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摘要：利用 ’() 技术扩增禽流感病毒（*+,*- ,-./01-2* +,304，567）8’ 基因。将 8’ 基因克隆至 9& 噬菌体表达质粒

:;<( 的 ;<( 基因（9& 噬菌体表面非结构蛋白基因）下游，构建成 9& 噬菌体 ;<( 位点表达 8’ 的表达载体 :;<(=8’。

将其转化至大肠杆菌 >?"!（@AB），经 6’9C 诱导后表达的目的蛋白 ;<(=8’ 进行 ;@;=’5CA 与 D14E13-=F/GE 方法检测。

结果表明，表达的 ;<(=8’ 蛋白相对分子质量约 #HI@，表达量占菌体总蛋白量的 "$JB&K，并具有与 567 特异性抗体

反应的活性。
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禽流感病毒核蛋白（80[/1G:3GE1,-，8’）是较为保

守的群特异性抗原。针对 8’ 的抗体不能给动物提

供被动保护，但 8’ 却是细胞毒性淋巴细胞识别的

主要抗原，在抗同一群内不同亚型流感病毒感染中

起重要作用［!］。因此，核蛋白的免疫与抗原功能不

仅对解决禽流感病毒感染的交叉保护具有现实意

义，也常常作为临床检测 56 的诊断试剂，在实际生

产中具有重要的现实意义。

9& 噬菌体展示系统（9& :V*Q1 Y,4:/*Z）［"］利用其

衣壳表面上的两个非必需的外壳蛋白 ;<(（4X*//
G0E13 [*:4,Y :3GE1,-）和 U<(（ V,QV/Z *-E,Q1-,[ G0E13
[*:4,Y :3GE1,-）基因与外源蛋白基因融合，将外源多

肽或蛋白分别展示于 9& 噬菌体表面的 ;<( 位点和

U<( 位点。与其它噬菌体展示系统相比，9& 噬菌体

系统易于连接和组装，不容易使外源基因删除和重

排。其组装是在宿主细胞内进行的，被组装的融合

蛋白无需通过质膜，这就使得一些不能被大肠杆菌

分泌的蛋白质也能得到展示。这些特点使得 9& 噬

菌体双重展示系统在药物设计、疫苗设计、诊断试

剂的研制、抗原抗体库的建立、分析抗原表位、细胞

因子、受体等方面具有广泛的应用前景［B a #］。本实

验旨在利用分子克隆技术，将禽流感病毒 567 的保

守性抗原蛋白（8’）基因亚克隆至 9& 噬菌体展示系

统的表达质粒 :;<(［"］，进行融合表达，然后对其表

达产物进行免疫学检测，以期生产具有生物活性

的、可用于临床检测的 8’ 融合蛋白抗原；也为进一
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步构建表达 !" 的重组噬菌体奠定基础。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株与毒株

