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研究报告                                                               

表达 ST1-LTB-α-β融合蛋白基因工程菌株的构建及其免

疫原性分析 

宋杰, 钱明明, 柏佳宁, 赵宝华 
河北师范大学生命科学学院, 石家庄 050016 

摘  要: 采用分子生物学技术构建了含有 ST1-LTB-α-β融合基因的重组菌株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ), SDS-PAGE 和 

Western blotting 分析表明 ST1-LTB-α-β融合基因在大肠杆菌中得到了高效表达, 融合蛋白分子量约为 110 kD; 20 L 发酵

罐培养得到的最佳诱导条件为: 重组菌株以 1%接种量、5 L/min 通气量培养 3 h 后加终浓度为 0.03 mol/L 的乳糖诱导, 通

气量升至 12.5 L/min 继续培养 6 h, 表达量占菌体总蛋白的 38.53%; 表达的 ST1-LTB-α-β融合蛋白无毒性但具有免疫原

性, 可以抵抗大肠杆菌和产气荚膜梭菌的感染; 构建的重组菌株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)有望作为预防仔猪腹泻基

因工程疫苗的候选生产菌株。 

关键词 : 仔猪腹泻 , 保护性抗原 , 基因工程菌株 , 免疫原性  

Construction and Immunogenicity of a Genetic Engineered 
Strain Expressing Nontoxic ST1-LTB-α- β Fusion Protein 
Against Diarrhea of Piglet 
Jie Song, Mingming Qian, Jianing Bai, and Baohua Zhao 

College of Life Science, Hebei Normal University, Shijiazhuang 050016, China 

Abstract: We constructed a recombinant strain BL21 (DE3) (pETST3LTBαβ) including ST1-LTB-α-β fusion gene via molecular 
technology. The SDS-PAGE and Western blotting indicated that the ST1-LTB-α-β fusion protein was highly expressed in Escherichia 
coli and the molecular weight of the fusion protein was about 110 kD. The recombinant strain was induced in different concentrations 
of lactose and different aeration rate. The optimal culture conditions in 20 L fermentor were 1% inoculation (V/V), initial aeration 5 
L/min, 0.03 mol/L lactose addition 3 hours after inoculation, and increased the aeration to 12.5 L/min for the following 6 hours. The 
fusion protein was about 38.53% of total cellular protein. It was nontoxic, immunogenic and protective against enterotoxigenic E. 
coli and Clostridium perfringens infection The constructed recombinant strain BL21 (DE3) (pETST3LTBαβ) could serve as a 
candidate vaccine strain against diarrhea of piglet. 

Keywords: diarrhea of piglet, protective antigen, gene engineering strain, immunogenicity 
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仔 猪 黄 白 痢 是 由 产 肠 毒 素 型 大 肠 杆 菌

(Enterotoxigenic E. coli, ETEC)引起的仔猪肠道疾病, 

该病可严重影响仔猪的存活率和出栏率, 其主要症

状为仔猪发生局部性肠道炎症而发生下痢, 病猪排

出灰白色或灰黄色浆状粪便, 严重的呈糊状且带有

腥臭味, 身体迅速消瘦。ETEC 主要有 2 种致病因子: 

一类为菌毛蛋白(或称粘着素、定居因子), 已知的粘

着素有 K88、K99、987P、CFA、PCF0166、F41 等; 

