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筛选和鉴定艰难梭菌"

O2

#毒素
5

"

:B25

#适配子"

5

<

?

#$方法
!

体外合成
9$H

<

的单链

P-5

"

((P-5

#随机文库!采用指数富集配体系统进化"

&XMX,

#技术筛选
:B25

的核酸适配子$使用
P-5

N5-84!4!4$

软件和
)A;=2

软件对筛选出的适配子序列的同源性和二级结构进行分析!并采用非竞争酶联免

疫吸附试验测定其亲和常数$结果
!

经过
.!

轮筛选!文库中随机
((P-5

与
:B25

的结合率从
.4#̂

增加到

##4"̂

!筛选出来
8$

条适配子!二级结构最稳定的是
5

<

?65!!

!其亲和常数为
!4!8d.$

1

N

/.

$结论
!

采用

&XMX,

技术成功筛选出高亲和力的
:B25

适配子!为临床
O2

感染的诊断和治疗提供参考依具$
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艰难梭菌$

O2

%在临床上可引起抗生素相关性腹

泻等诸多感染性疾病#统称为艰难梭菌感染$

OPS

%#其

引起感染的主要毒力因子是产生毒素
5

$

:B25

%和毒

素
R

$

:B2R

%#

:B25

为肠毒素#可引起肠壁分泌大量液

体和出血性坏死#临床通过检测
O2

是否产生上述毒

素而辅助诊断
OPS

(

:B25

的羧基末端$

O

端%为重复

的寡肽结合区$

O3\Z

%#

O3\Z

既是
:B25

与易感宿

主细胞受体结合的区域#同时也是相应抗体阻断
:B6

25

结合宿主细胞表面的位点)

.

*

(适配子是一种可以

通过指数富集配体系统进化$

&XMX,

%技术筛选得到

的具有识别功能的新型寡核苷酸链#其本质为单链

P-5

$

((P-5

%或
3-5

片段#它们可以形成各种二级

结构折叠成稳定独特的三维空间结构#与靶分子配体

进行高亲和力和特异性结合#与特异性抗体识别相应

抗原表位过程类似#具有库容量大+靶分子范围广+亲

和力高+特异性强等优点#已成为实验室诊断最热门

的研究领域之一)

!6%

*

(本研究以重组
:B25

蛋白为靶

分子#采用
&XMX,

技术#拟筛选与重组
:B25

特异性

结合的寡核苷酸适配子#以期为临床实验室快速诊断

和治疗
OPS

提供一定参考依据#现报道如下(

$

!

材料与方法

$4$

!

材料
!

艰难梭菌产毒素
5

菌株为纯化分离自临

床并保存于广州医科大学检验系实验室的菌株)

#

*

#

<

X:6!9H

为广州医科大学检验系实验室保存质粒&

X4

B;=C6PT8

#

和
X4B;=C6RM!.

感受态细胞购自北京天根

生化科技有限公司(

$4/

!

主要试剂
!

抗艰难梭菌毒素
5

抗体购自
5H6

B;)

公司&

[-Sg6.$

寡核苷酸纯化试剂盒购自上海生

'

!$1%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#

"

基金项目!广东省广州市科技计划资助项目$

!$.8.$$.$!#.
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!!

作者简介!刘红菊#女#在读硕士#主要从事临床微生物检验诊断学研究(

!

#

!

通信作者#
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!
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工科技有限公司&

:#P-5

连接酶+

P-5 ME22*>

+

Z>*)C+:E

e

聚合酶均购自
:EaE>E

公司&羊抗鼠
S

F

]6

辣根过氧化物酶$

T3Z

%购自
:@*>);&BC*D?CACB

公司&

双排磁力架+链霉亲和素磁珠购自
SDKC?>;

F

*D

公司&

?3-5

购自
&C

F

)E

公司&

T3Z

标记
6

抗地高辛抗体购

自美国
WEBa(;D

公司&

:NR

检测试剂盒购自北京鼎国

生物有限公司(所有试剂均在有效期内使用(

$4'

!

构建
((P-5

文库
!

