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摘  要：【背景】口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是由口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus, 
FMDV)引起的感染牛、羊和猪等偶蹄动物的主要疫病之一。口蹄疫病毒的结构蛋白 VP1 包含多个

能够引起机体免疫反应的主要位点，因此 VP1 是研究亚单位疫苗的方向靶标。谷氨酸棒状杆菌   
(Corynebacterium glutamicum)作为安全生产菌株，是医药用蛋白生产的优势细胞工厂。【目的】利

用 C. glutamicum 作为受体菌株表达外源蛋白的优势实现 VP1 的外源表达。【方法】根据 VP1 结

构蛋白的基因序列、相应功能和 C. glutamicum 的密码子偏好性设计并合成 VP1 基因，与 pXMJ19
载体连接构成重组质粒 pXMJ19-VP1。C. glutamicum CGMCC 1.15647 菌株用于表达 VP1-6×his 蛋
白，并对蛋白表达元件启动子、5′非翻译端(5′UTR)、目的蛋白自身 N 端等进行优化，同时对培养

条件等进一步优化，采用 SDS-PAGE 和 Western blotting 技术检测 VP1 蛋白的表达情况。最后应用

间接酶联免疫吸附试验(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)测定本研究中生产的 VP1 的免

疫活性。【结果】SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结果表明 VP1 蛋白能在 C. glutamicum CGMCC 
1.15647 菌株成功表达，将 Ptac 启动子替换为合成型启动子 PH36 能提高蛋白产量。在此基础上，通

过插入不同的 5′UTR 序列和 VP1 蛋白 N 端氨基酸的改变能进一步提高蛋白产量并可利用 CspB 信

号肽实现分泌表达。发酵试验表明，VP1 摇瓶发酵培养最优条件为 30 ℃、24 h。ELISA 试验表明，

本研究中的 VP1 可与阳性血清特异性结合。【结论】本研究在谷氨酸棒状杆菌中成功表达 FMDV
的 VP1 蛋白，并通过优化蛋白表达元件的方法进一步提高了产量，为开发新型 FMD 免疫诊断试剂和

安全高效的亚单位疫苗奠定了良好的基础。 
关键词：谷氨酸棒状杆菌；口蹄疫病毒；结构蛋白 VP1；蛋白表达元件；发酵优化 



 
5428 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Expression and optimization of the structural protein VP1 of 
foot-and-mouth disease virus in Corynebacterium glutamicum 
CUI Sinan1,2, JIN Lingpeng1,2, MIN Yuanle1,2, WANG Hao1,2, WANG Yifan1,2,  
XIE Jiakang1,2, LIU Xiuxia*1,2, BAI Zhonghu1,2 

1 National Engineering Research Center for Cereal Fermentation and Food Biomanufacturing, Jiangnan University, 
Wuxi 214122, Jiangsu, China 

2 Engineering Research Center for Bioactive Products Processing Technology of Jiangsu Province, Wuxi 214122, 
Jiangsu, China 

 
Abstract: [Background] Foot-and-mouth disease (FMD) caused by foot-and-mouth disease 
virus (FMDV) is one of the major diseases that infect cloven-hoofed animals such as cattle, 
sheep, and pigs. The structural protein VP1 of FMDV contains multiple sites that can cause host 
immune response, serving as a target for the research and development of subunit vaccines. As 
a safe production strain, Corynebacterium glutamicum is an elite cell factory for the production 
of pharmaceutical proteins. [Objective] To realize the heterologous expression of VP1 in      
C. glutamicum. [Methods] According to the gene sequence and function of VP1 and the codon 
preference of C. glutamicum, we designed and synthesized the VP1 gene and then ligated it with 
pXMJ19 to create the recombinant plasmid pXMJ19-VP1. C. glutamicum CGMCC 1.15647 was 
used to express VP1 protein. The protein expression elements [e.g., the promoter, 5′ untranslated 
region (5′UTR), and N-terminus] of VP1 protein and the culture conditions were optimized. 
SDS-PAGE and Western blotting were employed to determine the expression of VP1. Indirect 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was employed to measure the immunocompetence 
of VP1 produced in this study. [Results] SDS-PAGE and Western blotting showed that VP1 was 
successfully expressed in C. glutamicum CGMCC 1.15647. Replacing Ptac promoter with the 
synthetic promoter PH36 increased the protein yield. On this basis, the protein yield can be further 
increased by insertion of the 5'UTR sequence and mutation of the N-terminal amino acid of VP1. 
CspB signal peptide can be used to achieve secretory expression. Fermentation experiments 
showed that the optimum conditions of shake flask fermentation were 30 ℃ and 24 h. The results 
of ELISA suggested that VP1 could specifically bind to the positive serum. [Conclusion] The 
VP1 protein of FMDV was successfully expressed in C. glutamicum CGMCC 1.15647, and 
optimizing protein expression elements increased the protein yield, which laid a foundation for 
the development of immunodiagnostic reagents and safe and efficient subunit vaccines for FMD.  
Keywords: Corynebacterium glutamicum; foot-and-mouth disease virus; structural protein VP1; 
protein expression element; fermentation optimization 
 