另一类为肠毒素 , 分为耐热性肠毒素 (Heat-stable 

enterotoxin, ST) 和 不 耐 热 性 肠 毒 素 (Heat-labile 

ernterotoxin, LT), ST 和 LT 是导致幼龄动物腹泻的直

接致病因子[1]。ETEC 借助粘着素寄生于宿主肠道粘

膜的上皮细胞 , 从而大量繁殖 , 产生大量肠毒素 , 

由肠毒素造成肠粘膜上皮细胞的病理性变化, 导致

幼畜腹泻[2]。仔猪红痢由产气荚膜梭菌(Clostridium 

perfringens, 又称魏氏梭菌)引起 , 此细菌是引起各

种动物坏死性肠炎、肠毒血症和人创伤性气性坏疽

的主要病原菌之一[3]。该菌分为 A、B、C、D、E 五

型, 其致病因子是菌体产生的外毒素[4]。其中α-毒素

和β-毒素分别是 A 型魏氏梭菌和 C 型产气荚膜梭菌

产生的坏死性和致死性毒素[5]。 

目前对仔猪腹泻的主要防治途径有疫苗免疫预

防和抗生素治疗。母猪可在分娩前 1 天注射长效抗

菌剂 , 仔猪初生后立即口服抑菌药物 , 也可用微生

态制剂口服 , 调节肠道消化机能 , 抑制有害菌的生

长 , 防止疾病的发生 [6], 但药物治疗会造成药物残

留 , 影响肉质 , 对人类的健康构成潜在的危害 , 而

且由于耐药菌株的产生, 治疗效果不理想。现有的

疫 苗 主 要 有 灭 活 疫 苗 和 双 价 基 因 工 程 疫 苗 如

K88-K99、K88ac-LTB、K99-F41、ST-LT 等[7]; 灭活

苗针对性强 , 但特异性抗原含量少 , 不能产生足够

的母源抗体, 免疫效果差; 双价基因工程疫苗均取

得了较好的免疫效果 , 但主要是针对黄白痢的 , 本

研究室的柏佳宁等构建了预防红痢的α-β基因工程

菌株, 获得了比较理想的免疫效果[8]。 

中国是养猪大国, 仔猪腹泻是目前影响养猪业

的主要疾病之一 , 给养猪业带来了巨大的经济损

失。为达到“一苗三防”的免疫效果, 本实验扩增得

到了 ST1、LTB 与α-β毒素保护性抗原基因, 构建了

含有 4 个融合基因质粒的重组菌株, 对该菌株的反

应原性和免疫原性进行了初步研究, 并优化了诱导

表达条件, 为今后研制预防仔猪腹泻的基因工程疫

苗奠定了坚实的基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及载体 
产肠毒素性大肠杆菌和含有α-β融合基因的基因

工程菌株(BL21(DE3)(pETαβ))由本实验室保存; 大肠

杆菌强毒株 C83905 和 A 型产气荚膜梭菌 NCTC64609

由吉林大学柳增善教授惠赠; 菌株 E. coli DH5α、

BL21(DE3)及表达质粒 pET-28b 由本实验室保存 ; 

