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　 　 摘要:　 为在谷氨酸棒杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)中进行猪伪狂犬病病毒糖蛋白 ｇＤ(Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇＤ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ)的可溶性表达ꎬ通过启动子、底盘菌株和发酵条件的优化ꎬ提高 ｇＤ 在 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中的

表达量ꎬ使用十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法进行表达产物的分析与鉴定ꎬ
用镍离子亲和层析柱纯化产物ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果表明ꎬｇＤ 在谷氨酸棒杆菌表达系统获得正确

表达ꎬ相对分子质量约４.５×１０４ꎬ可与猪抗 ｇＤ 阳性血清特异性反应ꎮ 摇瓶培养下最优发酵条件为诱导温度 ３０ ℃ꎬ诱
导时长 ２４ ｈꎬ优化后 ｇＤ 质量浓度可达到 ５１７ ｍｇ / Ｌꎮ
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　 　 伪狂犬病(ＰｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓꎬＰＲ)是一种由伪狂犬

病病毒(Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＶ)引起的传染性、病
毒性疾病ꎬ宿主范围广ꎬ可引起多种家畜、家禽以及

野生动物共患ꎬ属 α 疱疹病毒亚科[１]ꎮ ＰＲＶ 在猪群

中呈暴发性流行ꎬ临床症状包括猪的生长迟缓和呼
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吸困难、母猪流产和种猪不孕ꎬ大都呈致死性感染ꎬ
对全世界养猪业危害极大[２￣３]ꎮ 自 １９１４ 年以来ꎬ基
于临床症状、动物接触史或血清抗体检测结果ꎬ偶有

