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摘  要 : 对串联风疹病毒 (Rubella virus，RV) 3 个结构蛋白 6 个免疫显性区域进行制备 (命名为 B103)，并将其

应用于血清学诊断中。选取 RV C aa 1–30 & aa 96–123、E2 aa 31–105 和 E1 aa 11–39 & aa 154–277 & aa 389–412
等 6 个免疫显性区域，将其串联并基因合成；将此基因片段插入 TRX 和 His 标签之间构建表达质粒；蛋白 B103
在大肠杆菌 BL21(DE3) 中诱导表达，并利用 Streamline Chelating 亲和层析和 DEAE 阴离子交换层析纯化目的蛋

白，Sephadex G-25 分子筛分析其折叠情况及均一性；利用免疫印迹技术对蛋白 B103 的抗原性进行鉴定，并建立

RV-IgM 抗体捕获法 ELISA 检测技术，初步评价此方法对阴阳血清样本的鉴别能力。蛋白 B103 以可溶性形式表

达，其表达量约占菌体总蛋白的 18.57%，经纯化后蛋白 B103 浓度为 3.026 mg/mL，纯度为 95.35%；免疫印迹实

验表明蛋白 B103 能与 RV 急性期血清发生反应；对 40 份 RV 急性期血清及 40 份 RV 阴性血清进行检测发现可

以很好地鉴别阴阳性血清标本；其灵敏度为 92.50%，特异性为 95.00%，阳性预测值为 94.87%，阴性预测值为

92.68%，符合率为 93.75%，McNemer 检验的结果提示与“金标准”诊断结果无差异，kappa=0.900，提示两种方法

诊断结果一致性优异。原核表达与层析纯化可以获取抗原性优异的 RV 血清学诊断抗原，可以应用于 RV 早期诊

断中。 

关键词 : 免疫显性区域，风疹病毒，原核表达，层析纯化，血清学诊断  
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Abstract:  A chimeric antigen designated B103 containing six immunodominant regions derived from three structural 
proteins of Rubella virus (RV) was designed and its utility in serological diagnosis was assessed. Protein B103 is comprised of 
aa 1–30 & aa 96–123 of C protein, aa 31–105 of E2 protein, as well as aa 11–39, aa 154–277 & aa 389–412 of E1 protein. In 
addition, it contains thioredoxin (TRX) at the N-terminal and His tag at the C-terminal. B103 was expressed in Escherichia 
coli BL21(DE3) and purified by Streamline Chelating affinity and DEAE anion exchange chromatography. Based on the 
antigenicity of B103 as verified by Western blotting analysis, we constructed and evaluated a novel capture ELISA for 
RV-IgM detection. B103 was expressed in a soluble form, accounting for 18.57% of the total bacterial proteins. After 
purification, the concentration and purity of protein B103 were 3.026 mg/mL and 95.35%, respectively. Western blotting 
analysis demonstrated that protein B103 could react with acute-phase serum of RV. By ELISA, 40 negative sera and 40 
RV-acute phase sera were detected. The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and 
coincidence rate of the ELISA were 92.50%, 95.00%, 94.87%, 92.68% and 93.75%, respectively. The McNemer analysis 
suggested that there was no statistical difference between the ‘Gold standard’ and the novel ELISA with a kappa coefficient of 
0.900, indicating excellent consistency. B103 chimeric protein with excellent antigenicity obtained from prokaryotic 
expression followed by chromatography purification could prove useful for early diagnosis of RV infection. 

