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表达猪传染性胃肠炎病毒 !基因的重组乳酸乳球菌
的构建及免疫原性分析

唐丽杰，欧 笛，葛俊伟，徐义刚，李一经"

（东北农业大学动物医学院 哈尔滨 ,2$$%$）

摘 要：根据猪传染性胃肠炎病毒纤突（B）蛋白的全基因序列及表达载体质粒的基因融合特点，设计一对引物，进
行 CDE扩增，获得含有 -F4G B 基因 ! 个主要抗原位点的约 #$$$H( 的目的片段，将其与分泌表达的载体质粒
(IJ/,,#进行连接，通过电击转化进入宿主菌乳酸乳球菌 IJ3$$$细胞内，在乳链菌肽（I*K*9）的诱导下进行表达，通
过 BLB1C’F4和 M.KA.)9 H+=A分析，表明 -F4G B 蛋白在乳酸乳球菌中获得表达，所表达的 -F4G B蛋白具有与 -F4
病毒一样的抗原特异性。间接免疫荧光试验表明重组菌表达蛋白定位于菌体表面。将表达 -F4G B蛋白的重组乳
酸乳球菌及空质粒菌株分别口服免疫 N’ONP? 小鼠，收集粪便样品进行抗体检测，结果表明分泌型的重组菌
(IJ/,,#1B6PIJ3$$$免疫小鼠能够产生明显的抗 -F4G KQ:’抗体。
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猪传染性胃肠炎（-)69K5*KK*H+. :6KA)=.9A.)*A*K，
-F4）是由冠状病毒科猪传染性胃肠炎病毒
（-)69K5*KK*H+. :6KA)=.9A.)*A*K S*)TK，-F4G）引起的以仔
猪呕吐、严重腹泻和高致死率为特征的消化道传染

病［,］。该病是我国及世界各养猪国家仔猪早期死亡

的重要疫病之一。疫苗免疫接种是预防本病的主要

措施。实践证明，肠道黏膜免疫所产生的分泌型抗

体（KQ:’）是抵抗 -F4G感染的有效抗体［#，%］，而非经
口免疫所产生的其它血清抗体，如 Q:F、Q:U对本病
的免疫保护效果并不理想。因此选择安全无毒，能

够在肠道中存活并能表达和传递抗原物质的载体系

统［! & 0］，有效地刺激黏膜免疫系统产生的黏膜免疫

应答对本病的防治具有重要意义。

-F4G有 %种主要结构蛋白，分别为磷酸化的核
衣壳蛋白 I、膜蛋白 U 和糖基化的纤突蛋白 B［"］。
其中 B糖蛋白携带主要的 N淋巴细胞抗原决定簇，
是唯一能诱导产生中和抗体和提供免疫保护作用的

结构蛋白；B蛋白含有宿主细胞氨肽酶受体（C’CI）
的识别位点，因此，B蛋白对病毒感染、发挥其致病
性和决定宿主细胞亲嗜性方面起关键作用［/ & ,#］。

基于 -F4G的肠道致病特点和黏膜免疫特点，

本研究以 -F4G起主要免疫保护作用的囊膜蛋白基
因（B基因）主要抗原位点片段 B6 插入到乳酸菌表
达载体，构建了表达 -F4G B 蛋白的重组乳酸菌表
达系统，以期获得 -F4G口服活菌疫苗，依靠乳酸菌
天然的抗菌抗腹泻作用和 B蛋白刺激的特异性黏膜
免疫作用，达到预防本病的目的。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 质粒和菌株：乳酸乳球菌表面表达载体
(IJ/,,#及乳酸乳球菌 !"#$%#%##&’ ("#$)’ IJ3$$$ 由
荷兰 IQJV研究所惠赠；质粒 (WD1B含有猪传染性胃
肠炎病毒 B基因，由本实验室构建［,%］。
"#"#$ 引物：应用 =+*:=0X$ 软件设计引物，引物
-B"：2Y1D--FD’-FD’-F’’’’’’D-F--DF--F--D-F
F--F-’’-1%Y 与 -B/：2Y1DF-D-’F’D’D’DD’D-’-
-’-D’F’DFF-’D’DDD’D-’-F--F1%Y用于从质粒
(WD1B上扩增含有 B基因 ’、N、D和 L !个主要抗原
位点的片段，上下游引物分别含有 *+,!与 -."!
酶切位点（下划线标出）。引物由上海生物工程有限

