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［摘　要］　以克隆表达的 Ｂ型肉毒毒素轻链蛋白（ＢｏＮＴ／ＢＬ）为抗原，从噬菌体抗体库 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ

Ｉ＋Ｊ筛选出得到活性高和特异性高的全人源单链抗体（ＳｃＦｖ），结合能够携带外源蛋白有效通过生物

膜的小片段跨膜肽（ＴＡＴ）制备跨膜单链抗体（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）。经 ＰＣＲ后酶切，克隆到原核表达载体

（ｐＥＴ－２８ａ－ＴＡＴ）中，构建含有跨膜肽（ＴＡＴ）的抗Ｂ型肉毒毒素胞内抗体融合蛋白，并在大肠杆菌

中诱导表达，进行纯化工艺，对产物进行浓度纯度、亲和常数测定及生物活性研究。成功构建 ＴＡＴ

－ＳｃＦｖ表达载体，融合蛋白相对分子量为３２．７ｋＤａ，主要以可溶形式表达，纯度也达到９５％以上，胞

内抗体中和Ｂ型肉毒毒素致病轻链得到ＴＡＴ－ＳｃＦｖ的亲和常数为（１．１３３±０．２７３）×１０６Ｌ／ｍｏｌ，小

鼠神经细胞乙酰胆碱定量测定实验证明胞内抗体具有较好的抗毒素活性。此结果为Ｂ型肉毒毒素

治疗性胞内抗体的研制和肉毒中毒治疗奠定了基础。
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　　肉毒芽胞梭菌是一种革兰氏阳性菌，菌体形态

不一，多数呈现直杆状或稍带弯曲［１］。肉毒毒素

ＢｏＮＴ是由肉毒梭菌分泌的一类具有致死性毒性极

强的神经毒素，在国际上被归为 Ａ类生物战剂［２］。

目前发现有７个血清型（Ａ～Ｇ），有一定的相似结

构，每个肉毒毒素是一个近似的分子量为１５０ｋＤａ

的蛋白分子［３］。但是具有不同的抗原性，其中Ａ、Ｂ

型最为常见，Ａ、Ｂ、Ｅ和Ｆ型是引起人类中毒的主要

亚型［４］。肉毒神经毒素是通过裂解ＳＮＡＲＥ蛋白抑

制钙依赖的胞吐释放神经递质乙酰胆碱和突触的

弛缓性麻痹引起潜在的死亡［５］。各型的肉毒毒素

对靶蛋白特异性位点的切割，干扰了突触小泡的功

能，阻断了神经介质的外泌作用，减少了神经介质

乙酰胆碱的释放［６］，最终引起机体肌肉驰缓性麻

痹。其中Ｂ型肉毒毒素以单一位点切割ＳＮＡＲＥ蛋

白中突触小泡膜蛋白（ＶＡＭＰ）［７］。谈及其治疗中

毒有效的药物，目前要数多价马血清，但由于种属

原因人体存在过敏反应等不良作用，并且制备程序

昂贵复杂；另外马匹数量的有限性，也使其得不到

推广利用［８］。从免疫人血清中提取纯化抗体这一

方案，更是无法满足对抗体的需求。目前新型肉毒

毒素疫苗和中和抗体的研究主要以 Ｈｃ为抗原进

行［９］，包括有重链抗原表位预测研究，对重链功能

进行诠释；重链受体结合区的表达及免疫原性研

究；重链结构域单克隆抗体制备和筛选［１０］。生物

技术和先进设备的显著发展，使基因工程手段成为

开发制备ＢｏＮＴ／Ｂ中和抗体的一种有效可行策略，

这也是目前众多研究领域中常用设计方法和新思

路。本课题针对于从人源噬菌体库中筛选出的

ＢｏＮＴ／Ｂ轻链活性最高的中和抗体，与具有穿梭细

胞膜功能的ＴＡＴ蛋白核心肽段进行基因重组，表达

具有穿梭功能的抗 ＢｏＮＴ／Ｂ人源单链抗体，以期为

研发Ｂ型ＢｏＮＴ中和抗体治疗药物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、菌种及检测蛋白　受体菌 ＪＭ１０９及

ＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌均由军事兽医研究所生物技术

应用研究室保存；Ｂ型肉毒毒素轻链抗体由军事兽

医研究所六室制备保存；抗Ｂ型肉毒毒素单链抗体

（ＳｃＦｖ）由军事兽医研究所生物技术应用研究室筛

选保存；原核表达载体（ｐＥＴ－２８ａ－ＴＡＴ－ＥＧＦＰ）

由解放军军事医学科学院军事兽医研究所生物技

术应用研究室保存。

１．２　主要试剂　Ｔ４ＤＮＡ连接酶和 ＴａｑＤＮＡ聚合

酶、限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ等分子生

物学工具酶及ＢＳＡ均购于大连宝生物工程技术有

限公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购于康为试剂生物科

技有限公司；卡那霉素及氨苄西林购于宝泰克生物

技术有限公司；甘氨酸、丙烯酰胺、诱导剂 ＩＰＴＧ及

ＳＤＳ购于 Ｐｒｏｇｍｅｇａ公司；过硫酸铵、溴酚蓝及

ＴＥＭＥＤ购于 Ｓｉｇｍａ公司；质粒提取试剂盒购于

ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋＩｎｃ；抗 Ｂ型肉毒毒素单链抗体 ＰＣＲ

引物合成由宝生物工程技术公司完成，引物序列如

表１所示。
表１　克隆目的基因（ＳｃＦｖ）的引物

引物 引物序列（方向５′→３′）
碱基数

（ｂｐ）

上游引物 ＧＴＧＡＡＴＴＣＡＴＡＡＴＧＡＡＡＴＡＣＣＴＡＴＴＧＣＣＴ ２９

下游引物 ＧＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＴＧＣＧＧＣＣＣＣＡＴＴＣＡＧ ２６
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１．３　抗Ｂ型肉毒毒素单链抗体（ＳｃＦｖ）基因克隆及
重组质粒的构建　以筛选的单链抗体基因组 ＤＮＡ
为模板，ＰＣＲ扩增目的基因片段（ＳｃＦｖ），１．５％琼脂
糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增的结果，按照 ＤＮＡ胶回
收试剂盒的步骤回收，经 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切
３ｈ，用Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ和 Ｔ４ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ克隆到同样双
酶切的原核表达载体上１６℃过夜，构建重组表达
载体（ｐＥＴ－２８ａ－ＴＡＴ－ＳｃＦｖ），表达载体转化到制
备好的感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９中，将菌液涂布于 ＬＢ
抗性平板上（含有５０μｇ／ｍＬＫａｎ），３７℃培养箱过
夜培养。从抗性平板中挑取单菌落，扩大培养。

１．４　重组质粒（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）的鉴定　经菌落 ＰＣＲ
鉴定，提取质粒进行双酶切鉴定，选取阳性克隆菌

株进行重组质粒（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）提取，用 Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｏｒ
和Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ引物委托宝生物工程有限公司进行
测序鉴定。

１．５　胞内抗体融合蛋白（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）的诱导表达
　将测序正确的重组表达质粒以氯化钙法转化到
表达菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，从长满菌落的 ＬＢ平
板上随机挑选优异的单菌落转接于５ｍＬＬＢ培养
基中（含有５０μｇ／ｍＬＫａｎ），３７℃摇床培养，次日转
接进行大瓶培养，加入诱导剂 ＩＰＴＧ至终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃诱导表达３．５ｈ。１００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，用ＰＢＳ（ｐＨ７．０）重悬菌体，超声破
碎处理，并镜检确定细胞破碎完全，４℃ １００００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清，沉淀用 ＰＢＳ（ｐＨ７．０）
重悬，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析蛋白表达形式，以未诱
导的菌体做阴性对照。

