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FMDV整联蛋白受体β1亚基的克隆及其配体黏附区多抗

的制备 
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摘  要: 采用 RT-PCR 技术从牛气管组织扩增出 2400 bp 的β1 基因, 回收纯化连入 PGEM-T 载体, 测序。用 Expasy 软件

对β1 基因的抗原性进行分析, 选取胞外区 334~861 bp 的配体结合区与 6×His 融合, 在大肠杆菌中大规模诱导表达, 并

经 Ni2+亲和柱层析纯化。通过 SDS-PAGE 鉴定后, 应用纯化蛋白免疫新西兰家兔, 获得效价在 1:12 800 以上的多抗, 

Western blotting 鉴定表明此抗体可特异性的与表达的融合蛋白作用。 
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Abstract: We produced β1 gene which is about 2400 bp by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) from bovine 
trachea, reclaimed and purified, then cloned the amplified fragment to pGEM-T easy vector, confirmed by sequencing. The     
immuno-dominant epitope of β1 gene was chosen by computer analysis and then syncretized ligand-binding domain from 346 bp to 
843 bp of ecytoplasm with six histidine, expressed LBD protein massly in E. coli BL21 (DE3), and identified by SDS-PAGE. The   
fusion protein was purified with Ni-NTA affinity chromatography and immunized New Zealand rabbits preparing of its polyclonal 
antibody, the specific antibody titer was above 1:12 800 detected by indirect ELISA, the result of Western blot showed that this    
antibody could be recognized by LBD fusion protein. 
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多年来, 人们一直认为细胞受体决定着病毒的

组织嗜性和细胞趋向[1]。口蹄疫病毒(Foot-and-mouth 

disease virus, FMDV)各血清型病毒粒子表面的氨基

酸序列包括细胞受体识别位点周围的区域则有所不

同, 但各型 FMDV 感染易感动物引起的特征性症状

十分相似, 如高热, 口、鼻、舌头、四肢、乳头等部

位囊层皮的水泡。因此, 各型 FMDV 及其突变体通

过细胞表面受体进入宿主细胞的机制可能相同[2]。 

现已确定有两类受体与 FMDV 的感染有关, 即

硫酸乙酰肝素 [3](Heparan sulfate, HS)和整联蛋白

(Integrin)[4,5]。HS 作为细胞受体只局限于一些毒株,

且介导野毒株进入培养细胞时的作用还没得到证实, 

多项研究表明整联蛋白是病毒启动感染的受体[6,7]。

整联蛋白是细胞表面的一种膜蛋白, 由α亚基和β亚

基以非共价形式结合而成的异二聚体, 担负着细胞

间及细胞与基质间的粘附、细胞内外信号转导等功

能[8]。运用反向遗传学研究发现, 缺失或敲除 RGD 

[arginine-glycine-aspartic acid, 精氨酸-甘氨酸-天(门)

冬氨酸]三联体的 FMDV cDNA 的感染性会消失, 不

能与细胞结合并引起易感动物发病。证实 FMDV 借

助病毒粒子表面的 RGD 三联体与整联蛋白结合侵

入敏感细胞[2]。目前所确定的 FMDV 整联蛋白受体

有ανβ6、ανβ1、ανβ3、和ανβ8
[9]。 

本研究旨在克隆β1 亚基的基因并制备其配体结

合区 (Ligand-binding domain, LBD)的多克隆抗体 , 

为下一步阐明ανβ1 在口蹄疫病毒感染时的作用, 研

究各毒株对其利用率奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
牛 气 管 组 织 采 自 青 海 屠 宰 场 ; 克 隆 载 体

PGEM-T、表达载体 pET-28a、大肠杆菌 DH5α、BL21 

(DE3)由本实验室保存 ; RNA 提取试剂盒购自

QIAGEN 公司; Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、

RT-PCR 试剂盒、限制性内切酶 Xho I、EcoR I 购自

TaKaRa 公司 ; 低分子量标准蛋白购自上海公司 ; 
Ni2+ 亲和层析柱、 His·bind purification kit 购于

Novagen 公司; 免疫用的新西兰家兔由本所动物场

提供。 

1.2  引物的设计及总 RNA 的提取 
参照 GenBank 公布的牛源、猪源、人源β1 亚基

的 AF468058、X07979、U27351 核苷酸序列号设计

并合成两对克隆引物。B1 引物的上游序列为 : 5′- 

CTGGATTGGACTGATCAGTTC-3′; 下游引物为 :  

