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猪细小病毒 VP2 与大肠杆菌不耐热肠毒素 B 
亚单位在干酪乳杆菌表面共表达 
王相清  欧  笛  任安琦  葛俊伟  乔薪瑗  唐丽杰  李一经* 

(东北农业大学  黑龙江 哈尔滨  150030) 

 
 

摘  要: 将分别编码猪细小病毒(PPV)主要免疫保护性抗原 VP2 蛋白与大肠杆菌不耐热肠毒素 B
亚单位 (LTB)基因插入乳酸杆菌细胞表面表达载体 pPG 中 , 成功构建了重组表达载体

pPG-VP2-LTB, 将其电转化干酪乳杆菌 Lactobacillus casei 393, 获得了表达猪细小病毒 VP2-LTB
融合蛋白的重组乳酸菌表达系统, 经 2%乳糖诱导, SDS-PAGE 和 Western-blot 检测表明, 有大小约

78 kD 的蛋白得到了表达, 具有与天然病毒蛋白一样的抗原特异性, 全细胞 ELISA 结果表明, LTB
同时获得了表达; 间接免疫荧光实验及免疫胶体金定位试验结果表明, 所表达的蛋白定位于干酪

乳杆菌的菌体表面。本研究成果为猪细小病毒重组乳酸菌活菌口服疫苗的研制和 LTB 作为粘膜免

疫佐剂作用的研究奠定了重要的物质基础。 
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Co-expression of PPV VP2 and LTB on the Surface 
of Lactobacillus casei 
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Abstract: Lactobacillus casei was selected as an antigen delivery vehicle for the development of oral vac-
cine to express recombinant LTB and porcine parvovirus (PPV) VP2 protein. The fusion protein gene en-
coding PPV VP2 protein and LTB, was cloned into the surface expression vector pPG, and then the recom-
binant expression vector pPG-VP2-LTB was electrotransformed into Lactobacillus casei 393, generating re-
combinant strain pPG-VP2-LTB/L. casei 393. After induced by 2% Lactose in MRS broth, an about 78 kD 
protein was detected in the recombinant Lactobacillus casei by SDS-PAGE. The result of Western blot indi-
cated that the protein possessed the antigenic specificity same as the native virus protein. The result of the 
whole bacteria cell ELISA indicated that the LTB protein was expressed at the same time. The results of in-
direct immunofluorescence test and immuno-gold electron microscopy showed that the interest protein was 
expressed on the surface of L. casei 393. The results provide potential for the development of lactic acid 
bacteria oral vaccine of PPV, which used LTB as mucosal adjuvant. 
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猪细小病毒(Porcine parvovirus, PPV)是引起母
猪繁殖障碍的重要病原之一。病毒经消化道、呼吸

道及泌尿生殖道等多种黏膜途径感染, 导致怀孕母
猪, 特别是初产母猪发生流产、死胎、木乃伊胎及
新生仔猪死亡[1]。因该病流行面广、危害严重, 给养
猪业带来重大经济损失[2]。 

PPV 属无囊膜病毒, 衣壳蛋白是病毒的表面结
构蛋白, 其中VP2蛋白在病毒感染发生, 致病性发挥
以及诱导机体产生免疫保护等方面起关键作用[3,4]。

针对猪细小病毒黏膜感染特点和猪细小病毒 VP2蛋
白在疾病防治中所起的重要作用, 设计以 VP2 为免
疫原有效刺激黏膜免疫系统, 以阻断病原入侵的第
一道防线, 对科学防治本病具有重要意义。 

在疾病防治中, 利用乳酸菌表达和传递外源抗
原进行黏膜免疫被认为是安全有效的活菌疫苗 [5,6], 
但乳酸菌外源抗原表达量低、免疫原性差, 多数乳
酸菌表达后表达产物存在细胞内不能被免疫细胞识