１．６　融合蛋白的纯化
１．６．１　Ｃｕ２＋金属螯合层析纯化蛋白　Ａ液：
２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．０），Ｂ液：２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ
２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑（ｐＨ７．０），Ｃ液：２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ
８０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑（ｐＨ７．０），Ｄ液：２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ
２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑（ｐＨ７．０）。样品进行Ｃｕ２＋Ｃｈｅｌａ
ｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭＦａｓｔＦｌｏｗ金属螯合层析，用Ａ液平
衡层析柱约５个柱床体积，２ｍＬ／ｍｉｎ上样（菌体裂
解离心得到的上清液），上样结束以 Ａ液以相同流
速洗脱流川，用Ｂ液以相同的流速洗脱至读数不再
下降，收集洗脱液，用Ｃ液以不变的流速洗脱，读数
不再下降时，收集洗脱液，用 Ｄ液以不变的流速洗
脱，收集洗脱液。然后用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ洗脱柱
子上残留的杂蛋白，大约５个柱床体积，用水洗脱，
最后用２０％乙醇封闭。

１．６．２　ｒＰｒｏｔｅｉｎ－ＡＦＦ亲和层析纯化蛋白　Ａ液：
２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．０），Ｂ液：０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸
（ｐＨ３．０），Ｃ液：１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８．０），采用 Ａ液
平衡 ＰｒｏｔｅｉｎＡＦＦ，将过 Ｃｕ２＋金属螯合层析柱的
８０ｍｍｏｌ／Ｌ和２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液分别上样，用
Ａ液以相同的流速洗脱至读数不再下降，用 Ｂ液缓
慢洗脱，同时用 Ｃ液以１／１０接样（０．５ｍＬＣ液接
甘氨酸洗脱流川至５ｍＬ），最后用甘氨酸（ｐＨ２．５）
和Ｃ液交替洗脱柱子，用ＮａＮ３封柱。
１．７　蛋白亲和常数测定　取无菌９６孔板一个，抗
原１／２梯度稀释包被每孔，４℃过夜。次日，倾去包
被液，倒置拍板，以去除残余的包被液。Ｗａｓｈ
ｂｕｆｆｅｒ洗板３次，每次３ｍｉｎ，拍干。添加２００μＬ２％
牛奶（取牛奶１ｇ，加 ＰＢＳ５０ｍＬ）封闭３７℃反应２
ｈ。洗板３次。每孔加１／２梯度稀释一抗１００μＬ，
留２孔作阴性对照（２００μＬ２％牛奶），３７℃反应
２ｈ，洗板３次，加二抗１００μＬ，３７℃反应１ｈ，洗板
３次。最后加１００μＬ显色液避光反应１５ｍｉｎ，加
５０μＬ终止液２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４，酶标仪读数。每个样
品三组平行实验，根据抗原抗体结合反应的Ｓ型曲
线图，能够求解出在不同抗原浓度下，半数吸光值

时ＳｃＦｖ浓度，带入到公式 ＫＡ ＝（ｎ－１）／２（ｎＡｂ’
－Ａｂ）计算亲和常数，其中Ａｂ’和Ａｂ表示当抗原为
Ａｇ’和Ａｇ时，半数吸光值的 ＳｃＦｖ浓度（ｍｏｌ／Ｌ），ｎ
＝Ａｇ／Ａｇ’，当 ｎ＝２时，可以得到３个 ＫＡ值，ｎ＝
４时，可以得到２个 ＫＡ值，ｎ＝８时，可以得到 １个
ＫＡ值，把６个 ＫＡ值取平均值数即最终的亲和常
数。