口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是一种

由口蹄疫病毒 (foot-and-mouth disease virus, 
FMDV)引起且常见于牛、羊和猪等偶蹄动物的

高传染性疾病[1]。FMDV 属于 RNA 病毒[2]，一

部分基因编码形成的衣壳蛋白被自身的蛋白酶

水解后可形成 VP1‒VP4。VP1 基因编码的一部

分氨基酸可形成口蹄疫病毒环，有研究表明口

蹄疫的病毒环可分离出来形成合成肽，免疫原
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性较强[3]。VP1 的 GH 环是重要的抗原位点，

因此针对 VP1 抗原决定簇的研究是口蹄疫亚单

位疫苗和一些新型疫苗研究的热点[4]。有研究

者利用大肠杆菌作为底盘菌株实现 FMDV 结构

蛋白的外源表达，但并不能实现分泌表达，且

产物中存在内毒素[5]，增加了下游纯化工艺复

杂性和疫苗制造成本。 
谷氨酸棒状杆菌(Corynebacterium glutamicum)

是一种在土壤中分离出来的无芽孢革兰氏阳性

菌，是一种公认的安全菌株[6]。因其可高密度培

养 [7]，无内毒素和宿主内蛋白的干扰 [8]，胞内

能形成二硫键使蛋白形成正确的结构[9]，以及具

有完善的蛋白分泌体系从而能将表达后的蛋白

正确地分泌到胞外以简化下游的纯化工艺[10]，

近些年作为受体菌株广泛应用在天然产物或非

天然产物的生产中[11]。 
蛋白质的形成包括 3 个阶段：转录、翻译

和翻译后修饰。5′非翻译端(5′UTR)存在对转录

及翻译过程有重要影响的调控元件 [12]，如    
G-四聚体、5′帽子结构等[13]，对于维持 mRNA
结构及 RNA 剪接和加工有重要作用[14]。因此

5′UTR 能影响蛋白质的最终表达量[15-16]，Zhou
等研究发现 5′UTR 可以促使 mRNA 形成“发卡

式”二级结构进而提高 mRNA 稳定性和蛋白表

达强度[17-18]。与此同时，蛋白自身 N 端也会加

快核糖体富集，提高翻译起始速率，增加蛋白

表达量[19]。 
本研究根据 FMDV结构蛋白 VP1氨基酸序

列以及谷氨酸棒状杆菌密码子偏好性设计合成

基因序列 VP1，以实现 VP1 抗原在谷氨酸棒状

杆菌中的可溶分泌表达，并对蛋白表达元件进

行优化进一步提高 VP1 的表达产量，旨在为生

产口蹄疫亚单位疫苗抗原提供一种低成本的表

达体系。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

Escherichia coli JM109 和 Corynebacterium 

glutamicum CGMCC 1.15647 为实验室保存。

Cg-ΔclpC 为 clpC 蛋白酶敲除菌株，Cg-ΔclpS 为

clpS 蛋白酶敲除菌株，Cg-pXMJ19、Cg-ΔclpC- 
pXMJ19 和 Cg-ΔclpS-pXMJ19 为含有 pXMJ19
质粒菌株，Cg-PH36-pXMJ19、Cg-PH36-ΔclpC- 
pXMJ19 和 Cg-PH36-ΔclpS-pXMJ19 为含有启动子

PH36 的 pXMJ19 质粒菌株。Cg-VP1、Cg-ΔclpC- 
VP1 和 Cg-ΔclpS-VP1 为含有 pXMJ19-VP1 质粒

的蛋白表达菌株，Cg-CspB-VP1为含有pXMJ19- 
CspB-VP1 质粒的蛋白表达菌株，Cg-PH36-VP1、
Cg-PH36-ΔclpC-pXMJ19 和 Cg-PH36-ΔclpS-pXMJ19
为含有启动子 PH36 的 pXMJ19-VP1 质粒的蛋白

表达菌株，Cg-PH36-5′UTR-(1–4)-VP1 为含有加

入 5′UTR 序列后的 pXMJ19-VP1 质粒的蛋白表

达菌株，Cg-PH36-N.M-(1–4)-VP1 为含有 VP1 N
端序列突变后 pXMJ19-VP1 质粒的蛋白表达

菌株。 
1.1.2  质粒 

pXMJ19 为表达载体，含组成型 tac 启动子，

本实验室保存[20]。pXMJ19-VP1为 pXMJ19含VP1
编码基因，pXMJ19-CspB-VP1 为 pXMJ19-VP1
含 CspB 信号肽，PH36-VP1 为 pXMJ19-VP1 启

