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摘要　 目的　 利用荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）构建针对 Ａ
型肉毒毒素酶活性检测的高通量体外方法。 方法　 构建只

识别 Ａ 型肉毒毒素的基于双荧光标记底物的重组表达质

粒，将其构建的质粒转入大肠杆菌表达系统进行表达，对表

达后的荧光标记底物重组蛋白进行纯化和透析并保存备用；
利用 Ａ 型肉毒毒素轻链（ＡＬｃ）对重组蛋白进行酶切检测活

性；对本检测方法的条件进行优化；ＡＬｃ 切割荧光标记底物

测定其酶动力学参数 Ｋｍ 与 Ｋｃａｔ值。 结果　 重组表达质粒构

建成功，通过大肠杆菌表达系统表达后检测明显出现目的条

带，对其纯化后获得的重组蛋白纯度在 ９０％ 左右，命名重组

蛋白为 ＣＹＡ。 对 ＣＹＡ 通过酶 ＡＬｃ、Ｂ 型肉毒毒素轻链（ＢＬｃ）
进行酶切鉴定，结果显示 ＣＹＡ 只能被 ＡＬｃ 酶切产生与预期

相符的两个蛋白片段，不能被 ＢＬｃ 酶切。 对基于 ＦＲＥＴ 底物

的条件优化得到：设定滤光片灵敏度在 ６５ ～ １１０ 之间；实时

动态检测间隔为 ２ ｍｉｎ ／次，动态检测时间为 ３０ ～ １２０ ｍｉｎ，
底物 ＣＹＡ 合适的浓度范围 ０. ５ ～ ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ。 ＣＹＡ 在 ＡＬｃ
酶作用下随时时间的变化与荧光值 ５２８ 与 ４８５ 的比值作图

最小在 ０. ５ 左右，最大时约为 ０. ９。 酶动力学参数测定 ＡＬｃ
切割 ＣＹＡ 的值 Ｋｃａｔ值为（５ ± ０. ４）ｓ － １和 Ｋｍ 为（２. ３３ ± ０. ２１）
μｍｏｌ ／ Ｌ。 结论　 成功构建了基于 ＦＲＥＴ 技术的 Ａ 型肉毒毒

素活性检测的高通量体外分析方法。
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　 　 肉毒毒素（ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ，ＢｏＮＴ）是由梭

菌属在厌氧环境中产生的外毒素，是已知的毒性最

强的毒素。 肉毒毒素分为 ７ 个血清型（Ａ⁃Ｇ），肉毒

中毒时有发生，主要是由 Ａ、Ｂ 和 Ｅ 型引起［１］。 Ａ，
Ｃ１，Ｅ 型肉毒毒素识别切割 ＳＮＡＰ⁃２５ 的位点分别为

Ｑ１９７ ⁃Ｒ１９８，Ｒ１９８ ⁃Ａ１９９ 和 Ｒ１８０ ⁃Ｉ１８１ ［２ － ４］。 其中 Ａ 型肉毒

毒素已被应用于肌肉功能障碍的治［５］ 以及美容领

域［６］。 肉毒毒素还是一种潜在的生物恐怖袭击战

剂［７］。 Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ［８ － ９］ 描述了底物表达为 ＣＦＰ 和

ＹＦＰ 构 建 的 融 合 体， 通 过 荧 光 共 振 能 量 转 移

（ＦＲＥＴ）检测肉毒毒素活性。 该研究拟用 Ａ 型底物

肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６）进行突变后，作为连接链连

接 ＣＦＰ 荧光蛋白和 ＹＦＰ 荧光蛋白［１０］ 构建成 ＦＲＥＴ
底物。 以此建立的双荧光标记的 ＦＲＥＴ 底物分析法

有期望能够满足 Ａ 型肉毒毒素的活性检测及抑制

剂的高通量体外分析所需。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 重组质粒 ｐＥＴ２２ｂ⁃ＣＦＰ⁃ＹＦＰ，Ａ 型肉毒

毒素重组蛋白轻链 （ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａ ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ， ＡＬｃ）（制备方法见文献［１１］）和 Ｂ 型肉毒毒素

重组蛋白轻链 （ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ｂ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，
ＢＬｃ）（制备方法见文献［１２］）由课题组前期制备和保

