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!型分泌系统菌体表面展示 !"# 大肠杆菌黏附素及其

受体结合位点的确定

原志伟，蒋 颖，王建业，朱国强"

（扬州大学兽医学院 扬州 ##3$$’）

摘 要：自主转运蛋白（G 型分泌系统）的!结构域已被证明可以将异源性多肽展示在细菌表面。运用 HI) 重组技

术优化构建 G 型分泌系统 J,KL 并在菌体表面展示 4&0 大肠杆菌黏附素 4/D4 及其受体结合域 4/D4&。含重组质粒

*E,+MJ,KL2N/D4 或 *E,+MJ,KL2N/D4& 大肠杆菌（! B "#$%）HO3"经厌氧诱导后，分别与兔抗 4&05P 菌毛 4/D4 亚单位单因子

血清和 4&0 大肠杆菌黏附素受体易感性仔猪的小肠上皮细胞做玻板凝集试验和体外黏附试验，结果表明上述两株

诱导表达重组菌与 4/D4 抗血清发生明显的凝集反应，且能较好地黏附于 4&0 大肠杆菌黏附素受体易感性仔猪小肠

上皮细胞。而菌体表面展示 4&0 大肠杆菌黏附素 4/D4 突变体 4/D4（J）（黏附素受体结合域第 00 和 0’ 位组氨酸残

基双突变为丙氨酸）的重组菌则失去上述凝集和黏附特性。以上试验结果说明，4&0 大肠杆菌黏附素 4/D4 及其受

体结合域 4/D4& 在大肠杆菌表面得到了功能性表达，并进一步证明了位于 4/D4 受体结合域内第 00 和 0’ 位组氨酸

残基对 4/D4 受体结合域的形成至关重要。
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G 型分泌系统又称自主转运蛋白分泌系统，是

