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摘 要：根据猪水肿病大肠杆菌 <* 株主要免疫原性片段 BC39DD*2 和 6*E6 的基因序列，利用 FGH 技术克隆目的片

段，将 BC39DD*2 和 6*E6 基因依序串联于谷胱甘肽9B9转移酶（IB3）表达系统的 IB3 下游，在大肠杆菌中成功获得了

大小约为 #0J)7 融合蛋白 IB39B6，K*LM*.N -4AM 检测证实表达的融合蛋白具有良好的生物学活性。以纯化的融合蛋

白为抗原免疫新西兰兔制备血清，体外活性试验表明，所制备的抗血清能中和 <* 株水肿毒素对 O*.A 细胞的病变效

应；黏附抑制试验证实抗血清能抑制 <* 株对猪小肠刷状缘细胞的黏附。将融合蛋白免疫小鼠，结果表明，IB39B6
能够诱发较好的免疫反应，并能提供对 <* 株 :C):% 致死剂量的 "%P保护率。研究表明 IB39B6 融合蛋白具有良好

的免疫原性，具有良好的应用前景。
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产毒素大肠杆菌（ !"#$%&’$( &)(*&+$(*$, ("-$）是引

起人和动物腹泻的重要病原菌。通常分为 0 种类

型：产肠毒素大肠杆菌（<3<G）、产类志贺氏毒素大

肠杆菌（BC3<G 或 O3<G）、产坏死性毒素大肠杆菌

（R3<G）［& ’ 0 ］。BC3<G 主 要 血 清 型 有 S&0/、S&0(、

S&:" 等，又称肠出血性肠炎大肠杆菌。BC3<G 可产

生 0 种类型毒素（BC39D、BC39DD、BC39DD*），BC39D 和

BC39DD 是人出血性肠炎和溶血性尿毒综合征的重要

致病因子，BC39DD* 是猪水肿病的重要致病因子［! ’ #］。

猪水肿病由特定血清型产 BC39DD* 大肠杆菌引

起，多发生于断奶后仔猪，是危害规模化养猪业的重

要疾病之一［! ’ "］。致猪水肿病大肠杆菌 BC3<G 感染

易感猪后，细菌以其 6&/7-（6&%"）菌毛粘附于小肠上

皮细胞，在肠道内定居和增殖的细菌产生志贺样毒

素 DD 型变异体（BC39DD*）并被吸收，导致感染猪出现

水肿和神经症状［/］。6&/7- 菌毛与类志贺毒素 DD 型

变异体（BC39DD*）是致仔猪水肿病产 O*.A 细胞毒素

大肠杆菌（BC3<G）的 $ 个主要毒力因子［(，&%］。

传统的仔猪水肿病疫苗的研制，只是以致水肿

病大肠杆菌菌株的 S 抗原为基础，并没有考虑水肿

毒素 BC39DD* 和菌毛 6&/7-，其免疫保护率不高，对猪

水肿病至今还没有较为有效的疫苗。

在猪水肿病大肠杆菌的免疫原性片段中，BC39
DD* 由 & 个分子质量为 00 J)7 的 1 亚基和 : 个分子

质量为 "@#J)7 的 2 亚基共同组成的聚合体。2 亚

单位作为免疫原诱导的中和抗体可抑制其与受体的

结合，从而抑制 1 亚单位进入细胞发挥细胞毒作

用。6&/7- 由 : 个亚单位组成，6*E6 为 6&/7- 的黏

附素，因为 6*E6 抗血清能抑制 6&/T . U ("-$ 对小肠

上皮细胞的黏附。近年来有些学者用提纯的 6&/7-
的菌毛免疫鸡，制备针对 6&/7- 菌毛的卵黄抗体，在

