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摘 要 用设计的特异引物，扩增得到了 *L端带有 8 [ X1A 编码序列的口蹄疫病毒完整 "9.! 基因序列，并将其亚克隆入带有

蜂毒溶血肽序列的穿梭质粒 :+/(H,0LH 中，构建了重组质粒 :+/(L"9.!。将该重组质粒与杆状病毒骨架 <*9 H,0L*LH(D/?+共转

染 \G> 昆虫细胞，通过噬斑筛选和 IJ. 鉴定，获得了含有目的基因的重组杆状病毒。重组病毒感染 \G> 昆虫细胞，采用通过

\<\LI9WN 和 ]/A;/6F 5(’; 检测，证明目的基因在昆虫细胞中得到了正确的表达，表达产物分泌至细胞培养上清中，并具有良好

的生物活性。表达的目的蛋白经过镍柱亲和层析法纯化后，用间接 NRZ\9 方法检测与口蹄疫病毒感染动物血清的反应性，证

明表达目的蛋白与感染动物血清有很好的反应性而与正常动物以及免疫动物血清不发生反应。该研究为建立一种更加敏感

和特异的口蹄疫病毒感染动物与疫苗免疫动物的鉴别诊断方法奠定了基础。
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口蹄疫（@--2=!"2=A-()* B#&,!&,，@AB）是偶蹄动

