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水貂阿留申病毒 !"# 蛋白主要抗原表位基因原核表达

及其检测应用
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摘 要：将构建好的重组质粒 ?J*5KL$;、?J*5KL$. 分别经双酶切获得基因片段 KL$;、KL$.，分别将其定向插入到

原核表达载体 ?JM35,$ 中，构建原核表达载体 ?JM35KL; 和 ?JM35KL.。阳性重组质粒转化宿主菌 81&，经 NL80 诱

导，两段基因均获得表达；O+PQ+/@ .9FQ 分析表明表达蛋白具有良好的抗原性。用 RSN 染色后，切胶回收的方法对表

达蛋白进行纯化，以纯化的目的蛋白作为诊断抗原初步建立了水貂阿留申的 KL$5SN:L 诊断方法。结果表明该方

法具有较高的灵敏性和特异性，与传统的 SN:L 方法的检出符合率达 )!E7T。
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水貂阿留申病（M9+>Q<;@ W<P+;P+ FX-<@Y，M*）是由水貂阿

留申病细小病毒（M9+>Q<;@-<@Y W<P+;P+ ?;/ZFZ</>P，M*K）引起的

一种慢性、进行性传染病，一直是危害世界养貂业健康发展

的最重要的疫病之一［&］。到目前为止，还没有成功的疫苗可

用于 M* 的预防，也没有特异有效的治疗方法，唯一可行的

防治方法就是通过多次特异性检疫，淘汰病貂，净化貂群。

在 M* 的各种检测方法中，对流免疫电泳（SN:L）是世界公认

的并且应用最为广泛的方法［$］；但 SN:L 中的抗原多是脏器

抗原、细胞抗原等全病毒抗原，病毒的浓缩和纯化成本较高，

且存在散毒的风险，在应用中有一定的局限性。利用基因重

组技术制备 M* 的 SN:L 诊断抗原在国内还未见报道。本研

究对 M*K KL$ 基因主要抗原区进行了原核表达，在此基础

上，以表达蛋白作为 SN:L 诊断抗原，为 M* 的更为有效和低

成本检测奠定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 主 要 试 剂 和 仪 器：胶 回 收 试 剂 盒、*[M J;/Y+/
（*3$%%%）、蛋白质低分子量标准、NL80、8;\ 酶、限制性内切酶

!"#V!、$%&!和 8!*[M 连 接 酶 均 购 自 8;Y;/; 公 司；兔 抗

J1L血清以及羊抗兔 NA0（4VL 标记）均购自 [:1 公司。梯

度 LSV 仪购自 M1N 公司，蛋白垂直电泳仪购自安马西亚生

物技术公司。

$%$%# 质粒和菌种：重组质粒 ?J*5KL$;、?J*5KL$. 由本实

验室梁冬莹博士构建，这两个质粒是将 M*K KL$ 蛋白主要

抗原表位基因克隆到 ?J*5&’8 中，目的基因片段两端分别引

入 !"#’!和 $%&!位点；大肠杆菌 81& 株、表达载体质粒

?JM35S$ 均购自 [:1 公司。

$%$%& 血清样品来源：M*K 标准阳性和阴性血清、诊断用

M*K 细胞抗原购自中国农业科学院特产研究所，!’ 份待检

血清采集自山东、辽宁、黑龙江等地大型水貂养殖场。

$%# 原核载体 ’()*+!"#, 和 ’()*+!"#- 的构建

将重组质粒 ?J*5KL$;、?J*5KL$. 分别经 !"#’!、$%&!
双酶切，与经相应双酶切的 ?JM35S$ 表达载体进行连接反

应，转化大肠杆菌 81&，经含氨苄抗生素板筛选，挑取菌落抽

提质粒，经 LSV 和酶切进行鉴定后，将阳性克隆送上海英骏

公司测序，以确证其读码框是否正确。

$%& 重组蛋白的表达

将鉴定为阳性的 ?JM35KL;]81&、?JM35KL.] 81& 菌液按

&：2% 分别转入 M-?（2%"A]-3）的 31 液体培养基中，7"^培养

至 ()#%%值为 %E! ( %E# 时，加入终浓度为 &--F9]3 的 NL80 于

7"^诱导表达 !C，取样品菌液 &-3，&$%%%/]-<@ 离心 &-<@，弃

上清，沉淀重悬于 &%%"3& _ ‘*‘5LM0: 上样缓冲液中，&%%^
变性 2-<@，进行 ‘*‘5LM0: 分析。O+PQ+/@ .9FQ 检测以确定表

