
!" 卷 # 期
!""$年 #月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!" )&(#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-+./ !""$

收稿日期：!""01"21#$，修回日期：!""01#"1#3。

基金项目：国家“十五”重大科技攻关项目（)&(!""#453"$5!!）、云南省自然科学基金资助项目（)&( !""!6""2!7）；昆明市科技计划项目（昆

科（农）字 !""!"!""0）。

" 通讯作者。89’：3:132#1$:#02;2；<+=：3:132#1$:#>;32；?1@+A’：BACD-+E /+D&&( B&@( B,

水泡性口炎病毒核蛋白基因的表达及初步应用

花群义#" 金宁一! 徐自忠# 杨云庆# 董 俊# 杨晶焰# 周晓黎#

#（云南出入境检验检疫局技术中心，昆明 :>"!!3）
!（解放军军需大学军事兽医研究所，长春 #0"":!）

摘 要 将水泡性口炎病毒编码群特异性抗原的 3 基因片段克隆至 F7G#318克隆载体质粒中，构建 3 基因克隆
重组质粒，进行核苷酸序列分析。然后亚克隆插入 F45GH8DA& 8IJI表达载体，经 J6K限制性内切酶分析、测序鉴
定，筛选获得 3基因正向插入、有正确读码框的阳性克隆，成功构建了水泡性口炎病毒 3 基因重组表达载体。经
L15.+MA,&N9诱导表达，可稳定、高效地表达 )蛋白抗原。OGO1J5P?、Q9NR9., M’&RRA,S及间接 ?LTO5试验结果表明，表
达蛋白为融合蛋白，质量约 :0U> VG，其表达产量约占菌体总蛋白的 #:W，相当于 ;!@SHL。融合蛋白中含有水泡性
口炎病毒群特异性的核蛋白抗原，应用表达的 %O%核蛋白抗原建立了酶联免疫吸附试验，通过对 #3:份山羊、豚鼠
实验动物人工感染 %O%的血清样品和参考血清样品的检测，并与微量血清中和试验进行了比较，结果表明：以表达
的 %O%核蛋白为包被抗原的酶联免疫吸附试验是一种特异性强、敏感性高、快速、简单、安全的检测方法，抗原制备
成本低。
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水泡性口炎（%9NAB-’+. NR&@+RARAN，%O）是由弹状病毒科水
泡病毒属的水泡性口炎病毒（%O%）引起的人畜共患的重大
动物疫病。该病毒分为印第安纳（T,YA+,+，T)型）和新泽西
（)9Z *9.N9/，)*型）两个血清型。感染人后出现急性热性类
似流感的症状［#］。牛、猪、马、羊和其它多种野生动物可感

染，临床症状与口蹄疫（<&&R +,Y @&-RD YAN9+N9，<7G）不易区
别［!］。国际兽疫局（IT?）将该病列为动物 5类传染病，是国
际动物贸易中的重要检疫对象。

%O%为单股负链 K)5病毒，基因全长 ## #:0MF，共编码 >
种主要病毒蛋白———糖蛋白（P）、基质蛋白（7）、核蛋白（)）、
磷酸蛋白（)O）、病毒 K)5聚合酶（L）。其中 P糖蛋白定位在
包膜的突起上，由 >##个氨基酸组成，刺激机体产生中和抗
体，呈现型乃至株的特异性［ 0 ］。)蛋白由 $!! 个氨基酸组
成，呈现群特异性，为所有型的 %O%所共有，诱导产生非中
和抗体，与其它弹状病毒无任何交叉反应，它在病毒 K)5复
制和转录调控中起着核心作用［ $ ］。在病毒感染细胞内，)
蛋白以单体、多聚体和与 )O蛋白结合体 0种形式存在［ > ］。

对于 %O病毒的核蛋白基因，有报道用真核表达系统，而原核
表达 %O%抗原用于诊断试剂的报道不多，少数报道认为原
核表达系统不能高效表达核蛋白［!］。本文采用 F45GH8IJI

