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摘 要：尼帕病毒膜融合蛋白 5 和受体结合蛋白 E 在病毒感染和诱导机体产生保护性免疫中起重要的作用。通过

FGH 扩增获得尼帕病毒 5/ 和 E 基因片段（均去掉信号肽和跨膜区），克隆至原核表达载体，IF2E 诱导大肠杆菌表达

目的蛋白，J,C?,K+ L3A? 表明重组 5/、E 蛋白与兔抗尼帕病毒血清具有良好的反应原性；同时将 5/ 和 E 基因克隆至

经改造过的杆状病毒表达载体，获得了含有目的基因的重组杆状病毒，接种 CM0 单层细胞，间接免疫荧光检测表明

5/、E 蛋白在杆状病毒中正确表达，并与抗尼帕病毒血清具有良好的反应原性。以纯化原核表达的 5/、E 蛋白免疫

兔获得了抗 5/ 和抗 E 重组蛋白的特异血清，J,C?,K+ L3A? 和间接免疫荧光检测表明所制备的血清具有特异性。试

验所表达的抗原和制备的特异血清可用于尼帕病的诊断。
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尼帕病毒（N:Q6< O:K*C，N:O）是一种引起猪和人

严重传染性脑炎和呼吸系统疾病的人畜共患病原

体，与 /00! 年在澳大利亚首次发现的亨德拉病毒

（R,+SK6 T:K*C，R,O）一起同属于副粘病毒科亨尼帕

病毒属成员（R,+:Q6T:K*C）［/］。狐蝠科（!"#$%&’(）的食

果蝙蝠是 N:O 的自然宿主［$］，在向动物和人传播疫

病过程中起到决定性作用，因此在病毒原发地和有

类似动物分布的国家会受到病毒爆发流行的威胁。

/001 年，马来西亚首次爆发尼帕病，导致 $&’ 人感染

N:O，其中 /%’ 人死亡［#］。此后，$%%/ 年尼帕病相继

在孟加拉［!，’］和印度［&］流行，引起严重的人发病死

亡。$%%# ( $%%’ 年 孟 加 拉 又 连 续 # 年 流 行 该

病［!，’，"］。在柬埔寨和泰国所进行的病原生态学研究

显示两国境内的蝙蝠群均存在一定比例的 N:O 抗体

阳性率［1 ( /%］。虽然尼帕病在我国尚未出现，但是由

于来自周边国家的疫情威胁以及我国东南沿海地区

有与 N:O 原发地相似的生态环境和动物分布［//］，所

以尼帕病对我国造成了明显的威胁。因此，建立必

要的监测与诊断技术，构建预警与应急技术平台对

防范尼帕病进入我国具有十分重要的现实意义。

N:O 基因组全长约 /1U$VL，含有 & 个转录单位，

依次编码核蛋白（N）、磷蛋白（F）、基质蛋白（W）、融

合蛋白（5）、受体结合蛋白（E）和大蛋白（X）等 & 个

结构蛋白［/$］，5 和 E 蛋白是病毒的两个表面糖蛋

白。尼帕病毒蛋白在细胞内合成过程中，5 蛋白是

以无活性的前体 5% 存在，在被宿主细胞蛋白酶降解

为 5/、5$ 两个片段后才能显现生物活性，且 5/ 片段

的 N 端有一个疏水区域是参与病毒囊膜与细胞膜

融合的关键结构域［/#］。在病毒感染细胞的过程中，

E 蛋白与 5/ 和 5$ 共同形成复合物，从而完成病毒

对宿主细胞入侵［/!］。本研究分别利用原核和真核

表达系统表达 N:O 5/ 蛋白和 E 蛋白，并成功制备了

兔抗 N:O 5/ 和 E 蛋白的特异高免血清，为我国开展

前瞻性尼帕病病原生态学和流行病学调查，防范该

病在我国流行奠定了必要的技术基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 目的基因、阳性血清和表达系统：带有 N:O
5 基因、E 基因的克隆质粒 Q5-R64N:O5、Q5-R64N:OE
以及兔 抗 N:O 血 清 由 澳 大 利 亚 动 物 健 康 实 验 室

