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猪 ! 组轮状病毒 "#$ 基因与乳酸菌非抗性表达载体的

重组及在大肠杆菌中的表达
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摘 要：以猪 4 组轮状病毒 :K04 为模板，应用反转录聚合酶链式反应（K86LMK）技术，扩增了 %%5!-N 的 &N2 基因，

通过 864 克隆技术，将 LMK 产物克隆至克隆载体 NO9P68 &.+,’/ 中，构建克隆质粒 NO9P686&N2。用 !"#!和 $%&!
双酶切 NO9P686&N2 和以胸苷酸合成酶基因（,G>:<B>(;,. Q>C,G;Q.，’()*）为选择压力的非抗生素抗性的穿梭表达载体

NR!#",，并将纯化的 &N2 基因亚克隆至表达载体 NR!#", 中，构建出可以在乳酸菌与大肠杆菌之间穿梭表达的原核

表达重组质粒 NR!#",6&N2。将 NR!#",6&N2 转化至 ’()* 基因缺陷型的大肠杆菌感受态 + ) #,-. S%3 中，经生长功能弥

补筛选阳性克隆，通过 JTJ6L4O9 分析，可见约 !!U11VT 的融合蛋白。由 R.Q,./C -(’, 分析，表明该蛋白具有与轮状

病毒多克隆抗体的反应原性，从而为 NR!#",6&N2 在乳酸菌受体菌株中表达提供理论基础和实验依据。
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轮状病毒（K’,;W</?Q，K&）属于呼肠孤病毒科

（/0,1.2.3"0）、轮状病毒属（/,’"1.2"4），作为婴幼儿和

动物腹泻的主要病原在世界范围内广泛流行，每年

造成巨大损失。鉴于其危害严重且无有效治疗手

段，世界卫生组织将 K& 疫苗列为最优先发展的疫

苗项目之一，尤其是它的基因工程疫苗的研制更为

重要。

随着分子生物学技术的发展，K& 主要保护性抗

原基因已经被克隆和测序，现已明确 &L2 蛋白为

K& 组特异性抗原，位于病毒的内壳，占病毒颗粒的

"%X。由于 &L2 主要刺激机体产生黏膜免疫抗体

QYI4，在黏膜免疫中具有非常重要的作用，因而研制

由轮状病毒 &N2 基因介导黏膜免疫的口服基因工

程疫苗具有重要的意义［%，#］。

本研究将猪 4 组轮状病毒 &N2 基因进行克隆、

测序，与“疫苗级”以 ’()* 基因为选择标记的可在乳

酸菌和大肠杆菌之间穿梭表达的载体 NR!#", 进行

重组，并 转 化 入 ’()* 基 因 缺 陷 型 的 大 肠 杆 菌

（+4#(02.#(." #,-.）S%3 中。通过 JTJ6L4O9 和 R.Q,./C

-(’, 检测表明，外源基因 &N2 可以通过表达 载 体

NR!#", 在大肠杆菌中表达并具有反应原性［3，!］，从

而为下一步 NR!#",6&N2 在 ’()* 基因缺陷型的乳酸

菌受体菌株中表达提供理论基础和实验依据。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 试验材料：猪 4 组轮状病毒 R; 株，由吉林

