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牛流行热病毒 !" 抗原表位基因在大肠杆菌中

的表达、纯化及抗原性鉴定

郑福英，蔺国珍，邱昌庆"

（中国农业科学院兰州兽医研究所 家畜疫病病原生物学国家重点实验室 农业部畜禽病毒学重点开放实验室 兰州 "#%%!&）

摘 要：从包含牛流行热病毒 C 蛋白基因的质粒 DEF4C 中克隆 C1 抗原表位区基因，与表达载体 DC5G4!241 连接，

成功构建重组质粒 DC5G4C1。重组质粒转化 /H$1（F5#），以 IJ2C 进行诱导，并确定了最佳表达条件的 IJ2C 浓度为

%K166=3LH、反应温度为 1&M、诱导时间为 1(N。可溶性表达的目的蛋白经 C3,O7ON8=-. P.DN7Q=B. 2E!/ 介质纯化，纯度

达 (%R；以包涵体形式存在的重组蛋白以 $R的脱氧胆酸钠洗涤、%K*R的 S4十二烷基肌氨酸钠溶解、透析复性、

C3,O7ON8=-. P.DN7Q=B. 2E!/ 纯化后，纯度达 (*R以上。T.BO.Q- U3=O 试验表明纯化的目的蛋白有良好的反应原性。经

间接 5HIP0 检测，测得牛流行热病毒 1$ 份阳性血清的 !"!’% 值平均为 1K(1# V %K$#1，1$ 份阴性血清的 !"!’% 值平均

为 %K#*’ V %K%#$，差异极显著（# W %K%1）。将重组蛋白作为抗原免疫兔子，试验兔均产生了高滴度的抗体，证实该蛋

白有免疫原性。将目的蛋白作为包被抗原，测得 ( 份狂犬病病毒阳性血清的 !"!’% 值平均为 %K#$! V %K%#1，与所测

1$ 份阴性血清的 !"!’%值接近，说明不存在交叉反应。以上结果均证实纯化后的重组蛋白有良好的生物学活性和

特异性，可作为包被抗原，开发 5HIP0 试剂盒。
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牛流行热（/5X）是由牛流行热病毒（/5XY）引起

的一种急性传染病。该病传播迅速，流行面广，有一

定的周期性，曾在我国多个省份多次发生，给养牛业

造成重大经济损失［1 ) #］。

牛流行热病毒（/5XY）有 * 种结构蛋白，其中 C
蛋白是主要的免疫原性蛋白。C 蛋白表面存在 * 个

抗原位点（C1、C$、C#7、C#U、C!），C1 为 /5XY 所特有，

只与牛流行热阳性血清发生反应，而其它位点与同

科的相关病毒则存在交叉反应［! ) &］，因此我们选取

该抗原表位基因进行克隆表达和纯化。经鉴定，所

得的纯化表达蛋白具有良好的生物学活性和特异

性，可以作为包被抗原，建立检测 /5X 血清抗体的特

异性 5HIP0 方法，为开发相关的试剂盒奠定了基础。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 实验动物、血清及质粒：新西兰白兔购自中