构建长度为
9$H

<

的随机

P-5

文库#引物和
((P-5

文库合成及测序由上海英

潍捷基有限公司完成#文库中所有
((P-5

碱基序列

从
8̀

&

%̀

的构成如下!

8̀65]:O5]:5]::O5]]

O5]O]6#$-6O5O5]O5O5O:O5O5O]O5O6

%̀

#若中间为
D

个碱基的随机序列#则
((P-5

文库量

可达
#

D

#本研究文库中所有
((P-5

序列中间为
#$

个

随机碱基序列#意味着本研究的
P-5

随机文库容量

可达
#

#$

(用于链霉亲和素磁珠筛选的生物素标记物

放在下游引物和中间的
#$

个随机碱基序列之间#即

8̀65]:O5]:5]::O5]]O5]O]6#$-6HC;?CD6

O5O5]O5O5O:O5O5O]O5O6%̀

(

$41

!

方法

$414$

!

艰难梭菌毒素
5

羧基末端序列的克隆+表达

与纯化
!

对纯化获得的重组
:B25

蛋白采用十二烷

基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

&P&6Z5]X

%进行分

析#并进行蛋白免疫印迹法$

Y*(?*>DH=;?

%鉴定)

8

*

(

$414/

!

聚合酶链反应$

ZO3

%扩增优化反应条件摸

索
!

以合成的
((P-5

随机文库作为模板#采用上下

游引物进行
ZO3

扩增获得双链
P-5

$

2(P-5

%#以

22T

!

\

作为模板设立阴性对照(根据引物的解链温

度设置不同退火温度#分别进行经
8

+

9

+

.!

+

."

+

!$

+

!#

+

!9

个循环数的
ZO3

(经
#̂

琼脂糖凝胶电泳分析#观

察试验结果#确定对称
ZO3

的最优退火温度和循环

次数(

$414'

!

&XMX,

筛选
!

根据文献)

"

*操作流程进行

:B25

适配子的
&XMX,

筛选#取预定量纯化重组蛋

白
:B25

包被于
7"

孔板#同时用
22T

!

\

设空白对照#

#0

包被过夜#洗涤
%

次#空白对照孔和蛋白包被孔分

别用
%̂

牛血清清蛋白 $

R&5

%封闭
!@

(用
.$

<

);=

"

%

M

的
((P-5

先与空白对照孔结合
#8)CD

#反

筛去除与
R&5

结合的
((P-5

#并测定此时
((P-5

浓

度#再与蛋白包被孔结合
#8)CD

#洗涤
"

次#加入洗脱

缓冲液在
9$0

下加热
.8)CD

#洗脱下与
:B25

结合

的
((P-5

#回收
((P-5

并测定其浓度#每轮筛选所用

量见表
.

(采用下游引物
8̀

端标记生物素引物#

ZO3

扩增
((P-5

成
2(P-5

后#用
$4.);=

"

M

的
-E\T

解离
2(P-5

成
((P-5

#再采用链霉亲和素包被磁珠

分选并获得反义
((P-5

作为下一轮筛选的模板文

库#如此重复直至
((P-5

文库与
:B25

结合率不再

增加为止(

$4141

!

((P-5

文库与
:B25

结合率测定
!

筛选纯化

后所得
((P-5

文库的总量与反筛后
((P-5

文库总

量比值#即每轮文库与蛋白的结合率(

表
.

!!

不同筛选轮数重组蛋白
:B25

及
((P-5

用量

轮数
((P-5

$

<

);=

%

:B25

$

D

F

%

?3-5

$

)

F

"

M

%

((P-5

"

:B25

. !$$$ !$$ $4$$ .$4$

! .8$$ .8$ $4.$ .$4$

% .!$$ .!$ $4!$ .$4$

# .$$$ .$$ $4!8 .$4$

8 .$$$ 78 $4%$ .$48

" 7$$ 9! $4#$ ..4$

1 9$$ 1$ $48$ ..48

9 1$$ 89 $4"$ .!4$

7 "$$ 8$ $41$ .!4$

.$ 8$$ #$ $49$ .!48

.. #$$ %$ $47$ .%4%

.! !$$ .$ .4$$ !$4$

$4142

!