别和提呈是影响乳酸菌载体携带外源抗原免疫效果

的重要因素, 因此如何提高乳酸菌外源抗原对黏膜
免疫系统的刺激以及增加抗原与免疫细胞接触, 是
提高乳酸菌黏膜免疫应答的重要技术环节。 

本实验利用乳酸杆菌在肠道的黏附特性、耐胆

汁酸盐、耐胰酶和在肠道的定殖和对机体的益生作

用[7], 构建表达猪细小病毒 VP2 蛋白重组乳酸菌系
统, 为促进外源抗原对黏膜刺激的稳定性和持久性, 
在表达系统中插入了具有黏膜免疫佐剂的大肠杆菌

不耐热肠毒素 B 亚单位(LTB), 实现了 VP2 蛋白与
LTB在乳酸菌表面的共表达, 从而为研制 PPV的口
服活菌疫苗奠定了物质基础。 

1  标题材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒: pMD18-T-VP2和 pMD18-T-LTB
重组质粒, 分别含有猪细小病毒 VP2基因与 LTB基
因, 在 VP2基因两端含有 BamH I、Xho I酶切位点, 
LTB基因两端含有 Sal I、Xho I酶切位点, 由本实验
室构建; 表面表达型载体 pPG含有 ssUSP分泌信号
肽基因序列、氯霉素(Cm)抗性基因, 锚定结构序列
(Anchor)和 Lactobacillus casei 393受体菌均由荷兰
NIZO研究所惠赠。 
1.1.2  主要试剂: HRP标记的羊抗鼠 IgG、FITC标
记的羊抗鼠 IgG 购自 Sigma 公司, 猪细小病毒 VP2

蛋白单克隆抗体由本实验室制备保存。鼠抗 LTB阳
性血清本实验室制备保存。T4 DNA 连接酶购自
NEB公司。氯霉素(Cm)、溶菌酶、乳糖、伊文思兰
等购自北京索莱宝生物有限公司; MRS 培养基、氯
金酸(HAuCl4·3H2O)、柠檬酸钠等试剂购自 Sigma公
司。感受态 JM109、pMD18-T Simple载体购自大连
宝生物工程有限公司。 
1.1.3  引物: 上游引物 P1含 BamH I酶切位点, 下

游引物 P2含 Xho I酶切位点, 用于扩增 VP2基因。

上游引物 LT1 含 Sal I 酶切位点, 下游引物 LT2 含

Xho I 酶切位点, 用于扩增 LTB 基因。引物 CX1、

CX2用于鉴定 VP2与 LTB连接部位, 扩增目的片段

约 750 bp, 引物序列如下:  
P1: 5′-ACGGGATCCTATGAAACACAAAG-3′ (BamH I);  
P2: 5′-CGGCTCGAGGTATAATTTTCTTGG-3′ (Xho I) 
LT1: 5′-GGGGTCGACGGCGGTGGCAGCATGAATA 
AAGTAAAATGTTAT-3′ (Sal I) 
LT2: 5′-GGGCTCGAGCTAGTTTTCCATACTGATTG 
CCGCA -3′ (Xho I) 
CX1: 5′-GGGGTCGACTGGGATAAAGAACTTGATA 
C-3′ 
CX2: 5′-GGGCTCGAGGTAGTTTTCCATACTGATTG 
CCGC-3′ 
1.2   方法 
1.2.1  重组干酪乳杆菌的构建及鉴定 : 以质粒

