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猪瘟病毒 !细胞表位 "#$%多肽与猪细小病毒 &’#蛋白在干酪乳
杆菌中的共表达及免疫小鼠特异性抗体的测定
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摘 要：将分别编码猪瘟病毒 /细胞表位 5#4$多肽和猪细小病毒主要保护性抗原 DE#蛋白的重组基因插入干酪
乳杆菌分泌型表达载体 FEG中，构建了重组表达载体 FEG2DE#25#4$，将其电转化干酪乳杆菌 !"#$%&"#’(()* #"*+’ -4-，
获得了猪瘟病毒 /细胞表位 5#4$多肽与猪细小病毒 DE#蛋白的乳酸菌共表达系统，经 #H乳糖在IJK培养基中的
诱导表达，对诱导表达的菌体及培养上清液进行 KLK2E(G5检测表明，有约 "$ML7蛋白得到了表达，表达蛋白的大
小与理论值相符。N0+,0O; P1?,分析结果表明所表达的蛋白具有与天然病毒蛋白一样的抗原特异性。以诱导表达
上清液作为抗原进行的间接 5QRK(实验也表明，重组的目的蛋白获得了分泌表达。将该重组干酪乳杆菌经口服接
种途径免疫 S(QST>小鼠，收集粪便样品检测小鼠产生抗 EED的特异性 +R*(抗体，采集血液样本检测血清中抗 EED
及抗 5#4$的特异性 R*G。结果表明分泌型的重组菌 FEG2DE#25#4$T ! C #"*+’ -4-免疫小鼠能够产生明显的抗体水
平，为重组猪瘟与猪细小病毒乳酸菌口服活菌疫苗的研制奠定了重要的物质基础。
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猪细小病毒（E?O>8;0 E7OV?V8O)+，EED）是引起猪
繁殖障碍的主要病原体。病毒经口、鼻等黏膜感染

是其主要感染途径，怀孕母猪感染后通过胎盘感染

引起母猪流产、产死胎、木乃伊胎及新生仔猪死

亡［. ’ -］。猪瘟是由猪瘟病毒（W17++8>71 KX8;0 Y0V0O
V8O)+，WKYD）引起的猪的一种急性、亚急性、慢性及典
型、非典型的疾病过程［!，3］。因这两种病流行面广，

危害严重，给养猪业带来重大经济损失。

免疫接种是预防这两种疾病的主要措施，虽然

常规灭活疫苗和弱毒疫苗在防治这两种疾病中起到

了积极作用，但常规疫苗固有的缺陷，如灭活疫苗免

疫原性差，弱毒疫苗接种后的排散病毒、毒力返强等

诸多缺陷限制了其应用［&］。因此开发安全无毒、便

于接种，且一次接种预防多种疾病的新型复合疫苗

是今后疫苗制品的发展方向。

EED基因组编码 - 种结构蛋白，分别是 DE.、
DE#、DE-，其中 DE#是构成病毒粒子的主要衣壳蛋

白，携带主要的抗原决定簇，可诱导机体产生中和抗

体，DE#对病毒感染、发挥其致病性方面亦起关键作
用［"］，因此，EED DE#蛋白在 EED诊断和免疫防治等
方面发挥重要作用。WKYD的 5#4$多肽能诱导!干
扰素的产生，在细胞毒性实验中，WKYD特异性 /细
胞能溶解含有该多肽的靶细胞，该肽段含有 WKYD
特异的杀伤性 /细胞表位和辅助性 /细胞表位［%］，
是研制猪瘟表位疫苗的首选位点。

本研究利用干酪乳杆菌所具有的免疫佐剂、吸

附黏膜、抗胆汁酸能力，而本身又具有低免疫原性，

在动物肠道有一定定植能力等特点，作为表达和传

递外源抗原的载体，设计将 WKYD / 细胞优势表位
5#4$多肽基因与 EED主要免疫保护性蛋白 DE#基
因插入干酪乳杆菌分泌表达型载体 FEG，构建共表
达 WKYD /细胞优势表位 5#4$多肽与 EED DE#蛋白
的干酪乳杆菌表达系统，为研制重组 EED 与 WKYD
乳酸菌口服疫苗奠定物质基础。



! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 菌株、病毒株及质粒：!"#$%&’()*+,)-,./重
组质粒，含有猪细小病毒 *+,基因，在该基因 01 端
上游插入有猪瘟病毒 2细胞表位 -,./多肽基因，由
本实验室构建；分泌型表达载体 !+3含有 4456+分
泌信号肽基因序列、氯霉素（78）抗性基因，由荷兰
9:;<研究所惠赠；! = "#$%& >.>从 ?日龄健康乳猪的
肠道中分离获得，经形态学、过氧化氢酶测定及炭水

化合物发酵实验等方法鉴定，该菌氯霉素敏感实验

为阴性，由本实验室保存；猪细小病毒强毒分离株

（猪肾原代细胞培养），本实验室保存；感受态

@"A/.、!"BAC)2 4D8!$#载体购自大连宝生物公司。
!"!"# 主要试剂和仪器：2&E B9(聚合酶购自大连
宝生物工程有限公司；’#(F!、)*+!等限制性内
切酶购自 "%:公司；2G B9( 连接酶购自 9-%公司；
羊抗鼠 :H3IFJ+、羊抗兔 :H3IFJ+ 购自北京中杉公
司；鼠源抗 ++* 高免血清、兔抗猪瘟血清由本实验
室制备保存；羊抗鼠 :H(IFJ+、"J6 培养基购自
6DH8&公司；-,./多肽：KFK*J9-*"*FLMBB，由上
海生物工程有限责任公司合成，纯度大于 .0N。
!"!"$ 引物：上游引物 +A引入 ’#(F!酶切位点，
下游引物 +, 引入 )*+!酶切位点。序列如下：+A：
01)
73(23333(2772(23(((7(7(((322732((73(
(322(233227(72332273)(73(77373(3)>1；+,：
01)(37227273(377(2372(7723(22((773(32(
(723)>1。
!"# 重组干酪乳杆菌的构建及鉴定
以 !"#$%&’()*+,)-,./重组质粒为模版，+A和 +,

为两侧引物，+7J 扩增目的基因 *+,)-,./，反应体
系采用 0/"O，反应条件：.0P，08DQ .GP，A8DQ
0CR>P，A8DQ ,/4，?,P ,8DQ，>/个循环；?,P A/8DQ。
3#$ -STU&’T "DQD 试剂盒回收 +7J 产物与 !"BAC)2
6D8!$#载体连接，转化感受态细胞 @"A/.，将转化子
涂布于 6<7（含氨卞青霉素 A//"HI8O）琼脂培养基，
>?P过夜培养，筛选阳性克隆，并将重组阳性载体测
序鉴定。

重组质粒 !"BAC)2)*+,)-,./ 经 ’#(F!和
)*+!双酶切后回收目的基因片段 *+,)-,./，与经
同样双酶切的 !+3 载体连接，连接体系及反应条
件：!+3 质粒 >"O、目的基因 ."O、2G B9( 连接酶
A"O、%VWW#U ,"O、G/N+-3C/// ,"O、XF,< >"O，AYP反
应 ,/Z。

取活化菌种 ! = "#$%& >.>，按 A [0/的比例接种于
A//8O "J6 培 养 基 中，>?P 培 养 至 ,-Y./ \
/RY ] /RC，G///UI8DQ，GP离心 A08DQ，菌体分别先用
-+L%（Y88^$IO 9&F,+<G，A88^$IO "H7$,，!F?RG）洗
涤 >次，再用 -+%（-+L% _ /R>8^$IO 6V’U^4#）洗涤 A
次，最后菌体悬浮于 A8O -+%中，分装备用。
将 ,/"O连接产物加入 A//"O ! = "#$%& >.>感受