动 子 更 换 为 PH36 ， PH36-N.M-(1–4)-VP1 为

pXMJ19-VP1 的 VP1 N 端氨基酸突变，PH36- 
5'UTR-(1–4)-VP1 为 pXMJ19-VP1 的 SD 序列前

加入不同的 5′UTR 序列。表 1 为构建质粒时所

用到的引物。 
1.1.3  主要试剂、仪器和培养基 

DL2000 DNA Marker、DL10000 DNA 
Marker、限制性核酸内切酶 Hind Ⅲ、EcoR Ⅰ和 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study. 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

PH36-VP1-F GGGGAATATTAACGGGCCCAGGGTGGTCGCACCTTGGTTGGTAGGAGTAGCATGGGATCCA
TGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTC 

PH36-VP1-R GCCCGTTAATATTCCCCCGTTTAGGGCACCAGATAGAGGTACCCAGCTTTTGCAGCTCATTT
CAGAATATTTGCCAGAACCG 

PH36-5′UTR-1-VP1-F CCCAAGCTTGACACTAAGTTATTACATTTATTATATGATTGGTTAGGACCACCTCACACAAA
GGAGGACAACTAATGCTGAC 

PH36-5′UTR-1-VP1-R CCGGAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGGTGAGGCAGCGGGCG 
PH36-5′UTR-2-VP1-F CCCAAGCTTGACACTAAGTTATTACATTTATTATATGATTGGTTAGGACCCGACCACCAAAA

GGAGGACAACTAATGCTGAC 
PH36-5′UTR-2-VP1-R CCGGAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGGTGAGGCAGCGGGCG 
PH36-5′UTR-3-VP1-F CCCAAGCTTGACACTAAGTTATTACATTTATTATATGATTGGTTAGGACGTAGGTTATAAAAG

GAGGACAACTAATGCTGAC 
PH36-5′UTR-3-VP1-R CCGGAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGGTGAGGCAGCGGGCG 
PH36-5′UTR-4-VP1-F CCCAAGCTTGACACTAAGTTATTACATTTATTATATGATTGGTTAGGACGTCCGGTATCAAAG

GAGGACAACTAATGCTGAC 
PH36-5′UTR-4-VP1-R CCGGAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGGTGAGGCAGCGGGCG 
PH36-N.M-1-VP1-F AATGCTGCCTAACGTGCGCGGAGACTTGCAG 
PH36-N.M-1-VP1-R CACGTTAGGCAGCATTAGTTGTCCTCCT 
PH36-N.M-2-VP1-F AATGCTGAGTAACGTGCGCGGAGACTTGCAG 
PH36-N.M-2-VP1-R CACGTTACTCAGCATTAGTTGTCCTCCT 
PH36-N.M-3-VP1-F ACCAACCGTCGCGGAGACTTGCAGGTGC 
PH36-N.M-3-VP1-R TCCGCGACGGTTGGTCAGCATTAGTTG 
PH36-N.M-4-VP1-F ACCAACCCTCGCGGAGACTTGCAGGTGC 
PH36-N.M-4-VP1-R TCCGCGAGGGTTGGTCAGCATTAGTTG 
 
重组酶、T4 DNA 连接酶、Primer STAR Max 
DNA 聚合酶，TaKaRa 公司；胶回收试剂盒、

质粒提取试剂盒，康为世纪生物科技有限公司；

质粒测序由安升达测序公司提供；蛋白标准品，

翌圣生物科技(上海)有限公司；HRP-conjugated 
6×His (His)，Proteintech 公司；ELISA 试验中一

抗，睿信生物科技有限公司。 
PCR 仪，朗基科学仪器有限公司；电泳仪，

北京市六一生物科技有限公司；蛋白纯化仪，通

用电气公司；超净工作台，苏州净化设备厂。 
LBB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，脑心浸出液 10.0，NaCl 10.0；LBHIS
培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，脑

心浸出液 10.0，异烟肼 4.0，甘氨酸 25.0，NaCl 
10.0，吐温-80 1 mL。 

1.2  方法 
1.2.1  培养条件 

大肠杆菌培养条件：LBB 培养基，37 ℃、

220 r/min 摇床培养；谷氨酸棒状杆菌培养条件：

LBHIS 培养基，30 ℃、220 r/min 摇床培养。大肠

杆菌培养体系中氯霉素的质量浓度为 30 μg/mL；

谷氨酸棒状杆菌培养体系中氯霉素的质量浓度

为 10 μg/mL。 
1.2.2  VP1 表达载体的构建 

以猪 O 型口蹄疫病毒的结构蛋白 VP1 为目

的基因，从 NCBI 官网上获取 VP1 的核苷酸序
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列(登录号为 7ENO_1)[20]，本研究中的 VP1 是