存；Ａ 型底物肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６）突变 ＤＮＡ 片段

由上海生工生物工程股份有限公司合成；Ｆｌｕｏｒｏ⁃
Ｎｕｎｃ ９６ 孔黑板（丹麦 Ｎｕｎｃ 公司）；荧光信号检测

（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司 ＳｙｎｅｒｇｙＴＭ ＨＴ 酶联仪）；反应液为

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｐｅｓ 液： ｐＨ ７. ５、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＺｎＣｌ２、 ０. １％ Ｔｗｅｅｎ ２０。
Ａｍｐ、ＳＤＳ、Ｘ⁃ｇａｌ 和 ＩＰＴＧ 购于美国 ｐｒｏｍｅｇａ 公司；蛋
白胨及酵母提取物等培养基是英国 ＯＸＩＯＤ 公司产

品；琼脂糖、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和限制性内切以及酶

Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶为 ＮＥＢ（北京）有限公司； 蛋白质相

对分子质量标志物、Ｄ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ 凝胶回

收试 剂 盒、 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 载 体、 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、 ＢＬ２１
（ＤＥ３） Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞（北京全式金生物技术公

司）；ＨｉｓＴｒａｐ ＦＦ 柱产品购于美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公

司；其他试剂均为国产分析纯或超级纯。
１． ２　 方法

１． ２． １　 设计和构建表达载体的过程　 设计原理和

过程见文献［１３ － １４］，将构建好的 ｐＥＴ２２ｂ⁃ＣＦＰ⁃ＹＦＰ 保

存备用。 针对 Ａ 型肉毒毒素的底物肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃
２５１４１⁃２０６）进行了相应位点的突变，突变位点如下：
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Ｄ１７９突变为 Ｋ，Ｒ１８０突变为 Ｗ，Ｉ１８１突变为 Ｅ，Ｅ１８３突变

为 Ｉ；突变后构建的序列应只能被 Ａ 型识别，而不能

被其他肉毒毒素的型别识别。
　 　 Ａ 型底物肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６）突变后合成的

ＤＮＡ 片段与载体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 连接后，立即转化入已

制备的 ＤＨ５α 感受态细胞中；将转化的培养菌均匀

涂平板，将平板置于培养箱 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察平

板是否长出单菌落，单菌落挑取于试管培养 １２ ｈ，然
后通过 ＰＣＲ 鉴定，结果为阳性克隆菌送测序，菌液

保存；测序正确的克隆菌利用质粒提取试剂盒提取

克隆质粒，保存克隆质粒；３７ ℃下用 ＢａｍＨⅠ内切酶

酶切重组克隆质粒 １２ ｈ，用 ＤＮＡ 凝胶电泳分离

Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６） ＤＮＡ 片段，切割含有目的 ＤＮＡ
凝胶并利用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收；同样的方

法，用 ＢａｍＨⅠ内切酶酶切并回收的载体 ｐＥＴ２２ｂ⁃
ＣＦＰ⁃ＹＦＰ 片段，再用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将两者连接 ４
ｈ，利用 ＤＨ５α 感受态细胞转化其连接产物，均匀涂

转化菌于平板上，平板 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察平板是

否长出单菌落，单菌落挑取于试管内培养 １２ ｈ，增菌

后 ＰＣＲ 鉴定，阳性菌株送测序并序列比对，与模板

比对完全一致的质粒菌株用质粒提取试剂盒提取，
保存于 － ２０ ℃表达质粒备用。
１． ２． ２　 在大肠杆菌表达系统中对重组目的蛋白诱

导表达、分析及纯化 　 于感受态细胞 ＢＬ２１（ＤＥ３）
Ｒｏｓｅｔｔａ 中转化表达质粒，３７ ℃培养后涂平板，将平

板于 ３７ ℃ 继续培养，观察平板是否长出单菌落，
ＰＣＲ 鉴定菌落，将阳性菌株保存 － ２０ ℃备用。 在 １０
ｍｌ 含氨苄培养基中接种构建成功的表达菌，在培养

箱中以 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ、３７ ℃培养 １２ ｈ，于 ３ Ｌ 大瓶 ＬＢ 培