物的一种急性、烈性、高度接触性传染病，主要侵害

牛、羊和猪等具有重要经济价值的动物。该病的暴

发流行对一个国家或地区的经济和政治会造成极大

的影响，因此，世界各国对该病的防制都极为重视。

对于发展中国家来说，疫苗免疫是防制 @AB 的主要

措施，但 由 于 口 蹄 疫 病 毒（@--2=!"2=A-()* B#&,!&,
+#.(&，@ABC ）型多易变［G，H］，即使免疫动物在接触

新病毒后也可形成隐性感染或持续带毒。因此，建

立一种能够适用于检测所有血清型病毒感染、且能

区分疫苗免疫动物与自然感染动物的诊断方法，对

于口蹄疫的防制和消灭显得尤为重要［D］。

@ABC 非结构蛋白（<8I）在不同血清型之间具

有很高的同源性，目前的 @AB 疫苗生产工艺，可以

去除绝大部分的 <8I 成分，因此认为，灭活疫苗免

疫动物很少产生 @ABC <8I 抗体。自然感染动物由

于体内有病毒的活动，因而能够诱导机体产生针对

@ABC 结构蛋白（8I）和 <8I 的抗体，这就为通过检

测 <8I 抗体来鉴别自然感染动物和免疫动物提供

了理论依据。

目前的研究认为，@ABC <8I D9EF 抗体水平是

用来 判 断 动 物 是 否 感 染 过 口 蹄 疫 的 一 项 可 靠 指

标［J K L］。已经有利用大肠杆菌表达 <8I 建立鉴别诊

断方法的报道［J，M K GN］。但由于大肠杆菌宿主范围比

较广，在一些健康动物血清中存在大肠杆菌抗体，它

们可以与大肠杆菌表达的重组蛋白发生非特异性反

应，从而影响试验结果的敏感性和准确性。而利用

杆状病毒表达系统表达的重组蛋白在结构及功能上

更接近于天然蛋白，而且自然界中杆状病毒具有高

度的宿主特异性，它专一寄生无脊椎动物［GG，GH］。所

以利用这种蛋白作为抗原来检测动物体内特异性抗

体，在敏感性和特异性方面要比大肠杆菌表达系统

更具优越性。本研究应用带有一段编码蜂毒溶血肽

序列的穿梭表达载体，并在引物的 O’=端引入 L P Q#&
标签，不但使目的蛋白可以在昆虫细胞中进行分泌

性表达，而且还可以利用 L P Q#& 标签较容易地纯化

目的蛋白，为高效生产和制备高纯度的 @AB 鉴别诊

断抗原和建立基于昆虫细胞表达抗原的间接 56789
方法奠定了基础。

) 材料与方法

)*) 主要材料

含 @ABC 毒株 F*#"!RSS 株 D!"# 基因的重组质

粒 /T5A=D!"# 为 本 实 验 室 构 建 保 存，穿 梭 质 粒

/A,%E!4=E、杆 状 病 毒 骨 架 B<9 E!4=<=E%(,>A、

F,%%3,4)#"!转染试剂、83S 昆虫细胞、T.!4,’& 昆虫细

胞培养基和昆虫细胞完全培养基 ><A=@Q 均购自

7"+#).-:," 公司，$%&!、’()!限制性内切酶和其他工

具酶 为 宝 生 物 工 程（大 连）有 限 公 司 产 品，U=:!%、
E%(-=:!%、辣根过氧化物酶（QVI）标记的二抗溶液（兔

抗牛 7:T=QVI、兔抗羊 7:T=QVI、兔抗猪 7:T=QVI）为

8#:$! 公司产品，@ABC 感染牛、羊和猪阳性血清和

健康牛、羊和猪血清为本实验室保存。

)*+ 引物的设计和合成

根据 @ABC 毒株 F*#"!RSS 株的序列［GD］设计一

对 扩 增 引 物：上 游 引 物 OW=9FF9>TTF9F9FF9>
F9FF9FF9>F9F9>F>F99>>FF>>FFF=DW和下游引物

OW=TTT>FT9FT>TT>T>TT>>FTTT=DW。其中在上游

引物的 OW=端引入 L P Q#& 标签序列和 $%&!酶切位

点，在下游引物的 OW=端引入 ’()!酶切位点，引物均

由宝生物工程（大连）有限公司合成。

)*, 重组穿梭质粒的构建与序列测定

以 /T5A=D9EF 重组质粒为模板，扩增 D!"# 基

因片段，将回收得到的目的基因片段经 $%&!和

’()!双酶切后，与经同样酶切处理的 /A,%E!4=E 连

接，转化大肠杆菌 *+O!，重组穿梭质粒经电泳、酶

切和 IFV 等方法鉴定筛选，得到阳性重组质粒，序

列测定确认正确后命名为 /A,%=D!"#。

)*- 重组质粒与杆状病毒共转染昆虫细胞

按照 E!4=<=E%(,>A 载 体 说 明 书 操 作。取 J"6
/A,%=D!"# 质粒 B<9 溶于 G$6 T.!4,’& 细胞培养基

中，再加入 HN"6 F,%%3,4)#"!转染试剂和 GN"6 线性化

的杆状病毒骨架 E!4=<=E%(,>A B<9，缓慢混匀，室温

放置 GO$#" 后，将混合物缓慢加到 83S 细胞中，室温

孵育 J* 后，每孔添加 G$6 细胞完全培养基 ><A=
@Q，密封培养皿，HMX培养 MH Y GHN*，观察到细胞发

生典型病变后，收获细胞培养上清，JX保存备用。

)*. 重组杆状病毒的噬斑筛选

取 G$6 上述细胞培养上清加到 83S 细胞中，室
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温放置 !"。另将 #$% &’()*’+ 细胞培养基、#$% 低

熔点 琼 脂 糖、!$% 胎 牛 血 清、!,-$. /0.(1、!,-$.
21340.(1 和 -$% 细胞完全培养基 567089 混合物加

热至 :;<后混匀。!" 后，吸弃细胞中的培养基，缓

慢加入上述混合物，#;<培养至出现蓝白斑。

!"# 重组杆状病毒的 $%& 鉴定

挑取上述蓝斑进行病毒传代，提取病毒 =6>，

利用 2()060213*57载体所附的一对鉴定引物进行重

组 杆 状 病 毒 ?@A 鉴 定。 上 游 引 物： -B0
555>@5&5555@&5>>@>&5555&0CB；下 游 引 物：-B0
@>>@>>@&@>@>&>>5@5>&@0CB。
!"’ 表达产物的 ()(*$+,- 及免疫印迹（./01/23
4561）检测

