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摘!要!合成:型口蹄疫病毒;<’蛋白中与细胞免疫!!’!A&表位肽"及体液免疫!’A’!’%&表位肽"相关的基因

序列!&!&/0’$运用基因工程技术构建了含有肠毒素大肠杆菌?=>(@=#基因及双拷贝!&!&/0’的融合表达载体

B!&!&*>*!&!&*@=#$转化宿主菌>?!’!C)6"DE?后的表达产物经@C@*<FG)分析$结果显示重组融合蛋白的分子量

约为A#4C,$表达量较高&)?E@F实验结果显示$融合蛋白能与霍乱毒素!8H9.IB,J9K-1"L=>抗体特异结合&动物

实验表明$融合蛋白能够诱发兔体产生较强的MNC;中和抗体$免疫豚鼠在低浓度MNC;刺激下能够产生特异性=
淋巴细胞增殖反应$说明融合蛋白能诱导机体产生MNC;特异性细胞及体液免疫反应’同时$融合蛋白免疫雌鼠能

够抵抗大肠杆菌强毒株攻击$免疫兔体能够产生@=#中和抗体$且融合蛋白不具@=#毒性$证明融合蛋白具有良

好的?=>(@=#免疫原性&实验结果表明$此融合蛋白具有开发成为口蹄疫及肠毒素腹泻联合疫苗的应用价值&

关键词!口蹄疫病毒’;<’’=细胞表位’>细胞表位’肠毒素大肠杆菌’?=>’@=#’免疫应答
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!!口蹄疫!X99/*,1/*+9VJH/-3I,3I$MNC"是由口
蹄疫病毒!X99/*,1/*+9VJH/-3I,3IZ-BV3$MNC;"引
起的偶蹄动物共患的热性(接触性传染病&MNC;
的核酸为单股正链的DTF分子$全长约"&&&个碱
基’其蛋白包括结构蛋白%%%;<’(;<!(;<6(;<A
和非结构蛋白%%%!F(!>(!L(6F(6>(6L(6C等&
一般认为;<’起着重要的抗原作用$其!’!A&肽
能促进机体产生细胞免疫反应*’+$而’A’!’%&肽能
引起机体的体液免疫反应*!+&
产肠毒素大肠杆菌!)1JIB9J9K-2I1-8"><=*4+<=D

+3<79+$)=)L"是引起幼畜腹泻的主要致病菌&其产
生的肠毒素分为耐热性肠毒素!HI,J*3J,].II1JIB9*
J9K-1$@="和热敏性肠毒素!HI,J*.,]-.II1JIB9J9K-1$

?="两种&耐热性肠毒素对热稳定$可分为@=#与

@=$两种亚型$分子量较小$免疫原性弱$与大分子
偶联可产生免疫原性*6$A+’热敏性肠毒素对热敏感$
由F(>两个亚单位组成$其中F亚单位是毒素的活
性部分$>亚单位是免疫的主要受体结合区$其本身
没有毒性*#$%+&
本实验通过基因工程技术$把:型口蹄疫病毒

;<’双拷贝!’!A&与’A’!’%&表位肽与肠毒素大
肠杆菌?=>(@=#连接到表达载体上$在大肠杆菌
中表达出具有抗:型口蹄疫病毒与产肠毒素大肠
杆菌双重作用的融合蛋白$为一步预防口蹄疫与幼
畜腹泻疾病(生产安全高效的基因工程疫苗提供了
实验依据&

’!材料和方法

=F=!菌株#质粒及试剂
产肠毒素大肠杆菌强毒株 L"6(&!!̂"",8$

@=_$?=_"由本实验室保存’L"6(’%!@=_"购自中
国兽药监察所’大肠杆菌>?!’!C)6"DE?购自T9Z,*

2I1公司’B>@=#及B!&!&/0’重组质粒由本实验
室构建’受体菌UN’&(和Y)=6!,质粒由本实验室
保存’YSL+*=购自上海申能博彩&

<LD扩增所用/T=<(]VXXIB及)K&3ECTF聚

合酶购自=F̂ FDF公司’限制性内切酶 F2-#(

"<7D#(!+-/%().9$(G=7#购自=,̂,D,公司’