省某地分离并鉴定；’()* 基因为选择压力的载体

NR!#",，由本文第一作者构建#；+ ) #,-. ZP%$5，由本

文第一作者实验室保存；+ ) #,-. S%3，由本文第一作

者筛选；轮状病毒兔抗猪多克隆抗体，由本文第一作

者实验室研制保存；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

YIO，由中国农业大学张国中博士惠赠。

%&%&’ 主 要 试 剂：K04 提 取 用 8KY[’( 试 剂 盒 为

OY\M*\K= 公司产品；4P& 反转录酶、8! T04 连接

酶和 NO9P68 &.+,’/ 克隆载体为 L/’:.I; 公司产品；

9] 5"6 T04 聚合酶、K0;Q<C、!"#!、$%&!、核酸分

子量标准为 8;^;K; 公司产品；琼脂糖为 JN;C<QG 公



司产品；溶菌酶、!"#$%、&’()*、+$#( 为 ,-./0 公司产

品；氨苄青霉素、12’苏氨酸、1##、3")%- 4 为 5678)
公司产品；1"4 凝胶回收纯化试剂盒为杭州维特洁

生化技术有限公司产品；酵母浸出粉、胰蛋白胨为

9:06! 公司产品；低分子量蛋白质标准为上海生物化

学研究所产品；$;1< 转移膜为 (*-8)= 公司产品。

!"# $%& 基因的克隆

!"#"! $>3 扩增：根据 (-=,)=? 中（4<@ABAC@）猪轮

状病毒 95D 株 ;EF 的基因序列，设计一对扩增该基

因的 $>3 引物（由大连 #)G)3) 公司合成）：$A：HI’
(#(!"!#$#4#((4((##>#(#4>#>###4#’@I；$C：HI’
(#(!!$"###>4>##44#>44>4#(>##>#’@I（划线序

列分别为 %&’!、()*!酶切位点）。按 #3+J0* 试剂

盒方法提取猪轮状病毒总 3"4；以总 3"4 为模板，

以 $A、$C 为引物，3#’$>3 扩增 ;EF 基因。反转录反

应体系（HK"2）及反应条件如下：取 AKLK"2 83"4，

BHM H86=，迅速置于冰上冷却后，再加入 H N 4O;
,PQQ-R AKLK"2，!"#$%（AK880*S2 -)/T）ULK"2，3")%6=
ALK"2，$C KLH"2，4O;（HDS"2）KLH"2，9*67（ !#）

ALK"2，O7>*C（CH880*S2）ULK"2，加 1V$> 处 理 的 水

AWLK"2。UCM AT，WHM H86=。$>3 反应体系（HK"2）

及反 应 条 件 如 下：AK N $>3 ,PQQ-R HLK"2；!"#$%
（CLH880*S2）@LK"2；$A、$C 各 ALK"2；/1"4 HLK"2；

