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摘 要：以!2!"! 基因为食品级选择标记构建了乳酸乳球菌食品级高效诱导细胞内和细胞壁锚定表达系统，并用

这一表达系统表达了铜绿假单胞菌融合外膜蛋白基因 #$%&C’。首先以 DE)5%$$ 和 DFG%$!% 构建了含有!2!"!、

()*+,2-./20$1$2 和!复制子的乳酸乳球菌食品级细胞内诱导表达载体 DEF)!%，再以 DEF)!% 和 DH844#! 为出发载体

构建了含有!3!"!、()*+,3/(4+$563)78,3.9,-:3;<;= 和!复制子的乳酸乳球菌细胞壁锚定诱导表达载体 DEFH!%。然后

以食品级载体 DEF)!% 和 DEFH!% 为基础，构建了不含抗生素抗性选择标记的铜绿假单胞菌融合外膜蛋白基因的

表达质粒 DEF)!%2IDJ5CK 和 DEFH!%2IDJ5CK。利用 L:,:L 进行重组乳酸乳球菌菌株的诱导表达，通过 MNM2O)P8 和

Q0,-0JL B1?- 分析，检测到表达蛋白分别占细胞内可溶蛋白的 (R&S和细胞壁锚定蛋白的 (R%S，表达产物具有免疫

原性，可与含 IDJ5CK 的乳球菌以及铜绿假单胞菌发生特异性的凝集反应。
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乳酸菌（ 16<-:< 6<:U B6<-0J:6，V)W）广泛存在于自

然界，是人和动物正常菌群的主要成员，因其重要的

生理功能和公认的安全性，在医药和食品工业中有

着广泛的应用。随着分子生物学的发展，乳酸菌的

功能和应用得到进一步开拓。乳酸菌的分子修饰和

改造需要适于食品和医药要求的遗传元件，包括载

体、选择标记和信号序列等。这意味着用于构建重

组子的所有基因成分应当来自安全的微生物，由于

食 品 用 的 乳 酸 菌、酵 母 等 一 般 认 为 是 安 全 的

（+0L0J611; J0+6JU0U 6, ,6X0，PE)M）［3 ’ !］，因而受到广泛

地注意。研究与开发乳酸菌食品级载体2受体系统，

探索重要基因在乳酸菌中的克隆表达已成为乳酸菌

分子生物学研究的热点，这对于食品与发酵工业将

是一个创新和推动。

乳酸菌食品级高效表达系统 FYZ8（ ->0 L:,:L2
<?L-J?110U 07DJ0,,:?L，FYZ8）系统是一个乳酸菌中应用

广、可控性强的表达系统，它是在乳链菌肽（ L:,:L）

诱导下由 L:,) 启动子控制目的基因表达的，含 L:,E
和 L:,[ 的两组分调节系统的高效诱导表达系统。

该系统在加入诱导物2乳链菌肽后其诱导效率可达

3$$$ 倍以上。由于 FYZ8 系统的诱导剂、宿主菌和

载体都是食品级的，具有良好的安全性，因此该系统

是可控制的蛋白质生产的理想的系统，其应用前景

十分广阔［4，&］。

铜绿假单胞菌（(+17>?@?)!+ !1%7"*)?+!）是一种

重要的常见的条件致病菌，是医院内感染的主要病

原。铜 绿 假 单 胞 菌 的 外 膜 蛋 白（ ?*-0J 909BJ6L0
DJ?-0:L，IDJ,）在物质的跨膜转输中起着重要的作用，

也是重要的抗原成分，近年来有许多利用外膜蛋白

组分如 IDJ5，IDJY 或其融合蛋白制备疫苗的研究，

并在应用中取得了可信的结果。在以前的工作中，

本实验室构建了铜绿假单胞菌 #$%& C’ 融合基因和

表达质粒 DP8\2IDJ5CK，用 A R 8?B* 成功地表达了

IDJ5CK，并对重组融合蛋白的免疫原性以及免疫保

护性进行了初步研究［"，%］。本研究中以!2!"! 基因

为食品级选择标记，构建乳酸乳球菌食品级高效诱

导细胞内表达和细胞锚定表达系统，利用该系统对

铜绿假单胞菌融合外膜蛋白基因 #$%& C’ 进行了表

达，并对表达蛋白的免疫原性进行了初步研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：NF) 限制性内切酶购自