革兰氏阴性菌 3 种蛋白分泌系统中最为简单的一

种，且自主转运蛋白在跨外膜转运过程中似乎不需

要能量和辅助因子（蛋白）的参与。更为可喜的是自

主转运蛋白羧基端的!结构域有效地将异源多肽功

能性地展示在细菌表面已得到证明［&］。

4/D4 亚单位为 4&05P 和 4&05C 两种不同血清型

大肠杆菌中高度保守的共同功能性粘附素，不同

4&05P 和 4&05C 的 4/D4 能与仔猪小肠上皮细胞上相

同的大分子受体相结合［#］。进一步研究发现，位于

4/D4 亚单位内的第 1$ 至第 &$’ 位氨基酸残基区段

是 4/D4 亚单位与仔猪小肠上皮细胞相互作用的受

体结合域，在此结合域内 % 个氨基酸残基（L9K2"#、

O,K200、O,K20’）显著影响着 4/D4 亚单位与仔猪小肠

上皮细胞相结合的能力，其中任何两个氨基酸的突

变（即 L9K2"##)-5 或 O,K200SO,K20’#)-5），都会使

4/D4 粘附素与仔猪肠上皮细胞的结合能力完全丧

失［%］。遗传学相关研究表明，4/D4 粘附素介导的

4&0 大肠杆菌对仔猪小肠上皮细胞的黏附取决于仔

猪小肠上皮细胞上是否存在 4&0 菌毛的受体以及具

有显性遗传特性［!］。鉴于自主转运蛋白介导的菌体

表面展示有望作为开发细菌活载体疫苗的有效工

具，我们运用肠道沙门氏菌自主转运蛋白 J,KL 的!
结构域成功地将 4&05P 菌毛黏附素 4/D4 及其受体

结合域 4/D4& 展示在大肠杆菌（ ! B "#$%）HO3"表面

并得到了功能性表达，从而为构建断奶仔猪腹泻和

仔猪水肿病的细菌活载体疫苗奠定了基础，同时我

们也对 4/D4 受体结合域内的第 00 和 0’ 位组氨酸

进行双突变以研究其对 4/D4 受体结合域形成的重

要作用。

" 材料和方法

"$" 材料

"$"$" 质粒和菌株：质粒 *E,+MJ,KL［含有受TE,+M厌氧

启动子调控的 大 肠 杆 菌 不 耐 热 肠 毒 素 M 亚 单 位

（L.M）信号肽序列和自主转运蛋白 J,KL 的!结构域

编码序列］，产 4&05P 菌毛大肠杆菌标准株 &$"S01
（U&%’V W&# V O&）和产 4&05C 菌毛大肠杆菌标准株

#&%!T（U&3"VO&’）均由美国宾夕法尼亚大学兽医学

院微生物实验室惠赠。质粒 *&05P 为本实验室构

建，含有 4&05P 菌毛整个操纵子 &’( 基因［3］。大肠杆

菌（!)"*’+%"*%, "#$%）HO3"为本室保存。

"$"$% 试验动物和抗体：试验中所用两头 %$ ( %3
日龄断奶仔猪购自江苏省扬州市瘦肉型猪繁殖场，



为三元杂交猪。两头仔猪 !"#$ 基因型通过采用

%&’(’)*% 技术结合 )+,- 基因测序鉴定：一头为

!"#$ .. 型，一头为 !"#$ /. 型，均为 )-0 大肠杆菌

黏附素受体易感猪［1］。兔抗 )-023 菌毛 )45) 亚单

位单因子血清由本室成大荣博士惠赠。

!"!"# 主要试剂和仪器：限制性内切酶 !"#!购自

678 公司；,9 :6/ 连接酶购自 ’;<=4 公司；"($%&5#
:6/ !2>?4>、:*(@### :6/ !2>?4>、’( )*+ A;BCD4>2E4
及 :6/ 凝胶回收试剂盒为 ,2F2’2 公司产品；小牛

肠碱性磷酸酶（&G/%）购自华美生物工程公司；光学

显微镜及拍摄系统为日本 HBCDAIE 公司生产。

!"$ 引物设计及 !"#$!、!"#$ 和 !"#$（%）基因的

%&’ 扩增

根据 .4J82J? 中 )-023 ,#-. 序列，用 :6/EK2> 软

件设计两对引物，%-、%@ 用于扩增 )-023 菌毛黏附

素 )45) 受体结合域基因 ,#-.-（)45) 亚单位第 1# 与

-#L 位氨基酸之间的序列）；%"、%9 用于扩增不含信

号 肽 的 )-023 菌 毛 黏 附 素 ,#-. 基 因。 %-：MN(
&/..&,/.&/&,,,./&/,.&&/..&,..//&,("N；
%@：MN(&/..&,/.&,.,/&&.//,&&,/&,,.,./& ("N；
%"：MN(&/..&,/.&,&,/&,&,/&//.,/./&("N；%9：

MN(&/..&,/.&&,.,/,&,&.////&//,("N。上述引

物 MN端引入酶切位点 !"#!。引物由上海基康生物

工程公司合成。 ,#-.- 基因和 ,#-. 基因的扩增均以

质粒 A-023 为模板，按常规 %&’ 方法进行，扩增产物

经 !"#!酶切 后，用 :6/ 凝 胶 回 收 试 剂 盒 回 收。

另，我们采用 OH7PJQ %&’ 定点突变法构建了 )-023
菌毛黏附素 )45) 突变体 )45)（!），将 )45) 亚单位

内的第 00 和 0L 位组氨酸都突变为中性的丙氨酸。

!"# 重组质粒 ()*+,-*./01234!、()*+,-*./01234 及

()*+,-*./01234（-）的构建与鉴定

将上述 " 个基因插入经 !"#!酶切及去磷酸化

后的 AJP>8!PE* 质粒载体（图 -）。从阳性转化菌中

图 ! 重组质粒 ()*+,-*./01234!5123451234（-）图谱

)PQR- !2A ;S K=4 >4<;D3PJ2JK AB2EDP5 AJP>8!PE*(S45)-TS45)TS45)（!）R

抽提质粒，用 %&’ 或双酶切的方法鉴定阳性克隆，

然后将阳性克隆送上海申能博彩生物科技有限公司

测序，以进一步鉴定 ,#-.-、,#-. 或 ,#-.（/）基因插

入载体 AJP>8!PE* 的正反方向以及上述 " 种基因序

列 是 否 发 生 突 变。 测 序 引 物 为 AJP>G：MN(
,,&/..,///,,, ./,/&/,&///("N。
!"6 # 种重组质粒在受体菌中诱导表达

