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重组 ETEC k88ac-LTB干酪乳杆菌在人工消化液中的生

存性能 

魏春华 1, 刘建奎 1, 侯喜林 1, 王桂华 2, 余丽芸 1,2 
1 黑龙江八一农垦大学动物科技学院, 大庆 163319 
2 黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院, 大庆 163319 

摘  要: 探讨重组干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)在人工消化液中的存活能力。将 K88ac-LTB 基因从表达载体 pQE-30

克隆到 L. casei 细胞表面表达载体 pLA 中, 构建了重组表达载体 pLA-K88ac-LTB, 并将其电转化至 L. casei 中, 在 MRS

培养基中培养后, Western blotting 检测, 有约 71.2 kD 蛋白得到了表达, 表达蛋白的大小与理论值相符且可被抗血清所

识别, 间接免疫荧光实验及流式细胞结果表明, 多聚谷氨酸合成酶 A 蛋白(pgsA)能够将融合蛋白成功地展示在菌体表

面。将重组菌接种于人工模拟的胃肠液中, 通过平板计数观察其存活能力。结果表明, 重组干酪乳杆菌在人工消化液中

均具有良好的存活性能, 符合益生菌的基本特征, 为实验动物模型的建立奠定了基础。 

关键词 : ETEC, 干酪乳杆菌 , 表面表达 , 生存性能  

Survival properties of ETEC surface-displayed 
K88ac-LTB on Lactobacillus casei 
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Abstract: K88ac-LTB gene derived from pQE30-K88ac-LTB was cloned into the expression vector pLA and then the recombinant 
vector was transformed into the competent cells Lactobacillus casei 525. The recombinant bacteria were grown at 37°C, in MRS 
broth. Western blotting analysis with rabbit-anti-K88ac-LTB polyclonal serum indicated that the recombinant protein reacted with the 
specific antibodies. The results showed that the molecular weight of the recombinant protein was about 71.2 kD. The K88ac-LTB 
fusion protein on the cell surface was confirmed by immunofluorescence mciroscopy and flow cytometric analysis. In addition, the 
survival of recombinant Lactobacillus casei 525 was studied in imitative gastrointestinal environments such as artificial gastro fluid 
(pH 1.5–5.5), artificial intestinal fluid, bile(0.3–3.0 g/L). The results indicated that the recombinant strain survived well in artificial 
gastric fluids at pH 2.5–4.5 in 5 h. The recombinant Lactobacillus casei 525 could slowly grow in the artificial intestinal fluid for 
different time, and could survive in 0.3% bile. 
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仔猪腹泻是养猪生产中的常见传染病, 给世界

养猪业造成了巨大经济损失。产肠毒素大肠杆菌

K88(ETEC K88)是引发新生和断奶前仔猪腹泻病的

最主要致病菌 , 我国有约 35%的仔猪腹泻病是因

ETEC K88 侵染而引起的, 其致死率在 10%~30%之

间。仔猪小肠上皮细胞有无 ETEC K88 受体是仔猪

被 ETEC K88 感染时是否发病的关键。ETEC K88

入侵猪肠道后, 通过其特异性黏附素附着于小肠上

皮细胞表面的受体, 大量繁殖产生肠毒素, 致使肠

上皮细胞分泌功能亢进, 大量水和电解质进入肠腔

而引起腹泻 [1−3]。 

乳酸菌是一组重要的应用于食品发酵和贮藏的

革兰氏阳性微生物。其中, 双歧杆菌首先得到重视, 

随后, 嗜酸乳杆菌也被广泛研究并得以应用。近年

来, 益生菌研究重点已经逐渐转向以干酪乳杆菌为

代表的适温益生菌。随着乳酸菌分子生物学的发展

和电转化转基因技术的建立以及乳酸菌不同表达信

号的分离和克隆, 以乳酸菌作为活载体进行疫苗、药

物、微生态制剂等外源蛋白传递的研究受到了人们的

广泛关注, 利用乳酸菌作为抗原传递载体进行黏膜免

疫的研究, 则是近年来该领域的前沿和热点 [4−6]。 

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。因此, 本研究采用一种新型细胞表面展示系统, 
借助于枯草芽孢杆菌的 pgsA锚定蛋白将 K88ac-LTB

