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猪细小病毒 !"#蛋白在干酪乳杆菌表面的表达
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摘 要 将编码猪细小病毒主要免疫保护性抗原 %V!基因插入干酪乳杆菌细胞表面表达载体 5VS中，构建了重组表达载体
5VSJ%V!，将其电转化干酪乳杆菌 @+0/(>+0#,,)& 0+&%# "L"，获得了表达猪细小病毒 %V!蛋白的重组干酪乳杆菌系统，经 !]乳糖在
*/4培养基中的诱导表达，4^4JV:SM检测表明，有约 $G>^蛋白得到了表达，表达蛋白的大小与理论值相符。X0<60,BJ8’&6结果
分析表明，表达的蛋白可被鼠源 VV%抗血清所识别，间接免疫荧光实验结果表明，所表达的蛋白能够在干酪乳杆菌菌体表面
检测到。
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猪细小病毒（V&,-1B0 V+,2&21,?<，VV%）是引起猪
繁殖障碍的重要病毒性传染病。病毒经口、鼻等黏

膜感染是其主要感染途径［F，!］。怀孕母猪感染后可

通过胎盘感染引起母猪流产、死胎、木乃伊胎及新生

仔猪死亡［"］。因该病流行面广、危害严重，给养猪业

带来重大经济损失［G］。



!!"基因组编码 # 种结构蛋白，分别是 "!$、
"!%、"!#，其中 "!%是构成病毒粒子的主要衣壳蛋
白，约占病毒衣壳蛋白总量的 &’(，"!%蛋白携带主
要的抗原决定簇，可诱导机体产生中和抗体，"!%对
病毒感染、发挥其致病性方面亦起关键作用［)］。因

此，!!" "!%蛋白在 !!"诊断和免疫防治等方面发
挥重要作用。

对本病的防治效果表明，常规弱毒活疫苗免疫

效果明显优于灭活苗，但活疫苗接种后机体排散病

毒、毒力返强等诸多不安全因素限制了该苗的应

用［*］。因此开发安全无毒，能够有效刺激黏膜免疫

应答的新型疫苗对防治本病具有实际意义。

干酪乳杆菌是定植于人及动物黏膜表面的重要

益生菌群之一，具有免疫佐剂、吸附粘膜、抗胆汁酸

能力，而本身又具有低免疫原性。因此，以干酪乳杆

菌为载体，作为外源基因的传递和表达系统，研制口

服疫苗，刺激黏膜免疫系统产生有效的免疫应答，具

有重要开发前景［+ , $$］。

依据本病黏膜免疫特点和干酪乳杆菌安全无毒

及在肠道定植特点，本实验将 !!"主要免疫保护性
衣壳蛋白基因 "!% 插入干酪乳杆菌表面表达型载
体 -!.，构建了表达 !!" "!%蛋白的干酪乳杆菌表
达系统，以乳糖为诱导剂获得了表达，并对表达的蛋

白及表达于细胞的部位进行了鉴定。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、质粒：-/0123456"!%，含有 !!" "!%全基
因序列，由本实验室构建保存；干酪乳杆菌表面表达

载体 -!.，含有分泌信号肽基因序列（7789!）、氯霉
素（:;）抗性基因和锚定结构序列（3<4=>?），由荷兰
@ABC研究所惠赠；干酪乳杆菌 !"#$%&"#’(()* #"*+’ #D#
本实验室保存；感受态 E/$’D、-/F$&6G载体购自大
连宝生物工程有限公司。

!"!"# 主要试剂：羊抗鼠 AH.IJK!、荧光抗体羊抗
鼠 AH.ILAG: 购自北京中杉公司，用前分别用
’M’$;>1IN -J +M% !29 和含 ’M’$( 伊文思蓝的
’M’$;>1IN -J +M% !29液稀释成所需要的浓度；鼠源
抗 !!"高免血清由本实验室制备保存；/K9培养基
购自 9OH;3公司。
!"!"$ 引物：根据 !!" "!% 基因序列，设计一对引
物 !$、!%，上游引物引入 ,"-J!酶切位点，下游引
物引入 ./%!酶切位点。引物由大连宝生物公司合
成，引物序列如下：

!$：)6:.5..5G::G5G..GG:5:G..GG:.5:.5
::.:.5.6#

!%：)P65.:GG:G:.5.::5G.:G5::G.5GG55::
.5.G55:G.6#P
!"# 方法
!"#"! 重组干酪乳杆菌表达载体的构建及鉴定：以
-/0123456"!%为模版，!$和 !%为引物，!:K扩增目的
基因 "!%，反应体系 )’"N：模板 F@5 $"N、0"1 F@5
聚合酶 ’M)"N、$’ Q !:K 2RSS0? )"N、T@G! U"N、!$ 引
物 $"N、!% 引物 $"N、去离子水 #+M)"N；反应条件：
D)V预变性 );O<后进入 !:K循环，DUV $;O<，))V
&’7，+%V %;O<，#’ 个循环，最后 +%V延伸 $’ ;O<。
.01 WXY?34Y /O<O 试剂盒回收 !:K 产物与 -/F$&6G
9O;-10载体连接，转化感受态细胞 E/$’D，将转化子
涂布于 9C:（含氨苄青霉素 $’’"HI;N）固体培养基，
#+V过夜培养，筛选并鉴定阳性克隆，重组质粒命名
为 -/F$&6G6"!%。
重组质粒 -/F$&6G6"!%经 ,"-J!和 ./%!双