体外能抑制 6&/ 菌株对猪肠道黏膜上皮细胞的吸

附，口服免疫则可对攻毒提供保护［( ］；以 BM89$* 抗毒

素被动免疫和用其类毒素主动免疫后攻毒，取得了

令 人 满 意 的 免 疫 效 果［&&］。鉴 于 1NM=9BC39DD*2 及

1NM=96*E6 的抗黏附作用，因此，我们利用分子克隆

技术，将 BC39DD*2 及 6*E6 构建融合基因 B6，利用谷

胱甘肽9B9转移酶（IB3）表达系统将融合基因 B6 串

联于 IB3 下游进行原核表达，并对重组蛋白的生物

学活性、免疫血清中和特性及免疫原性进行了研究。



! 材料和方法

! "! 材料

! "! " ! 菌株、质粒与阳性血清：猪水肿病大肠杆菌

鄂 ! 株（!"：#$%&，’$() *+,!-），由本实验室分离鉴

定 和 保 存［$.］； 对 照 质 粒 /0!12304*+,255"6
（/36）［$% ］、/0!12304’"7’（/3’）由 本 室 构 建 并 保

存!，表达载体 /0!1230（/3）、受体菌 ! 8 "#$% 9:;"、

表达菌 ! 8 "#$% 6+.$（9!%）、鼠抗 *+,255"6 抗血清、

鼠抗 ’"7’ 抗血清猪水肿病大肠杆菌阳性血清均为

本实验室保存，鼠抗 0*, 单克隆抗体购自 *<=>?。
! "! "# 主要试剂和仪器：各种限制性内切酶及 @-A
试剂、,B 9CD 连 接 酶 等 均 为 大 连 ,?3?A? 产 品，

EC5,2$F 柱式 9CD 胶回收试剂盒购自上海 生 工，

5@,0 为 @GH>"=? 产品，蛋白质 I?GJ"G 购自 C!6 公

司，:A@ 标记的羊抗猪 5=0 抗体购自华美公司。0*,
融合蛋白纯化试剂盒为 D>"GKL?> 6<HKM<"NM" 公司产

品。核酸蛋白分析仪是美国贝克曼公司产品，型号

是 9O(FF，蛋白纯化分离仪是美国 D>"GKL?> 公司产

品，型号是 O/M2&FF。

! "# 融合基因的克隆

! "# " ! 引物设计：参考 0"N6?NJ 上公布的 *+,255"
基因序列（I.$;%B）及 ’"7’（P.Q;.F）基因序列，分别

设计了两对特异性引物。引物扩增范围为去掉信号

肽和跨膜区的水肿毒素 6 亚单位结构序列及去掉

信号肽和跨膜区的 ’$( 菌毛的 ’ 亚单位结构序列，

扩增大小分别为 .FBR/ 及 (&SR/。其中引物 @$、@.
分别含有 &’(:#及 )’"#酶切位点，@%、@B 分别含

有 )’"#及 *%+7$酶切位点，引物序列如表 $ 所示，

引物由北京博奥合成。

表 ! 表达载体构建引物序列

,?RT" $ @G<>"GK OK"7 UH MHNKUGOMU G"MH>R<N?NU /T?K><7 /3*’
0"N" @G<>"G *"VO"NM"（;W!%W）

*+,255"6 @$ --- 00D,--,-D0,,DDD-,,-D--
@. --- 0D0 -,-0-00D,,0,0-,DDD00

’"7’ @% ,,, 0D0-,-D-,-,D-DD0,D0D-
@B ,, D D0-,,,00,-,D-,,D,,D-0-0D 0
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! "# " # @-A 扩增：@-A 模板制作参照文献［$.］；