连接在 pLA上, 从而在 L. casei表面表达, 通过人工
消化液中生存性能的研究表明重组干酪乳酸菌在胃

肠道环境中均具有良好的存活性能, 从而为乳酸菌
口服疫苗的研制提供了理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒 

pQE30-K88ac-LTB, 由预防兽医学实验室构建
保存; 干酪乳杆菌表面表达载体 pLA, 由本实验室
构建并保存 ; 干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)购自
中国典型培养物保藏中心。 
1.1.2  主要试剂 

兔源抗K88ac-LTB和抗 pgsA血清由本实验室制

备保存; HRP标记的羊抗兔 IgG和 MRS培养基均购

自 Sigma公司; FITC标记的羊抗兔 IgG购自中杉金

桥生物技术有限公司; 胃蛋白酶(德国 Merck公司生

产, 酶活力 l:10 000); 胰蛋白酶(美国 Sigma 公司生

产, 酶活力 l:250); 其他生化试剂均为国产分析纯产

品。 

1.1.3  引物 

PCR鉴定时所用引物如下:  

K88 F: 5′-CGCGGATCCATGAAAAAGACTCT 
GA-3′; 

K88 R: 5′-CGCGAGCTCTTAACTATAAATAAC 
G-3′; 

pgsA F: 5′-CGCGGTACCATGAAAAAAGAAC 
TG-3′; 

pgsA R: 5′-CGCGGATCCTTTAGATTTTAGTT 
TGTC-3′. 
1.2  方法 
1.2.1  重组质粒的构建 

重组质粒 pQE30-K88ac-LTB 经 BamHⅠ和  

Hind Ⅲ 双酶切后, 回收目的基因片段 K88ac-LTB, 

与双酶切的 pLA载体连接, 按照 Aymerich MT等[7] 

方法制备 L. casei感受态细胞, 将重组质粒及空载体

对照在 2.3 kV、100Ω、25 μF的电击条件下转化, 电

击时间约为 4 ms, 将转化子涂布于MRS固体培养基

(含氯霉素 10 μg/mL), 37oC厌氧培养 48 h, 挑选菌落, 

按照 Ian B. Powell等[8]方法从乳酸杆菌中提取质粒

DNA, PCR 鉴定阳性克隆, 重组质粒命名为 pLA- 

K88ac-LTB。 

1.2.2  重组质粒的表达及产物的鉴定 

将重组质粒的单个菌落接种于 5 mL MRS液体

培养基中过夜培养, 活化菌种按 1:100 比例接种于

10 mL MRS培养基中进行培养, 当 A600达到 1时, 每

隔 1 h取 1 mL样品, 共取 3次。样品以 3500 r/min

离心 5 min, 菌体用 500 μL 10 mg/mL的溶菌酶悬浮, 

37oC 水浴作用 45 min, 沸水浴 5 min, 灭活溶菌酶, 

3500 r/min离心 5 min, 弃上清, 加入样品缓冲液(含

DTT), 混匀, 沸水浴 10 min, 12 000 r/min离心 5 min, 

以蛋白质标准分子量为参考, 进行 12% SDS-PAGE

电泳分析。 

1) 免疫印迹(Western blotting): 取表达 3 h后的
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含空质粒和含重组质粒的蛋白样品进行 SDS-PAGE, 

电泳结束后, 经 SAV140型 MINIBLOTMOUDLE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。转印结束后, 5%脱脂乳 4oC封闭过夜, 以兔

