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霍乱毒素 B 亚基与草鱼呼肠孤病毒 VP7
融合基因的合成和原核表达
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摘要: 草鱼呼肠孤病毒 ( grass carp reovirus，GCＲV) 是一种致病力强，严重危害水产养殖业健康发展的病毒。
免疫接种疫苗是预防 GCＲV 的有效途径，而口服免疫接种对生活在水中的鱼类是一种理想的接种方式。
GCＲV 衣壳蛋白 VP7 具有较好的免疫原性。霍乱毒素 B 亚基( cholera toxin B subunit，CTB) 是一种较好的黏

膜佐剂。本研究采用 PCＲ 技术，将 CTB 基因和 VP7 基因进行柔性融合，获得 1260 bp 的 CTB－VP7 融合基因，

构建重组表达质粒 pET28a－CTB－VP7，转化大肠杆菌 BL21 ( DE3) ，获得了表达 CTB－VP7 融合蛋白的菌株。
当采用异丙基硫代半乳糖苷( IPTG) 诱导时，获得 CTB－VP7 融合蛋白的分子量约 49 kDa，与预期的分子量大

小一致。当 IPTG 浓度为 0. 08 mmol·L－1，诱导温度为 37 ℃，诱导转速为 100 r·min－1，诱导表达 5. 0 h 时，

CTB－VP7 融合蛋白的表达量最大，达到 2. 45 mg·L－1。CTB－VP7 融合蛋白在菌体中主要以包涵体的形式存

在。在融合蛋白纯化时，洗脱缓冲液中咪唑浓度为 200 mmol·L－1，目标蛋白纯度达 96%。本研究通过基因

合成和原核表达得到 CTB－VP7 融合蛋白，为进一步验证 CTB－VP7 融合蛋白能否作为抵抗 GCＲV 的粘膜疫

苗奠定了基础。
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黄河三角洲地区淡水资源丰富，具有发展水

产养殖得天独厚的优越条件。养殖草食性鱼类，

尤其草鱼，是降低成本、增加效益、提高土地利用

效率的 一 项 重 要 措 施。草 鱼 ( Ctenopharyngodon
idella) 是我国的主要水产养殖鱼类之一，而草鱼

出血病可致草鱼死亡率达 90%，给我国水产养殖

业带来了巨大的损失。草鱼出血病的病原是草鱼

呼肠孤病毒 ( grass carp reovirus，GCＲV) ，这是由

中 国 分 离、鉴 定 的 第 一 株 水 生 动 物 病 毒［1］。
GCＲV 的形态学、流行病学、理化及分子生物学等

方面已进行了系统的研究［2］。当前没有有效的

药物可以治疗草鱼出血病，因此接种疫苗是目前

最积极有效的方法。目前，草鱼出血病的疫苗主

要是灭活疫苗、减毒疫苗、亚单位疫苗以及 DNA
疫苗，这些疫苗均采用注射接种［3］。这种传统的

注射接种方式存在鱼类应激性强、劳动强度大等

缺点，而口服疫苗具有成本低、易接种，适用于不

同规格的水产动物等优点，是国内外水产疫苗的

研究热点，也是未来发展的趋势。
GCＲV 病毒含有 7 种衣壳蛋白组分 ( VP1 ～

VP7) ，其中 VP7 蛋白是草鱼呼肠孤病毒主要的

外衣壳组分，在病毒的感染、免疫及致病过程起着

非常重要的作用［4］。VP7 相对于该病毒的其他

结构蛋白而言，能使草鱼产生对 GCＲV 的免疫保

护，具有较强的免疫原性［5］。因此，VP7 是用于

疫苗设计的首选抗原。
霍乱病 毒 B 亚 基 ( cholera toxin B subunit，

CTB) 是霍乱肠毒素的无毒亚基，其最基本的受体

神经节苷酯( monosialoganglioside，GM1) 存在于大

多数哺乳动物细胞表面，使 CTB 具备了良好的佐

剂效能［6］。CTB 能增强树突状细胞及其他抗原

提呈细胞对抗原的提呈作用，诱导机体分泌特异

性抗体并刺激 T 细胞、B 细胞和抗原提呈细胞表

面的受体表达［7—8］。CTB 作为免疫载体的重要功
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能，可以使融合蛋白更易与消化道粘膜作用，产生