pUCm-T 载体购自上海生工生物技术有限公司。 

1.2  主要试剂及工具酶 
限制性内切酶 Hind III、Nde I、EcoR I、BamH I、

Not I、Nco I、Sal I 与 Taq 酶等工具酶均购自 TaKaRa 

公司; 凝胶回收试剂盒购自北京鼎国生物技术有限

责任公司。 

1.3  ST1、LTB 和α-β基因的克隆与序列分析 
根据 GenBank 公布的猪源 ST1、LTB 和产气荚

膜梭菌α、β毒素基因的核苷酸序列 , 利用 Primer 

Primer 5.0 软件, 设计一系列引物(见表 1)用于原核

表达质粒的构建。引物 R1、R2、R3 中含有的 ST1

基因是将 3'端含有 2 个编码半胱氨酸残基(Cys)的

TGT 和 TGC 突变成编码丝氨酸残基(Ser)的 AGT 和

AGC 的突变基因, 以去除 ST1 的毒性。 

以大肠杆菌基因组和 pETαβ质粒为模板, 利用

F1、R1; F2、R2; F3、R3; F4、R4; F6、R6 为引物, 扩

增 ST1、LTB 与α-β融合基因片断。将 ST1、LTB 与α-β

融合基因 PCR 产物分别连接到 pUCm-T 载体上, 得

到重组质粒 pUC-ST1-1、pUC-ST1-2、pUC-ST1-3、

pUC-LTB 和 pUC-αβ。将连接产物转化到感受态细胞

DH5α中, 经 IPTG/X-gal 琼脂平板蓝白斑筛选, 随机

挑选白色菌落, 提取质粒后进行双酶切鉴定。将克

隆的阳性质粒送上海生工生物技术服务有限公司进

行序列测定。 

1.4  融合基因 ST1-LTB-α-β原核表达载体的构建 
将质粒 pUC-ST1-2、pUC-ST1-3 和 pUC-LTB 进

行双酶切, 回收后用 T4 DNA 连接酶将 2 个 ST1 和 1

个 LTB 基因依次连接在 pUC-ST1-1 上得到重组质粒

pUC-ST3LTB; 核苷酸序列分析正确后, 用 F5、R5 引

物 PCR 扩增 ST1-LTB 基因片段, 限制性内切酶 Nco I

和 Sal I 分别酶切扩增产物和表达质粒 pET-28b, 回 
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表 1  本研究所用 PCR 扩增基因的引物 
Table 1  Primers used for gene amplification by PCR in the study 

Gene name Primer sequence (5'-3') Enzyme digestion site 

F1: CCCAAGCTTCATCTTTCTTCAAAAGAAAAA 
R1: GCATATGCCAATAGCTCCCGGTACTAGC 

Hind III 
Nde I 

F2: GCATATGCATCTTTCTTCAAAAGAAAAA 
R2: CCGGAATTCCCAATAGCTCCCGGTACTAGC 

Nde I 
EcoR I  ST1 

F3: CCGGAATTCCATCTTTCTTCAAAAGAAAAA 
R3: CGCGGATCCCCAATAGCTCCCGGTACTAGC 

EcoR I 
BamH I 

LTB F4: CGCGGATCCATGACCATGATTACGAATTCG 
R4: ATAAGAATGCGGCCGCCTAGTTTTTCATACTGATT 

BamH I 
Not I 

ST3- LTB F5: CCATGGGATCTTTCTTCAAAAGAAAA 
R5: GCGTCGACCATGTTTTTCATACTGAT  

Nco I 
Sal I 

α-β F6: GCGTCGACGATAATAATTTCTCAAAG 
R6: ATGCGGCCGCCTAAATAGCTGTTACTTT' 

Sal I 
Not I 

 
收后将 ST1-LTB融合基因与 pET-28b 连接, 得到重组

表达质粒 pETST3LTB; 用限制性内切酶 Sal I 和 Not I

分别酶切质粒 pUC-αβ 和 pETST3LTB, 回收后将α-β

融合基因连接在 ST1-LTB 融合基因的下游, 得到重

组质粒 pETST3LTBαβ, 转化大肠杆菌 BL21(DE3), 

得到重组菌株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)。 

1.5  含融合基因重组菌株的诱导表达 
重组菌 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)接种于 5 mL

含卡那霉素的 LB 液体培养液中, 37oC 活化过夜后, 

按 1%(VPV)接种于含卡那霉素的新鲜LB液体培养液

中, 培养至对数生长期(OD600 为 0.4~0.6), 加不同浓

度的 IPTG 或乳糖诱导表达重组蛋白, 另一试管作为

对照, 于 37oC 下继续培养 6 h。收集菌体, 重悬于

TE(pH8.0)中, 并加入等量的 2×蛋白 buffer, 沸水浴 5 

min 后, 进行 SDS-PAGE 分析。用 GelPro4.5 软件进

行分析, 测量表达产物占菌体总蛋白的相对含量。 

1.6  表达产物在大肠杆菌细胞中的分布 
取诱导的菌液 1 mL, 在冰浴中进行超声波破菌, 

每次超声 30 s, 间隔 30 s, 共超声 8 次。裂解后的菌

液于 4oC、5000 r/min 离心 5 min, 分别收集上清和

沉淀, 取样进行 SDS-PAGE 分析, 确定表达产物在

大肠杆菌细胞中的分布。 

1.7  表达产物的 Western blotting 分析 
将重组菌 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)和粗提包