3")%6= ALK"2；O7>*C CLK"2；V& $&+ 1")%- KLH"2；

1V$> 处 理 水 @ALH"2。反 应 条 件：WUM X86=；WUM
ALH86=，HHM ALK86=，BCM CLK86=，共 @H 个 循 环；

BCM AK86=。

!"#"# ;EF 基因的克隆：$>3 产物经纯化后，以 #U
1"4 连接酶连接于 E(VO’# ;-/Y0R 中，并转化至感

受态 , Z ’-./ [OAKW 中。通过#’互补法、质粒大小、酶

切分析及 $>3 扩增鉴定重组克隆，获得重组质粒

E(VO’#’;EF，送至大连 #)G)3) 公司进行测序，并应

用 1"45#43 软件进行分析。

!"’ 乳酸菌与大肠杆菌原核表达重组质粒的构建

与目的基因的表达

对重组质粒 E(VO’#’;EF 和以 012" 基因为选择

压力的载体 E\UCHY 均以 %&’!、()*!双酶切，切胶

纯化后，以 #U 1"4 连接酶连接。连接产物转化至

012" 基因缺陷型的大肠杆菌感受态 &A@ 中，在普通

的 2, 固体培养基（没有添加胸腺嘧啶核苷）上培

养，经生长功能弥补，筛选获得原核表达重组质粒

E\UCHY’;EF。

将原核表达重组菌接种于 H82 普通的 2, 液体

培养基（没有添加胸腺嘧啶核苷）中，@BM CKKRS86=

培养过夜。取 C82 接种于 AKK82 2, 液体培养基

中，在 培 养 基 中 添 加 UK880*S2 12’苏 氨 酸，@BM
CHKRS86= 培养至 34FKK为 KLF ] KLX。每隔 AT 取一次

菌 液，取 至 AKT。 以 同 样 的 方 法 诱 导 含 空 质 粒

E\UCHY 的 , Z ’-./ &A@ AKT 作对照。

!"( )*)+,-./ 分析

将各个时间诱导收获的菌液按《分子克隆》中方

法进行 AH^ 515’$4(V。

!"0 1234256 7894 分析

表达产物经 515’$4(V 后，按《分子克隆》中方

法以 ,+9’341 系统电转移至 $;1< 转移膜上，经牛

血清白蛋白封闭后，依次加入轮状病毒兔抗猪多克

隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 +7(，最后在

联苯胺（14,）溶液中显色并观察结果。

# 结果

#"! 重组载体构建与阳性克隆筛选鉴定

用提取的总 3"4 为模板，3#’$>3 扩增 ;EF 基

因，扩增产物约为 ACKK.E，与预期大小相符。纯化

的 ;EF $>3 产物与 E(VO’# ;-/Y0R 连接，构建重组质

粒 E(VO’#’;EF。经过#’互补法、质粒大小鉴定重组

质粒 后，用 %&’! 和 ()*!双 酶 切 鉴 定 E(VO’#’
;EF，结果得到约 @KKK.E 的 E(VO’# 线性片段和约

ACKK.E 的插入片段。再以阳性重组质粒为模板，经

$>3 扩增得到约 ACKK.E 的基因片段（图 A）。

图 ! ,:; 鉴定含 $%& 基因的重组质粒

<67Z A +!-=Y6Q6/)Y60= -*-/YR0ET0R-%6% 0Q R-/08.6=)=Y E*)%86! E(VO’#’

;EF ._ $>3

OZ 12CKKK 8)R?-R；AZ $>3 ER0!P/Y ‘6YT YT- R-/08.6=)=Y E*)%86! )%

Y-8E*)Y-Z

#"# $%& 基因序列测定和分析

将上述鉴定为阳性的质粒送至 #)G)3) 公司测

序，对测序结果与 3; 其它代表株绘制系统进化树

（图 C），并进行核苷酸序列和氨基酸序列同源性

比对。

试验 株 轮 状 病 毒 ;EF 基 因 的 开 放 阅 读 框 为

AAWU.E，核苷酸序列比较结果显示：实验株 ;EF 基因

序 列（"0Z 1aAAWXCC）与 美 国 株 马 里 兰 株（"0Z

FXF 微生物学报 "’0& 5/’6-7/-.-8/’& %/*/’& CKKH，;0*ZUH "0ZH



图 ! "#$ 基因的进化树

!"#$% &’( )’*+,#(-(."/ .0(( ,1 0,.23"045 6)7 #(-(

899:%7）和委内瑞拉株（;,$<!:=>=%:）同源性分别为

?=@7A和 ?9@9A；与英国株（;,$ B%C=?D、B%C=?7）同

源性 分 别 为 ?9@>A 和 ?9@EA；与 黑 龙 江 株（;,$
<FE:?77D）同 源 性 为 >C@?A；与 阿 根 廷 株（;,$
G=99:=）同源性为 >C@7A；与巴西株（;,$ HCD=E>）和

法国株（;,$ H%C%?>）同源性较低，分别为 EE@%A和

ED@CA（见表 = 中的 <）。

6)7 基因翻译后编码 :C? 个氨基酸。与其它

I6 株 6)7 基因的氨基酸序列比较，结果显示实验

株的 6)7 基因的氨基酸与国内外报道 6)7 基因的

氨基酸序列的同源性为 D%@>A J C%@%A，其中与美

国马里兰株（;,$ 899:%7）同源性最高，为 C%@%A；与

英国株（;,$ B%C=?D）和委内瑞拉株（;,$ <!:=>=%:）同

源性均为 C=@%A；与另一英国株（;,$ B%C=?7）同源性

为 C9@>A；与黑龙江株（;,$ <FE:?77D）的同源性为

C9@EA；与阿根廷株（;,$ G=99:=）同源性为 C9@%A；

与巴西株（;,$ HCD=E>）和法国株（;,$ H%C%?>）同源

性最低，分别为 D%@?A和 D%@>A（见表 = 中的 K）。

表 % "#$ 基因序列同源性比较

&2L+( = M,N,+,#* /,N)20"5,- ,1 6)7 5(O4(-/( ,1 (P)(0"N(-.2+ 5.02"- Q".’ ,.’(0 5.02"-5
<：R(0/(-. "S(-.".* ,1 -4/+(,."S( 5(O4(-/(5

= % : D E 7 > ? C

K：R(0/(-.
"S(-.".*

,1
2N"-,
2/"S

5(O4(-/(5

= C9@% >C@7 ?:@= C9@D C9@D ED@> EE@9 ?C@% =
% C>@> >C@? ?%@D C9@: C9@: E:@: E:@7 ?7@C %
: C9@% C9@E ?=@7 ?9@> ?9@E ED@C EE@% ?9@9 :
D CD@9 C:@% C%@% ?:@E ?:@E ED@E ED@> >C@C D
E C?@> C>@E C=@% C:@E CC@? ED@E ED@? ?>@: E
7 C?@> C>@E C9@> C:@E CC@E ED@E ED@? ?>@: 7
> D=@D D9@> D%@> D=@D D=@% D=@D CC@> ED@> >
? D=@7 D9@? D%@? D=@7 D=@: D=@7 C>@E EE@9 ?
C C?@> C>@E C=@% C:@E CC@E CC@E D=@D D=@7 C

= % : D E 7 > ? C

G=99:=TUI!$ RIU
<FE:?77DTUI!$ RIU
8V==C?%%TUI!$ RIU!

