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［摘　 要］ 　 为了在乳酸菌中表达 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒（ＡＩＶ）ＮＰ 和 Ｍ２ 基因并检测其反应原性，

先以 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｍ２ 质粒作为模板，采用 ＰＣＲ 方法克隆 Ｍ２ 全长基因，然后将 Ｍ２ 基因亚克隆入

ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ 质粒中，构建重组质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２，再将重组质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－

ＮＰ－Ｍ２ 通过电转化的方法转入植物乳杆菌 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８ 中，制备重组菌 ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－

ＮＰ－Ｍ２ 并诱导表达，最后通过流式细胞术、免疫荧光和免疫印迹技术验证。 结果表明，重组菌

ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２ 能够经诱导表达 ＮＰ－Ｍ２ 融合蛋白，并且与兔源 ＮＰ 单克隆抗体和抗

Ｍ２ 的小鼠血清具有反应原性。 试验为后续研究禽流感广谱口服疫苗奠定了基础。

［关键词］ 　 禽流感病毒；ＮＰ 基因；Ｍ２ 基因；原核表达；重组乳酸菌
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ｒｅａｃｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＮＰ － Ｍ２ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｏｎ ＮＣ８ － ｐＳＩＰ４０９ － ｐｇｓＡ′ － ＮＰ － Ｍ２． Ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ－ＮＰ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ａｎｔｉ－Ｍ２ ｍｏｕｓｅ ｓｏｕｒｃｅ ｓｅｒｕｍ，

ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ； ＮＰ ｇｅｎｅ； Ｍ２ ｇｅｎｅ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

　 　 禽流感是由禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，
ＡＩＶ）引起的疾病，无论是高致病性禽流感还是低致

病性禽流感都需得到重视［１－２］，因为禽流感除了感

染禽类，也能感染人、猪、犬等哺乳动物，甚至引起

人类的死亡，被我国农业部列为甲类检测传染

病［３］。 禽流感对于禽类的影响包括上呼吸道感染、
产蛋量和体重下降、精神沉郁，严重可导致死亡。
禽流感疫病的传播不仅严重损害我国养禽业的发

展，同时危害到了人类的健康［２，４］。
流感病毒基质蛋白 ２（ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ２，Ｍ２）是存

在于流感病毒表面的含量很少的跨膜蛋白之一，但
其在被流感病毒感染的细胞表面大量存在［５］。 它

具离子通道功能，由胞外区、跨膜区和胞内区共同

构成跨膜结构［６］。 此外，Ｍ２ 蛋白在自 １９１８ 年大流

感爆发至今的各流行株中几乎没有出现变异，在各

亚型间高度保守［５］。 基于以上特点，Ｍ２ 蛋白成为

流感通用疫苗的重要研究成分之一。
乳酸菌作为对机体有益的益生菌，拥有安全性

高，容易培养的优点，是禽流感口服疫苗的理想载

体［２］。 乳酸杆菌是一种乳酸菌，保护性抗原基因或

免疫调节因子良好的转化或表达系统，可用作表达

内源或外源蛋白的载体，在食品、保健、医疗等多种

领域具有广阔的前景［７］。 植物乳杆菌（Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＮＣ８）是从青储饲料中分离的一种乳酸菌，与动物

源的乳酸菌相比，它的抗逆性更强，适合作为宿主

菌表达外源蛋白［２，８］。
本实验旨在将 ＡＩＶ 中的 Ｍ２ 基因与载体

ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ 连接构建重组质粒，然后制备

重组乳酸菌，验证其反应原性。
１　 材料与方法

１．１　 载体和菌株及主要试剂 　 质粒 ｐＳＩＰ４０９ －

ｐｇｓＡ′－ＮＰ 和 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｍ２ 由吉林农业大学动物

微生态研究室构建保存；Ｌｂ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８ 由印度

卡马拉杰大学 Ａｎｂａｚｈａｇａｎ．Ｋ 高级研究员惠赠；ＰＣＲ

反应试剂、无缝克隆试剂盒购自中美泰和生物技术

（北京）有限公司、限制性内切酶 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ、

碱性磷酸酶和核酸分子量标准均购自 Ｔａｋａｒａ 公司；

凝胶回收及 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒为美国 ＯＭＥＧＡ

公司产品；ＰＶＤＦ 转移膜为 Ｇｌｅｍａｎ 公司产品；兔源

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感核蛋白 ＮＰ 单克隆抗体购自长春

佳博新生物技术有限公司；辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔 ＩｇＧ 购自长春鼎国生物技术公司；分子生

