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表达大肠杆菌 !""#$%&’(%)’* 融合蛋白基因工程菌株的构建

许崇波!" 卫广森#

!（宁夏大学生物工程系，银川 ?5$$#!）
#（辽宁省益康生物制品厂，辽阳 !!!$$$）

摘 要 利用 @AB技术，从大肠杆菌 A"%4$#质粒中扩增出 C"",.基因、D1! 突变基因和 E1F 基因，通过分离、纯化、

内切酶酶切、连接和转化，构建了含 C"",.0D1! 0E1F 融合基因表达载体的重组菌株 FE#!（G8%）（HICD1%E15）。经酶切

鉴定和 G*J序列分析证实，构建的重组质粒 HICD1%E15中含有 C"",.0D1! 0E1F 融合基因，且基因序列和阅读框架均

正确。经 8EKDJ检测，重组菌株表达的 C"",.0D1! 0E1F 融合蛋白能够被 D1! 单抗、E1F 和 C"",.抗体识别。经乳鼠灌

胃试验证实，表达的融合蛋白已丧失天然 D1! 肠毒素的活性。免疫实验结果表明，C"",.0D1! 0E1F 融合蛋白能够诱

发小白鼠产生抗体，该抗体具有中和天然 D1! 肠毒素的毒性作用，表明构建的重组菌株可以作为预防仔猪黄、白痢

基因工程菌苗的候选菌株。
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引起仔猪黄、白痢的致病菌为产肠毒素性大肠

杆菌（818A），其致病因子主要为菌毛和菌体产生的
肠毒素———耐热性肠毒素和不耐热性肠毒素，耐热

性肠毒素分为 D1! 和 D1#，其中 D1! 是最主要的直接

致病因子，不耐热性肠毒素由毒性亚单位 E1J 和结

合亚单位 E1F 组成。目前，市场上流行的菌苗为传

统的灭活菌、C""0C44和 C""0E1F 基因工程菌苗，这

#类菌苗存在的主要问题，一是没有较好地解决仔
猪黄、白痢的最主要致泻因子 D1! 的免疫原性，二是
现有菌苗针对的致病性 818A血清型范围较小。正
是由于现有菌苗未能解决上述问题，故免疫效果不

是十分理想，常常导致免疫失败，致使仔猪发病，甚

至导致死亡。我们在原来研究工作基础上［! M 5］，进

一步构建了一种能表达大肠杆菌 C"",.0D1! 0E1F 融

合蛋白的基因工程菌株，为更有效地预防仔猪黄、白

痢提供一种新型基因工程菌苗的候选菌株。

( 材料和方法

( +( 菌株与质粒
大肠杆菌 A"%4$#购自中国兽药监察所；受体菌

N+!$4和 FE#!（G8%）由本室保存；质粒 HOA!4 和
HF(>2=.-:HPKK购自 1,C,B,公司；H810#";购自 *’Q,R2S
公司。

( +, 试剂
限制酶（ 30(K、4#$TKKK、35%K、60(BK、.+7UK、

3(/K），购自 1,C,B, 公司；1V G*J 连接酶、T*1@=、
1,W G*J 聚合酶、X:Y,-T @AB @-2H= G*J @>-:Z:.,P:’S
D[=P29，购自 @-’92R,公司；D1! 和 E1F 8EKDJ检测试

剂盒，购自上海市卫生防疫站；C"",.抗血清为本实
验室制备。

( +- ./0引物设计与合成
根据许崇波等报道的 D1!、E1F 基因序列

［!，#］和

G[\2=等报道的 C"",.基因序列［3］，设计并合成了如
下 @AB引物：

%对 D1! @AB引物，上游引物 @!为 5]0AAAJJ^

A11JJAJJAJAJ1111JA1^A0%]，@# 为 5]0^^JJ11A0
AJ1J1^JJAJJAJAJ1111JA1^A0%]，@% 为 5]0AA^
^JJ11AJJAJJAJAJ1111JA1^A0%]，下游引物 @V为
5]0^^JJ11AAJ1J1^J1JJA11AAJ^AJA1^^A0%]，@5
为 5]0AA^^JJ11AJ1JJA11AAJ^AJA1^^A0%]，@3 为