（..RX）X:+M6 J6+= 博士惠赠；兔阴性血清由本实验



室采自健康的实验兔。!"# $% !"# 杆状病毒载体表

达系统、昆虫细胞 &’( 购自 )*+,$-%./* 公司；原核表达

载体 012345647 购自 89/-:;"9 公司。

!"!"# 主要试剂和仪器：内切酶 !"#<!、$%&!、

’%(=!、)*# >!和 )6?1 购自大连 ?"@"<" 公司；弗

氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、=<6 标记的羊抗兔

).1、A)?B 标记的羊抗兔 ).1 荧光抗体购自 &,.9" 公

司，C,#-%*#%* DC4E 超滤管购自 C,>>,0%-/ 公司，免疫

发光检测试剂盒 &F0/-&,.*">!G/:$ 6,#% ?-,"> @,$ 购自

6,/-#/ 公司；6B< 仪为 8!) 的 1/*/890 6B< &H:$/9
IJKK，荧光显微镜为 L2)&& 的 8M,%:N%0 JK。

!"# $%& 病毒 ’!、( 蛋白在大肠杆菌中的表达

!"#"! O,P A7、1 基因原核表达载体的构建：参照

1/*!"*N 已 发 表 的 O,P 全 基 因 序 列（ 登 录 号：

8AI7IEKI），设计了扩增 A7、1 基因片段的上下游引

物，其扩增产物不包括信号肽和跨膜区，上、下游引

物分别加入下标线所示的酶切位点：O,P A7 A6：QR4
BB+,,--.8?11811B88?188188?1B?18B88B4
ER，O,P A7 <6：QR4BB+-.+,.?B8B?B???18?8?8
1?BB??818B?1?4ER；O,P 1 A6：QR4BBB,,+.--8?1
18B88?B811BB1?18?B88818?4ER，O,P 1 <6：QR4
BBB.-.+,+?B8B?B88BB88?18?8?1B8BB4ER。

以 0A!="4O,PA、0A!="4O,P1 为模板，6B< 分别

扩增 A7、1 基因，产物用相应的酶进行双酶切后插

入同样经双酶切的 012345647 质粒，重 组 质 粒 经

SO8 测 序 后 分 别 命 名 为 012356O,PA7 和

012356O,P1。

!"#"# O,P A7、1 蛋白在大肠杆菌中的表达、纯化

及检测：将表达质粒 012356O,PA7、012356O,P1 转

化大 肠 杆 菌（ !/"*012"*2% "#&2）!TI7（S2E），以 质 粒

012345647 转 化 的 大 肠 杆 菌 !TI7（S2E）为 对 照，

)6?1 诱导表达，按参考文献［7Q］洗涤包含体，目的蛋

白采用 &S&46812（分离胶浓度为 7KU）切胶法进行

纯化，具体如下：从 &S&46812 凝胶上切下目的条

带，于匀浆器中使之匀浆化，加入浸提液（KVKQ9%>WT
?-,:4=B>，KV799%>WT 2S?8，KV7Q 9%>WT O"B>，KV7U
&S&，0=XV(），置 于 JY 7I;，其 间 振 摇 E Z J 次，

7KKKK-W9,* 离心 IK9,*，上清即为纯化的 A7、1 蛋白，

分别命名为 1&?4O,PA7、1&?4O,P1。分别取纯化的

蛋白进行 &S&46812、G/:$/-* [>%$ 分析，以兔抗 O,P
血清（7 \ QKK）为 一 抗，=<6 标 记 的 羊 抗 兔 ).1（7 \
7KKKK）为二抗，&F0/-&,.*">! G/:$ 6,#% ?-,"> @,$ 化学