物学实验所用其他常用试剂均为进口或国产分析

纯产品。

１．２　 引物的设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的

Ｍ２ 基因序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０ 软件设计一对引物，

并在下游引物加入 ＨｉｎｄⅢ酶切位点。 引物序列如

下： Ｐ１： ５ ＇ － ＴＧＡＡＧＡＡＴＡＴＧＡＴＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＧＴＧ⁃

ＧＣＧＧＴＧ－ ３ ＇； Ｐ２：５ ＇ － ＣＴＧＴＡＡＴＴＴＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴ⁃

ＴＣＣＡＡＴＴＣＡＡＴＡ－３＇。 上述引物送至吉林省库美生

物科技有限公司合成。

１．３　 目的基因 Ｍ２ 的扩增与回收纯化　 用 ｐＭＤ１９－

Ｔ－Ｍ２ 质粒为模版，以 Ｐ１ 和 Ｐ２ 为引物，ＰＣＲ 扩增

Ｍ２ 基因。 反应体系为 １０×Ｅｘ Ｔａｑ 缓冲液 ２．５ μＬ，

ｄＮＴＰ 混合物 ２．５ μＬ，上下游引物各 １．０ μＬ，ｐＭＤ１９－

Ｔ－Ｍ２ 质粒 １．０ μＬ，Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０．５ μＬ，去离

子水 １６．５ μＬ。 反应条件为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃

变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３ ｍｉｎ，３０ 个循

环；最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 取 １ μＬ ＰＣＲ 产物加入到

８ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶中进行电泳鉴定。 并按照 ＤＮＡ

凝胶回收试剂盒操作说明书回收纯化 Ｍ２ 基因。

·０１·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 １２ 月第 ５２ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１．４　 重组质粒的构建及鉴定　 将纯化回收的目的

基因 Ｍ２ 通过无缝克隆技术与载体 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′
－ＮＰ 进行连接，线性化载体 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ 由