@-A 反 应 体 系 为 ;F%+，下 游 引 物 各 $YF%+，扩 增

*+,255" 基因及 ’"7’ 基因的 @-A 反应条件分别为：

&BZ B><N，&BZ %FK，;QZ %FK，S.Z $><N，.( 个循

环，S.Z$F><N；&BZ ;><N，&BZ $><N，;(Z $><N，S.Z

$><N，%F 个循环，S.Z $F><N。@-A 产物用 FY( 琼

脂糖凝胶电泳检测，并用 EC5,2$F 柱式 9CD 胶回收

试剂盒回收。

! "$ 重组表达质粒的序列测定及诱导表达

按常规方法对 @-A 产物及 /3 载体进行酶切消

化及回收，并按 B：.：$ 的量将 @-A 扩增产物 *+,2
55"6、’"7’ 和 /3 载体混合，用 ,B 连接酶连接并转化

9:;"感受态细胞，筛选阳性克隆，并对重组质粒进

行酶切及测序鉴定。

将阳性菌落过夜培养物按 .[的量接种于 +6
中，振荡培养至 ,- 值在 FYB \ FYQ，加 5@,0 至终浓

度 FY( >>HT4+，继续振荡培养 %L。收集菌体，加上样

缓冲液进行 *9*2@D0!（$.[分离胶、;[浓缩胶）。

! "% &’()’*+ ,-.)
按文献［$B］的方法进行。一抗分别为鼠抗 *+,2

55"6 抗血清、鼠抗 ’"7’ 抗血清及鼠抗 0*, 单克隆抗

体，二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 5=0。

! "/ 融合蛋白抗血清的制备

按常规方法对重组蛋白进行提取与复性［$;］，并

将复性蛋白以 0*,2B6 柱纯化，纯化蛋白测定浓度后

] (FZ 冻 存 备 用。 将 纯 化 蛋 白 0*,2*’ 浓 度 为

B;F%=4>+ $>+ 与等体积弗氏不完全佐剂混合，采取

多点注射的方式，接种 B 周龄实验兔，隔 . 周以浓度

为 (&F%=4>+ 加强免疫 . 次，首免后第 S 周以浓度

SBF%=4>+，不加佐剂，从耳静脉缓慢推注，于免疫后

一周耳缘静脉采血，取血清，通过琼脂扩散试验测定

血清抗体的效价（抗原为 0*,2*’ 融合蛋白），血清效

价达 $ ^ %.，捕杀采血，提取血清，..%> 滤膜过滤除

菌，分装，置 ] (FZ冰箱保存备用。

! "0 抗血清的体外活性试验

! "0 " ! 抗血清对 *+,255" 的细胞毒性中和试验：参

照文献［$.］进行水肿毒素粗提，并以文献［$;，$Q］

所述方法进行猪水肿病毒素对 _"GH2!Q 细胞半数致

死量（-9;F）的测定及细胞毒性中和试验。以不产

生毒素的 9:;? 菌株的培养物上清（用 9I!I 稀释

相同倍数）作对照。

! "0 "# 黏附试验及抗血清黏附抑制试验 参照文献

［$S，$(］进行刷状缘细胞的制备，刷状缘细胞的终

浓度为 $FQ 个每毫升，参照文献［$&］进行细菌悬液

的制备，细菌悬液的终浓度为 $F& MXO4>+，并按文献

［$&］的方法进行黏附及黏附抑制试验，反应液用

@6* 洗涤，离心取细胞液涂片，瑞吉氏染色 $F ><N 后

;BF$刘国平等：大肠杆菌 !" 株 *+,255"6 与 ’"7’ 基因的融合表达及表达产物的免疫原性研究 8 4微生物学报（.FFS）BS（Q）



于镜下观察结果。

! "# 表达蛋白对小鼠的免疫原性

取 ! 周龄雌性 "#$ 昆明系小鼠 %& 只，随机分成

’ 组，每组 () 只，其中 ) 只用于免疫抗体水平检测，

其余 (& 只用于免疫攻毒保护试验。第一组为纯化

*"+,"-+,$./$（*"+,"$）蛋白组；第二组为纯化 *"+,
"-+,00.1（*"+,1）组；第三组为纯化 *"+,$./$ 蛋白

组；第四组为 *"+ 蛋白组，第五组为生理盐水对照

组。免疫方式采用皮下注射免疫，免疫剂量为 2’!3
4（&526-·只）。一免后隔周采集血清，每次采集血清

后，将同一组血清等量混合，采用间接 7-0"8 检测该

组的平均抗体水平。

于首免两周后各组分别以同样剂量加强免疫一

次，并于二免后 2 周，以 ’ 9 -:’&（(5; 9 (&<=$>）的

大肠杆菌 7. 株对小鼠进行腹腔攻毒。攻毒后 (’ 天

内定期观察实验鼠的临床表现并记录。

$ 结果

$%! 重组质粒 &’() 的构建及序列测定