Keywords:  immunodominant region, Rubella virus, prokaryotic expression, chromatography purification, serological diagnosis 

风疹病毒 (Rubella virus，RV) 是风疹或者称

为德国麻疹的病原体[1]。尽管大部分感染仅仅引

起轻微的、自限型麻疹样疾病，但孕妇尤其是妊

娠前 3 个月的感染将会引起严重的胎儿畸形甚至

流产[2]。因此建立一种简单灵敏的 RV 检测方法具

有重大的实际意义[3]。皮疹期 RV-IgM 在风疹患者

中阳性率仅为 50%，但皮疹后 5 d 此抗体在大部

分患者中能被检测到[2]，一般感染后 10 d IgM 首

先被检测到，感染后 4 周达到峰值，急性感染后

可持续超过 7 个月[4]。首次感染早期，IgG 亲和力

很低，3 个月内才能逐渐成熟[4]。因此 RV 早期诊

断血清学检测通主要依赖于 RV-IgM 指标[5]。 

RV有3个结构蛋白，衣壳蛋白 (Capsid protein，

C)、2 种包膜蛋白 (Envelop protein，E) E2 和 E1。

C 富含精氨酸和脯氨酸残基，尤其在氨基末端，

使其带正净电荷利于其在核衣壳形成过程中与基

因组 RNA 发生反应[6-7]。E1 和 E2 作为Ⅰ型膜蛋

白，异二聚化后在病毒表面形成棘突复合体[8]。

棘突复合体的主要功能为集合宿主细胞受体及介

导病毒与宿主细胞膜融合[9]。E1 拥有最主要的抗

原决定簇，与血凝和中和表位相关[10]。针对 E2

和 C 蛋白的抗体也存在，但其表达水平和亲和力

都很低[11]。研究发现，E1 蛋白上免疫显性区域为

aa 11–39、aa 154–179、aa 199–239、aa 226–277 以

及 aa 389–412，衣壳蛋白为 aa 1–30、aa 96–123，

E2 为 aa 31–105[12]。有研究将不同表位进行串联表

达，应用于 RV-IgM 检测发现诊断效能优异[13-14]。

文中将 RV 的 3 个结构蛋白的免疫显性区域串联

表达在一个蛋白上，并借此构建 RV-IgM 捕获法

ELISA 技术。 
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1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 
E. coli DH5α、BL21(DE3)感受态细胞及 TRX

载体自备。NcoⅠ和 XhoⅠ限制性内切酶以及 T4 

DNA连接酶购自美国NEB公司。Chelating Sepharose 

Fast Flow、DEAE Sepharose Fast Flow、Sephadex 

G-25 Fine层析介质购自美国GE公司。鼠抗人 IgM

二抗、鼠抗人 IgM–HRP 酶标物购自美国 Thermo 

Fisher 公司。商品化风疹病毒 IgM 诊断试剂盒为

CFDA 认证的诊断试剂盒。RV 急性期阳性血清

40 份分别来自河南省儿童医院 (26 份)、郑州大

学附属儿童医院 (6 份) 及郑州儿童医院 (8 份)，

阴性血清 40 份由郑州儿童医院提供，阴阳性血清

样本都经过临床和实验室确诊，以风疹表现 (出现

红色斑丘疹等) 及核酸检测阳性为金标准。3 个月

内接种风疹病毒疫苗妇女血清样本 14 份来自河

南省儿童医院。 

1.2  表达质粒 B103 的构建 
根据参考文献[12,15-16]，将 RV C aa 1–30 & 

aa 96–123、E2 aa 31–105 及 E1 aa 11–39 & aa 

154–277 & aa 389–412 等 6 个免疫显性区域用

GGGSGGGS 连接臂进行串联，然后根据基因序

列二级结构及其编码蛋白亲疏水特性优化基因并

在 5′端添加 NcoⅠ，3′端添加 XhoⅠ酶切位点，最

后交由北京擎科新业生物技术有限公司合成 (将基

因片段命名为 B103F)。用 NcoⅠ和 XhoⅠ处理全

基因合成产物将 B103F 双酶切下来，切胶回收后

连接到相同酶切处理的 TRX 表达载体上，转化

E. coli DH5α 感受态细胞。次日挑取单克隆菌落培

养后提取质粒进行测序和双酶切鉴定[17]。鉴定正

确的质粒命名为 B103 质粒。 

1.3  蛋白 B103 的制备 
目的蛋白的表达与纯化参考苏秋东等发表

的文献[17]。将转化 B103 质粒的 E. coli BL21(DE3)