态细胞中，混匀，冰浴 08DQ；将其转入 ,88规格的预
冷电转化杯（%D^)J&X公司）中，迅速电击，电击参数
为 ,R0‘a、A//#、,0"M，电击后迅速将感受态细胞移
入 .//"O预冷的 3"J6（含 A0N蔗糖的 "J6培养基）
恢复培养基中，冰浴 A/8DQ，>?P厌氧培养 ,Z。取适
量菌液涂布于含有 A/"HI8O 78的 "J6琼脂培养基
上，>?P厌氧培养 >YZ。筛选阳性克隆，对重组质粒
进行酶切鉴定、+7J鉴定及序列测定分析，重组质粒
命名为 !+3)*+,)-,./。
!"$ 氯霉素抗性基因在干酪乳杆菌中的稳定性
将构建的重组菌单菌落接种于无 78 抗性的

"J6培养基中，>?P厌氧培养至 ,-Y// \ AR/，取适量
再次接种于无 78抗性的 "J6培养基中，>?P厌氧
培养至 ,-Y// \ AR/，依此连续传 ?/代。取定量菌液
作 A/倍递进稀释，分别涂布于含有 78 抗性和无
78抗性的 "J6平板中培养，并进行菌落计数，以检
测含抗性基因重组子的稳定性。同时，随机挑取若

干菌落进行培养，提取质粒，采用 +7J方法对在没
有选择压力下连续传 ?/代的重组菌中的目的基因
进行鉴定。

!"% 目的蛋白的诱导表达
重组菌接种于 "J6液体培养基中，>?P厌氧培

养过夜活化，取过夜培养菌以 A [ A/ 比例接种于
,/8O 含 ,N乳糖的 "J6培养基中进行诱导。样品
处理：诱导表达菌液以 A,///UI8DQ离心 08DQ，将培养
上清液用分子截留值为 C‘B&的透析袋透析浓缩；菌
体沉淀用 0//"O A/8HI8O 的溶菌酶 >?P水浴作用
G/8DQ，A,///UI8DQ离心 08DQ，弃上清；透析浓缩物与
菌体分别加入 6B6)+(3- 样品缓冲液（含 B22），在
A/N6B6)+(3-上进行电泳分析。
!"& 表达产物的鉴定
!"&"! 免疫印迹（L#4T#UQ b$^T）：6B6)+(3- 电泳结
束后，将凝胶中蛋白转印到硝酸纤维素膜上，以鼠源

抗 ++* 高免血清作为第一抗体，FJ+ 标记羊抗鼠
:H3为第二抗体，G)氯)A)萘酚底物显色溶液中显色
A08DQ，观察结果。
!"&"# 间接 -O:6(方法：以诱导表达上清液作为抗
原包被 -O:6( 反应板，分别以鼠源抗 ++* 高免血

CYY c5 dD)H&QH %. #/ = I0".# 1&"2+3&+/+4&"# 5&6&"#（,//?）G?（G）



清、兔抗猪瘟血清为一抗，相应 !"#标记的羊抗鼠
$%&和羊抗兔 $%&为二抗，以抗体检测抗原的方法进
行 ’($)* 测定猪细小病毒 +#, 蛋白和猪瘟病毒
’,-.多肽的表达情况。