原核表达系统首次对 %O病毒核蛋白进行了表达，用表达产
物建立快速、特异、敏感、安全、简便的酶联免疫吸附试验

（?LTO5），为我国水泡性口炎的免疫血清学诊断试剂的制备
和 %O%新型疫苗构建奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

%O%1)*型和 %O%1T)G 型从美国国家兽医服务实验室
（)%OL）引进保存。幼地鼠肾细胞（4[\1!#）为本室保存。

F7G#318载体、4 ( 0(,# *7#";细菌、8.A]&’ K)5提取试剂盒、限
制性内切酶、8+C酶和 8$ G)5连接酶购自宝生物工程（大
连）有限公司；F45GH8DA& 8IJI载体、L7P#;$细菌、8IJ#"细
菌、F.&4&,Y87F.&R9A, 纯化试剂盒购自美国 T,^AR.&S9, 公司；

F.&R9A,P1[KJ为 I@9S+公司产品；辣根过氧化物酶标记的山
羊抗兔 TSP抗体为华美公司产品。%O%阳性血清、对照血
清、参考血清和实验动物山羊和豚鼠人工感染血清由本室保

存。

!"# $%$核蛋白基因重组质粒的构建
按照参考文献［:］进行 %O%核蛋白基因重组质粒的构

建。



!"# $%$ !基因重组表达载体的构建
!"#"! !"! #抗原基因的亚克隆：为了构建可表达可溶性
目的蛋白，设计引物时去除目的基因的起始密码子和终止

子，使目的基因插入 $%&’载体后表达融合蛋白，以提高特
异性抗原的免疫原性和稳定性。以含有 !"! !基因的 $(’)
!#*质粒 ’#&为模板，进行目的片段的扩增。经 +,琼脂糖
电泳检测，回收纯化的目的片段按说明书连接插入 $%&’-
./01).232载体，转化 .23+4感受态细菌，在含 +44!5-67 &6$
的 7%培养基上选择培养 89/。
!"#"& 重组表达质粒的鉴定和测序：从 7%平板培养基上挑
选单个菌落，用 $%&’- ./01).232 载体上的 .:; <1:=>:? 和
$ %&’ @ABA:CA引物做鸡尾酒)3D@体系法分析鉴定。对应的
阳性克隆单个菌落小量培养后提取质粒，根据载体和目的基

因上的酶切位点，用 "#$E"酶切鉴别出正向插入 !"! !基
因的重组质粒。对重组质粒中的插入片段进行序列测定，进

一步鉴别出正向插入 !"! !基因和读码框正确的重组子。
!"’ 重组表达质粒在 ()*!+’细胞中的诱导表达

制备 7(F+G9细菌感受态细胞。将重组表达质粒转化
入 7F(+G9细胞后，在含 +44!5-67 &6$的 7%平板上培养，挑
取单个菌落，于 867含 4H8,葡萄糖和 +44!5-67 &6$的 @(
培养基中，IJK振荡至 %&L44 M + N 8。制备 * 管 +467 含

+44!5-67 &6$的 7%，每管加入 4H+67菌体培养液，IJK振荡
培养至 %&L44 M 4H* N +，使细菌达到正处于中期对数生长期。

从每管中取出 +67细菌液，+8 444:-60O离心 +60O，吸取上清
液作备用样品，沉淀细菌冻存于)84K，作为基点样品。用
$ %&’-./01载体作为阳性表达对照，用无载体的 7(F+G9细
胞作为阴性对照，同样方法制备基点样品。

用 84,阿拉伯糖和灭菌水，在无菌条件下制备 +4倍序
列稀释的溶液：84,、8,、4H8,、4H48,、4H448,，分别加入
还剩余 G67的正处于中期对数生长期的培养物中，使阿拉
伯糖的最终浓度分别达 4H44448,、4H4448,、4H448,、
4H48,、4H8,，IJK振荡 9/，每管取出 +67菌液，+8 444:-60O
离心 +60O，吸取上清液作备用样品，沉淀细胞 P 84K冻存，作
为目的蛋白阿拉伯糖诱导表达的分析样品。

!", 表达产物的检测
!","! "’")3&FQ凝胶电泳：按文献［J］方法进行 +4, "’")
3&FQ电泳，浓缩胶浓度为 *,，分离胶浓度为 +4,。将上述
制备的基点样品和阿拉伯糖诱导表达样品细菌沉淀物和上