国农业科学院兰州兽医研究所实验动物场。牛流行

热阴性和阳性血清、牛流行热灭活苗为哈尔滨兽医

研究所原魁章研究员提供。DEF4C 克隆质粒为前

期工作构建。+E1%’、/H$1（F5#）、DC5G4!241、狂犬

病病毒阳性血清（来自犬），本实验室保存。

"#"#$ 试剂：C3,O7ON8=-. P.DN7Q=B. 2E!/ 购自北京韦

氏博慧色谱科技有限公司。DEF1(42、质粒提取试

剂盒、5Z 预混酶、$%&[!、’()!，均购自宝生物工

程有限公司（大连）。G4\73、IJ2C、氨苄青霉素钠、弗

氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂等，购自上海生工生物

工程技术服务有限公司。兔抗犬 []J4I\C（[ ^ H）、

兔抗牛 []J4I\C（[ ^ H）为北京博大泰克生物基因技

术有限责任公司产品。F0/，美国 0E]5P_‘ 公司进

口。其它常规试剂均为国内生产。

"#$ !" 抗原表位基因的克隆

将所测牛流行热病毒（+/"&[ 株）C 蛋白基因序

列与 S_/ILC.-/7-a 上登载的多个台湾株、澳大利亚

株的 C 基因序列用 FS0PO7Q 软件进行、同源性比较，

在其最保守区域设计 C1 抗原位点区表达引物。上、

下游 引 物 之 间 扩 增 片 段 为 !$%UD。上 游 引 物：*b4
CC02__0C0C_22CC2C2C0020_ 4#b（$%&[!）；下游引



物：!"#$%$&’&$$’’$$%’$’’$’&$’&’%’ #("（!"#!）。

以 )*+#& 质粒为模板，!,"- 体系扩增 &. 抗原

表位 基 因。扩 增 条 件：/01 !234；/01 0,5，0/1
.234，671 0,5 ，(! 个循环；671延伸 .,234。扩增所

得片段与 )*+.8#% 载体连接，通过 9$: 扩增、双酶

切鉴定、测序等筛选阳性克隆质粒，命名为 )*+#&.。

!"# 表达载体的构建

以 0,"- 体 系、$%&;!和 !"#!分 别 双 酶 切

)*+#&. 质粒、)&<=#0%#. 载体，琼脂糖凝胶回收目

的片段。.,"- 连接体系 .>1连接 08?，转化 @*.,/，

筛选、鉴定阳性表达质粒，命名为 )&<=#&.。

!"$ 重组载体在 %&’! 中的表达

)&<=#&. 转化表达菌 A-7.（+<(），挑取单克隆

菌株，接种 !2- -A（含 ’2) .,,"BC2-）培养基，(61、

7(,DC234 培养过夜，取 ,E,72- 培养物接种 7,2- -A
培养基，平行做 6 份，(61培养至 ’(>,,值 ,E> F .E,，

分别以终浓度 ,E.、,E7、,E(、,E0、,E!、,E>、,E622GHC-
I9%&，.>1低温诱导表达 .8?。J+J#9’&< 鉴定表达

量最大时的 I9%& 浓度，并以最佳 I9%& 浓度 .>1诱

导 .,,,2- 菌液。同时空载体 )&<=#0%#. 转化 A-7.
（+<(），挑取单克隆菌株进行诱导，培养菌液作为阴

性对照。

!"( 重组蛋白的纯化

把 .,,,2- 菌液 !,,,DC234 离心 .,234，菌体沉淀

用 9AJ 洗涤一次，离心收集菌体，并秤量菌体湿重

克（ B）数。 按 每 克 菌 重 加 入 !2- 菌 体 裂 解 液

（ .(622GHC- KL$H， 7E622GHC- M$H， .,22GHC-
KL7;9N0，722GHC- M;79N0，.22GHC- <+%’，); 8E,）

悬浮，加 入 溶 菌 酶 至 终 浓 度 .,,"BC2-，混 匀 冰 浴

.!234 后，在冰浴中超声破碎菌体。完全裂解后的

菌液 01、.7,,,DC234 离心 .!234，分别收集上清和

沉淀。

用 &HOPLP?3G4Q JQ)?LDG5Q %*0A介质以离心方法纯

化上清中的目的蛋白和 &J% 载体蛋白［6］，并将纯化

蛋白样品加入蛋白浓缩管浓缩至 ,E! F 72-，所得样

品分别标记为 .、( 号蛋白。

将沉 淀 悬 浮 于 / 倍 体 积 的 包 涵 体 洗 涤 液

（!,22GHC- %D35，.,,22GHC- KL$H，.,22GHC- <+%’，

,E!R %D3PG4 =#.,,，7R +N$，); 8E,）中，室温静置

7,234，然后 01、.7,,,DC234 离心 .!234，弃去上清，

重复洗涤 ( 次。加入包涵体溶解液（!,22GHC- %D35，
.,,22GHC- KL$H，.22GHC- <+%’，.22GHC- +%%，,E!R
JM-，); 8E,）直至沉淀完全溶解。稀释蛋白浓度约

