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副溶血弧菌 tdh基因在毕赤酵母中的表达及溶血活性检测 
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摘要: 通过 PCR 技术从副溶血弧菌(Vibrio Parahaemolyticus, VP)基因组 DNA 上扩增耐热溶血素基因 

tdh, 双酶切后定向插入到酵母表达载体 pPICZaA 中, 构建重组表达质粒 pPICZaA-tdh, 经限制性内切

酶 SacI 线性化后电转化毕赤酵母(Pichia pastoris, P. pastoris)GS115, 经 PCR 和测序鉴定耐热溶血素基

因成功整合到毕赤酵母的基因组中。在甲醇诱导下进行 tdh 的表达, SDS-PAGE 分析证明重组 TDH 

(thermostable direct hemolysin, TDH) 的分子质量约为 23 ku, 经 Western blotting 鉴定 VP 抗体能与表

达的  TDH 发生特异反应 , 说明  tdh 基因在毕赤酵母中的表达是准确的。溶血实验证明了表达的 

TDH 具有溶血活性。本研究首次应用毕赤酵母表达耐热溶血素基因 tdh, 在培养基中获得分泌表达的

耐热溶血素, 为研究 tdh 基因的功能奠定了基础。 
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VP 是中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)的病

原菌 , 引起对虾红腿病 ; 该菌也能感染养殖蟹类与

贝类 , 导致养殖蟹类及贝类的大量死亡; 此外 , VP 

对网箱养殖大黄鱼(Pseudosciaena crocea), 的致病性

己有较多的报道, 主要引起体表充血及肠炎的症状, 

在高温季节造成大量的死亡; 因此 , 该菌是养殖水

产动物的重要条件性病原。具有致病性的菌株还能

导致: (1) 食物中毒: 尤以日本、东南亚、美国等国

家多见, 也是我国沿海地区及台湾省食物中毒最常

见的一种病原菌; (2) 急性腹泻病: 是发展中国家急

性腹泻病的主要病原体之一, 占分离菌株的 20%以

上[1]; (3) 旅游者腹泻: 日本学者在 Osaka 和 Kansai

飞机场卫生检疫站从出国旅游的 36 780 440名旅客

中共发现 84 777 名腹泻患者, 其中由副溶血性弧菌

所致者为 1 959人[2]; (4)其他: 如反应性关节炎(该菌

能产生 HSP60)[3]和心脏疾病等[4]。目前研究认为副

溶血性弧菌的致病因子包括细菌产生的毒素(溶血

素、尿素酶)和侵袭因子[5]。迄今已发现副溶血性弧

菌主要有三种类型的溶血素, 即耐热的 TDH 和两种

不 耐 热 的 TRH(TDH related hemolysin, TRH), 

TLH(thermolabile hermolysin．TLH)[6]。但是, 对其

致泻和溶血的机制、毒素的功能结构域等尚不十分

清楚。为研究 VP 溶血毒素的功能结构域、阐明其

致病机理, 本研究从实验室保存的 VP 临床分离株

的基因组 DNA 中扩增出 tdh 基因, 并实现其在酵

母表达系统中的高效、可溶性、分泌型表达, 获得了

高效表达抗原 , 并对其溶血活性进行了初步研究 , 

并为制备抗 TDH的多克隆抗体或单克隆抗体及基因

功能的研究打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

副溶血弧菌(Vibrio Parahaemolyticus, VP)、大肠杆

菌(Escherichia coli) JM109由本实验室保存,  EasySe-

lect Pichia Expression Kit 购自 Invitrogen 公司。 

1.2  试剂与工程酶 

Ex Taq聚合酶、pMD18-T 试剂盒、DNA Marker 

DL2000、DL15000、限制性内切酶 Xho I、Xba I、

Sac I, DNA回收试剂盒、T4 DNA连接酶均购自大连

宝生物工程公司; SDS、丙烯酰胺、叉丙烯酰胺、

TEMED 等购自 BBI 公司; 其他试剂均为分析纯。 

1.3  培养基 

LLB、YPD、MDH、MMH、BMGY、BMMY

培养基的组成和配制参见 Invitrogen 公司毕赤酵母
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(Pichia pastoris, P. pastoris)表达试剂盒操作手册。 