清液分别悬浮于 +44!7 + R和 +44!7 8 R "’")3&FQ样品缓冲
液中，G9K加热 *60O，* 444:-60O离心 I60O，取 +4!7 上样，电
泳后考马斯亮蓝 @)8*4染色，检查特异性的目的蛋白条带，
确定获得最高浓度表达的大约阿拉伯糖浓度。用 84,蔗糖
.Q缓冲液渗透休克浸出表达的融合蛋白，离心后取上清和
沉淀分别电泳分析，以确定表达产物的可溶性和不可溶性形

式存在的比例。

!","& 表达产物的免疫印迹分析：将 "’")3&FQ凝胶电泳的
各蛋白区带转移至硝酸纤维素膜，用羊抗 !"!抗血清为第
一抗体、E@3)兔抗羊 S5F为第二抗体，进行 TACUA:O VW1UU0O5分

析，以检查表达产物是否具有特异性免疫活性。

!","# 重组蛋白质的小批量生产、纯化和定量：制备含
+44!5-67 &6$的 7%培养基，按 +,的体积接入二级种子菌
液，IJK振荡培养 9/，加入确定的阿拉伯糖最佳诱导浓度，温
度降至 I4K，继续振荡培养，缓慢诱导表达 */，收集菌液 9K
*444:-60O离心 I460O，称量菌体湿重。将菌体按 +：+4（’-(）
悬浮于 .Q缓冲液，置冰水浴中 I44 N 944T反复超声破菌，每
次 +*C，间隔 +*C，涂片染色镜检至完全裂解菌体，9K*444:-
60O离心 I460O，取上清液为粗提的重组蛋白。按重组蛋白
质 #0)#.&纯化试剂盒的说明书纯化重组核蛋白。纯化后的
重组核蛋白在 FAOA XY>OU3:1 @#&-’#& D>WZYW>U1:仪上，用紫
外分光光度法测定蛋白质的含量，并进行 "’")3&FQ检测。
!","’ 间接 Q7S"&和微量血清中和试验检测比较：以粗提
和纯化的重组蛋白作为包被抗原，采用方阵滴定法测定最适

包被抗原的浓度，通过最佳包被液、最佳封闭液、最佳洗涤

液、最佳稀释液、E@3)$:1UA0O F最佳工作浓度、最佳反应条件
的筛选，建立 Q7S"&标准化程序。在同样条件下，用口蹄疫、
蓝舌病、鹿流行性出血热、赤羽病、牛病毒性腹泻)粘膜病阳
性血清进行 Q7S"&特异性试验。!"!阳性血清作倍比稀释
+[8、+[9、+[\、+[+L、+[I8、+[ L9、+ [ +8\、+ [ 8*L、+ [ *+8、+ [ +489做
Q7S"&方法的敏感性试验。
微量血清中和试验的细胞用 %E])8+传代细胞，病毒和

阳性血清为 !"!)S#’和 !"!)#^标准毒株及其阳性血清。先
进行毒价测定，正式试验用 +44.DS’*4 _ 8*!7。逐日观察细胞

病变（D3Q），9\/判定结果，血清抗体 +[+L以上判定阳性。用
+\L份参考血清和实验动物人工感染后抗体动态监测，比较
二种方法检测结果，从而对 Q7S"&方法进行评估。

& 试验结果

&"! 目的片段的克隆与鉴定
扩增产物大小约为 +H8‘V，与预期结果相符，+,琼脂糖

凝胶电泳图谱上显示均一的 +条带，如图 +。扩增片段回收
纯化，连接到 $(’+\).载体上，转化 ) a *+,- ^(+4G感受态细
胞，获得含有 !"! ! 基因 +8LIV$片段的阳性克隆。3D@和
核苷酸序列测定鉴定，阳性克隆命名为 $(’)!#*。

图 + @.)3D@产物电泳

<05a+ QWAZU:1$/1:AC0C 1b 3D@ $:1?YZUC

(：’7)8444 6>:‘A:；+：+8LI V$ 3D@ $:1?YZUC >6$W0b0A? b:16 !"!