/6[6E6 公司；/! NF) 连接酶、ZY)O、OZE 产物纯化



试剂盒购自 !"#$%&’ 公司；质粒提取试剂盒、()* 回

收试剂盒购自北京天为时代科技有限公司；蜜二糖、

乳链球菌肽（+,-,+）、完全福氏佐剂及不完全福氏佐

剂均为 .,&$’ 公司产品，其余常用试剂均为国产或

进口分析纯。/011!23 扩增仪（!4 公司）；53/11 凝

胶成像仪（上海复日公司）；6789 台式冷冻离心机

（.,&$’ 公司）；紫外分光光度计（!:’"$’;,’ <,#=%;: 公

司）；电转化仪（<,#>3’? 公司）。

!"!"# 菌株、质粒和培养基：!质粒 @)A9109、乳酸

乳球菌 )AB111（! C "#$%&’ )AB111）由荷兰 )DAE 5##?
3%-%’";:惠赠；质粒 @3*5911 由加拿大 F’G’H 大学

I#,+%’J 博士惠赠；质粒 @K4LL/0 由法国 D)3* 中心

M C 2C !,’"? 博士惠赠；质粒 @N4I>E@"5OP 为本实验室

构 建。" 铜 绿 假 单 胞 菌 菌 株（ (’)*+,-,.#’
#)/*0&.,’# ）2I2281810、2I22818/1、2I22818//、

2I22818/L 购自中国药品生物制品检定所。#培养

基：N4F8 液体培养基（4F8 培养基［B］中含 1QLR葡萄

糖）；NI8S 液体培养基（I8S［81］培养基中含 1QLR葡

萄糖）；.II8SI2 培养基（I8S 中含 1QL$#HOF 蔗糖，

/1$$#HOF I&2H/，/$$#HOF 2’2H/ 和 1QLR I%H,T,#-%）；

I%H>4F8 培养基（4F8 中含 01$&OF 溴甲酚紫和 1 C LR
I%H,T,#-%）。

!"!"$ 实验动物：日本大耳白兔（购自江西劳动卫

生职业病研究所实验动物中心）。

!"# 引物设计和 %&’ 扩增

由于 @)A9109 含有 +,-* 启动子、多克隆位点和

终止子的基因片段 (.&’1>234>56)67
［88］，@K4LL/0 含有

信号肽 U-@0L、报告基因 .*$1、细胞壁锚锭子 IV 和

终止子的基因片段 4(8’69:;.*$1;3<12=;%>%?
［8/］，根据

已报道的 (.&’1>234>56)67、4(8’60L >.*$1>3<12V > %8 %/ 和

@6/AOB［9］基因序列，设计相应的上游和下游引物，

分别引入酶切位点（用下划线标出），见表 8。引物

均由上海生物工程技术服务有限公司合成。!23 扩

增［88］反应结束后，取 !23 产物作琼脂糖凝胶电泳进

行分析。

表 ! 合成的引物序列及限制性酶切位点

W’TH% 8 !",$%" -%XJ%+;% ’+? -,Y%
!",$%" .%XJ%+;%（LZ!6Z） 4+Y[$% -,=%
!*8 N22W2W*N**WW***WW2WN**NWWWNWW*N*W*2**W CD#$
!/ W**W2W*N*N2W*N2WWN*WWNWW2W*W2N***N2N***W2* 7E)$
!K8 *N22*WNN**22N**2WW**WNNN*NN 7$,$
!K/ N**N2W*N22N2*****NN22*W22NW2*NN* 7E)$
!E8 *W2N22*WNNNWWNW2*W2NN2W2N2WNNWWN2 7$,$
!E/ *W2N**N2WWW2NNWN2WNN2NWWNNWN B&.?%
!E6 *W2NNW2N*2NWWNW2*W2NN2W2N2WNNWWN2 4#"$
!E0 *W2NN*W*W2W2NNWN2WNN2NWWNNWN F$,3&