!"#$%$%%&’$$&’&&$’’$$&%$&$’%%$#("，其中)*、
)+、)(引物中分别含有 !"#,---、$%&-、’().-酶切位
点，)/、)!、)0引物中分别含有 $%&-、’().-、*+,1-
酶切位点，且这 ( 条引物中含有的部分 2’* 基因是

将 ("端含有 +个编码半胱氨酸残基（$34）的 ’%’被
突变成编码丝氨酸残基（256）的 &%’的突变基因，)*
和 )/、)+和 )!、)(和 )0分别为配对的引物，然后用
这 (对引物分别从大肠杆菌 $7(89+质粒中扩增出 (
个 2’* 突变基因。

*对 :77;< )$. 引物，上游引物 )= 为 !#"$&’#
%$$&’%%$&’’’&$’%&$’&’%&&%&&#("，下游引物
)7 为 !"#$$$&&%$’’%&%&&’&’$&’’’$’’%&’&%#
("，其中 )=、)7 引物中分别含有 $()-、!"#,--- 酶切
位点，然后用这对引物从大肠杆菌 $7(89+质粒中扩
增出 :77;<抗原基因。

*对 >’? )$. 引物，上游引物 )8 为 !"#$%$%#
%&’$$$$&%&$’&’’&$&%&&$’& #("，下游引物 )*9
为 !"#&’&&%&&’%$%%$$%$&&%$’’%$$$$’$$&%$#
$’&%$ #("，其中 )8、)*9引物中分别含有 *+,1-和
$)--酶切位点，然后用这对引物从大肠杆菌 $7(89+
质粒中扩增出 >’? 抗原基因。

上述 )$. 操作程序为：总体积为 *99!>，其中
*9!> *9 @ 反应缓冲液，*9AB 质粒 CD&，+99!EFGH>
,D’)4，引物各 +!9AB，(I ’;J CD& 聚合酶，按“8/K
094! !9K094!=+K894”的温度转换模式，共进行
(9个循环。
! "# $%&的操作
质粒 CD&的提取、酶切、琼脂糖凝胶电泳、CD&

体外连接、转化等均按文献［=］介绍的方法进行。
! "’ 质粒的稳定性试验
参照 L5;<F<M叙述的方法进行［7］。将 (=K振荡

培养过夜的菌体，按 *9N接种于 *99E> 含 :;A (9

!BHE>的 >?液体培养基中，继续培养 *+O。将上述
培养物稀释 *90 倍，在无 :;A的 >?液体培养基培养
*+O。取 *99!>稀释液涂种于普通 >?琼脂平板，过
夜培养后，随机挑取 *99个单菌落，转种在含 :;A的
>?琼脂平板上，(=K过夜培养并进行菌落计数。
! "( 表达产物 )$)*+&,-分析和 -./)&检测
按文献［=］介绍的方法进行。