&"& $%$ !基因的亚克隆及重组表达质粒的构建
重组质粒 $(’)!#*中的 ! 基因经亚克隆，插入到载体

$%&’-./01 .232中，获得重组子，转化至表达宿主菌 .23+4
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和 !"#$%&中，’()鉴定结果如图 *，+,+ ! 基因已插入到载
体中。用 -./0!对阳性重组质粒酶切，$1琼脂糖凝胶电
泳，分别产生 2$3$45、&&645、%245 的 6 个片段和 &7*&45、
$*6*45、&&645的 6个片段两种结果，与预期结果一样，前者
为 +,+ ! 基因片段正向插入到载体 5-89:;<=> ;?’?，后者
为 +,+ ! 基因片段反向插入到载体 5-89:;<=> ;?’?，结果
见图 6。将 +,+ !基因正向插入到载体 5-89:;<=> ;?’?的
表达重组质粒克隆，命名为 5-89@+A2。

图 * 表达重组质粒的 ’()鉴定

B=CD* ;<E =FEGH=I=J.H=>G >I H<E KEJ>/4=G.H=>G 5L.M/=F 4N ’()

"：9!@*777 /.KOEK；*，6，2，P：$*36 45 ’() 5K>FQJHM

./5L=I=EF IK>/ 5-89@+A2；$，&，3，R：GEC.H=SE KEMQLHM

!"# $%$核蛋白表达重组质粒的序列分析
分析表达重组质粒 5-89@+A2 核苷酸序列，并与 #EG@

-.GO中报道的 +,+编码核衣壳蛋白 ! 基因序列比较后发
现，+,+ ! 基因的编码序列全长为 $*3345，编码 &**个氨基
酸，插入方向和阅读框架正确。该序列在 #EG-.GO中的登录
号为：8T6R6P$3。推测的 +,+ A蛋白的氨基酸序列和表达融
合蛋白的氨基酸序列如图 &。A端是质量为 $6O9的硫氧还
蛋白，(端是质量为 6O9的 +2 E5=H>5E和 3个组氨酸，中间是
质量为 &PU2 O9 的 +,+ 核蛋白，整个融合蛋白的质量为
36U2O9。
!"& 表达产物的 %’%()*+,分析
通过加入阿拉伯糖诱导目的基因表达，$71 ,9,@’8#V

分析结果表明，目的基因表达产生约 36U2O9的特异蛋白条
带。按 $1接入二级种子液，6PW振荡培养 &<，以 7U7*1的
阿拉伯糖浓度诱导表达 2<时，表达量最高，如图 2。而经诱
导的对照菌和未经诱导的重组菌没有相应的条带，说明 +,+
!基因得到正确表达。用 *71蔗糖 ;V缓冲液渗透休克浸
出表达的融合蛋白，离心后取上清和沉淀分别电泳分析，重

组表达菌株 5-89@+A2;?’$7、5-89@+A2!"#$%&菌体破碎上
清和沉淀碎片中均出现了特异性蛋白条带，说明表达的融合

蛋白在上清和沉淀中均存在，融合蛋白可分泌到细胞间质

中，大部分以可溶性形式存在，约占被表达蛋白的 2P1左
右。

!"- 表达产物的./01/23 45611738检测
对重组表达菌株 5-89@+A2;?’$7、5-89@+A2!"#$%&、

;?’$7、!"#$%&的菌体裂解液进行 ,9,@’8#V及免疫印迹分
析，结果 5-89@+A2;?’$7、5-89@+A2!"#$%& 出现一条相对
应于它们质量的特异显色条带，而 ;?’$7、!"#$%&的菌体裂
解液则未出现带，如图 3。说明表达蛋白可被相应的抗血清
XC#所识别，具有免疫学活性。