关于人类感染 ＰＲＶ 的争议性报道[４￣５]ꎮ ２０１９ 年ꎬ
Ｗａｎｇ 等[６]报道了 ４ 例人急性脑炎病例ꎬ均由伪狂犬

病病毒感染引起ꎬ首次提供了 ＰＲＶ 向人群跨种传播

的病毒分离证据ꎮ 研究结果表明ꎬＰＲＶ 基因组由线

性双股 ＤＮＡ 组成ꎬ大约长 １５０ ｋｂꎬ具独特长区段

(ＵＬ)和短区段(ＵＳ)ꎬ位于 ＵＬ 区的主要编码蛋白质

有 ｇＢ、ｇＣ、ｇＨ、ＴＫ 等ꎬ位于 ＵＳ 区的主要编码蛋白质

有 ｇＤ、ｇＥ、ｇＧ、ｇＩ 和 ｇＬ 等ꎮ ｇＣ、ＴＫ 和 ｇＥ 是 ＰＲＶ 主

要毒力蛋白质ꎬｇＢ、ｇＤ 和 ｇＨ 是病毒复制的必需蛋

白质[７]ꎮ 目前已发现的 １１ 种 ＰＲＶ 糖蛋白中ꎬｇＢ、
ｇＣ、ｇＤ 均能诱导机体产生中和抗体ꎬ其单克隆抗体

在体内、体外均能中和 ＰＲＶꎬ是制造亚单位疫苗的

首选蛋白质ꎮ ｇＤꎬ又称 ｇｐ５０ꎬ开放阅读框由 １ ２０６ 个

碱基组成ꎬ蛋白质相对分子质量约为４.５×１０４ꎬ是成

熟 ＰＲＶ 表面的主要囊膜糖蛋白ꎬ参与病毒的穿透过

程ꎻｇＤ 作为必需的结构蛋白质ꎬ在 ＰＲＶ 侵入宿主细

胞时的感染和增殖过程中具有重要作用[８]ꎮ 研究

结果表明ꎬ不同毒株间 ｇＤ 的 ＤＮＡ 水平和蛋白质水

平的同源性都非常高ꎬ说明 ｇＤ 在遗传过程中是高

度保守的ꎮ
基因工程亚单位疫苗是指将病原的保护性抗原

编码基因在原核或真核细胞中表达ꎬ再将基因产物

制成疫苗ꎬ其优点是:安全性高ꎬ接种后不会引起机

体急性感染ꎻ稳定性好ꎬ便于输送和贮存ꎻ可与野毒

感染产生的免疫应答区分ꎬ利于疫病的控制与根

除[９￣１１]ꎮ Ｍａｒｃｈｉｏｌｉ 等[１２]筛选出一株表达 ｇＤ 的细胞

株ꎬ免疫猪后能产生中和性抗体并抵抗 ＰＲＶ 的强毒

攻击ꎮ 作为 ＰＲＶ 最重要的保护性抗原ꎬｇＤ 在刺激

动物机体后ꎬ可以产生中和抗体[１３]ꎬ是 ＰＲＶ 亚单位

疫苗的主要候选蛋白质ꎬ在 ＰＲＶ 的免疫防控中意义

重大[１４￣１５]ꎮ 为进一步加强对 ＰＲ 的疫情监测和流行

病学调查ꎬｇＤ 还可作为理想的血清学检测用抗原ꎮ
谷氨酸棒杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)是

一种典型高 ＧＣ 含量的革兰氏阳性菌[１６]ꎬ被美国食

品药品监督管理局(ＦＤＡ)认证为安全菌株(Ｇｅｎｅｒ￣
ａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｓ ｓａｆｅꎬＧＲＡＳ)ꎬ具有无内毒素、胞外

蛋白酶含量少[１７]、可高密度发酵且易于分泌[１８￣２１]等

优良特性ꎬ是目前工业生产重组蛋白质的优越表达

系统[２２￣２３]ꎮ

ＰＲＶ 蛋白的表达有一定的难度ꎬ构建的表达载

体往往不能表达ꎬ其主要原因可能是 ＰＲＶ 蛋白与工

程菌的兼容性不好ꎬ现有的研究多用病毒或真核载

体表达ꎬ在大肠杆菌中以包涵体形式表达[２４￣２５]ꎬ尚
未有在谷氨酸棒杆菌中表达生产 ｇＤ 的研究报道ꎮ
本研究拟在谷氨酸棒杆菌中进行 ｇＤ 的可溶性表

达ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和酶联免疫吸附剂测定

(ＥＬＩＳＡ)法检测 ｇＤ 蛋白的表达和抗原活性ꎬ并优化

发酵条件以提高产量ꎬ为进一步研制 ＰＲＶ 亚单位疫

苗提供一种可用的表达体系ꎬ也为 ＰＲＶ 免疫学检测

方法提供理论和技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株　 本研究所用的菌株见表 １ꎮ 大肠杆菌

用于构建质粒ꎬ谷氨酸棒杆菌用于表达重组蛋白质ꎬ
均由本实验室保存ꎮ
１.１. ２ 　 质粒 　 本研究所用的质粒见表 ２ꎮ 质粒

ｐＸＭＪ１９ 用作谷氨酸棒杆菌外源蛋白质表达载体ꎬ由
本实验室保存ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 培养条件 　 大肠杆菌培养条件:ＬＢ 培养基

(蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母提取物 ５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / Ｌꎬ蒸
馏水定容)ꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎꎮ 谷氨酸棒杆菌培养条

件:ＬＢＢ 培养基(蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母提取物 ５ ｇ / Ｌꎬ
ＮａＣｌ １０ ｇ / Ｌꎬ脑心浸出液 １０ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水定容)ꎬ３０
℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎꎮ 大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌培养体系

中使用的氯霉素质量浓度分别为 ３０ μｇ / ｍｌ和 ２０
μｇ / ｍｌꎮ
１.２.２　 ｇＤ 表达质粒的构建　 从美国国家生物技术信

息中心(ＮＣＢＩ)官网上获取 ｇＤ 的氨基酸序列(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ:ＡＢＲ１３８２５.１)ꎬ对其编码序列进行密码子优化

(参考 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＡＴＣＣ１３０３２)ꎮ 基

因合成由苏州安升达生物科技有限公司完成ꎬ添加 ５′
(Ｈｉｎｄ Ⅲ)和 ３′(ＥｃｏＲⅠ)ꎮ 将基因通过 ５′(Ｈｉｎｄ Ⅲ)和
３′(ＥｃｏＲⅠ)酶切连接克隆至表达载体 ｐＸＭＪ１９ꎬ获得重