涵体经 SDS-PAGE 分析后转印硝酸纤维素膜, 分别

以标准 LTB 抗血清和标准α抗血清为一抗, HRP 标记

的兔抗鼠 IgG 为二抗进行 Western blotting 分析。 

1.8  基因工程菌株诱导表达条件的优化 
1.8.1  乳糖诱导条件的筛选 

以 1%接种量接种 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)

菌株的二级种子液, 37oC 发酵罐通气培养, 培养 3 h 时

分别添加终浓度为 0.01 mol/L 、0.02 mol/L、0.03 mol/L、

0.04 mol/L 的乳糖进行诱导, 开始诱导及诱导后每 

1 h 取样 1 次, 分别进行活菌计数, 并按常规方法进

行 SDS-PAGE 分析, 对比目的蛋白表达量, 筛选最

佳诱导条件。 

1.8.2  通气培养条件的筛选 

制备 LB 培养基, 每罐 1.2×104 mL, 以 1%接种

二级种子液; 加入乳糖诱导剂后, 分别以 5 L/min、

7.5 L/min、10 L/min、12.5 L/min、15 L/min、17.5 

L/min、20 L/min 的通气量诱导培养 6 h; 活菌计数, 

并进行 SDS-PAGE 分析。重复 3 次, 确定最佳通   

气量。 

1.9  重组菌株基因工程灭活疫苗的初步制备 
重组菌株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)诱导 6 h 后, 

加入终浓度为 0.2% 的甲醛 37°C 灭活 48 h; 12 000 

r/min 离心 20 min, 生理盐水洗涤 3 次, 稀释至约

2×109 CFU/mL, 最后加入 20%的氢氧化铝胶, 充分

混匀。 

1.10  重组菌株基因工程灭活疫苗的安全性测定 
取生理盐水重悬后的灭活包涵体液接种 5 只小

鼠, 每只腹腔接种 0.3 mL, 对照组腹腔注射 0.3 mL

生理盐水, 观察 2 周, 观察小鼠存活情况。 

1.10.1  小鼠致病菌最小致死剂量(MLD)的确定 

将大肠杆菌强毒株 C83905 和 A 型产气荚膜梭

菌 NCTC64609 分别用培养基分别稀释成含菌量

1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109 CFU/mL 

的菌液, 每个浓度接种 5 只健康小鼠, 每只腹腔注

射 0.2 mL; 另设培养基对照组小鼠 5 只。接种后观

察 1 周, 确定最小致死剂量。 
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1.10.2  小鼠保护性实验 