通过 linker (该 linker 为 15 bp 的核苷酸序列：

5ʹ-GGCGGCGGCGGCTCG-3ʹ) 连 接 得 到 的

4×VP1，对其编码序列进行密码子优化 (参考

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032)。基

因合成由南京金斯瑞生物科技有限公司完成，

添加 5′ (Hind Ⅲ)和 3ʹ (EcoR Ⅰ)。将基因通过 5′ 
(Hind Ⅲ)和 3′ (EcoR Ⅰ)酶切连接克隆至表达载

体 pXMJ19，获得重组基因表达质粒 pXMJ19-VP1。
将连接产物转化 E. coli JM109 感受态细胞，在

带有氯霉素抗性的 LBB 固体培养基上培养 12 h
后选择单菌落，送至苏州安升达生物技术有限

公司测序并得到测序正确的质粒。 
1.2.3  VP1 表达菌株的构建 

将已经构建好的质粒 pXMJ19-VP1 电击转

化 C. glutamicum 感受态细胞，得到表达菌株

Cg-VP1，在 30 ℃条件下利用 LBHIS 培养基培

养 48 h，对生长出来的单菌落进行菌落 PCR 验

证，同时为更好地反映 VP1 的生长表达情况，

设置 Cg-pXMJ19 为空白对照组。 
1.2.4  VP1 的表达 

将 Cg-pXMJ19 和 Cg-VP1 分别接种于 10 mL
的氯霉素抗性 LBB 培养基中，在 30 ℃、220 r/min
条件下培养过夜，之后以 2%的接种量转接入

10 mL 的氯霉素抗性 LBB 培养基中，继续培养

24 h 后于 12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体进行

蛋白质分析。 
1.2.5  生长曲线的测定 

将蛋白质表达菌株接种到 10 mL 的氯霉素

抗性 LBB 培养基中，30 ℃、220 r/min 条件下

培养过夜，转接至 50 mL 新鲜的 LBB 培养基中，

使初始 OD600 为 0.2。30 ℃、220 r/min 条件下

培养 48 h，每 4 h 取一次样并测定 OD600。 
1.2.6  蛋白表达元件优化 

将 C. glutamicum 内源基因启动子的 5'非翻

译端(5′UTR)序列经突变后插入到 pXMJ19-VP1
质粒的 SD 序列(5′-AAAGGAGGACAACTA-3′)
前端，得到 pXMJ19-5′UTR-1-VP1 质粒–pXMJ19- 
5′UTR-4-VP1 质粒。其中 5′UTR 序列是设计在

PCR 上游引物中，通过 PCR 扩增得到带有 5′TUR
序列的 VP1 片段。分别将 VP1 蛋白 N 端第 3 位

氨基酸突变为脯氨酸(CCU)、丝氨酸(UCA)和
第 5 位精氨酸(AGG)、脯氨酸(CCU)得到pXMJ19- 
N.M-1-VP1 质粒–pXMJ19-N.M-4-VP1 质粒。其中

的氨基酸突变是通过突变引物进行环形PCR实现。 
1.2.7  蛋白表达鉴定 

取 VP1 表达产物(定量 OD600 为 10.0)于  
12 000 r/min 离心 2 min，弃上清液，用磷酸盐

缓冲液(PBS)清洗菌体２次，并用 PBS 重悬菌

体，利用超声破碎仪破碎(工作 1 s，停歇 2 s，
共计 9 min)。取全菌液制成相应的蛋白质样品进

行 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析。使用组

氨酸(His)单抗进行 Western blotting 定性分析。 
1.2.8  蛋白纯化及 ELISA 检测蛋白活性 

通过镍亲和层析纯化工程菌表达的 VP1。
发酵结束后收集 300 mL 发酵液，7 500 r/min 离

心 20 min，弃上清液，将菌体沉淀用 150 mL
的 buffer A 重悬，进行高压匀浆破碎(700 Pa 破

碎 20 min)。将破碎完成后的破碎液 7 500 r/min
离心 5 min，取上清进行纯化。将进样泵 A2、
B1 放入无菌水中，进行泵洗(流速：10 mL/min，
压力：1.5 MPa)。流速调为 1 mL/min，清洗上样

杯。将压力调为 0.35 MPa，接镍柱，并冲洗     
5 个柱体积。将 A2 泵放入 A 液，B1 泵放入 B
液，冲洗 5 个柱体积进行平衡。基准电压调零，

蛋白样品通过进样杯，上样于预先平衡好的纯

化柱。上样完成后，使用 A 液冲洗柱子。10%
的 B 液清洗镍柱上的杂蛋白，收集 1 mL 流川

液，使用 40%的 B 液将目标蛋白洗脱，并连续

收集 12 管 1 mL 的洗脱液。用 100% B 液冲洗
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镍柱，收集 1 mL 洗脱液。收集完毕后，换 20%
乙醇洗至基线平。 