将重组杆状病毒感染 DEF 细胞 ;! " 后，: GGG .
离心收 集 细 胞 上 清 液，按 常 规 方 法 处 理 后，进 行

D=D0?>&H 电泳，以正常昆虫细胞培养上清作为阴性

对照。用凝胶成像仪进行薄层描分析测定表达产物

的相对含量。将电泳蛋白带转印至硝酸纤维素膜

上，?2D5 洗涤硝酸纤维素膜后用 - I的脱脂奶粉封

闭，C;< :-$JK 后再用 ?2D5 洗涤后加入 87=L 羊阳

性血清，C;<作用 ! "。同前洗涤后加入相应稀释度

的 59A?0兔抗羊 M.& C;<作用 !"。充分洗涤，加入

=>209#N# 显色，观察特异性条带。

!"7 表达产物的纯化和间接 -89(+ 检测

按照 64O(.*K 公司在非变性条件下蛋白质纯化

6J065> 9J+ PJKQJK. ’*+JK 说明书操作，将重组杆状病

毒感染 DEF 细胞 ;!" 后收集的细胞上清用带有 R S
9J+ 标签的镍柱进行亲和层析法纯化，纯化物用于

H%MD> 检测。检测方法根据文献报道的方法略加改

进［!:，!-］。分别将上述纯化蛋白和大肠杆菌表达的

87=L C>2@ 蛋白纯化物以 # 倍梯度稀释包被 FR 孔

酶标板，:<过夜，明胶 C;<封闭 :-$JK 后，洗涤，分

别加入口蹄疫牛、羊、猪阳性血清，C;<作用 !"，洗

涤后分别加入 9A?0兔抗牛 M.&、9A?0兔抗羊 M.&、

9A?0兔抗猪 M.&，C;<作用 !"，加入底物 57209#N#，

C;<作用 !-$JK，用终止液结束反应，于!:-G 处测

定其 !" 值。

!": 表达产物与 ;<)= 感染动物血清的特异性反

应

在以上建立的间接 H%MD> 基础上，分别用昆虫

细胞表达的重组蛋白和大肠杆菌表达的重组蛋白作

为抗原对 -R# 份田间牛、羊和猪血清样品进行检测；

同时用昆虫细胞表达的重组蛋白作为抗原检测部分

87= 灭活疫苗免疫的动物血清和 87=L 感染动物

血清，比较其检测结果。

> 结果

>"! 重组穿梭载体的序列测定与分析

序列 测 定 结 果 表 明 目 的 基 因 正 确 的 插 入 到

T7*12()02 穿梭质粒中，与 NU@"JK(UFF 株 C#$% 序列

同源性达到 FF,VI，并按正确的读码框连接成功，

含有转录起始和终止所必需的元件，可以进一步与

杆状病毒骨架进行细胞内同源重组，以产生带有目

的基因表达盒的重组杆状病毒。

>"> 重组杆状病毒的筛选与鉴定

将重组质粒 T7*10C>2@ 与杆状病毒骨架共转染

DEF 细胞后，在含有 /0.(1 和 21340.(1 的琼脂糖平板

上进行蓝白斑筛选，蓝色噬斑为初步断定为发生重

组的阳性克隆（图 !0>）。挑取蓝色噬斑感染 DEF 细

胞 ;! " 后收集细胞上清，提取病毒 =6> 进行 ?@A
鉴定。如果为野生型杆状病毒，?@A 扩增产物大小

应为 VCFPT；如果为重组杆状病毒，?@A 产物大小应

为 !;GGPT；如果噬斑中两种病毒混合，?@A 产物应

为两条大小分别为 VCFPT 和 !;GGPT 的片段（图 !0
2）。通过 ?@A 鉴定，筛选出一株发生重组的杆状病

毒，将该株重组杆状病毒继续感染 DEF 细胞 ;# W FR"
后，观察到细胞发生典型病变（图 #），表明转染

成功。

>"? 表达产物的 ()(*$+,- 和 ./01/23 4561 检测

将鉴定正确的重组杆状病毒液接种于 DEF 细

胞，感染后 ;!" 后收集细胞培养基上清（:<，-GGG.
离心 #G$JK），进行 D=D?0>&H 分析表明，87=L C#$%
基因在昆虫杆状病毒系统中进行了成功的表达，且

大小与预测 6D? C#$% 大小一至约为 :VX=（图 C0
>）。对上述表达产物进行 Y*+Z*’K P14Z 分析，结果表

明重组表达产物可被 87=L C#$% 抗体所识别，证

明本实验所得的表达产物为所需的目的蛋白（图 C0
2）。

>"@ 表达产物反应活性的间接 -89(+ 检测

分别用昆虫细胞和大肠杆菌表达的 C#$% 重组

蛋白对本实验室保存的 87=L 感染牛、羊和猪阳性

血清和健康牛、羊和猪血清进行间接 H%MD> 检测。

结果显示，在同一反应条件下，利用昆虫细胞表达的

重组蛋白对 87=L 感染动物血清的结合信号高于利

用大肠杆菌表达重组蛋白的 !" 值高，同时与健康

动物血清反应，前者的 !" 值较后者的 !" 值低，说

明用昆虫细胞表达的重组蛋白对自然感染动物血清

的敏感性和特异性较高。

#:- %&’()*) +,-.(/0 ,1 $’,2)3&(,0,45 生物工程学报 #GG;，L41,#C，64,C



图 ! 重组杆状病毒噬斑筛选和 "#$ 鉴定结果

%&’(! $)*+,-&./.0 -/*12+3&415 5*4)).)6 -7 82/91)
/55/7 /.6 &6).0&:&)6 -7 "#$ ,)0;+65

