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气肿疽梭菌细胞毒素CctA基因的克隆

及生物信息学分析
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摘 要：根据GenBank中气肿疽梭菌细胞毒素 CctA基因的参考序列，采用 PCR方法扩增细胞毒素 CctA基

因。在将该基因进行克隆和测序后利用生物信息学方法，对细胞毒素 CctA蛋白的理化性质、结构功能域、蛋

白质二级结构和三级结构及抗原表位等重要参数进行了预测和分析。结果表明：与参考序列（JQ692583）相

比，存在 3处突变，核苷酸序列的同源性和氨基酸序列的同源性均为 99.4%；CctA蛋白的理论等电点为 8.00，不
存在跨膜区和信号肽序列，二级结构以β-折叠和无规则卷曲为主，主要有 4个抗原表位区域。本研究为 CctA
蛋白功能的深入研究提供了参考，并为气肿疽梭菌单克隆抗体的制备及合成肽疫苗的研发奠定了基础。
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Abstract：Cytotoxic CctA gene was amplified by PCR according to the GenBank Clostridium chauvoei cytotoxic
CctA gene reference sequence. After cloning and sequencing, the cytotoxic CctA protein physical and chemical prop⁃
erties, the structure and function domain, protein secondary structure and tertiary structure and antigen epitope and
other important parameters were predicted and analyzed by bioinformatics methods. The result showed that com⁃
pared to the reference sequence (JQ692583) there were three point mutations, the sequence homologies of nucleo⁃
tides and amino acids were both 99.4%. The theoretical isoelectric point of protein was 8.00. Cytotoxic CctA protein
didn’t exist in the transmembrane region and signal peptide sequence. The secondary structures were mainly in be⁃
ta-folding and random curl, and there were 4 main antigenic epitope regions. This study provided a reference for fur⁃
ther research on cytotoxic CctA protein function, and laid the groundwork for Clostridium chauvoei monoclonal anti⁃
bodies, synthetic peptide vaccine research and development.
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气肿疽梭菌(Clostridium chauvoei),又名费氏梭

菌、肖氏梭菌，为气肿疽的病原，可引起牛、羊等

反刍动物的急性、热性、败血性传染病 [1-2]。气肿

疽梭菌是一类革兰氏阳性厌氧菌，但在老龄培养

物上则为阴性 [3]。虽然气肿疽梭菌一直被认为是

特异性感染反刍动物的病原体，但也有两例人感
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染气肿疽梭菌死亡的报道 [4-5]。