发光底物进行检测，显影、曝光并记录结果。

!") $%& 病毒 ’!、( 蛋白在杆状病毒表达系统中

的表达

!")"! 重组杆状病毒穿梭质粒的构建：对转移载

体 0A":$!"#> 进行改造：在转移载体 0A":$!"#7 多克隆

位点的 ’%(=!和 !"#<!之 间 加 入 蜂 素 信 号 肽

（=%*/H[// C/>,$$,* &/#-/$,%* &,.*"> 0/0$,]/）基因［75］，在

$%&!和 3/4!之间加上多聚组氨酸标签，改造好的

转移载体命名为 0A":$!"#49/>:4=,:。
以 0A!="4O,PA、0A!="4O,P1 为模板，6B< 扩增

A7、1 基因，扩增 A7、1 基因的上游引物与 7VI 中的

上游引物相同，而下游引物则为去掉终止密码子

?B8 的上述下游引物序列。将扩增得到的目的基因

测序以后，克隆入 0A":$!"#49/>:4=,: 转移载体，转化

到大肠杆菌 S=7K!8B 感受态细胞，按照杆状病毒表

达系统手册提取重组 !"#9,]。获得的重组穿梭质粒

分别命名为 !"#9,] OA7 和 !"#9,] O1，同时提取不

含有外源基因的 !"#9,] 作为对照。

!")"# 重组穿梭质粒转染 &’( 细胞及重组杆状病毒

的获取：T,0%’/#$"9,*/?C 转染法分别将重组 !"#9,]
OA7、!"#9,] O1 以及不含有外源基因的 !"#9,] 同时

转染 &’( 细胞。XI; 细胞病变后收集细胞上清，得到

重组杆状病毒原液，̂ _KY保存。扩大培养获得重

组杆状病毒 -8#O6P4OA7、-8#O6P4O1 以及不含外源

基因的野生型杆状病毒 8#O6P。

!")") 间接免疫荧光试验（)*],-/#$ ,99F*%’>F%-/:#/*$
"::"H，)A8）检测 O,P A7、1 蛋白在杆状病毒表达系统

中的表达：将重组杆状病毒 -8#O6P4OA7、-8#O6P4
O1 以一定的量感染 &’( 细胞，同时以 8#O6P 感染的

&’( 细胞和正常 &’( 细胞作为对照。XI; 后吸去细胞

上清，冷丙酮固定；KVQU 6!&? 液洗涤后加入兔抗

O,P 血清（7 \7KK）7KK"T，EXY作用 7;，同前洗涤后加

入 QK"T（7 \5J）的 A)?B 标记的羊抗兔 ).1 荧光抗体，

EXY作用 7;，同前洗涤后荧光显微镜下观察并记录

结果。

!"* 兔抗 $%& ’!、$%& ( 高免血清的制备及特异性

鉴定

!"*"! 兔抗 O,P A7、O,P1 高免血清的制备：将纯化

的 1&?4O,PA7、1&?4O,P1 蛋白以 QKK". W只W次的剂量

免疫约 IVQN. 的日本大耳白兔（购自长春生物制品

所），首次免疫加以弗氏完全佐剂，间隔 7J] 后以目

的蛋白加以弗氏不完全佐剂进行第二次免疫，X] 后

55J T)‘ D%*.4aF* 04 %& b W,"4% 52"1#62#&#72"% $282"%（IKKX）JX（E）



以不加佐剂的蛋白进行第三次免疫，间隔 !" 后进行

第四次免疫。最后一次免疫 #" 后取血并分离血清，

以纯化的 $%&’()*+,、$%&’()*$ 蛋白为包被抗原，按

常规方法进行间接 -./%0 检测血清抗体效价。

!"#"$ 抗血清特异性的检测：重组杆状病毒表达

上清经超滤管浓缩 123 倍，浓缩产物进行 %4%’50$-
（分离胶浓度为 ,16）后 789:8;< =>?: 检测所制备的

兔血清抗体与杆状病毒表达的重组蛋白之间的反应

性，待检兔血清作 , @3AA 稀释，其余操作同 ,2121。

以上述 ,2#2# 的方法进行间接免疫荧光试验，

检测所制备的免疫兔血清的反应性。

图 % &’( 检测重组杆状病毒表达

+)BC# /+0 D99DE ?F :G8 8HI;899)?< ?F ;8J?K=)<D<: =DJL>?M);L9C 0：9FN J8>>9 )<F8J:8" O):G ;0J(5*’()*+,；P：9FN J8>>9 )<F8J:8"