养基中以 １∶ １００ 比例接种，继续在 ３７ ℃下振荡培

养至（波长 ６００ ｎｍ）０. ７ 左右吸光度值，加入诱导剂

ＩＰＴＧ 至 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的终浓度，继续在 ２０ ℃下培养 ２４
ｈ 以诱导表达目的蛋白。 用离心机（６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）收
集菌体离心 ２０ ｍｉｎ，保存菌体备用于 － ２０ ℃冰箱。
重悬菌体用 ＰＢＳ，利用超声方法以充分破碎菌体（保
持在冰水中），用低温离心机（１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）离心 ２０
ｍｉｎ，收集菌液上清液以分析重组目的蛋白表达情况

（１５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白电泳）。
　 　 将表达菌放大培养于 ６ Ｌ 的 ＬＢ 培养基中，培养

条件和诱导条件同上，收集菌体（在冰水中进行）超
声充分破碎处理细菌后，用低温离心机 （１０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ）离心 ２０ ｍｉｎ 菌液以收集上清液备用 ４ ℃下。
进行 Ｈｉｓ 亲和层析纯化：先用结合缓冲液（１０ 个柱

床体积）平衡镍柱后，再使用 ＨｉｓＴｒａｐ ＦＦ 柱上样上

清液，最后洗脱缓冲液 （５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸钠、５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、ｐＨ７. ４） （用不少于 １０ 个

柱体积）线性梯度洗脱。 收集前 ６ 管洗脱液的样品

进行蛋白电泳分析 （１５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）。 于缓冲液

（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ，ｐＨ７. ５）中至少透析重组目的

蛋白 ３ 次，测定蛋白浓度后保存冰箱 － ２０ ℃备用。
１． ２． ３　 通过 ＡＬｃ 和 ＢＬｃ 对重组目的蛋白生物活性

鉴定　 （在反应缓冲液中）先加入重组目的蛋白，设
定阴性对照组中只加反应缓冲液，将 ＡＬｃ 和 ＢＬｃ 分

别与荧光标记底物在 ３７ ℃反应 ２０ ｍｉｎ，通过 １５％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析反应后的重组目的蛋白酶切情

况鉴定。
１． ２． ４　 基于 ＦＲＥＴ 底物的分析方法的条件优化 　
对 ＦＲＥＴ 底物的活性利用 ＡＬｃ 确定，检测方法和步

骤的反应条件优化如下：① 根据以往经验报告显示

ＣＦＰ 是 ４３４ ｎｍ（激发波长），而 ＣＦＰ 为 ４７０ ｎｍ 左右

（最强的荧光波长），本课题选取的检测为 ＣＦＰ 的波

长 ４８５ ｎｍ；发生 ＦＲＥＴ（荧光共振能量转移）后，ＹＦＰ
为 ５２７ ｎｍ 左右（最强荧光波长），本课题选取的检

测值 ＦＲＥＴ 波长 ５２８ ｎｍ。 因此，在酶标仪中装入激

发波滤光片（４２０ ／ ５０），检测分别滤光片为 ４８５ ／ ２０
的 ５２８ ／ ２０。 ② 在 ３７ ℃条件下，加入总体积为 １００
μｌ 的一系列浓度的 ＦＲＥＴ 底物 ＣＹＡ，对 ＦＲＥＴ 底物

ＣＹＡ 动态检测 ＣＦＰ４８５ 和 ＦＲＥＴ５２８ 的值变化和

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５ 变化作图。 ③ （在相同条件下）
加入酶 ＡＬｃ 对比对 ＦＲＥＴ 底物 ＣＹＡ 动态检测

ＣＦＰ４８５和 ＦＲＥＴ５２８的值变化和 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５变化作

图，再进行标准化后与 ＦＲＥＴ 底物 ＣＹＡ 蛋白电泳结

果作相关性分析。 本底孔中只有反应液，加入含有

一定浓度的底物 ＣＹＡ，再分别加入酶 Ｂｌｃ 和酶 ＡＬｃ，
加好样后立即用酶标仪检测。 利用 Ｇｅｎ５（ＢｉｏＴｅｋ）
分析软件处理和分析检测结果数据。 ④ 检测方法