组基因表达质粒 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤꎮ
１.２.３ 　 ｇＤ 表达菌株的构建 　 将构建好的质粒

ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 电击转化 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 获得表达菌株

Ｃｇ￣ｇＤꎬ３０ ℃ 培养 ３６ ｈꎬ对长出的单菌落进行 ＰＣＲ
和测序验证ꎮ 为更好地反映 ｇＤ 的表达情况ꎬ同时

构建 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 作为空白对照ꎮ

９７５１惠萌萌等:猪伪狂犬病病毒糖蛋白 ｇＤ 在谷氨酸棒杆菌中的表达及优化



表 １　 本研究所用菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

菌株名称　 　 　 　 　 　 　 　 描述　 　 　 　 　 　 　 　 　 来源

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 实验室储存

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＣＧＭＣＣ１.１５６４７ 野生型 实验室储存

Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ ｃｌｐＣ 蛋白酶敲除菌 实验室储存

Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ ｃｌｐＳ 蛋白酶敲除菌 实验室储存

Ｃｇ￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ￣ ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣Ｈ３６￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 Ｈ３６￣ｇＤ 质粒ꎬ组成型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ￣Ｈ３６￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 Ｈ３６￣ｇＤ 质粒ꎬ组成型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣Ｈ３６￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 Ｈ３６￣ｇＤ 质粒ꎬ组成型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣Ｈ３６￣ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ组成型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣ｃｓｐＢ￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 ｃｓｐＢ￣ｇＤ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣ｃｓｐＢ￣ ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒꎬｃｓｐＢ￣Ｓｅｃ 本研究

Ｃｇ￣０９４９￣ｇＤ 蛋白质表达菌株ꎬ含有 ０９４９￣ｇＤ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒ 本研究

Ｃｇ￣０９４９￣ ｐＸＭＪ１９ 空载菌株ꎬ含有 ｐＸＭＪ１９ 质粒ꎬ诱导型ꎬＣｍｒꎬ０９４９￣Ｔａｔ 本研究

Ｃｍｒ:氯霉素抗性ꎮ

表 ２　 本研究所用质粒

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

质粒名称　 　 　 　 描述　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 来源

ｐＸＭＪ１９ 表达载体ꎬ诱导型 ｔａｃ 启动子ꎬＣｍｒ 实验室储存

Ｈ３６￣ＲｉｂｏＪ 包含组成型启动子 Ｈ３６ꎬＣｍｒ 实验室储存

ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 蛋白质表达质粒ꎬｐＸＭＪ１９ꎬ含 ｇＤ 编码基因ꎬＣｍｒ 本研究

Ｈ３６￣ｇＤ 蛋白质表达质粒ꎬ组成型 Ｈ３６ 启动子ꎬ含 ｇＤ 编码基因ꎬＣｍｒ 本研究

ｃｓｐＢ￣ｇＤ 蛋白质表达质粒ꎬｐＸＭＪ１９ꎬ含 ｇＤ 编码基因ꎬ含 ｃｓｐＢ￣Ｓｅｃ 信号肽ꎬＣｍｒ 本研究

０９４９￣ｇＤ 蛋白质表达质粒ꎬｐＸＭＪ１９ꎬ含 ｇＤ 编码基因ꎬ含 ０９４９￣Ｔａｔ 信号肽ꎬＣｍｒ 本研究

ｔａｃ:大肠杆菌通用启动子ꎻＣｍｒ:氯霉素抗性ꎮ

１.２.４　 ｇＤ 的诱导表达　 Ｃｇ￣ｇＤ 和 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 分别接

种于 １０ ｍｌ 氯霉素抗性 ＬＢＢ 培养基中ꎬ在 ３０ ℃、２２０
ｒ / ｍｉｎ条件下过夜培养ꎬ之后以 ２％接种量转接到 ５０ ｍｌ
新鲜的氯霉素抗性 ＬＢＢ 培养基中ꎬ培养３~５ ｈ (ＯＤ６００ ＝
０.６~０􀆰 ８)时添加 １‰(质量体积比)异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半