1.4  PCR 扩增目的基因 

根据对酵母表达载体 pPICZaA 的限制性酶切

位点分析, 并参考副溶血弧菌 tdh基因序列(GenBank 

M 10069), 在基因上下游设计特异引物 tdhR 和 tdhS, 

序列见表 1, 由大连宝生物工程有限公司合成。下划

线部分分别是 Xho I 和 Xba I 酶切位点, 上游引物

中 AAAAGA 为 pPICZα 系列载体 α 分泌因子的

KEX 2 切割位点。 

 
表 1  本实验中使用的引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 引物序列 (5′−3′) 

tdhR 
tdhS 
5′AOX1 
3′AOX1 

TGCTCGAGAAAAGAATGAAACACCAATATTTTGC 
TGCTCTAG TTATTTTTATTGTTGATGT 
GACTGGTTCCAATTGACAAGC 
GCAAATGGCATTCTGACATCC 

 
以 VP基因组 DNA为模板, 通过 PCR扩增得到

直接耐热溶血素 tdh基因片段。PCR反应条件: 95℃ 

预变性 5 min, 94℃变性 45 s, 55℃退火 45 s, 72℃延

伸 1 min, 35个循环, 72℃延伸 10 min。产物用 1%琼

脂糖凝胶电泳进行检测。 

1.5  酵母表达载体的构建 

回收 PCR 产物, 用 Xho I 和 Xba I 对回收的

PCR产物和质粒 pPICZaA 分别进行双酶切。回收载

体和目的基因, 用 T4 DNA 连接酶在 16℃ 下连接, 

构建表达载体 pPICZaA-tdh, 将连接产物转化大肠杆

菌 JM109, 用 LLB 琼脂平板(含 Zeocin 25mg/L)筛

选。选择阳性克隆, 提取质粒 DNA, 用 Xho I 和 Xba 

I 双酶切鉴定后送上海生工生物工程有限公司测序。 

1.6  电转化毕赤酵母 GS115 

用 Sac I 限制性内切酶将重组质粒 pPICZαA-tdh 

线性化, 胶回收酶切产物。制备毕赤酵母 GS115 感

受态细胞, 通过电转化法将线性化的质粒转化到毕

赤酵母 GS115 中。酵母转化株经 YPD (含 Zeocin 

25mg/L)液体培养后提取酵母基因组 DNA, 用 PCR 

方法鉴定目的基因与染色体整合的情况。 

1.7  重组酵母的诱导表达 

将筛选得到的重组酵母 GS115/pPICZaA-tdh 接

种于含 25 mLBMGY 培养基的三角瓶中, 28～30℃、

300 r/min 培养 16~18 h, 当光吸收值 A600 达到

2.0~6.0。室温下 3 000 g 离心 5 min, 收集菌体, 用

约 200 mL BMMY重悬菌体, 使 A600为 1.0左右。将

菌液置于 1 L 的摇瓶中, 用双层纱布或粗棉布封口, 

放置于 28～30℃、300 r/min的摇床上进行诱导表达。

每 12 h 取菌液 1 mL并向培养基中添加 100%甲醇至

终浓度为 0.5%, 取的菌液 12 000 g离心 10 min, 分

离的上清和菌体分别进行 SDS-PAGE(12%)分析。 

1.8  兔抗 VP 血清的制备 

在无菌条件下取培养过夜的 VP, 接种于含 5% 

血清的 LB平板培养基上, 放置 37℃ 孵育 24 h; 挑

取单菌落接种于含 5% 血清 5 mL LB液体培养基中

37℃ 剧烈振荡 12～16 h; 然后按 1: 1 000 转接于   

1 000 mL含 5%血清 LB液体培养基中 37℃ 摇 12～

16 h, 5000 r/min收集菌体; 置于 100 mL灭菌生理盐

水的三角烧瓶中 , 摇动混匀菌体 ; 用灭菌生理盐水

配制成 6×1010/mL(通过活菌计数法)的菌悬液, 用终浓

度为 0.5% 的甲醛灭活 48 h; 5000 r/min离心 10 min, 

收集菌体; 用灭菌生理盐水洗涤 1次, 5 000 r/min离

心, 弃上清, 无菌试验合格后, 4℃ 12 000 r/min离心

弃上清。 

采用腹腔注射法免疫新西兰大白兔, 免疫程序

为第 1、第 5、第 9、第 11 和第 13 天, 注射剂量分

别为 12×1010、12×1010、18×1010、18×1010和 18×1010

个, 末次免疫后第 7天从耳缘静脉取少量血液, 室温