将 6~8 周龄雌性健康昆明系小鼠随机分成 6 组, 

每组 10 只, 每组分别进行皮下注射免疫制剂或对照

用空载体灭活苗和生理盐水、氢氧化铝佐剂混合物。

第 1 组注射灭活基因工程疫苗; 第 2 组注射 0.1 mL

含氢氧化铝的灭活基因工程疫苗; 第 3 组注射 0.2 mL

含氢氧化铝的灭活基因工程疫苗; 第 4 组注射 0.3 mL

氢氧化铝重悬的灭活基因工程疫苗; 第 5 组注射空

载体灭活苗; 第 6 组注射生理盐水和氢氧化铝佐剂

的混合物作为对照; 注射量为 0.3 mL, 2 周后加强免

疫 1 次。从最后 1 次免疫结束算起, 2 周后每组同时

接种最小致死剂量的大肠杆菌强毒株 C83905 和 A

型产气荚膜梭菌 NCTC64609。观察 1 周统计其发病

和死亡情况, 并进行组织病理学观察。 

1.10.3  重组菌株基因工程灭活疫苗的猪场初步试验 

在石家庄市栾城县某猪场选择 10 头实验用

母猪 , 在产前 45 d 和 15 d 分别颈部肌肉注射灭活

基因工程疫苗各 5 mL; 另取 10 头母猪注射生理

盐水和氢氧化铝胶佐剂的混合物作为对照组 , 观

察 60 d。  

2  结果 

2.1  ST1、LTB 和α-β基因的克隆与序列分析 
首先以产肠毒素性大肠杆菌基因组 DNA 为  

模板, 利用设计的引物, 成功扩增出了约 150 bp 和

400 bp 的特异性片断(图 1、图 2); 测序完成后, 利

用 DNA Star软件与 GenBank报道的基因序列进行同

源性比较, 发现所得 LTB 基因序列与 M17873(猪源

ETEC 的 LTB 基因)序列同源性为 100%。在每一个

ST1 基因的 3'端有 2 处发生了 T→A 的置换, 与实验

设计相符。以 pETαβ 质粒为模板, 扩增出了约 1.9 kb

的α-β保护性抗原基因(图 3)。经 DNA 序列分析证实

为α-β毒素保护性抗原基因。 

2.2  融合基因 ST1-LTB-α-β原核表达载体的构建

和表达 
2.2.1  原核表达载体的构建和 SDS-PAGE 分析 

质粒 pUC-ST1-2、pUC-ST1-3 和 pUC-LTB 进行

酶切后, 将 2 个 ST1 基因及 LTB 基因片段依次连接至

pUC-ST1-1 载体中。经 DNA 序列分析证实, 结果表

明构建的重组质粒 pUC-ST3LTB 中含有 3 个突变的

ST1 基因和 1 个 LTB 基因, 融合基因全长为 828 bp 

 

图 1  ST1 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 1  Amplification of ST1 gene by PCR 

1, 2: PCR products of ST gene; M: DNA marker DL2000 

 

图 2  LTB 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 2  Amplification of LTB gene by PCR 

1: PCR products of LTB gene; M: DNA marker DL2000 

 

图 3  α-β保护性抗原基因的 PCR 结果 
Fig. 3  Amplification of α-β protective antigen gene by PCR 

1, 2, 3: amplificated α-β protective antigen gene by PCR; 
M: DNA marker 
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(图 4)。重组表达质粒 pETST3LTBαβ酶切鉴定和 PCR

电泳条带中, 均出现了 1 条约 3 kb 左右的片段(图 5), 

转 化 BL21(DE3) 得 到 重 组 菌 株 BL21(DE3) 

(pETST3LTBαβ)。挑取单个菌落培养, 用 0.5 mmol/L 

IPTG 诱导培养 5 h 后, 进行 SDS-PAGE, 结果表明

ST1-LTB-α-β融合基因可在这种宿主菌中得以表达 , 

表达蛋白分子量约 110 kD(图 6)。 

 
图 4  pETST3LTB 重组质粒的酶切图谱 

Fig. 4  Identification of recombinant plasmid pETST3LTB 
1: recombinant plasmid pETST3LTB digested with Not I and 

Hind III; M: DNA marker DL2000 

 

图 5  重组质粒 pETST3LTBαβ酶切图谱 
Fig. 5  Identification of recombinant plasmid 

pETST3LTBαβ digested by Not I and Nco I 
1: recombinant plasmid pETST3LTBαβ digested with Not I and 

Nco I; M. DNA marker 
 

2.2.2  表达产物在大肠杆菌中的分布 

将重组菌株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)超声破

碎后, 将上清液(可溶性蛋白)和沉淀(包涵体)分别经

SDS-PAGE 鉴定, 结果证明表达蛋白主要以包涵体

的形式存在。 

 

图 6  SDS-PAGE 分析重组蛋白在 E. coli 中的表达 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of the expression of the 

recombinant protein in E. coli 
M: low molecular weight protein markers; 1: the total proteins of 

the recombinant strain BL21 (DE3)(pET28b)induced with 0.5 
mmol/L IPTG; 2: the total proteins of the recombinant strain 
BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)induced with 0.5 mmol/L IPTG 

 