乳糖苷(ＩＰＴＧ)诱导(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ)ꎬ继续培养 ２４ ｈ
后收集菌体进行蛋白质分析ꎮ
１.２.５　 生长曲线的测定 　 将蛋白质表达菌株接种

于 １０ ｍｌ 氯霉素抗性 ＬＢＢ 培养基中ꎬ ３０ ℃、２２０
ｒ / ｍｉｎ条件下过夜培养ꎬ转接至 １００ ｍｌ 新鲜的 ＬＢＢ
培养基中ꎬ使初始ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ２ꎮ ３０ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ条件

下培养 ４８ ｈꎬ每 ４ ｈ 取 １ 次样并测定 ＯＤ６００ꎮ

１.２.６ 　 蛋白质表达鉴定 　 取 ｇＤ 发酵产物(定量

ＯＤ６００ ＝ １０)在１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心ꎬ弃上清液ꎬ用磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)清洗菌体 ２ 次ꎬ并用 ＰＢＳ 重悬菌体ꎬ
破碎ꎬ取全菌液、上清液和沉淀(用 ＰＢＳ 重悬)制成

相应蛋白质样品ꎬ进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺

凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 使用

组氨酸(Ｈｉｓ)单抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 定性分析ꎮ 纯

化后使用 ＥＬＩＳＡ 法进行蛋白质检测ꎬ封闭液用 ５％
牛血清白蛋白(ＢＳＡ)ꎬ一抗用 ｇＤ 阳性血清ꎬ二抗用

辣根过氧化物羊抗猪 ＩｇＧꎮ ＥＬＩＳＡ 方法:将纯化液

按一定梯度进行稀释后ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃、１ ｈ 孵

育至酶标板上ꎬ用洗液清洗 ５ 次后甩干ꎻ按１ ∶ ８００
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的体积比每孔 １００ μｌ 继续孵育一抗试剂ꎬ３７ ℃ꎬ１
ｈꎬ用洗液清洗 ５ 次后甩干ꎻ按１ ∶ ２ ０００的体积比每

孔加入 １００ μｌ 继续孵育二抗试剂ꎬ３７ ℃ꎬ１ ｈꎬ用洗

液清洗 ５ 次后甩干ꎻ每孔加入 ２００ μｌ 显色液ꎬ３７ ℃ꎬ
１ ｈꎻ最后每孔加入 ５０ μｌ 终止液ꎬ观察颜色反应或检

测 ＯＤ４５０值ꎮ
１.２.７　 蛋白质纯化及定量分析　 取 ５０ ｍｌ 发酵液ꎬ
收集菌体沉淀ꎬ用 ５０ ｍｌ 结合液(Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ)重

悬ꎬ并进行高压匀浆破碎ꎬ于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心

３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用镍离子亲和层析柱进行目标

蛋白质的纯化ꎬ用不同浓度洗脱液(Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ)
梯度洗脱目标蛋白质ꎮ 结合液:Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２ Ｈ２Ｏ
５􀆰 ８ ｇ / ＬꎬＮａＨ２ ＰＯ４ 􀅰２Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ５９３ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ ２９􀆰 ２２
ｇ / Ｌꎬ用蒸馏水定容ꎻ洗脱液:Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ ５􀆰 ８
ｇ / ＬꎬＮａＨ２ＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５９３ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ ２９􀆰 ２２ ｇ / Ｌꎬ
咪唑 ３４ ｇ / Ｌꎬ用蒸馏水定容ꎮ 使用 ＢＣＡ 试剂盒法进