更强的免疫效果［9］。CTB 与抗原混合或构建原

核载体表达 CTB－抗原耦合的重组蛋白，在应用

中，均获得了口服免疫保护效果［10］。因此，CTB
和 VP7 作为融合蛋白将是口服疫苗的较好选择。

本研究将 CTB 基因与 VP7 基因结合，成功构

建了 CTB－VP7 重组质粒，并将其转入大肠杆菌感

受态细胞 BL21( DE3) 中，利用异丙基硫代半乳糖

苷( IPTG) 诱导其表达出 CTB－VP7 融合蛋白，并

对其表达优化和蛋白纯化研究。利用融合抗原

CTB－VP7 制备粘膜疫苗，该粘膜疫苗可通过口服

和浸泡的方式使草鱼的幼鱼达到免疫和更早保护

的目的，同时还可以大批量免疫接种从而降低免

疫成本，为 GCＲV 的免疫防治提供了新途径。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

pET28a、pET28a －CTB 和 pET28a －VP7 等质

粒，大肠杆菌 BL21 ( DE3 ) 和大肠杆菌 TOP10 等

菌株均由本实验室保存。

1． 2 试剂

T4 DNA 连接酶、BamHI 内切酶和 PrimeSTAＲⓇ

Max DNA Polymerase 等购自宝生物工程( 大连) 有限

公司。DNA 纯化回收试剂盒、质粒小提试剂盒购于

北京全式金生物技术有限责任公司。异丙基硫代半

乳糖苷( IPTG)、咪唑( Imidazole)、尿素( Urea) 和引

物，购自生工生物工程( 上海) 股份有限公司。其他

试剂均为国产分析纯。

1． 3 CTB－VP7 基因的合成

设计含一端含 BamHI 酶切位点的 PCＲ 引

物，序列如下: CTB－F 引物: 5'－GGCGGATCCATG
ACACCGCAGAACATCACTGACCTG － 3' ( 下 划 线

部分为 BamHI 酶切位点) ，CTB－Ｒ 引物: 5'－GTC-
CACCTCCACCAGATTCACCTCCACCGTTTGC
CATGCTGATGGCTGCT －3'，引物由生工生物工程

( 上海) 股份有限公司合成。以 pET28a－CTB 质

粒为模板，CTB－F 和 CTB－Ｒ 为引物，采用 PCＲ 扩

增 CTB 基 因。 50 μL 的 反 应 体 系 如 下:

PrimeSTAＲⓇ Max 25 μL; CTB－F 1. 0 μL; CTB－Ｒ

1. 0 μL; pET28a－CTB 质粒 1. 0 μL; ddH2O 22 μL。
反应条件为: 98 ℃变性 10 s; 55 ℃复性 5 s，72 ℃
延伸 10 s，共 30 个循环。

根据 GenBank 中 VP7 基 因 序 列 ( Accession
No． AF403396) 设计引物: VP－F 引物: 5'－CTGGT
GGAGGTGGACCTGGTGGAGGTGGATCTATGCCAC
TTCACATGATTCCGC－3'; VP－Ｒ 引物: 5'－GGCGG
ATCCTTAATCGGATGGCTCCACATGCAAG－3'，下

划线部分为 BamHI 酶切位点) 。以 pET28a－VP7
质粒为模板，PCＲ 扩增 VP7 基因。50 μL 的反应

体系如下: PrimeSTAＲⓇ Max 25 μL; VP－F 1. 0 μL;