经测序鉴定阅读框为正向的分别含有 )-023 菌

毛黏附素 )45)，)45) 受体结合域 )45)-，)45) 突变

体 )45)（!）的 " 种不同重组菌首先在有氧的环境中

振荡培养过夜，再置于厌氧罐中诱导表达 1=。同时

设含有 AJP>8!PE* 空载体的大肠杆菌 :UM$做同步

对照。

!"7 4234 单因子凝集试验

将上 述 " 种 诱 导 表 达 的 重 组 菌 和 含 有

AJP>8!PE* 空载体的大肠杆菌 :UM$用 %8O 洗涤 " 次

后各取 @#%*，分别与等量的兔抗 )-023 )45) 亚单位

单因子血清（- V-## 稀释）于玻片上混合后于灯光下

观察结果。

!"8 仔猪小肠上皮细胞的黏附试验及黏附抑制试验

!"8"! 仔猪小肠上皮细胞的分离和制备：具体步骤

参照文献［$］进行。

!"8"$ 重组菌与仔猪小肠上皮细胞的体外黏附：

将厌氧诱导的重组菌用 %8O 反复离心洗涤 " 次，调

整细菌浓度至约 - W -#L&)+TD*。取上述菌液 #XMD*
和 #XMD* 仔猪小肠上皮细胞混合，"$Y孵育 "#DPJ
后，-###>TDPJ 离心 MDPJ，用 %8’ 溶液悬浮后取 M#%*
滴于洁净玻片上，自然干燥，火焰固定，用美兰染色