达蛋白的抗原性，具体参考文献［7］的方法进行。

$%. 以表达蛋白为诊断抗原的 /01" 方法的初步建立和特

异性试验

‘*‘5LM0: 完毕，用 RS9 法染色，通过切胶对目的蛋白纯

化回收，具体方法参照文献［!］略改进。以纯化回收的表达蛋

白为诊断抗原对传统的对流免疫电泳（SN:L）方法进行改建，

命名为 KL$5SN:L。并设立 M*K 细胞抗原阳性对照和麦芽糖

结合蛋白（J1L）、空菌裂解物的阴性对照，特异性试验中设



立犬细小病毒、猫细小病毒、水貂病毒性肠炎的阳性血清对

照。

!"# $%&’()*% 与 ()*% 方法的比较试验

用 !"#$%&’" 与 %&’" 方法对 ( 份 )*! 标准阳性血清、(
份标准阴性血清和 +, 份待检血清进行检测，比较两种方法

的敏感性。

& 结果

&"! 重组表达质粒的构建

原核重组质粒 -.)/$!"#0 及 -.)/$!"#1 经 !"#2!和

$%&!双酶切，均获得了两个片段，表达载体 -.)/$3# 和目的

基因片段（!"#0 或 !"#1）；测序证实阅读框是正确的，表明

!"# 基因的主要抗原表位的原核重组质粒成功构建。

&"& 重组蛋白最佳诱导条件的确定和 +,-.,/0 123. 检测

4*4$")5’ 分析表明（图 6$)），-.)/$!"0 及 -.)/$!"1 经

诱导表达后，分别在 7#8*0 和 7+8*0 有明显的蛋白带，与预

期的目的产物蛋白带大小一致，经诱导的空载体在 +#8*0 处

有明显的蛋白带，正是麦芽糖结合蛋白 .9"，其大小与推测

的一致。

原核表达的融合蛋白免疫印迹检测，均出现了特异性的

目的条带，而空菌诱导前对照和诱导后对照均未出现特异性

条带，空载体对照在 +#8*0 处出现目的条带（图 6$9），从而证

明所表达产物具有很好的抗原性。

图 ! 表达产物的 454’%67*（6）和 +,-.,/0 123.（8）分析
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&"9 ()*%’$%& 方法的特异性试验

表达蛋白 )*! 标准阳性血清在 %&’" 试验中出现明显

的阳性反应，而与犬细小病毒、猫细小病毒、水貂病毒性肠炎

的阳性血清则呈阴性反应，与麦芽糖结合蛋白（.9"）、空菌

裂解物也呈现阴性反应。

&": 改进前后 ()*% 方法的比较试验结果

对 ( 份 )*! 标准阳性血清、( 份标准阴性血清和临床 +,
份血清进行检测，发现两种方法的符合率为 R+K(S（表 6）。

表 ! $%&’()*% 与 ()*% 方法的比较试验结果
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9 讨论

对于 )*! 的检测方法很多，但对流免疫电泳法（%&’"）

是目前得到普遍认同的 )* 检验方法，也是目前应用最为广

泛的特异性诊断方法。其原理是根据抗原和抗体在电场作

用下，在缓冲液中抗原由阴极向阳极移动，而抗体则由阳极

向阴极移动，并在琼脂凝胶板中相接触处形成清晰的沉淀

线。目前，在 %&’" 检测过程中使用的主要是脏器抗原和细

胞抗原；脏器抗原制备比较麻烦、同时也难以大规模化生产，

细胞抗原制备过程则存在收获病毒效价比较低的问题；同时

两种抗原都存在着散毒的危险。本研究利用基因重组技术

制备 )* 的 %&’" 诊断抗原则很好地解决了这些问题。

!"# 是 )*! 的主要免疫原性抗原蛋白，与病毒致病性

和宿主选择等密切相关，因此该蛋白基因成为深入研究 )*!
首选基因［P，7］。9?GGN 等将 !"# 分成 R 个非折叠的片段并分

别进行原核表达，证实了 !"# 蛋白中位于 #RU$P#P 氨基酸之

间存在的 ( 个抗原决定簇部位具有稳定的免疫原性，均可被

不同 毒 株 )*!$VE0O、)*!$M2、)*!$"J??N0> 阳 性 血 清 所 识

别［W］。而本研究正是根据 9?GGN 这一研究成果对 )*! 分离

株的 !"# 基因主要抗原区成功地进行了克隆与表达，CDAEDF>
1?GE 检测表明所表达的目的蛋白具有良好的抗原性。

%?DND>A 和 %OF;AED>AD> 等［,，R］分别利用痘苗病毒和杆状

病毒做载体对 !"# 基因进行了成功表达并应用于 %&’" 检测

中，但出于蛋白的纯化回收技术及成本等方面的限制，目前

只适用于实验室研究。本研究中没有采用常规的亲和层析

的方法对表达的目的蛋白进行纯化，而是采用 X%? 法染色后

切胶回收纯化的方法，同样收到了很好的效果，同时极大地

降低了生产成本，有利于推广应用。考虑到，当前我国养殖

的部分貂群中可能存在着大肠杆菌抗体，原核表达的重组蛋

白即使纯化后也可能不可避免的含有大肠杆菌的菌体蛋白，

会发生非特异性反应。试验中，我们将待检的貂血清首先与

超声波裂解的大肠杆菌的菌体蛋白吸附后再进行 %&’" 试
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验，极大减少了非特异性反应。

试验中建立的 !"#$%&’" 方法对 ()! 标准阳性血清、阴

性血清的检测结果与传统 %&’" 方法完全一致，对临床 *+ 份

待检血清的检出率要更高一些，证明该方法具有较高的灵敏

性和特异性；两种方法总的检出符合率达 ,*-./，进一部证

实了 !"#$%&’" 方法有希望代替传统的 %&’" 方法应 用 于

()! 的诊断和防制中。
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