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医学与免疫生物技术                                                               

O型口蹄疫病毒VP1基因与大肠杆菌不耐热肠毒素LTB 
基因的融合表达及表达产物的免疫原性分析 

李润成, 余兴龙, 白霞, 向卫军, 葛猛, 黎满香 
湖南农业大学动物医学院, 长沙 410128 

摘  要: 以质粒 pMDTLT 为模板、用 PCR 的方法扩增出 LTB 基因, 然后将其插入到 pETVP1 质粒中 VP1 基因的上游,构

建了含有融合基因 LTBVP1 的表达质粒 pETLTBVP1。转化宿主菌 BL21(DE3)LysS 后进行诱导表达, 诱导菌经 SDS-PAGE

显示重组蛋白以包涵体的形式表达, 分子量约为 39 kD; Western blotting 分析表明, 重组蛋白能与 FMDV 阳性血清及兔抗

霍乱毒素(CT)血清反应, 说明融合蛋白保持了 LTB 和 VP1 各自的免疫学活性。小鼠免疫实验表明: 该融合蛋白通过腹腔

接种小鼠能诱导产生较强的免疫应答反应, 免疫鼠产生的血清抗体水平高于试验中商品口蹄疫疫苗免疫组。 
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Fusion expression of Escherichia coli heat-labile enterotoxin B 
subunit gene and foot-and-mouth disease virus type O VP1 
gene and immunogenicity analysis 
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Abstract: LTB gene fragment was amplified by PCR from plasmid pMDTLT, and a recombinant plasmid pETLTBVP1 was 
constructed by inserting LTB gene fragment into VP1 gene expression plasmid pETVP1 constructed previously.  The recombinant 
plasmids were transformed into E. coli BL21(DE3) and induced to express by IPTG. The recombinant protein existed in the inclusion 
body and its molecular weight was about 39 kD proved by SDS-PAGE analysis. Western blotting showed that the fusion protein 
could be reacted with both anti-FMDV and anti-cholera toxin serum demonstrating the immunoactivity of the fusion protein. Strong 
immune responses can be induced in mice inoculated with the fusion protein intraperitoneally, and the serum antibody level is higher 
than that of commercial foot-and-mouth disease vaccines. 
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口蹄疫(Foot-and-mouth disease, FMD)是由口蹄

疫病毒(Foot-and-mouth disease virus, FMDV)引起的

急性、热性、高度传染性动物疫病[1]。口蹄疫病毒基

因组为单股正链 RNA, 由 8500 个核苷酸组成。VP1

结构蛋白基因位于 FMDV 基因组的 2977~3615核苷

酸, 编码 213个氨基酸。结构蛋白 VP1功能区内包含
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FMDV 的主要抗原位点[2], 能诱导动物产生中和性

抗体。将单一 VP1 基因或与其他基因进行融合表达, 

并免疫动物, 能产生较好的免疫应答[3−5]。但由于重

组的 VP1蛋白分子量较小, 只有 24 kD左右, 其免疫

原性虽然较好, 但作为亚单位疫苗抗原, 对于实际应

用而言, 其免疫原性还有待于提高。因此, 至今能进

行商品化生产使用, 解决口蹄疫防控实际问题的基

因工程疫苗很少, 通过不同途径提高 FMDV 基因工

程疫苗的免疫原性仍是研究 FMD新型疫苗的重点。 

大肠杆菌不耐热肠毒素(LT)是由致病性大肠杆

菌分泌的, 引起被感染动物腹泻的一种毒素。LT 分

子结构、生物学功能与霍乱毒素(CT)相似, 且两者间

有交叉免疫反应性[6]。该毒素由 A、B两个亚单位组

成。完整的 LT毒素具有强烈的免疫增强作用, 是迄

今人们所研究的免疫增强效应最强的蛋白类免疫佐

剂之一。但 LT本身强烈的肠毒素活性限制了它在免

疫增强方面的实际应用。LTB 亚单位没有肠毒素活

性, 但保留了 LT的免疫增强活性, 虽然其作用较 LT

全毒素的弱 , 但仍然是一个良好的免疫增强佐剂 , 

它不仅具备系统免疫增强作用[7, 8], 还有较好的粘膜

免疫增强活性[9]。本实验将 LTB基因克隆到 pETVP1

质粒中的 VP1基因的上游, 构建了表达 LTB与 VP1

融合基因的表达质粒 pETLTBVP1。该质粒表达的融

合蛋白保留了 LTB和 VP1各自的免疫学活性, 并且

具有较强的免疫原性, 为进一步研制口蹄疫基因工

程疫苗提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试动物 
体重约 20 g 左右的云南昆明小鼠: 普通级, 雌