源抗 K88ac-LTB和抗 pgsA血清作为第一抗体, 以辣

根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 作为第二抗体孵育, 

反应结束后在 DAB显色溶液中显色, 观察结果。 

2) 间接免疫荧光检测: 取表达 3 h 后的阳性重

组菌和空载体对照菌液 1 mL, 离心去上清后,分别

用 PBS 低速离心洗涤 3 次, 之后重悬于 PBS 中, 取

适量涂片, 用 95%冷乙醇室温固定 30 min, 5%脱脂

乳室温封闭 1 h, PBS洗 3次, 于被检标本上滴加兔

源抗 K88ac-LTB血清抗体, 置于湿盒中, 37oC 感作  

1 h, PBS 洗 3 次, 滴加 FITC 标记的抗兔荧光二抗

(1:100稀释), 置于湿盒中, 室温感作 2 h (避光), PBS

洗 3次, 最后用蒸馏水洗 1次, 甘油缓冲液封片后镜

检。 

3) 流式细胞检测分析: 取表达 3 h 后的阳性重
组菌和干酪乳杆菌(L. casei), 用 300 目筛网过滤 , 
4oC, 3500 r/min离心 5 min收集菌体, PBS洗 2次, 重
悬于 PBS中, 使菌体数达到 5×107～5×108 CFU/mL, 
加入 5% BSA的 PBS室温封闭 1 h, PBST洗 3次, 加
入兔源抗 K88ac-LTB血清室温作用 2 h, PBST 洗 3
次, 加入 FITC 标记的抗兔荧光二抗 4oC 作用 2 h, 
PBST洗 3次, 悬于 PBS中在流式细胞仪下检测。 
1.2.3  重组干酪乳杆菌培养液 pH及生长动态 

在 MRS 液体培养基中分别接种非重组干酪乳
杆菌、重组干酪乳杆菌菌液, 37oC 静置培养过夜使
菌种活化。将活化的菌种以 l:50的接种量接入 MRS
液体培养基, 混合均匀后。取少量作为 0 h样品, 测
定培养液的 A690 值, 以未接种的培养基作为空白对
照调零, 同时测定培养液的 pH。37oC厌氧培养。每
隔 2 h取样分别测培养液的 A值与 pH。 
1.2.4  人工胃液耐受性试验 