公司合成。



!"!"# 主要试剂：兔源抗 !"#$高免血清本实验室
制备；乳链菌肽（%&’&(）、)*+标记的羊抗鼠 ,-.、)*+
标记的羊抗兔 ,-"均购自 /&-01公司；2,!3标记的
羊抗兔 ,-"购自中杉金桥生物技术有限公司，其它
生化试剂均为国产分析纯产品。

!"$ %&’( )基因乳酸乳球菌表达载体的构建
以 质粒 4536/为模板，以 !/7和 !/8为引物扩

增含有 !"#$ /基因 .、9、3和 :主要抗原位点的片
段，命名为 /1，+3*产物经胶回收纯化后与载体质
粒进行酶切、连接。将连接产物与电转化感受态细

胞 %;<===混匀后，冰上放置 >0&(；将其转入 ?00的
预冷电转化杯（9&@6*1A 公司）中；以 !B1(’C@B01D&@(
.441B1DE’ FG>6?F=F电击，电击参数为电压 ?H>I$，时
间为 >0’；电击后加入 <==!J 冰预冷的 /"KF7K3
（"KF7液体培养基，加入 =H>0@LMJ 蔗糖，=H=?0@LMJ
氯化镁，=H==?0@LMJ氯化钙）恢复培养基，混匀；将菌
液转移至 FH>0J离心管中，冰上放置 F=0&(；N=O厌
氧培养 ?P；取适量菌液涂布于含有 >!-M0J 氯霉素
的 "KF7琼脂培养基上，N=O厌氧培养 ? Q NA。于平
板上挑取单个菌落，分别接种于含有 >!-M0J 30的
"KF7 液体培养基中，N=O厌氧培养过夜后，按
.(ARB’@( 等［FS，F>］方法从乳酸乳球菌中提取质粒。对
重组质粒进行酶切鉴定、+3*鉴定及序列测定分析，
将转化获得重组质粒乳酸乳球菌命名为 4%;8FF?6
/1M%;<===。
!"# %&’( )蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达

4%;8FF?6/1M%;<=== 阳性重组菌及 4%;8FF?M
%;<===空质粒对照菌，接种于 "KF7液体培养基中，
N=O厌氧培养过夜后，取过夜培养物以 F T ?>比例接
种于 ?=0J培养基中，N=O培养至 !"G==为 =HS左右；

取 F=0J细菌培养液用 F(-M0J的乳链杆菌肽 %&’&(
诱导 ? Q NP。终止培养后分别取出 F0J 样品以
F?===BM0&(离心 N0&(，弃上清；用 ?==!J +9/溶液悬
浮，F?===BM0&(离心 N0&(，弃上清；加入 F==!J F=0-M
0J的溶菌酶，N7O水浴放置 N=0&(，沸水浴 >0&(，灭
活溶菌酶，F?===BM0&( 离心 N0&(，弃上清；加入 F U
+9/（!"G== U >=!J）及等量 ? U /:/凝胶加样缓冲液

（含 :!!），充分混匀，煮沸 F=0&(，F?===BM0&( 离心
N0&(，取上清 F=!J上样，以蛋白质标准分子量为参
考，F=V /:/6+."#进行电泳分析。
!"* 表达产物的鉴定
!"*"! 免疫印迹：/:/6+."# 结束后，将凝胶经