结构蛋白 VP1 抗体结合活性通过间接法

ELISA 测定，将纯化后的 40%B 液洗脱收集的

蛋白样品和 100%B 液洗脱后收集的蛋白样品

稀释 10 倍，每孔 100 μL 上样，每个样品对应

一个复孔。有 2 个孔只加 100 μL 洗涤液，另留

2 个完全空白孔。上样结束后将酶标板置于

37 ℃培养箱中包被过夜。将包被过夜的酶标板

用 ELISA 洗涤液洗板 3 次，洗涤后加入一抗孵

育液，每孔 100 μL，盖上盖板置于 37 ℃恒温恒

湿箱中孵育 40 min。孵育结束后用 ELISA 洗

涤液洗板 5 次，洗板结束后加入二抗孵育液，

每孔 100 μL，随后将酶标板置于 37 ℃培养箱

中孵育 30 min。二抗孵育结束后用 ELISA 洗

涤液洗板 10 次，洗板结束后每孔加入 100 μL
显色液，盖上盖板，用锡箔纸将酶标板包住，

放至 37 ℃培养箱避光显色 10 min，显色结束

后，立即向酶标板中加入 ELISA 终止液终止显

色，每孔 50 μL。 

2  结果与分析 
2.1  表达 VP1 的菌株构建及验证 

为获得能够表达 VP1 的谷氨酸棒状杆菌菌

株，首先构建 pXMJ19-VP1 质粒。为验证

pXMJ19-VP1 质粒转化入谷氨酸棒状杆菌，对

转化后生长的平板单菌落进行菌落 PCR 验证，

琼脂糖凝胶电泳结果如图 1A 所示，条带大小

与 4×VP1 条带相符。为观察谷氨酸棒状杆菌表

达 VP1 后对生长情况的影响，对重组菌株

Cg-VP1 和 Cg-pXMJ19 进行生长曲线的测定，

结果显示，在生长前期 Cg-VP1 的生长速度略低

于对照组，但 VP1 总体对生长影响较小(图 1B)。

Cg-VP1 发酵 24 h 后取样进行蛋白质表达分析，

Western blotting 分析结果如图 1C 所示，在   

35 kDa 处有条带，与 VP1 的理论大小相符，但

Western blotting 条带较浅，表明表达量较低。 

2.2  VP1 表达元件的优化结果  
为进一步提高 VP1 的表达量，对表达载体

的启动子、5′UTR 区、VP1 蛋白 N 端的氨基酸 
 

 
 
图 1  VP1 对 Corynebacterium glutamicum 生长的影响及 VP1 在 Corynebacterium glutamicum 中的表达   
A：Cg-VP1 菌株菌落 PCR 验证结果. M：DNA Marker；L1‒L3：3 个生物学重复. B：重组菌株 Cg-VP1 和

Cg-pXMJ19 生长曲线的测定结果. C：Cg-VP1 表达的 Western blotting 分析结果. M：Protein Marker；
L1：Cg-pXMJ19 发酵的阴性对照；L2‒L4：3 个样品重复 
Figure 1  Effect of VP1 on the growth of Corynebacterium glutamicum and expression of VP1 in 
Corynebacterium glutamicum. A: The results of PCR verification of Cg-VP1 strain. M: DNA Marker; L1‒L3: 
Three replicates of the sample. B: Results of the growth curves of recombinant strain Cg-VP1 and 
Cg-pXMJ19. C: Western blotting analysis results of Cg-VP1 expression. M: Protein Marker; L1: Blank 
control; L2‒L4: Three sample replicates. 
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序列进行了优化(图 2A)。本研究中采用的 PH36

启动子是合成型启动子，相较于天然启动子，

能更有效地与 RNA 聚合酶结合，有更好的蛋白

表达优势。为构建合成型启动子表达质粒

PH36-VP1，对原有的 pXMJ19-VP1 质粒进行环形

PCR，PH36 (96 bp)通过引物 PH36-VP1-F 和 PH36- 
VP1-R 扩增将原有的 Ptac 启动子替换，经同源

重组后转化入 E. coli JM109 并测序验证。将菌

落 PCR 和测序结果均正确的 PH36-VP1 转化进入

C. glutamicum 进行发酵表达验证，SDS-PAGE
和 Western blotting 分析结果表明 PH36 启动子的

表达效果更好(图 2B)。 
有研究表明，5′UTR 可影响 mRNA 二级结

构，进而影响 mRNA 稳定性[16]，本研究在 VP1
前端插入 4 个不同的 5′UTR 序列(这几种 5′UTR
主要区别在于 C 端 10 bp 核苷酸序列)；通过