限制性核酸内切酶 ＨｉｎｄⅢ单酶切得到，此外，在 ＮＰ

基因与 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′相连接处包含 ＸｂａⅠ酶切位

点。 在离心管中加入线性化载体 ５０ ｎｇ，３ 倍摩尔比

于载体的目的基因，５ μＬ ２×Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，

ｄｄＨ２Ｏ 补到 １０ μＬ。 混匀后在 ５０ ℃反应 １５ ｍｉｎ，然

后将离心管放置于冰上。 连接产物全量转化至大

肠杆菌 ＴＯＰ１０ 感受态细胞中，涂布于含 ２００ μｇ ／ ｍＬ

ＥＭ 的 ＬＢ 琼脂平板上，３７ ℃培养 １２ ｈ。 挑取单个

菌落至 ５ ｍＬ 含 ２００ μｇ ／ ｍＬ ＥＭ 的液体 ＬＢ 中，３７ ℃

培养 １２ ｈ。 培养后的菌液用质粒小提试剂盒提取

质粒，各取 ２ μＬ 质粒用凝胶电泳验证。 将有条带

的质粒进行 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切验证。 将阳性

重组质粒送往吉林省库美生物科技有限公司进行

测序。 序列测定后应用 ＮＣＢＩ 上的 Ｂｌａｓｔ 进行比较

分析，将测序后的阳性质粒命名为 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－

ＮＰ－Ｍ２。

１．５　 重组乳酸菌的制备 　 将 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８ 在

ＭＲＳ 液体培养基中培养过夜，以 １ ∶ ５０ 的接种量转

移到 ＭＲＳ 液体培养基中（含有 ２０ ｇ ／ Ｌ 甘氨酸），当

ＯＤ６００值至 ０．３ 时离心收集菌液并制备 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ

ＮＣ８ 感受态细胞。 取 ５ μＬ 重组质粒 ｐＳＩＰ４０９ －

ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２ 与 ２００ μＬ 冰冷的乳酸菌感受态细胞

混合，随后移入到预冷的 ０．２ ｃｍ 电击杯中，置于冰

上静止 ５ ｍｉｎ 后电转化。 电转条件为 ２０００ Ｖ，４００ Ω，

２５ μＦ。 点击结束后将电击杯中的液体吸入到离心

管中，同时加入 ６００ μＬ ３０ ℃预热的含蔗糖的 ＭＲＳ

恢复性液体培养基，３０ ℃厌氧培养 ３ ｈ。 取 １００ μＬ

菌液，涂布于含 １０ μｇ ／ ｍＬ ＥＭ 的 ＭＲＳ 琼脂平板，

３０ ℃厌氧培养直到有单菌落出现为止。 将疑似阳

性菌落挑至含 １０ μｇ ／ ｍＬ ＥＭ 的 ＭＲＳ 液体培养基中

３０ ℃厌氧培养。 以菌液为模板进行 ＰＣＲ 鉴定。 将

鉴定为阳性的菌命名为 ＮＣ８ － ｐＳＩＰ４０９ － ｐｇｓＡ′ －

ＮＰ－Ｍ２。

１．６　 重组乳酸菌诱导表达　 将重组菌 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ

ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９ －ｐｇｓＡ′ －ＮＰ －Ｍ２ 与 ＮＣ８ －ｐＳＩＰ４０９ －

ｐｇｓＡ′接到含红霉素的 ＭＲＳ 液体培养基中，３０ ℃，

厌氧条件下培养约 １２ ｈ，按照 １ ∶ ５０ 体积接于新鲜

的含红霉素的 ＭＲＳ 液体培养基中，３０ ℃厌氧条件

下培养至 ＯＤ６００ 值为 ０． ３ 时加入 ＳｐｐＩＰ （终浓度

５０ ｎｇ ／ ｍＬ）诱导培养，３０ ℃ 厌氧条件下培养 ８ ｈ

停止。

１．７　 流式细胞术　 取 ２００ μＬ 诱导表达后的菌液离

心收集菌体，加入 １００ μＬ 含 １０ ｇ ／ Ｌ 血清的 ＰＢＳ，室

温孵育 ３０ ｍｉｎ 后离心弃上清。 以 １ ∶ ４０ 稀释的兔

源 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感核蛋白 ＮＰ 单克隆抗体为一

抗，室温孵育 １ ｈ 后用 ＰＢＳ 洗 ２ 次。 以 １ ∶ １００ 倍

稀释的山羊抗兔 ＦＩＴＣ 为二抗，摇床室温避光孵育

１ ｈ，用 ＰＢＳ 洗 ２ 次后用 ３５０ μＬ ＰＢＳ 悬起。 用流式

细胞仪检测，ＦｌｏｗＪｏ ７．６ 软件分析。

１．８　 免疫荧光　 取上述菌液 ３ μＬ 菌悬液滴加在载

玻片中央，盖上盖玻片置于倒置荧光显微镜下观察。

１．９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取 ５ ｍＬ 菌液离心收集重

组乳酸菌菌体，用 ＰＢＳ 洗涤两次，超声破碎 １０ ｍｉｎ

后离心弃上清，最后悬在 １６０ μＬ ＰＢＳ 中，加入 ４０

μＬ ５×ＳＤＳ 上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎ，－２０ ℃保存用于

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测。 用 １０％ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳并按照《分子实验克隆实验指