性, 购于湖南中医药大学实验动物中心。 

1.2  菌种与质粒 
大肠杆菌 BL21(DE3)LysS菌株为本实验室保存, 

含 FMDV VP1基因的质粒 pETVP1[10], pMDTLT质粒
均由本实验室构建并保存(LT: GenBank Accession 
No. DQ778054)。 

1.3  主要试剂与试剂盒 
Pfu酶、EcoR I、NcoI、SalⅠ内切酶、DNA Marker、

IPTG均购于大连宝生物工程公司; 胰蛋白胨、酵母

浸膏、卡那霉素、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂

购于北京鼎国生物技术有限责任公司; T4 DNA连接

酶购于MBI公司; HRP标记的兔抗猪 IgG抗体(编号

A5670)、HRP标记的羊抗兔 IgG抗体(编号 A6154)、

兔抗 CT抗体(编号 C3062)均购于 Sigma公司; 猪口

蹄疫油佐剂灭活疫苗(批号: 060431)某公司生产。 

增强型底物显色试剂盒购于北京天为时代科技

有限公司, 小量质粒提取试剂盒购于 OMEGA, O型

口蹄疫正向间接血凝抗原试剂盒(批号: 060717)购于

中国农业科学院兰州兽医研究所。 

1.4  血清 
经荷兰赛迪诊断公司生产的 O型口蹄疫抗体检

测试剂盒(批号: 05K012)检测的 FMDV 抗体阳性的

免疫猪血清。 

1.5  LTB 基因的 PCR 扩增 
根据本实验室构建的 pMDTLT中 LTB的核苷酸

序列, 设计一对扩增 LTB 序列的引物, 并在引物上

游引入 Nco I酶切位点、下游引入 EcoR I酶切位点

和一段小的连接肽 VPGVP 的编码序列。引物序列

为(下划线为酶切位点 , 阴影部分为连接肽编码序

列 ): Fp: 5′-GTACTCCATGGCTCCCCAGACTAT 

TACAGAAC-3′; Rp: 5′-GCGAATTCACCTACCCCG 
GGAACGTTTTTCATACTGATTGCC-3′。以 pMDTLT

质粒为模板, 用设计好的引物扩增 LTB 基因。其体

系为: Pfu酶(2.5 U/μL)1 μL, Fp、Rp各 2 μL, 10×Pfu

酶 Buffer 10 μL, dNTP Mixture(2.5 mmol/L)6 μL, 

ddH2O 补至 100 μL; PCR反应条件为: 94oC 5 min; 

94oC 30 s, 47oC 30 s, 72oC 30 s, 共 30个循环; 最后

于 72oC延伸 15 min 后 4oC保存。 

1.6  重组表达质粒的构建 
将上述 PCR 扩增的 LTB 基因用琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒回收后, 用 Nco I和 EcoR I进行双

酶切, 并将其插入到 pETVP1 质粒 VP1 基因的上游

相应酶切位点之间, 转化大肠杆菌 BL21(DE3)LysS

感受态菌。然后, 挑取转化子进行 PCR 鉴定并将鉴

定为阳性的转化子接种到 LB 培养基中小量培养, 

提取质粒、进行酶切鉴定及序列测定。最后将成功

构建的 LTB-VP1表达质粒命名为 pETLTBVP1。DNA

操作按文献[11]或试剂盒说明书进行 , 序列测定由

北京奥科生物技术有限公司完成。 

1.7  LTB-VP1 蛋白的诱导表达 
1.7.1  重组质粒 pETLTBVP1的转化及转化菌的诱导 

将 pETLTBVP1 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌
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BL21(DE3)LysS 感受态 , 挑单个克隆接种于 5 mL