DTF反转录试剂盒(CTF连接酶(质粒抽提试剂盒(

CTF割胶纯化试剂盒(>LF*’&&蛋白定量试剂盒及

C>F显色液购自上海申能博彩公司&

=FG!;HC操作

’7!7’!!&!&/0’基因的操作
扩增!&!&/0’基因,(]序列&!&!&,/0’序列

<LD扩增上游引物#GG=FLL=F=LLGLFGGFL$下
游引物#GFF==LGL=F=FGF=GLL&!&!&]/0’序
列<LD扩增上游引物#GG=FLL=F=LLGLFGGFL$
下游引物#FFGL==LLGGFGLFLFLGGLFGFG&引
物由北京三博远志生物技术有限责任公司合成&扩
增产物分别与=载体连接后转化UN’&(宿主菌进
行基因扩增$提取质粒经F2-#)"<7D#(F2-#)

!+-/%酶切得到目的!&!&,(]/0’基因&

’7!7!!H&)D(&!的基因操作

H&)D(&!扩增上游引物#GFF==L=F=GLF*
LFLGGFGL=LLLLF$下游引物为#L=LGFGGLFL*
LLGG=FLFFG&引物由北京三博远志生物技术有
限责任公司合成&扩增产物与=载体连接后转化

UN’&(宿主菌进行基因扩增$提取质粒进行"<7D
#)G=7#双酶切得到目的H&)D(&!基因&

’7!76!重组表达载体B!&!&*>*!&!&*@=#的构建

!&!&,/0’与F2-#)"<7D#双酶切后的表达
载体Y)=6!,进行体外连接$阳性重组质粒B!&!&经

"<7D#)G=7#双酶切后与H&)D(&!基因连接$阳
性重组质粒B!&!&*)D(&! !+-/%完全酶切后再进
行F2-#部分酶切$酶切产物与!&!&]连接$构建

B!&!&*)D!&!&D(&!&

’7!7A!阳性重组质粒的鉴定

B!&!&*)*!&!&*(&!进行).9$)G=7#酶切鉴
定!).9$酶切位点与F2-#相隔一个碱基"&将阳
性重组质粒进行CTF序列测定$测序由上海博亚生
物技术公司完成$测序结果使用 CTF33-3J软件分
析&!
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=FI!重组质粒的表达及表达蛋白纯化

’767’!重组质粒的表达
重组质粒B!&!&*)D!&!&D(&!转化>?!’!C)6"

DE?后$经终浓度为’+9.)?的E<=G诱导表达&菌
液于’!&&&B)+-1离心!+-1$菌体沉淀用裂解缓冲
液!#&++9.)?YR"7&=B-3*RL.$’++9.)?)C=F$

’&&++9.)?T,L."重悬$("‘处理#+-1后进行

@C@*<FG)电泳&

’767!!融合蛋白的纯化
目的蛋白含有%aR-3*J,2$发酵菌体超声波破

菌$包含体经SBI,*T=F:!!&++9.)?=B-3*RL’$&7#
+9.)?T,L.$"+9.)?SBI,$’&b甘油$YR$7("变性&
变性蛋白在R<?L蛋白纯化系统上进行镍离子亲和
层析&蛋白纯化洗脱液为F#SBI,*T=F:$>#SBI,*
T=F#&&!!&++9.)?=B-3*RL’$&7#+9.)?T,L.$"
+9.)?SBI,$’&b 甘 油$#&& ++9.)?E+-/,\9.I$

YR$c("&纯化收集所得蛋白用’&倍体积的蛋白复
性液!!&++9.)?=B-3*RL’$&7#+9.)?T,L.$!+9.)?
SBI,$YR$7("A‘膜透析复性&复性后蛋白与N91*
J,1-/IE@F!&%佐剂’d’混合后作为免疫抗原免疫
动物&