pMD18-T-VP2 和 pMD18-T-LTB 为模板, 利用各自

引物 PCR扩增分别获得 VP2基因和 LTB基因。VP2

基因经 BamH I和 Xho I双酶切胶回收, LTB基因经

Sal I和 Xho I双酶切胶回收, VP2与 LTB经 T4 DNA

连接酶连接, 以连接产物为模板, P1 和 LT2 为上下

游引物, 扩增获得 VP2-LTB基因, 胶回收 VP2-LTB

基因, 连接 pMD18-T simple载体, 转化 JM109感受

态, 获得阳性重组质粒 pMD18-T-VP2-LTB。重组质

粒 pMD18-T-VP2-LTB和 pPG载体经 BamH I和 Xho I

双酶切后回收目的基因片, 连接过夜, 连接产物电

转化感受态细胞干酪乳杆菌 Lactobacillus casei 

393。取适量菌液涂布于含有 10 µg/mL Cm的 MRS

琼脂培养基上, 37°C厌氧培养 36 h。挑取单个菌落, 

接种于含有 10 µg/mL Cm 的 MRS 液体培养基中, 

37°C 厌氧培养过夜, 提取质粒。对重组质粒进行酶

切鉴定、以引物 CX1、CX2进行 PCR鉴定, 并对疑

似阳性重组质粒进行序列测定, 获得的阳性重组质

粒乳酸杆菌命名为 pPG-VP2- LTB/ L. c393。 
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1.2.2  目的蛋白的诱导表达: pPG-VP2-LTB/L. casei 
393阳性重组菌落接种于 MRS液体培养基中, 37°C

厌氧培养过夜活化, 取过夜培养菌以 1:20 比例接种

于含 2%乳糖的MRS培养基中进行诱导, 诱导 22 h。

诱导结束后取 1 mL诱导菌液测OD600值, 样品处理: 

诱导表达菌液以 12000 r/min离心 5 min, 菌体沉淀

用 500 µL 10 mg/mL的溶菌酶 37°C水浴作用 60 min, 

12000 r/min 离心 5 min, 弃上清; 菌体加入 SDS- 

PAGE样品缓冲液(含 DTT), 混匀 , 沸水浴 10 min, 

12000 r/min离心 5 min。同时设 pPG/L. c393为阴性

对照。经 10% SDS-PAGE分析。 

1.2.3  表达产物的鉴定 : 1) Western-blot 鉴定 : 

SDS-PAGE 结束后, 将凝胶中蛋白转印到硝酸纤维

素膜上, 以猪细小病毒 VP2 蛋白单克隆抗体作为第

一抗体, HRP标记的羊抗鼠 IgG为第二抗体, 4-氯-1-

萘酚底物显色溶液中显色 15 min, 观察结果。 

2) 全细胞 ELISA 鉴定表达的 LTB 蛋白: 首先

用 0.01%多聚赖氨酸(100 µL/孔)包被 96孔板, 室温

l h; 然后用 0.05 mol/L PBS浸没洗板, 轻微摇动板, 

控干; 用 0.05 mol/L PBS稀释诱导后的菌液至OD600

为 0.2, 每孔加入 100 µL乳酸菌细胞, 4°C过夜孵育; 