人工胃液的配制按照中国药典 2005 版第二部

人工胃液的配制方法配制。即取浓度为 1 mol/L的盐

酸, 加去离子水稀释, 使 pH分别达到 1.5、2.5、3.5、

4.5和 5.5, 以每 100 mL液体加 1 g胃蛋白酶的比例

进行配制, 充分溶解后, 用微孔滤膜(孔径 0.2 μm)过

滤除菌, 待用。将在 MRS液体培养基中活化的菌种

按 10%接种量, 接种于以上不同 pH 的人工胃液中, 

混匀, 37oC培养, 每隔 0.5 h 取样, 直至 5 h。以无菌

水做 100倍倍比稀释, 采用平板计数法进行活菌计数。 

1.2.5  人工肠液液耐受性试验 

按照中国药典 2005 版第二部人工肠液的配制

方法配制。取 KH2PO4 0.68 g, 加去离子水溶解, 调

pH至 6.8, 定容至 100 mL, 加入 l g胰蛋白酶, 充分

溶解后, 用微孔滤膜(孔径 0.2 μm)过滤除菌, 待用。

将在 MRS 液体培养基中活化的菌种 10%接种于人

工肠液, 混匀, 37oC 培养, 每隔 0.5 h 取样, 直至   

5 h。以无菌水做 100倍倍比稀释, 采用平板计数法

进行活菌计数。 

1.2.6  胆汁耐受力试验 

在MRS培养基中加入猪胆盐, 分别配制成胆汁

质量分数为 0.05%、0.1%、0.2%、0.3%和 0.4%的

MRS液体培养基, 118oC灭菌待用。将活化的菌种以

10%接种量接种于不同胆汁浓度的MRS液体培养基

中, 37oC厌氧培养 8 h, 观察生长情况。 

2  结果 

2.1  重组干酪乳杆菌 PCR 鉴定及序列分析 
以提取的重组质粒作为模板 , 分别以 K88 和

pgsA 的 F、R 为引物, 经 PCR 扩增出约 505 bp 和  

1116 bp的基因片段(图 1)。同时将 K88 PCR产物连

接到 T 载体上, 送至北京基诺博实有限公司测序, 

通过 DNAstar 软件将所测得的基因序列同 GenBank

中发布的标准序列进行比较表明核苷酸序列的一致

性达 99.8%以上, 从而说明重组质粒成功转入干酪

乳杆菌。 

2.2  蛋白在干酪乳杆菌中的表达与鉴定 
将重组质粒的单个菌落接种于 5 mL MRS培养

基, 过夜培养活化, 活化菌液按 1:10接种于MRS培

养基中, 37oC培养 24 h, 取菌液, 溶菌酶裂解, 表达

蛋白经 SDS-PAGE 电泳和 PVDF 膜转印后, 分别与

兔源抗 K88ac-LTB血清和兔源抗 pgsA血清作用, 再

经羊抗兔 IgG/HRP二抗作用, Western blotting分析, 

在预期位置出现明显的条带(71.2 kD), 与预计大小

一致 ; 而干酪乳杆菌对照未见此条带 , 含空质粒

pLA对照可见其标签蛋白(约 43 kD), 未见目的条带

(图 2), 说明表达的蛋白可被兔源 K88ac-LTB抗血清

和 pgsA抗血清所识别。 
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图 1  重组质粒的 PCR 鉴定 
Fig. 1  Identification of the recombinant plasmids by PCR.   
1: DL2000 DNA marker; 2: amplified K88 by PCR; 3: amplified 
pgsA by PCR; 4, 5: negative control. 
 

2.3  免疫荧光显微技术和流式细胞检测分析 

以含空质粒 pLA 的乳杆菌为对照, 与含重组质

粒的干酪乳杆菌一同进行间接免疫荧光实验, 分别

用电子显微镜的明视野和绿色荧光进行检测, 实验

结果表明, 重组干酪乳杆菌经荧光显微镜检查可见

明显的绿色荧光(图 3A), 含空质粒 pLA的乳杆菌未

见绿色荧光(图 3B)。明视野下可见到与荧光视野下

相同的细菌形态。由此表明, 重组干酪乳杆菌表达

了外源蛋白 pLA-K88ac-LTB, 同时也表明表达的重

组蛋白存在于菌体表面。 

流式细胞计量术在数量上分析表面表达的融合

蛋白, 含空质粒 pLA 的乳杆菌为与含重组质粒的干

酪乳杆菌, 经一抗和二抗标记后进行流式细胞检测 

 

图 2  重组蛋白以抗 K88ac-LTB(1, 2, 3)和 pgsA(4, 5)抗体

作为一抗的 Western blotting 分析结果 
Fig. 2  Western blotting analysis of the recombinant protein using 
anti-K88ac-LTB Ab(1, 2, 3) and anti-pgsA Ab (4, 5). M: prestained 
protein molecular weight marker; 1: pLA-K88ac-LTB/L. casei  
(71.2 kD, at 3 h); 2: pLA/L. casei as control (at 3 h); 3: L. casei as 
control (at 3 h); 4. pLA-K88ac-LTB/L. casei (71.2 kD, at 3 h);     
5: L. casei as control (at 3 h). 
 

分析, 结果表明, 重组干酪乳杆菌的荧光信号强度

明显高于含有空质粒 pLA的干酪乳杆菌阴性对照组

(图 3C), 结果与免疫荧光检测结果相符, 进一步证

明抗原蛋白大量表达在乳杆菌表面。 

2.4  重组干酪乳杆茵培养液 pH 及生长状况动态

分析 
间隔 2 h取培养菌液检测 pH (图 4)及其 A690值

(图 5)。从结果可知重组干酪乳杆菌酸化培养液及

其生长状态与非重组菌(末转化外源基因的乳杆菌)

基本相同, 说明外源基因的插入并未影响重组菌的

生长。 

 