图 6 重组表达质粒 5-89@+A2的酶切鉴定

B=CD6 )EMHK=JH=>G EGYN/E .G.LNM=M >I 5-89@+A2 Z=H< "#$0!
"$："@VJ>;$&X 9A8 /.KOEK；"*：9!*777 9A8 /.KOEK；

$，*：+,+ ! CEGE I>KZ.KF =GMEKH；6，&：+,+ ! CEGE KESEKME =GMEKH

图 & 表达的融合蛋白推测的氨基酸序列

B=CD& ;<E FEFQJEF ./=G> .J=F ME[QEGJE >I +,+

A IQMM=>G 5K>HE=G E\5KEMMEF

!"9 重组基因表达产物的纯化和定量
诱导培养后收获的菌体反复超声破菌 *7次后，离心取

上清液为粗提物，沉淀经 ,9,@’8#V已无目的蛋白，说明超
声破菌 *7次已经完全获得了目的蛋白。粗提的重组蛋白质
经 A=@A;8纯化后，进行 ,9,@’8#V分析，几乎只有一条质量
为 36U2O9的蛋白质条带，与直接用菌体进行 ,9,@’8#V出现
的重组表达产物条带的质量大小一致，证实经 A=@A;8亲合
层析纯化后重组核蛋白得到很好纯化，如图 P。用紫外分光
光度法测定其在 *R7G/波长的光密度值，计算所纯化蛋白的
纯度及浓度，重组蛋白的获得率为 7U%3/C:C 湿菌，相当于
%*/C:!菌液，同样方法测定粗提物的总蛋白，推算出重组融
合蛋白占菌体总蛋白比例的 $31左右。
!": 间接 ,;<%*的建立及初步应用评估
通过各种反应条件的筛选，建立了 V!X,8程序：用包被

液（7U72/>L:! 50 %U3 (-）将提纯的 +,+核蛋白重组抗原配
制成终浓度为 $7#C:/!，抗原包被于 %3 孔酶标板，27#!:孔，
&W过夜，洗涤液（7U7$/>L:! 50 PU& ’-,，7U721 ;ZEEG@*7，
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!"#$）洗 %次；用封闭液（%&明胶或 ’(&灭能鸡血清 !"#$）
于 %)*封闭 +,，’((!-.孔，洗涤液（!"#$）洗 %次；加用稀释液
（’&明胶或 /&鸡血清 !"#$）作 ’ 0 ’(稀释的被检血清、阳性
血清、阴性血清，/(!-.孔，每份血清加 + 孔，%)*湿盒感作
1/234，!"#$洗 % 次；加用稀释液作 ’ 0 5((( 稀释的蛋白 67
89!，/(!-.孔，%)*湿盒感作 1/234，!"#$洗 1 次；加底物液
（$:"），’((!-.孔，%)*暗盒中显色 %(234，加入终止液（12;<.-
8+ #=1）/(!-.孔，于酶标仪 1/(42下测定 !"值。阳性血清的

平均 !" 值与阴性血清的平均 !" 值之比大于或等于 +时，
可以判定结果。被检血清的平均 !" 值.阴性血清的平均
!"值!+为阳性，"’>/为阴性，’>/ ? +之间需重做。

图 / 重组表达质粒 @"AB7CD/ 在 # E $%&’ -6:’F1中

表达产物的 #B#7!A6G分析

H3IE/ #B#7!A6G J4J<KL3L ;M @N;OPQR ;M @"AB7CD/

ST@NSLL3;4 34 # E $%&’ -6:’F1

’：@"AB7CD/ ST@NSLL3;4 34 -6:’F1；+：-6:’F1；% ? 5：@"AB7CD/ 347

OPQSO ST@NSLL3;4 34 -6:’F1 PL34I (>+&， (>(+&， (>((+&，

(>(((+&，NSL@SQR3US<K；:：@N;RS34 2;<SQP<JN VS3I,R 2JNWSN

图 5 C#C D蛋白表达产物的 XSLRSN47Y<;R分析

H3IE5 XSLRSN4 Y<;R ;M R,S MPLL3;4 D @N;RS34

ST@NSLLSO 34 # E $%&’ -6:’F1

:：@N;RS34 2;<SQP<JN VS3I,R 2JNWSN；

’：@"AB7CD/ 34OPQSO ST@NSLL3;4 34 -6:’F1

在同样条件下，用 C#C阳性血清、口蹄疫、蓝舌病、鹿流
行性出血热、赤羽病、牛病毒性腹泻7粘膜病阳性血清进行
G-Z#A特异性试验，如图 [。结果表明，表达的重组蛋白只与