的优化，对以下 ４ 个参数检测并优化：底物的浓度

（０. ０１ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）；酶的浓度（０. １ ～ １００） ｎｍｏｌ ／
Ｌ；检测发射波信号的间隔时间（０. ５ ～ １０）ｍｉｎ；检测

发射波信号的持续时间（２０ ～ ８０ ｍｉｎ）。
１． ２． ５　 测定酶活动力学　 检测条件：激发波长 ４３４
ｎｍ，检测发射波长分别 ＣＦＰ 为 ４８５ ｎｍ 和 ＦＲＥＴ 为

５２８ ｎｍ，至少动态连续检测 ３０ ｍｉｎ （间隔时间 ２
ｍｉｎ ／次），在特定浓度下的 ＡＬｃ 和底物 （３００ ～ ３３
μｍｏｌ ／ Ｌ）系列梯度进行测定米氏常数 Ｋｍ和催化常

数 Ｋｃａｔ。 具体计算方法参见文献［１２］和米氏方程。
１． ３　 统计学处理　 实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示，数据采

用 ＳＰＳＳ １９. ０ 软件进行分析处理。 线性回归拟合采
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用最小二乘法对数据进行分析。 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐｒｉｓｍ ５. ０ 软件制图。

２　 结果

２． １　 构建重组突变表达载体 　 Ａ 型底物肽 Ａｓｕｂ
（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６） 突变后合成的 ＤＮＡ 片段与载体

ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 连接后，立即转化后培养挑取单菌落于

试管进行培养后 ＰＣＲ 鉴定，鉴定为阳性的克隆菌送

测序，测序结果显示正确并保存备用；将其质粒提取

后用 ＢａｍＨⅠ酶酶切重组克隆质粒，用 ＤＮＡ 凝胶电

泳分离并回收 Ａｓｕｂ（ ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６ ） ＤＮＡ 片段，回
收检测条带与预期相符，说明回收成功；用 ＢａｍＨⅠ
酶切并回收的 ｐＥＴ２２ｂ⁃ＣＦＰ⁃ＹＦＰ 载体片段；最后使

用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接底物肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６）
ＤＮＡ 片段到 ｐＥＴ２２ｂ⁃ＣＦＰ⁃ＹＦＰ 载体中；连接后将其

连接产物转化到 ＤＨ５α 感受态细胞中，培养转化的

培养菌均匀涂平板培养过夜后，于平板上挑取挑单

菌落摇菌 ＰＣＲ 后，再琼脂糖凝胶电泳检测，见图

１Ａ，进行 ＰＣＲ 鉴定，得到了与预期相符目的条带，测
序后比对，显示结果正确，见图 １Ｂ，说明已成功构建

质粒，将其命名为 ｐＥＴ⁃２２ｂ⁃ＣＹＡ。
２． ２　 重组蛋白底物在大肠杆菌表达系统中诱导表

达、分析与纯化结果　 重组质粒 ｐＥＴ⁃２２ｂ⁃ＣＹＡ 转入

ＢＬ２１（ＤＥ３） Ｒｏｓｅｔｔａ 表达菌后培养，加 ＩＰＴＧ 至终浓

度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱目的蛋白表达，收集菌进行蛋白电

泳分析显示，诱导菌上清液中出现明显与预期相符

的蛋白条带。 超声破碎处理菌并进行 Ｈｉｓ 亲和层析

纯化后的重组蛋白，见图 ２，测定蛋白纯度约为

９０％ ，命名此针对 Ａ 型肉毒毒素 ＦＲＥＴ 底物为

ＣＹＡ。
２． ３　 对 ＣＹＡ 活性分析　 利用酶 ＢＬｃ 和酶 ＡＬｃ 对

底物 ＣＹＡ 酶切分析，结果经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析见图 ３：
加入的 Ｂｌｃ 组没有出现酶切变化，加入 ＡＬｃ 组出现

ＣＹＡ 能 被 酶 解 后 产 生 与 预 期 相 符 的 ＣＦＰ⁃
ＳＮＡＰ（１４１ － １９７） 蛋白片段和 ＳＮＡＰ（１９７ － ２０６） ⁃ＣＦＰ 蛋白片

