3) 

购自天根公司。 

1.1.2  主要材料和仪器 

限制性内切酶购自 NEB 公司；Pyrobest DNA

聚合酶、ExTaq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶等

购自 TaKaRa 公司；质粒提取试剂盒、琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒购自 OMEGA 公司。PageRuler 

Prestained Protein Ladder 购自 Thermo 公司。蛋白

Marker 购自北京全式金生物技术有限公司。化学

发光试剂盒购自 Millipore 公司。兔抗白喉类毒素

多克隆抗体和 HRP 标记羊抗兔 IgG 购自 Abcam

公司。 

HiTrap Q Sepharose FF 预装柱 (CV=5 mL)、

HiTrap Heparin HP 预装柱 (CV=5 mL)、HiPrep 

26/10 Desalting 预装柱 (CV=53 mL) 均购于 GE 

Healthcare 公司。酵母提取物、胰蛋白胨为 OXOID 

公司产品，其余为国产或进口分析纯试剂。 

低温高速离心机购自 Beckman Coulter 公司。

SDS-PAGE 电泳仪为 BIO-RAD 公司产品。Image 

Quant LAS 4000 mini 成像系统和纯化仪 ÄKTA 
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avant 均为 GE Healthcare 公司产品。酶标仪 Spectra 

Max Paradigm 为 Molecular Devices 公司产品。 

1.1.3  实验动物 
6–8 周龄雌性 BALB/c 小鼠来自本院实验动

物中心。 

1.2  方法  
1.2.1  CRM197 的序列优化 

根据白喉毒素序列 (GenBank Accession No. 

K01722.1)，分析编码 CRM197 的序列进行优化。

用大肠杆菌常用密码子替换稀有密码子，并平衡

A、T、G、C 四种碱基的比例和分布。在 CRM197

序列的 5′端和 3′端分别加入 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切

位点，并在起始密码子前加入 UAA 终止密码  

子以终止载体 pET32a (+) 上 Trx 蛋白的表达，

委托北京博迈德基因技术有限公司进行全基因

合成。 

1.2.2  CRM197 表达载体构建 
将优化合成后的 CRM197 基因用 EcoRⅠ和

XhoⅠ双酶切后，连接入同样双酶切后的表达载体

pET32a (+) 上，转化大肠杆菌感受态细胞 DH5α，

37 ℃培养过夜。次日挑取单克隆于 5 mL LB 

(Amp+) 培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 12 h，

提取质粒，EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切鉴定目的基因

的插入，并送测序。测序正确的质粒命名为

pET32a(+)-CRM197。 

1.2.3  CRM197 在大肠杆菌中的表达 
将重组表达质粒 pET32a(+)-CRM197 转化至

感受态 E. coli BL21 (DE3)，挑取单克隆于 5 mL 

LB (Amp+) 液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养

至 OD600≈0.6 时，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的

IPTG，28 ℃、220 r/min 继续培养 6 h。6 163 r/min、

4 ℃离心收集菌体，用 PBS 重悬后超声碎菌。   

12 000 r/min、4 ℃离心取上清，进行 SDS-PAGE，

以空载体表达产物为对照，鉴定 CRM197 蛋白的

表达情况。 

1.2.4  Westem blotting 鉴定 
将含有 CRM197 蛋白的超声碎菌上清及空载

体碎菌上清进行 SDS-PAGE 后，蛋白转移至硝酸

纤维素膜上，用含 3% BSA 的 PBST 室温封闭 1 h

后，加入 1︰1 000 稀释的兔抗白喉类毒素多克隆

抗体，37 ℃反应 1 h。将膜用 PBST 洗涤 4 遍后，

加入 1︰5 000 稀释的辣根酶标记的羊抗鼠 IgG 二

抗，37 ℃反应 1 h 后 PBST 洗涤 4 遍，采用化学

发光法显色、压片和曝光。 

1.2.5  CRM197 阴离子交换 
将 pET32a(+)-CRM197/BL21(DE3) 按上述发

酵条件扩大培养到 1 L，收集菌体，按菌体湿重 (g) 