!"$ 食品级表达载体的构建和 ()*+,- 的诱导表达

分子生物学的常规操作参照文献［86］及有关产

品的说明书进行。

以 @)A9109 为 模 板 用 引 物 !*8 和 !*/ 扩 增

(.&’1>234>56)67，回收、纯化 !23 产物，CD#$酶切后，

与用 CD#$酶切并去磷酸化的 @3*5911 载体连接，

转化入 ! C "#$%&’ )AB111［80］，由于 @3*5911 含有食品

级选择标记!>#0#，因此可根据发酵蜜二糖的特征

筛选重组子［B］，经克隆子鉴定，得到的乳酸菌食品级

细胞 内 诱 导 表 达 载 体 命 名 为 @3)*09。 然 后 以

@K4LL/0为模 板，用 引 物 !K8 和 !K/ 扩 增 4(8’69:;
.*$1;3<12=;%>%?，回收、纯化 !23 产物，7$,$和 7E)

$酶切后，与用 7$,$和 7E)$酶切的载体 @3)*09
连接，电转化法转入 ! C "#$%&’ )AB111 中，经食品级

标记筛选和克隆子鉴定，获得的乳酸菌细胞壁锚定

诱导表达载体命名为 @3)K09。以 @N4\>E@"5OP 为

模板，用引物 !E8 和 !E/、!E6 和 !E0 扩增出 @6/A O
B 基因，分别克隆入载体 @3)*09 和 @3)K09 中，用

电转化法将重组载体转入 ! C "#$%&’ )AB111 中，经筛

选和克隆子鉴定，获得重组载体 @3)*09>E@"5OP 和

@3)K09>E@"5OP。

E@"5OP 的诱导表达按照文献［8L］的方法进行。

乳酸球菌细胞总蛋白和细胞壁蛋白的提取参照文献

［8V］的方法进行。.(.>!*N4 鉴定表达产物的分子

量参 照 文 献［8S］方 法 进 行。]%-=%"+ TH#= 按 文 献

［86 ］进行。

!". 重组蛋白动物免疫试验

将实验动物随机分为 0 组：注射组、口服组、实

验对照组以及空白对照组。口服免疫和注射免疫同

步进行。实验对照组用 ! C "#$%&’ )AB111 粗蛋白注

射或 ! C "#$%&’ )AB111 活菌液口服。

!"."! 注 射 免 疫 试 验：提 取 ! C "#$%&’ )AB111O
@3)*09>E@"5OP 细 胞 内 蛋 白 和 ! C "#$%&’ )AB111O
@3)K09>E@"5OP 细胞壁蛋白，分别加入等体积的完

全福氏佐剂或不完全福氏佐剂制备抗原用于免疫。

制备抗原的免疫剂量为每 ^& 体重 /11’&，采用皮下

多点注射的方法进行免疫，共 6 次，免疫间隔为 8
周。首次免疫采用加有完全福氏佐剂加蛋白注射，

后两次采用不完全福氏佐剂加蛋白进行免疫，免疫

后第 V 周从兔耳静脉采血并分离血清。

!"."# 口服免疫：取 +,-,+ 诱导 6: 后的 ! C "#$%&’
)AB111O@3)*09>E@"5OP 活菌液（8 _ 81B ;‘JO$F），以

及 +,-,+ 诱导 8: 后的 ! C "#$%&’ )AB111O@3)K09>E@"5O
P 菌液（8 _ 81B;‘JO$F）分别灌入实验兔胃中，用量为
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!"#$。一周饲喂两次，共 % 周，到第 % 周采血并取血

清。

!"# 凝集反应

按常规免疫学方法操作。将铜绿假单胞菌菌株

（ &’&&("(")、&’&&("(!"、&’&&("(!!、&’&&("(*
!+）、! , "#$%&’ -./"""、! , "#$%&’ -./"""012-3)4*
516708 和 ! , "#$%&’ -./"""012-9)4*516708 菌悬液