5′-CTCATACTTCGGATTAAC-3′。B2 引物上游序列

为: 5′-GCAAATGCCAAATCATGTGGAG-3′; 下游

引物为: 5′-GTGTCCCATTTGGCATTC-3′。 

取 30 mg 牛气管组织, 加入 600 μL Buffer RLT, 

均浆后按 QIAGEN RNeasyTM Mini Handbook 制备总

RNA。提取产物直接用于 RT-PCR, 先用引物 B1, 然

后用引物 B2 进行巢式扩增。PCR 产物经回收纯化后

插入载体 PGEM-T 中, 构建克隆载体 pGEMβ1。 

1.3  LBD 表达载体的构建 
对测序结果用 Expasy 软件进行抗原性分析, 结

合相关资料设计配体结合区表达引物。上游引物

LBD1: GTA GAATTC ACT CAA ATC CAG CCA 
CAG CAG, 酶切位点为 EcoR I; 下游引物 LBD2: 

CTA CTCGAG ATC TCC AGC GAA GTG AAA, 酶

切位点为 Xho I。以 pGEMβ1模板, 扩增目的片段, 回

收纯化后经 Xho I、EcoR I 双酶切, 定向亚克隆至表

达载体 pET-28a 中, 得到重组质粒 pETLBD。 

1.4  融合蛋白的诱导表达 
将测序正确的 pETLBD 质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3), 铺 kan+板,平板倒置于 37°C 温箱中过夜;

挑一个单克隆于液体 LB (含 100 mg/L Kan) 中 37°C

摇培约 12 h; 以 1:100的比例扩培菌体 37°C约 2~3 h,

待 A600=0.6~0.8 h, 加入 1 mmol/L IPTG(异丙基硫代- 

β-D 半乳糖苷); 在 37°C 继续摇培 3 h、5 h、7 h、9 h

时分别收集菌液 1 mL, 12 000 g 4°C 离心 1 min, 收

集菌体; 加入 100 μL 上样缓冲液, 沸水煮样 5 min, 

所得上清为诱导后的菌体全蛋白,同样方法制备诱导

前的菌体全蛋白, 进一步使用 SDS-PAGE 进行检测。 

1.5  亲和纯化融合蛋白 
SDS-PAGE 检测确定有诱导条带之后, 进行大

规模的蛋白诱导, 收集诱导 9 h 的菌体。按 Novagen

的 His·bind Purification Kit 使用说明, 利用 6 mol/L

尿素在变性条件下纯化包涵体蛋白。将上清转入加

有 0.2 mL Ni2+-NTA 层析柱中。然后分别用 10 倍体

积的结合缓冲液和 6 倍体积的冲洗缓冲液洗涤, 用 1 

mL 洗脱缓冲液洗脱重组蛋白。SDS-PAGE 电泳检测

纯化的融合蛋白。洗脱缓冲液洗脱的融合蛋白用生物

半透膜脱盐,利用紫外吸收法测定蛋白浓度和产量。 
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1.6  多克隆抗体的制备 
将透析定量后的 pETLBD 融合蛋白与弗氏完全

佐剂等体积等量乳化, 采用背部皮下多点免疫新西

兰家兔。4 只家兔分为两组, 每组两只, 一组每只注

射 750 μg, 另一组每只注射 375 μg。26 d 后, 以同样

剂量的抗原与弗氏不完佐剂等体积等量乳化, 同样

方法进行二免; 10 d 后, 用同样剂量的抗原加强三

免。从首免算起, 分别在 13、26、36、46 d 耳缘静

脉采血, 进行间接 ELIASA 检测。三免 10 d 后颈总

动脉取血,37°C 孵箱放置 3 h, 4°C 冰箱过夜。吸取血

清, 5000 r/min 离心 10 min。取上清加入 1/2 体积甘

油−70°C 保存备用。 

1.7  兔抗 pETLBD 多克隆抗体的 ELISA 检测和

Western blotting 鉴定 
将纯化的 pETLBD 融合蛋白以 6 μg/mL 每孔

100 μL 包被 96 孔酶标板,以免疫前的兔血清作为阴

性对照, 羊抗兔 IgG-HRP 的稀释度为 1:15 000。以

同样方法纯化的其他 His 融合蛋白作为交叉反应对

照, 将已纯化的免疫血清做(×100、×200、×400、
×800、×1600、×3200、×6400、×12 800)不同稀

释后, 用间接 ELISA 法检测抗体效价。取 BL21 (DE3) 
感受态空菌和转化重组 pET-LBD 质粒的 BL21 (DE3)