酶切后回收目的基因片段 "!%，与经同样双酶切的
-!.载体连接，连接体系及反应条件：-!.质粒 #"N、
目的基因 D"N、GU F@5连接酶 $"N、2RSS0? %"N、U’(
!W.&’’’ %"N、TJ%C #"N，$*V反应 %’=，电转化感受
态 ! Z #"*+’ #D#，电转条件：%M)["、$’’#、%)"L，将转
化子涂布于 /K9（含氯霉素 $’"HI;N）固体培养基，
#+V厌氧培养 #*=，挑选菌落，提取质粒进行酶切和
!:K鉴定阳性克隆，重组质粒命名为 -!.6"!%。
!"#"# 目的蛋白的诱导表达：将含有 -!.6"!%重组
质粒的 ! Z #"*+’ #D#单个菌落接种 );N /K9液体培
养基中过夜培养使菌种活化，活化菌种按 $ \ $’比例
接种于 $’;N 含 %(乳糖的 /K9 培养基中进行诱
导。样品以 $% ’’’?I;O< 离心 );O<，菌体用 )’’"N
$’;HI;N的溶菌酶 #+V水浴作用 U’;O<，$% ’’’?I;O<
离心 );O<，弃上清，加入 9F96!5.W样品缓冲液（含
FGG），混匀，沸水浴 $’;O<，$% ’’’?I;O<离心 );O<，以
蛋白质标准分子量为参考，在 $’( 9F96!5.W 上进
行电泳分析。

!"#"$ 表达产物鉴定：
（$）免疫印迹（]07Y0?<6^1>Y）：9F96!5.W 电泳结
束后，将凝胶中蛋白经 95"$U’ 型 /A@A 2NCG
/C8FNW转印装置，’M) _ $;5I4;% 转印 $=，转移到
经转印缓冲液平衡的硝酸纤维素膜上。转印结束

后，鼠源抗 !!" 高免血清作为第一抗体，以辣根过
氧化物酶标记羊抗鼠 AH.作为第二抗体，U6氯6$6萘
酚底物显色溶液中显色 $);O<，观察结果。
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（!）间接免疫荧光：取经诱导的重组干酪乳杆菌
和含空质粒的干酪乳杆菌各 "#$ %&离心去上清后，
分别用 ’()洗菌体 *次；加入鼠源抗 ’’+高免血清
作为第一抗体，混匀，*,-作用 ."%/0，1"""23%/0 离
心 $%/0去上清，’() 离心洗菌体 * 次；加入稀释的
4567标记抗鼠荧光二抗，悬浮混合后 *,-作用
."%/0，1"""23%/0离心 $%/0去上清，’()离心洗菌体
*次；菌体沉淀物悬浮于 !""!& ’()缓冲液中，取适
量涂片，自然干燥后，预冷丙酮固定 *"%/0后，荧光
显微镜观察。

! 结果

!"# 重组干酪乳杆菌表达质粒 $%&’(%!的鉴定
以 ’8、’! 为引物，9:;<(=>?@+’! 为模板，经 ’7A

扩增获得约 8#BCD的基因片段，该片段经 "#BE琼脂
糖凝胶纯化，纯化产物用 !"#F"和 $%&"双酶切，
与相同双酶切的载体 9’G 进行连接，电转化 ’ H
(")*+ *I*，经氯霉素 :A)平板培养基选择培养，挑取
单个菌落 9’G@+’!3’ H (")*+*I* 扩大培养，提取质粒
后，经 !"#F"和 $%&"单酶切约有 $$""D9的目的
片段，双酶切分别切出 *,""D9和 8B""D9目的片段，
’7A鉴定扩增出约 8B""D9的基因片段（图略），测序
鉴定结果表明外源基因 ’’+ +’! 正确插入 9’G中
（测序结果略）。

!"! %%( (%!蛋白在干酪乳杆菌中的表达与鉴定
将含有 9’G@+’!重组质粒的 ’ H (")*+ *I*单个

菌落接种于 $%& :A)培养基过夜培养活化，活化菌
液按 8 J8"接种于含 !E乳糖 :A)培养基中，*,-诱
导表达，当细菌生长到 ,-.""达 8#" 左右时，取诱导
菌液，溶菌酶裂解，经 8"E )K)@’?GL 凝胶电泳鉴
定，结果表明有约 ,1CK的蛋白泳带，初步证明目的
蛋白获得表达。表达蛋白经 )K)@’?GL 电泳和 M7
膜转印后，分别与鼠源抗 ’’+ 高免血清和羊抗鼠
5NG3FA’作用，结果表明，9’G@+’!3’ H (")*+*I* 在表
达蛋白带的预期位置出现明显的反应，说明表达的