每孔加 0.25%戊二醛 50 µL, 室温孵育 l5 min; 用

PBS浸泡洗板 3次, 每孔加 100 mmol/L含 0.1% BSA

的甘氨酸缓冲液 100 µL以拮抗残留的戊二醛。室温

孵育 l h; 用含 0.05%吐温-20的 PBS洗板 5次, 然后

加入含 3% BSA的 PBS-吐温(200 µL/孔)封闭, 37°C

孵育 2 h; 每孔加 1:1000稀释的 100 µL鼠抗 LTB阳

性血清或阴性血清, 室温孵育 90 min; 洗板后, 加

入 1:2000 稀释的 100 µL HRP 标记的羊抗鼠 IgG, 

37°C孵育 2 h; 用含 0.05%吐温-20 PBS浸泡洗板 3

次, 3 min/次, 拍干。准备 OPD底物, 每孔加底物 100 

µL, 室温孵育 20 min。用 490 nm波长测定光吸收值。 

3) 间接免疫荧光法分析: 分别取 0.5 mL 经 

诱导的重组干酪乳杆菌、含空质粒的干酪乳杆菌 , 

5000 r/min离心 5 min, 菌体沉淀用无菌 PBS洗涤 3

次, 5000 r/min离心 5 min, 弃上清; 猪细小病毒 VP2

蛋白单克隆抗体细胞培养上清液作为第一抗体, 混

和均匀, 37°C水浴作用 60 min, 5000 r/min离心 5 min, 

菌体沉淀用无菌 PBS 洗涤 3 次 , 5000 r/min 离心

5 min, 弃上清; 加入 PBS稀释的含 1% 伊文思兰的

FITC 标记羊抗鼠 IgG 二抗, 悬浮混合后 37°C 作用

60 min, 5000 r/min离心 5 min, 菌体沉淀用无菌 PBS

洗涤 3次, 5000 r/min离心 5 min, 弃上清; 菌体沉淀

悬浮于适量的 PBS 中, 取适量涂片, 自然干燥后, 

预冷丙酮固定 30 min, 荧光显微镜观察。 

4) 免疫胶体金电镜分析: 制备胶体金颗粒, 并
进行胶体金颗粒标记 VP2蛋白单克隆抗体 [8]。分别

取 0.4 mL经诱导的重组干酪乳杆菌、含空质粒的干
酪乳杆菌, 4000 r/min离心 5 min, 菌体沉淀用无菌
PB缓冲液(0.1 mol/L, pH 7.0)洗涤 3次, 4000 r/min
离心 5 min, 弃上清, 加入已制备的免疫胶体金溶液, 
悬浮混匀 4°C吸附作用过夜, 用无菌 PB缓冲液洗涤
3次, 4000 r/min离心 5 min, 弃上清, 用 PB缓冲液
悬起。铜网蘸取混合液, 干燥, 电镜观察。 

2  结果 

2.1  重组乳酸菌表达质粒 pPG-VP2-LTB 的鉴定 
以 P1、LT2为引物, pMD18-T-VP2-LTB为模板, 

经 PCR 扩增获得约 2.1 kb 目的基因片段 VP2-LTB, 

电转化 Lactobacillus casei 393后, 经 MRS Cm抗性

平板选择培养, 挑取单个菌落扩大培养, 提取质粒, 

经 BamH I和 Xho I单、双酶切和 PCR鉴定均表明

与预期大小的核酸片段相一致(见图 1和图 2)。测序

结果也表明外源基因 VP2-LTB正确插入 pPG中。 
 

 

图 1  pPG-VP2-LTB 酶切鉴定结果 
Fig. 1  Identification of pPG-VP2-LTB by enzyme digested 
注: 1: pPG-VP2-LTB经 BamH I和 Xho I双酶切后, 分别切出大
小约为 3600 bp和 2200 bp; 2, 3: pPG-VP2-LTB分别经 BamH I
和 Xho I单酶切后, 分别切出大小约为 5800 bp目的片段; 4: DNA 
marker DL15000. 
Note: 1: pPG-VP2-LTB digested by BamH I and Xho I, interest 
fragments were about 3600 bp and 2200 bp, respectively; 2, 3: 
pPG-VP2-LTB digested by BamH I, Xho I respectively, interest 
fragment was about 5800 bp; 4. DNA marker DL15000. 
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图 2  pPG-VP2-LTB PCR 鉴定结果 
Fig. 2  Identification of pPG-VP2-LTB by PCR 
注: 1: DNA marker DL4500; 2: pPG-VP2-LTB为模板, 引物 P1、
P2 PCR扩增出约 2200 bp的基因片段; 3: pPG-VP2-LTB为模板, 
引物 CX1、CX2 PCR扩增出约 750 bp VP2与 LTB连接部位的基
因; 4: PCR阴性对照. 
Note: 1: DNA marker DL4500; 2: About 2200 bp gene fragment 
was amplified by PCR from pPG-VP2-LTB; 3: About 750 bp gene 
fragment of linked with VP2 and LTB was amplified by PCR from 
pPG-VP2-LTB; 4: PCR negative control. 
 