图 ! 目的蛋白的 "#"$%&’(及)*+,*-. /01,鉴定结果
/0%1, $2345060785094 96 0453:3;5 <:95304 =08 )>)?#*&’ 842 @3;53:4 AB95 1 *（)>)?#*&’）：(843 CD #:95304 E8:F3:（-GF>8?CHF>8）；(843 ,D IJ3 BK;853; 96
<#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%& M-M 494042N732 AK ,O B8759;3；(843; M，HD IJ3 BK;853; 96 <#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%& M-M 042N732 AK ,O B8759;3；(843; P，QD IJ3
7947345:8532 ;N<3:485845; 96 <#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%& M-M 042N732 AK ,O B8759;3；(843 GD IJ3 7947345:8532 ;N<3:485845; 96 <#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%& M-M
494042N732 AK ,O ’#"()$% 1 *（@3;53:4 AB95）：(843 CD IJ3 3R<:3;;32 <:95304 04 <#&?+#,L! 1 "#$%& M-M 042N732 AK ,O B8759;3 8<<38:32 7B38: 0SSN43 AB95
=08 @3;53:4?AB95；(843 ,D ! 1 "#$%& M-M J8:A9:04% <#& T8; 042N732 AK ,O B8759;3，5J3 :3;NB5 96 @3;53:4 AB95 T8; 43%850=3；(843 MD IJ3 :3;NB5 96 @3;53:4 AB95
96 5J3 3R<:3;;32 <:95304 04 5J3 7947345:8532 ;N<3:485845; 96 <#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%& M-M 042N732 AK ,O B8759;31

234 实验动物分组及免疫
G周龄 U*(UL7小鼠分成 M组，每组 ,.只：实验

!组每只小鼠口服接种 C.."( 浓度为 C.C. V/WLS(
的重组菌 <#&?+#,?’,-.L! 1 "#$%&M-M；实验#组小鼠
口服同等剂量的 <#&L! 1 "#$%&M-M；实验$组小鼠口
服 C.."( #U)溶液。共免疫 M 次，免疫时间间隔为
,T，每次连续免疫 M2。
235 免疫小鼠粪便中 %%6特异性 +78&测定
分别于免疫前及初免后第 CX2、MX2和 HQ2收集

免疫小鼠粪便，每 .DC%粪便加入 .DPS(提取液，置于
振荡器上，振荡 M.S04，C....:LS0S离心 PS04，收集上
清；以 ##+全病毒作为抗原包被 ’($)*反应板，HY包
被过夜；用含有 PO脱脂乳的 #U)液 MGY封闭 ,J；加
入处理好的粪便上清，MGY反应 CJ；加入 C Z,...稀释
的 !"#标记羊抗鼠 $%*，MGY反应 CJ；加 [#>?!,[, 底

物显色液，MGY避光显色 PS04，加终止液后，酶标测定
仪在波长 H-.4S处测定每孔的光吸收值。
239 免疫小鼠血清中抗 %%6及 (!:; 特异性 78’
测定

于口服免疫前、初免后第 CX、MX、HQ等天采集免
疫小鼠血液，HY静止过夜，H...:LS04 离心 PS04，收
集血清。分别以 ##+ 全病毒及合成的 ’,-.多肽为
抗原包被 -Q孔 ’($)*反应板，HY包被反应过夜；用
含有 PO脱脂乳的 #U)液 MGY封闭 ,J；加入免疫小
鼠血清，MGY反应 CJ；加入 C：,...稀释的 !"#标记
羊抗鼠 $%&，MGY反应 CJ；加 [#>?!,[, 底物显色液，

MGY避光显色 PS04，加终止液后，酶标测定仪在波

长 H-.4S处测定每孔的光吸收值。

! 结果

!32 重组质粒的遗传稳定性结果
重组菌在不含 VS抗性的 E")培养基中连续传

G.代后，分别取出 C.."( 菌液进行 C.H、C.P、C.Q 稀
释，分别涂布于含有 VS抗性和无 VS抗性的 E")
平板，培养 MQJ后，进行平板计数，结果显示在没有
选择压力传代的条件下，带有选择标记的重组子几

乎没有丢失（图 C?*）。同时，随机挑取若干菌落进
行培养，提取质粒，采用 #V"方法对在没有选择压
力下连续传 G.代的重组菌中的目的基因进行鉴定，
鉴定结果表明重组质粒中目的基因完好（图 C?U）。

图 2 氯霉素抗性基因（&）和目的基因（<）在重组菌中的
遗传稳定性结果
/0%1C )3%:3%850948B ;58A0B05K 96 VS %343（*）842 0453:3;5 %343（U）04
:379SA04845 ! 1 "#$%& M-MD (843; E1 >\* E8:F3: >(,...；(843; C ]
P1 #:92N75 96 #V"；(843 Q 1 #V" 43%850=3 7945:9B 1