文库的克隆和测序
!

将第
.!

轮获得的
((P6

-5

扩增为
2(P-5

后#与
<

NP:N.76:

载体进行连

接#导入
PT8

#

感受态细胞于
MR

"氨苄青霉素"
,6

]E=

"异丙基硫代
$

6P6

半乳糖苷$

SZ:]

%平板培养基

%10

培养
!#@

(挑取
"$

个转化阳性菌落进行测序(

$414)

!

适配子同源性和二级结构分析
!

根据测序结

果#分别选择
P-5N5-

软件和
)A;=2

软件进行序列

同源性和二级结构分析(

$414.

!

适配子
65!!

$

5

<

?65!!

%亲和常数$

V5

%测定

$414.4$

!

重组
:B25

包被浓度确定
!

7"

微孔板每孔

加入
!$$

%

M

浓度分别为
!

+

.

+

$48

+

$4!8

+

$4.!8

+

$4$"!8

+

$4$%.!8

%

F

"

)M:B25

重组蛋白#同时设立

空白对照孔#

#0

包被过夜#洗涤
%

次后#空白对照孔

和蛋白包被孔均加入
!$$

%

M

封闭液#

%10

封闭
!@

(

去除封闭液#洗涤缓冲液洗涤
#

次(在各蛋白孔中分

别加入
!$$

%

M

的
#$D

F

"

%

M

的
5

<

?65!!

溶液#

%10

孵育
!@

#洗涤缓冲液洗涤
#

次#向各反应孔中加入

!$$

%

M T3Z

标记的地高辛抗体稀释液$稀释度为

.c.$$$$

%#

%10

孵育
#8)CD

#磷酸盐缓冲液洗涤
8

次#加入
.$$

%

M%

#

%̀8

#

8̀6

四甲基联苯胺$

:NR

%显色

剂后
%10

孵育
%$)CD

#后加入
.$$

%

M

终止液终止反

应#测定其光密度$

,B

%

#8$

值(

$414.4/

!

采用非竞争酶联免疫吸附试验$

XMS&5

%测

定
5

<

?65!!V5

)

1

*

!

每孔加入
!$$

%

M

浓度分别为
!

+

.

+

$48

%

F

"

)M

重组蛋白毒素
5

#每个浓度均设立
.$

个反应孔#同时每孔用
22T

!

\

设立空白对照孔#

#0

包被过夜(次日去除孔中液体#用洗涤缓冲液洗涤
%

次后#空白对照孔和蛋白包被孔均加入
!$$

%

M

封闭

液#在
%10

封闭
!@

(去除封闭液后#

5

<

?65!!

依次

稀释为
#$

+

!$

+

.$

+

8

+

!48

+

.4!8

+

$4"!8

+

$4%.!8

+

$4.8"

!8

+

$4$19.!8D

F

"

%

M

#每孔
!$$

%

M

的梯度浓度溶液分

别加入蛋白包被孔中#

%10

温育
!@

#洗涤缓冲液洗涤

#

次#向各反应孔中加入
!$$

%

MT3Z

标记的地高辛

'

%$1%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



抗体稀释液$稀释度为
.c.$$$$

%#

%1 0

孵育
#8

)CD

#洗涤
8

次#加入
.$$

%

M:NR

显色剂后
%10

孵

育
%$)CD

#后加入
.$$

%

M

终止液终止反应#测定其

,B

#8$

值(根据
RX5::U

等)

1

*建立的方法#

V5b

$

&/.

%")

&

$

5

<

?̀

%总 /

$

5

<

?

%总 *#其 中
5

<

?总 和

$

5

<

?̀

%总 分 别 表示当重组蛋白浓度为 $

5

F

重 %和

$

5

F

重̀ %时#

,B

#8$

$

8$̂

%时适配子浓度$

D

F

"

%

M

%#

&b

$

5

F

重%总"$

5

F

重̀ %总#将结果导入公式中 V5b

$

&/

.

%")

&

$

5

<

?̀

%总/$

5

<

?

%总*#5
<

?65!!