/.$FS=型 K,%, 9JW! KW5:J#转印装置将蛋白转
移到经转印缓冲液平衡的硝酸纤维素膜上，接通电

源，=H> Q F0.MX0? 转印 FP。转印结束后，兔抗 !"#$
血清作为第一抗体，以辣根过氧化物酶标记羊抗兔

,-"作为第二抗体，S6氯6F6萘酚底物显色溶液中显
色 ?=0&(。
!"*"$ 间接免疫荧光：取 F?P培养的阳性重组菌和
空载体对照菌液体培养物 =H>0J离心去上清后，分
别用 +9/低速离心洗 N次，加入兔源抗 !"#$抗血
清，悬浮混合后 N7O作用 N=0&(，离心去上清，+9/离
心洗菌体 N次，加入稀释的含有伊文思蓝的抗兔荧
光标记二抗，悬浮混合后 N7O作用 N=0&(，离心去上
清，+9/离心洗菌体 N次，菌体沉淀物悬浮在 ?==!J
+9/，取适量涂片，自然干燥，冷丙酮固定 N=0&(，干
燥后荧光显微镜观察。

!"+ 试验动物分组及免疫
体重 F8 Q ?=- G Q 8周龄清洁级 9.J9MX小鼠，购

自中国农业科学院哈尔滨兽医研究所实验动物中

心。将其以每组 F> 只随机分成 N 组，即 +%;8FF?6
/1M%;<=== 实验组、+%;8FF?M%;<=== 质粒对照组和
+9/对照组，实验组和质粒对照组每只小鼠以
? U F=F=个M0J细菌口服接种 =HF0J，每隔 ?周免疫一
次，每次连续免疫 NA。共免疫 N 次，+9/ 对照组口
服同体积的 +9/液。
!", 免疫小鼠粪便特异性 -./0测定
采用间接 #J,/.方法进行。收集免疫组小鼠粪

便，每 =HF- 粪便加入 F0J 粪便提取液，SO浸润过
夜。F====BM0&( 离心 >0&(，收集上清。以 !"#$ 全
病毒抗原包被 <G孔聚苯乙烯微量板 N7O反应 ?P，
=H=F0@LMJ +9/!液洗 N 次。用含有 =H>V聚乙烯醇
的 =H=F0@LMJ +9/液 N7O封闭 SP，=H=F0@LMJ +9/!液
洗 N次。分别加入处理好的粪便上清，N7O反应 FP，
=H=F0@LMJ +9/! 洗 N 次。加入 F T ?=== 稀释的 )*+
标记羊抗鼠 ,-.，N7O反应 FP，=H=F0@LMJ +9/!液洗 N
次。加 W+:6)?W? 底物显色液避光显色 F>0&(。加

终止液后，自动酶标测定仪在波长 S<?(0处测定每
孔的光吸收（!"S<?）值。

$ 结果

$"! 乳酸乳球菌表达载体的酶切鉴定及序列分析
经 +3*扩增得到的约 ?===Y4片段经胶回收纯

化，与载体质粒同时用相应的限制性内切酶进行双

FSN唐丽杰等：表达猪传染性胃肠炎病毒 /基因的重组乳酸乳球菌的构建及免疫原性分析 Z M微生物学报（?==7）S7（?）



酶切并以胶回收试剂盒进行回收纯化后进行 !"#
过夜连接，连接产物电转化入宿主菌 $%&’’’，阳性
重组质粒 ()*鉴定后得到约 +’’’,-的目的片段，单
双酶切鉴定后分别得到与预期结果相一致的

./’’,-、+’’’,-和 //’’,-的目的片段。序列测定结
果分析表明 0123 45基因片段已插入到表达载体质
粒 -$%6!!+ 的酶切位点 !"# !与 $%& !之间，
-$%6!!+745重组质粒为具有分泌信号肽序列的表达
质粒，获得的阳性重组菌命名为 -$%6!!+7458$%&’’’
菌株。

!"! #$%& ’蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达及
蛋白检测

对重组的 -$%6!!+748$%&’’’ 菌株和 -$%6!!+8
$%&’’’空质粒的菌的诱导结果表明，重组蛋白获得
了表达，蛋白大小约在 ""9:5 左右。通过 ;<=><?@
,AB>检测表明重组蛋白具有与 012全病毒制备的抗
血清发生反应的能力，并具有良好的特异性，即反应