VP－Ｒ 1. 0 μL; pET28a－VP7 质粒 1. 0 μL; ddH2O
22 μL。反应条件同上。

将上述扩增产物分别进行琼脂糖凝胶电泳检

测，并用试剂盒回收相应的目的片段，获得 CTB
和 VP7 的基因片段。将上述两种目的 DNA 片段

等量混合为模板，以 CTB －F 和 VP －Ｒ 为引物，

PCＲ 扩增合成 CTB－VP7 融合基因。反应体系如

下: PrimeSTAＲⓇ Max 25 μL; CTB－F 1. 0 μL; VP－
Ｒ 1. 0 μL; CTB 和 VP7 的基因扩增片段的等体积

混合物 2. 0 μL; ddH2O 21 μL。反应条件同上。
通过琼脂糖胶电泳和切胶回收 1. 2 kb 的 DNA 片

段，置于 4 ℃存放备用。

1． 4 构建表达载体与转化表达菌株

将上述所构建的 CTB－VP7 基因与 pET28a
表达载体，分别用 BamHI 进行酶切。酶切体系如

下: 10 倍 缓 冲 液 10. 0 μL，目 的 片 段 30. 0 μL，

ddH2O 57. 0 μL，BamHI 3. 0 μL，37 ℃孵育 2 h，将

酶切产物经凝胶电泳后进行 DNA 胶回收。回收

后的 CTB－VP7 基因与 pET28a 载体利用 T4 DNA
连接酶于 16 ℃下连接 16 h，经 PCＲ 鉴定和测序

验证，将正确的重组表达质粒 pET28a－CTB－VP7
在 42 ℃下热击 90 S 转化到表达菌株 BL21( DE3)

中，获得表达菌株，保藏并扩大培养。

1． 5 CTB－VP7 融合蛋白的诱导条件优化

按本实验室赵燕的方法进行条件优化［11］。分别

进行 IPTG 浓度( 0. 03、0. 05、0. 08、0. 10 mmol·L－1 )、
诱导时间 ( 1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、5. 0、6. 0 h) 、培养转

速( 100、200、300 r·min－1 ) 、诱导温度( 25、28、30、
33、37 ℃ ) 等单因子条件优化实验。在上述最佳诱

导表达条件下，工程菌 pET28a－CTB－VP7 /BL21 用
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IPTG 诱导表达，诱导后的菌液采用 6000 r·min－1

离心 10 min，收集菌体，用缓冲液( 500 mmol·L－1

NaCl，20 mmol·L－1 Tris －HCl，and 5 mmol·L－1

Imidazole，pH 值 7. 9) 洗涤两次，超声破碎处理后

离心。分别收集离心后的上清液和沉淀物，进行

SDS－ PAGE 检测。

1． 6 CTB－VP7 融合蛋白的纯化

将离心后的沉淀重悬于下列溶液中( 500 mmol·L－1

NaCl，20 mmol·L－1 Tris－HCl，6. 0 mol·L－1 Urea，

pH 值 7. 9) ，在冰水中放置并悬浮溶解包涵体蛋

白。溶解后的 CTB－VP7 融合蛋白，纯化方法包

含 Ni－NTA 柱制备、平衡、上样、清洗和洗脱，参照

说明书进行。洗脱缓冲液中咪唑浓度分别选择 100、
200、300 mmol·L－1，收集各阶段的洗脱溶液，用 SDS
－PAGE 检测融合蛋白的分子量大小和纯度。