在 IPTG 诱导前、诱导后的细菌 , 以及纯化的

His-LBD 融合蛋白, 进行 SDS-PAGE 凝胶电泳,以

兔抗融合蛋白血清为一抗, Anti-rabbit IgG-HRP 为二

抗进行 Western blot 测定抗体的特异性。 

2  结果 

2.1  β1 基因的扩增和克隆 
1.0%的琼脂糖凝胶电泳显示 RT-PCR 产物呈弥

散状态 , 用另一对引物进行巢式扩增 , 得到略大于

2000 bp 的清晰条带(图 1), 回收纯化后连接至载体

pGEM-T, PCR 鉴定与目的条带大小相符(图 2), 送大

连宝生物工程有限公司测序。 

 
图 1  利用 B3/B4 引物 PCR 扩增 β1 基因 

Fig. 1  PCR products of β1 gene with B3/B4 primer 
1: PCR products of β1 gene with B3/B4; 2: marker DL-2000 

 

图 2  克隆质粒 pGEMβ1 的 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of pEXTβ1 by PCR 

1: PCR identification; 2: marker DL2000 
 

2.2  β1 亚基的抗原性分析 
软件分析β1 基因的抗原表位结果显示, 整个分

子抗原性均较强 , 存在多个抗原表位 , 各参数分析

结果如图 3。 

2.3  表达载体 pETLBD 的构建 
以克隆载体 pGEMβ1 为模板扩增目的片段, 产

物经 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分析, 与预期片段大小

相符, 回收纯化后定向亚克隆至表达载体 pET-28a

中。挑取阳性的重组子经双酶切及序列测定表明与

pGEMβ1 上的序列相一致。 

2.4  His-LBD 融合蛋白的表达及纯化 
将测序正确的 pETLBD 质粒转入大肠杆菌 BL21

中诱导表达. 结果显示,菌体全蛋白中有明显 26 kD

的诱导条带,而诱导前的菌体全蛋白没有, 证明目的

蛋白得到表达(图 6)。菌体蛋白经 His·bind purification 

kit 亲和层析纯化后得到纯化的 His-LBD 融合蛋白, 

SDS-PAGE 结果表明, 纯化的融合蛋白分子量约为

24.96 kD(EditSeq 软件分析表明目的蛋白分子量大约

为 19.84 kD, 融合标签的分子量约为 5.12 kD)(图 7), 

纯度为 95%以上。紫外吸收法测得蛋白浓度为    

5.0 mg/mL 左右, 产量为 30 mg/L 发酵物。 

2.5  抗体效价检测 
在首免 13、26、36、46 d 耳缘静脉采血, 用间

接 ELISA 检测抗体效价, 三免疫后测得抗体效价为

1:12 800, 且无交叉反应。抗体变化情况如图 8 所示。 

2.6  多克隆抗体的特异性鉴定 
为能真实地反映纯化后的 His-LBD 抗体的质量, 

笔者以纯化的 His-LBD 多克隆抗体为一抗, 羊抗兔

IgG-HRP 为二抗, 与原核表达的 His-LBD 蛋白进行

Western blot 分析。结果表明, 笔者制备的抗 His-LBD

多克隆抗体 1000 倍稀释液能识别原核表达的

His-LBD 蛋白片段, 具有较好的特异性(图 9)。 
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图 3  β1 蛋白的可接近性(A)、亲水性(B)、柔性(C)、抗原

性(D)分析 
Fig. 3  The accessible(A), hydrophilic(B), flexible(C) and 

antigenic(D) evaluation of β1 protein 

 
图 4  LBD 的 PCR 扩增 

Fig. 4  PCR products of LBD 
M: marker DL-2000; 1, 2: PCR products of LBD 

 