原性（图 !）。

图 ( 表达产物的 ’)’*+,$%（,）和-./0.12 3450（6）分析
CDEF! 0G< 4:47(H12（H）5@I ;<=><?@ ,AB>（J）5@5AK=D= BL >G< <M-?<==<I

-?BINO>P QP (?B><D@ Q5?9<?；H!：(?B><D@= L?BR ’&()*(*((+, -&()., $%&’’’

G5?,B?D@E >G< ?<OBR,D@5@> -A5=RDI -$%6!!+745 D@INO<I ,K $D=D@；H+：

(?B><D@= L?BR ’&()*(*((+, -&()., $%&’’’ G5?,B?D@E >G< -A5=RDI -$%6!!+

D@INO<I ,K $D=D@；J!：;<=><?@ ,AB> 5@5AK=D= BL >G< -?BINO> BL -$%6!!+7

458$%&’’’；J+：;<=><?@ ,AB> 5@5AK=D= BL >G< -?BINO> BL -$%6!!+8

$%&’’’F H= >G< 5??BS D@IDO5><I LB? >G< <M-?<==<I -?B><D@F

!"7 #$%& ’蛋白在乳酸乳球菌中诱导表达的间
接免疫荧光检测

以 -$%6!!+7458$%&’’’ 重 组 菌 和 -$%6!!+8
$%&’’’对照菌所进行的间接免疫荧光实验结果表
明，重组菌 -$%6!!+7458$%&’’’荧光显微镜检查可见
明显的黄绿色荧光（图 +7H），由此也表明，重组菌所
表达的外源蛋白是存在于菌体的表面位置；

-$%6!!+8$%&’’’未发现绿色荧光，菌体被染成红色
（图 +7J）。

图 ! 表达产物的间接免疫荧光检测（89 :）
CDEF + :<><O>DB@ BL >G< <M-?<==<I -?BINO> ,K D@ID?<O> DRRN@BLANB?<=O<@O<

><=>（T’ U）F H：0G< VCH ?<=NA> BL >G< ?<OBR,D@5@> =>?5D@ BL -$%6!!+7458

$%&’’’，5@I >G< ,5O><?DNR O<AA= =GBS<I =>?B@E K<AABS 5@I E?<<@

LANB?<=O<@>；J：0G< VCH ?<=NA> BL >G< ?<OBR,D@5@> =>?5D@ BL -$%6!!+8

$%&’’’，5@I >G<?< D= @B LANB?<=O<@O< ?<5O>DB@F 0G< O<AA= S<?< =>5D@<I

?<IF

!"8 重组乳酸乳球菌免疫小鼠特异性 /;<,测定
分别于免疫前及初次免疫后 !6I、/+I、/6I收集

小鼠粪便检测抗体 =VEH 水平。重组乳酸乳球菌
-$%6!!+7458$%&’’在连续 /次免疫后诱导小鼠产生
了明显的抗 012374蛋白的分泌性 =VEH抗体反应。
最后一次免疫后 6I（初次免疫后 /6I），-$%6!!+7458
$%&’’’ 重组菌免疫小鼠粪便中仍可以检测到抗
0123 4 蛋白 =VEH 抗体。免疫空载体转化菌
-$%6!!+8$%&’’’的小鼠和阴性对照组小鼠在免疫
前后分泌性 =VEH抗体水平未出现明显差别（图 /）。

图 7 重组菌免疫小鼠粪便中特异性抗 #$%& /;<, 水平
（!"8=!）

CDEF / 4-<ODLDO =VEH A<W<A 5@>D70123 D@ L<O5A R5><?D5A BL RDO<

DRRN@DX<I SD>G ?<OBR,D@5@> =>?5D@（/0T&+）F

7 讨论

0123感染具有明显的肠嗜性［6］。病毒粒子表
面的纤突蛋白（4蛋白）与存在于肠上皮细胞顶膜的
氨基肽酶（H($）的结合是感染发生的首要条件；黏
膜免疫是本病特异性免疫应答的主要特征，肠道黏

