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摘要：从包含牛流行热病毒 )蛋白基因的质粒 *+,-)中克隆 )! 抗原表位区基因，亚克隆进表达载体 *./012，构建

重组载体 *./012-)!，线性化后电转化毕赤酵母 )3!!(，通过 )&!4压力和 .05法筛选阳性重组酵母进行诱导表达。

经 3,3-.6)7、脱糖基化分析、89:;9<= >?@;、7A/36、兔体免疫实验和特异性分析，表明该基因在 )3!!(中表达并进行
了适度的糖基化，表达蛋白有良好的生物学活性和特异性，可作为包被抗原，开发 7A/36诊断试剂盒。
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牛流行热（[7F）是由牛流行热病毒（[7F_）引
起的一种急性传染病，该病传播迅速，流行面广，首

先发现于 !1世纪中期的东非，随后流行于非洲、亚
洲和大洋洲许多国家和地区，曾在我国多个省份多

次爆发流行［! ‘ $］。该病可导致奶牛产奶量降低、乳

质下降、役用牛跛行或瘫痪、部分怀孕母牛流产，给

养牛业造成重大经济损失。

目前检测 [7F_血清抗体的通用方法是中和实
验，但该方法要求较高，只能在实验室内进行，不能

大范围推广应用，对一些牛场并不实用。CMa<Y9V:aI
等采用针对 [7F_糖蛋白 )! 抗原位点的单克隆抗

体，建立了检测 [7F_特异性抗体的阻断 7A/36方
法。该单克隆抗体只与 [7F_病毒发生结合反应，
而与其它相关病毒（如 [9<<ITMK，2IT>9<?9X 病毒等）
无交叉反应，与病毒中和实验相比，敏感性更高，操

作更简单［&］。近年来又发展建立了一些基于 .05
的诊断方法［(，’］，目前这些方法还都没有被广泛应

用。本研究将 [7F_糖蛋白上的 )! 抗原表位在毕
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赤酵母中获得成功表达并进行了鉴定，为研制检测

!"#血清抗体的 "$%&’试剂盒奠定了良好的基础。

! 材料与方法

!"! 毒株、菌株和质粒
()*+, 克隆质粒为前期工作构建；(-%./0、

,&112购自 %3456789:3公司；;)1</为本实验室保存；
()*1=+> &5?(@: A:B687购自宝生物工程（大连）有限
公司。

!"# 酶和主要试剂
)+)$A、"C预混酶、!"#D%、$#%%、质粒提取试剂

盒均购自宝生物工程（大连）有限公司；氨苄青霉素

钠、EF!（酵母氮碱）、*+山梨醇、,G1=、牛血清白蛋
白、生物素等购自上海生工生物工程技术服务有限

公司；牛流行热阴、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；狂犬病病毒阳

性血清（来自犬）为本实验室保存；兔抗犬 HD-+%9,
（H I $）、兔抗牛 HD-+%9,（H I $）为北京博大泰克
生物基因技术有限责任公司产品；*’! 购自美国
’?7:JB8公司；其它常规试剂均为国产分析纯。
!"$ %! 抗原表位基因的克隆

采用 *F’ &6K7 软件，对所测 , 基因序列与
F.!%L,:3!K3M登载的多个台湾株、澳大利亚株 ,基
因序列进行分析，比较其同源性，在最保守区域设

计 ,1 抗原位点区表达引物，上、下游引物之间相距

GN<O(。上游引物加上 !"#D % 酶切位点，下游引物
加上 $#% %酶切位点。
,1 上游引物：2P,’’ >>.

!"#D %
’,’ ,.> >,, >,> ,’’

>’. QP
,1 下游引物：2P ,., ,.. ,.

$#% %
..’ ’.. >’. ’’.

’,. ’,’ >’ QP
以 ()*+,质粒为模板，2<!$体系扩增 ,1 抗原

表位基因。/GR预变性 2?53 后，进行如下程序：
/GR G<J，G/R 1?53，SNR G<J ，Q2个循环，最后 SNR
延伸 1<?53。扩增所得片段与 ()*1=+> 连接，构建
克隆质粒，再通过 -.D扩增、双酶切鉴定、测序筛选
阳性克隆质粒，命名为 ()*+,1。

!"& 表达载体的构建和阳性酵母菌株的筛选
以 G<!$体系分别双酶切 ()*+,1 质粒、(-%./0

载体，琼脂糖凝胶电泳回收目的片段。然后取载体

片段 1!$，,1 基因片段 S!$，>G *F’连接酶 1!$，连

接液 1!$混匀，1TR连接 G=U，转化 ;)1</，筛选、鉴
定阳性表达质粒，命名为 (-%./0+,1。将 (-%./0+,1

用 &’" %单酶切线性化，电转化 ,&112 酵母感受态
细胞，通过 ,G1= 压力筛选和 -.D（用载体引物）鉴
定，筛选阳性高拷贝酵母菌株。

载体引物上游：2P’VW1，2P,’. >,, >>. .’’
>>, ’.’ ’,. QP
载体引物下游：QP’VW1，2P,.’ ’’> ,,. ’>>

.>, ’.’ >.. QP
!"’ %! 基因在酵母中的表达

将筛选到的阳性高拷贝单克隆酵母菌株在

!))E培养液中进行摇瓶诱导表达，每隔 NGU取样
1次，每次 1?$，同时向培养基中补充甲醇至终浓度
为 <X2Y，以保证持续的诱导表达，共诱导 SNU。将
所取样品 1N<<<7L?53 离心 1< ?53 后取上清进行
&*&+-’,"电泳，确定表达蛋白的表观分子量大小。
!"( 表达产物的纯化和糖基化分析
将 N<?$发酵上清液冻干，再用灭菌双蒸水溶