(1–4)-VP1-F 和(1–4)-VP1-R 引物扩增得到带有

4 种不同 5′UTR 序列的 VP1 片段，经酶切连接

后转化入 E. coli JM109 并测序验证。将菌落

PCR 和测序结果均正确的 PH36-(1–4)-VP1 质粒

转化进入 C. glutamicum 进行生长曲线测定(图 2C)
和表达验证，SDS-PAGE 和 Western blotting 分

析结果如图 2D 所示。从 Western blotting 结果

中可以看到，插入 5′UTR 后的重组质粒表达效

果有所提升。其中，5′UTR-2 表达量提高 3.2 倍，

最为显著，但 5′UTR 对生长情况的影响并不明显。 
有研究结果表明，突变蛋白 N 端氨基酸序

列会对 mRNA 折叠产生影响，进而影响翻译起

始速率[21]，进而影响蛋白的最终产量。因此，

本研究对 N 端进行特定位点的氨基酸突变。针

对 VP1 N 端的第 3 个和第 5 个氨基酸分别进行突

变，采用环形 PCR 利用引物对 N.M-1-VP1-F/R、

N.M-2-VP1-F/R、N.M-3-VP1-F/R 和 N.M-4-VP1- 
F/R 分别针对 3T (P)、3T (S)、5V (P)和 5V (R)
的突变扩增得到质粒线性化产物，后经同源重

组得到 PH36-N.M-1-VP1、PH36-N.M-2-VP1、PH36- 
N.M-3-VP1 和 PH36-N.M-4-VP1 质粒。转化入   
E. coli JM109 并测序验证。将菌落 PCR 和测序

结果均正确的 PH36-N.M-1-VP1、PH36-N.M-2-VP1、
PH36-N.M-3-VP1 和 PH36-N.M-4-VP1 质粒转化进

入 C. glutamicum 进行生长曲线测定(图 2E)和表

达验证，SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结

果如图 2F 所示。从 Western blotting 结果可以

看到，N 端突变后的重组质粒表达效果显著，

蛋白产量提高 2.5 倍左右。与此同时，N 端突

变对生长情况的影响并不明显。 

2.3  VP1 受体菌株的优化 
为进一步提高 VP1 的表达量，在前期研究

的基础上，选择两种蛋白敲除菌株 Cg-ΔclpC 和

Cg-ΔclpS 进行研究[22]。表达质粒选择本研究中

经优化的 pXMJ19-PH36-5′UTR-2-VP1。首先进

行生长曲线测定，如图 3A 所示，与原始的菌

株 C. glutamicum 相比，敲除菌株的生长情况受

到一定程度的影响。但 Cg-PH36-ΔclpS-pXMJ19- 
5′UTR-2-VP1 和 Cg-PH36-ΔclpC-pXMJ19-5′UTR- 
2-VP1的蛋白表达量有一定程度的提高(图 3B)，
结果表明两种蛋白酶敲除菌株更有利于 VP1 的

表达。如图 3B Western blotting 灰度分析结果所

示，Cg-ΔclpC 敲除菌株蛋白产量较原始菌株提

高约 2.1 倍。与此同时，本研究尝试在 pXMJ19- 
PH36-5′UTR-2-VP1 质粒基础上，通过插入 CspB
信号肽实现分泌表达，由于分泌表达量较低，

只能通过 Western blotting 检测，灰度分析结果

与胞内表达结果一致，敲除菌株 Cg-ΔclpC 同样

可以提高分泌表达量(图 3C)。 

2.4  菌株生长条件的优化 
为测定在不同温度下 pXMJ19-VP1 系列质

粒的生长情况和 VP1 蛋白表达情况，设置 3 个

温度梯度(16、30、37 ℃)进行发酵试验，在 3 种

不同的温度条件下，生长情况如图 4A 所示， 
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图 2  表达元件优化后对 Corynebacterium glutamicum 生长和 VP1 表达的影响   A：蛋白表达元件优

化示意图. SD：Sine-Dalgarno；rrnB：终止子；Ptac：组成型 tac 启动子；PH36：合成启动子. B：启动子优

化后的 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结果. L3‒L5：Cg-PH36-VP1 的 3 个样本重复. C：5′UTR 序列优化