接种于含氨苄霉素  (50 μg/mL) 的 LB 培养基 

(10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母提取液，10 g/L NaCl) 

中，进行小量 (1.5 mL) 和大量 (3 L) 表达。离心

收集表达菌 (4 000 r/min，8 min，10 ℃)。小量表

达菌体经处理后进行 SDS-PAGE 分析。大量表达菌

体用缓冲液 A (10 mmol/L Tris-HCl，0.5% Triton 

X-100，pH 8.0) 重悬后用超声仪破碎 (功率 250 W，

超声工作时间 10 s，间歇时间 20 s，共 40 个循环)，

离心 (12 000 r/min，8 min，10 ℃) 收集上清。将此

上清补加终浓度为 500 mmol/L 的 NaCl 后上样于用

缓冲液 B 平衡 (10 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L 

NaCl，pH 8.0) 的 Chelating Sepharose Fast Flow

层析介质中[17]。分别用 60 mmol/L、300 mmol/L

咪唑 (溶于缓冲液B中) 进行梯度洗脱。取300 mmol/L

洗脱液于缓冲液 C (10 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0) 

中进行透析去掉咪唑和NaCl成分。DEAE Sepharose 

Fast Flow 层析介质用缓冲液 C 平衡后上样，分别

用 0、100、200、400 mmol/L NaCl (溶于缓冲液 C

中) 进行梯度洗脱并收集相应洗脱液。分别取样

进行 SDS-PAGE 分析，观察目的蛋白的含量以及

分布情况[17]。将 SDS-PAGE 分析评价优异的洗

脱液于 PBS (137 mmol/L NaCl，2.7 mmol/L KCl，

10 mmol/L Na2HPO4，2 mmol/L KH2PO4，pH 7.4)

中透析，并于 4 ℃保存备用。 

取蛋白 B103 样品进行凝胶过滤层析分析蛋

白的折叠情况及均一性。分子筛介质为 Sephadex 

G-25 Fine，装柱体积为 20 mL，缓冲体系为 20 mmol/L 

磷酸钠缓冲液，150 mmol/L NaCl，pH 7.0。实时

监测 Time-A280 数据并以此绘图。 

1.4  蛋白 B103 的 Western blotting 分析 
5 μL 蛋白 B103 溶液进行 SDS-PAGE (恒流

40 mA，40 min)，而后转膜至硝酸纤维素 (NC) 膜

上 (恒压 15 V，30 min)。室温，用封闭液 (5%脱

脂奶粉溶于 PBST 中[17]) 处理 NC 膜 1 h。分别加

入封闭液稀释的 RV 急性期阳性血清  (1∶20)、
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RV 阴性血清 (1∶20)，室温孵育 1 h 后用 PBST