" Z MDPJ，油镜观察结果。同时设产 )-023 菌毛大肠

杆菌标准株 -#$T01、产 )-02< 菌毛大肠杆菌标准株

@-"9% 和含 AJP>8!PE* 空载体的大肠杆菌 :UM$分别

做阳性和阴性对照。

!"8"# 重组菌与仔猪小肠上皮细胞的体外黏附抑

制试验：重组菌 AJP>8!PE*(S45)- 和 AJP>8!PE*(S45) 与

兔抗 )-023 菌毛 )45) 亚单位单因子血清（- V -## 稀

释）混合于 "$Y孵育 "#DPJ 后，用上述相同的方法与

仔猪小肠上皮细胞作用。美兰染色后显微镜下观

察，对照同上。

$ 结果

$"! !"#$!、!"#$ 和 !"#$（%）基因的 %&’ 扩增

,#-.-、,#-. 和 ,#-.（/）基因的 %&’ 扩增产物用

-X#[琼脂糖凝胶电泳分析，结果表明成功地扩增出

了特异性的目的条带，,#-.- 大小约为 -103A，,#-.
和 ,#-.（/）大小约为 0"@3A，均与预期大小一致。

#@" \+/6 ]=P(^4P #0 *1 R T230* /%3456%5157%3* 8%&%3*（@##$）9$（@）



!"! 重组质粒 #$%&’(%)*+,-./0、#$%&’(%)*+,-./ 及

#$%&’(%)*+,-./（(）的鉴定

两个重组质粒 !"#$%&#’()*+,-. 用 /01 方法扩

增出 .234! 条带，初步判定为单一 !"#$. 片段正向

或反向插入载体 !"#$%&#’(；重组质粒 !"#$%&#’()*+,-
或 !"#$%&#’()*+,-（&）用 %&’5!酶切鉴定，正向插

入为 .6784 和 96:84 两个片段，反向插入为 .6;84 和

:6384 两个片段。将上述阳性克隆送去测序后，分

别得到了 !"#$. 基因、!"#$ 基因和 !"#$（(）基因按

正确阅读框克隆入载体 !"#$%&#’( 的重组质粒，且测

序结果显示 9 种插入序列没有发生突变，与发表序

列完全相同。

!"1 /-./ 单因子凝集试验

同标准株 .<=>32 和 :.9?/ 一样，经厌氧诱导表

达的重组菌 !"#$%&#’()*+,-. 和 !"#$%&#’()*+,- 均能

与兔抗 -.3@4 菌 *+,- 亚单位单因子血清（. A .<< 稀

释）产生明显的凝集，而重组菌 !"#$%&#’()*+,-（&）和

含 !"#$%&#’( 空载体的大肠杆菌 B57"与上述血清

不产生凝集。

!"2 仔猪小肠上皮细胞的黏附试验及黏附抑制试验

显微 镜 下 观 察 表 明，诱 导 表 达 的 !"#$%&#’()
*+,-. 或 !"#$%&#’()*+,- 重组菌和标准株 .<=>32 或

:.9?/ 一样均能较好地吸附于易感仔猪小肠上皮细

胞（图 :），但 !"#$%&#’()*+,-（&）重组菌没有黏附上

述小肠上皮细胞的特性（图略）。和表达 -.3@4 或

-.3@C 的 ) D *+,- 标准株 .<=>32 和 :.9?/ 一样，诱导

表达的重组菌 !"#$%&#’()*+,-. 和 !"#$%&#’()*+,- 分

别与 兔 抗 -.3@4 菌 毛 -+,- 亚 单 位 单 因 子 血 清

（. A.<< 稀释）作用 9<E#" 后，几乎丧失了吸附易感仔

猪小肠上皮细胞的能力（图 9）。

1 讨论

自主转运蛋白通常由 9 个不同的功能区组成：

#氨基端的信号肽序列，$载客结构域（!@’’+"F+$
,GE@#"），%羧基端的&结构域（又称转运单位）。自

主转运蛋白（@HIGI$@"’!G$I+$）在氨基端信号肽的引导

下到达细菌内膜表面，然后通过 J+C 依赖的分泌通

路实现跨内膜转运，氨基端的信号肽序列被切除后

自主转运蛋白进入外周质间隙，紧接着羧基端的&
结构域通过折叠形成反平行的&折叠股在外膜上形

成一个类似于细菌通道蛋白的孔道，具有生物学活

性的载客结构域通过该孔道伸向细胞外环境。载客

结构域到达细菌表面后可仍与细菌外膜相连，也可

以被其它一些蛋白酶（或者自催化机制）切割而进入

细胞外环境［.］。鉴于上述 K 型分泌系统自身转运

图 ! 诱导表达的重组菌 #$%&’(%)* +,-./0（3）和

#$%&’(%)* +,-./（’）黏附易感仔猪小肠上皮细胞

（0444 5 ）

-#FD : L,M+$+"C+ G* IM+ $+CGE4#"@"I ) D *+,- ,#’!N@O#"F
-+,-.（L）@", -+,-（%）IG IM+ ’E@NN #"I+’I#"+ +!#IM+N#@N C+NN D

图 1 诱导表达的重组菌 #$%&’(%)*+,-./06,-./ 与抗血清

作用后与易感仔猪小肠上皮细胞的黏附（0444 5 ）

-#FD9 L,M+’#G" #"M#4#I#G" I+’I G* IM+ ’E@NN #"I+’I#"+ +!#IM+N#@N C+NN’ *G$
IM+ $+CGE4#"@"I ) D *+,- !"#$%&#’() *+,-. G$ !"#$%&#’()*+,- @*I+$
!$+#"CH4@I#G" P#IM @"I#)$@44#I ’+$@ @F@#"’I -+,- ’H4H"#I G* -.3@4
*#E4$#@+D