图 5  重组质粒 pETLBD 双酶切鉴定 
Fig. 5  Identification of recombinant pETLBD 

1: pETLBD digest with EcoR I and Xho I; 2: λ-EcoT 14 I 

 

图 6  重组质粒在大肠杆菌不同诱导时间的 SDS-PAGE
结果 

Fig. 6  Expression of the recombinant protein induced by 
IPTG at different time 

1: protein marker; 2: non-induced bacteria with pETLBD(+); 3~7: 
the target recombinant proteins induced by 1.0 mmol/L of IPTG at 

11, 9, 7, 5 and 3 h, respectively 

 
图 7  亲和层析纯化流程 LBD 蛋白 SDS-PAGE 图 

Fig. 7  SDS-PAGE analysis of LBD protein 
1: Dialyze liquid of LBD protein; 2: molecular weight markers; 

3: liquid of bagged-body; 4: non-induced E. coli liquid; 5: concentration 
liquid of Dialyzing LBD protein; 6: penetration liquid; 7: penetration 

liquid after washing buffer; 8: gather liquid after elution buffer 
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图 8  免疫兔抗体效价变化曲线 
Fig. 8  The changing antibody titers of sera of immunized 

Zealand rabbits 

 

图 9  LBD 融合蛋白表达的 Western blot 检测 
Fig. 9  Western blot analysis of recombinant LBD protein 

1: prestained protein marker; 2: Western blot of supernatant of LBD 
with Anti-His-LBD polyclonal antibody 

 