=FJ!融合蛋白@!9免疫原性:@$AC检测及A!!
生物毒性检测

’7A7’!融合蛋白?=>免疫原性检测
纯化蛋白 !&!&*>*!&!&*@=# !&2)+? 包被

)?E@F板$设立口蹄疫病毒!&!&*!&!&;<’纯化蛋白
对照$A‘过夜&6$‘封闭’H后加入 L=>抗体
!L,.]-98HI+"$6$‘作用’H&二抗蛋白F)G浓度
为’d%&&&$6$‘作用6&+-1$=N>显色’#+-1后
加入!+9.)?硫酸终止液$在A#&1+光波下读取

I$ 值&

’7A7!!融合蛋白@=#生物毒性检测
采用乳鼠灌胃实验检测@=#生物毒性&新生

>,.])8乳鼠!’!6日龄"$随机分组$每组#只$纯化
蛋白!&!&*>*!&!&*@=#及<>@对照液灌胃$!#‘放
置AH后取出肠段$称量肠重和去肠鼠重$计算肠重
)去肠鼠重!G)L"的比值$G)L"&7&(&为@=#毒性
阳性$G)L#&c&"6为@=#毒性阴性*%+&

=FK!动物免疫
兔子!只$肌内注射融合蛋白&7!+2$6周后二

免$免疫剂量相同&二免后6周采集血清进行乳鼠
灌胃中和实验(MNC;细胞中和实验及乳鼠保护实

验&豚鼠A只$对照组(免疫组各两只&免疫组肌内
注射融合蛋白$首免剂量为&7’+2)只$6周后二免$
免疫剂量同一免&二免后A周提取淋巴细胞进行=
淋巴细胞增值实验&%!"周龄>,.])8雌鼠!&只$
对照组(免疫组各’&只&对照组鼠不免疫$免疫组
腹腔注射融合蛋白#&&2)只$6周后二免$免疫剂量
同一免&二免后6周进行肠毒素强毒株L"6(&!攻
毒实验&

=FL!融合蛋白的@!95A!!免疫原性检测

’7%7’!攻毒实验
取过夜培养的大肠杆菌强毒株L"6(&!培养物

腹腔注射%!"周龄>,.])8雌鼠$观察死亡情况$测
定L"6(&!培养物毒性&选用最小致死量!N?C"和

’7#N?C的L"6(&!培养物剂量腹腔注射免疫组及
对照组雌鼠&

’7%7!!@=#中和实验

L"6(’%!AH培养物上清乳鼠灌胃$测定’个鼠
活性单位的@=#肠毒素量$加入等量免疫兔血清混
合$6$‘中和’H$设立健康兔血清对照&采用乳鼠
灌胃试验测定中和物@=#生物毒性&G)L"&7&(
为中和结果阴性$G)L#&7&"6为中和结果阳性$进
而评价免疫兔血清中和抗体的中和效果&

=FM!融合蛋白的GNGN5GNGN免疫原性检测

’7$7’!=淋巴细胞增值实验
二免后A[的豚鼠提取脾脏淋巴细胞$CN)N

培养液稀释至!a’&%)+?$(%孔细胞培养板中每孔
加#&&?细胞悬液和#&&?连续’&倍稀释的MNC;
抗原$重复6孔$设立培养液阴性对照孔&6$‘(#b
二氧化碳(饱和湿度条件下培养$!H&加入终浓度
为&7!+2)+?与#&&+9.)?e==)<N@$继续培养&

#H后测定每孔I$%6&数值&

’7$7!!细胞中和实验
实验组血清为二免后6周兔血清$对照组健康

兔血清购自上海鼎国公司&采用固定血清*稀释病
毒方法测定豚鼠血清的中和抗体效价*$+$血清中和
抗体滴度为实验组H$#&)对照组H$#&&判定标准
为#滴度大于#&为阳性$’&!#&为可疑$小于’&为
阴性&