洗膜 5 次。一抗都为鼠抗人 IgM-HRP 酶标物 

(1∶3 000)，室温孵育 1 h 后洗膜，最后 1 次用 PBS

洗膜后 DAB 显色，清水终止显色。 

1.5  蛋白 B103-HRP酶标物的制备及其诊断效

能评价 
B103 与 HRP 的偶联参考 HRP conjugation Kit

说明书 (Abcam，UK)。简言之，每 10 μL 蛋白 B103

中加入 1 μL Modifier reagent后与HRP Mix充分混匀 

(B103∶HRP=1∶1)。室温避光静置 3 h 后，每 10 μL

蛋白 B103 加入 1 μL Quencher reagent 并充分混匀后

加入等倍体积预冷甘油于−20 ℃保存备用。 

利用蛋白 B103-HRP酶标物建立血清 RV-IgM

抗体捕获法 ELISA 检测试剂盒，并对“金标准”确

诊的血清样本以及风疹疫苗接种妇女血清样本进

行检测，评价试剂盒对阴阳性血清标本的鉴别能

力[17]。简言之，碳酸盐缓冲液稀释鼠抗人 IgM 二

抗至终浓度 25 ng/mL，100 μL/孔加入板条孔后

37 ℃水浴孵育 1 h，而后用封闭液 37 ℃再孵育

1 h，最后用 PBST 洗板 5 次，冷藏备用；室温平

衡板条后加待测血清 (1∶10)，37 ℃孵育 1 h 后

洗涤；加入 B103-HRP 酶标物 (1∶5 000)，37 ℃

孵育 1 h 后洗涤；加 A/B 液显色，用酶标仪测定

吸光度值 (OD450 值)。 

利用商品化 RV-IgM 检测试剂盒同样检测这

些血清样本，具体操作步骤参见厂家说明书，最

后用酶标仪测定吸光度值 (OD450 值)。 

1.6  统计学分析 
运用 GraphPad Prism 7.00 软件绘制 2 组血清

IgM 抗体水平散点图并对两组血清 OD450 值均数

进行 t 检验。根据经验选取阴性血清 OD450 值均

值 2.1 倍作为临界值，并以此计算新型检测试剂

盒的灵敏度和特异性。两个样本均数比较应用独

立样本的 t 检验；多个样本两两比较，先应用方

差分析 (ANOVA)，再应用 Dunnett’s t 检验。用

McNemer 检验及 kappa 一致性检验评价两种检测

方法的一致性。实验数据采用 SPSS22.0 软件进行

统计学分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  原核表达层析纯化可获取高度均质的蛋

白 B103 
B103 的构建如图 1 所示，融合蛋白的氨基端

为 TRX 标签，紧跟着依次为 C aa 1–30 & aa 

96–123、E2 aa 31–105及 E1 aa 11–39 & aa 154–277 

& aa 389–412 等 6 个免疫显性区域，羧基端为 His

标签，连接臂为 GGGSGGGS，以及合适的酶切

位点 (如 NdeⅠ、NcoⅠ和 XhoⅠ等)。B103F 基因

片段大小约 800 bp，构建好的表达质粒经测序、

双酶切鉴定及小量表达证实构建成功，命名为

B103 质粒。 

小量表达 SDS-PAGE 结果发现，目的蛋白分

子量与预期相同，约为 44 kDa (图 2A)，表明 B103

蛋白可以在大肠杆菌中有效表达。蛋白 B103 可

溶性表达，占菌体总蛋白的 18.57% (图 2B)。经亲

和层析纯化后蛋白 B103 主要存在于 300 mmol/L

咪唑洗脱液中 (图 2B)，纯度为 92.76%，浓度为

3.286 mg/mL。经过阴离子交换层析后，蛋白 B103 

 

 
 

图 1  B103 表达质粒示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of B103 expression plasmids. 
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图 2  蛋白 B103 小量表达 (A)、大量表达及纯化结果 (B) 
Fig. 2  The small-scale expression (A) and large-scale expression and purification of protein B103 by affinity and ion 
exchange chromatography (B). Lane 1: negative control; lane 2–4: induced bacteria; lane 5: total bacterial proteins after 
sonication; lane 6: soluble fraction of the homogenate; lane 7: insoluble fraction of the homogenate; lane 8: elutes 
washed with 60 mmol/L imidazole of affinity chromatography; lane 9: elutes washed with 300 mmol/L imidazole of 
affinity chromatography; lane 10: elutes washed with 200 mmol/L NaCl of ion exchange chromatography. 