段。 构建针对 Ａ 型肉毒毒素的 ＦＥＲＴ 底物 ＣＹＡ 只

能被 Ａ 型识别。
２． ４　 基于荧光标记底物的内肽酶分析法检测指标

的确定　 对底物 ＣＹＡ 单独测定 ＣＦＰ 荧光值 ４８５ 和

ＦＲＥＴ 荧光值 ５２８ 时，底物 ＣＹＡ 分别检测 ＦＲＥＴ５２８荧

图 １　 构建的表达载体转化克隆菌后 ＰＣＲ 鉴定电泳图和测序图

　 　 Ａ：ＰＣＲ 鉴定电泳图；Ｍ：２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ｂ：构建的表达载体的底物肽 Ａｓｕｂ（ＳＮＡＰ⁃２５１４１⁃２０６ ）片段测序图；箭头：提取 Ａｓｕｂ ＤＮＡ 片段；
３，６，７，１３，２０ 为阳性克隆
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图 ２ 重组目的蛋白在表达菌中的表达检测

及纯化后鉴定的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

　 　 １：表达菌液纯化前上清液；２：表达菌液纯化后上清液；３ ～ ５：咪
唑洗脱液洗脱收集的 １ ～ ３ 管；箭头标记为与预期相符的目的蛋白条

带；Ｍ：蛋白质相对分子质量标准

图 ３　 ＢＬｃ 蛋白酶和 ＡＬｃ 蛋白酶与 ＣＹＡ 底物的

反应结果 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

　 　 １：ＣＹＡ 底物；２、３：ＣＹＡ 底物加入 Ｂｌｃ 蛋白酶；４：Ｂｌｃ 蛋白酶；５：
ＣＹＡ 底物加入 Ａｌｃ 蛋白酶；６：Ａｌｃ 蛋白酶； Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

光值和 ＣＦＰ４８５荧光值实时动态作图，见图 ４Ａ，检测

８０ ｍｉｎ，Ｘ 轴检测时间（２ ｍｉｎ ／次），Ｙ 轴为 ＦＲＥＴ５２８

荧光值和 ＣＦＰ４８５荧光值，发射波长 ４８５ ｎｍ 和 ５２８ ｎｍ
均随检测时间而降低；将一定浓度（５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ）
ＣＹＡ 底物动态收集 ＦＲＥＴ 发射波为 ５２８ ｎｍ 荧光值

与 ＣＦＰ 发射波为 ４８５ ｎｍ 荧光值进行相比 （即

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５）的变化作图，见图 ４Ｂ，检测 ８０ ｍｉｎ，
Ｘ 轴检测时间（２ ｍｉｎ ／次），Ｙ 轴为 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５。
测 ＣＹＡ 底物的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５在 ０. ７５ 均值处波动，
较为稳定。 加入 ＡＬｃ 蛋白酶组，ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５ 随

着酶切时间进行而规律下降；检测 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下

ＡＬｃ 酶切浓度 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 底物 ＣＹＡ 的随时间变化

的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测结果。 依次在（０、２、４、７、１０、
１５、２０、３０、４０、７０）ｍｉｎ 检测，ＣＹＡ 被酶切产生了与预

期一致的蛋白片段条带分别所指为 ＣＦＰ⁃ＳＮＡＰ（１４１
－ １９７）和 ＳＮＡＰ（１９８ － ２０６）⁃ＹＦＰ，见图 ４Ｃ，图中显

示出有明显的酶切反应。 动态检测 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５

标准化为底物量减少作图与上述相同条件下处理的

底物进行蛋白电泳分析作图对数据利用线性回归的

最小二乘法进行拟合作图，见图 ４Ｄ，Ｘ 轴为 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 检 测 中 完 整 的 ＣＹＡ 变 化， Ｙ 轴 为 检 测

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５标准化百分比变化，再通过线性回归

拟合， Ｒ２ ＝ ０. ９６，结论得出两者相关呈线性。 说明

检测 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５标准化后与 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析作