与稀释的抗血清在微量滴定板上进行直接凝集反

应，以未免疫血清和生理盐水为对照。

$ 结果

$"! 乳酸乳球菌食品级诱导表达系统细胞内表达

及细胞壁锚定表达载体的构建

从 1-.4")4 中扩增 ()&’**+,-*./0/1 片段，克隆到

食品级载体 12374"" 中，得到乳酸乳球菌食品级细

胞内诱导表达载体 12-3)4。经质粒大小比较、:&2
法和限制酶酶切法鉴定以及目的基因测序，证明

12-3)4 构建正确（图 (）。然后，从 19;++!) 中扩增

-(2’/345)6$*5,7*+85%9%: 片段，克隆到 12-3)4 中，构

建乳 酸 乳 球 菌 食 品 级 细 胞 壁 锚 定 诱 导 表 达 载 体

12-9)4，经检测，证明 12-9)4 构建正确（图 !）。

图 ! 质粒 %&’()*+,%-./0 的物理图谱

7<=,( >?@ 1?AB<CDE #D1 FG 1EDB#<H 12-3)4*516708, >?@ =@I@ ;/<=0

> JDB <IB@6K@H <IKF K?@ B<K@ FG 1$?! DIH >&)H" FG 12-3)4,

$"$ 含铜绿假单胞菌融合外膜蛋白基因 !"#$ /%
的乳酸乳球菌重组表达载体的构建

从 1L;M*516708 中扩增出 ;/<= 0> 基因（图 N），

分别克隆入食品级载体 12-3)4 和 12-9)4 中，得到

乳酸 乳 球 菌 食 品 级 细 胞 内 诱 导 表 达 重 组 载 体

12-3)4*516708 和细胞壁锚定诱导表达重组载体

12-9)4*516708，其物理图谱如图 (，图 ! 所示。

$"1 & 2 ’()*+, ’34555/%&’()*+,%-./0 融合蛋白

676+8(9: 检测结果和分析

对 数 生 长 期 的 重 组 菌 株 ! , "#$%&’ -./"""0

图 $ 质粒 %&’;)*+,%-./0 的物理图谱

7<=,! >?@ 1?AB<CDE #D1 FG 1EDB#<H 12-9)4*516708, >?@ =@I@ ;/<=0

> JDB <IB@6K@H <IKF K?@ B<K@ FG -#"! DIH @$?2# FG 12-9)4,

12-3)4*516708 分别用 +I=0#$ 和 ("I=0#$ 的 I<B<I
诱导 ( O (!?，提取细胞总蛋白，用 PQP*:3L; 检测

516708 的表达量，结果表明采用 ("I=0#$ 的 I<B<I 诱

导重组菌株 N?，516708 表达量达到最高，占细胞内

可溶蛋白的 / ,%R（图 N 泳道 N）。

图 ) %&’;)*+,%-./0 在 <2 =>?@AB ’34555 中的诱导表达

凝胶电泳分析（CABAC 诱导浓度：!CD/E<）

7<=, ) PQP*:3L; DIDEAB<B FG K?@ C@EE JDEE 16FK@<I G6F# ! , "#$%&’

-./""" CFIKD<I<I= 12-9)4*F16708, (：! , "#$%&’ -./""" CFIK6FE；!*%：

<IHSCK<FI J<K? (I= FG I<B<I 1@6 #E DGK@6 (!?，%?，N?，!?，(? 6@B1@CK<T@EA；

’：EFJ*6DI=@ 16FK@<I #FE@CSED6 J@<=?K #D6U@6B（UQD）, >?@ VDIHB FG

516708 D6@ <IH<CDK@H J<K? D66FJB,

图 1 %&’()*+,%-./0 在 & 2 ’()*+, ’34555 中的诱导表达

凝胶电泳分析（CABAC 诱导浓度：!5CD/E<）

7<=,N PQP*:3L; DIDEAB<B FG K?@ @WK6DCKB FG BK6D<I ! , "#$%&’ -./"""