１．８　小鼠神经细胞乙酰胆碱定量测定实验　培养
小鼠神经瘤树突状细胞，采用小鼠乙酰胆碱酶联免

疫分析试剂盒，用于体外定量检测培养基中小鼠乙

酰胆碱的含量，如果细胞培养加入 Ｂ型肉毒毒素，
干扰了突触小泡的功能，阻断了神经介质的外泌作

用，减少了神经介质乙酰胆碱的释放，培养基中的

乙酰胆碱含量就会减少，加入跨膜肽融合抗体进入

到小鼠神经细胞并中和毒素，具有一定的治疗作

用。实验大体分四组：ＤＣ神经细胞；ＤＣ神经细胞
＋跨膜抗体蛋白；ＤＣ神经细胞＋Ｂｏｎｔ－Ｂ；ＤＣ神经
细胞＋Ｂｏｎｔ－Ｂ＋跨膜抗体蛋白。
２　结果与分析
２．１　重组质粒（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）的鉴定　重组表达质
粒ＰＣＲ和质粒双酶切产物经１．５％琼脂糖凝胶电
泳分析，可见９３０ｂｐ片段，委托吉林省库美生物科
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技有限公司进行测序，测序结果表明，插入 ＤＮＡ片
段与设计基因序列一致（图１～图２）。

１：ＰＣＲ产物；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２００

图１　重组质粒ＰＣＲ鉴定

１～４：质粒的双酶切产物；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００

图２　重组质粒的双酶切鉴定

２．２　表达产物（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）鉴定　诱导表达菌及
菌体裂解产物经１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，未诱导做
阴性对照，在约３２．７ｋＤａ处出现一条明显表达带，
与融合蛋白预期大小一致。电泳表明大部分目的

蛋白呈可溶性表达形式（图３）。

１：对照组２：诱导组３：蛋白质ｍａｒｋｅｒ

图３　表达产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

２．３　跨膜抗体蛋白（ＴＡＴ－ＳｃＦｖ）纯化　表达产物
经金属螯合 Ｃｕ２＋柱，梯度洗脱后，最终８０ｍｍｏｌ／Ｌ
和２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液得到含有杂带的目的蛋
白，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳监测表明，目的蛋白的相对分
子质量为３２．７ｋＤａ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果与此相
符（图４）。将金属螯合 Ｃｕ２＋柱８０ｍｍｏｌ／Ｌ和２００
ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液进行 ＰｒｏｔｅｉｎＡ柱层析，与预期
条带相符，如图５所示。

Ｍ：蛋白质ｍａｒｋｅｒ；　１～３：流川液、２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·Ｃｌ

流川液和２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；

４、５：８０ｍｍｏｌ／Ｌ和２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱

图４　纯化产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｍ：蛋白质ｍａｒｋｅｒ；１、２：８０ｍｍｏｌ／Ｌ和

２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱的目的蛋白

图５　纯化产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

２．４　蛋白浓度测定　采用ＢＳＡ法测定两组纯化蛋
白的浓度。测得蛋白标准曲线为 ｙ＝０．６３９２ｘ＋
０．０６５６。８０ｍｍｏｌ／Ｌ和２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液光
吸收值分别为０．３７１和０．５１８，对应纯化的跨膜抗
体蛋白的浓度分别是０．４７ｍｇ／ｍＬ和０．７ｍｇ／ｍＬ。

２．５　跨膜抗体蛋白亲和常数测定　利用非竞争酶
免疫法测定ＴＡＴ－ＳｃＦｖ的亲和常数，分别对在不同

·４·
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抗原浓度下得到的曲线进行模拟，能够得到４个半
数吸光值的ＴＡＴ－ＳｃＦｖ浓度（图６），然后利用公式
ＫＡ ＝（ｎ－１）／２（ｎＡｂ’－Ａｂ），得到６个ＫＡ值，从表