C#C7D\和 C#C7ZD两个血清型的阳性血清发生特异性反应，
不与其它病毒的血清抗体发生反应。应用 G-Z#A和微量血
清中和试验对人工感染的豚鼠（C#C7D\）、山羊（C#C7D\ 和
C#C7ZD）血清进行检测比较，如表 ’。二种检测方法的结果
非常一致，敏感性基本相同。从 /(2-经阿拉伯糖诱导的 -"
培养菌液中提取的抗原，可包被 1(块 F5孔酶标板，抗原的
制备简单、方便和有效。

图 ) C#C D蛋白表达产物 D37D$A纯化的 #B#7!A6G

H3IE) !PN3M3SO C#C D NSQ;2Y34J4R MPLL3;4 @N;RS34

V3R, D3+ ] JMM343RK NSL34L

:：@N;RS34 2;<SQP<JN VS3I,R 2JNWSN；’：@"AB7CD/ 34OPQSO ST@NSLL3;4 34

-:6’F1；+：<6:’F1；%：@"AB7CD/ ST@NSLL3;4 34 -6:’F1；1：M<;V7

R,N;PI,；/：VJL, ’；5：S<PJRS ’；)：S<PJRS +；[：S<PJRS %

图 [ 间接 G-Z#A的特异性试验

H3IE[ $,S L@SQ3M3Q3RK JLLJK ;M G-Z#A PL34I

NSQ;2Y34J4R D J4R3IS4
—#—C#C7D\；—$—C#C7ZD；—%—H:B7=；

—&—"-^7’5；— _—A‘；—’—"CB；—(—G8B7’；

对 ’[5份血清作了 G-Z#A检测评估，其中 1%份为人工感
染豚鼠（C#C7D\）血清、%5份为山羊（C#C7D\和 C#C7ZD）血清，
均为阳性结果；’()份血清为本室保存的参考血清样品，+份
为阳性，’(/份为阴性；与中和试验的结果（)%.’[5份阳性）相
比，符合率为 F5&。
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表 ! "#$%&试验和微量血清中和试验结果比较
’()*+ ! ",(*-(./01 02 3+4-5 3(56*+3 2405 2/+*7 04/8/1
(17 /12+9.+7 +:6+4/5+1.(* ;/.< =%=>?@ (17 =%=>$?

-3/18 "#$%& (17 %? 6409+7-4+3
!"# "$%"#&’ ($)*’$+, +- &#.*/ 0$’" 1+&$’$2# .#&*)’

3#.*/ &4/1)#& 56738 39:9; 39:79
<=>:? 9@ 9@ 9@
<=?A:A ?AB CD 9@
<=E:> ?FAD G?A 9@
<=?C:B ?FAD G?A ?C
<H9;:F 9@ 9@ 9@
<H9;:? 9@ ?C 9@
<H9;:A CD >A ?C
<H9;:> ?AB CD ?C
<H9;:D G?A AGC >A
<H9;:B G?A G?A 9@
<H79:F 9@ 9@ 9@
<H79:? 9@ 9@ >A
<H79:A >A ?C ?AB
<H79:> ?AB ?C G?A
<H79:D G?A ?C ?FAD
<H79:B ?AB ?C G?A

9@：,#%4’$2# .#&*)’

A 讨 论

目前，I3最常用的诊断方法是病毒中和试验（I9）、补体
结合试验（JK）和酶联免疫吸附试验（56738）三种方法［ B L ?F］。

I9和 JK两种方法较复杂、麻烦、耗时、不安全、需在生物安
全三级（=>）实验室内进行，有时产生非特异性反应，对血清
样品的质量要求高（如抗补体、细胞毒），应用受到限