气 肿 疽 梭 菌 细 胞 毒 素 A（CctA）是 Joachim
Frey等经过全基因序列分析得出的一种新型蛋白

质毒素，该毒素是细菌毒素的杀白细胞素总科、

β-微孔形成毒素的一种 [6]。经系统发生树分析，

细胞毒素A与毒素β和毒素NetB具有较近的亲缘

关系，可认为是梭状芽孢杆菌分支出来的新亚科

毒素 [6-8]。成熟的细胞毒素 A，同产气荚膜梭菌的

毒素 NetB、毒素β还有金黄色葡萄球菌毒素α具

有类似的功能，具有膜特异性，可参与气孔的形

成 [9-13]。细胞毒素 A是气肿疽梭菌的主要细胞毒

素和溶血素，在气肿疽疫苗的研究中，是非常有

价值的候选基因 [8]。本研究扩增出气肿疽梭菌的

细胞毒素 CctA基因序列，并分析该基因序列的进

行同源性、氨基酸序列的理化性质和功能域，预

测该蛋白的二级结构、三级结构及 B细胞抗原表

位，旨在为气肿疽梭菌的分析免疫学的深入研究

提供线索。

1 材料与方法

1.1 试验材料及试剂

气肿疽梭菌标准株（C54-1），购自中国药品检

验所，由延边大学农学院预防兽医学实验室保

存；NI-DL3000 DNA Marker 购自 Newbio industry
公司；Ex Taq DNA 聚合酶、pMD18-T Simple 载

体、DNA 纯化回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒

等均购自大连宝生物工程有限公司；其他试剂为

国产分析纯。

1.2 细胞毒素CctA基因引物的设计与合成

应用 Premier 5.0软件，根据气肿疽梭菌 ATCC
10092 菌株细胞毒素 CctA 基因序列（登录号：

JQ692583），设计一对特异性引物，预期的扩增全长

为 501 bp。上游引物 5′端加入 BamHⅠ酶切位点

（下划线部分），下游引物 5′端加入XhoⅠ酶切位点

（下划线部分），由北京新产业科技公司合成。

上游引物 P1：5′-3′：CGGGATCCGGTGGGTAT⁃
TATCAAGC；下 游 引 物 P2：5′- 3′：CCCTCGAGA⁃
GTTCCTTTTGGTGC。

1.3 细胞毒素CctA基因的扩增与克隆

采用酚-氯仿抽提法提取气肿疽梭菌菌体核

酸DNA，并用紫外分光光度仪测定其浓度。以气

肿疽梭菌标准株（C54-1）的DNA为模板进行细胞毒

素 CctA基因 PCR扩增，PCR反应在 25 μL体系中

进行：95℃ 5 min，95℃ 30 s，48.8℃ 30 s，72℃ 30 s，
35 个循环；72℃ 10 min。将 PCR 产物纯化后与

pMD 18-T Simple连接，经过 PCR鉴定和酶切鉴定

后将正确的阳性克隆质粒送往上海立菲生物技术

有限公司测序。

1.4 细胞毒素CctA基因的序列比对分析

应用分子生物学软件 Genedoc对测序后的细

胞毒素CctA基因序列与GenBank中气肿疽梭菌细

胞毒素 CctA基因序列进行比对分析，对核苷酸及

氨基酸序列的差异进行比较分析。

1.5 细胞毒素CctA蛋白的理化性质及功能区域

分析

应用 ExPASy、SignalP 、TMHMM 和 Biotech 软

件对细胞毒素 CctA 蛋白的理化性质、信号肽位

点、跨膜区及蛋白质表达后的可溶性进行分析。

1.6 细胞毒素CctA蛋白的二级结构预测

应用 SOPMA 方案 [14]对细胞毒素 CctA 蛋白的

二级结构成分进行预测。

1.7 细胞毒素CctA蛋白的三级结构预测

应用SWISS-PDB viewer软件的SWISS-model[15]
与CPHmodels软件对细胞毒素CctA蛋白的三级结

构进行分子模拟。

1.8 细胞毒素CctA蛋白抗原表位预测

应用 DNA Star 软件和 ProPred 软件对细胞毒

素 CctA蛋白的氨基酸序列进行分析，预测该蛋白

的抗原表位。

2 结果与分析

2.1 细胞毒素CctA基因扩增

以气肿疽梭菌标准株（C54-1）的 DNA 为模板，

P1、P2 为引物，扩增出片段为 501bp 的特异性产

物，与预期目的条带相符（图 1）。

2.2 细胞毒素CctA基因的全序列比对分析

将测序得到的细胞毒素 cctA基因核苷酸序列

与GenBank中气肿疽梭菌标准株中细胞毒素 CctA

 
图 1 目的基因的PCR扩增

M：DL 3000 DNA Marker；1：目的基因扩增；2：阴性对照
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2.3 细胞毒素CctA蛋白的理化性质分析

应用ExPASy软件的ProtParam工具对细胞毒素

CctA蛋白的理化性质进行分析，结果显示，细胞毒

素CctA蛋白共编码 167个氨基酸，其相对分子量为

18.475KD，理论等电点（PI）为8.00，偏碱性。

2.4 细胞毒素 CctA蛋白信号肽、跨膜区及表达

后的可溶性预测

应用 SignalP 软件、Biotech 软件对细胞毒素

CctA 蛋白的信号肽及该蛋白质表达后的可溶性

进行了预测分析，结果表明，该蛋白不存在信号

肽序列和跨膜区结构，且重组后的细胞毒素 CctA
蛋白在大肠杆菌内可溶性几率为 46.7%。

2.5 细胞毒素CctA蛋白的二级结构预测

应用 PSIPRED 方案对细胞毒素 CctA 蛋白的

二级结构成分进行了分析，结果显示，组成该蛋

白的结构主要是β-折叠和无规则卷曲（图 3）。

2.6 细胞毒素CctA蛋白的三级结构分子模型

在SWISS-model软件数据库中未发现与细胞毒

素CctA蛋白相似的结构，应用Phyre 2软件对细胞

毒素CctA蛋白的三级结构进行了预测（图4）。
2.7 细胞毒素CctA蛋白B细胞抗原表位预测

应用BepiPred、DNA Star软件对细胞毒素CctA
蛋白的B细胞抗原表位进行了分析，结果显示，细胞

毒素CctA蛋白的B细胞抗原表位位于20~24位、80~
87位、110~119位、137~143位氨基酸处（图5）。

 
图 3 细胞毒素CctA蛋白二级结构预测结果

 

图 4 细胞毒素CctA蛋白三级结构预测结果

图 2 利用Gendoc软件比对细胞毒素CctA基因序列

基因序列进行同源性分析。结果表明，扩增出的

细胞毒素 CctA 基因与原序列相比存在 3 处点突

变，其中 2处为同义突变，核苷酸序列同源性与氨

基酸序列同源性同为 99.4%。

 

=

图 5 细胞毒素CctA蛋白的B细胞抗原表位预测
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3 讨 论

气肿疽梭菌产生的主要毒素氧稳定溶血素、

氧不稳定溶血素、脱氧核糖核酸酶和透明质酸

酶、神经氨酸酶、鞭毛蛋白和细胞毒素等随着研

究的深入越来越多地受到了人们的关注 [16-19]。而

气肿疽梭菌细胞毒素 CctA 为杀白细胞毒素总科

中的一种成孔毒素，同许多其他具有重要毒力因

子的致病性梭菌属一样具有很强的致病性，也是

具有重要研究价值的候选基因，因用于研制黑腿

病疫苗的主要保护性抗原而被重视 [20]。

生物信息学随着计算机技术和分子生物学技

术的快速发展，已经逐渐成为推动基因组学及后

基因学研究的一种重要技术 [21]。氨基酸序列和三

维构象之间是靠蛋白质二级结构维系的，而对蛋

白质二级结构预测可获得许多重要的信息。细胞

毒素 CctA蛋白的二级结构是由β-折叠和无规则

卷曲组成，在一定程度上起到了稳定蛋白的作

用。而对细胞毒素 CctA 蛋白的三级结构进行模

拟，则为进一步探索气肿疽梭菌细胞毒素 CctA蛋

白的结构及功能提供了更全面的研究依据。

在生物信息学分析中，柔韧性、亲水性、表面

可能性、二级结构、抗原指数等是决定蛋白质抗

原表位的主要参数。尽管表面可能性和亲水性是

形成表位的主要条件，但多种因素的共同参与才

能决定表位是否具有抗原性。本研究对细胞毒素

CctA蛋白的抗原表位可能区域进行分析预测，这

为核酸疫苗的研制及单克隆抗体的制备等研究奠

定了基础，为分子免疫学的深入研究提供线索，

对气肿疽的免疫及防治工作具有重要意义。
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