（<）$)5120 +: 82/91) /55/7；（=）"#$ &6).0&:&*/0&+. +: 0;) 4)*+,-&./.0
-/*12+3&415( !：518)4./0/.0 +: .+4,/2 >:? *)22；@：A&26B078) -/*12+3&415
82/91)；C：,&D014) +: 4)*+,-&./.0 /.6 A&26B078) -/*12+3&415 82/91)；E：

814&:&)6 4)*+,-&./.0 -/*12+3&415 82/91)；F：! GH< !"# I!E GH<
,/4J)4

图 @ 正常 >:? 细胞与感染杆状病毒后病变 >:? 细胞的形态

%&’(@ #+,8/4&5+. +: .+4,/2 >:? *)22 A&0; >:? *)22 &.:)*0)6
A&0; 4)*+,-&./.0 -/*12+3&415

<：H+4,/2 >:? *)22；=：>:? *)22 &.:)*0)6 A&0; 4)*+,-&./.0 -/*12+3&415(

图 C 目的蛋白的 >G>B"<KL 和 M)50)4. -2+0 检测

%&’(C I;) 0/4’)0 6)0)*0)6 -7 >G>B"<KL /.6 M)50)4. -2+0
<：>G>B"<KL +: 0/4’)0 84+0)&.( !：84+0)&. ,+2)*12/4 ,/4J)4； @：

518)4./0/.0 +: .+4,/2 >:? *)225；C：518)4./0/.0 +: >:? *)225 &.:)*0)6 A&0;
4)*+,-&./.0 -/*12+3&415；E：814&:&*/0&+. +: 0/4’)0 84+0)&. 15&.’ H&BHI< ;&5
-&.6 4)5&.；=：M)50)4. -2+0 +: 0/4’)0 84+0)&.( !：84+0)&. ,+2)*12/4
,/4J)4；@，C：814&:&*/0&+. +: 0/4’)0 84+0)&.(

!"# 表达产物与 $%&’ 感染动物血清的 ()*+, 检

测结果

经间接 LNO>< 检测，结果显示，利用昆虫细胞表

达的 重 组 蛋 白 对 田 间 牛 血 清 的 阳 性 检 出 率 为

!EPQR，可疑率为 @PSR；对田间羊血清的阳性检出

率为 @QPTR，可疑率为 EPQR；对田间羊血清的阳性

图 E 间接 LNO>< 检测纯化 C<=# 蛋白

与 %FGU 感染动物血清的反应活性

%&’(E I;) 4)/*0&3&07 +: 814&:&)6 C<=# 84+0)&. A&0; 5)41,
6)4&3)6 :4+, %FGU &.:)*0)6 /.&,/25 6)0)*0)6 -7 &.6&4)*0 LNO><
<：/.0&’). )D84)55)6 -7 >:? *)22；=：/.0&’). )D84)55)6 -7 ! ( "#$% (