蛋白可被鼠源抗 ’’+ 血清所识别，结果如图 8 所
示。

以重组干酪乳杆菌 9’G@+’!3’ H (")*+*I*和 9’G3
’ H (")*+*I*所进行的间接免疫荧光实验结果表明，
诱导的重组干酪乳杆菌 9’G@+’!3’ H (")*+*I*经荧光
显微镜检查可见明显的黄绿色荧光（图 !=），9’G3’ H
(")*+*I*未发现绿色荧光，菌体被伊文思蓝染成红
色（图 !D）。由此也表明，重组干酪乳杆菌表达了外
源蛋白 ’’+ +’!，同时也表明表达的重组蛋白存在

图 8 重组干酪乳杆菌 9’G@+’!3 ’ H (")*+*I*表达 +’!
蛋白 )K)@’?GL及 O;PQ;20@D<RQ鉴定结果

4/NH8 QS; /T;0Q/U/>=Q/R0 RU ’’+ +’! 92RQ;/0 ;V92;PP/R0
/0 ’ H (")*+ *I* DW )K)@’?GL =0T O;PQ;20@D<RQ

8：92RQ;/0 %=2C;2（I,CK X 81CK）；!：9’G@+’!3’ H (")*+*I* 0R0/0TY>;T

DW !E &=>QRP;；*，1：9’G@+’!3’ H (")*+ *I* /0TY>;T DW !E &=>QRP;，=P

=22RZ PSRZ/0N；$：QS; ;V92;PP;T 92RQ;/0 /0 9’G@+’!3’ H (")*+*I* /0TY>;T

DW !E &=>QRP; Z=P Q2=0PUR2%;T R0QR M7 %;%D2=0;，QS;0 2;=>Q;T Z/QS

%RYP; =0Q/ ’’+ P;2Y% =0T PS;;9 =0Q/ %RYP; 5NG3FA’，2;PY<Q PSRZ;T QS=Q

QS; ;V92;PP;T 92RQ;/0 =99;=2;T ><;=2 /%%Y0; D<RQ；.：9’G@+’!3’ H

(")*+*I* 0R0/0TY>;T DW !E &=>QRP;， QS; 2;PY<Q RU O;PQ;20@D<RQ Z=P

0;N=Q/[;H

于菌体的表面。

图 ! 重组干酪乳杆菌 9’G@+’!3 ’ H (")*+*I*免疫荧光结果
4/NH ! 6S; /%%Y0RU<YR2;P>;0>; 2;PY<Q RU /0TY>;T

2;>R%D/0=0Q PQ2=/0 9’G@+’! 3 ’ H (")*+ *I*
=：QS; 9’G@+’! 3’ H (")*+*I* Z=P /0TY>;T， QS;2; Z;2; N2;;0@W;<<RZ

U<YR2;P>;0>; R0 QS; PY2U=>; RU QS; D=>Q;2/= [/= /%%Y0RU<YR2;P>;0>;；

D：QS; 2;PY<Q RU /%%Y0RU<YR2;P>;0>; RU 9’G3’ H (")*+*I* Z=P 0;N=Q/[;，

QS; D=>Q;2/= Z;2; 2;T TW;T DW L[=0P D<Y;H
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! 讨论
疫苗接种是病毒性疾病预防的主要措施。在猪

细小病毒的免疫防治中，弱毒活疫苗的免疫效果明

显优于灭活苗，但活疫苗接种后机体的排散病毒，毒

力返强等不安全因素使该苗的应用受到限制。因

此，寻求免疫原性强、安全性能好的新型疫苗对本病

的有效防治具有实际意义。!"#蛋白是 ""!的主要
衣壳蛋白，在猪细小病毒感染过程起着极为重要的

作用，缺失 !"#蛋白的突变体丧失了对宿主细胞的
感染性［$# % $&］。以 !"#制备的类病毒粒子（!’()*+,’-.
"/(0’1,.*，!2"*）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［$3］。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。

针对本病黏膜免疫特点，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 456 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

道粘膜之前在胃和肠道中被降解或灭活的可能，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，能在肠道粘膜定居的活载体

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
蛋白为目的基因，将其插入乳酸杆菌表达载体中，并

转化干酪乳杆菌，构建了重组乳杆菌活菌载体表达

系统，经糖诱导后，进行的 787+"69: 结果显示，菌
体裂解物可见约 ;&-8蛋白的表达，与预期设计的分
子量大小一致。<.*0.(=+>,?0 结果证实表达的蛋白
可被鼠源 ""!抗血清所识别。
目前普遍认为，在宿主细胞表面表达外源抗原

是活载体疫苗向黏膜免疫系统提呈抗原的最佳方

式。本研究所使用的 @"9表达载体，具有 **A7"分
泌信号肽，同时具有锚定结构，属表面表达型载体。

诱导表达后的活菌体免疫荧光试验表明，所表达的

蛋白能够分泌于菌体的表面。存在菌体表面的目的

蛋白，为抗原物质有效刺激免疫系统，提高机体的免

疫水平奠定了基础。
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