以重组质粒为模板，以 #( 及 #) 为引物进行

#=? 鉴定，扩增大小约为 (2&&@A，为克隆片断大小，

进一步序列测定结果表明，"$ 克隆片段序列分析与

猪水肿病大肠杆菌 7. 菌株相对应 "-+,00.1 基因及

$./$ 基因核苷酸序列同源性为 (&&B。该重组质粒

中含有 ( 个完整的 "-+,00.1 基因片断及 $./$ 基因

片断，证实重组质粒构建正确，命名为 AC"$。

$%$ *(+,() 的表达及检测

":",#8*7 结果表明：含 AC"$ 重组质粒的大肠

杆菌 1-2( 在约 !;D:E 处有明显的表达带，为 "-+,
$./$ 蛋白与 *"+ 蛋白融合表达的产物（*"+,"$），在

0#+* 诱导 )F 后表达量 最 高。空 载 体 对 照 AC 的

1-2(（:7;）在约 2%D:E 有明显的表达带。利用纯化

的包涵体进行 G.HI.JK @LMI 分析，*"+,"$ 分别与鼠抗

$./$ 抗血清，鼠抗 "-+,00.1 抗血清及鼠抗 *"+ 单抗

发生了特异性的免疫反应（图 (）。

图 ! 重组质粒 &’() (-(,./*0 及 1223456758 检测

$N3O( ":",#8*7 EK/ G.HI.JK,@LMIINK3 EKELPHNH MQ IF. RMKHIJSRIHO（8）

G.HI.JK @LMI N/.KINQNREINMK MQ IF. RMKHIJSRIHO -EK. G(，G2，G; /.HNJ./

*"+,"$ J.ERINMK TNIF 6MSH. EKIN,"-+,00.1 AMLPRLMKEL EKIN@M/P，6MSH.

EKIN,$./$ AMLPRLMKEL EKIN@M/P，6MSH. EKIN,*"+ 6MKMRLMKEL EKIN@M/P，

J.HA.RINU.LPO（1）":"4#8*7 EKELPHNH MQ IF. .VAJ.HHNMK RFEJERI.JNHINR MQ

IF. RMKHIJSRIHO +F. EJJMTH NK/NREI.H IF. @EK/ MQ /.HNJ./ *"+,"$（!;D:E）

EK/ *"+ RMKIJML（2%D:E）O LEK. (，HSA.JKEIEKI MQ ! O "#$% R.LLH FEJ@MJNK3

AC"$；LEK. 2，NKRLSHNMK @M/P MQ ! O "#$% R.LLH FEJ@MJNK3 AC"$；LEK. ;，

A.LL.I MQ ! O "#$% R.LLH FEJ@MJNK3 AC；LEK. )，’，!，% A.LL.I MQ ! O "#$%

R.LLH FEJ@MJNK3 AC"$ NK/SRINMK @P 0#+* EQI.J ( F，2 F，; F，) F，

J.HA.RINU.LP；LNK. W，IF. 6ML.RSLEJ 6EHH HIEK/EJ/H（D:E）O

$%9 表达产物抗血清体外活性试验

$%9%! 表达产物抗血清的体外细胞毒性抑制试验：

试验结果表明，当抗血清稀释度为 ( X 2’! 的时候，能

够完全中和 )& 9 =:’&量的 "-+,00. 毒素，从而抑制毒

素对 Y.JM,7! 细胞致死效应（图 28）。无抗血清的对

照细胞，水肿毒素对 Y.JM,7! 细胞发生变性、脱落、

死亡和溶解（图 21）。无毒素产生的对照菌株 :Z’E
的培养物上清对 Y.JM,7! 细胞无细胞毒性作用（图

2=），正常细胞对照如图 2:。

图 $ 水肿毒素对 :;<5 细胞的病变效应抗血清对水肿毒素中和试验

$N3O2 +MVNKNRNIP MQ "-+,00. IM Y.JM R.LLH EK/ IF. E@NLNIP MQ IF. EKINH.JS6 IM J.HIJENK IF. IMVNKNRNIP MQ "-+,00. IM Y.JM R.LLHO 8：+F. EKINH.JS6 (&&B

J.HIJENKNK3 IF. IMVNKNRNIP MQ "-+,00. IM Y.JM R.LLH；1：+MVNKNRNIP MQ "-+,00. QJM6 IF. HSA.JKEIEKI MQ IF. RSLISJ. MQ 7. HIJENK IM Y.JM R.LLH；=：[M IMVNKNRNIP MQ