2.2.3  表达产物的 Western blotting 检测 

将重组菌 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ)粗提包涵

体经 SDS-PAGE 分析后转印硝酸纤维素膜 , 进行

Western blotting 分析, DAB 显色后, 仅在 110 kD 左

右出现特异性阳性带(图 7), 证实 110 kD 为特异性

表达产物并具有反应原性。 

 
图 7  重组蛋白的 Western blotting 分析 

Fig. 7  Western blotting analysis of expressed products 
1: the reaction of the total proteins of the recombinant strain 
BL21(DE3)(pET28b)and anti-α toxin antibody; 2: the reaction of 
the expressed proteins of the recombinant strain BL21(DE3) 
(pETST3LTBαβ)and anti-α toxin antibody; 3: the reaction of the 
expressed proteins of the recombinant strain BL21(DE3) 
(pETST3LTBαβ) and anti-LT toxin antibody; 4: the reaction of the 
total proteins of the recombinant strain BL21(DE3)(pET28b) and 
anti-LT toxin antibody 
 

2.3  基因工程菌株诱导表达条件的优化 
2.3.1  乳糖最佳诱导条件的筛选 

该基因工程菌株以 1%接种量接种二级种子液, 



宋杰等: 表达 ST1-LTB-α-β融合蛋白基因工程菌株的构建及其免疫原性分析 1345 

 

Journals.im.ac.cn 

37oC 发酵罐通气培养, 培养 3 h 时分别添加终浓度

为 0.01 mol/L、0.02 mol/L、0.03 mol/L、0.04 mol/L

的乳糖进行诱导, 结果如图 8 所示, 在乳糖浓度为

0.03 mol/L 时目的蛋白表达量最高, 约为总蛋白含

量的 38.53%。 

2.3.2  通气培养条件的筛选结果 

通气培养条件实验表明 , 该基因工程菌株以

1.2×104 mL LB 培养基通气培养, 在 12.5 L/min 的通

气培养条件下, 其培养菌数高于 5 L/min、7.5 L/min、
10 L/min 的通气培养条件,  略低于 15 L/min、17.5 

L/min、20 L/min 的通气培养条件; 而目的蛋白表达

量明显高于 5 L/min、7.5 L/min、10 L/min、15 L/min、
17.5 L/min、20 L/min 的通气培养条件 , 其中 5 

L/min、17.5 L/min、20 L/min 通气培养条件下几乎

没有目的蛋白的表达。 

2.4  基因工程灭活疫苗的制备及其免疫原性研究 
2.4.1  疫苗安全性测定 

包涵体粗体物疫苗静置后, 上层为淡黄色澄明

液体, 下层为灰白色沉淀, 振荡后呈均匀混悬液。经

无菌检验和甲醛检验后经皮下注射小鼠, 3 周后全

部存活, 均无临床症状出现, 剖检无病理变化。 

 
图 8  乳糖浓度对表达量的影响 

Fig. 8  Effects of lactose on the expression of the fusion protein 
M: low molecular weight protein markers; 1: the total proteins of the 
recombinant strain BL21(DE3) (pET28b) induced with 0.04 mol/L 
lactose for 5 h; 2: the total proteins of the recombinant strain 
BL21(DE3) (pETST3LTBαβ) induced with 0.04 mol/L lactose for 5 h; 
3: the total proteins of the recombinant strain BL21(DE3) 
(pETST3LTBαβ) induced with 0.03 mol/L lactose for 5 h; 4: the total 
proteins of the recombinant strain BL21(DE3) (pETST3LTBαβ) 
induced with 0.02 mol/L lactose for 5 h; 5:the total proteins of the 
recombinant strain BL21(DE3) (pETST3LTBαβ) induced with 0.04 
mol/L lactose for 5 h 