静置 30 min后, 4℃以 3000 r/min离心 5 min, 取血清

置20℃保存备用。 

1.9  表达蛋白的 Western blotting 鉴定 

将表达的 TDH进行 SDS-PAGE电泳, SDS-PAGE

电泳后的蛋白胶通过半干转印方法, 将胶上的蛋白转

印到 PVDF膜上, 利用Western blotting方法鉴定表达

产物的特异性, Western blotting所用的一抗为上述制备

的的 VP抗体, 二抗为 anti-rabbit IgG(Fab)- HRP。 

1.10  表达蛋白溶血性检测 

将重组酵母培养液以 3 000 r/min 离心 5 min, 
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取上清液加入终浓度为 5 mmol/L 的 DTT 室温作用

30 min; 然后在兔血平板上打两个孔, 分别加入 50 

µLDTT作用的蛋白及 5 mmol/L的 DTT, 37℃ 培养

12～24 h后观察结果。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增目的基因 

以 VP基因组 DNA 为模板, 经 PCR 扩增得到

576 bp 左右的片段, PCR 产物回收电泳结果见图 1。 

 

图 1  tdh基因 PCR扩增结果 

Fig. 1  PCR amplification products of tdh gene 
1. DL2000 Marker; 2. tdh PCR扩增产物 

1. DL2000 Marker; 2. tdh PCR products 
 

2.2  酵母表达载体的构建及电转化毕赤酵

母 GS115 

将胶回收的 PCR 产物及表达载体 pPICZaA 经 

Xho I和 Xba I双酶切, 连接、转化大肠杆菌 JM109 

感受态细胞。提取质粒, 质粒经 Xho I和 Xba I双酶

切鉴定后出现 2条带, 一条带为载体约 3 600 bp, 另

一条带约为 576 bp, 电泳结果如图 2 所示。重组质

粒测序结果表明该质粒中含有目的基因片段, 且读码

框正确, 获得重组表达质粒 pPICZaA-tdh。用 Sac I 对

重组质粒 pPICZaA-tdh 进行线性化后, 电转化宿主

菌 GS115, 利用酵母表达载体通用引物 5′AOX1、

3′AOX1 和目的基因特异性引物 tdhR、tdhS 对重组

子进行 PCR 鉴定。从图 2 可以看出, 使用表达载体

通用引物, 阳性重组菌扩增出 1 100 bp 左右的片段, 

使用基因特异性引物, 扩增出 576 bp 左右的片段。

电泳结果显示条带大小与理论值相符, 证明线性化

的 pPICZaA-tdh 与酵母菌 GS115 染色体基因组成

功重组。 

2.3  重组蛋白在毕赤酵母中的诱导表达 

重组毕赤酵母 GS115/pPICZaA-tdh 的诱导, 每

12 h 取菌液 1 mL并向培养基中添加 100%甲醇至终

浓度为 0.5%, 取的菌液 12 000 g 离心 10 min, 分离

的上清和菌体分别进行 SDS-PAGE(12%)分析。结果

在 96 h出现表达条带, SDS-PAGE 电泳结果如图 3 

所示, 从图中可以看出, 在分子质量 23 ku 处有明

显的特异条带。 

 

图 2  阳性转化子的 PCR 鉴定和重组表达质粒 pPICZaA- 

tdh酶切鉴定结果 

Fig. 2  Identification of transformants by PCR and pPIC-
ZaA-tdh after digestion by Xho I and Xba I 

1. 通用引物扩增产物 ; 2. 特异引物扩增产物 ; 3. DNA marker 

DL2000; 4. pPICZaA-tdh 双酶切结果; 5. DNA marker DL2000;   

6. DNA marker DL15000 
1. DNA marker DL2000; 2. PCR products with universal primers;  
3. PCR products with specific primers;  
4. pPICZaA-tdh after digestion by Xho I and Xba I;   
5. DNA marker DL2000; 6. DNA marker DL15000 

 