分别可得到
%

个

V5

值#计算其平均值(

/

!

结
!

果

/4$

!

:B25

在大肠埃希菌中的表达与鉴定
!<

X:6

!9H6:B25

重组表达质粒的最佳表达条件为菌液
"$$

D)

波长
,B

值选择
$4"

#诱导温度为
!80

#

SZ:]

诱

导终浓度取
.4$));=

"

M

#诱导时间取
.$@

#在
%8d

.$

% 处出现了目的蛋白$泳道
#

%(按照此条件诱导重

组质粒#收集细菌裂解液上清液和沉淀进行
&P&6

Z5]X

#目的蛋白表达量高#见图
.

(

Y*(?*>DH=;?

结

果显示#

:B25

抗体可识别目的蛋白#不能识别
<

X:6

!9H

菌株蛋白#见图
!

(

!!

注!

.

表示蛋白
NE>a*>

条带&

!

表示
<

X:6!9H

经
SZ:]

诱导的上清

液&

%

表示
<

X:6!9H

经
SZ:]

诱导的沉淀&

#

表示
<

X:6!9H6:B25

经

SZ:]

诱导的上清液&

8

表示
<

X:6!9H6:B25

经
SZ:]

诱导的沉淀

图
.

!!<

X:6!9H6:B25

重组质粒在最佳诱导表达条件下

菌液裂解液
&P&6Z5]X

电泳分析

!!

注!

.

表示
ZX:6!9H

菌株蛋白&

!

表示目的蛋白

图
!

!!

目的蛋白的
Y*(?*>DH=;?

鉴定

/4/

!

ZO3

扩增优化反应条件
!

采用
((P-5

文库作

为模板时#在
ZO3

扩增过程中对其循环数与引物特

异性退火温度进行摸索#结果显示#在退火温度为

880

+循环数为
9

时#目的条带显示为单一条带#且无

非特异性条带出现#见图
%

(

!!

注!

N

表示
.$H

<

P-5ME22*>

&

.

表示
ZO3

循环数为
8

&

!

表示

ZO3

循环数为
9

&

%

表示
ZO3

循环数为
.!

&

#

表示
ZO3

循环数为
."

&

8

表示
ZO3

循环数为
!$

&

"

表示
ZO3

循环数为
!#

&

1

表示
ZO3

循环数

为
!9

图
%

!!

采用
((P-5

文库作为模板进行
ZO3

时

不同循环数下扩增结果

/4'

!

各轮
((P-5

随机文库与
:B25

结合率
!

经过

.!

轮筛选#至第
.$

+

..

+

.!

轮筛选后适配子结合率变

化不明显#说明结合率峰值趋于饱和#达到
##4"̂

#见

图
#

(

图
#

!!

各轮随机文库与
:B25

结合率

/41

!

克隆测序结果
!

:B25

筛选后克隆测序的有效

适配子为
8$

条(

/42

!

适配子序列同源性和二级结构分析
!

测序的
8$

条有效适配子进行多序列比对#总体同源性为

#84!1̂

(将具有
7$̂

以上同源性的序列归为一组#

可分为
"

组!第
.

组包括
5

<

?65.

+

5

<

?65%

+

5

<

?65.%

+

5

<

?65!%

+

5

<

?65!8

+

5

<

?65%1

+

5

<

?65#$

+

5

<

?6581

#其

中前
8

个适配子序列完全相同#而
5

<

?65%1

+

5

<

?6581

序列中均只有
.

个碱基与上述序列不同&第
!

组包括

5

<

?658

+

5

<

?6588

#二者序列完全相同&第
%

组包括

5

<

?65.1

+

5

<

?65%"

#二者序列完全相同&第
#

组包括

5

<

?65.#

+

5

<

?65!1

+

5

<

?6589

+

5

<

?65"$

+

5

<

?65#%

#其

中前
#

个适配子序列完全相同#

5

<

?65#%

与前
#

条序

列只有
.

个碱基不同&第
8

组包括
5

<

?65##

+

5

<

?6

587

#二者序列完全相同&第
"

组包括
5

<

?65!!