2.4.2  最小致死剂量(MLD)的确定 

小鼠接种后, 对实验小鼠和对照小鼠观察 1 周, 

记录致死情况, 确定大肠杆菌 C83605最小致死剂量

为 1×109 CFU/mL, A 型产气荚膜梭菌 NCTC64609 最

小致死剂量为 1×108 CFU/mL。 

2.4.3  小鼠保护性实验结果 

小鼠分别经过 2 次免疫后, 用最小致死剂量的

大肠杆菌强毒株 C83905 及 A 型产气荚膜梭菌

NCTC64609 攻毒; 结果见表 2, 可以看出对照组 2

天后开始死亡, 1 周内全部死亡; 灭活疫苗免疫组

保护率为 80%(8/10), 中草药+灭活疫苗免疫组保护

率可达 90%(9/10)。攻毒后, 将病死的小鼠和健康小

鼠解剖, 取小肠和肾制作组织石蜡切片, HE 染色结

果见图 9。从图上可以看出, 病死的小鼠小肠绒毛上

皮细胞松散 , 基底层排列不紧密 , 健康小鼠的小肠

绒毛上皮细胞排列紧密整齐; 病死小鼠肾有出血点, 

健康小鼠肾正常。 

2.5  猪场初步试验结果 
结果如表 4 所示, 可以看出免疫基因工程菌株 

 

图 9  小鼠组织切片 HE 染色结果 
Fig .  9   The  observed results of HE stain with histological 

technology 
A: the nephridium of died mice; B: the nephridium of survived mice; C: 

the intestine of died mice; D: the intestine of survived mice 
 

表 3  小鼠免疫保护结果测定 
Table 3  The protective rate of the vaccine for the 

immunized mice 

Groups Group1 Group2 Group3 Group4 Group5 Group6

Died mice/
total mice 2/10 2/10 1/10 3/10 10/10 10/10

Protective
rate (%) 80 80 90 70 0 0 
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制剂后, 仔猪发病率明显降低。未免疫对照组发病

率较高(多在 50%以上, 甚至高达 100%), 存活率多

在 65%以下; 而免疫组只有个别窝仔猪(星号部分)