检出率为 CQPSR，可疑率为 !PQR。利用大肠杆菌

表达 的 重 组 蛋 白 对 田 间 牛 血 清 的 阳 性 检 出 率 为

!CPSR，可疑率为 CP@R；对田间羊血清的阳性检出

率为 @EPCR，可疑率为 QP@R；对田间羊血清的阳性

检出率为 CEP!R，可疑率为 @PQR。证明利用昆虫B
杆状病毒系统制备的抗原蛋白在敏感性和特异性方

面要比大肠杆菌表达系统更具优越性。同时对部分

%FG 灭活疫苗免疫的动物血清和 %FGU 感染动物

血清检测结果表明，利用昆虫细胞表达 的 %FGU
H>" C&’( 可以用于鉴别诊断 %FG 灭活疫苗免疫的

动物血清和 %FGU 感染动物血清（图 Q）。样品效价

V（)*样品 W )*标准阴性 ）X（)*标准阳性 W )*标准阴性 ），效

价 Y ZP@ 为阴性；效价在 ZP@ [ ZPC 之间为可疑；效价

\ ZPC 为阳性。

图 Q %FGU 感染动物血清与灭活疫苗

免疫动物血清间接 LNO>< 检测结果

%&’(Q I;) 4)5120 +: LNO>< 6)0)*0)6 A&0; 5)41, 6)4&3)6 :4+,
%FGU &.:)*0)6 /.&,/25 /.6 3/**&./0)6 /.&,/25

CEQ马江涛等：口蹄疫病毒 H>" C&’( 基因在昆虫细胞中的分泌表达及其活性检测



! 讨论

昆虫!杆状病毒表达系统是近几年逐渐发展成

熟的一种高效表达系统，使用该系统最大的技术难

题是重组杆状病毒的获得。许多研究证实，用传统

的杆 状 病 毒 表 达 载 体 系 统（"#$%&’()*%+ ,-.*,++)’/
(,$0’* +1+0,2+，"345）表达蛋白，获得重组杆状病毒

需要多轮的噬斑筛选纯化，操作复杂耗时，且易出现

假阳性［67］。本研究所采用的 "#$!8!"&%, 表达系统，

突破了这一难关。该系统采用在杆状病毒 98: 中

引入三个单一性的 !"#;7!限制性内切酶位点，通

过 !"#;7!的酶切作用，使杆状病毒完全线性化，并

删除了病毒复制必需序列，其中包括 < 端 =>?67@A
序列、多角体基因开放阅读框和多角体基因启动子，

使其不能在细胞内复制出成熟的病毒颗粒，只有与

携带 多 角 体 蛋 白 基 因 启 动 子 控 制 的 外 源 基 因 和

=>?67@A 基因的穿梭载体发生同源重组时，才能被

拯救为复制型的重组杆状病毒而在昆虫细胞中复

制；而当线性化的杆状病毒与穿梭载体不发生同源

重组就无野生型病毒出现，故该系统同源重组率在

理论 上 可 达 6BBC［6D，6E］。除 此 之 外，在 杆 状 病 毒

"#$!8!"&%, 的 =>?7B; 区和多角体基因启动子之间

引入一个筛选标记基因片段 F#$G，这样就可以通过

细胞蓝白斑筛选直接小量提取重组病毒，再用重组

病毒感染 5HA 昆虫细胞即可大量获得重组蛋白。

昆虫!杆状病毒表达系统作为一种真核表达系

统，与细菌、酵母、哺乳动物细胞表达系统相比，昆虫

杆状病毒表达载体系统具有三大优点："重组蛋白

具有完整的生物学功能：杆状病毒表达系统可为高

表达的外源蛋白在细胞内进行正确折叠、二硫键的

搭配及寡聚物的形成提供良好的环境，可使表达产

物在结构及功能上接近天然蛋白，具有良好的免疫

原性。#能进行翻译后的加工修饰：杆状病毒表达

系统具有完整的翻译后加工能力，包括糖基化、磷酸

化、酰基化、信号肽切除及肽段的切割和分解等，修

饰的 位 点 与 天 然 蛋 白 在 细 胞 内 的 情 况 完 全 一

致［6A I @B］。$表达水平高：该系统最突出的特点是可

用高滴度的重组杆状病毒感染昆虫细胞，能高水平

的表达重组蛋白，最高可使目的蛋白的表达量达到

细胞总蛋白的 JBC［@6］，而且外源蛋白大部分是可溶

性蛋白，容易收集和纯化。

本实验所选用的 .K,&"#$!" 表达载体中含有一

段蜂毒溶血肽信号序列，它不仅可以引导外源蛋白

进行分泌性表达，使其直接分泌至细胞培养上清中；

而且蜂可毒溶血肽是一段源于昆虫细胞的信号肽序

列，它引导昆虫细胞进行分泌表达的能利弊普通的

%!淀粉酶分泌信号肽强 7 I 6B 倍，可以使表达的外

源蛋 白 在 细 胞 培 养 液 中 的 浓 度 达 到 6B I 7B&LM
2F［@@］。而信号肽序列在目的蛋白翻译后的加工修

饰过程中可以被切除掉，使表达的蛋白的活性不受

外源序列的影响。

本研究成功地在昆虫细胞中表达了 ?K94 85N
;$!%，通过用 8)!8O: 亲合层析法纯化证明，在目的

蛋白的 J’!端成功的引入了 7 P Q)+ 标签，使分泌表

达于细胞培养上清中的目的蛋白得到了进一步纯

化，得到比较纯净的目的蛋白。采用 R,+0,*/ S&’0 和

间接 3FT5: 方法检测目的蛋白具有很好的反应活

性，能够与 ?K94 感染血清发生特异性反应。该研

究为制备接近天然的 ?K94 85N ;$!% 抗原提供了

一种方法，为建立更为敏感和特异的 ?K94 感染动

物与免疫动物鉴别诊断方法奠定了基础。
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欲了解更详细的信息，请登陆我刊网站（J447：aa^&5)2-6 0 $<0 -*0 *2a*^S）点击“英文版”，或直接联络编辑部：

电话a传真：EBE:YR!EDWEC ,:<-$6：*^Sb $<0 -*0 *2

WRW马江涛等：口蹄疫病毒 O@P 8%&’ 基因在昆虫细胞中的分泌表达及其活性检测