CFIKD<I<I= 12-3)4*516708, ( O +：<IHSCK<FI J<K? ("I= FG I<B<I 1@6 #E

DGK@6 (?，!?，N?，%?，(!? 6@B1@CK<T@EA；%：! , "#$%&’ -./"""012-3)4 DB

CFIK6FE；’：EFJ*6DI=@ 16FK@<I #FE@CSED6 J@<=?K #D6U@6B（UQD）, >?@

VDIHB FG 516708 D6@ <IH<CDK@H VA D66FJ,

$") & 2 ’()*+, ’34555/%&’;)*+,%-./0 融合蛋白

676+8(9: 检测结果和分析

经 (I=0#$ 和 +I=0#$ 的 I<B<I 诱导对数期的重组

菌株 ( O (!? 后，提取细胞壁蛋白，用 PQP*:3L; 检

%"% MX YF 0% #" , 0*$%# +&$<?A&?"?B&$# -&)&$#（!""Z）)Z（)）



测 !"#$%& 的表达量。结果显示（图 ’），采用 ()*%+,
的 )-.-) 诱导重组菌株 (/，!"#$%& 表达量达到最高，

含细胞壁锚定的 !"#$%&（!"#$%& 0 12345，66789）

和细胞壁锚定的 !"#$%& 前体（!"#$%& 0 12345 0
:;<:;’6，5(789）占细胞壁蛋白的 =>?@。

!"# 重组菌株蛋白的免疫原性

重组菌株细胞内蛋白和细胞壁蛋白免疫动物结

束后采集抗血清进行直接凝集反应，结果显示（表 A
B 6）免疫抗血清与重组菌和铜绿假单胞菌的直接凝

集反应均显阳性。

表 ! 注射组直接凝集反应结果

C9DEF A GF.HEI. JK I/F L-#FMI 9**EHI-)9I-J) JK -)NFMI-J) *#JH"O

3)I-.F#H+ 9)L
MJ)I#JE *#JH"

P9MIF#-9
! O "#$%&’

QR=SSS%"GQ3’?T!"#$%&
! O "#$%&’

QR=SSS%"GQU’?T!"#$%&
;3

1411 (S(S’
;3

1411 (S(AS
;3

1411 (S(AA
;3

1411 (S(A6

! O "#$%&’ QR=SSS
%"GQ3’?T!"#$%& 0 0 0 0 0 0

! O "#$%&’ QR=SSS
%"GQU’?T!"#$%& 0 0 0 0 0 0

S>=@ Q91E MJ)I#JE *#JH" V V V V V V
;3：(’)*+,-,.#’ #)/*0&.,’# O

表 $ 口服组直接凝集反应结果

C9DEF W GF.HEI. JK I/F L-#FMI 9**EHI-)9I-J) JK J#9E *#JH"

3)I-.F#H+ 9)L
MJ)I#JE *#JH"

P9MIF#-9
! O "#$%&’

QR=SSS%"GQ3’?T!"#$%&
! O "#$%&’

QR=SSS%"GQU’?T!"#$%&
;3

1411 (S(S’
;3

1411 (S(AS
;3

1411 (S(AA
;3

1411 (S(A6

! O "#$%&’ QR=SSS
%"GQ3’?T!"#$%& 0 0 0 0 0 0

! O "#$%&’ QR=SSS
%"GQU’?T!"#$%& 0 0 0 0 0 0

S>=@ Q91E MJ)I#JE *#JH" V V V V V V
;3：(’)*+,-,.#’ #)/*0&.,’# O

表 % 注射对照组直接凝集反应

C9DEF ’ GF.HEI. JK I/F L-#FMI 9**EHI-)9I-J)

JK -)NFMI-J) MJ)I#JE

:F#H+ 9)L
MJ)I#JE *#JH"

P9MIF#-9
! O "#$%&’
QR=SSS

;3
1411 (S(S’

;3
1411 (S(AS

;3
1411 (S(AA

;3
1411 (S(A6

! O "#$%&’ QR=SSS 0 V V V V
.F#H+ V V V V V

S>=@ Q91E MJ)I#JE *#JH" V V V V V
;3：(’)*+,-,.#’ #)/*0&.,’# O

表 # 口服对照组直接凝集反应

C9DEF 6 GF.HEI. JK I/F L-#FMI 9**EHI-)9I-J)

JK J#9E MJ)I#JE

:F#H+ 9)L
MJ)I#JE *#JH"

P9MIF#-9
! O "#$%&’
QR=SSS

;3
1411 (S(S’