南》进行蛋白转印。 转印后 ＰＶＤＦ 膜用 ５０ ｇ ／ Ｌ 的脱

脂奶粉常温摇床封闭 １ ｈ，以 １ ∶ ５００ 稀释的兔源

Ｈ９Ｎ２ 型 ＡＩＶ ＮＰ 单克隆抗体作为一抗，以 １ ∶ １０００

稀释的辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 为二

抗，最后用 ＥＣＬ 显色试剂盒显色。

２　 结　 果

２．１　 载体片段的确定　 将质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ

通过酶切得到线性化载体，经 ８ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电

泳分析回收所得载体的条带大约在 ７５００ ｂｐ 处观察

可得，与预期大小相符。

２．２　 目的基因 Ｍ２ 的扩增　 以 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｍ２ 为模

版，用所设计的引物进行 ＰＣＲ 扩增，经 ８ ｇ ／ Ｌ 琼脂

糖凝胶电泳分析结果显示 ＰＣＲ 扩增产物的条带大

约在 ３００ ｂｐ 处，与预期大小相符。

·１１·
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Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：酶切产物

Ｍ：ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图 １　 载体 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ 凝胶电泳结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ

ｂｙ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ；１：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ＰＣＲ

图 ２　 Ｍ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｍ２ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

２．３　 原核表达载体 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ －Ｍ２ 的酶

切鉴定　 将载体与目的基因分别纯化后通过无缝

克隆的方法构建重组质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２
（图 ３）。 用 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ将重组质粒进行双酶切，
经 ８ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳分析结果可观察到约

６０００ ｂｐ 的 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′条带与 １８００ ｂｐ 的 ＮＰ－Ｍ２
基因条带（图 ４），序列分析结果显示与 Ｍ２ 基因序

列一致，说明目的基因已成功克隆于表达载体中。

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：重组质粒

Ｍ： ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ３　 重组质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２

Ｆｉｇ ３　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１、２；重组质粒酶切鉴定

Ｍ： ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ；１，

２： Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ４　 重组质粒 ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ ４　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２

２．４　 重组菌 ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－Ｍ２ 的 ＰＣＲ 验证

将重组质粒通过电转化法转入 Ｌｂ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８
感受态细胞中，将疑似阳性重组菌 ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９－
ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２ 进行 ＰＣＲ 鉴定，在 ３００ ｂｐ 处观察到

条带，与预期大小一致（图 ５）。 此外，序列分析结

果显示与 Ｍ２ 基因序列一致，证明重组质粒成功转

化入 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８ 中。

·２１·
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Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准（１００００Ｍａｒｋｅｒ）；
１：阴性对照；２：ＮＣ８－ ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２

Ｍ ： ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ； １ ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ；
２ ： ＮＣ８－ ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ－Ｍ２；

图 ５　 重组乳酸菌的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ＰＣＲ

２．５　 重组乳酸菌的流式细胞术鉴定　 用 １．６ 所述

方法对重组乳酸菌进行诱导表达，以兔源 Ｈ９Ｎ２ 亚

型禽流感核蛋白 ＮＰ 单克隆抗体为一抗，ＦＩＴＣ 标记

的山羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗孵育诱导表达后的重组菌。
以免疫 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感蛋白 Ｍ２ 的小鼠血清为一

抗，ＦＩＴＣ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗孵育。 用流式

细胞仪检测，ＦｌｏｗＪｏ ７．６ 软件分析。 图 ６ 结果显示，
重组乳酸菌锚定表达了目的蛋白，而转入空载体的

乳酸菌未检测到目的蛋白。
２．６　 免疫荧光验证　 上述菌液在荧光显微镜下观

察可见重组乳酸菌发绿色荧光，而转入空载体的乳

酸菌不发荧光（图 ７），提示重组乳酸菌锚定表达了

目的蛋白。

图 ６　 重组乳酸菌流式细胞术检测

Ｆｉｇ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 分析 　 用 １０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶

电泳产物进行蛋白印迹鉴定，在 ９１．６ ｋＤ 大小处出

现一条蛋白印迹（图 ８），大小与预期相符，说明重

组乳酸菌 ＮＣ８－ｐＳＩＰ４０９－ｐｇｓＡ′－ＮＰ －Ｍ２ 表达的外

源蛋白具有反应原性。

３　 讨　 论

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感四季皆可流行，其传播途径

很广泛［９］。 我国控制 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的传播主要

依靠灭活疫苗免疫，但研究显示，使用 ＡＩＶ 灭活苗

免疫的鸡群仍然发生 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的感染，并且

感染病例呈现增加趋势［１０］。 这一现象提示 Ｈ９Ｎ２

亚型 ＡＩＶ 疫苗不能给鸡群提供完全而有效的保护

力［１１］，研制新型有效疫苗以防控 Ｈ９Ｎ２ 的传播势在

必行。

目前商品化甲型流感疫苗，主要是以病毒表面

的血 凝 素 （ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ， ＨＡ） 和 神 经 氨 酸 酶

（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ， ＮＡ）作为抗原成分［１２］。 但 ＨＡ 和

ＮＡ 易发生抗原漂移，而且甲型流感病毒亚型很多，

各亚型病毒间不一定产生交叉保护作用，这给甲型

流感的防制带来极大的困难。 ＡＩＶ 核蛋白 ＮＰ 在病

毒中的蛋白质含量最高［１３］，其存在于病毒体的内

部，在基因转移和变异方面也比较稳定。 此外，研

究表明基于 Ｍ２ 抗原研制的疫苗免疫可产生抗体，

引起特异性免疫［１４］。 ＮＰ 和 Ｍ２ 抗原序列保守，在

·３１·
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图 ７　 重组乳酸菌免疫荧光鉴定

Ｆｉｇ ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｍ：蛋白质分子质量标准；１：空载体表达产物；

２： ＮＰ－Ｍ２ 基因在乳酸菌中诱导 ８ ｈ 的表达产物

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＳＩＰ４０９；

２：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＮＰ－Ｍ２ ｉｎ Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＮＣ８ ｆｏｒ ８ ｈ

图 ８　 重组乳酸菌的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇｅｎｅ ＮＰ－Ｍ２

不同亚型流感之间也具有较高的同源性，用以研究

通用流感疫苗具有良好的前景。 本实验制备了融

合表达 ＡＩＶ 保守抗原 ＮＰ 和 Ｍ２ 的重组乳酸菌，旨
在研制预防 ＡＩＶ 的广谱型制剂。 已经报道的数据

显示，ＮＰ－Ｍ２ 组合基因疫苗产生的保护作用远比

使用单基因疫苗效果好［１５］，进一步研究发现，ＮＰ－

Ｍ２ｅ 重组蛋白联合佐剂通过肌肉注射能使机体产

生细胞免疫和体液免疫［１６］，但通过注射途径免疫

不仅费时费力，而且会使动物产生应激反应。 然

而，重组乳酸菌作为一种能够通过口服途径给药的

新型疫苗不仅具有安全、经济、方便和无应激反应

的优势，还可以诱导粘膜免疫反应，更加有利于预

防经呼吸道感染的病原体。
近年来，许多研究利用植物乳杆菌作为外源蛋

白运载系统研制口服疫苗，但其表达的蛋白多分泌

于胞内，在细胞壁的阻隔下会影响免疫效果。 锚定

基因 ｐｇｓＡ 来自于枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ），
能将外源蛋白锚定在宿主菌表面［１７］，该研究发现，
与植物杆菌细胞内表达相比，外源蛋白展示在宿主

菌表面能产生更强的免疫效果。 本实验利用截断

的锚定基因 ｐｇｓＡ′将外源蛋白展示在宿主菌表面，
通过流式细胞术和免疫荧光技术都已经证实外源

蛋白可以展示宿主菌表面，这为下一步评价该重组

乳酸菌的免疫效果奠定了重要基础。
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