２中可以看出 ＴＡＴ－ＳｃＦｖ的亲和常数为（１．１３３±
０．２７３）×１０６Ｌ／ｍｏｌ。

表２　ＴＡＴ－ＳｃＦｖ亲和力测定曲线进行模拟后得到的ＫＡ值
ＴＡＴ－ＳｃＦｖ ｎ＝２ ｎ＝４ ｎ＝８ ｘ－±ｓ

１０６Ｌ／ｍｏｌ １０６Ｌ／ｍｏｌ １０６Ｌ／ｍｏｌ １０６Ｌ／ｍｏｌ

３Ａ １．３５ １．１０８ １．２４４ １．１５７ ０．８６ １．０８ １．１３３±０．２７３

图６　ＴＡＴ－ＳｃＦｖ亲和力测定曲线

２．６　小鼠神经细胞乙酰胆碱定量测定实验　小鼠
神经细胞培养铺板，每孔细胞数是２×１０４个。实
验组１是 ＤＣ细胞，实验组２是 ＤＣ细胞加跨膜抗
体蛋白，实验组７是 ＤＣ细胞加 Ｂ型肉毒毒素，实
验组３～６是ＤＣ细胞加 Ｂ型肉毒毒素加跨膜抗体
蛋白１／２稀释，通过实验组１和２，培养基中乙酰胆
碱的含量基本没有变化，证明融合抗体蛋白对小鼠

神经细胞乙酰胆碱的释放基本没有影响。通过实

验组１和７，培养基中乙酰胆碱的含量明显不同，用
肉毒毒素作用的小鼠神经细胞培养基中乙酰胆碱

较正常有明显减少，证明了肉毒毒素抑止小鼠神经

细胞乙酰胆碱的释放。通过实验组３，４，５和６，培
养基中乙酰胆碱的含量都有显著不同，随着跨膜抗

体蛋白浓度的降低，培养基中乙酰胆碱的含量减

少。对比其他三组，证明跨膜抗体蛋白对肉毒毒素

具有中和活性（图７）。
３　讨论与小结

目前，没有特定的药物针对性治疗Ｂ型肉毒毒
素中毒，疫苗和抗血清治疗是研究治疗肉毒中毒的

主要方向，人类最广泛使用的疫苗是灭活疫苗如

ＰＢＴ。一些科学家研制出对肉毒毒素有抑制作用的
抑制剂，尚无显著地治疗案例［１１］。Ｂ型肉毒毒素轻
链的单克隆抗体尚未有人研制出。先前的研究主

要集中于肉毒毒素基因及蛋白结构，包括有功能蛋

图７　小鼠神经细胞培养基中乙酰胆碱含量

白的研究，随着肉毒毒素基因组测定以及基因解读

工作的不断完善，揭示部分型别的肉毒毒素基因结

构及蛋白质。结构研究表明，重链和轻链是肉毒毒

素的主要结构成分，先前对Ｂ型肉毒毒素的治疗研
究侧重于重链，主要集中在采用大肠杆菌和酵母表

达系统对肉毒毒素重链蛋白作为抗原方面［１２］。但

是重链的抗原决定簇难以定位且可产生中和性抗

体，而轻链是肉毒毒素的致病部位［１３］。

本实验结果表明，Ｂ型肉毒毒素轻链抗体已成
功克隆入含有跨膜肽片段载体（ＰＥＴ２８ａ－ＴＡＴ）中，
由于大肠杆菌表达系统比较成熟，且条件易于掌

控，选择大肠杆菌作为蛋白质表达菌，经过 ＩＰＴＧ诱
导表达，在上清中抗体蛋白的表达量要明显大于沉

淀中的，所以重组蛋白主要还是以可溶性形式表

达。重组蛋白纯化过程中，由于重组蛋白含有组氨

酸标签，与Ｃｕ２＋结合相对较强，采用高浓度的咪唑
（８０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑和２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗脱，利用
ＰｒｏｔｅｉｎＡ可以与 ＩｇＧ特异性结合的特点，对抗体
蛋白进一步纯化，得到高纯度抗体蛋白。测定的蛋

白浓度分别为０．４７ｍｇ／ｍＬ和０．７ｍｇ／ｍＬ，并对蛋
白活性进行了初步检测，为后期的检测奠定了基

础。Ｂ型肉毒毒素治疗性轻链抗体的制备工艺经
过实验室的特异载体重组，降低纯化难度，结合抗

·５·
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体特异性，简化了纯化步骤，同时保证了较高的浓

度和极高的纯度。这为肉毒毒素中毒抗体治疗法

填补了空缺，将是肉毒毒素中毒治疗上的一个突破

性的飞跃。
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