图反映的量效关系是高度一致。
２． ５　 基于荧光标记底物分析方法的条件优化结果

　 在滤光片的灵敏度设置为 ７５ 下，通过对倍梯度浓

度（３２、１６、８、４、２、１、０. ５、０. ２５、０. １２５）μｍｏｌ ／ Ｌ 的底

物 ＣＹＡ，实时动态检测（检测间隔时间为 ２ ｍｉｎ ／次）
ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５ 作图，见图 ５，Ｘ 轴为检测时间 （２
ｍｉｎ ／次），共检测 ９５ ｍｉｎ，Ｙ 轴为 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５，下
同。 结果显示，底物 ＣＹＡ 的浓度不能过低，一旦低

于 １２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时则 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５就会出现实时动

态监测的变化波动幅度较大。 实时动态测定系列浓

度（３２、１６、８、４、２、１）μｍｏｌ ／ Ｌ 的底物 ＣＹＡ 在梯度浓

度（０、１、２、４） ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＡＬｃ 蛋白酶作用下，ＦＲＥＴ５２８ ／
ＣＦＰ４８５的实时动态检测作图，分别见图 ６Ａ ～ Ｆ。 以

上作图分析显示底物 ＣＹＡ 高于 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，虽然

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５较为稳定，但是在梯度浓度的 ＡＬｃ
蛋白酶切后反映不出明显的量效关系。
　 　 对分析方法底物浓度和酶浓度的条件优化后结

果得到，ＣＹＡ 动态监测较适宜的范围为（０. １２５ ～
３２）μｍｏｌ ／ Ｌ。 当浓度为 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的底物 ＣＹＡ 时，
ＡＬｃ 在纳摩尔浓度水平与 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５斜率随时

间变化呈现出量效关系，得到系列浓度（０、１、２、４、
６） ｎｍｏｌ ／ Ｌ 梯度的 ＡＬｃ 在与 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５ 曲线斜

率之间呈正比关系，见图 ６。 类似地对其他参数进

行优化得到：酶联仪滤光片设定灵敏度的设置范围

（６５ ～ １１０）；动态实时检测合适的间隔时间为 ２
ｍｉｎ ／次；检测持续时间较合适范围为（３０ ～ １２０）
ｍｉｎ； ＦＲＥＴ 底 物 ＣＹＡ 在 内 肽 酶 ＡＬｃ 酶 切 下

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５动态监测作图，最大比值在 ０. ９ 左

右，最小比值在 ０. ５ 左右。
２． ６　 酶活动力学常数测定结果　 测定酶活动力学

参数得到：ＡＬｃ 蛋白酶切割底物 ＣＹＡ 的值 Ｋｍ 为

（２. ３３ ± ０. ２１ ）μｍｏｌ ／ Ｌ 和 Ｋｃａｔ值为（５ ± ０. ４）ｓ － １。

３　 讨论

　 　 在过去的 ３０ 多年里，小鼠生物测定或致死性试

验一直是检测含肉毒毒素样品的标准［１５ － １６］ 。该方
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图 ４　 底物 ＣＹＡ 的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５实时动态检测分析及其与对应的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 的相关性分析研究

　 　 Ａ：ＣＹＡ 分别检测 ＦＲＥＴ５２８荧光值和 ＣＦＰ４８５荧光值实时动态作图；Ｂ：ＡＬｃ 酶切 ＣＹＡ 的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５动态检测作图； Ｃ：ＡＬｃ 酶切 ＣＹＡ 的

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测结果；Ｄ：检测 ＣＹＡ 的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５标准化的百分比与 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析 ＣＹＡ 百分比的变化作图

