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摘 要：用聚合酶链反应扩增出猪源大肠杆菌编码 AB前体（C-’6AB）和 DB的 E亚单位（DBE）成
熟多肽的序列，再通过套式 FGH将 C-’6AB编码序列 "I端和 DBE编码序列 @I端融合，并置于同
一阅读框内，得到 AB和 DBE的融合基因，将此序列克隆到 CJ5K6B质粒中，序列分析后，亚克
隆到表达载体 CL5"%中，在大肠杆菌细胞中得到表达，表达的融合蛋白同时具有 AB和 DBE的
抗原性，且无 AB和 DB的生物毒性。
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肠毒素大肠杆菌（5O=+-’=’P8Q+O8> !"#$%&’#$’( #)*’，5B5G）是幼畜腹泻的主要病原菌，幼
畜感染后常导致严重的腹泻和死亡，给畜牧业生产特别是养猪业带来重大的损失［#，$］。

5B5G致病的原因是产生热敏肠毒素（<+/=6(/,8(+ =’P8O，DB）和耐热肠毒素（<+/=6R=/,(+ =’P8O ，
AB）［"，!］。DB由一个约 $M ST的 N亚基和 @个 ## ) @ ST的 E亚基组成，N亚基具有 NTFH6
转移酶和 1NT糖基水解酶活性，其作用是活化腺苷酸环化酶（NG），使细胞内 >NKF增加，
导致水与电解质的平衡失调，从而产生腹泻［@］；E亚基可与靶细胞上的神经节苷酯（JK#）
受体结合，介导 N亚基的进入，全 DB分子及无毒性的 E亚基均具有很好的抗原性［3］。AB
毒性活性部分仅为 #M或 #2个氨基酸的小肽，#M氨基酸的 AB主要由牛、猪等的 5B5G中
检出，称 ABU/，而 #2氨基酸的 AB只在人源的 5B5G中检出，称 ABU,；他们都能够与靶细胞
膜上的特异性受体结合，活化鸟苷酸环化酶，通过 >JKF途径影响细胞生理功能，导致腹
泻［?，M］。AB在致病中起着非常重要的作用，几乎所有重症腹泻的患畜中，只要分离到
5B5G，大都产生 AB。单一的 AB无免疫原性，当 AB与载体蛋白共价偶联时，可呈现免疫原
性。DB的 E亚单位无毒性，且具有很好的免疫原性，可作为制备 DB的抗原和 AB的载体
蛋白。

! 材料和方法

! "! 菌株与质粒
大肠杆菌 TV@!、K#@（CH5F!），!!M#@6"（DBW ABW）等由本实验室保存；质粒 CHX6DBE［"］

和 CBA#"2［3］由本实验室构建；CJ5K6B购自 F-’7+Q/公司、CL5"%为 LUNQ+O公司产品。



! "# 主要试剂
限制性内切酶、!"#$%&’ ()* 聚合酶、%+$()* 连接酶、,)%-为 -./012&公司产品；四色

荧光 ()*测序试剂盒为 -3公司 *!!451, 65/$7879107产品；-4&705, :5;5!.1! <59 =和 >14 3?$
9.&@95/; <59为 A012&产品；生物素标记碱性磷酸酶试剂盒购于华美生物工程公司；B%和 C%
检测试剂盒购于上海市卫生防疫站；其他试剂为国产分析纯试剂。寡核苷酸引物委托上

海 C&;2/;生物工程公司合成。
! "$ %&’操作

-DE扩增，-DE产物的回收，质粒 ()*的分离纯化，()*的连接和转化，琼脂糖凝胶
电泳等参照文献［F，G，H，I，FJ］方法及试剂盒说明程序。()*序列分析，采用双脱氧末端终止
法，参照试剂盒说明书程序进行。

!() 融合基因的表达及包涵体的分离纯化
重组质粒转化大肠杆菌，挑取单菌落接种 B6培养基，培养过夜后按 FK比例接于 B6

培养基，GLM培养至菌液的 !"HJJ达到 JN+ O JNH 时，加 =-%>至终浓度为 JNP O F 00/4QB，

GLM诱导表达后，离心菌体，重悬于 !RLN+，SJ00/4QB %.57$RD4中，超声波破菌，然后于 +M，
FG JJJ.Q05;离心 FP 05;，分别收集上清和沉淀，沉淀再用 SJ 2QB %.59/;$TFJJ，JNP 0/4QB )&D4
及双蒸水洗涤，得到的包涵体用双蒸水重悬。