2.2  目的蛋白在干酪乳杆菌中的表达 

重组 pPG-VP2-LTB/L. casei 393菌株经 2%的乳
糖诱导, 菌体裂解物经 10% SDS-PAGE 鉴定, 表明
菌体裂解物有约 78 kD的蛋白泳带(见图 3), 其分子
大小与预期理论值相符。 

2.3  表达产物的鉴定 
2.3.1  Western blot 鉴定: 诱导菌体表达裂解物经
SDS-PAGE电泳后, 转印 NC膜, 与猪细小病毒 VP2 

 

 

图 3  重组乳杆菌 pPG-VP2-LTB/L. casei 393 表达蛋白

SDS-PAGE 鉴定结果 
Fig. 3  The identification of protein expression in pPG-VP2- 
LTB/L. casei 393 by SDS-PAGE 
注: 1: 标准蛋白分子量(116.0 kD~25.0 kD); 2: 经 2%乳糖诱导的
pPG/L. casei 393; 3, 4: 经 2%乳糖诱导的 pPG-VP2-LTB/L. casei 
393, 箭头所示有约 78 kD蛋白泳带. 
Note: 1: Protein marker (116.0 kD~25.0 kD); 2: pPG-VP2-LTB/L. 
casei 393 noninduced by 2% lactose; 3, 4: pPG-VP2-LTB/L. casei 
393 induced by 2% lactose, as arrow showing. 

蛋白单克隆抗体和羊抗鼠 IgG/HRP 作用后显示, 在

表达蛋白带的预期位置出现明显的反应带, 说明重

组蛋白 VP2-LTB 在乳酸菌中得到了有效表达(图 4

箭头所示)。 
 

 

图 4  重组乳酸菌 pPG-VP2-LTB/L. casei 393 表达蛋白

Western-blot 鉴定结果 
Fig. 4  The identification of expressed protein in the 
pPG-VP2-LTB/L. casei 393 by Western-blot 
注: 1: 2%乳糖诱导含 pPG质粒的乳酸菌, Western-blot结果阴性; 
2: 2%乳糖诱导表达的重组乳酸菌 pPG-VP2-LTB/L. casei 393经
SDS-PAGE 电泳, 转印至 NC 膜后, 分别与鼠源抗 PPV 高免血
清、羊抗鼠 IgG/HRP作用后, 表达蛋白出现明显的反应带.  
Note: 1: L. casei 393 harboring pPG was induced by 2% lactose, 
the result of Western-blot was negative; 2: The expressed protein in 
pPG-VP2-LTB/L. casei 393 induced by 2% lactose was transformed 
onto NC membrane, then reacted with Mouse anti PPV serum and 
sheep anti mouse IgG/HRP, result showed that the expressed pro-
tein appeared clear immune blot. 
 
2.3.2  全细胞 ELISA 结果: 分别以诱导后的重组

菌、空载体对照菌包被 ELISA 反应板, 分别以鼠抗

LTB 蛋白血清, 鼠阴性血清作为一抗, 相应的 HRP

标记的羊抗鼠 IgG为二抗, 检测LTB蛋白表达情况。

从图 5可以看出 pPG-VP2-LTB/L. casei 393和阳性

血清反应的 OD值高于对照菌 pPG/L. casei 393和阳

性血清反应的 OD 值 2 倍以上, 且差异极显著。而

pPG-VP2-LTB/L. casei 393 和阴性血清反应的 OD

值、对照菌 pPG /L. casei 393和阴性血清反应的 OD

值基本相近。表明重组菌 pPG-VP2-LTB/L. casei 393

表达了 LTB蛋白。 

2.3.3  间接免疫荧光鉴定结果: 取经诱导的重组干

酪乳杆菌和含空质粒的干酪乳杆菌进行的间接免疫

荧光染色 , 结果表明 , 重组菌呈现蓝绿色荧光 , 而
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图 5  全细胞 ELISA 鉴定 LTB 蛋白表达检测结果 
Fig. 5 The identification of LTB protein expressed by 
pPG-VP2-LTB/L. casei 393 via the whole bacteria cell 
ELISA 
 

 

图 6  免疫荧光鉴定目的蛋白表达定位结果(40×)  
Fig. 6  The identification of induced interest protein via 
immunofluorescence (40×) 
注: A: pPG-VP2-LTB/L. casei 393菌诱导表达后经间接免疫荧光
染色, 荧光显微镜检测菌体呈绿色荧光; B: pPG/L. casei 393免
疫荧光结果 , 荧光显微镜检测未出现荧光反应 , 菌体被伊文思
蓝染成红色. 
Note: A: The pPG-VP2-LTB/L. casei 393 was induced by lactose, 
there were green-yellow fluorescence reaction on the surface of the 
bacteria; B: The result of immunofluorescence of pPG/L. casei 393 
was negative and the bacteria were red dyed by Evans blue.  
 