3  讨论 

3.1  整联蛋白的功能分析 
现在对细胞受体的研究均是在培养细胞上, 由

于整联蛋白在细胞间充当的多种功能, 使在本动物

上对其进行研究不太可能。目前对各整联蛋白在介

导口蹄疫病毒感染所起的作用还不太清楚, 比较确

切的是ανβ6, 已确定ανβ6 是口蹄疫病毒感染时最重

要、最常用的受体, 与病毒的初始吸附有关[10]; 虽然

一些毒株对ανβ3 也有较高的利用率, 但ανβ3 与病毒

的黏合能力太弱[11], 加之ανβ3 只分布于脉管系统[12], 

确定ανβ3 与病毒的原初感染无关; 各组织中ανβ1 的

表达量相对于其它整联蛋白较低, 特别是ανβ6
[4], 感

染 FMDV 后, 其它整联蛋白的量都在增加, ανβ1 的

量却无明显变化[13], 但一些毒株对ανβ1 却具有很高

的利用率, Duque等的研究发现 O型毒株对ανβ1的利

用率要比ανβ3 的高[14]。因此ανβ1 在其表达量无太大

变化时如何介导感染是多年来研究的热点和难点 , 

虽在人和动物上作了不少研究, 但收获甚微。 

β1 整联蛋白是整联蛋白中最大的家族, 至少可

与 12 种α亚基相结合, 但作为口蹄疫病毒受体的只

有ανβ1
[4]。动物体内αν 亚基和β1 亚基的表达量很高, 

但ανβ1 的合成量却很少, 使直接从动物体内提取、

纯化ανβ1 的抗原不大可能, 目前还无相应的单抗[5]。

Jackson[4]等在 CHO 细胞中研究ανβ1 时发现, 口蹄疫

病毒对 CHO 细胞的吸附可被抗αν 的单抗或含有

RGD 序列的多肽阻断, 但不能被抗ανβ5 的单抗所阻

断 , 表明ανβ1 与口蹄疫病毒的吸附主要是αν 亚基 , 

但配体结合区是由α亚基和β亚基共同组成, 因此αν

亚基所含的配体结合区并不完整。为了验证β1 亚基

配体结合区在ανβ1 与口蹄疫病毒结合时所起的作用, 

本研究诱导表达其配体结合区。 

3.2  β1 亚基配体结合区的确定 
许多整联蛋白的配体是线性多肽, 其中有 7 种

与 RGD 三联体结合[9]。整联蛋白和其配体结合的区

域为配体结合区, 这些区域由α亚基和β亚基共同组

成, 且呈非连续性分布[15]。虽应用各种方法确定与

配体黏附相关的位点, 但目前并不清楚。多项研究

表明 , 配体黏附位点主要分布在α亚基氨基端重复

序列的β折叠 (存在七个这样的折叠 )和β亚基 von 

Willebrand factor A 区中[16]。Stanley 等[17]研究发现, 

gpIIIa 的 109~171aa 区域使 RGD 三联体变为了化学

上的交叉结合 , 而这个区域在所有β亚基中都很保

守(序列同源性为 76%), 表明这个区域可能在这种

受体家族中起一定的作用。Bajt(1992)[18]、Puzon- 

McLaughlin(1996) 等 [19] 相 继 确 定 β1 的 Asn224, 

Asp233, Asp267, Asp295 对其与配体的结合起着关

键的作用。Catherine 等 [15](1998)发现 , 将ανβ1 的

187-193 区域用ανβ3 的相关区域代替后, ανβ1 能与玻

连蛋白、vWF 和 VN 结合。 

蛋白抗原表位预测要根据免疫原性与结构特性

的关系, 重点考虑蛋白亲水性、两亲性、分子运动

性、表面可及性、序列多变性、肽链的末端, 并以

表面可及性、多变性、两亲性为重中之重。概括而

言 , 好的抗原表位须具备高亲水性和柔韧性 , 并位

于结构表面 [15]。配体结合区是与病毒结合的区域 , 

其须具有高度的亲水性且可变性较强才能达到与配

体的高度结合。运用 Expasy 生物软件对β1 蛋白的抗

原指数、蛋白柔性、可及性及亲水性预测分析发现: 



杜平等: FMDV 整联蛋白受体β1 亚基的克隆及其配体黏附区多抗的制备 879 

 

Journals.im.ac.cn 

β1 蛋白的 400~700aa 的抗原指数为全蛋白中最低; 

300~400aa 虽抗原指数、可及性、亲水性较高, 但蛋

白柔性较低; 0~100aa 中含有信号肽序列, 且亲水性

为全蛋白中最低, 故这 3 个区段均不是理想的抗原

表位。 
鉴于以上资料及 Duque 等[14](将 346~843 bp 的

区域定为配体结合区)的研究, 本研究将β1 基因的

334~861 bp 区域定为其配体结合区。 

3.3  多克隆抗体效价及反应特异性分析 
间接 ELISA 检测抗体效价发现, 以 750 ug 免疫

的 1、2 号兔最终抗体效价都达到了 1:204800, 但 1

号兔二免、三免后无变化。3、4 号兔以 375 ug 免疫, 

3 号兔的效价为 1:102400, 4 号为 1:12800。高剂量免

疫的 1、2 号二免、三免后的 OD 值变化幅度不大; 低

剂量免疫的两只, 其中一只的效价在 13 天时几乎为

阴性, 26 天时只达到 1：800；4 号兔的效价在 36 天

时与高剂量的 1 号、2 号兔 26 天时接近, 46 天时的

效价与 1 号、2 号兔 36 天时接近。从以上可以看出, 

抗原所诱导的免疫反应具有阀值, 当达到这一值时, 

再加强免疫也无大的变化。根据 4 号兔抗体效价变

化趋势可以预测, 再加强免疫其效价也会和 1、2 号

接近 , 因此 , 在常规免疫时 , 可根据具体试验的需

要, 采取大量、少次、短时免疫和少量、多次、长

时免疫的方法。虽然各梯度免疫的最终效价有所差

异, 但均可说明本试验筛选的抗原具有较好的抗原

性。3 号兔的抗体效价较低, 可能与个体差异有关, 

因其重量、体形要比其它的稍大。对照阴性血清的

抗体滴度与空白对照接近, 表明机体所表达的受体

只限于局部组织。Western blot 检测表明, 所制备的

抗 LBD 多克隆抗体具有较强的反应特异性, 能够与

表达的重组蛋白发生特异性反应。ELISA 和 Western 

blot 分析表明本研究制备的抗 LBD 多克隆抗体可用

于下一步在体外培养细胞上验证β1亚基 LBD作用的

研究。 

本研究成功克隆了β1 亚基的全基因组, 并在大

肠杆菌中表达其配体结合区 , 获得了相应的多抗 , 

为确定β1 亚基配体结合区的作用, 研究ανβ1 的组织

分布, 阐述口蹄疫各毒株对其利用率及在感染过程

中的作用奠定了基础, 同时有望为口蹄疫的诊断提

供新的诊断方法。 
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