! "0 重组菌株的毒性测定
将重组菌株 ?>+*（CP(）（QR:2’(>’!）的培养上

清及菌体裂解物分别进行乳鼠灌胃试验，计算 %H$
（肠重H剩余尸重）值，%H$ 值"9S98 为 2’* 毒素阳

性，%H$值#9 T97(为 2’* 毒素阴性
［8］。

! "1 免疫原性试验
将重组菌株 ?>+*（CP(）（QR:2’(>’!）的包涵体

或经甲醛灭活的菌体，辅以氢氧化铝胶，制备成实验

用菌苗。用该菌苗免疫小白鼠，然后分别用 *L>C
和 +L>C大肠杆菌强毒菌 $7(89+ 攻击免疫过小白
鼠，观察小白鼠的存活情况［!］。

! "2 乳鼠灌胃中和试验
取 *个鼠活性单位的 2’* 肠毒素，加入等体积

的免疫鼠血清，用生理盐水稀释至 9 T *E>，(=K孵育
*O，采用乳鼠灌胃试验测定混合物中 2’* 肠毒素的

活性，对照组于同样条件下进行测定，计算 %H$（肠
重H剩余尸重）值，%H$值"9 T 98为 2’* 毒素阳性，而

中和试验结果被判定为阴性；%H$值#9 T 97(为 2’*

毒素阴性，而中和试验结果被判定为阳性，进而评价

免疫鼠血清中抗体的中和效果［8］。

图 * 重组表达质粒 QR:2’(>’!构建策略图
UVBT* & 4<O5E;WV< ,V;B6;E 4OFXVAB <FA4W6I<WVFA FY

65<FEZVA;AW QG;4EV, QR:2’(>’!

3 结 果

3 "! 重组菌株 4.3!（$-5）（678)95.9’）的构建
如图 *所示，构建了基因工程菌株 ?>+*（CP(）

（QR:2’(>’!）。采用 )$.和基因定点突变技术，用
设计并合成的 ( 对 2’* )$. 引物分别从大肠杆菌
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!"#$%&质粒中扩增出 # 个 ’() 突变基因，*) 和 *+
引物扩增的产物用 !"#,---和 $%&-双酶切，*&和 *.
引物扩增的产物用 $%&-和 ’()/-双酶切，*# 和 *0
引物扩增的产物用 ’()/-和 *+,1-双酶切，然后分
别通过 #2琼脂糖凝胶电泳分离、纯化双酶切的
*!/产物即 ’() 突变基因，再通过 (+ 345连接酶连
接反应，将 #个 ’() 突变基因串联在一起，克隆至质

粒 67!)$相应酶切位点上，构建了重组质粒 68’(#。
随后用 )对 9"":; *!/引物从大肠杆菌 !"#$%& 质
粒中扩增出 9"":;抗原基因，扩增的产物用 9<=>?@
<:AB=A CA:BD=>E 处理后，再用 !"#,--- 酶切，然后通过
&2琼脂糖凝胶电泳分离、纯化酶切的 *!/产物即
9"":; 抗原基因，并将其克隆至 6F<G=H;AI6E-- 中
!"#;-- 和 !"#,--- 酶切位点上，构建了重组质粒
689""。最后用 ) 对 J(F *!/ 引物从大肠杆菌

!"#$%&质粒中扩增出 J(F 抗原基因，扩增的产物用

*+,1-和 $)--双酶切，然后通过 &2琼脂糖凝胶电
泳分离、纯化双酶切的 *!/产物即 J(F 抗原基因，

并将其克隆至 6K(L&"M相应酶切位点上，构建了重
组质粒 68J(。

图 & 重组表达质粒 689’(#J(.的酶切鉴定
NIBO& -,=>EICI;:EI?> ?C A=;?DMI>:>E =P6A=HHI?> 6<:HDI,

689’(#J(. MQ A=HEAI;EI?> =>,?>G;<=:H=HL,IB=HE=, 345H

)O 3J&%%% 345 D:AR=AH；&O 689’(#J(. ,IB=HE=, MQ

$()-S!"#,---S*+,1-S$)--；# O 689’(#J(. ,IB=HE=, MQ $()-S

$)--；+ O 345 D:AR=AH <:,,=A &%%M6

在构建上述 # 个中间质粒之后，用 !"#,--- 和
*+,1-从重组质粒 68’(# 切下并回收 # 个串联在
一起的 ’() 突变基因，将其融合在重组质粒 689""
中 9"":;基因的下游，构建了重组质粒 689’(#；然
后再用 $()- 和 *+,1- 从已构建的重组质粒
689’(#中切下 9"":;L’() L ’()L’() 融合基因，并将