含卡那霉素的 LB 液体培养基 , 37oC、200 r/min 振

荡培养过夜。再从过夜培养的菌液中取 50 μL 接

种于 5 mL 含卡那霉素的 LB 液体培养基中 , 37oC、

200 r/min 振荡培养至 OD600达 0.8, 加 IPTG 至终

浓度 1 mmol/L, 继续培养 4 h。最后收集菌体进行

SDS-PAGE 电泳检测。  

1.7.2  LTB-VP1融合蛋白的 Western blotting分析 

将重组蛋白、未经诱导的宿主菌表达蛋白进行

SDS-PAGE 电泳, 并用半干式电转移法将凝胶中的

蛋白转印至硝酸纤维素膜上, 转印好的硝酸纤维素

膜用兔血清封闭, 然后用猪的 O型 FMDV抗体阳性

血清或兔抗 CT 多克隆抗体分别对 VP1、LTB蛋白

进行感作[6,12], PBST 洗涤后分别加入酶标记的兔抗

猪 IgG 抗体或羊抗兔 IgG 抗体。漂洗后用增强型底

物显色试剂盒按试剂盒操作说明进行显色。 

1.8  LTB-VP1 融合蛋白的纯化 
按上述 1.7.1诱导培养 50 mL pETLTBVP1质粒

的转化菌 BL21(DE3)LysS。离心收菌、超声波裂解, 

利用 12% SDS-PAGE 对表达的 LTB-VP1 蛋白进行

纯化, 方法见文献[13]。最后用 SDS-PAGE对纯化的

LTB-VP1进行纯度检测。纯化 LTB-VP1含量的测定

以蛋白浸提液作为对照 , 参照文献[14]用分光光度

计测定, 按下述公式进行计算确定 LTB-VP1的浓度: 

蛋白质浓度(mg/mL) =1.45×A280−0.74×A260。 

1.9  小鼠免疫实验 
1.9.1  疫苗接种 

将上述纯化的 LTB-VP1蛋白质溶液与弗氏佐剂

混合、乳化, 使每毫升疫苗含 LTB-VP1蛋白 0.2 mg, 

然后腹腔注射免疫体重 20 g左右的昆明小鼠 6只。

每只小鼠接种 200 μL(40 μg LTB-VP1蛋白质), 共免

疫 3 次, 每次间隔 2 周, 第 1 次接种弗氏完全佐剂

LTB-VP1蛋白疫苗, 第 2、3次接种弗氏不完全佐剂

LTB-VP1 蛋白疫苗。另外设一组接种商品疫苗的对

照组和一组不接种任何疫苗的空白对照组, 每组 6只

小鼠, 商品疫苗对照组每只小鼠腹腔接种 200 μL、接

种次数、时间同 LTB-VP1 蛋白质疫苗; 对照组不做

任何免疫接种。 

1.9.2  小白鼠血清抗体效价检测 

于第 1、2次接种后 2周和第 3次免疫后的 2、

4、6 周分别采血分离血清, 对照组亦进行同时采血

处理。将血清做 21、22、23、24、25和 26六个稀释

度用 O 型口蹄疫正向间接血凝抗原试剂盒进行

FMDV抗体效价检测, 21稀释仍不产生 50％凝集的, 

血清效价视为 0。数据用 SAS进行分析, 以 P < 0.05

判为差异显著。 

2  结果 

2.1  LTB 基因的 PCR 扩增 
以本实验室构建并保存的 pMDTLT质粒为模板, 

用设计好的引物扩增得到了 342 bp的 LTB基因。 

2.2  LTB-VP1 表达质粒的构建结果 
将 PCR扩增好的 LTB基因插入 pETVP1并转化

BL21(DE3)LysS 后挑过夜培养后形成的单个克隆、

PCR 扩增出与预期大小相符的 981 bp 的条带(VP1

加上 LTB的长度); 提取质粒用 Nco I、Sal I双酶切

得到 981 bp和 5369 bp的 2个片段, 与预期大小相

符的条带, 序列经测定正确。将成功构建的质粒命

名为 pETLTBVP1。 

2.3  LTB-VP1 蛋白的诱导表达 
将含 pETLTBVP1 质粒的阳性克隆进行诱导表

达, 并经 SDS-PAGE进行检测分析, 由图 1可见, 已

表达出目的 LTB-VP1蛋白, 蛋白质大小约 39 kD左

右, 与预期大小相符。蛋白表达量经凝胶成像系统

分析约占菌体总蛋白的 19.8%左右。Western blotting

印迹表明, 该蛋白能与 FMDV 阳性血清和兔抗 CT

的多克隆抗体发生特异性反应(图 1)。 

 