+

5

<

?6

5!7

#二者序列完全相同(见表
!

(其余序列同源性

均较低(二级结构分析结构最稳定的
:B25

适配子

是
5

<

?65!!

#其自由能为
2]b/.4%$aBE=

"

);=

(

'

#$1%

'
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年
.!
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!#

期
!
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!
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/4)

!

适配子
V5

测定

/4)4$

!

重组蛋白
:B25

包被浓度确定
!

当倍比系列

浓度$

!

+

.

+

$48

+

$4!8

+

$4.!8

+

$4$"!8

+

$4$%.!8

%

F

"

)M

%重组蛋白
:B25

包被时#其
,B

#8$

值分别为

.4.#8

+

$4"!%

+

$4#.1

+

$4!%#

+

$4.18

+

$4$7"

+

$4$"8

#在

蛋白浓度为
!

+

.

+

$48

%

F

"

)M

时#

,B

#8$

值均在
$4.8

!

!48$

#说明在此范围内
,B

值与包被板的重组蛋白浓

度有一定线性关系(选定重组蛋白浓度分别为
!

+

.

+

$48

%

F

"

)M

时#测定其与二级结构最稳定的适配子

5

<

?65!!

的反应曲线(

表
!

!!

重组蛋白
:B25

经
.!

轮
&XMX,

筛选后获得的同源性适配子序列

序号 序列$

8m

&

%m

% 长度$

H

<

% 条数$

&

%

5

<

?65. ]]O:]O]]5]:5]:5]]:O::O::]]:O:O::]]OO]]]] #$ "

5

<

?65%1 ]]O]]O]]5]:5]:5]]:O::O::]]:]:O::]]OO]]]] #$ .

5

<

?6581 ]]O:]O]]5]:5]:5]]:O::O::]]:]:O::]]O:]]]] #$ .

5

<

?658 ]]]O]::5:]:::]::]O]]]::]:O]:O:]OO:]]]OO] #$ !

5

<

?65.1 ]O5]O5:]:]:]::O::]]OOO:OO]:]::]::O]::]:O #$ !

5

<

?65.# ]]O]]O:]::O5]:]:]]::5:]]:O::]]::]:]:5]]] #$ #

5

<

?65#% ]]O]]O:]:::5]:]:]]::5:]]:O::]]::]:]:5]]O #$ .

5

<

?65## ]]::]]]O5]::::]]:]:]::]:::]5:]::]]:]]OOO #$ !

5

<

?65!! ]]]]5O]O5]:]O5:]]OO:]]::]5:]:::]]]]O]]O] #$ !

/4)4/

!

5

<

?65!!

与重组蛋白
:B25

的
V5

测定
!

蛋

白浓度为
!

%

F

"

)M

+

,B

#8$

为
8$̂

时#

5

<

?65!!

浓度约

为
.4%1%D

F

"

%

M

&蛋白浓度为
.

%

F

"

)M

#

,B

#8$

为
8$̂

时#

5

<

?65!!

浓度约为
!4.7#D

F

"

%

M

&蛋白浓度为
$48

%

F

"

)M

+

,B

#8$

为
8$̂

时#

5

<

?65!!

浓度约为
%41"

D

F

"

%

M

(将上述值代入公式计算相应
V5

#

V5.b

%4$"d.$

1

N

/.

&

V5!b.4"$d.$

1

N

/.

&

V5%b!4$9d

.$

1

N

/.

(因此适配子
5

<

?65!!

与重组蛋白
:B25

的

V5b!4!8d.$

1

N

/.

#见图
8

(

图
8

!!

5

<

?65!!

与
:B25

重组蛋白亲和曲线

'

!

讨
!!

论

!!

:B25

的羧基末端可结合易感靶细胞表面的受

体#介导
:B25

进入细胞内#从而破坏细胞结构)

.

*

(

实验室通过检测
:B25

羧基末端的存在#可辅助临床

诊断和阻断
OPS

(本课题组前期工作已通过系列试

验在成功构建
<

X:6!9H6:B25

羧基末端表达载体的

基础上#将其转化入大肠杆菌表达菌
RM!.