其融合在重组质粒 68J(中 J(F 抗原基因的上游，构

建了重组表达质粒 689’(#J(.，通过氯化钙转化法
转入到受菌体 FJ&)（3K#）中，构建成含 9"":;L’() L
J(F 融合基因表达质粒的重组菌株 FJ&)（3K#）
（689’(#J(.）。用碱性裂解法从构建的重组菌株中
提取质粒，分别用 $()-S!"#,---S*+,1-S$)--和 $()-S
$)--酶切该质粒，经 & O%2琼脂糖凝胶电泳检查，可
见 #&$M6的 9"":;抗原基因片段，)"&M6的 #个串联
在一起的 ’() 突变基因片段，.%+M6的 J(F 抗基因片

段和 ) O %&RM 的 9"":;L’() LJ(F 融合基因片段（见

图 &）。经 345 序列分析证实，所构建的重组质粒
689’(#J(.中含有 9"":;L’() LJ(F 融合基因，且基因

序列和阅读框架均正确。

! "! 重组质粒的稳定性
重组质粒 689’(#J(. 在受体菌 FJ&)（3K#）中

能稳定地传代，在无选择压力下培养 &%代时，重组
质粒率依然保持为 )%%2。
! "# $%%&’()*+(,*- 融合蛋白的 ).)(/012分析
和 2,3)0检测
将构建的重组菌株 FJ&)（3K#）（689’(#J(.）在

#TU下培养，用 )DD?<SJ -*(V诱导 +W后，可以获得
高效表达，经 ’3’L*5VK和薄层凝胶电泳扫描分析
（见图 #，+），目的蛋白的表达量占菌体总蛋白相对
含量的 T# O.#2。经 ’()、J(F 和 9"":; KJ-’5检测试
剂盒检测，构建的重组菌株表达的 9"":;L’() LJ(F 融

合蛋白能够被 ’() 单抗、J(F 和 9"":;抗体识别。

图 # 表达产物 ’3’L*5VK结果
NIBO# ’3’L*5VK :>:<QHIH ?C EW= =P6A=HH=, 6A?,G;EH

) O (?E:< ;=<< <QH:E= ?C FJ&)（3K#）（6K(L&"M）；&O (?E:< ;=<< <QH:E= ?C

FJ&)（3K#）（689’(#J(.）；#O J?@ D?<=;G<:A @=IBWE D:AR=AH

! "4 重组菌株 -,!+（.2#）（56$)*#,*7）的毒性
测定

将重组菌株 FJ&)（3K#）（689’(#J(.）的培养上
清和菌体裂解物，分别进行乳鼠灌胃试验，结果均为

")& 生 物 工 程 学 报 )"卷



!"#$%&’ ()’* +#,

图 - .!/0诱导 1234（567）（89:;/72/<）-=薄层
凝胶扫描分析

>&?,- /=&’@A)B%" ?%A CD)’ )’)ABC&C #E ;5;@!F06 #E $=% %G8"%CC%* 8"#@

*HD$C #E 1234（567）（89:;/72/<）&’*HD%* (B .!/0 E#" -=

阴性（0IJ值!K ,KL7），这表明该菌株已无 ;/4 肠毒

素活性。同时经腹腔注射或口服两种途径接种小白

鼠共计 -K只，每种途径 3K只，剂量为每只小白鼠 <K
亿，结果 7周后小白鼠全部存活，每只小白鼠无临床
症状出现，经剖检后无病理变化，表明该重组菌株无

致病性，十分安全。

! "# 免疫原性试验
用包涵体粗提物或重组菌株灭活苗免疫小白

鼠，用大肠杆菌强毒株 JL7MK3（:LL)D，;/4
N，2/1

N）

攻毒，均获得了较好的免疫保护（见表 4）。

表 $ 免疫原性试验结果
%&’() $ *)+,(- ./ 011,2.3)2)40-5 &++&5

J=)AA%’?% *#C%
.OOH’#?%’