,E.2BC2-，装 入 透 析 袋 内，置 于 复 性 液（!,22GHC-

%D35，.,,22GHC- KL$H，.22GHC- <+%’，,E.22GHC-
&JJ&，.22GHC- &J;，); 8E,）中，01透析复性。每

.7? 更换透析液，共透析 08?。透析完毕后将透析袋

包埋于 9<&>,,, 干粉中，浓缩至袋内液体约 .,2-，

转移至离心管中，.7,,,DC234 离心 7,234，取上清，用

,E0!42 滤膜过滤，再与 &HOPLP?3G4Q JQ)?LDG5Q %*0A 介

质结合进一步纯化（步骤同菌体裂解上清），所得样

品标 记 为 7 号 蛋 白。测 定 .、7、( 号 蛋 白 样 品 的

’(7>,和 ’(78,值，计算其浓度和纯度。

!") 重组蛋白的活性鉴定

将 .、7、( 号蛋白取样进行 J+J#9’&< 分析，转

印至硝酸纤维素滤膜，进行 SQ5PQD4 THGP 分析。

以方阵法确定最适抗原包被量，血清和酶标二

抗的最佳稀释度，目的蛋白作为包被抗原，按常规间

接 <-IJ’ 方法检测 .7 份 A<UV 阳性血清和 .7 份阴

性血清（经病毒中和试验鉴定）的 ’(0/,值，并计算其

平均值。同时以 &J% 载体蛋白包被酶标板检测上

述血清样品，作为阴性对照。

将纯化的目的蛋白与弗氏完全佐剂等体积混

匀，颈部皮下免疫 ! 只体重 7E! 公斤健康新西兰白

兔，接种抗原量 7,,"BC只，7 周后同等剂量蛋白（与

等体积弗氏不完全佐剂混合）加强免疫一次。同时

以牛流行热灭活苗免疫 ! 只试验兔，.2-C只，间隔 7
周再免一次。第二次免疫后 . 周、7 周、( 周分别耳

静脉采血分离血清，间接 <-IJ’ 法检测抗体效价。

!"* 间接 +&,-. 特异性试验

以纯化的目的蛋白作为包被抗原，检测 8 份狂

犬病病毒（:V，与 A<UV 同属弹状病毒科）的阳性血

清，验证是否有交叉反应。

’ 结果

’"! 表达载体的构建

重组质粒 )&<=#&. 经 9$: 扩增和双酶切鉴定，

均获得长度约 07,T) 的基因片段；经测序分析，目的

基因为 07,T)，与预期结果完全一致，成功构建了表

达载体。

’"’ 重组菌株的诱导表达

以不同浓度 I9%& 在 .>1低温诱导 .8?，经 J+J#
9’&< 分析，重组菌均表达了约 0.E!0W+L 的目的蛋

白，与预期大小一致（包括 7>E,W+L 的载体蛋白和

.!E!0W+L 的序列推导蛋白）；随着 I9%& 浓度增加，表

达的目的蛋白量逐渐降低，以 ,E.22GHC- 终浓度诱

导时表达量最大，经薄层扫描分析，目的蛋白约占菌

体总蛋白量的 0,R（图 .）。
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图 ! 不同浓度 "#$% 诱导的 &’(!)*%+,-%! 表达产物

./.-#0%+ 分析

!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 4567411"2. 67289:;1 23 <=>%?6+,@(+% ".89:48

A";B C)D+ ". 8"33474.; :2.:4.;7-;"2.$ E$ =2A F2/4:9/-7 A4"#B; 672;4".

E-7G47；% H I$ ,567411"2. 67289:;1 23 <=>%?)+,@(+% ".89:48 A";B C)D+

（:2.:4.;7-;"2. A-1 JK%，JK>，JKL，JKM，JKN，JKO，JKIFF2/?= 74164:;"P4/0）；

QK,567411"2. 67289:;1 23 <=>%?6+,@(MD(% ".89:48 A";B C)D+$

(12 重组蛋白的纯化

上清中的目的蛋白经 +/9;-;B"2.4 &46B-7214 DEM<

介质纯化后，测定其样品的 !">QJ ?!">OJ 值为 %KNQ，

纯度 达 到 QJR，蛋 白 浓 度 为 LKQ>>F#?F=，共 得 到

LKJNQF# 纯化蛋白。包涵体经变性、复性、+/9;-;B"2.4
&46B-7214 DEM<纯化后，测定其样品的 !">QJ ?!">OJ 值

为 %KOI，纯度达 QNR以上，蛋白浓度%KILNF#?F=，共

得到 %K>%NF# 纯化的蛋白，为上清中目的蛋白回收量

的 LS K IR 。+&D载 体 蛋 白 纯 化 样 品 的 !">QJ ? !">OJ

图 ( 纯化蛋白 ./.-#0%+ 分析

!"#$> &’& ()*+, -.-/01"1 23 ;B4 672;4". 697"3"48$ E$ =2A F2/4:9/-7

A4"#B; 672;4". F-7G47； %$ +&D 672;4". 697"3"48；>$ D-7#4; 672;4".