’7$76!乳鼠保护实验

!!6日龄乳鼠!A只$分为"组$每组A只&

’!A组每只皮下注射&7’+?被免兔血清$#!"组
每只注射&7’+?健康兔血清$!AH后’!"组一起

#""!#期!!!!!!庄!娟等#:型口蹄疫病毒;<’=细胞(>细胞表位双拷贝基因与大肠杆菌?=>(@=#,,



皮下注射MNC;稀释液&7’+?&’"H后观察乳鼠
存活情况$$!H终止观察&

!!结!果

GF=!阳性重组质粒的酶切鉴定
阳性重组质粒经 ).9$)G=7# 酶切$酶切

!&!&*)D!&!&D(&!基因片段长度$#"]Y&酶切产
物经’b琼脂糖凝胶电泳分离出的条带与预期一致
!图’"&CTF序列测定结果显示$核苷酸序列与阅
读框均正确&

图=!重组质粒1GNGN595GNGN5A!!酶切分析

’#C?!&&&’!#B!&!&*>*!&!&*@=#

./OF=!(#)-1/6-/+’#’3+’&67#8)#8’87>)/)+,

1#6+%D/’8’-*78)%/3+,1GNGN595GNGN5A!!
’#C?!&&&CTFN,B4IB’!#B!&!&*>*!&!&*@=#7

GFG!重组质粒的表达及纯化
重组工程菌B!&!&*>*!&!&*@=#)>?!’!C)6"DE?

在菌体生长到 I$&7"时用终浓度为’++9.)?的

E<=G诱导表达&表达产物经@C@*<FG)电泳$结果
显示B!&!&*>*!&!&*@=#)>?!’!C)6"DE?表达的融合
蛋白分子量约为A#4C,&变性蛋白在R<?L系统进
行纯化$调节F!T=F&"(>!T=F#&&"洗脱液的比例洗
脱目的蛋白#’%b>!"&++9.)?E+-/,\9.I"出现杂蛋
白峰$6&b>!’#&++9.)?E+-/,\9.I"出现目的蛋白
峰!图略"&收集的目的蛋白经@C@*<FG)电泳显
示$6&b>!’#&++9.)?E+-/,\9.I"洗脱的蛋白为纯
化的目的蛋白$纯化产物单一&@C@*<FG)电泳结
果见图!&

GFI!:@$AC检测
肠毒素大肠杆菌?=>与霍乱毒素!8H9.IB,J9K*

-1"L=>抗原性相似$两者的抗血清有交叉中和作
用&经L=>抗体检测$构建的!&!&*>*!&!&*@=#
融合蛋白能够被L=>抗体识别!表’"$证明该融合
蛋白也能够被?=>抗体识别&

图G!1GNGN595GNGN5A!!$9@G=%;:I&($@表达

及纯化产物的A;A50CP:分析

./OFG!A;A50CP:8’87>)/)+,-"##B*1#))#38’3

*&1/,/#3*1+3&6-)+,1GNGN595GNGN5A!!$9@G=%;:I&($@
’#<B9JI-1N,B4IB’!#)KYBI33I/!&!&*>*!&!&*@=#’

6#<VB-X-I/!&!&*>*!&!&*@=#7

表=!:@$AC检测结果

!8D7#=!:@$AC3#-#6-/+’1#)&7-)+,-"#

#B*1#))#3GNGN595GNGN5A!!

!&!&*>*!&!&*@=# MNC;!&!&*!&!&;<’

包被量!&2)+?"

L9,JZ,.VI
! ! # ’& ’# !&

I$A#&平均值

FZIB,2IZ,.VI
’76’!# &7&%A&7&$"&7&$"&7&$%&7&%"

GFJ!融合蛋白的A!!生物毒性检测
天然状态下$?=>蛋白只有抗原性和免疫原性$

没有任何生物毒性$@=#多肽具有生物毒性&融合
蛋白免疫的动物没有发生任何生理异常$说明融合
蛋白对动物没有生物毒性’纯化的融合蛋白用<>@
稀释进行乳鼠实验$未检测到融合蛋白残留@=#生
物毒性!表!"&

表G!乳鼠实验检测融合蛋白A!!生物毒性

!8D7#G!!"#)&6Q/’O%+&6#8))8>,+1

A!!-+B/6/->+,-"#,&)/+’*1+-#/’