图 ５　 ＣＹＡ 在系列浓度下检测荧光信号 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５作图

法使用于检测食品和血清样本中是否存在肉毒毒

素，而制药行业使用该方法进行质量控制，并量化

“供人类使用”的肉毒毒素制剂。 小鼠生物测定法

的低通量方法也限制了其在肉毒毒素拮抗剂开发中

的应用，小分子实验室筛选是不切实际的，且检测过

程需要牺牲大量小鼠为代价，可能会引起伦理问题。
通过定点突变获得 Ａ 型特异底物片段，以区别于不

同型的毒素对同一底物切割，成功构建了 ＦＲＥＴ 底

物 ＣＹＡ。 通 过 原 核 表 达 过 程 中， 发 现 利 用

ＢＬ２１. ＤＥ３ Ｒｏｓｅｔｔａ 表达菌株能够大大提高蛋白表达

含量，其原因可能与该表达菌株加入稀有密码有利

于高表达有关。 通过组氨酸标签亲和纯化得到的

ＣＹＡ 的纯度能满足后续研究需要。 本研究制备的

ＣＹＡ 通过相应的蛋白酶切割显示出具有型特异专

属特性。
　 　 在实时动态监测过程中，由于 ＣＹＡ 本身性质的

原因，多次激发检测会导致单独的 ＦＲＥＴ５２８荧光值和

ＣＦＰ４８５荧光值都出现减弱的现象，因此，不能单独测

定 ＦＲＥＴ５２８荧光值和 ＣＦＰ４８５荧光值的变化来作底物

ＣＹＡ 酶切变化的衡量指标。 在实时动态检测实验

中，对单独的底物 ＣＹＡ 的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５，显示开始

约 １０ ｍｉｎ 的 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５ 比 １０ ｍｉｎ 之后的比值

要小，在 １０ ｍｉｎ 之后趋于稳定。 原因可能是开始几

分钟底物 ＦＲＥＴ 现象没有充分体现出来。 也可能是

其他原因导致的，其具体原因未知，需进一步研究。
　 　 本研究显示，如果实时动态检测底物 ＣＹＡ 的

ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５，则比值恒定的最低限约 为 １２５
ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 但如果为了提高检测灵敏度，以用于市场

用肉毒毒素的检测，则检测条件需要进一步研究和

检测方法的改进和优化。 检测灵敏阈值设定显示，
若高于１１０就会出现背景信噪比高，出现超出检测
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图 ６　 不同浓度的 ＣＹＡ 在 ＡＬｃ 梯度浓度下酶切检测荧光信号 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５作图

　 　 Ａ ～ Ｆ： 底物 ＣＹＡ 分别在浓度（３２、１６、８、４、２、１）μｍｏｌ ／ Ｌ 时， ＡＬｃ 梯度浓度（０、１、２、４） ｎｍｏｌ ／ Ｌ 下酶切检测荧光信号 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５作图

图 ７　 动态检测底物 ＣＹＡ（５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）在梯度浓度下

内肽酶 ＡＬｃ 酶切与 ＦＲＥＴ５２８ ／ ＣＦＰ４８５作图

１ ～ ５：０、１、２、４、６ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 下的 ＡＬｃ

范围并溢出；但若低于 ６５ 会出现检测的 ＦＲＥＴ５２８和

ＣＦＰ４８５荧光信号都较弱且变化小，不能很敏感地反

应变化情况。 实时动态监测间隔时间若太长会导致

不能敏感反应变化情况，但对于高通量太短（低于 ２
ｍｉｎ）检测会出现无法扫描完整个检测孔（９６ 孔板），
这些结果与 Ｂ 型肉毒毒素分析结果［１４］ 有相通的地

方，但检测荧光比值和检测曲线图却有较大的差别。
　 　 基于 ＦＲＥＴ 的报告分子适用于肉毒毒素拮抗剂

的高通量筛选（ＨＴＳ），底物和酶均利用成熟的大肠

杆菌表达系统表达，和利用组氨酸标签亲和纯化制

备得到高纯度的底物和酶。 该技术无需复杂装备或

大量培训即可经济高效快捷地对大量样本检测分

析，不需要牺牲动物，具有灵敏、实时和定量的优点。
本课题组已将该方法应用于 Ａ 型肉毒毒素小分子

拮抗剂的初步筛选中，并已得到一定抑制作用的潜

在拮抗剂（数据还未发表）。
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＣＹＡ ｗａｓ ０. ５ － ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ． Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＣＹＡ ａｔ ａｎｙ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬｃ ｅｎｚｙｍｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ５２８ ａｎｄ ４８５ ｗａｓ ｐｌｏｔｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａｂｏｕｔ ０. ５ ａｔ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ａｎｄ
０. ９ ａｔ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ． Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＡＬＣ ｃｌｅａｖｉｎｇ ＣＹＡ Ｋｃａｔ ｗａｓ （５ ±
０. ４） ｓ － １ ａｎｄ Ｋｍ ｗａｓ （２. ３３ ± ０. ２１） μｍｏｌ ／ Ｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＦＲＥＴ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＦＲＥＴ；ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ；ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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