697"3"48$

值 为 %KIN，纯 度 达 到 SJR 以 上，蛋 白 浓 度 为

MKO>IF#?F=，共得到 NKNN>F# 纯化蛋白（图 >）。

(13 重组蛋白的生物学活性鉴定

经 T41;47. U/2; 分析，纯化后的目的蛋白能与牛

流行热阳性血清结合，出现了明显的显色带，而纯化

后的 +&D 载体蛋白未出现显色带（图 L）。

经方阵法确定最适抗原包被量为 SKNO!#?孔，血

清和酶标二抗的最佳稀释度分别为 % V QJ 和 % V QJJ。

将目的蛋白包被酶标板，间接 ,=C&* 方法测得 <,!W
%> 份阳性血清的 !"MSJ 值平均为 %KQ%L X JK>L%，%>
份阴性血清的 !"MSJ 值平均为 JKLNS X JKJL>（表 %），

# Y JKJ%，差异极显著。以纯化的 +&D 载体蛋白作

为包被抗原检测以上阳性、阴性血清，!"MSJ 值平均

分别为 JKN>% X JKJNM、JK>NS X JKJLN（表 >）。

兔体免疫试验结果表明，牛流行热灭活苗组免

疫后第 %、>、L 周采集的血清样品，经间接 ,=C&* 测

得的 !"MSJ 值 平 均 分 别 为 JKSJ% X JK%JM、%KOSQ X
JK%NS、>K>>L X JK>QN；重组蛋白免疫组血清样品测得

的 !"MSJ值平均分别为 JKIIO X JKJSI、%KL>L X JK%NL、

%KQ%> X JK>MI。

图 2 纯化蛋白的 4567589 :;<7 分析

!"#$ L T41;47. U/2; -.-/01"1 23 ;B4 672;4". 697"3"48$ E$ =2A F2/4:9/-7

A4"#B; 672;4". E-7G47；% H >$ D-7#4; 672;4". 697"3"48；L$ +&D 672;4".

697"3"48$

表 ! 目的蛋白抗原间接 +’".0 检测 &+=> 阴、阳性血清结果

D-U/4 % DB4 7419/; 23 ".8"74:; ,=C&* 84;4:;".# .4#-;"P4 -.8 621";"P4 147- ;2 <,!W A";B ;-7#4; 672;4".
&-F6/4 W-/94 23 !"MSJ *P47-#4 23 !"MSJ

)21";"P4 147- %KQNI >K>%> %KQII %KQMM %KQIJ %KQOS >KJLS %KSJ> %KOSI %K>QI %KNQJ %KI%O %KQ%L X JK>L%

Z4#-;"P4 147- JKLNL JKMLN JKLOM JKLLJ JKLMJ JKLON JKLSI JKLNJ JKLLQ JKL>S JKLQ> JKL>I JKLNS X JKJL>

表 ( %.$ 载体蛋白抗原间接 +’".0 检测 &+=> 阴、阳性血清结果

D-U/4 > DB4 7419/; 23 ".8"74:; ,=C&* 84;4:;". .4#-;"P4 -.8 621";"P4 147- ;2 <,!W A";B +&D 672;4".
&-F6/4 W-/94 23 !"MSJ *P47-#4 23 !"MSJ

)21";"P4 147- JKN%J JKNSL JKNO% JKN>I JKMO% JKNIL JKNSJ JKNOJ JKMSJ JKMMM JKMNO JKMQQ JKN>% X JKJNM
*P47-#4 23 !"MSJ JK>>Q JKLMJ JK>QO JK>N> JK>MM JK>NL JK>IN JK>IL JK>>O JK>>% JK>QM JK>>I JK>NS X JKJLN

JJN [\,Z+ !9(0".# $% &’ $ ?()%& *+),-.+-’-/+)& 0+1+)&（>JJI）MI（L）



!"# 特异性试验

目的蛋白作为包被抗原，测得 ! 份 "# 阳性血

清的 !"$%&值平均为 &’()$ * &’&(+（表 (），与所测 +)

