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蓖麻毒素B链的克隆表达与鉴定
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摘要：采用PCR法扩增出蓖麻毒素B链基因，并将其与PMDl8一T克隆栽体相连接，经序列分

析正确后插入到表达栽体PET-28a中，构建重组表达质粒pET-28a—RTB，将构建好的重组质粒转

化入BL21感受态中，经IPTG于37℃诱导表达后，得到的融合表达的目的蛋白质经SD孓PAGE

分析，相对分子质量约为31 000，利用Western与间接ELISA鉴定证明，其具有抗原性，为制备

RTB单克隆抗体及提高检测方法的敏感性打下基础。
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Cloning and Expression of Ricin B Chain in Escherichia coli
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Abstract：In this study，the DNA of RTB was cloned from the ricin DNA by PCR and inserted

into the carrier pMDl 8一T．The fusion expression vector RTB-pET28 was contructed and

transformed to E．coli BL21 after sequenced．The expressed fusion protein after induction with

IPTG at 37℃．SDS-PAGE and Western blotting analysis showed that the 3 1 000 fusion protein

was successful expressed in E．coli，and the bioactivity was detected by indirect ELISA．The

results presented here provided a reliable basis for the specificity of ELISA detect ricin．
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蓖麻(Ricinus communus)属大戟科植物，蓖麻

籽去油后的饼粕含有质量分数2％～3％的蓖麻毒

素(ricin toxin，RT)，具有很强的抑制蛋白质合成的

功能和细胞毒性[13，相对分子质量约为65 000，由两

条多肽链A链、B链通过二硫键连结。A链为毒性

链，是一种糖苷酶，B链有凝集素的活性，B链(ri-

tin B chain，RTB)上含有两个半乳糖结合位点，能

与细胞上含半乳糖的糖蛋白或糖脂结合[2]。RTB

基因与病毒基因连接后进行融合表达，得到的融合

蛋白质即具有病毒的抗原性，RTB蛋白又能与细

胞上含半乳糖的糖蛋白或糖脂结合，经口服免疫后

可得到非常良好的免疫效果，是蛋白质表达抗原非
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常良好的载体D]。蓖麻毒素毒性很强，对各种哺乳

动物都有毒。兔(肌肉注射)半致死剂量LDso为

4．1弘g／kg，小鼠LD5。为0．53 t-tg，人经口致死量为

0．15～O．2 g，静脉致死量为20 mg[4-6]。其毒性

是有机磷神经毒剂VX的385倍，是氰化物的6 000

倍。目前还没有对人适用的有效解毒药或疫苗，临

床上主要根据不同的症状采取对症治疗[7]。因此，

建立对Ricin快速有效的检测鉴定方法，对于中毒

的提早防治具有重要意义。

RT的检测方法国内外已有相应的研究报道，

如美国已经建立了多种快速检测方法及车载、手持

式毒素快速检测仪等，我国台湾地区也建立了RT

快速检测方法臼]。大多数检测方法使用的是抗全

毒的抗体。但蓖麻毒素是由A链和B链通过二硫

键连结的，如果使用抗B链的抗体作为捕获抗体包

被酶标板，检测蓖麻毒素时可以使A链充分暴露，

再以抗A链的单抗为检测抗体，有可能大大提高检

测的灵敏度。据此，作者对RTB基因进行了克隆、

表达及鉴定，旨在用其作为免疫抗原，为制备特异

性抗体、建立高敏感性的检测方法奠定基础。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 茵株与质粒 E．coli DH 5-a感受态细胞