2 结果

2． 1 CTB－VP7 基因的合成

利用 PCＲ 扩增并分别回收了 CTB 和 VP7 基

因片段，CTB 的扩增产物片段大小约为 350 bp，

VP7 的扩增产物片段大小约为 900 bp。上述的

CTB 和 VP7 基因扩增片段，因 CTB－Ｒ 和 VP－F 两

引物中间有 15 bp 的互补配对序列，因此 CTB 和

VP7 基因扩增片段之间就有了 15 bp 的互补序

列，根据互补配对规则两个基因可以进行融合，获

得了 CTB－VP7 融合基因片段，PCＲ 扩增产物片

段大小约为 1260 bp。结果如图 1 所示。

图 1 CTB－VP7 融合基因片段

注:M—DNA Maker;1—CTB 基因;2—VP7 基因;3—CTB－VP7 融合基因。

Fig．1 The fusion gene fragment of CTB－VP7

2． 2 构建表达载体与转化表达菌株

将上 述 所 获 得 的 重 组 基 因 与 表 达 载 体

pET28a，分别进行 BamHI 酶切后再连接起来，构建

的表达载体结构示意图，如图 2 ( a) 所示。经测序

验证正确的重组表达载体 pET28a－CTB－VP7，再经

BamHI 酶切验证，如图 2 ( b) 所示。验证正确的重

组质 粒 pET28a －CTB －VP7 再 转 化 到 大 肠 杆 菌

( BL21) 中，获得表达菌株。

( a) pET－28a－CTB－VP7 基因结构示意图

( b) 酶切后的 pET－28a－CTB－VP7 重组表达载体

注: M: DNA Maker; 1: BamHI 酶切后的重组表达载体; 箭头所

示为 CTB－VP7 融合基因。

图 2 CTB－VP7 融合基因重组表达载体的构建

Fig． 2 Construction of the expression vector
of CTB－VP7 fusion gene

2． 3 CTB－VP7 蛋白的诱导条件优化

表达菌株的菌液中加入诱导剂 IPTG 后，产

生了一条特异的蛋白条带，大小为 49 kDa，与预

期的分子量大小一致，说明诱导产生了 CTB－VP7
融合蛋白。当 IPTG 浓度为 0. 08 mmol·L－1，诱导

温度为 37 ℃，诱导转速为 100 r·min－1，诱导表达

5. 0 h 时，CTB－VP7 融合蛋白的表达量最高。经

测算，CTB－VP7 融合蛋白在 1. 0 L 菌体培养液

中，最大的表达量可达到 2. 45 mg。诱导表达后

的菌液，超声破碎上清液中无 CTB－VP7 融合蛋

白，CTB－VP7 融合蛋白存在于离心后的沉淀中，

说明 CTB－VP7 融合蛋白主要以包涵体形式在菌

体中存在的( 图 3) 。
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注: M—蛋白 Marker; 1—诱导前样品; 2—诱导后样品; 3—超声

破碎离心后的上清; 4—超声破碎离心后的沉淀; 箭头所示为 CTB－

VP7 融合蛋白。

图 3 CTB－VP7 融合蛋白的表达特性

Fig． 3 Expression characteristics of CTB－VP7

2． 4 CTB－VP7 融合蛋白的纯化

在菌体中形成包涵体的 CTB －VP7 融合蛋

白，经溶解后通过 Ni－NTA 柱纯化分离目的蛋白。
随着咪唑浓度的提高，CTB－VP7 融合蛋白的洗脱

效果逐步提高。当洗脱缓冲液中咪唑浓度为 300
mmol·L－1 时，与咪唑浓度为 200 mmol·L－1 时的

洗脱效率无显著差异。考虑到咪唑浓度越高，后

续纯化成本也越高，因此选择洗脱咪唑浓度为

200 mmol·L－1，洗脱后的 CTB－VP7 融合蛋白纯

度达到 96% ( 图 4) 。

3 讨论及结论

黄河流域鱼类的健康养殖，促进了渔业可持

续发展，为推动黄河流域生态保护和高质量发展

奠定了基础。近年来，GCＲV 疫苗研究一直是水

产病害防治的研究重点［12］。但研究多从亚单位

疫苗出发，涉及口服疫苗的研究较少，原因在于口

服疫苗的研究，涉及鱼类生理学、鱼类营养学和鱼

类疫苗学，更涉及到分子生物学等多个学科。因

此，将分子生物学应用于 GCＲV 的粘膜疫苗研

究，会提升 GCＲV 的免疫防治水平。GCＲV 衣壳

蛋白 VP7 已被证明具有对 GCＲV 的免疫保护作

用［13］。另外，本研究选用的 CTB，除了可以作为

载体蛋白外，更是一种较强的黏膜佐剂，当它与

VP7 融合表达的蛋白经黏膜免疫动物时，可以有

效地增强机体对特异性抗原的特异性黏膜 IgA 免

疫应答和系统 IgG 免疫应答［14］。因此，将 CTB 和

VP7 基因进行融合并成功原核表达，是决定 CTB－
VP7 融合蛋白能否作为 GCＲV 粘膜疫苗的前提。

注: M 代表蛋白 Marker; 1 ～ 7 分别为纯化的第一、二、三、四、五、六、七管蛋白样品; 箭头所示为 CTB－VP7 融合蛋白。

图 4 CTB－VP7 融合蛋白的 SDS－PAGE 分析

Fig．4 SDS－PAGE analysis of CTB－VP7 protein

基因融合，可为创制新基因和生产新的功能

蛋白提供方法。基于寡核苷酸的长 DNA 序列的

合成和组装，PCＲ 法在 1995 年被报道［15］。后来

又进行了改进，使用一种全新合成的引物实现长

基因序列的高保真组装，仍基于 PCＲ 的基因合成

方法［16］。然而，直接一步合成具有复杂结构的长

基因是很困难的。目前主要采用两步 DNA 合成

方 法，该 方 法 效 率 较 高，适 合 合 成 长 片 段

DNA［17］，也可以解决基因合成的结构效应，但价

格昂贵。利用现有的基因资源合成新基因可以有
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效降低成本。本研究在已有 CTB 和 VP7 基因的