O):G ;0J(5*’()*$；Q：<8BD:)M8 J?<:;?> C

$ 结果

$"! )*+ 病毒 ’!、, 蛋白在大肠杆菌中的表达

通过 5QR 反应，成功地从 I+PSD’()*+、I+PSD’
()*$ 质粒分别扩增了 +,（,A1#=I）、$（,3AT=I）基因

片段，基因序列测定表明扩增产物与参考毒株完全

一致，且重组质粒经双酶切所得到的 4(0 条带也与

预期相符，表明 ()* +,、$ 基因已正确地插入原核表

图 ! )*+ ’!、, 基因在大肠杆菌中表达分析

+)BC , -HI;899)?< ?F ()* +, D<" $ B8<8 )< ! C "#$%，9G?O)<B >?O

K?>8JL>D; O8)BG: I;?:8)< KD;U8;（V）；7D9G8"（,）D<" L<OD9G8"（1）

)<J>L9)?< =?"E ?F $%&’()* $ I;?:8)<；7D9G8"（#）D<" L<OD9G8"（W）

)<J>L9)?< =?"E ?F $%&’()* +, I;?:8)<；=>D<U $%& I;?:8)< D9 J?<:;?>（3）C

达质粒。/5&$ 诱导表达和 %4%’50$- 分析表明 ()*
+, 和 $ 分别与谷胱甘肽 %’转移酶（$%&，蛋白分子量

为 1TU4D）进行了融合表达，表达产物主要以包含体

形式存在（图 ,），融合表达的重组蛋白分子量分别

为：T#U4D（$%&’()* +,）、X1U4D（$%&’()* $），大小与

预计相符。

将 纯 化 的 $%&’()*+,、$%&’()*$ 蛋 白 经 %4%’
50$- 后，以兔抗 ()* 血清进行 789:8;< =>?:，结果能

观察到清晰的反应条带，说明原核表达的 ()* +,、$
蛋白能被兔抗 ()* 血清特异识别，具有较好的反应

原性，可以用于 ()* 抗体的检测（图 1）。

图 $ ,-./)*+ ’!（(）和 ,-./)*+ ,（0）重组蛋白的纯化

及 1234256 7894 结果

+)BC1 5L;)F)JD:)?< D<" 789:8;< =>?: ?F $%&’ ()* +,（0）D<" $%&’

()* $（P）C VC .?O K?>8JL>D; O8)BG: I;?:8)< KD;U8;；,2 IL;)F)8"