行蛋白质定量分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 表达 ｇＤ 的菌株构建与验证

为获得表达 ｇＤ 的谷氨酸棒杆菌ꎬ首先构建质

粒 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤꎬ质粒图谱如图 １ａ 所示ꎬ载体质粒

ｐＸＭＪ１９ 酶切结果如图 １ｂ 所示ꎮ 为观察谷氨酸棒杆

菌表达 ｇＤ 对菌株生长的影响ꎬ对 Ｃｇ￣ｇＤ 和 Ｃｇ￣
ｐＸＭＪ１９ 进行了生长曲线测定ꎬ结果显示ꎬ表达 ｇＤ
的菌株前期生长稍显缓慢ꎬ对菌株生长的影响较小

(图 １ｃ)ꎮ Ｃｇ￣ｇＤ 发酵 ２４ ｈ 后ꎬ取样进行蛋白质表达

分析ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果如图 １ｄ 所示ꎬ在相对分

子质量４.５×１０４处有明显条带ꎬ与 ｇＤ 理论大小相符ꎬ
且基本为可溶性表达ꎬ但在１.７×１０４处有降解ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 条带较浅ꎬ表明表达量较低ꎮ

ａ:ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 的质粒图谱ꎻｂ:ｐＸＭＪ１９ 载体酶切结果ꎬＭ 为１０ ０００ ｍａｒｋｅｒꎬＬ１~ Ｌ３ 为生物学平行样本ꎻｃ:Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 和 Ｃｇ￣ｇＤ 菌株 ４８ ｈ 生长

曲线ꎻｄ:十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果ꎬＭ 为蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎬ１ ~ ３ 分别为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 发酵全

菌、破碎后上清液、沉淀ꎬ４~６ 分别为 Ｃｇ￣ｇＤ 发酵全菌、破碎后上清液、沉淀ꎮ
图 １　 质粒 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 的构建与目的蛋白质分析

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 ｇＤ 表达元件优化

为进一步提高 ｇＤ 的表达量ꎬ对表达元件启动

子和信号肽进行了优化ꎮ 由于 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中组

成型启动子更有利于外源蛋白质的表达[２６]ꎬ因此分

别选用组成型 Ｈ３６ 启动子(图 ２ａ)、ｃｓｐＢ 和 ０９４９ 信

号肽对 ｇＤ 的表达进行优化(图 ３ａ)ꎮ

１８５１惠萌萌等:猪伪狂犬病病毒糖蛋白 ｇＤ 在谷氨酸棒杆菌中的表达及优化



为构建组成型表达质粒 Ｈ３６￣ｇＤꎬ对 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质

粒进行ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅤ酶切ꎬ凝胶回收后获得含目的

基因的载体ꎬＨ３６ 序列(３００ ｂｐ)使用引物Ｈ３６￣Ｆ＋Ｈ３６￣Ｒ
扩增获得ꎬ载体和片段以１ ∶ ３ 浓度比例进行同源重组ꎬ
转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 并测序验证ꎮ 用相同方法构建对照

质粒 Ｈ３６￣ｐＸＭＪ１９ꎮ 将菌落 ＰＣＲ 和测序正确的 Ｈ３６￣ｇＤ

电转入 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 进行发酵表达ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果如图 ２ 所示ꎬ可见组成型质粒

Ｈ３６￣ｇＤ 的蛋白质表达条带颜色深ꎬ灰度分析结果显

示ꎬ其蛋白质表达量比诱导型质粒 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 的蛋白

质表达量高 ４􀆰 ５ 倍ꎮ

ａ:Ｈ３６￣ｇＤ 构建示意ꎻｂ:Ｃｇ￣Ｈ３６￣ｇＤ 菌株 ＰＣＲ 验证ꎬＭ 为 ２０００ ｍａｒｋｅｒꎬ１~６ 平行样品ꎻｃ:十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果ꎬＭ 为蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 破碎后上清液ꎬ２ 为 Ｃｇ￣ｇＤ 破碎后上清液ꎬ３ 为 Ｃｇ￣Ｈ３６￣ｇＤ 破碎后上清液ꎮ

图 ２　 组成型表达质粒 Ｈ３６￣ｇＤ 的构建与目的蛋白质分析

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ Ｈ３６￣ｇＤ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 为了研究分泌表达对 ｇＤ 表达量的影响ꎬ分别