灌胃物

<B9JI-1-10I8JI/

剂量

C93I,/+-1-3JIBI/

数量

TV+]IB9X,1-+,.3

G)L平均值

G)L,ZIB,2IZ,.VI

<>@ T9J,YY.-8,].I # &7&%6A
!&!&*>*!&!&*@=# ’&2 # &7&#%6
!&!&*>*!&!&*@=# !&2 # &7&#$A

GFK!大肠杆菌强毒株攻毒保护实验
分别选用’N?C和’7#N?C的L"6(&!菌液剂

量腹腔注射雌鼠&对照组鼠全部死亡’免疫组获得
较好的保护$保护率达到’&&b!表6"&

$%" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表I!攻毒保护实验

!8D7#I!01+-#6-/+’+,/%%&’/R#3%/6#

,1+%7#-"873+)#+,:!:2

注射剂量

LH,..I12I/93I

对照组存活情况

@VBZ-Z9B3)TV+]IB9X+-8I

-12B9VY891JB9.

免疫组存活情况

E++V1-\I/2B9VY

’N?C &)# #)#

’7#N?C &)# #)#

GFL!A!!毒性中和实验
健康兔血清及免疫兔血清与一个鼠活性单位

@=#量等体积混合$感作后乳鼠实验结果见表A$免
疫组兔血清加@=#乳鼠G)L值#&7&"6$而健康兔
血清加@=#乳鼠G)L值"&7&($说明融合蛋白能
够诱发兔体产生@=#肠毒素中和抗体&

表J!免疫兔血清对A!!毒素的中和作用

!8D7#J!H#&-187/R8-/+’+,A!!D>)#18

+,/%%&’/R#318DD/-

处理组

=BI,J+I1J

乳鼠数

TV+]IB9X+-8I

G)L平均值

FZIB,2IZ,.VI

@=#_健康兔血清

@=#_3IBV+9X891JB9.B,]]-J
# &7&(’6

@=#_免疫组兔血清

@=#_3IBV+9X-++V1-\I/B,]]-J
# &7&%""

GFM!!淋巴细胞增值实验
免疫组豚鼠=淋巴细胞增值实验结果见图6&

在’)#&(’)’&&两个稀释度的MNC;抗原刺激下$=
淋巴细胞有较强的增值反应$而对照组豚鼠淋巴细
胞在MNC;抗原刺激下无明显增值$说明融合蛋白
可以诱导豚鼠产生有效的抗MNC;细胞免疫反应&

图I!.S;<病毒稀释液诱发免疫豚鼠!
淋巴细胞产生增值反应

./OFI!01+7/,#18-/+’+,)*7##’!6#77)+,

O&/’#8*/O)/’3&6#3D>.S;<

GFT!抗.S;<细胞中和实验
细胞中和实验结果!表#"表明#实验组豚鼠血

清中和效价达到’&6$说明融合蛋白能够诱发兔体
产生强有效的体液免疫反应$产生的抗体能够中和
MNC病毒对>R̂*!’细胞的毒性&

表K!健康及免疫兔血清中和后.S;<的@;KN
!8D7#K!@;KN+,.S;<’#&-187/R#3D>)#18+,18DD/-)

对照组兔血清

@IBV+9X891JB9.B,]]-J

病毒稀释度

C-.VJ-919XMNC;

细胞死亡率

CI,JHB,JI

免疫兔血清

@IBV+9X-++V1-\I/B,]]-J

病毒稀释度

C-.VJ-919XMNC;

细胞致死率

CI,JHB,JI

’&PA %)% ’&P! ’)%

’&P# !)% ’&P6 ’)%

’&P% & ’&PA &

H$#&’&PA7"66 H$#&’&P’7"66

GFU!乳鼠保护实验
乳鼠保护实验结果显示免疫兔血清对乳鼠有较

好的保护作用$证明融合蛋白能够引起兔体产生抗
MNC;中和抗体!表%"&

表L!免疫兔血清对乳鼠的保护能力

!8D7#L!01+-#6-/+’+,)#18+,V866/’8-#3

18DD/-),+1)&6Q/’O%/6#,1+%.S;<

血清

@IBV+-10I8JI/

乳鼠数

TV+]IB9X+-8I

口蹄疫病毒

MNC;