份阴性血清的 !"$%&值（平均为 &’(,% * &’&()）接近，

说明不存在交叉反应。

表 $ 间接 %&’() 特异性结果

-./01 ( -21 314506 78 9:;931<6 =>?@A 873 4B1<989<96C
A:69D"# 413. + ) ( $ , E F ! AG13.H1 78 !"$%&

#.051 78 !"$%& &’((% &’(&, &’(E, &’(+( &’)F, &’)%% &’($) &’(,) &’()$ * &’&(+

$ 讨论

本研究的目的是表达 I=J# 的特异性蛋白，这

种蛋白要能与 I=J# 阳性血清特异性结合，并且与

其它病毒的抗血清无交叉反应，据此该蛋白可以作

为包被抗原，建立检测血清抗体的 =>?@A 方法，开发

=>?@A试剂盒，跟踪检测疫苗免疫后的抗体消长规

律和发病前后的抗体水平。K+ 抗原表位为 I=J# 所

特有，因此我们选取该抗原表位基因进行克隆表达。

本文选择克隆的 K+ 抗原区基因片段为 $)&/B，编码

+$& 个氨基酸，在 K 基因中的氨基酸序列位置为 (%&
L ,)% 位，包括了完整的 K+ 基因区。

将克隆化基因导入大肠杆菌往往可以获得高水

平表达的外源蛋白，但相当多的蛋白以没有活性的

包涵体形式存在，所以必须经过复性。现有的证据

表明，包涵体的形成是因为部分折叠或错误折叠的

蛋白发生不适当聚集，而不是由天然蛋白的不溶性

或不稳定性所致［!］。如果表达的蛋白折叠成对热不

稳定的中间体，就会促进包涵体的形成，如果在低温

培养高水平表达外源蛋白的大肠杆菌，就能在一定

程度上抑制包涵体的形成［% L ++］。

本试 验 将 重 组 菌 以 &’+MM70N> ?O-K 终 浓 度、

(FP诱导 $2 后收集菌体，超声破碎后 @Q@DOAK= 分

析上清和沉淀，发现上清中没有可溶性蛋白，目的蛋

白几 乎 都 以 包 涵 体 形 式 存 在；将 诱 导 温 度 降 到

+EP，培养 +!2，上清中观察到目的带，但量很低，约

占表达的目的蛋白总量的 )&R左右，其余仍以包涵

体形 式 存 在。+> 培 养 菌 液 中 的 可 溶 性 蛋 白 经

K056.6297:1 @1B2.3741 -S$I纯化后得到 (’&,!MH，而包

涵体经过变性、复性、K056.6297:1 @1B2.3741 -S$I 纯化

后只 得 到 +’)+,MH，为 上 清 中 目 的 蛋 白 回 收 量 的

(%’FR，说明复性率很低，具体原因和提高复性率的

措施仍在研究中。纯化蛋白的纯度均达到 !&R以

上，完全可以满足后续实验要求。

纯化后的重组蛋白经 T14613: /076 分析，结果表

明该蛋白能被 I=J# 阳性血清识别；作为包被抗原

检测经中和试验鉴定的 I=J# 阳性血清，其 !"$%& 值

平均为 +’!+( * &’)(+；以纯化的 K@- 载体蛋白作为

包被抗原检测 I=J# 阳性血清的 !"$%& 值 平 均 为

&’,)+* &’&,$，经统计学分析，# U &’&+，差异极显

著，说明所表达的目的蛋白有良好的反应原性和特

异性，载体蛋白与阳性抗体的结合很弱，可排除因此

引起的假阳性反应。兔体免疫实验说明该蛋白能刺

激机体产生抗体，有免疫原性。以上结果均证明所

表达的蛋白有良好的生物学活性。

与牛流行热病毒相关的 I1339M.2、V9M/1301C 病

毒等在国内未见报道，已报道的国内存在并感染牛

的弹状病毒只有 I=J# 和 "#。用表达的重组蛋白

作为包被抗原，间接 =>?@A 方法检测 I=J# 阳性血

清，!"$%& 值平均为 +’!+( * &’)(+；检测 "# 阳性血

清，!"$%&值平均为 &’()$ * &’&(+（与检测 I=J# 阴性

血清测得的 !"$%& 值 &’(,% * &’&() 接近），经统计学

分析，# U &’&+，差异极显著，说明无交叉反应，表现

出良好的特异性。所以该重组蛋白可以作为包被抗

原，建立检测 I=J# 血清抗体的 =>?@A 方法，开发

=>?@A 试剂盒。
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