与缓冲液体积 (mL) 为 1︰20 重悬于缓冲液 A   

(20 mmol/L Tris，0.5 mmol/L EDTA，5%甘油，   

pH 8.0)。超声破菌后，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min 

收集上清。采用 HiTrap Q Sepharose FF 预装柱 

(CV=5 mL)，流速为 5 mL/min，缓冲液 A 平衡 5 CV

后上样，收集流穿，缓冲液 B (20 mmol/L Tris，1 mol/L 

NaCl，pH 8.0) 100%缓冲液 B、10 CV，洗脱杂蛋白。 

1.2.6  肝素亲和层析 
采用肝素亲和层析柱 HiTrap Heparin HP 预装柱 

(CV=5 mL) 对样品进行精纯，缓冲液 C (20 mmol/L 

Tris，pH 8.0)、缓冲液 D (20 mmol/L Tris，1 mol/L 

NaCl，pH 8.0)，流速为 5 mL/min，梯度洗脱，   

60% D、10 CV 收集目的蛋白峰。 

1.2.7  脱盐换液 

采用HiPrep 26/10 Desalting 预装柱 (CV=53 mL)，

缓冲液 E (20 mmol/L PB，0.15 mol/L NaCl，pH 

7.2)，流速为 15 mL/min，每次上样量 15 mL，更

换缓冲液，收集目的蛋白。 

1.2.8  毒性试验 
将 Vero 细胞消化后进行细胞计数，调整细胞浓

度为 1.25×105个细胞/mL，将细胞悬液加入到 96 孔

培养板中，100 μL/孔。白喉毒素首孔从 5 ng/mL

开始倍比稀释，依次加入到含有细胞的培养板中，
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100 μL/孔；白喉类毒素和 CRM197 蛋白首孔从

0.25 mg/mL 开始倍比稀释，依次加入到含有细胞

的培养板中，100 μL/孔。加入毒素、类毒素和

CRM197 蛋白的 Vero 细胞培养板继续于 37 ℃、

CO2 孵箱中培养 6–7 d，采用 MTT 法观察细胞的

存活情况，用酶标仪在 490 nm 测定吸光值，参比

波长 620 nm。用 GraphPad Prism 5.01 软件计算各

组的 IC50。 

1.2.9  免疫原性检测 
将不同剂量的CRM197蛋白2 μg/只和20 μg/只，

采用腹部皮下方式免疫 6−8 周龄 BALB/c 小鼠，

每 3 周免疫 1 次，共免疫 3 次，均采用氢氧化铝

佐剂，每次免疫后 3 周、下一次免疫前取血检测

血清中的抗体滴度；抗体滴度的测定采用 ELISA 的

方法，白喉类毒素 2 μg/mL，100 μL/孔包被 96 孔酶

联板，4 ℃包被过夜。PBST 洗涤 4 次，5 min/次。

将抗血清用 PBST 从 1：100 依次倍比稀释后，加

入酶联板中，37 ℃反应 1 h，同时设 PBS 免疫后

的血清为对照。PBST 洗涤 4 次，5 min/次。加入

HRP-抗小鼠二抗，37 ℃反应 30−40 min。加入

TMB 显色液，50 μL/孔，显色后用 2 mol/L H2SO4

终止，酶标仪 450 nm 测定光吸收值。以加入阴性

对照血清孔的显色值为对照，以 OD450 大于 0.1

且高于阴性孔 2 倍为阳性稀释滴度。 

2  结果与分析 

2.1  CRM197 序列优化及载体构建  
构建 CRM197 表达载体 pET32a(+)-CRM197 

(图 1) 转化大肠杆菌 DH5α, 用 EcoRⅠ和 XhoⅠ

双酶切鉴定，结果显示，该重组质粒酶切后产生

一条约 1 600 bp 的条带 (图 1B 箭头所示)，与目

的基因片段大小一致, 测序结果 (序列略) 表明

此片段与设计的 CRM197 基因序列完全相同。 

2.2  可溶性表达分析 
将构建好的质粒 pET32a(+)-CRM197 转化入大

肠杆菌 BL21 (DE3)，IPTG 诱导表达，收集菌体超

声后，取上清，以空白载体为对照进行 SDS-PAGE

和 Westem blotting 鉴定。从图 2 可以看出，与空载

体对照相比，转化有 pET32a(+)-CRM197 质粒的菌

株在 58 kDa 左右有明显的条带。Westem blotting 结

果证实该蛋白可与鼠抗白喉类毒素多克隆抗体发

生特异性结合。目的条带用凝胶灰度扫描显示重组

蛋白可占菌体总蛋白的 40%以上，说明 CRM197 蛋

白在大肠杆菌中得到了高效可溶性表达。 
 
 

 
 

图 1  CRM197 表达载体的构建及酶切鉴定 
Fig. 1  Construction and characterization of CRM197 expression plasmid. (A) Diagram of pET32a(+)-CRM197 
expression plasmid. (B) Restriction map of recombinant plasmid. 1: DNA marker (DL2000); 2, 3: pET32a(+)-CRM197 
digested by Xho /Ⅰ EcoR ; 4: DNA markerⅠ  (DL15000). 
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图2  表达蛋白CRM197的SDS-PAGE和Westem blotting
分析 
Fig. 2  SDS-PAGE and Westem blotting analysis of 
expression protein. 1: marker; 2, 4: the blank vector; 3, 5: 
the supernatant after homogenate and centrifuge. 
 

2.3  重组 CRM197 蛋白的纯化及鉴定 
从图 3 可以看出，目的蛋白基本在超声上清

中，为可溶表达，且表达量较高占比为 40%。首

先通过 QFF 一步流穿快速去除杂蛋白，随后无需

更换缓冲液，正确折叠的目的蛋白能与 Heparin

特异性结合，并且通过梯度洗脱进一步去除痕量

杂质， 后通过脱盐换液将蛋白置换到保存溶液

PBS 中，经过三步纯化后，无标签的目的蛋白得

到了很好的纯化，纯度可达 95%以上。 
 

 
 

图 3  纯化 CRM197 各步骤的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE of CRM197’s purification of each 
step. 1: marker; 2: the precipitation after ultrasonic 
cytolysis and centrifuge; 3: the supernatant after 
ultrasonic cytolysis and centrifuge; 4: the flow-through 
collection of QFF; 5: the fraction collection of Heparin 
HP; 6: the fraction collection of desalting.  