蛋白载客结构域的广泛多样性和 0 末端蛋白转运

单位不需要任何辅助蛋白就能形成类似细菌膜孔道

蛋白（/G$#"）的跨膜通道，并在 QR 菌表面分泌展示

.:9原志伟等：’型分泌系统菌体表面展示 -.3 大肠杆菌黏附素及其受体结合位点的确定 D >微生物学报（:<<=）?=（:）



载客结构域，!"#$%&’ 等［(］最先报道淋病奈瑟球菌

（!"#$$"%#& ’()(%%*("&"）免疫球蛋白 )*+, 蛋白酶能表

达该载客结构域的异源多肽———霍乱弧菌毒素 -
亚单位，并通过转运蛋白单位转运分泌到外膜并展

示在大肠杆菌和伤寒沙门氏菌表面，.&/*# 等［0］用该

系统表达和展示出能折迭形成二硫键空间构象的单

链抗体 1234。大肠杆菌自身转运蛋白 +)5+6!（与

扩散粘附有关的粘附素）在自身宿主细胞表面也能

分别有效展呈功能性 768%9:; 蛋白［小肠结肠炎耶

森氏菌（+"%$#)#& "),"%(-(.#,#-&）热休克蛋白 :;］的 < 细

胞表位，酶学活性的"6内酰胺酶和具有直接摄入侵

入 =&># 细胞活性的结核 分 枝 杆 菌 毒 力 因 子 )?.
@［,; A ,B］。沙门氏菌外膜纤连蛋白结合蛋白 C/%>（实

质为膜插入和分泌蛋白，9’DE&/? DF G&GH’#?& /?%&’E/D?
#?I %&2’&E/D?），由 肠 炎 沙 门 氏 菌 第 J 毒 力 岛 1K)6J
LM3 编码，与 +)5)6,N 末端结构域高度同源，同时也

被鉴定为自身转运蛋白，它不仅能在鼠伤寒和伤寒

沙门 氏 菌 表 面 展 示 日 发 恶 性 疟 原 虫 环 孢 子 蛋 白

（N/’2$G%9D’DO/E& 9’DE&/?，N1K）的功能性主要 -62&"" 表

位（P+PK 寡多肽重复单位），且异源载客结构域容

量达 B;Q5#［,J］。本研究首先将 3,( 大肠杆菌黏附素

3&I3 的受体结合域 3&I3, 利用沙门氏菌自主转运

蛋白 C/%> 的"结构域成功地展示在大肠杆菌 5=R#
表面，紧接着我们又利用该系统将完整的 3,( 大肠

杆菌黏附素 3&I3 展示在大肠杆菌 5=R#表面，且异

源载客结构域容量达 B(Q5#，如此大分子量的蛋白

利用$型分泌系统在革兰氏阴性菌表面获得成功展

示在国内外尚属首次。通过对 3&I3 受体结合域内

的第 (( 和 (0 位组氨酸进行双突变后，3&I3 亚单位

与仔猪小肠上皮细胞的结合能力完全丧失，这表明

第 (( 和 (0 位组氨酸对 3&I3 受体结合域形成至关

重要，也进一步证实了 1G&I% 等［J］的报道。

$型分泌系统介导的菌体表面表达在生物技术

上的应用具体表现在以下几方面：%抗原决定簇的

暴露用于疫苗研究；&多肽文库的表达用于抗原表

位定 位 或 抗 体 特 异 性 检 测；’特 定 受 体 或 配 体

（"/*#?I）的展示用于受体6配体的结合试验或受体、

配体的纯化；(分析异源多肽S蛋白质的功能性结构

域；)在细菌表面表达一些生物酶构建新型生物催

化剂。本研究利用$型分泌系统菌体表面表达 3,(
大肠杆菌的保护性抗原 3&I3 黏附素，从而为构建断

奶仔猪腹泻和仔猪水肿病的细菌活载体疫苗奠定了

基础，同时也对黏附素 3&I3 的功能性结构域进行了

深入分析。我们相信随着对 . 型分泌系统的进一

步研究它将在生物技术上的应用发挥重大作用。
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