后的菌株生长曲线测定结果. D：5′UTR 序列优化后的 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结果. L3：
Cg-PH36-5′UTR-1-VP1；L4：Cg-PH36-5'UTR-2-VP1；L5：Cg-PH36-5′UTR-3-VP1；L6：Cg-PH36-5′UTR-4-VP1. 
E：VP1 N 端序列优化后的菌株生长曲线测定结果. F：VP1 N 端序列优化后的 SDS-PAGE 和 Western 
blotting 分析结果. L3：Cg-PH36-N.M-1-VP1；L4：Cg-PH36-N.M-2-VP1；L5：Cg-PH36-N.M-3-VP1；L6：
Cg-PH36-N.M-4-VP1. B、D、F：M：Marker；L1：阴性对照 Cg-pXMJ19；L2：阳性对照 Cg-VP1 
Figure 2  Effects of optimized expression elements on Corynebacterium glutamicum growth and VP1 expression. 
A: Schematic diagram of optimization of protein expression element. SD: Sine-Dalgarno; rrnB: Terminator; 
Ptac: Constitutive tac promoter; PH36: Synthetic promoter. B: The SDS-PAGE and Western blotting analysis 
results of the promoter optimization. L3‒L5: Three biological replicates. C: Determination of strain growth 
curve after optimizing 5′UTR sequence. D: The SDS-PAGE and Western blotting analysis results of the 
5′UTR optimization. L3: Cg-PH36-5′UTR-1-VP1; L4: Cg-PH36-5′UTR-2-VP1; L5: Cg-PH36-5′UTR-3-VP1; L6: 
Cg-PH36-5′UTR-4-VP1. E: Determination of strain growth curve after optimizing VP1 N-terminal sequence. F: 
The SDS-PAGE and Western blotting analysis results of the VP1 N-terminal optimization. L3: 
Cg-PH36-N.M-1-VP1; L4: Cg-PH36-N.M-2-VP1; L5: Cg-PH36-N.M-3-VP1; L6: Cg-PH36-N.M-4-VP1. B, D and F: M: 
Marker; L1: Cg-pXMJ19; L2: Cg-VP1. 
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图 3  受体菌株对生长情况及蛋白表达的影响   A：不同受体菌株的生长曲线测定结果. B：不同受体

菌株胞内表达 Western blotting 和灰度分析结果 . M：Marker；L1：Cg-pXMJ19；L2：Cg-PH36- 
5′UTR-2-VP1；L3：ΔclpS-PH36-5′UTR-2-VP1；L4：ΔclpC-PH36-5′UTR-2-VP1. C：不同受体菌株分泌表

达的 Western blotting 和灰度分析结果. M：Marker；L1：Cg-CspB-PH36-5′UTR-2-VP1；L2：ΔclpS-CspB- 
PH36-5′UTR-2-VP1；L3：ΔclpC-CspB-PH36-5′UTR-2-VP1 
Figure 3  Effect of different strains on growth and protein expression. A: Determination results of growth 
curve of different strains. B: Results of Western blotting and grey analysis of different strains. M: Marker; L1: 
Cg-pXMJ19; L2: Cg-PH36-5′UTR-2-VP1; L3: ΔclpC-PH36-5′UTR-2-VP1; L4: ΔclpS-PH36-5′UTR-2-VP1. C: The 
Western blotting and grey analysis results of the different strains. M: Marker; L1: Cg-CspB-PH36-5′UTR-2-VP1; 
L2: ΔclpC-CspB-PH36-5′UTR-2-VP1; L3: ΔclpS-CspB-PH36-5′UTR-2-VP1.  
 

 
 
图 4  温度对菌株生长及蛋白表达的影响   A：不同温度条件下菌株生长曲线的测定结果. B：不同温

度条件下胞内表达 VP1 的 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结果. M：Marker；L1：16 ℃；L2：30 ℃；

L3：37 ℃. C：不同温度条件下分泌表达的 Western blotting 分析结果 
Figure 4  Effect of temperature on strain growth and protein expression. A: Determination results of growth 
curve of the strains under the different temperature conditions. B: The SDS-PAGE and Western blotting 
analysis results of the intracellular expression under the different temperature conditions. M: Marker; L1: 
16 ℃; L2: 30 ℃; L3: 37 ℃. C: The Western blotting analysis results of the secretory expression under the 
different temperature conditions. 
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与 30 ℃相比，在 16 ℃和 37 ℃的条件下，生长