$!H存活数

TV+]IB9X3VBZ-Z9B3

,XJIB$!H9VB3

健康兔血清

@IBV+9X

891JB9.B,]]-J

A

A

A

A

’&P6

’&PA

’&P#

’&P%

&

&

&

&

!>!@=#
免疫兔血清

@IBV+9X

-++V1-\I/B,1]]-J

A

A

A

’&P6

’&PA

’&P#

’&P%

’

A

A

A

6!讨!论
淋巴细胞增殖是测定免疫动物产生细胞免疫反

应的主要实验依据&e==法是继R6*=/D后一种简
单快速灵敏的活细胞数量测定方法*"$(+&e==!!$6*
]-3!!*+IJH9K5*A*1-JB9*#*3V.X9YHI15."*#**YHI15.,+-*
198,B]915.+*!R*JIJB,\9.-V+H5/B9K-/I"是一种与

&%"!#期!!!!!!庄!娟等#:型口蹄疫病毒;<’=细胞(>细胞表位双拷贝基因与大肠杆菌?=>(@=#,,



N==类似的四唑氮衍生物&活细胞$特别是增值的
细胞中能量代谢旺盛$其中线粒体能量代谢过程中
产生的琥珀酸脱氢酶可被e==还原成为水溶性的
黄棕色甲月替!X9B+,\,1"产物$甲月替产物的形成量与
增值细胞的数量正相关&在波长A#&1+处该甲月替
产物具有最大吸收峰&用酶标仪检测该波长下的吸
收值$I$ 值与活细胞数量之间有较好的线性关系
由此可以间接反应=细胞的增值情况&与电子偶
联剂如<N@!YHI1,\-1I+IJH93V.X,JI"共同使用时能
增强e==的还原反应$同时提高反应的灵敏性&
肠毒素大肠杆菌引起的幼畜腹泻与口蹄疫均为

危害畜牧业发展的重要疾病$目前易感动物多使用
疫苗进行免疫预防&基因工程疫苗是新型疫苗研究
的热点&;<’是主要的MNC;抗原蛋白$是MNC疫
苗研究的重点&一般认为$;<’!’!A&肽是=细胞
免疫表位$引发产生细胞免疫应答’’A’!’%&肽及
!&&!!’6肽为>细胞表位$引发体液免疫反应&国
内外学者通过基因工程技术表达了系列带有=细
胞表位或)与>细胞表位的融合蛋白*’$’&!’!+&对于
肠毒素大肠杆菌$?=>及与大分子偶联的@=#是主
要的抗原蛋白$目前国内外所作的研究主要是研究
?=>*@=#及与定居因子融合表达产物的免疫活
性*A$%$’6+&把口蹄疫病毒与肠毒素大肠杆菌的相关
免疫位点基因融合表达$制备抗MNC;))=)L双重
功能的联合疫苗为本文的创新&本文把双拷贝的
MNC;;<’=(>细胞表位与)=)L?=>*@=#基因连
接$表达出!&!&*?=>*!&!&*@=#融合蛋白&融合蛋
白无@=#毒性&动物实验表明$融合蛋白中的MN*
C;;<’!&!&*!&!&免疫豚鼠脾脏淋巴细胞在低浓度
MNC;刺激下有较强的增值反应$免疫兔血清中含
有较高水平的MNC;抗体$可以对细胞与乳鼠产生
保护作用’融合蛋白中?=>(@=#具有生物活性$
?=>能够与L=>抗体结合$免疫兔血清中产生的
@=#抗体能够中和天然@=#毒性$免疫雌鼠能够
抵抗’7#N?C大肠杆菌强毒株的攻击&由此证明融
合蛋白可以同时诱导机体产生较好的抗MNC;及
)=)L免疫应答反应$具有开发成为MNC;与)=)L
基因工程疫苗的应用价值&
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