;3
1411 (S(AS

;3
1411 (S(AA

;3
1411 (S(A6

! O "#$%&’ QR=SSS 0 V V V V
.F#H+ V V V V V

S>=@ Q91E MJ)I#JE *#JH" V V V V V
;3：(’)*+,-,.#’ #)/*0&.,’# O

!"& 重组菌株融合蛋白 ’()*(+, -./* 分析

在免疫第 ’ 周至第 6 周阶段采集兔血清进行

2F.IF#) DEJI 免疫印迹分析，结果表明注射组和口服

组的兔体内均能产生相应的抗 !"#$%& 血清，能分别

与重组菌株细胞内诱导表达的 !"#$%&（66789）、细

胞壁锚定诱导表达的 !"#$%&（6?789）和细胞壁锚定

诱导表达的 !"#$%& 前体（5(789）起阳性反应（图 6），

说明产生的抗体分别能特异性地识别相应的 !"#$%
&，初步证明重组乳酸球菌诱导表达的 !"#$%& 具有

良好的免疫原性和特异性。

图 # 01+234 融合蛋白的免疫印迹分析

$-*O 6 2F.IF#) DEJI 9)9EX.-. JK KH.-J) !"#$%& FY"#F..FL -) #FMJ+D-)9)I O
(：GF9MI-J) DFIZFF) 9)I-.F#H+ K#J+ ! O "#$%&’ QR=SSS%"GQ3’? V !"#$%
& "#JIF-) 9)L MFEEHE9# !"#$%& 9)I-*F).（ J#9E *#JH"）；A：GF9MI-J)
DFIZFF) 9)I-.F#H+ K#J+ ! O "#$%&’ QR=SSS%"GQ3’?T!"#$%& "#JIF-) 9)L
MFEEHE9# !"#$%& 9)I-*F).（-)NFMI-J) *#JH"）；W：GF9MI-J) DFIZFF) )F*9I-[F
MJ)I#JE .F#H+ 9)L MFEEHE9# !"#$%& 9)I-*F).； ’： GF9MI-J) DFIZFF)
9)I-.F#H+ K#J+ ! O "#$%&’ QR=SSS%"GQU’?T!"#$%& 123 "#JIF-) 9)L
123 !"#$%& 9)I-*F).（J#9E *#JH"）；6：GF9MI-J) DFIZFF) 9)I-.F#H+ K#J+
! O "#$%&’ QR=SSS%"GQU’?T!"#$%& 123 "#JIF-) 9)L 123 !"#$%&
9)I-*F).（ -)NFMI-J) *#JH"）；5：GF9MI-J) DFIZFF) )F*9I-[F .F#H+ 9)L
123 !"#$%& 9)I-*F).；4：;#F.I9-)FL EJZT#9)*F "#JIF-) +JEFMHE9# ZF-*/I
49#7F# #H))-)* J) I/F .9+F *FE Z-I/ 9)I-*F) .9+"EF.O