 

主要分布于 200 mmol/L NaCl 洗脱液中，纯度为

95.35%，浓度为 3.026 mg/mL (图 2B)。 

经过凝胶过滤层析发现 (图 3)，纯化后的蛋

白 B103 存在于单一洗脱峰中，峰尖而且分布优

异表明其成分均一性优异，折叠成熟，可以作为

检测抗原应用于 ELISA 检测中。 

2.2  蛋白 B103 可以与 RV 急性期血清发生特

异性反应 
利用免疫印迹技术，初步鉴定蛋白 B103 的

抗原性。结果显示，RV 急性期血清作为一抗，鼠

抗人 IgM-HRP 酶标物作为二抗，在蛋白分子量约

44 kDa 处有明显条带 (图 4A)；而 RV 阴性血清作

为一抗，在 NC 膜上相应位置没有出现条带。 
 

 
 

图 3  蛋白 B103 凝胶过滤分析 
Fig. 3  Gel filtration analysis of B103 protein. 

并且无论是用 RV 相关阳性血清还是阴性血清，无

蛋白 B103 表达菌都未见明显条带 (图 4B)，表明

蛋白 B103 可以与 RV 阳性血清发生特异性反应。 

2.3  基于蛋白 B103 的捕获法 ELISA 技术可以

很好地鉴别 RV 阴阳性血清标本 
基于蛋白 B103 建立捕获法 ELISA 试剂盒，

选取 40 份 RV 阴性血清和阳性血清样本利用蛋白

B103 建立捕获法 ELISA 试剂盒进行检测[17]。研究

发现 (图 5)，阳性样本 OD450 值分布为 1.460±0.491 

( x ±s)，阴性血清样本 OD450 值分布为 0.121±0.079  
 

 
 

图 4  蛋白 B103 的 Western blotting 分析 
Fig. 4  Western blotting analysis of B103 protein. (A) 
RV acute serum as capture antibody, Mouse anti-human 
IgM secondary antibody, HRP as detection antibody. (B) 
RV negative serum as first antibody, Mouse anti-human 
IgM secondary antibody, HRP as second antibody. 1: 
negative control; 2: protein B103. 
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图 5  蛋白 B103 在 RV 感染血清学诊断效果评价 
Fig. 5  The evaluation of the diagnostic effect of protein 
B103 on RV infection. 