2.4  重组 CRM197 蛋白的毒性试验 
根据加入毒素、类毒素和 CRM197 蛋白的

Vero 细胞的存活情况 (图 4)，计算 IC50 值分别为

0.012 ng/mL、26.46 μg/mL 和 254.50 μg/mL。可以

看出，CRM197 的 IC50 值是白喉毒素 IC50 值的 

2.1×107 倍；与白喉类毒素相比，CRM197 的 IC50

值是前者的 9.6 倍。以上结果说明 CRM197 在细

胞实验水平上是安全无毒性的。 

2.5  抗原在小鼠体内的免疫原性分析 
分别采用高剂量  (20 μg) 和低剂量  (2 μg) 

免疫 BALB/c 小鼠，每两周免 1 次，共免 3 次。

从图 5 中可以看出，2 μg 和 20 μg 组的 CRM197

均可诱导小鼠产生较高的抗体滴度，且在第 9 周

抗体滴度达到峰值，达 1︰409 600，并且 2 μg 组

三免后的抗体滴度与 20 μg 组的相当。 

3  讨论  

自 19 世纪 80 年代以来，结合疫苗的发展大

大降低了包括 Hib、肺炎支原体和脑膜炎奈瑟氏

球菌等导致的相关儿科疾病的发病率[10]。其中白

喉类毒素、破伤风类毒素和 CRM197 是目前已获

批上市疫苗中使用 多的载体。有实验表明，使

用 CRM197 作为载体蛋白的结合疫苗，除了能有

效激发受体产生针对结合物的抗体外，还能产生

足够针对白喉毒素的抗体[11-14]。并且在上述 3 种

载体蛋白存在预存免疫的情况下，CRM197 能更

加有效地激发小鼠产生特异的针对结合物的抗 

体[15]，这对于已接种破伤风和白喉疫苗的人群具有

一定的参考意义。随着研究手段的进步，进一步

拓宽了 CRM197 作为载体蛋白的应用领域，除了

与传统的多糖结合外，还可与半合成糖进行缀合，

进而提升 13 价肺炎疫苗的功效，或利用 CRM197

能与白喉毒素受体  (Diphtheria toxin receptor, 

DTR) 结合通过血脑屏障的特性，与纳米粒子相

结合，开发针对阿尔茨海默病的治疗药物[16-18]。 
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图 4  细胞毒性试验 (MTT) 
Fig. 4  Cytotoxicity test (MTT). 
 

 
 

图 5  免疫后小鼠血清中的抗体滴度 
Fig. 5  Serum IgG titer in mouse serum after immunization. 
 

目前 CRM197 以及其他非毒突变体一般采用

溶原化的白喉杆菌分泌产生，该菌株经由 β 噬菌

体感染含有编码 DT 的 tox 突变基因[19-20]。该系统

的优点是目的蛋白以分泌形式表达于胞外，杂蛋

白含量低有利于纯化生产。缺点是白喉杆菌发酵

条件严苛，且培养基成分复杂、价格昂贵[21-22]。

采用大肠杆菌表达系统，具有生产周期短、成本

低、外源 DNA 易于导入、外源蛋白表达简易和

能很快产生大量的目的蛋白等优点，是表达重组

蛋白优先选用的系统。但目前采用该系统表达

CRM197 存在缺陷，即目的蛋白以包涵体的形式

存在，需要经过变性、复性的阶段，不利于产量

的提高和生产放大，且携带标签需要后续处理步

骤，为产品质控增加风险[23-24]。本研究对原有序

列进行了优化，采用大肠杆菌常用密码子替换稀

有密码子，并平衡 A、T、G、C 四种碱基的比例

和分布，优化后重组 CRM197 在大肠杆菌 BL21 

(DE3) 中获得了可溶性高表达，目的蛋白约占碎

菌上清总蛋白的 40%，克服了上述表达体系的缺

点，实现了目的蛋白的高效、可溶表达，且无标

签无需后续去除步骤。 

目的蛋白获得表达后，我们又对纯化流程进

行了摸索。通过研究发现，CRM197 具有与天然

的 DT 对 DTR 相似的亲和力。而 DTR 的氨基酸

序列与肝素结合表皮生长因子前体 (pro-HB-EGF) 

的相同[25]。因此推断，正确折叠的 CRM197 能与

Heparin 柱特异结合，经过一系列的条件摸索，

终确定了阴离子柱流穿、肝素亲和柱梯度洗脱、

脱盐柱换液的快速纯化流程，获得了无细胞毒性、
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能诱导小鼠产生较高抗体滴度的目的蛋白，为后

续工艺放大、工业生产奠定了坚实的基础。 
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