含空质粒的乳酸杆菌未见蓝绿色荧光, 被伊文思兰
染成红色(图 6), 说明目的蛋白在重组菌体获得了表
达。 
2.3.4  免疫胶体金电镜定位结果: 取经诱导的重组
干酪乳杆菌和含空质粒的干酪乳杆菌分别用胶体金

颗粒标记的 VP2 蛋白单克隆抗体作用, 电镜观察结
果表明, 免疫胶体金颗粒有规律的吸附到重组菌表
面(箭头指示), 而含空质粒乳酸菌未见有金颗粒的
规律吸附, 进一步说明了目的蛋白是表达定位于重
组菌的表面(图 7)。 

3  讨论 

本试验利用具有锚定结构的乳酸杆菌表达载体, 

 

图 7  免疫胶体金电镜定位检测结果 
Fig. 7  Detection of the interest protein by immuno-gold 
electron microscopy 
注: A: pPG-VP2-LTB/L. casei 393菌诱导表达后经免疫胶体金电

镜观察 , 电镜检测菌体表面有免疫胶体金颗粒吸附(箭头指示); 

B: pPG/L. casei 393菌诱导后免疫胶体金电镜观察, 电镜检测菌

体表面未出现免疫胶体金颗粒吸附. 
Note: A: Immunogold labelling on the surface of pPG-VP2-LTB/L. 
casei 393(as arrow show); B: No immunogold labelling on the 
surface of pPG/L. casei 393. 

 
构建了共表达猪细小病毒 VP2 蛋白与 LTB 的重组

干酪乳杆菌表达系统, SDS-PAGE、Western-blot 分

析, 全细胞 ELISA 检测以及间接免疫荧光检测均表

明, 该蛋白获得了正确表达; 免疫胶体金电镜观察, 

进一步确定了所表达的蛋白定位于乳酸杆菌细胞壁

的表面。实现了 VP2 蛋白在乳酸杆菌的表面表达, 

为提高该蛋白与免疫系统有效接触, 增强其免疫原

性奠定了物质基础。 

大肠杆菌不耐热肠毒素是由 A、B 两个亚单位

组成的外毒素, 其 B(LTB)亚单位本身无毒性, 但在

协助 A亚单位进行粘附和发挥毒性过程中起重要作

用[9]。近年来 B 亚单位作为黏膜佐剂受到了关注。

研究表明 , LTB 是很好的免疫佐剂 , 能传递黏膜抗

原信息 , 增加抗原特异性 T 细胞克隆的增殖和分

化 [10]。LTB可激活 Thl途径, 不易引起变态反应, 同

时能增大抗原分子量 , 提高外源抗原的免疫原性 , 

亦能提高 CD8+T细胞对病毒感染细胞的杀伤力[11]。

先前的实验表明, 已构建的表达猪细小病毒 VP2 蛋

白乳酸菌表达系统, 免疫动物可有效刺激机体产生

良好的体液免疫、细胞免疫和免疫保护作用[12]。本

实验在此基础上, 将 LTB 插入到表达猪细小病毒

VP2 蛋白的重组乳酸菌系统, 实现了 LTB 和猪细小

病毒 VP2蛋白在乳酸菌表面的融合表达。该系统在

动物免疫中, 能否有效刺激机体免疫应答, LTB 对

VP2 是否具有免疫增强作用, 尚需进一步进行动物

免疫加以验证。 
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10 全国酶工程会议 
中国微生物学会酶工

程专业委员会 
待定 

待

定
待定

金城 

010-64807425 

11 
2009年生物过程模型化与控
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中国微生物学会生化

过程模型化与控制专
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张克勤 
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