增加 ｃｓｐＢ 和 ０９４９ ２ 种信号肽构建分泌型表达质粒

ｃｓｐＢ￣ｇＤ 和 ０９４９￣ｇＤꎮ 以 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质粒为模板ꎬ
使用引物 ｃｓｐＢ￣Ｆ＋ｓｐ￣Ｒ、ｃｓｐＢ￣Ｒ＋ｓｐ￣Ｆ 扩增片段ꎬ凝
胶回收后两片段以１ ∶ １ 浓度比例进行同源重组ꎬ转
化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 并测序验证ꎬ获得 ｃｓｐＢ￣ｇＤꎮ ｃｓｐＢ￣
ｐＸＭＪ１９ 的构建模板为 ｐＸＭＪ１９ꎮ 以 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 质

粒为模板ꎬ使用引物 ｇＤ￣Ｆ＋ ｇＤ￣Ｒ 扩增载体ꎬ０９４９￣Ｆ＋
０９４９￣Ｒ 直接引物退火ꎬ延伸获得片段ꎬ载体和片段

以１ ∶ ３ 浓度比例进行同源重组ꎬ转化 ＪＭ１０９ 并测序

验证ꎬ获得 ０９４９￣ｇＤꎮ ０９４９￣ｐＸＭＪ１９ 的构建模板为

ｐＸＭＪ１９ꎮ 长出的转化子通过菌落 ＰＣＲ 和测序来验

证ꎬ用测序正确的质粒转化 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 进行发酵

诱导表达ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果(图 ３)
显示ꎬ在相对分子质量４.５×１０４处无条带ꎬ这表明增

加信号肽序列ꎬｇＤ 在谷氨酸棒杆菌中反而不表达ꎬ
猜测是因为蛋白质自身特性ꎬ在添加信号肽后不能

正确折叠导致无法表达ꎮ

ａ:质粒 ｃｓｐＢ￣ｇＤ 和 ０９４９￣ｇＤ 构建示意ꎻｂ:十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果ꎬＭ 为蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎬ
１~３ 分别为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 发酵液上清液、全菌、细胞破碎后上清液ꎬ４~７ 分别为 Ｃｇ￣ｃｓｐＢ￣ｇＤ 发酵液上清液、全菌、细胞破碎后上清液、细胞破

碎后沉淀ꎬ８~１１ 分别为 Ｃｇ￣０９４９￣ｇＤ 发酵液上清液、全菌、细胞破碎后上清液、细胞破碎后沉淀ꎮ
图 ３　 糖蛋白 ｇＤ 分泌系统的构建与目的蛋白质分析

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇＤ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２.３　 ｇＤ 的表达底盘菌株优化

为了分析不同底盘菌株对 ｇＤ 表达的影响ꎬ以
提高蛋白质表达量ꎬ在前期研究基础上ꎬ选取 ３ 株底

盘菌株(分别为 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ ＣＧＭＣＣ１.１５６４７、蛋白

酶敲除菌株 Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ 和 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ)进行研究ꎮ 首

先进行生长曲线的测定ꎬ结果如图 ４ａ 所示ꎬ与对照

菌株 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 相比ꎬ表达 ｇＤ 的其他菌株生长都

受到不同程度的影响ꎬ△ｃｌｐＣ ￣Ｈ３６￣ｇＤ 长势最弱ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果(图 ４ｂ)显示ꎬ
Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 的蛋白质表达条带最深ꎬ经灰度分析

发现其蛋白质表达量比组成型表达菌株 Ｃｇ￣Ｈ３６￣ｇＤ
高 ２.４ 倍ꎮ 由此可见 ｃｌｐＳ 蛋白酶对外源蛋白质在

Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中表达的影响最大ꎮ

ａ:不同底盘菌株的 ３６ ｈ 生长曲线ꎻｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果ꎬＭ 为蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎬ１~６ 均为发酵后破碎上清液ꎬ１ 为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ꎬ２ 为 Ｃｇ￣Ｈ３６￣
ｇＤꎬ３ 为 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤꎬ４ 为 Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ￣ｇＤꎬ５ 为 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣Ｈ３６￣ｇＤꎬ６ 为 Ｃｇ￣△ｃｌｐＣ￣Ｈ３６￣ｇＤꎮ