 
( x ±s)，疫苗接种者血清样本 OD450 值分布为

0.784±0.122 ( x ±s)。t 检验结果表明阴阳性血清样

本 OD450值差异有统计学意义 (t=22.203，df=42.144，

P<0.05)，即该试剂盒可以很好地鉴别阴阳性血清

标本。Dunnett’s t 检验发现，3 组数据两两之间差异

都具有统计学差异，尤其阳性血清与疫苗接种者血

清虽都为阳性结果，但其分布不同。根据经验阴性

血清 OD450 值均值 2.1 倍作为临界值得出临界值为

0.255。根据临界值，计算出灵敏度为 92.50%，特

异性为 95.00%，阳性预测值为 94.87%，阴性预测

值为 92.68%，符合率为 93.75%。McNemer 检验的

结果，P=1.00>0.05，提示两种方法诊断结果差异无

统计学意义，kappa=0.900，P<0.05，提示两种方法

诊断结果一致性优异。根据临界值发现，疫苗接种

者也为阳性结果，但其 OD450 值分布与阳性结果截

然不同 (图 5)。因此，新型 RV-IgM 抗体诊断试剂

盒可以很好地鉴别 RV-IgM 阴阳性血清样本。 

商品化试剂盒检测血清结果发现，阳性结果

34 份 (34/40)，阴性结果 37 份 (37/40)，根据金

标准计算出灵敏度为 85.00%，特异性为 92.50%，

阳性预测值为 91.89%，阴性预测值为 88.10%，

符合率为 88.75%。与新型试剂盒进行比较见表 1， 

表 1  新型试剂盒与商品化试剂盒比较 
Table 1  Comparative analysis of two ELISA kits 

 
Commercial ELISA  

Positive Negative Total

Novel 
ELISA 

Positive 33  5 38 

Negative  3 39 42 

 Total 36 44 80 

 
进行卡方检验发现，kappa=0.799，高度一致性，

说明新型试剂盒与此商品化试剂盒之间的差异不

存在统计学意义，但相比于“金标准”，究其上述

指标，新型试剂盒的诊断性能要更好。 

3  讨论 

仅依靠临床症状诊断风疹疾病是不可靠的，

因为多数患者症状轻微，甚至多达 50%的感染是

亚临床的[2]。因此需要必要的实验室检测作为辅

助。RV-IgG 抗体可以持续存在于患者体内，而 IgM

一般在感染后 2 个月逐渐消失，因此检测 IgM 意

义更大[18]。RV-IgM 抗体检测是公认的风疹实验

室检测方法[11]。目前监测 RV 抗体的诊断抗原大

多为细胞培养抗原，其制备过程繁琐耗时耗力耗

资，且抗原成分不均一，试剂盒的灵敏度和特异

性不理想，给临床诊断带来干扰[19]。文中获取抗

原性优异的诊断抗原来构建捕获法 ELISA 检测血

清 RV-IgM 抗体水平。 

大部分 RV 抗原决定簇 (包括主要的抗原决

定簇) 都定位在 E1 蛋白[10]，文中选取 E1 蛋白的

3 个免疫显性表位 aa 11–39、aa 154–277 和 aa 

389–412，涵盖了文献所验证的中和抗体表位[17,20]。

E2 的抗原位点由于与 E1 相互作用而被遮盖，但

有证据显示 E2 包含独立特异性抗原[21]，且中和

抗体在体外也能中和病毒感染[22]。文中选取了 E2

蛋白的 1 个免疫显性区域 aa 31–105。C 蛋白是病

毒中含量最高的病毒抗原[23]，文中选取了 C 蛋白

的 2 个免疫显性区域 aa 1–30 & aa 96–123。融合
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蛋白的氨基端还添加了 TRX 前导肽，一是为了增

加目的蛋白的表达，二是为了蛋白的折叠[24]。实

验证实，蛋白 B103 以可溶性形式表达，且含量

占菌体总蛋白的 18.57% (图 2B)。羧基端 His-tag

的存在，使之可以利用亲和层析有效纯化[25]，进

一步离子层析后，得到了浓度高纯度高 (图 2B) 

且构象高度均一 (图 3) 的目的蛋白。 

相对于单一抗原在抗体识别上的差异和局

限，重组多表位抗原在对抗原成分选择上具有灵活

广泛性[8]。每个表位之间加入了连接臂GGGSGGGS，

使表位之间可以灵活转动，方便表位的展示及与

抗体结合，大大提高了目的蛋白的抗原性 [26]。

Western blotting (图 4) 及 ELISA 分析 (图 5) 发

现，蛋白 B103 抗原性优异，可以在体外与相应

抗体发生反应。多个表位的存在同时增加了识别

抗体的数量，大大提高了检测的灵敏度。 

文中是对 RV-IgM 诊断抗原的初步研究，还

存在着很多的不足：一是样本量偏小，由于笔者

所在医院主要针对儿童人群，儿童人群中 RV-IgM

阳性率极低 (约占 1.9%[27])，且主要分布于 9 月

龄和 10 月龄婴儿 (共约占 61.7%[27])，因此阳性

血清样本的收集难度大，后续实验将加大检测样

本量；二是风疹 IgM 诊断常见的假阳性来自 Rh

因子，由于文中假阳性样本量太小，后续实验将

查明此试剂盒对 Rh 因子阳性血清的检测结果；

三是针对疫苗接种后 IgM 的动力学分析的研究意

义重大，但具体操作繁琐困难，也将在后续实验

中实施；四是还未使用中国食品药品检定研究院

提供的系列风疹血清作为监测，后续实验将引进

系列血清盘，并制备相应的血清参考品。 

蛋白 B103 集合了 RV 主要的免疫显性区域，

经过原核表达和层析纯化后以可溶性形式存在，

以此构建的 RV-IgM 捕获法 ELISA 可以很好地鉴

别 RV 急性期阴阳性血清，为 RV 感染的早期诊断

治疗以及防控工作提供有效的血清学依据。 
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