.’DAHC&#’ (#*&%C .’)D$&P)$%* P)DD&’%

4Q25 4MI3K" 3KI3K

3Q25 4RI3K 4MI3K

";H"P&P)A ’HO(%"CI%G8%"&O%’$)A ’HO(%"C

! "6 乳鼠灌胃中和试验
取 4个鼠活性单位的 ;/4 肠毒素 4<!2，加入免

疫鼠血清 4<!2，用生理盐水稀释至 K ,4O2，7RS孵育
4=，连同对照组进行乳鼠灌胃试验，结果表明（见表
3），对照组的 ;/4 N生理盐水和 ;/4 N健康鼠血清各
组，其乳鼠灌胃试验均为阳性（0IJ值#K , KM），而试
验组的 ;/4 N免疫鼠血清的 0IJ值接近于单独加 21
培养基和健康鼠血清的 0IJ值（!K ,KL7），这表明融
合蛋白所诱发的抗体在体内能够中和病原菌所产生

的 ;/4 肠毒素。

表 ! 乳鼠灌胃中和试验结果
%&’() ! *)+,(-+ ./ +,47(023 1.,+) 2),-8&(09&-0.2 &++&5

/"%)$O%’$
+HO(%"C #E

’H*% O&D%

FP%")?% P)AH%

#E 0IJ

;)A&’% T K ,KT3

21 O%*&HO T K,KT7

;%") #E =%)A$=B O&D% T K ,KTR

;/4 N ;)A&’% T K ,KMR

;/4 N ;%") #E =%)A$=B O&D% T K ,4K-

;/4 N ;%") #E &OOH’&U%* O&D% T K ,KTL

: 讨 论
由产肠毒素性大肠杆菌引起的仔猪腹泻一直是

国内外学者研究的重点和难点，其难点在于如何消

除 ;/4 的生物学毒性。J)"*%’)C等
［4K］构建了含 ;/4 @

2/1融合基因的重组菌株，在 3 个基因之间插入

34(8的 A&’V%"基因，结果表达的 ;/4@2/1 融合蛋白丧

失了 ;/4 肠毒素活性，而且具有较好的免疫原性。

张兆山等［44］利用类似的途径也构建了 ;/4@2/1 融合

基因，结果表达产物仍具有 ;/4 肠毒素活性。F&$V%’
等［43］将编码 ;/4 前体蛋白的 8"#@;/4 基因融合在

2/1 基因的 7W末端，结果表达的 2/1@8"#@;/4 融合蛋

白具有较好的免疫原性，且丧失了 ;/4 肠毒素活性。

许崇波等［4，-，<］也将用 8"#@;/4 基因融合在 2)DX 或

2/1 基因的 <W端上，结果表达的 8"#@;/4 @2/1 融合蛋

白同样具有较好的免疫原性，且丧失了 ;/4 肠毒素

活性。

;/4 肠毒素本身含有 T个半胱氨酸残基（JBC），
这 T个 JBC可形成 7对链内二硫键，这 7 对二硫键
对 ;/4 具有生物毒性至关重要，如果将二硫键破坏，

就可以使 ;/4 失去生物毒性。根据 ;/4 这一特性，

我们采用 !JY 和基因定点突变技术，从大肠杆菌
JL7MK3质粒中扩增出 :LL)D 基因、;/4 突变基因和

2/1 基因，构建了含有 :LL)D@;/4 @2/1 融合基因的重

组菌株 1234（567）（89:;/72/<），该重组菌株表达
的有效抗原 :LL)D@;/4 @2/1 融合蛋白以包涵体形式

存在于菌体内部，且 :LL)D和 2/1 在保留原有抗原

性基础上，赋予了原本不具有抗原性的 ;/4 具有了

抗原性。通过免疫试验证实，:LL)D@;/4 @2/1 融合蛋

白能够诱发小白鼠产生抗体，该抗体具有中和天然

M433期 许崇波等：表达大肠杆菌 :LL)D@;/4 @2/1 融合蛋白基因工程菌株的构建
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