图 ４　 ｇＤ 的表达底盘菌株优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｇＤ

２.４　 ｇＤ 的表达发酵条件优化

选取最优表达菌株 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 进行发酵条件

优化ꎬ以进一步提高 ｇＤ 的表达量ꎬ分别从发酵温度和

诱导时间进行优化ꎮ 根据谷氨酸棒杆菌生长特性ꎬ选
取 １６ ℃、２３ ℃、３０ ℃ ３ 个温度进行 ｇＤ 的表达ꎬ以 Ｃｇ￣
△ｃｌｐＳ￣ｐＸＭＪ１９ 作为阴性对照ꎬ摇瓶培养 ２４ ｈ 后进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 结果(图 ５ａ)显示ꎬ
３０ ℃培养条件下ꎬ蛋白质条带最深ꎬ１６ ℃和 ２３ ℃条

件下蛋白质条带较浅ꎬ且菌株长势弱于 ３０ ℃培养条

件ꎮ 这表明对于 ｇＤ 的表达而言ꎬ３０ ℃不仅有利于菌

株生长ꎬ还有利于蛋白质的表达ꎮ 为探究诱导时长对

ｇＤ 表达的影响ꎬ分别在诱导后 ６ ｈ、１２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ、３０
ｈ、３６ ｈ 取样进行目的蛋白质表达量分析ꎮ 结果(图
５ｂ)显示ꎬｇＤ 在诱导后 ２４ ｈ 才开始明显表达ꎬ且后期

增量不明显ꎬ这表明菌株前期主要侧重于生长ꎬ在稳

定期进行外源蛋白质表达ꎮ

ａ:不同温度发酵表达 ｇＤ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(上图)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果(下图)ꎬ其中 １ 为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 发酵后破碎上清液ꎬ２~４ 分别为 １６ ℃、
２３ ℃、３０ ℃下 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 发酵后破碎上清液ꎻｂ:不同诱导时长发酵表达 ｇＤ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(上图)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果(下图)ꎬ其中 １
为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 发酵后破碎上清液ꎬ２~７ 分别为 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 发酵后 ６ ｈ、１２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ、３０ ｈ、３６ ｈ 破碎上清液ꎻＭ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ５　 不同温度、诱导时长发酵表达 ｇＤ 的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.５　 Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇＤ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ

３８５１惠萌萌等:猪伪狂犬病病毒糖蛋白 ｇＤ 在谷氨酸棒杆菌中的表达及优化



２.５　 ｇＤ 的纯化及定量分析

在目的蛋白质 ３′端添加 ６×Ｈｉｓ 标签ꎬ使用镍离

子亲和层析柱对其进行纯化分析ꎬ结果表明ꎬ使用

５％洗脱液即可将目的蛋白质洗脱ꎬ纯化样品 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 结果如图 ６ａ 所示ꎮ 使用 ＢＣＡ 试剂盒对目的

蛋白质进行定量分析ꎬ经计算ꎬ２００ ｍｌ 摇瓶发酵液

中ꎬ菌株 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 发酵后 ｇＤ 质量浓度约为 ５１７
ｍｇ / Ｌꎮ 洗脱液蛋白质电泳结果显示仍有少量杂蛋

白质ꎬ且流穿液也含有目的蛋白质ꎬ说明目的蛋白质

和纯化柱结合得不够紧密ꎮ 使用 ＥＬＩＳＡ 法检测纯

化后的 ｇＤꎬ以 ５％ ＢＳＡ 为封闭液ꎬｇＤ 抗体阳性血清

为一抗、ＨＲＰ 羊抗猪 ＩｇＧ 为二抗进行包板试验ꎬ以
２􀆰 １ 倍阴性对照值作为阳性结果的判断标准ꎬ
ＯＤ４５０目的蛋白

> ２􀆰 １ 倍 ＯＤ４５０阴性对照
ꎬ纯化后 ｇＤ 呈阳性ꎮ

以ｇＤ 抗体阳性血清作单抗孵育ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果

(图 ６ｃ)显示ꎬｇＤ 有特异性条带ꎮ

ａ:△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 纯化后样品的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果ꎬ１ 为 Ｃｇ￣ｐＸＭＪ１９ 破碎后上清液ꎬ２ 为△ｃｌｐＳ￣ｇＤ 纯化流穿液ꎬ３~４ 为纯化蛋白质样品ꎻｂ:ＢＳＡ
质量浓度标准曲线ꎻｃ:ＯＤ４５０值和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果ꎬＣＫ 为阴性对照ꎬＡ１ 为纯化流穿液ꎬＡ２ 为纯化蛋白质样品ꎮ