解，调整蛋白浓度为 2<?9L?$。取蛋白样品 1?$，用
&:(UKZ:C+,N<<进行分子筛层析，流速 <X2?$L?53，收
集目的蛋白洗脱峰。取 N<!$ 蛋白洗脱液，加入等
量 1< [ ,@\B8(786:53 变性缓冲液煮沸 1<?53，再加入
2!$ 1< [ ,2缓冲液、2!$ "3Z8 H，QSR温育 1U后加
等量的上样缓冲液进行 &*&+-’,"电泳。
!") 目的蛋白的抗原性分析
取发酵上清液进行 &*&+-’,"电泳、]:J6:73 O@86

分析；方阵法确定抗原最适包被浓度、血清和酶标

二抗的最适稀释度后，将纯化的目的蛋白作为包被

抗原，间接 "$%&’检测经中和实验鉴定的 !"#A 1<
份阳性血清和 1N份阴性血清，测定 ()G/<值并计算

其平均值，比较差异，以鉴定表达蛋白的反应原性。

同时以脱糖基化后的蛋白样品作为包被抗原，检测

上述血清样品，测定 ()G/<值，检验糖基化处理对目

的蛋白的反应活性有无影响。

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 2只体重 NX2M9健康新西兰白兔，
接种抗原量 N<<!9L只，N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 1次。同时以牛
流行热灭活苗免疫 2只试验兔，1?$L只，间隔 N周再
免疫 1次。第 N次免疫后 1周、N周、Q周分别耳静
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脉采血分离血清，间接 !"#$% 法检测抗体效价，鉴
定目的蛋白是否能刺激机体产生抗体，即是否具有

免疫原性。

!"# 目的蛋白的反应特异性分析
以纯化的目的蛋白作为包被抗原，间接 !"#$%

法检测 &份狂犬病病毒（’(与 )!*(同属弹状病毒
科）的阳性血清，验证是否有交叉反应。

$ 结果

$"! 表达载体的构建和阳性酵母菌株的筛选
以 +,-./阳性质粒为模板，扩增 /0 表位基因。

通过构建克隆质粒、双酶切目的片段和表达载体，

连接、转化、鉴定，成功构建了 +1#234./0 表达载体。

经测序分析，目的基因 5678+，与预期结果一致（图
0）。以通过 /50&压力筛选后的重组单克隆酵母菌
株 -9%为模板，以 +1#234载体引物进行 12’扩增，
得到约 3068+的片段（包含载体片段 5368+，目的片
段 5678+），与预期大小相一致（图 6）。

图 0 +1#234./0 的 12’和酶切鉴定

0 6:8 -9% ,;<:=<，6 +1#234./0 质粒 12’产物，> +1#234./0 质粒

双酶切产物?!"#’ # @ $#% #

图 6 /$00A?+1#234./0 12’鉴定

0 6:8 -9% ,;<:=<，6 B > /$00A?+1#234./0 12’产物

$"$ 重组酵母菌株的诱导表达
在 ),,C培养基中，表达菌经终浓度 7DAE的

甲醇诱导 5&F后，经 $-$.1%/!电泳，观察到发酵上
清中出现约 6GD7:-的蛋白条带，诱导 65F的发酵液
中没有明显的蛋白条带（图 >）。

图 > /$00A?+1#234./0 不同 +H值条件下的摇瓶发酵

上清液 $-$.1%/!电泳
0 低分子量蛋白 ,;<:=<，6 B 5 甲醇诱导 65F、5&F、I6F 的 /$00A?

+1#234./0 发酵上清液

$"% 表达产物的纯化和糖基化分析
发酵上清液经分子筛层析纯化后色素和蛋白

得到很好的分离，表达蛋白脱糖基化后进行 $-$.
1%/!电泳，观察到 6GD7:-左右的蛋白条带变为约
0ADA5:-的蛋白带，与理论值相当（图 5）。

图 5 目的蛋白的纯化和糖基化分析
0 低分子量蛋白 ,;<:=<，6 B >纯化的目的蛋白，5 B A脱糖基化后

的蛋白样品

$"& 目的蛋白的生物学活性分析
酵母发酵上清液经 $-$.1%/!电泳、J=KL=<M 8NOL

转印后出现明显的显色带（图 A），大小约为 6GD7:-。
经方阵滴定确定最适抗原包被量为 A!P?孔，血清和
酶标二抗的最佳稀释度分别为 0 Q077和 0 Q0777。将
目的蛋白包被酶标板，按常规间接 !"#$% 方法操
作，测得 )!*( 07 份阳性血清的 &’537值平均为
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!"!!# $ %"&’(，!& 份阴性血清的 !")*%值平均为