图 1  LTB-VP1 蛋白 SDS-PAGE 电泳及 LTB 和 VP1 的

Western blotting 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE and Western blotting analysis of the 
expressed product recombinant LTB-VP1. 1: standard protein 
marker; 2: uninduced E. coli lysate; 3: induced E. coli lysate; 4: 
precipitate; 5: supernatant; 6: Western blotting result of LTB; 7, 
8: Western blotting result of uninduced E. coli lysate; 9: 
Western blotting results of VP1. 
 

2.4  LTB-VP1 融合蛋白的纯化 
按文献[14]纯化 LTB-VP1 融合蛋白。再以纯化
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蛋白质溶液进行 SDS-PAGE 电泳, 然后染色分析, 

在 39 kD处可看到清晰的蛋白质条带且条带较单一, 

可见已纯化出相应的目的蛋白。分光光度计测得

LTB-VP1蛋白溶液的浓度为 0.4428 mg/mL。 

2.5  免疫小鼠产生的抗体水平 
于第 1、2次接种后 2周, 第 3次接种后 2、4、

6 周采血分离血清进行 FMDV 抗体效价检测, 检测

结果见表 1。从表 1和图 2可见, 用纯化的 LTB-VP1

融合蛋白免疫的小鼠首免后 2 周可见明显的抗体产

生, 三免后 2周达到高峰, 三免后 4周仍可检测到血

清抗体。且 LTB-VP1诱导的抗体滴度高于普通商品

疫苗对照组。将各检测结果进行统计分析同样发现: 

首免和二免后 2 周以及三免后 2、4 周 LTB-VP1 接

种组小鼠的血清抗体水平明显高于空白对照组

(P<0.05); 三免后 2 周 LTB-VP1 接种组小鼠的血清

抗体水平明显高于商品疫苗接种组(P<0.05)。 

表 1  免疫小鼠血清抗体效价 
Table 1  Serum antibody titers of the immunized mice 

Serum antibody titer of mice 
Groups Two weeks after the 

first immunization 
Two weeks after the 
second immunization

Two weeks after the
third immunization 

Four weeks after the 
third immunization 

Six weeks after the 
third immunization 

LTB-VP1 2, 2, 2 
2, 2, 4 

2, 2, 8 
8, 16, 16 

4, 8, 8 
16, 16, 32 

0, 4, 4 
4, 8, 8 

0, 0, 0 
0, 2, 2 

Inactive FMDV 
vaccine 

2, 2, 2 
0, 0, 0 

2, 2, 4 
4, 4, 4 

2, 4, 4 
4, 4, 8 

0, 2, 2 
4, 4, 4 

0, 0, 0 
0, 0, 2 

Non-vaccinated 
control 

0, 0, 0 
0, 0, 2 

0, 0, 2 
2, 2, 2 

0, 0, 0 
0, 2, 2 

0, 0, 0 
0, 0, 2 

0, 0, 0 
0, 0, 2 

 
图 2  免疫小鼠血清平均抗体效价的变化 
Fig. 2  Changes of serum antibody titers of the immunized mice. 1: two weeks after the first immunization; 2: two weeks after the 
second immunization; 3: two weeks after the third immunization; 4: four weeks after the third immunization; 5: six weeks after the 
third immunization. 
 