I;?:8)<；12 "8:8J:8" )< 789:8;< =>?: C

$"$ )*+ 病毒 ’!、, 蛋白在杆状病毒表达系统中

的表达

重组杆状病毒 ;0J(5*’(+,、;0J(5*’($ 感染正

常的 %FN 细胞，!1G 后观察到细胞形态变大、单个细

胞之间间隙明显等典型的细胞病变。间接免疫荧光

实验结果表明（图 #），感染重组杆状病毒的细胞胞

浆呈现亮绿色荧光，且产物定位于细胞质，而 0J(5*
感染的 %FN 细胞和正常 %FN 细胞对照均未见到荧光

（0J(5* 感染的 %FN 细胞荧光结果未显示），表明 1
种蛋白在杆状病毒系统中获得了正确表达。

!TW刘勇军等：尼帕病毒融合蛋白、受体结合蛋白的表达及特异性高免血清制备 C Y微生物学报（1AA!）W!（#）



!"# 兔抗 $%&’ ()* +,，$%&’()* $ 血清特异性的

检测

证明 !"# $% 和 & 在原核和真核成功表达后，为

制备特异的 $% 和 & 抗体，以纯化的原核表达 $% 和

& 蛋白分别免疫家兔，成功制备了 ’ 种蛋白的高免特

异血清。在点阵法确定 &()* !"# $%、&()*!"# & 蛋白

的最佳包被量（分别为 +,’-!./孔和 +,0+!./孔）基础

上，以 123(4 测得 ’ 种特异血清效价均为 %5-6++。

图 - 兔抗 $%&’()* +,，$%&’()* $ 特异血清与重组杆

状病毒感染 ./0 细胞上清的 12.3245 6783 检测结果

$".76 )89 :".;<9 =8>?9@ A89 <9BCA"D"AE >: BFA"*$% BFA"=9<;G ?"A8 A89

=;H9<FBABFA >: <4C!I#*!"#$%（%）BF@ A89 <9BCA"D"AE >: BFA"*& BFA"=9<;G

?"A8 A89 =;H9<FBABFA >: <4C!I#*!"#& 9JH<9==9@（0）"F K9=A9<F LM>A 7

)89 MBF9 ’ BF@ MBF9 6 B<9 F9.BA"D9 C>FA<>M=，N "= M>? G>M9C;MB< ?9".8A

H<>A9"F GB<O9< 7

将重组杆状病毒表达的 !"# $% 和 & 蛋白 (P(*
I4&1 后，K9=A9<F LM>A 检测免疫血清的反应原性，以

正常 (:Q 细胞上清作为对照，图 6 结果表明所制备

的兔抗 ’ 种蛋白血清均能特异识别 ’ 种相应的蛋

白，形成清晰的单一条带。

为了进一步验证免疫兔血清的反应性和特异

性，以重组病毒 <4C!I#*!$%、<4C!I#*!& 和 4C!I#
分别感染 =:Q 细胞后进行了 3$4。图 R*4 结果显示

兔抗 &()*!"# $% 高免血清只能与 <4C!I#*!$% 感染

的单层细胞反应，在胞浆可见特异的亮绿色荧光，而

不与 <4C!I#*!&（图 R*S）和 4C!I#（图 R*T）感染细

胞反应。反之，图 R*S 显示兔抗 &()*!"# & 高免血

清只能与 <4C!I#*!& 感染的单层细胞反应，在胞浆

可见特异的亮绿色荧光，而不与 <4C!I#*!$%（图 R*
4）和 4C!I# 感染细胞反应。在该试验中兔阴性血

清不与各种状态下的细胞单层反应（结果未显示）。

上述结果说明制备的兔高免血清具有蛋白特异性，

均不出现交叉反应。

图 9 接种重组病毒的 %/0 细胞单层与兔抗 $%&’ ()* +,，$%&’()* $ 特异血清的 :+; 检测结果

$".7R 3$4 <9=;MA= >: (:Q C9MM= "F:9CA9@ ?"A8 <4C!I#*!"#$% BF@ <4C!I#*!"#& ;="F. UBLL"A &()*!"# $% BF@ BFA"*& =9<B7

4：UBLL"A BFA"*!"# $% =9<;G；S：UBLL"A BFA"*& =9<;G；T：!9.BA"D9 <BLL"A =9<;G7

# 讨论

本研究在最初的试验中，希望利用大肠杆菌表

达 !"# 全长的 $ 和 & 蛋白，均未能取得成功。推测

目的蛋白的特性可能是影响蛋白表达的主要原因。

目前有许多的资料表明，蛋白的疏水性过大，会导致

目的蛋白在原核系统中无法表达，去掉这些疏水性

区域将有利于蛋白在原核表达系统中的表达［%V，%W］，

例如 U>@<".;9X 等［%Q］利用 H1)*0YT 在大肠杆菌中表

达猪繁殖与呼吸综合症病毒（IUU(#）的 ZU$R 时，

缺失跨膜区比完整 ZU$ 的表达量高 ’+*0+ 倍。本试

验通过去掉 $%、& 蛋白的信号肽和跨膜区基因，在

大肠杆菌中成功地表达这两种蛋白。

我们利用杆状病毒表达系统表达目的蛋白的过

程中，在转移载体 H$B=ASBCM 的多克隆位点（NT(）中

插入了能被昆虫细胞识别的蜂素（G9M"AA"F）信号肽，

在昆虫细胞中实现了目的蛋白的分泌表达。蜂素信

号肽由 ’R 个 氨 基 酸 组 成，位 于 蜂 素 多 肽 T 末 端

（<9="@;9= 66*-Q）［%-］，将蜂素信号肽基因置于目的基

因 R[端进行融合表达后，重组多肽前体可以在蜂素

信号肽的引导下，结合和插入内质网膜，使重组蛋白

在内质网中得到正确的加工和修饰，细胞的信号酶

W-6 23\ ]>F.*^;F !" #$ 7 /%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（’++V）6V（0）



将信号肽切掉后，目的蛋白通过内质网膜转运，实现

分泌表达［!"］。分泌表达可以使目的蛋白减少因胞

内蛋白酶的降解而提高表达量，同时也有利于对目

的蛋白的纯化。#$%%&’( 等［!)］利用带有蜂素信号肽

杆状病毒表达系统对木瓜蛋白酶前体蛋白（*+*+&,
*($’-(%.(）实现了高效表达。较之于同源重组的方

法，/+’ 0. /+’ 杆状病毒表达系统通过转座子介导，

含有目的基因的重组 /+’1&2 转染 345 细胞就可以得

到重组杆状病毒，操作简单。因此，我们将 /+’ 0.
/+’ 杆状病毒表达系统的转移载体质粒 *6+%07/+’8
进行了改造，在多克隆位点 9 端插入蜂素信号肽基

因，在 : 端插入多聚组氨酸，目的是使所表达的蛋

白实现分泌表达的同时也有利于纯化。

通过 ;$%0$(, <8.0 和间接免疫荧光试验（=6>），

证明通过原核和真核表达系统所表达的两种重组蛋

白均能与兔抗 9&? 血清发生特异反应，提示这两种

重组蛋白可以作为病毒血清抗体检测的备选抗原，

为将来建立病毒血清抗体的检测方法打下了基础。

病毒血清中和试验是 9&? 病原学诊断的标准方

法，9&? 6、9&? @ 均为病毒的囊膜糖蛋白，能诱导机

体产生中和性抗体，本试验利用纯化的 @3#79&?6)、

@3#79&?@ 免 疫 家 兔，制 备 了 高 效 价 的 血 清，通 过

;$%0$(, <8.0 和间接免疫荧光试验证明所制备的血清

具有很好的特异性，因此本实验所制备的血清可用

于建立病毒血清中和试验及间接免疫荧光试验。
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