膜表面 =VEH含量的高低直接决定临床疾病的发生
和疾病严重程度［!+，!"］。乳酸菌作为表达和传递异质

+T/ 0H$1 YD7ZD< 1) &- F 82()& 3.(4*%.*-*5.(& !.6.(&（+’’[）T[（+）



性抗原的活载体系统具有许多优点，如载体对动物

本身是安全的，而大肠杆菌、沙门氏菌作为活载体系

统就不能称谓安全的生物制剂；某些乳酸菌又可合

成一些生物活性物质和多种有机酸类，这些物质本

身具有抑菌抗菌、抗腹泻作用［!"，!#］。

本研究针对 $%&发生和免疫的几个特点，在试
验设计上以阻断肠道传染性疾病病原感染的第一道

防线为目的，利用安全无毒的乳酸菌表达系统在肠

道黏膜上粘附、定植和表达及传递抗原物质，因而抗

原物质对黏膜的免疫刺激作用更接近于病毒的自然

感染途径，因此所产生的黏膜免疫保护效果将更为

理想［!’］。本研究中构建了冠状病毒 $%&( ) 蛋白乳
酸乳球菌表达载体系统，表达了含有 $%&( ) 蛋白
*、+、,、- . 个主要抗原位点的约 ""/-0 的目的蛋
白，免疫印迹试验和间接免疫荧光试验均表明，所表

达的外源蛋白能够与 $%&(免疫血清发生反应，表
明重组 )蛋白与 $%&(天然抗原一样具有相同的抗
原性。以此重组的乳酸乳球菌口服免疫小鼠，不同

时间测定肠道粪便中抗体 123*的结果表明，重组乳
酸乳球菌可有效的刺激小鼠肠道免疫系统产生特异

性免疫应答，初步证明了以该菌作为口服疫苗的可

行性。重组菌口服接种小鼠后未见有在增重和食欲

等方面的不良影响，说明重组菌对动物是安全的。

目前普遍认为，在宿主细胞表面表达外源抗原

是活载体疫苗向黏膜免疫系统提呈抗原的最佳方

式［!4］。本研究所使用的 567#!!8 表达载体，具有
119):分泌信号肽，属分泌型表达载体。经诱导表
达后，对其培养物上清液 !;倍浓缩后进行目的蛋白
的检查，结果未检测到表达的 )蛋白，菌体裂解物经
)-)<:*%&分析可见在预期的分子量大小有目的蛋
白的表达，=>1?>@A BCD?检测也证实表达蛋白存在于
菌体上，诱导表达后的活菌体免疫荧光试验表明，所

表达的蛋白初步定位于菌体的表面，存在菌体表面

的目的蛋白，为抗原物质有效刺激免疫系统，提高抗

体水平奠定了重要的物质基础。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

微生物遗传学（第三版）

盛祖嘉 编著；U\S’\’9:’9788U\’U；定价：\8a99；T99\年 7月出版
本书是现代遗传学丛书之一。第三版中除删去第二版中的经典遗传学概论一章，把遗传的物质

基础一章并入绪论，把形态建成和分化发育一章的内容归并入有关章节，并在非孟德尔式遗传学一章

增加转座因子和遗传工程概要两节的内容以外其余部分基本上保持原貌，作为本书的上篇。下篇包

括新增的三章（特殊类型的微生物的遗传学研究，普遍细胞功能的遗传学研究，微生物基因组学）以及

在原有基础上更新扩充的进化一章。除了上述扩充更新之处以外本书还采取了一些技术性的更新，

包括索引、中英对照、章节安排、目录编排等。本书在系统地介绍微生物遗传学的基础知识，基本原理

的基础上反映近年来这一领域的研究成果。它可以作为大专院校微生物遗传学课程的教材；作为分

子生物学、微生物学、遗传工程学等学科的教学参考书，也可以作为科研人员和有关专业的研究生的参考书。
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