基础上合成 CTB－VP7 融合基因，具有效率高、错
误率低、成本低的优点。

利用基因工程手段快速获得大量目的蛋白，

特别是有重要功能的蛋白，是目前开发新产品的

一种重要手段，也是今后发展的必然趋势。外源

蛋白的表达水平，不仅与载体、宿主细胞和外源基

因等相关，还受到诱导条件的影响。温度、IPTG
浓度及诱导时间等都是影响重组蛋白表达量的重

要因子。本研究所确定的最佳诱导条件为: IPTG
浓度 0. 08 mmol·L－1，诱导温度 37 ℃，诱导转速

100 r·min－1，诱导时间 5. 0 h。温度对蛋白表达

量影响较大，随着温度的增加，蛋白表达量增加。
因本研究选用的是大肠杆菌，而 37 ℃是其最适宜的

生长温度，这也和草鱼 NEDD4 ( neuronal precursor
cell expressed developmentally downregulated 4) 结合

蛋白基因原核表达最佳温度条件是一致的［18］。
在诱导时间上，在一定时间内，随着诱导时间的增

加，蛋白表达量增加，当达到菌体表达量限度之

后，随诱导时间的增加，蛋白表达量基本不变甚至

减少，可能发生了蛋白降解。本研究的 CTB－VP7
融合蛋白在诱导 5. 0 h 时表达量最高，而有的融

合蛋白在诱导 9. 0 h 时最高，这可能与不同融合

蛋白的性质相关［19］。CTB－VP7 融合蛋白在表达

产物中以包涵体形式存在，不溶于水，也更适合其

用作粘膜疫苗。在咪唑浓度为 200 mmol·L－1 时

就能获得量大且纯度高的融合蛋白，可降低进一

步纯化的成本。因此，菌株表达外源蛋白的条件

优化和蛋白纯化是获得大量 CTB－VP7 融合蛋白

的基础。
基因融合和原核工程菌株表达条件的优化和

蛋白纯化，为验证 CTB－VP7 融合蛋白作为 GCＲV
粘膜疫苗提供了条件。GCＲV 粘膜疫苗的研制，

可实现渔用免疫制剂的生产和接种方式的统一，

降低免疫成本，解决草鱼鱼种阶段大批量免疫接

种难题。
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Synthesis and Prokaryotic Expression of the Fusion Gene of
the Cholera Toxin B Subunit and Grass Carp Ｒeovirus VP7

WANG Tongtong，JIN Shanshan，HAN Yuxing，SUO Meitao，GUO Xinqi，ZHANG Qiusheng

( School of Agriculture，Ludong University，Yantai 264039，China)

Abstract: Grass carp reovirus ( GCＲV) is a type of virus with strong pathogenicity that seriously endangers the
healthy development of aquaculture． Immunization is an effective way to prevent GCＲV． GCＲV capsid protein
VP7 has good immunogenicity． Cholera toxin B subunit ( CTB) is a good mucosal adjuvant． In this study，the
CTB gene and VP7 gene were fused by PCＲ technology to obtain a 1260 bp of CTB－VP7 fusion gene． The
prokaryotic expression plasmid pET28a－CTB－VP7 was constructed and transformed into E． coli( DE3 ) ，and
the strain expressing the CTB－VP7 fusion protein was obtained． The molecular weight of the CTB－VP7 fusion
protein was 49 kDa，which was consistent with the expected molecular weight． When the IPTG concentration
was 0. 08 mmol·L－1，the induction temperature was 37 ℃，the induction speed was 100 r·min－1，and the
optimal induction time was 5． 0 h，the expression of CTB－VP7 fusion protein was the maximum． The expression
level of CTB－VP7 fusion protein was 2. 45 mg·L－1 ． The CTB－VP7 fusion protein exists in the form of insoluble
inclusion bodies in bacteria． When the fusion protein was purified，the concentration of imidazole in the elution
buffer was 200 mmol·L－1，and the purity of the target protein was about 96% ． In this study，CTB－VP7 fusion
protein was obtained by gene synthesis and prokaryotic expression，which lays a foundation for further verifying
whether the CTB－VP7 fusion protein can be used as a mucosal vaccine against GCＲV．
Keywords: grass carp reovirus; VP7; cholera toxin B subunit; mucosal vaccine; fusion expression
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