图 ６　 糖蛋白 ｇＤ 的定量定性检测

Ｆｉｇ.６　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇＤ

３　 讨 论

谷氨酸棒杆菌在表达异源蛋白质上具有很大潜

力ꎬ相较于大肠杆菌表达系统ꎬＣ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 不含

内毒素ꎬ更适合医药蛋白质生产ꎻ与同为革兰氏阳性

菌的枯草芽孢杆菌相比ꎬＣ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 能正确折叠

蛋白质ꎬ确保蛋白质活性ꎻ与真核细胞相比ꎬＣ. ｇｌｕ￣
ｔａｍｉｃｕｍ 生长周期短ꎬ培养成本不高ꎬ基因操作成

熟ꎬ可高密度发酵ꎬ有利于异源蛋白质的发酵放大ꎮ
本研究中ꎬ为了在谷氨酸棒杆菌中表达 ｇＤꎬ首先进

行 ｐＸＭＪ１９￣ｇＤ 的构建与表达ꎬ初步通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 条带分析ꎬ验证 ｇＤ 可在谷氨酸棒杆

菌中可溶性表达ꎮ 其次通过表达元件、底盘菌株、发
酵条件等优化ꎬ发现与诱导型表达质粒相比ꎬ组成型

表达质粒更有利于 ｇＤ 的表达ꎬ蛋白质表达量提高

了 ４.５ 倍ꎻ蛋白酶敲除菌株 Ｃｇ￣△ｃｌｐＳ 诱导表达 ｇＤ
的能力最强ꎬ蛋白质表达量是组成型的 ２.５ 倍ꎮ 上

述研究结果说明ꎬ不同菌株对于不同启动子的适配

能力不同ꎮ 根据谷氨酸棒杆菌的生长特性ꎬ３０ ℃培

养、诱导 ２４ ｈ 是 ｇＤ 表达的最优条件ꎮ 推测表达 ｇＤ
对宿主菌有一定毒性ꎬ所以使宿主菌生长缓慢ꎬ生长

到一定程度后ꎬ延迟表达ꎮ 最后ꎬ通过镍离子层析柱

纯化目的蛋白质ꎬ经 ＢＣＡ 试剂盒检测ꎬ在摇瓶水平

２００ ｍｌ 发酵液中目的蛋白质质量浓度可达 ５１７
ｍｇ / Ｌꎮ 利用 ＥＬＩＳＡ 法检测目的蛋白质ꎬＯＤ４５０ 值和

显色反应均显示纯化后的 ｇＤ 呈阳性ꎮ 综上所述ꎬ
本研究成功构建了表达可溶性 ｇＤ 的谷氨酸棒杆菌

系统ꎬ该系统同样可以用于其他异源蛋白质的表达ꎬ
目前已有用 Ｃ. ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 表达 ＶＨＨ 和 ｓｃＦｖ 等异

源蛋白质的报道ꎮ
本研究中还存在一些需要进一步探索的问题ꎬ

比如本研究只验证了蛋白酶单敲除菌株对 ｇＤ 表达

的影响ꎬ组合敲除的情况有待进一步研究ꎮ 其次ꎬ
ｇＤ 与镍离子亲和层析柱结合的紧密性也需要进一

步研究ꎬ以获得更高纯度的目的蛋白质ꎮ 最后ꎬ没有

进行大规模发酵培养ꎬ优化更多的发酵条件ꎬ比如碳

源、溶解氧含量等ꎮ 这些未解决的问题同样具有重

要意义ꎬ亟待研究人员进一步探索ꎮ
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