可能因为实验猪自身免疫力低下等原因发病率较高, 

其余发病率均在 40%以下, 出栏率在 65%以上。免

疫组仔猪普遍比对照组猪舍的仔猪健壮, 即使发病

也表现出发病时间后延、病程短的特点。利用

STSTISTICA 6.0 软件对表 4 数据进行统计学分析: T

检验 P=0.0027 (<0.01), 差异显著。疫苗免疫组与对

照组仔猪存活率存在显著差异, 表明本实验所构建

的基因工程疫苗可以显著提高仔猪的存活率。 

表 4  疫苗的猪体免疫实验结果 
Table 4  The results of pig immune experiment 

Experiment group 
                                                          

Control group 
                                                          No. of 

offspring 
No. of 
sick 

No. of 
survived

No. of 
offspring 

No. of
sick 

No. of 
survived

1 12 4 9 13 4 9 

2 15 6 10 10 5 6 

3 13 5 10 12 7 7 

4 11 4 8 11 7 7 

5 10 7 * 6 * 13 9 5 

6 12 2 11 12 4 9 

7 13 1 13 11 11 0 

8 12 0 12 10 5 6 

9 10 5 7 10 6 4 

10 11 4 9 12 6 6 
 

3  讨论 

由产肠毒素型大肠杆菌(ETEC)引起的幼畜腹泻

在我国普遍流行 , 每年死亡的仔猪中约有 50%与

ETEC 有关, 造成养殖业巨大经济损失。目前研制的

ETEC 菌苗多着眼于特定的菌毛(如 K88, K99), 但由

于菌毛型较多, 所研制菌苗往往由于菌毛型不符而

无效。而肠毒素只有 ST、LT 二个型, 制成的双价苗

可通用于各种菌型。国外曾经将 ST1 成熟肽融合在

LTB 亚单位基因的上游或下游, 取得了一些结果。国

内重复了类似试验 , 但并没有获得成功 , 原因在于

构建的 ST1-LTB 融合基因表达产物仍具有 ST1 毒性。

ST1 肠毒素本身含有 6 个半胱氨酸残基 Cys, 这 6 个

Cys 可形成 3 对链内二硫键, 对 ST1 生物毒性至关重

要, 如果将二硫键破坏, 就可以使 ST1 失去生物毒

性[10,11]。 

产气荚膜梭菌属腐生性厌氧芽孢致病菌, 在土

壤中广泛存在 , 具有广泛的疫源地 , 因而对我国畜

牧业生产构成严重威胁, 全国各地仔猪红痢的发病

率呈上升趋势 [9], 具有很高的发病率和死亡率 , 本

病的主要致病因子为菌体产生的α-毒素和β-毒素。

α-毒素是 A 型产气荚膜梭菌最主要的致病因子 , 

Nagahama 等和 Guillourd 等分别报道了α-毒素中第

11、68、126、136、148 位上的组氨酸残基对其具有

活性至关重要, 68 位或 148 位组氨酸被其他氨基酸

残基取代 , 即可丧失其全部的溶血性和致死性 , 但

却具有良好的免疫原性。另外, Williamson 等也报道

了 247-370 位的α-毒素片段具有良好的免疫原性[12]。 

目前研制的基因工程疫苗只是针对其中一种病

原菌 , 给仔猪注射防疫后效果不十分明显 , 所以多

价疫苗的研制成为趋势。因而本试验在实验室前人

工作的基础上, 根据 ST1 的理化性质, 利用基因突

变技术, 在基因水平上将编码 Cys 的 TGT 突变成编

码 Ser 的 AGT, 这样的 ST1突变基因的表达产物就失

去了 2 个链内二硫键, 结果导致 ST1 突变体不具有

ST1 生物毒性。对于 ST1 存在免疫原性弱的问题, 本

研究将 3 个 ST1基因连接在一起, 表达的产物增加了

2 个抗原决定簇, 提高了 ST1 的免疫原性。LT 含有 1

个分子量为 25 KDa 的 A 亚单位和 5 个分子量 11 

KDa 的 B 亚单位, 它们以非共价键形成四级结构而

形成全毒素, A 亚基能催化真核细胞中与调控腺苷

酸环化酶有关的一种膜蛋白腺苷二磷酸糖基化, 是

毒素的毒力活性部分。B 亚基与靶细胞膜的组成部分

GM1 结合, 介导 A 亚基进入, 是毒素主要的免疫原

性部分。本试验克隆扩增了 LT分子的 B亚基基因, 从

而使表达的蛋白具有良好的免疫原性且无毒性。 

基 因 工 程 菌 株 BL21(DE3)(pETST3LTBαβ) 经

IPTG 或乳糖诱导后均可获得高效表达 , 表达的

ST1-LTB-α-β融合蛋白以包涵体形式存在于菌体内

部, 且 LTB 在保留原有抗原性基础上, 赋予了原本

不具有抗原性的 ST1 具有了抗原性, 克隆的α-β保护

性抗原融合基因使表达的融合蛋白丢失毒性。石振

华[11]和柏佳宁[8]等分别证明 ST1-LTB 及α-β融合蛋

白均具有原来蛋白的活性; Western blotting 分析也

表明所表达的融合蛋白能分别与标准 LTB 抗血清和

标准α抗血清产生极强的免疫反应 , 证明该融合蛋

白具有 4 种蛋白各自的良好免疫原性。经薄层凝胶
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电泳扫描分析, 目的蛋白的表达量占 38.53%。附以

中草药为佐剂免疫小鼠 , 进行保护性实验 , 对小鼠

的保护率可达 80%, 同时中草药对于提高免疫力有

一定的效果; 田间试验结果也表明该菌株制剂对仔

猪具有较高的保护效果, 受免仔猪发病率明显降低, 

均在 40%以下, T 检验存活率 P=0.0027, 差异显著; 

即使发病也表现出发病时间后延, 病程短的特点。

通过 20 L 发酵罐发酵培养, 在接种 1%二级种子液 

5 L/min 通气培养 3 h 后, 加入终浓度为 0.03 mol/L

的乳糖、12.5 L/min 通气量培养 6 h 即可得到最高的

目的蛋白生产率。证明构建的基因工程菌株可用于

生产 ST1-LTB-α-β四价基因工程疫苗的候选菌株。 
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