图 3  免疫荧光和流式细胞仪检测重组蛋白  
Fig. 3  Immunofluorescence microscopy and flow cytometry analysis of the recombinant protein. (A) Recombinant L. casei cells 
expressing pLA-K88ac-LTB. Bright-field images are shown on the left. (B) schematic diagram of L. casei contain plasmid DNA pLA 
as control (C) Fluorescence-activated cell sorter histograms of wild-type L. casei (filled) and of the recombinant L. casei cells (open). 
The cells were probed with rabbit anti-K88ac-LTB polyclonal antibodies, followed by anti-rabbit IgG antibody and fluorescence 
isothiocyanate-conjugated streptavidin. 
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2.5  人工胃液耐受性试验 
    重组干酪乳杆菌在 pH为 1.5的人工胃液中, 经

过 5 h 培养, 存活率很低, 基本不能存活, 在 pH 为

2.5、3.5 的人工胃液中均能保持较高的存活率。在

pH为 4.5、5.5时重组干酪乳杆菌具有较显著的生长

趋势(图 6)。 

2.6  人工肠液耐受性试验 
重组干酪乳杆菌在人工肠液中经过不同培养时

间后, 检测到的活菌数呈上升趋势, 说明耐受性良

好(图 7)。 

 

图 4  培养液 pH 变化 
Fig. 4  pH changes in culture. 

 

图 5  干酪乳杆菌生长曲线 
Fig. 5  Growth curve of L. casei. 

 

图 6  人工胃液的耐受性 
Fig. 6  Tolerance in artificial gastro fluid. 

 

图 7  人工肠液的耐受性 
Fig. 7  Tolerance in artificial intestinal fluid. 
 
2.7  胆汁耐受力试验 

重组干酪乳杆菌对肠道胆汁环境具有良好的耐

受性, 在 0.05%、0.1%的胆汁酸盐环境中生长良好, 

在胆汁酸盐浓高达 0.3%时, 仍能缓慢生长(表 1)。  

表 1  重组干酪乳杆菌对胆汁的耐受性结果 
Table 1  The tolerance of recombinant L. casei in bile 

Concentrations of bile (%) Growth conditon A690 

0.05 + + 0.360 
0.10 + + 0.320 
0.20 + 0.200 
0.30 ± 0.065 
0.40 − 0.000 

“++” Growth well; “+” Growth; “±” Growth slowly; “−” No 
growth. 

3  讨论 

产肠毒素性大肠杆菌(ETEC)给我国乃至世界的
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畜禽养殖业带来了极大的危害, 造成了巨大的经济

损失。对于腹泻性疾病, 口服免疫突出的优点是可

有效地刺激黏膜免疫细胞产生分泌型 IgA 并引起全

身免疫, 但口服免疫需要克服免疫保护性抗原在到

达肠道粘膜之前, 在胃和肠道中被降解或灭活的可

能, 为了满足这一要求必须用活载体系统来传递完

整无损的抗原成分 [9−12] 。虽然以细菌、病毒为活载

体均可达到这一目的, 但作为安全无毒, 能在肠道

粘膜定居的乳酸菌被认为是最合适的载体系统。另

外, 乳酸菌本身是肠道益生菌, 在体内能够发挥许

多生理功能, 诸如改善胃肠道功能、提高免疫能力、

抗菌、降低胆固醇、调节血脂等。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, 据此, 本实验采用了

一种基于枯草芽孢杆菌 pgsA 锚定蛋白的新型细胞

表面表达系统, 在这个系统中, 目的蛋白通过 N 端

与 pgsA 相连, 从而使融合蛋白高效表达在细胞表

面。通过 Westeron blotting, 间接免疫荧光和流式细

胞术的检测表明目的蛋白成功表达并锚定在乳酸菌

表面, 通过在人工消化液中生存性能的研究, 表明

重组干酪乳杆菌在消化环境中均具有良好的存活性

能, 说明重组干酪乳酸菌能够顺利到达胃肠道而发

挥免疫效果, 从而为乳酸菌作为活疫苗载体生产基

因工程苗奠定了基础。 
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