(Competent Cell)，BL21感受态细胞，pET-28a，为作

者所在实验室保存；PMD 18一T，购自TaKaLa公司。

1．1．2酶和化学试剂 EX TaqTM DNA聚合酶，

限制性内切酶Sac I、Nde I，DNA Marker 2000+

15000等，均购自NEB公司；蛋白质Marker，购自

MBI公司；RTB多抗，购自Vector公司。

1．1．3 培养基LB培养基用于大肠杆菌及转化

子培养。固体I，B培养基添加1．5 g／L的琼脂，固

体和液体LB培养基在使用时按需要加入抗生素。

1．1．4 引物的设计与合成 利用DNAMAN软

件，由上海生工公司合成引物。

上游引物：CAT ATg gCT gAT gTT TgT

ATggATCCT

下游引物：gAg CTC TCA AAA TAA Tgg

TAA CCA TAT T

预计可扩增包括801 bp目的DNA片段。蓖

麻毒素B链基因参考序列来自GeneBank。

1．2方法

1．2．1 蓖麻基因组DNA的提取 蓖麻种子DNA

的提取按基因组提取试剂盒方法进行。

1·2．2蓖麻毒蛋白基因的PCR扩增蓖麻毒素基

因的PCR扩增反应体系为50肛L，其中基因组

DNA 2灶L、10×EX Taq Buffer 5“L、d NTP 4肛L、

引物各2肛L、EX Taq酶0．5肛L，加灭菌蒸馏水至

50弘L，在DNA扩增仪上进行PCR扩增，95℃预变

性5 min，之后进行30个循环(94℃30 s，60℃30

S，72℃30 s)，72℃延伸10 min。

1．2．3 PCR产物的鉴定 按TaKaLa公司的

PMD 18-T载体和E．coli DH5a感受态细胞进行目

的DNA片段的连接与转化，划线接种培养于含

Amp的LB琼脂平板后，挑选白色菌落并接种于含

Amp(50／生g／mL)的LB液体培养基中培养，37℃过

夜收集菌体，按质粒提取试剂盒说明书提取质粒，

进行PCR扩增和限制性内切酶Sac I和Nde I双

酶切鉴定。

1．2．4质粒的测序和序列分析 鉴定正确的质粒

序列测定由上海生工公司完成。利用NCBI网站上

的BLAST进行序列比较和同源性分析。

1．2．5 重组质粒的构建和鉴定 将测序正确的

RTB基因与pET-28a载体相连接，构建重组质粒

pET-28a-RTB。用Sac I和Nde 1分别双酶切测序

正确的含RTB的质粒和pET一28a载体，按《分子克

隆实验指南》方法，在T4 DNA连接酶作用下于

16℃过夜连接，连接产物转化至BL21感受态细胞

中，阳性菌落经PCR，Sac I和Nde I双酶切鉴定。

1．2．6 BL21／pET-28a～RTB表达工程菌的建立与

表达取重组质粒测序正确的菌对含Kan(50弘g／

mL)抗性的LB平板划线，从新鲜的划线平板中挑

取单克隆，接人5 mL含有适当抗生素的LB培养基

中，37℃振摇培养至OD值达到0．6～1．0。4℃保

存过夜，次日离心收集细胞。将细胞重悬于5 mL

含适当抗生素的新鲜培养基中，按比例接种入50

mL培养基，37℃摇床培养至OD到0．4～1。加入

100 mmol／L IPTG贮液，继续培养2～3 h。同时用

相同方法对空载体做空白诱导对照。诱导表达完

毕后将摇瓶置于冰上5 min，5 000 g 4℃离心5

min收集菌体。重悬细胞于预冷的0．01 mol／L

PBS中，超声波破碎，离心取上清液。将上清液与

SDS-PAGE的上样缓冲液混合后煮沸5 rain，进行

SD孓PAGE分析。

1．2．7 RTB的western blot与间接ELISA鉴定

将表达处理后的菌体收集，用超声波破碎，离心

取上清液进行12 g／dL SDS-PAGE电泳，湿转至

0．45肚m的PVDF膜上，用抗天然RT的小鼠多克

隆抗体为一抗(1：5 000稀释)，HRP标记的羊抗

小鼠IgG为二抗(1：1000稀释)，DAB显色，进行
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western印迹的检测。ELISA是将破碎的上清液按 带，与预计的重组蛋白质的大小相等，见图4。

1：10，1：40，1：80，1：160，1 l 320，1：640稀释

后包被酶标板，并以未插入任何基因片段的空载体

诱导表达菌的超声裂解液做为阴性对照，以1 g／dL

的BSA封闭，用抗天然RT的小鼠多克隆抗体为一

抗，HRP标记的羊抗小鼠IgG为二抗，进行间接

ELISA检测。

2 实验结果

2．1蓖麻基因组DNA的提取

将提取的蓖麻籽基因组经1．0 g／dL琼脂糖凝

胶电泳分析，结果显示，出现基因组DNA条带，与

预期的蓖麻基因组基因大小相一致。

2．2 RTB基因的PCR扩增与序列分析

以提取的蓖麻籽基因组为模板，采用引物P1，

P2扩增出约800 bp的DNA片断，与预期大小相

符，见图1。

M．DL2000DNA marker；1、2．PCR产物

图l PCR电泳图

Fig．1 Electrophoresis of RTB gene fragment amplified

by PCR

以PMDl8一T_RTB基因为模板，P1、P2为引物，

经PCR扩增出约800 bp的DNA片断，与目的片断

大小一致。将PMDl8一T-RTB基因进行SacI和NdeI

双酶切后，出现相对分子质量分别与目的片断和载体

片断相同大小的2个DNA片断，见图2。目的片断

经过序列分析，结果显示RTB基因与来自Gene Bank

的蓖麻毒素B链基因参考序列完全一致。

2．3重组表达质粒pET-28a-RTB的构建和鉴定

将表达载体pET-28a与扩增出的RTB基因相

连接后得到重组表达载体pET-28a-RTB，对其进行

Seal和NdeI双酶切鉴定与PCR鉴定，都得到了预

期大小的DNA片断，证明RTB基因已经成功地插

入了pET-28a表达质粒，见图3。

2．4 RTB蛋白的诱导表达
。

将宿主菌BL21经IPTG诱导表达后，与未经

IPTG诱导的宿主菌相比，在相对分子质量为

31 000左右出现6×His—RTB融合蛋白质特异性

M．DL2000 DNA marker；1、2．SaeI／NdeI digested pMDl8一T-

RTB plasmid

图2 pMDIg—T-RTB重组质粒的双酶切图

Fig．2 Identification of recombinant cloning plasmid

pMDl8-T-RTB

M．DL2000 DNA marker；1、2．Sad／NdeI digested pET一28a-

RTB plasmid

图3 pET-28a-RTB重组质粒双酶切电泳图

Fig．3 Identification of recombinant cloning plasmid

pET-28a-RTB

M．marker；1．negative control；2，3．positive supernatant

图4超声裂解菌体上清液的SDS-PAGE分析图Fig．4

SDS-PAGE Analysis of expression product of recombi—

nant strain BL21／pET-28-a-RTB

2．5 Western与间接ELISA鉴定

重组蛋白质经Western blot分析表明，表达出

的融合蛋白质能够被RTB多抗特异性识别，见图

5。间接ELISA显示，1：10、1：40、1：80为强阳

性，1；160、1：320为阳性，1：640为弱阳性，可知

诱导表达出的RTB蛋白质可以被天然RT的小鼠

多抗特异性识别，说明RTB已经在建立的基因工

程菌中获得正确的表达，并且具备良好的抗原性。
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M．Markerl 1．阴性对照}2，3．阳性上清液

图5 Western鉴定分析

Fig．5 Identification of RTB by Western

3 讨 论

蓖麻毒素(RT)是最具有威胁性的生物毒素之

一。RTB作为蓖麻毒素的结合链，依靠其链上的半

乳糖结合位点与细胞表面的半乳糖残基受体结合，
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