%"&#+ $ %"%&+（表 !）；脱糖基化后的蛋白样品包被酶
标板检测上述血清，测得 !%份阳性血清的 !")*%值

平均为 !"%++ $ %"&()，!& 份阴性血清的 !")*%值平

均为 %"&&) $ %"%#%（表 &）。
兔体免疫实验结果表明，牛流行热灭活苗组免

疫后第 !、&、#周采集的血清样品，经间接 ,-./0测
得的 !")*%值平均分别为 %"’%! $ %"%*)、%"**1 $
%"!#&和 !"&&( $ %"&(&；重组蛋白免疫组血清样品
测得的 !")*%值平均分别为 %"(+’ $ %"%+*、%"1&# $
%"!)!和 !"%!& $ %"!1(。两组均产生了高滴度的抗
体，但重组蛋白组的抗体效价稍低于灭活苗组。

图 ( 2/!!(345.6*782! 表达蛋白的 9:;<:=> ?@A<分析

! 低分子量蛋白 BC=D:=，& E # 目的蛋白样品

表 ! 目的蛋白抗原（脱糖基化前）间接 "#$%&检测 ’"()阴、阳性血清结果
!")*%值 平均 !")*%值

阳性血清 !"’&& !"&!( %"+’+ %"*#( !"!%) !")#+ %"1*’ %"*)% !"&&* %"*1+ !"!!# $ %"&’(

阴性血清 %"&++ %"&#+ %"&() %"&!& %"!*+ %"&%! %"&!) %"&&* %"&)! %"&+& %"&’% %"&)1 %"&#+ $ %"%&+

表 * 目的蛋白抗原（脱糖基化后）间接 "#$%&检测 ’"()阴、阳性血清结果
!")*%值 平均 !")*%值

阳性血清 !"((+ !"&&) %"+%( %"*!% !"%1! !"&1( %"1)! %"*%& !"&)+ !"%!* !"%++ $ %"&()

阴性血清 %"&’! %"&%( %"&’) %"&)! %"!++ %"!*# %"&%1 %"&!! %"!** %"&(* %"&(( %"&!’ %"&&) $ %"%#%

表 + 间接 "#$%&特异性结果

FG阳性血清号 ! & # ) ( ’ + 1 平均 !")*%值

!")*%值 %"&#* %"&1) %"&’( %"&+# %"&’# %"&(* %"&)& %"&&! %"&(’ $ %"%&%

*,- 目的蛋白的反应特异性分析
目的蛋白作为包被抗原，测得 1 份 FG阳性血

清的 !")*%值平均为 %"&(’ $ %"%&%（表 #），与所测 !&
份 H,IG阴性血清的 !")*%值接近，说明不存在交叉

反应。

+ 讨论

本研究的目的是表达 H,IG的特异性蛋白，这
种蛋白要能与 H,IG阳性血清特异性结合，而与其
它病毒血清无交叉反应，据此该蛋白可以作为包被

抗原，建立检测血清抗体的 ,-./0方法，开发 ,-./0
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。2蛋白抗原基因上的 2! 抗原

表位为 H,IG所特有［+，1，*］，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 2! 抗原区

基因片段为 )&%?4，编码 !)%个氨基酸，在 2基因中
的氨基酸序列位置为 #*% J (&* 位，包括了完整的
2! 表位基因区。该区含有 #个糖基化位点，在毕赤

酵母表达系统中能进行适度的糖基化，以保证抗原

决定簇的构象尽量与天然相符；该区域避开了蛋白

转膜区，即强疏水区，使该基因更容易获得表达。

经 /K/8502, 电泳、9:;<:=> ?@A< 鉴定，说明 2!

基因在毕赤酵母 2/!!(中获得了表达，蛋白大小约
为 &’"%DK，比理论值 !("()DK 明显偏大；对蛋白样
品脱糖基化处理后进行 /K/8502,电泳，观察到约
&’"%DK的蛋白条带变为约 !("()DK的蛋白带，说明
目的蛋白确实进行了糖基化。将脱糖基化前、后的

目的蛋白分别作为抗原，检测相同 H,IG血清样品，
所得数据说明糖基化处理对目的蛋白的反应活性

影响不大。
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!"#$"%& ’()$ 和 *+,-. 试验表明表达蛋白有良
好的反应原性，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。

作为诊断抗原还必须有特异性。与牛流行热

病毒相关的 /"%%0123、401’"%("5 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

/*67和 87。用表达的目的蛋白作为抗原，间接
*+,-.方法检测 9 份 87阳性血清，!":;<平均值与

检测 /*67阴性血清测得的 !":;<平均值接近，说明

无交叉反应，表现出良好的特异性。所以该蛋白可

以作为包被抗原，建立检测 /*6血清抗体的 *+,-.
方法，开发 *+,-.试剂盒。
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