$ 讨论

与大多数乳酸乳球菌和其他乳酸菌不同，棉子

糖乳球菌（ ! O /#11&.,"#$%&’）带有!T半乳糖苷酶基因

\S5徐 波等：乳酸乳球菌食品级诱导表达系统的构建及异源蛋白的表达 O %微生物学报（ASS\）’\（’）



（!! "#"），是降解蜜二糖的关键酶，借此可开发新的

食品级选择标记。当!!"#" 基因克隆到其他不能发

酵蜜二糖的乳球菌中，重组乳球菌就可发酵蜜二糖

产酸，使 溴 甲 酚 紫 由 紫 色（ "#$%&）变 为 黄 色

（"#’%&），根据这一特征可以进行阳性克隆子的筛

选。因此蜜二糖代谢表型特征（()*+ ）可作为食品

级显性选择标记［,］。在目的蛋白生产中，乳酸菌分

泌表达有很多优点，可使异源蛋白前体逃避蛋白水

解作用，并可使目的蛋白与其靶位相互作用，从而大

大增加异源蛋白表达量；用同源的乳球菌 -./0"1’
代替葡萄球菌 -.2/3、将异源蛋白与信号肽融合，均

可提高分泌表达效率、增加产量［4’，45 6 &&］。

本研究根据乳酸菌可控制诱导表达系统和分泌

表达原理，以载体 "7895::、"2;5:15 和 "<=’’&1 为

出发载体，构建乳球菌食品级细胞内诱导表达载体

"72815 和细胞壁锚定诱导表达载体 "72<15，用于

乳球菌中外源蛋白细胞内高效诱导表达和细胞壁锚

定 诱 导 表 达。 构 建 的 食 品 级 载 体 "72815 和

"72<15 均为"型复制的翻译融合型载体，分别含有

!!"#"、$%&’(!)*+!,-.-/、$%&’(!+$0’-12!%34(!*5()6!7879 和

"型复制子。

通过对铜绿假单胞菌外膜蛋白的表达，分析了

所构建的载体对异源蛋白的表达能力。在我们以前

的工作中构建了铜绿假单胞菌 >"?9、>"?# 的融合外

膜蛋白及表达载体［$，5］。本研究中将该 :-;< @= 融

合基因克隆入 "72815 和 "72<15 中，对诱导方法、

表达功能以及表达蛋白的免疫原性进行了研究。

当 > A ?"47&’ 2;,:::@"72815!>"?9@# 和 > A ?"47&’
2;,:::@"72<15!>"?9@# 培养至对数期时分别加入

4:BC@DEF 4和 4BC@DEF 4诱导剂 BG0GB，使细菌的生长与

外源基因的表达分开成为两个阶段，减轻宿主细胞

的代谢负荷，位于 BG08 启动子下游的 >"?9@# 基因

被激活转录，表达出所需的 >"?9@# 融合蛋白。诱导

HI 和 4I 后 检 测 表 达 的 细 胞 内 >"?9@# 融 合 蛋 白

（’’JKL）和细胞壁锚定的 >"?9@# 融合蛋白（’5JKL）

与期望的理论值相符，最高表达量可达宿主菌细胞

内可 溶 性 蛋 白 ,%MN 和 宿 主 菌 细 胞 壁 的 蛋 白 质

,%5N左右。但是在 4BC@DE 和 ’BC@DE 浓度的 BG0GB
诱导 > A ?"47&’ 2;,:::@"72<15!>"?9@# 4&I 后，-K-!
.8O= 显示细胞壁锚定的 >"?9@# 前体条带的下方均

出现了一条带，这可能是乳酸乳球菌细胞壁管家蛋

白酶 #P?8 水解 >"?9@# 的结果。

采用 口 服 重 组 菌 株 菌 体 和 注 射 > A ?"47&’
2;,:::@"72815!>"?9@# 细 胞 内 蛋 白 及 > A ?"47&’

2;,:::@"72<15!>"?9@# 细胞壁锚定蛋白免疫大白

兔，得到的抗血清可与铜绿假单胞菌不同菌株发生

特异性的凝集反应，也可与携带 :-;< @= 的乳酸乳

球菌发生特异性的凝集反应。注射组抗血清对铜绿

假单胞菌的滴度达到 4 Q4&5:，口服组达到 4 QM1:。

R)0P)?B S*TP 分 析 结 果 表 明 > A ?"47&’ 2;,:::@
"72815!>"?9@# 胞 内 表 达 的 >"?9@# 和 > A ?"47&’
2;,:::@"72<15!>"?9@# 细胞壁锚定表达的 >"?9@#
具有较好的免疫原性，产生的抗体分别在 ’’JKL、
’5JKL 和 M4JKL 处能特异性识别胞内 >"?9@# 融合蛋

白、细胞壁锚定的 >"?9@# 和细胞壁锚定的 >"?9@#
前体，同时发现口服重组菌体也能产生特异的抗体

血清，初步证明重组蛋白具有黏膜免疫原性。

研究表明重组菌株通过诱导，可在细胞内表达

和细胞壁锚定表达 >"?9@#，细胞壁锚定的 >"?9@#
可避免受到降解和变性，如人和动物胃的酶或酸性

环境，使 >"?9@# 融合蛋白能稳定表达并保持生物活

性，增强宿主免疫反应，这对于探索抗铜绿假单胞菌

口服疫苗具有一定意义。构建的系统还可用作其他

活性蛋白的传递和表达，有着潜在的应用前景。
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