!3! 目的蛋白在干酪乳杆菌中的表达
重组菌经 ,O的乳糖诱导，菌体裂解物及培养

-QQ徐义刚等：猪瘟病毒 I细胞表位 ’,-.多肽与猪细小病毒 +#,蛋白在干酪乳杆菌⋯⋯ 1 L微生物学报（,..G）HG（H）



上清液浓缩物经 !"# $%$&’()* 凝胶电泳鉴定，结
果表明，菌体裂解物和培养上清浓缩液（图 +&(）均
有约 ,"-%.的蛋白泳带，其分子大小与理论值相符，
培养上清液经 +" 倍浓缩后的 $%$&’()* 电泳结果
目的蛋白带更为明显。诱导菌体及培养上清浓缩物

经 $%$&’()*电泳后，转印硝酸纤维素膜，分别与鼠
源抗 ’’/高免血清和羊抗鼠 01)234’作用，结果表
明，菌体裂解物与培养上清浓缩物均在表达蛋白带

的预期位置出现明显的反应，说明重组细小病毒

/’+在乳酸菌中得到了有效表达，且所表达的蛋白
既存在于菌体中，又可分泌到培养液中。表达的蛋

白和天然的蛋白一样具有良好的抗原特异性

（图 +&5）。
以诱导表达上清液为包被抗原，分别以鼠抗

’’/高免血清、兔抗猪瘟血清为一抗，间接 *60$(方
法分别测定猪细小病毒 /’+蛋白和 *+7"分泌表达
情况，结果表明，在重组菌培养的上清液中，均检测

到了这两种蛋白的表达（结果略）。

!"# 重组干酪乳杆菌免疫小鼠抗 $$%特异性 &’()
测定结果

分别于免疫前及免后 !89、:89、;89收集免疫鼠
粪便检测 <01( 水平。如图 :所示：口服免疫重组菌
后诱导小鼠产生了抗 ’’/ /’+蛋白的分泌性 01(抗
体。! = "#$%&:7: 具有定植能力，定植于肠道中可不
断的刺激肠黏膜，第 ;89时，在粪便中仍能测得较高
的 01(抗体水平。免疫空载体菌 >’)2! = "#$%&:7:的
小鼠和 ’5$对照组小鼠在免疫前后分泌性 01(抗体
水平未出现明显差别。

图 # 免疫小鼠粪便中抗 $$% %$!蛋白特异性 &’()水平
?@1=: (AB@&’’/&/’+ <>CD@E@D <01( FCGCF @A ECD.F HE @IIJA@KC9 I@DC=

!"* 重组干酪乳杆菌免疫小鼠血清中抗 $$% 及
+!,-特异性 ’(.检测结果
分别于免疫前及初次免疫后 !89、:89、;L9采集

免疫小鼠血液，制备血清，以 ’’/ 全病毒和合成的
*+7"多肽作为 *60$(反应抗原，检测免疫小鼠血清
中产生抗 ’’/ 及 *+7" 的 01) 抗体水平。如图 ;所

示：利用重组干酪乳杆菌连续 :次免疫小鼠，诱导其
机体产生了较高的抗 ’’/ /’+蛋白及 *+7"多肽的
01)抗体反应。

图 * 口服免疫重组干酪乳杆菌小鼠血清中特异性 ’(.
水平

?@1= ; $>CD@E@D 01) FCGCF @A BMC <CNJI HE I@DC HN.FFO @IIJA@KC9 P@BM

NCDHIQ@A.AB ! = "#$%&:7:R(：(AB@&’’/&/’+ <>CD@E@D 01) FCGCF；5：(AB@&

*+7" <>CD@E@D 01) FCGCF =

# 讨论

/’+蛋白是 ’’/的主要衣壳蛋白，在猪细小病
毒感染过程中起着极为重要的作用，缺失 /’+蛋白
突变体的 ’’/ 丧失了对宿主细胞的感染性［7 S !!］。

以 /’+ 制备的类病毒粒子（/@NJ<&6@-C ’.NB@DFC<，
/6’<）具有与完整病毒一样的血凝活性和免疫原性，
用其免疫母猪能诱导产生免疫应答，血清抗体水平