速度受到不同程度的影响，同样的蛋白表达情

况也受到影响，发酵验证后的 SDS-PAGE 和

Western blotting 分析结果如图 4B、4C 所示。其

中图 4B为胞内表达，图 4C为分泌表达。可以看

到，最佳生长条件及蛋白生产最适温度为 30 ℃。 

2.5  蛋白纯化及 ELISA 检测 VP1 活性结果 
为测定结构蛋白 VP1 的四乘串联表达量，

利用镍柱洗脱纯化并用间接法 ELISA 检测。由

于蛋白表达量较低，无法应用双硫代巴比妥酸

法(bicinchoninic acid, BCA)检测，将蛋白标准

品梯度稀释后作为纯化后蛋白产量测定的依据，

利用如图 5A 所示的 SDS-PAGE 做灰度分析，得到

如图5B所示的标准曲线，经计算300 mL的发酵

液得到重组蛋白 0.261 mg。 
有研究利用间接 ELISA 的方法测试 VP1

抗体结合活性[23]。为测定本研究中 VP1 的生物

学活性，设置 2 个只添加洗涤液空白对照组和

2 个完全空白对照组。试验组为 40% B 液洗脱

后收集的蛋白及 100% B 液洗脱后收集的蛋

白。可从图 5C 中看到蛋白样品试验组与两组

对照组相比有明显的颜色变化，表明本研究中

获得的 VP1 可与猪 O 型口蹄疫病毒阳性血清中

的抗体发生特异性结合。 

3  讨论与结论 
在我国，FMD 为国家强制免疫类疾病，

目前已经商品化的疫苗主要有 FMD 灭活疫苗

和多肽疫苗两种[24]。灭活的全病毒疫苗存在一

定的病毒灭活不彻底、病毒逃逸等危险，从而

需要开发一种更安全的疫苗。FMDV 的 VP1 蛋

白暴露在病毒表面的 G 环上，具有较强的免疫

原性，是 FMDV 疫苗研制中的主要结构蛋白。

研究发现，在 O 型 FMDV 的 5 个抗原位点中，

有 3 个位于 VP1 结构蛋白上，能够诱导机体产

生体液免疫应答[20]。 
 

 
 
图5  VP1蛋白产量及活性检测结果   A：纯化后蛋白定量SDS-PAGE分析. M：Marker；L1‒L5：不同浓

度蛋白标准品，其中 L1 为 200 μg/mL，L2 为 100 μg/mL，L3 为 50 μg/mL，L4 为 25 μg/mL，L5 为

20 μg/mL；L6 为 VP1 纯化产物. B：SDS-PAGE 灰度分析后标准曲线. C：从左到右依次为：洗脱液空白对

照组(2 个孔)，40% B 液洗脱后收集的蛋白样品(2 个孔)，100% B 液洗脱后收集的蛋白样品(2 个孔)，完

全空白对照组(2 个孔) 
Figure 5  Results of yield and activity of VP1 protein. A: The purified protein was analyzed by quantitative 
SDS-PAGE. M: Marker; L1‒L5: Different concentration protein standard, L1: 200 μg/mL, L2: 100 μg/mL, 
L3: 50 μg/mL, L4: 25 μg/mL, L5: 20 μg/mL; L6: VP1 purified product. B: Standard curve after SDS-PAGE 
gray analysis. C: From left to right is: Eluent blank control group (two holes), protein samples collected after 
40% B solution elution (two holes), protein samples collected after 100% B solution elution (two holes), 
completely blank control group (two holes). 
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谷氨酸棒状杆菌在表达外源蛋白质上有很

大的潜力，相较于酵母细胞等真核生物，其培

养时间更短，培养条件相对简单，成本较低；

相较于传统的大肠杆菌表达系统，作为革兰氏

阳性菌的 C. glutamicum 不会产生内毒素[25]，更

适合生产医药用、食品级蛋白产品；与同为革兰

氏阳性菌的枯草芽孢杆菌相比，C. glutamicum 因

其有较好的胞外分泌能力，减少胞内蛋白酶的

影响从而更大程度上确保蛋白质正确折叠[26]，

保证蛋白质活性。 

本研究为了在谷氨酸棒状杆菌中表达 VP1

结构蛋白，利用基因工程手段将 FMDV 的 VP1

结构蛋白进行串联表达，经 SDS-PAGE 和

Western blotting 鉴定，由 3 个 linker 串联而成

的 4×VP1 能在 C. glutamicum 中成功表达。其

次通过蛋白表达元件、受体菌株和发酵条件等

优化，进一步提高 VP1 的表达量。综上所述，

本研究成功地实现了 VP1 结构蛋白在谷氨酸棒

状杆菌中的分泌可溶表达，并提高了蛋白表达

量，300 mL 发酵液最终纯化得到 0.261 mg 蛋白。

此系统同样可以应用到其他异源蛋白的生产，如

重链抗体的重链可变结构域(variable domain of 

heavy chain of heavy-chain antibody, VHH)、传染

性牛鼻气管炎病毒糖蛋白 D (glycoprotein D 

protein, gD)等[22]。 

本研究还存在一些需要进一步探索的问

题，比如进一步扩大发酵培养体系，以及优化

更多的发酵条件如溶氧量、pH 和碳源等。另外，

本研究对蛋白表达元件的优化是基于 PH36-VP1

分别进行的，可以进一步对元件进行组合优化。

此外，本研究成功验证了 VP1 与猪 O 型口蹄疫

病毒阳性血清抗体特异性结合的能力，但尚未

进一步验证其免疫活性。这些未解决的问题同

样具有重要意义，亟待研究人员进一步探索。 
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