!(* +%+,聚丙烯酰胺凝胶电泳和免疫印迹
参照文献［I，FJ］方法和生物素标记试剂盒说明书程序进行。

!(- +.和 /.的检测
按试剂盒程序进行，C%用竞争性 3B=C*，B%用双抗夹心法。

!(0 生物活性测定
应用乳鼠试验测定 C%生物学活性，应用兔回肠袢结扎试验测定 B%生物学活性，按文

献［+］方法进行。

# 结果

#(! +.基因和 /.1基因的融合
编码 !./$C%和成熟多肽 B%6的 ()*序列通过 -DE扩增获得，C%引物为 -F和 -S，B%6

引物为 -G和 -+：
-F：PU>>**%%D**D*%>*D>>>*>>GU
-S：PU%*>%D%>>>>*>D*%**D*%>>*>D*D*>>DGU
-G：PU>D%DDDD*>*D%*%%*D*>**DGU
-+：PU>**>D%%D%*>%%%%%D*%*D%>*%%>DGU
-F为 C% PU端起始引物，包括 C%前体序列 PU端非编码区（含核糖体结合位点）的 FP个

碱基，一个 #$%E =识别位点；-S为反向引物，包括与 C%基因 GU末端互补的 FV个碱基及与
编码 B%6成熟多肽 PU端互补的 FG个碱基，即在 C%的扩增产物中，GU端带有 FG W!的 B%6
序列。-G为 B%6 PU端成熟多肽区的核苷酸序列，-+为终止引物，含 FV W!的 B%6 G 端互
补序列、终止密码 %*>和一个 &’(, ===识别序列。用 -F、-S为引物，质粒 !%CFGI为模板，
经 -DE扩增得到一条约 SHI W!的片段；用 -G、-+为引物，质粒 !ET$B%6为模板，-DE扩增
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得到一条约 !"# $%的片段（图 &）；扩增片段经琼脂糖凝胶电泳分离后，用胶回收试剂盒回
收，等量混合 ’(和 )(*扩增片段后，以 +&和 +,为引物进行扩增，得到约 -./ $%的 %012
’(3)(*融合 456片段（图 &）。

图 ! 前体 "#基因和 $#%基因的扩增
及重组质粒分析

789:& 6;<=>?8? 1@ ABC <D%=8@8CE %012’(3)(* 9C;C?

<;E ABC 0CF1D$8;<;A %=<?D8E?

G: %*H!""3(<I J D<0KC0；& : (BC <D%=8@8CE @0<9DC;A 1@ %012’(

9C;C；" : (BC <D%=8@8CE @0<9DC;A 1@ )(* 9C;C；!: (BC @L?81;

@0<9DC;A1@ %012’(3)(* 9C;C?；5:!4563!"#E JJJ；, : %MNG3

’),3$%&HJ3!"#EJJJ；-: %ON!#3’)-3$%&HJ3!"#E JJJ :

图 & "#前体’$#%融合基因的核苷酸序列及推测的氨基酸序列
789:" ’CILC;FC 1@ %012’(3)(* @L?81; 9C;C <;E 8A? ECELFCE <D8;1 <F8E?

&(& 重组质粒的构建
将扩增得到的 -./ $% ’(3)(*融合 456

片段与 %MNG2( 载体连接，转化大肠杆菌
4P-"，随机挑取 &# 个转化子，用引物 +& 和
+,进行检测，阳性克隆再用 $%&H J3!"#E JJJ
双酶切和电泳分析，证实重组质粒含有 -./
$%的插入片段（图 &）；用双脱氧末端终止法
测定了其中 ! 个重组质粒插入片段的 456
序列（正向用 (. 通用测序引物，反向用 ’+/
通用测序引物），结果证实 456 序列和读码
框正确（图 "）。将其中一个命名为 %MNG3
’),。将 %MNG3’),用 $%&HJ和 !"#E JJJ双酶
切割后，胶回收融合基因片段插入表达载体

%ON!# $%&H J3!"#E JJJ酶切位点上，转化大肠
杆菌 G&-后得到重组质粒 %ON!#3’)-（图 &）。
&() 重组 *+,-"#’$#%融合基因的表达
重组质粒 %ON!#3’)-转入大肠杆菌 G&-（%HN+,）后，细胞诱导物用 &-Q ’4’2+6MN凝