899:%7TUI!$ RIU
B%C=?DTUI!$ RIU
B%C=?7TUI!$ RIU
H%C%?>T9I!$ RIU
HCD=E>T9I!$ RIU
<!:=>=%:TUI!$ RIU

<：M,N,+,#* /,N)20"5,- ,1 6)7 2N"-, 2/"S 5(O4(-/( ,1 (P)(0"N(-.2+ 5.02"- Q".’ ,.’(0 5.02"-5；K：M,N,+,#* /,N)20"5,- ,1 6)7 -4/+(,."S( 5(O4(-/( ,1
(P)(0"N(-.2+ 5.02"- Q".’ ,.’(0 5.02"-5；!8V==C?%TUI!$ RIU 0()0(5(-.5 .’( (P)(0"N(-.2+ 5.02"- $

!&’ 乳酸菌与大肠杆菌原核表达重组质粒的构建

及重组子的鉴定

)WXHT&T6)7 和 )YD%E. 均以 !"#!、$%&!双酶

切和纯化后，由 &D 8;< 连接酶连接，连接产物转化

至 ’()* 基因缺陷型的大肠杆菌感受态 Z=: 中，’()*
基因缺陷的 + $ #,-. Z=: 在普通的 BK 培养基上不能

生长或生长不良，必须在加有外源的胸腺嘧啶核苷

（E9"#[NB）的条件下才能恢复生长。在本实验中含

’()* 基因重组质粒 )YD%E.T6)7 的转入能使 ’()* 基

因缺陷的+ $ #,-. Z=: 在普通的 BK 平板上恢复生长。

将经过生长功能弥补而获得的菌落在普通 BK
液体培养基（未添加外源的胸腺嘧啶核苷）中培养，

进行质粒提取，以与预期大小一致的重组质粒为模

板，R\I 扩增 6)7 基因，结果显示（图 :T<），扩增出

一条 ==CDL) 的目的带。

对经过 R\I 鉴定的重组质粒用 !"#!和 $%&!
双酶切，得约 :>99L) 的 )YD%E. 线性片段和 ==CD L)

的插入片段，表明已构建出含猪轮状病毒 6)7 基因

的重组质粒 )YD%E.T6)7，结果见图 :TK。

图 ’ 重组质粒 #()!*+,"#$ 的鉴定

!"#$: ]S(-."1"/2.",- (+(/.0,)’,0(5"5 ,1 0(/,NL"-2-. )+25N"S )YD%E.T6)7

<：]S(-."1"/2.",- (+(/.0,)’,0(5"5 ,1 0(/,NL"-2-. )YD%E.T6)7 Q".’ R\I$

H$8B%999 N20^(0；=@6)7 R\I )0,S4/. $

K：]S(-."1"/2.",- (+(/.0,)’,0(5"5 ,1 0(/,NL"-2-. )YD%E.T6)7 Q".’

0(5.0"/.",- (-_*N(5$ H$ 8B%999 N20^(0；=@)YD%E.T6)7 S"#(5.(S Q".’