2.4  表达蛋白的 Western blotting 鉴定 

将表达的 TDH 与上述制备的 VP 抗体进行

Western blotting分析, 结果制备的 VP抗体能与表达

的蛋白发生特异性反应, 如图 3 所示, 表明表达的

蛋白是正确的。 

2.5  溶血活性检测 

将 50µL DTT作用后的蛋白和 5 mmol/L DTT分

别加入兔血平板, 37℃培养 2～3 h 后, 可见与 DTT 

作用后的蛋白周围出现溶血现象, 而 5 mmol/L DTT

对照孔周围无溶血现象, 如图 4所示。 

3  讨论 

与大肠杆菌相比 , 酵母是低等真核生物 , 具有

细胞生长快 , 易于培养 , 遗传操作简单等原核生物

的特点, 又具有真核生物对表达的蛋白质进行正确

加工, 修饰, 合理的空间折叠等功能, 非常有利于真

核基因的表达, 因此酵母表达系统受到越来越多的

重视和利用, 其中毕赤酵母(P. pastoris)因具备良好

的发酵与分泌性能 , 尤引人注目 [7~9]。目前利用    
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P. pastoris已成功地表达了多种极有价值的蛋白, 如

破伤风毒素的 C 片段[10]、HIV gp120[11]及乙型脑炎

病毒 E 蛋白[12]、家蚕抗菌肽及 HPV 16E6 蛋白[13, 14] 

等, 在基因工程疫苗的开发研制中已显示出强大的

应用潜力。 

 

图 3  重组蛋白在毕赤酵母中表达和Western blotting分析 

Fig. 3  SDS-PAGE and Western blotting analysis of re- 
combinant TDH protein in P. pastoris 

1. 经过 5天培养的转染了空质粒 pPICZαA GS115细胞; 2.4. 经

过 5天培养的转染了 pPICZaA-tdh GS115细胞培养上清; 3. 经过

5 天培养的转染了 pPICZaA-tdh GS115 细胞 ; 5. 表达蛋白的

Western blotting鉴定. M. 低分子质量蛋白 Marker  

1. P. pastoris GS115 cells transformed with plasmid pPICZαA 

after five days of cultivation; 2, 4 cells culture supernatants after 
five days of cultivation of P. pastoris GS115 cells transformed with 
expression plasmid pPICZaA-tdh; 3. P. pastoris GS115 cells trans-
formed with plasmid pPICZaA-tdh after five days of cultivation;   
5. Western blotting analysis of recombinant TDH protein; M. a low 
molecular mass SDS calibration standard 

 

图 4  TDH的溶血活性检测 

Fig. 4  Hemolysis by TDH 
1.TDH; 2. 5 mmol/L DTT 
1. TDH; 2. 5 mmol/L DTT 

 
Vp的 TDH是一种肠毒素, 是 Vp的主要致病因

子, 能引起小肠绒毛刷状缘脱落。对肠道毒素源性微

生物而言, 抗毒素的免疫应答起着非常重要的免疫

保护作用 [15~19], 随着分子生物学技术的发展以及人

们对各种类型疫苗优劣比较的进一步深化, 应用重

组 DNA技术构建基因工程疫苗已成为大势所趋。 

本实验利用 PCR 技术从实验室保存的 VP 临床

分离株的基因组 DNA 中成功地扩增出 tdh 基因; 

经序列测定和比对 , 这个基因的核苷酸序列与

Genbank上已发表的序列的同源性为 99.9%, 因此可

以确定副溶血弧菌的基因组含有这个基因, 并成功

将 tdh 基因克隆到毕赤酵母表达载体 pPICZaA 上, 

构建了重组表达载体; 经甲醇诱导, SDS-PAGE电泳

证明了 tdh 基因发生了表达, 表达产物约为 23 ku, 

与推测的理论产物大小一致。本研究在毕赤酵母中

成功表达了编码  TDH 的基因在国内外尚属首次 , 

经溶血活性检测表达蛋白具有溶血活性, 为制备抗

TDH 的多克隆抗体或单克隆抗体及基因功能和致病

性的研究打下基础。 
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Abstract: We cloned thenmostable direct hemolysin gene (tdh) from the genome DNA of Vibrio parahaemolyticus 
polymerase chain reaction (PCR). The gene was ligated into eukaryotic expression vector pPICZaA. The 
recombinant plasmids pPICZaA-tdh was transformed into P. pastoris GS115 cells by electroporation after SacI 
digestion. After the transformed cell was induced with methanol, one protein of 23 kDa appeared in the medium as 

detected by SDS　PAGE. Western blotting showed that recombinant TDH would react with rabbit antiserum 

immunitied by VP antigen. The recombinant protein also showed hemolytic activity. This is the first report 
describing successful expression of the tdh gene in P. pastoris and consequent production of secretory recombinant 
TDH, providing a framework for further structural and functional studies. 
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