"SA.JKEIEKI MQ IF. RSLISJ. MQ :Z’E；:：[MJ6EL Y.JM R.LLH EH RMKIJML O

$%9%$ 菌毛黏附及黏附抑制实验：7. 株与小肠刷 状缘细胞反应液推片经瑞吉染色后油镜下观察，大

!)&( -0> *SM,ANK3 &’ ($ O 4)"’( *%"+#,%#$#-%"( .%/%"(（2&&%）)%（!）



肠杆菌非常紧密地黏附在刷状缘上皮细胞上；当免

疫血清进行 !："# 稀释时，可见大肠杆菌游离在刷状

缘细胞周围而不黏附，这说明兔抗 $%&’%( 抗血清能

明显抑制 )* 株对刷状缘细胞的黏附。

图 ! 菌毛黏附及黏附抑制实验结果

(+,-. /01*2+34 35 (!6’732+8+9* ! - "#$% 28:;+4 83 <:=21 <3:0*:2 5:3> ;

7+,?*8 ;40 81* ;<+?+8@ 35 81* ;48+2*:=> 83 :*28:;+4 81* ;01*2+34 35 )* 28:;+4

83 <:=21 <3:0*:2 5:3> 81* 2;>* 7+,?*8 ;2 81;8 :*5*::*0 83 +4 5+,./-（/）!：

<:=21 <3:0*:2；A、.：<;B8*:+;?2 ;01*2+34 83 <:=21 <3:0*:2；（C）!，.：

<;B8*:+;?2 D+813=8 ;01*2+34 83 <:=21 <3:0*:2；A：<:=21 <3:0*:2-

图 " 免疫后不同时间小鼠体内的 #$%&’ 抗体水平

(+,-" E,$ ;48+<30@ 8+8*:2 ;,;+428 %F&’EE* 3: (*0( <@ )FE%/ ;8 0+55*:*48

8+>* 35 7328’9;BB+4;8+34 +4 >+B*-（/）%F&’EE*C；（C）(*0(-

()" 融合蛋白对小鼠的免疫原性试验

()")* 小 鼠 抗 体 消 长 情 况：纯 化 $%&’%(、$%&’(、

$%&’ C 蛋白免疫组分别于首免后第 G 周、第 G 周及

第 " 周其体内的抗体水平达到最高。而且 $%&’%(
疫苗组抗体水平明显高于 $%&’( 及 $%&’C 疫苗组

（ &’&*28，’ H #I#G），$%& 及生理盐水对照免疫组在整

个实验期间针对 %F&’EE*C 及 (*0( 的 )FE%/ 抗体为

阴性（图 "）。

()")( 免疫保护性试验结果：试验结果表明，第 "
和第 G 组 $%& 蛋白空白对照组及灭菌生理盐水对照

组的小鼠于 !A1 内全部死亡，死亡时口中流出血性

泡沫，剖检死亡小鼠可见肺部有出血点、肝脾肿大并

有出血点，肠胀气，并从死亡小鼠全部内脏器官均能

分离到攻毒菌。第 ! 组为 . 只小鼠死亡，保护率为

J#I#K（JL!#）。第 A 组死亡 6 只，保护率为 A#I#K
（AL!#）。第 . 组 " 只小鼠存活，保护率为 "#I#K（ML
!#）。

! 讨论

致猪水肿病大肠杆菌鄂 ) 株（)*）是本实验室

从武汉分离的地方菌株，动物致病性试验表明该菌

对小鼠有较强的致病性，该菌肉汤培养物的无菌滤

液能致死小鼠且剖检见相关脏器水肿，并可引起

N*:3 细胞死亡。静脉注射断奶仔猪能复制典型水肿

病症状［!A］。在对 )* 株的 (*0(、%F&’EE*C 及 %F&’EE*/
基因克隆、序列分析、原核表达及表达产物的生物学

特性研究的基础上［!A O !"］，笔者将 %F&’EE*C 与 (*0(
融合串联后实现了在大肠杆菌中的表达。

随着人们对仔猪水肿病致病机理的深入了解，

有学者提出预防水肿病的发生，理想的疫苗不仅应

保护仔猪抵抗大肠杆菌的附着，同时也应保护仔猪

免受其产生的 %F&’EE* 的攻击。而目前国内用于预