!"#![$%&! $

>?7%99E，6,+$DE ;,$E 王春凤等：猪 < 组轮状病毒 6)7 基因与乳酸菌非抗性表达载体的重组及在大肠杆菌中的表达



!"# $%& 基因表达产物的鉴定及生物活性分析

分析 上 述 经 鉴 定 为 阳 性 的 重 组 表 达 载 体

!"#$%&’(!) 在 ! * "#$% +,- 不同时间的表达情况，与

对照相比，其表达量随时间的延长而增加，(!) 基因

表达蛋白为一相对分子量约 ##.//01 的融合蛋白

（图 #’2），与预期 (3) 蛋白的分子量一致。而含空

质粒 !"#$%& 的 ! * "#$% +,- 对照则未见该蛋白质表

达。蛋 白 印 迹 杂 交 反 应 结 果 显 示（图 #’4），可 见

##.//01 处有一条明显的蛋白印迹带，说明该表达

产物与猪轮状病毒多克隆抗体具有免疫反应活性。

图 # $%& 基因表达产物的鉴定及生物活性分析

567*# 89:;&6<6=>&6?; ?< :@!A:BB6?; !A?9C=&B ?< (!) 7:;: >;9 >;>DEB6B ?< 6&B F6?D?76=>D >=&6G6&E

2：1:&:=&6?; ?< &H: (3) !A?&:6; I6&H J1J’32KL* M：N?I O?D:=CD>A I:67H& !A?&:6; O>A0:A；, P )：!"#$%&’(!) :@!A:BB6?; !A?9C=&B 6; ! * "#$% +,-
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’ 讨论

轮状病毒是引起婴幼儿和幼畜腹泻的主要病

原，目前尚无有效治疗手段。研究表明，小肠 872 为

抗 S( 保护作用的相关因素，黏膜免疫在抗轮状病

毒中具有非常重要的作用。对于 S( 疫苗的研究者

来说，最重要也是最富有挑战性的任务是构建一种

能在肠黏膜表面诱导产生病毒特异性 B872 的疫苗。

而 (3) 是 S( 的主要抗原，主要刺激机体产生 B872，

从而介导粘膜免疫，抵抗再次感染［,，$］。因而研制轮

状病毒 (!) 基因介导黏膜免疫的口服乳酸菌基因

工程疫苗具有十分重要的意义。

而乳酸菌作为消化道共生的正常菌群之一，不

仅具有很多益生的功能，又具有口服安全、方便、廉

价等特点，以它作为基因工程的受体菌株，就可以将

乳酸菌的生物学功能和外源功能抗原基因的特异性

免疫相结合。RHA6B&6>:;B（,TT$ 年）等［%］研究发现：乳

酸杆菌可以作为基因工程菌表达的外源基因，与大

肠杆菌相比较，乳酸杆菌仅有一层细胞膜，目的蛋白

可在信号肽的引导下直接分泌进入上清，从而容易

获得目的蛋白。2DDB?;（,TT) 年）［)］研究指出，乳酸

杆菌是保护性抗原基因或免疫调节因子的良好的转

化或表达系统，以乳酸杆菌为载体表达内源或外源

蛋白，在功能食品、医疗保健等领域都具有诱人的

前景。

但目前报道的人和动物消化道共生乳酸杆菌表

达载体系统，多是以抗生素抗性作为外源基因稳定

表达的压力。然而由于抗药性基因不断向环境中漂

移扩散，可能造成对环境微生态的破坏，带来严重后

果，因而这类表达系统离“可食性”的要求还有很大

的距离，不能直接用于人和动物。所以构建以营养

因子代替抗生素基因作为载体表达的选择压力具有

非常重要的意义。非抗生素抗性为选择压力的表达

系统是以细菌的管家基因缺陷菌株为受体菌，在质

粒上克隆入同源或异源完整的受体菌缺陷基因，作

为外 源 基 因 稳 定 表 达 的 压 力。自 U>0>E>O>（,T//
年）用 &’( 基因为选择压力构建鼠伤寒沙门氏菌非

抗生素抗性表达系统以来，此类表达系统发展很快。

目前 比 较 成 熟 的 系 统 包 括：胸 苷 酸 合 成 酶 基 因

（VHEO69ED>&: BE;&H>B:，)*+2）、&’( 基因、!’半乳糖苷

酶基因、,,- 基因、1’木糖异构酶基因、琥珀突变体、

赭石突变体、乳链菌肽及其它的营养生长因子基因

等［W P T］。

本文第一作者（$QQ, 年）已经用自己构建的以

)*+& 基 因 为 选 择 标 记 的 非 抗 性 穿 梭 表 达 载 体

!"#$%& 成功表达了柔嫩艾美耳球虫 JXW 基因。本

//) 微生物学报 &"). /%"0#1%#$#2%". ,%3%". $QQ%，(?D*#% U?*%



研究在此基础上，将猪 ! 组轮状病毒 "#$ 基因用该

载体表达，结果表明 "%$ 蛋白与猪轮状病毒的多克

隆抗体具有反应活性，从而为下一步将 #&’()*+"#$
在乳酸菌受体菌株中表达提供依据，也为研制口服

轮状病毒乳酸菌疫苗奠定基础。
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