胶电泳，考马斯亮蓝 M"-#染色。结果表明（图 !），重组质粒 %ON!#3’)- 在大肠杆菌 G&-
细胞中经 J+(M诱导 , R . B，在 "# K4处有一条表达蛋白带，经免疫印迹显示，该蛋白带能
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与特异的 !"抗体反应，证明表达蛋白为含 !"的融合蛋白。

图 ! "#$%#&融合蛋白的 "’"(聚丙烯酰胺凝胶电泳（左）和)*+,*-.印迹（右）
#$%&’ ()(*+,-. /0 012$/3 45/67$3 /0 45/*("8!"9（:706）;3< =726753 >:/6（5$%?6）

"?7 ;55/=2 2?/= 6?7 012$/3 45/67$3 ;3< 6?7 2$%3;:2 /0 =726753 >:/6

@& +5/67$3 A/:7B1:;5 =7$%?6 A;5C75；

D& ! & "#$% @DE（4F.+G）；

H& ! & "#$% @DE ?;5>/5$3% 4I.’J8(!E ；

’，G & ! & "#$% @DE ?;5>/5$3% 4I.’J8(!E $3<1B7< =$6? K+"-&

/01 2-3("#$%#&融合多肽抗原性测定
采用夹心法 .!K(,测定融合蛋白的 !"抗原性，竞争性 .!K(,测定融合蛋白的 ("抗

原性，三次平均结果见表 D和表 H，表达产物同时具有 !"和 ("的抗原性。经兔回肠袢结
扎试验和乳鼠生物学试验也表明，融合的 45/*("8!"9蛋白无 !"和 ("的生物学毒性。

表 4 2-3("#$%#&融合蛋白的 "#抗原性检测

";>:7 D (" ;36$%73$B$6L /0 6?7 45/*("8!"9 >L B/A476$6$M7 .!K(, $3 &’GNJ

(65;$32 D ODJ D OHJ D OGJ D OPJ D ODQJ D O’HJ

! & "#$% GGPDE*’ J &J’E（ R） JSJQD（ R） JSJTD（ R） JSDJJ（ R） JSDHN（ U） JSDHH（ U）

@DE*4I.’J8(!E JSJ’H（ R） JSJEQ（ R） JSJQD（ R） JSJNH（ R） JSDHG（ U） JSDDE（ U）

! S "#$% @DE JSHD（ U）

! & "#$% GGPDE*’：4/2$6$M7 B/365/:；! & "#$% @DE：37%;6$M7 B/365/: &

表 / 2-3("#$%#&融合蛋白的 %#抗原性检测

";>:7 H !" ;36$%73$B$6L /0 6?7 45/*("8!"9 >L 2;3<=$B? .!K(, $3 &’GNJ

(65;$32 D ODJ D OHJ D OGJ D OPJ D ODQJ D O’HJ

! & "#$% GGPDE U ’ JSGP（ R） JSH’（ R） JSDN（ R） JSDJ（ U） JSJP（ U） JSJT（ U）

@DE*4I.’J8(!E JSP（ R） JS’E（ R） JSHP（ R） JSDQ（ U） JSJN（ U） JSDD（ U）

! & "#$% @DE JSJQ（ U）

! & "#$% GGPDE*’：4/2$6$M7 B/365/:；! & "#$% @DE：37%;6$M7 B/365/: &
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! 讨论

!"!#所导致的仔猪腹泻是危害养猪业的重要原因之一。长期以来，对该病的预防主
要以猪大肠杆菌多价油佐剂灭活菌苗，由于野生的 $"几乎没有免疫原性且具有很强的生
物毒性，因此不能有效预防仔猪腹泻。理想的 !"!#疫苗不仅要包含定居因子抗原，同时
也应该包含 %"&和 $"抗原。如何增强 $"的免疫原性，成为制备 !"!#疫苗的关键。本研
究用 ’#(方法，将 )*+,$"基因和 %"&基因融合，并在大肠杆菌细胞中表达。实验证明，用
这种方法进行基因融合是可行的。在基因表达过程中，产生的融合蛋白主要以包涵体的

形式存在，易于分离纯化。
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