3  讨论 

目前, 接种 FMDV 灭活疫苗是预防口蹄疫的主

要措施, 对控制 FMD 的流行起了重大的作用, 但灭

活疫苗存在着安全隐患。例如, 疫苗生产过程中存

在散毒和病毒灭活不完全的危险[15,16]。并且, 目前国

内 FMDV 灭活疫苗的实际使用效果不尽人意, 免疫

商品猪出栏前抗体水平偏低, 甚至没有抗体, 起不

到免疫保护的作用。因此 , 安全、免疫效果好的

FMDV 基因工程疫苗成为了当今口蹄疫新型疫苗研

究的一个重要课题。 

VP1 是 FMDV 的主要保护性抗原, 在已发现的
O型 FMDV的 5个抗原位点中, 有 3个位于 VP1内
(位点 1、位点 3和位点 5), 另外位点 2也与 VP1有
关, 只有位点 4位于 VP3上, 与 VP1无关[17,18]。VP1
可诱导接种动物产生中和抗体, 并且免疫动物具有

较强抵抗病毒感染的能力[3−5]。因此, 完整的 VP1蛋
白或其部分表位肽成了人们制备 FMDV蛋白质亚单
位疫苗的靶抗原。自 1981 年 Kleid 等[4]成功地进行

了口蹄疫病毒 VP1 基因在原核细胞中的表达, 并免
疫牛和猪后发现能产生中和抗体以来 , 人们对
FMDV 的新型疫苗进行大量的研究。部分研究工作
者将 FMDV结构蛋白VP1几个抗原表位片段进行了
表达或合成, 并用得到的蛋白接种实验动物、诱导
了高水平的中和抗体[3,19]。但 Rodriguez等[20]将合成

的含 O型 FMDV VP1的 141~160 aa(G-H环)的肽段
肌肉接种牛, 虽产生了中和抗体, 却不能抵抗病毒
的感染。 

此外, 一些研究工作者采用具有系统免疫增强

作用或系统黏膜免疫增强作用皆有的佐剂来增强

FMDV 新型疫苗的免疫原性, 通过不同途径免疫实

验动物, 同样诱导产生了抗 FMDV 的特异性血清抗
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体, 部分还产生了黏膜免疫反应[5,21−23]。如 2005 年

Song等[24]将 O型 FMDV VP1蛋白与 CTB一起进行

表达后接种小鼠, 发现该融合蛋白能诱导小鼠产生

中和抗体, 且通过腹腔和鼻内接种小鼠比口腔接种

有更高的保护率。用该蛋白免疫接种猪时, 经 3次接

种后有免疫反应产生, 并且攻毒时 80%的猪被保护。 

近来的研究表明, 在多种动物的 FMDV 多克隆

血清中针对 FMDV的第 1、2、3个抗原位点的抗体

并没有占主导地位, 且对于猪而言, 其 FMDV 的多

克隆血清对 VP1 C末端编码的多肽并不如反刍动物

一样有免疫反应。因而, FMDV 中存在的尚未发现

的优势抗原位点, 对于诱导保护性免疫的产生可能

也是重要的[18]。因此, 利用 VP1 全基因研制的基因

工程疫苗较表位疫苗可提供更强的免疫保护。 

LTB 不但具有强的粘膜免疫佐剂性[7,8], 而且在

通过皮下及皮内等非粘膜免疫接种时同样具有好的

佐剂性能[9], 其免疫增强作用优于 CTB[25]。其已被

广泛应用于细菌(大肠杆菌、幽门螺杆菌等)[26,27]和病

毒(流感病毒、疱疹病毒、乙肝病毒)[28−30]疫苗的研

究中。但在口蹄疫基因工程疫苗的研究中, 除庄娟

等[31]曾将 FMDV VP1蛋白的第 21~40、141~160 aa

串连起来并和 LTB二者进行融合表达作为 FMDV和

大肠杆菌二价疫苗外, 本实验将 FMDV VP1全基因

序列与 LTB进行融合表达尚属首次。LTB对蛋白质

疫苗有明显的免疫增强作用, 其还能诱导免疫动物

产生针对其它共同免疫抗原的黏膜免疫反应[7,8]。这

对于可通过空气传播, 并经呼吸道粘膜感染的 FMD

而言存在着一定的优势。 

本研究实现了 O型 FMDV VP1全基因和大肠杆

菌不耐热肠毒素 LTB 亚单位基因的融合表达, 并初

步进行了腹腔免疫接种实验。将 LTB-VP1免疫组小

鼠产生的血清抗体水平与对照组比较, 发现在二免

和三免后 2 周  LTB-VP1 免疫组明显高于对照组

(P<0.05), 取得了比商品疫苗更好的免疫效果。本实

验中的 LTB-VP1蛋白作为免疫抗原在进行其他途径

接种时的效果比较还有待于进一步研究证实。 
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