防该病的主要是灭活菌苗，其主要考虑的是 P 抗

原，免疫效果并不稳定。因此，考虑两种抗黏附作

用，通过串联表达重组蛋白 %’(，探讨研制新一代亚

单位疫苗的可能性，以解决现有疫苗的局限。

并非所有融合蛋白都发挥出其预想的协同效

应，这是由于相连的两种分子在肽链折叠过程中相

互干扰，不能形成天然空间构型，或者出现非中和表

位对 中 和 表 位 的 覆 盖，从 而 影 响 了 其 生 物 学 活

性［AA］。因此，有必要对融合蛋白的生物学活性进行

证实。首先我们用？网站 在线对 %( 基因编码的蛋

白进行抗原性位点分析。%( 基因编码的蛋白进行

抗原性位点分析，结果表明，融合蛋白 .G O J# 和 QM
O !"# 两个连续表位区与已证实的位于 %F&’EE*C 及

(*0(抗原表位一致［!6，A.］。分别用鼠抗 %F&’EE*C 抗

血清、鼠抗 (*0( 抗血清及鼠抗 $%& 单抗为一抗进行

R*28*:4 <?38 反应，均可见特异性条带，这初步说明融

合蛋白具有较好的反应原性，可能分别具有 %F&’
EE*C 及 (*0( 的中和表位。并且制备的免疫血清在

J"#!刘国平等：大肠杆菌 )* 株 %F&’EE*C 与 (*0( 基因的融合表达及表达产物的免疫原性研究 - L微生物学报（A##J）"J（M）



体外活性检测中也表现出理想的中和活性，能抑制

猪水肿毒素对 !"#$ 细胞细胞毒效应以及 %" 株对小

肠刷状缘细胞的黏附。这些实验结果均表明，融合

蛋白 &’()’* 具有 ’+(),,"- 及 *".* 的中和表位，并

有可能成为猪水肿病疫苗的良好侯选。

将重组 &’()’*、&’()*、&’()- 融合蛋白分别免

疫 ’/* 昆明小鼠，抗体效价检测表明，平均抗体效价

&’()’* 免疫组明显高于 &’()- 免疫组或 &’()* 免

疫组，而且 &’()’* 免疫组持续保持高效价的时间明

显延长。攻毒试验表明，&’()’* 组相对于 &’()- 组

或 &’()* 来说对水肿病强毒株的攻击具有较好的保

护力。这说明 ’+(),,"- 与 *".* 进行融合表达后，与

二者单独表达相比，’* 融合蛋白的免疫原性得到了

增强。利用 ’0/12 软件（3445）对 ’* 融合蛋白的二

级结构进行预测，发现 ’* 融合蛋白存在 567589无

规卷曲结构，并且有研究证实，’+(),,"- 和 *".* 蛋

白的部分中和表位就在这些无规卷曲区域内［34，::］，

’* 融合蛋白免疫原性的增强是否是由于这些中和

表位得到了充分的展示而导致的呢？还是由于二者

存在协同作用呢？这还需要进一步的探索和证实。

总之，本研究首次利用致猪水肿病大肠杆菌

（’+(%;）的两种主要免疫原性进行融合表达，并对

其生物学活性进行了分析与证实。同时，鉴于重组

蛋白的良好的免疫原性及其抗血清的中和特性，’*
有可能成为猪水肿病疫苗的良好侯选基因，这也为

今后多基因的表达策略及研制新型大肠杆菌疫苗提

供了新的思路和研究基础。
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本书讲述了各种模式生物基因组在人类基因组研究与人类基因鉴定中发挥的重要作用。介绍了

研究模式生物基因组的不同方法，如突变研究，9B0C 表达图的构建，原位杂交和比较 基因组（在基因

和核苷酸水平）分析。这一切都将有助于我们对于人类基因组的认识。在探索所有生物基因组进化

的连续性和变异性、生物之间的亲缘关系、阐明基因结构和演化、调控序列的结构和功能、内含子的进

化以及基因功能方面，比较基因组学更有其特殊的价值。
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