与完整的 ’’/ 病毒几乎没有差别［!+］。因此，’’/
/’+在刺激机体产生特异性免疫保护作用中起着极
为重要的作用。T$?/的 *+7"多肽是 T$?/特异的
杀伤性 U细胞表位，亦是辅助性 U细胞的优势表位，
因此该多肽刺激机体可产生特异的细胞免疫和体液

免疫，是研制猪瘟抗原表位疫苗时首选表位。

针对这两种疾病黏膜免疫特点，采用口服免疫

是较为理想的预防途径。口服免疫突出的优点是可

有效地刺激黏膜免疫细胞产生分泌型 01(并引起全
身免疫，但口服免疫需要克服免疫保护性抗原在到

达肠道黏膜之前在胃和肠道中被降解或灭活的可

",L VW X@&1.A1 %’ #( = 2)"’# *&"+,-&,(,.&"# /&0&"#（+"",）;,（;）



能，满足这一要求的必须是活的载体系统来传递完

整无损的抗原成分。以细菌、病毒为活载体均可达

到这一目的，但作为安全无毒，能在肠道黏膜定居的

活载体系统，乳酸菌是最合适的载体系统［!" # $%］。据

此，本研究设计了以编码 &&’起主要免疫保护作用
的 ’&$衣壳蛋白及含有 ()*’特异的杀伤性 +细胞
表位的 ,$-%多肽为目的基因，将其插入乳杆菌表达
载体中，并转化干酪乳杆菌，构建了重组乳杆菌活菌

载体表达系统，经鉴定该系统具有良好的遗传稳定

性。诱导后，进行的 ).)/&01,结果显示，菌体裂解
物和培养上清液均检测到约 2%3.4蛋白的表达，该
蛋白大小与预期设计的分子量大小相一致。

567869: ;<=8结果进一步证实表达的蛋白具有与天然
病毒蛋白一样的抗原特异性。

研究表明，活菌载体传递的疫苗抗原成份分泌

到肠道中能更有效的刺激黏膜产生局部及全身免疫

应答。本研究所使用的 >&1 表达载体，具有 77?)&
分泌信号肽序列，属分泌表达型载体。重组菌诱导

表达后的培养上清液经 $% 倍浓缩后进行的 ).)/
&01,、567869:/;<=8试验证明其所表达的目的蛋白在
培养液中，间接 ,@A)0试验也表明，重组目的蛋白获
得了分泌性表达。

为探讨共表达猪瘟 ,$-% 多肽和猪细小病毒
’&$蛋白的重组乳酸菌系统作为活菌疫苗潜在的应
用价值，本实验以小鼠为试验动物，口服接种后不同

时间分别测定了小鼠粪便中抗 &&’ ’&$ 7AB0及血清
抗体等特异性局部和系统免疫应答。,@A)0检测结
果表明，小鼠免疫后在其粪便中检测到了特异性

7AB0，同时在其血液中亦检测到了血清抗体，说明该
重组菌既可诱导局部免疫应答，又可刺激机体产生

系统的体液免疫应答。对抗 ’&$ 血清抗体的中和
病毒活性分析表明，所获得的抗体能够有效的中和

&&’对 )+细胞的感染；同时，,$-%多肽亦能产生明
显的 (+@反应。共表达猪瘟病毒 +细胞优势表位
,$-%多肽与 &&’ ’&$蛋白的分泌型表达载体 >&1/
’&$/,$-%成功构建及重组蛋白在干酪乳杆菌中获
得分泌性表达，为抗猪瘟与猪细小病毒重组乳酸菌

疫苗的研制奠定了重要的物质基础。
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