制［?? L ?A］。用 I3I纯化的完整病毒粒子作为包被抗原建立的
56738方法，病毒的繁殖和纯化烦锁复杂、成本高，有散毒的
危险，也不能区别疫苗免疫和自然感染动物［?>］。从完整 I3
病毒中提纯 <蛋白为抗原进行 56738，虽提高了试验的安全
性，但成本更高，并且在 <蛋白纯化过程中难免有其它病毒
蛋白的污染，使其在鉴别诊断重组 <蛋白疫苗免疫和自然
感染动物中造成一些非特异性反应［?D］。应用 I3I 9蛋白基
因重组杆状病毒感染昆虫细胞来表达 9蛋白作为抗原，分
别建立了 56738和 M:56738，但是成本仍然较高［A，?G ］。
大多数外源蛋白在大肠杆菌胞内不能正确折叠获得天

然空间结构和生物功能，一般以无活性的包涵体形式存在，

需先将包涵体溶解后进行重组蛋白复性，这些复杂操作极大

增加了获得高活性纯品的难度和成本［E］。I3I的核蛋白是
病毒颗粒的主要结构蛋白，也具有免疫保护作用［B，N］。为制

备诊断抗原和重组疫苗的研究建立条件，本研究将核蛋白基

因片段重组至 1O8PQ!"$+:!H=H载体的 4.41O8P启动子下游
附近，构建了高效表达核蛋白的重组表达质粒载体。该硫氧

还蛋白融合蛋白表达系统表达的目的蛋白与天然产物在构

象及生物活性等方面没有区别，融合蛋白以可溶形式存在于

细胞间质中，可通过蔗糖快速休克渗透压冲击法而有选择地

释放，从而大大简化纯化程序，避免了包涵体处理这一棘手

问题［E］。本研究融合蛋白以可溶性形式存在的比例约占被

表达蛋白的 GER左右，与细菌培养的条件如温度、时间等密
切相关。用不同浓度的阿拉伯糖在同样条件下进行诱导表

达，用 3P3:=8<5和 S#&’#., T)+’证实，表达的融合蛋白和原
病毒核蛋白的质量分别为 C>UGVP和 DEUGVP左右。阿拉伯
糖的最佳浓度为 FUFAR。经转印后，与相应的抗血清发生特
异性反应而显色。有报道认为，融合蛋白也能识别其中的非

目的蛋白部分，可能会导致抗体与融合蛋白中的非目的部分

发生交叉反应而影响检测结果，因而应将多克隆抗体中能识

别非目的蛋白的部分去除［?C］，本试验没有发现上述情况。

用表达产物作为抗原进行间接 56738，检测该病毒抗血清以
及其它相似病毒抗血清，结果表明，表达产物均能与该病毒

的所有血清型抗血清发生良好反应，而与其它相似病毒抗血

清不能发生反应，说明表达产物为该病毒的特异性核蛋白。

用粗提和纯化的表达重组抗原进行 56738，均可获得满
意的结果，但 9$:9!8亲合层析纯化后重组核蛋白作包被抗
原，可降低一些本底反应。表达产物包被的酶标板在 DW可
以存放 A个月，在 L AFW可保存 C个月以上。用 ?FR鸡血清
或 >R明胶作封闭液，以 ?：CFFF的 X@=:1.+’#$,:<可获得良好
效果。在对人工感染 I3I:9;和 I3I:79阳性血清检测中发
现，没有产生干扰和降低敏感性的现象，I3I:9; 和 I3I:79
两型间发生交叉反应，用 I3I:9;的核蛋白表达抗原可检测
两型的抗血清。由于中和抗体是针对 I3I表面的糖蛋白（<
蛋白），I3I:9;和 I3I:79 <蛋白变异较大，氨基酸同源性较
低，中和试验具有型特异性。而核蛋白较保守，其诱导的抗

体为非中和抗体，可用 56738检测出来，56738具有群特异
性。因此，在需要作定型时，56738方法还不能取代中和试
验。但是，56738具有快速、安全和简单等特点。因此，本试
验生产的重组核蛋白抗原可以代替完整病毒作为 56738检
测用的标准抗原，这为用 56738快速检测大规模的血清样品
以诊断和监测此病打下了基础。
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QZDD期 花群义等：水泡性口炎病毒核蛋白基因的表达及初步应用