中#并对其

进行诱导表达及获得纯化目的蛋白#为相应适配子的

筛选提供研究基础(

在适配子筛选过程中#随机文库的构建+每轮

ZO3

扩增条件的优化+靶蛋白与文库结合浓度的调

整+次级文库的制备等都是影响筛选的重要因素#需

要进行反复摸索与验证(本研究体外合成的
((P-5

文库随机序列由
#$

个碱基组成#理论上有
#

#$个随机

碱基序列文库容量#可满足
&XMX,

筛选量的需要(

在整个
&XMX,

技术筛选过程中要多次重复进行对称

ZO3

扩增#以
((P-5

随机文库作为模板#通过对称

ZO3

#可获得大量
2(P-5

#这些
2(P-5

通过链霉亲

和素
6

生物素系统分离随机文库#可获得大量
((P-5

#

作为下一轮的筛选文库(

ZO3

扩增条件对
ZO3

结果

影响较大#为了获得大量且特异性强的
2(P-5

产物#

必须对
ZO3

扩增循环条件进行优化(本研究通过优

化
ZO3

循环条件#结果显示#在退火温度为
884$0

+

9

个循环的条件下#于
9$H

<

ME22*>

处成功检测到单

一而清晰的条带#说明文库构建成功(

文库浓度与靶蛋白浓度比例是
&XMX,

筛选过程

中重要的环节之一#在初始阶段#由于文库中高亲和

力适配子浓度低#因此#在初始的几轮筛选中#需使用

较高浓度靶蛋白进行筛选(随着筛选轮数增加#结合

力更高+特异性更强的适配子相对富集#而亲和力低

的适配子逐渐淘汰#靶蛋白及
((P-5

随机文库的用

量均减少#但文库量与靶蛋白浓度相对比例升高#使

结合力更强的
((P-5

竞争结合到相应的靶蛋白的结

合靶点#以获得特异性更强的适配子(本研究从第
!

轮开始加入
?3-5

#与
((P-5

非特异性竞争结合靶蛋

白#也有利于从随机文库淘汰低亲和力的适配子(当

筛选到第
.$

!

.!

轮时#结合率不再增加#说明目标适

配子已得到富集(

((P-5

二级结构是靶分子与适配

子特异性结合的结构基础#适配子主要是靠氢键和电

荷与电荷之间的相互作用识别蛋白质)

967

*

(本试验采

用适配子文库的此特性#筛选出
8$

条重组蛋白毒素

5

的有效适配子#通过同源树图进行分组#将同源性

达到
7$̂

的分为一组#共分为
"

组(每个适配子序列

相差
.

个碱基#其二级结构相差较大#适配子的二级

结构主要以茎环为主#茎环结构可由序列的各个区域

组成(适配子二级结构中的茎环越小#茎越长#则其

结合力越好)

.$

*

(因此#根据二级结构分析#选择结合

'

8$1%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!
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!
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!
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力较好的适配子
5

<

?65!!

进行后续试验的亲和力

计算(

RX5::U

等)

1

*建立的测定抗原
6

抗体
V5

测定方

法已被广泛应用#适合测定抗体和包被抗原之间的

V5

#且随后他们从理论到实践均进行了验证#严格控

制
XMS&5

时#其质量作用定律仍然适用(本研究利

用非竞争
XMS&5

进行
:B25

与适配子
V5

测定和计

算#

5

<

?65!!

的
V5

均值为
!4!8d.$

1

N

/.

#对应的解

离常数值为
##48DN

#

V5

均到达
.$

1 级#解离常数达

到了
DN

级别(与
\OT&-X3

等)

..

*筛选出的
:B25

适配子和目前唯一被美国食品药品监督管理局批准

用于临床治疗的适配子比较#

V5

和解离常数相

当)

.!

*

#由此说明本试验所筛选的适配子有一定应用

前景(

综上所述#本研究成功利用
&XMX,

技术筛选获

得了特异结合
:B25

的高亲和力的
((P-5

适配子#

有利于进一步研究各适配子与
:B25

的亲和力和结

合位点#为后续适配子的应用研究奠定了基础(
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