基因 工 程 菌 ! # "#$% $%&’(（)*+），基 因 型 为

&’(,，)*$（!-./0123，%+((，,*-3，+%+2，$*"452&/3，基

因 (），基因工程菌 ! # "#$% )62"，均来自华南农业大

学动物科学学院生物技术实验室。7,89：含有 /:
噬菌体小外壳蛋白基因 ,89 的原核表达质粒，由美

国马里兰大学任兆钧博士惠赠，华南农业大学动物

生物技术实验室保存备用。禽流感病毒 ;<)=-><
?)<’@@(<62!( 由华南农业大学动物科学学院动物

生物技术实验室分离、鉴定和保存。

!"# 阴、阳性血清

,"A鸡血清、抗 62!( 亚型 ;.5 特异性抗血清

（用于免疫印迹）购自哈尔滨兽医研究所；酶标记兔

抗鸡 .B? 为深圳百奥生物技术有限公司产品。

!"$ 主要试剂

各种内切酶、/: )!; 连接酶、C!; 酶、溶菌酶、

/DE 7F=0 )!; 聚合酶、)!; 片段快速纯化回收试剂

盒、7?*G/ 载体等，均购自大连宝生物生物工程有

限公司。

!"% 重组 &’( 引物的设计

应用 )!; ,HDI 软件，参照 ?JK$DK> 中注册的

;.5 62 亚型 !" 基因序列，设计了一对引物 !"(<
!"’，其 2L端均含有用于 "9C 克隆的 !"#C#酶切位

点，其中下游引物 !"’ 含有终止密码子 /;;。此

外，根据已发表的 /: 噬菌体小外壳蛋白（0MDFF N=HJI
-D70OP 7INHJOK，,89）基因的序列，设计了一个检测融

合基因 ,89&!" 的检测引物：7,89&4"，用于检测 !"
基因插入的方向的正确与否。引物序列分别为：

!"(：9;;?;;//9/;/?;/;;9;;/;?;?;?;；!"’：

/9?;;//9/9;;//?/9;/;9/99/； 7,89&4"：

?;;/9;/;/??9/;?/9/9?9??
!") *& 基因的克隆与鉴定

增殖病毒，将禽流感病毒 62!( 亚型毒株用灭

菌的生理盐水 (@@ 倍稀释后，以尿囊腔途径接种 (@
日龄 ,"A 鸡胚，+3Q恒温箱孵育，弃 ’:R 内死亡胚，

无菌收获 ’:R S 3’R 内感染胚的尿囊液，测定病毒效

价后 T 1@Q保存备用［+］。使用 ?OU-N$C% 公司 /C.VNF
%, CJDBJKH C!; 提取试剂盒提取禽流感病毒 C!;，

利用 /DWDCD 公司的 CJXJI0J /IDK0-IO7HD0J Y%（;G5）

反转录酶合成 !" 基因第一链 -)!;。然后 "9C 扩

增 !" 基因 -)!;，将之加 ; 尾后与 / 载体连接，转

化 )62"感受态细胞，鉴定阳性重组菌，以碱裂解法

抽取质粒，后限制内切酶消化鉴定，鉴定为阳性的

重组质粒（!"/）进行序列测定。

!"+ ,-.’/*& 表达载体的构建及酶切、&’( 鉴定

/: 表达质粒 7,89 转化 )62"感受态细胞，培

养后抽提质粒 7,89。以限制性内切酶 !"#C#同时

分别消化 !"/ 质粒和 /: 表达质粒 7,89，然后通过

试剂盒分别纯化回收目的片段（核蛋白 !" 基因片

段为 (Z+’>U 和 7,89 大片段约 :Z1>U）。将 !" 基因

片段通过 /: 连接酶连接到 /: 表达质粒 7,89 的 9
末端，构建成表达载体 7,89&!"。将 7,89&!" 表达

载体转化入感受态菌 $%’(（)*+）中，提取质粒后分

别用 "9C 方法和限制性内切酶 !"#C#进行酶切鉴

定。

!"0 -.’/*& 融合表达产物的检测

取 7,89&!" 转化菌进行 ."/? 诱导培养，以表

达产生 ,89&!" 蛋白，随后对表达产物进行 ,),&
";?* 电泳及 [J0HJIK&UFNH 检测［\］，并用凝胶成像及

分析系统（法国 5% 产品）凝胶扫描分析（2\@KM 波长

的吸收值）测量表达产物的含量。

# 结果

#"! *& 基因的克隆与鉴定

采用 C/&"9C 技术，用特异性引物 !"(<!"’ 成

功获得一基因片段，对这一片段序列分析表明，成

功获得 !" 部分基因，大小约 (+’@U7 左右（图 (）。

图 ( !" 基因的 "9C 结果

G )!; 分子量标准 )%’@@@；( !" 的 "9C 产物，大小约 (+’@ U7

#"# ,-.’/*& 表达载体的构建及酶切、&’( 定向

鉴定

采用 "9C 克隆技术将流感病毒和蛋白基因定

向克隆至 /: 表达质粒 7,89 的 9 末端，构建成表达
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载体 !"#$%&’，分别用限制性内切酶 !"#(!进行酶

切和 ’$( 方法（引物采用 !"#$%&’)&’*）鉴定，并进

行序列测定，结果如图 *、+ 所示，获得了准确的克

隆，为流感病毒核蛋白与 ,- 噬菌体 "#$ 蛋白的融

合表达奠定了基础。

图 * 重组质粒 !"#$%&’ 的酶切鉴定

. /0.1222 /&3 分 子 量 标 准；* 重 组 质 粒 !"#$%&’ 对 照；

+ !"#(!消化出两条带，分别约 为 -4225! 和 .+*25!；- /0*222

/&3 分子量标准

图 + 重组质粒 !"#$%&’ 的 ’$( 筛选

. 6 7 六个单菌落的 ’$(，其中 *、+、7 为 &’ 基因插入方向正确的

阳性重组子，扩增产物大小为约 .7225! 左右；8 /0*222 /&3 分子

量标准。

!"# $%&’() 融合表达产物的检测

取表达载体 !"#$%&’ 转化菌进行 9’,: 诱导培

养，可表达以包涵体形式存在的目的蛋白。融合表

达产物相对分子质量大约 14;/ 左右。凝胶成像及

分析系统凝胶扫描分析（172<= 波长的吸收值）测量

显示，重组表达载体转化菌的 "#$%&’ 融合蛋白的

表达量占菌体总蛋白量的 *2>+-?（图 -）。以 抗

@1&. 亚型流感病毒样阳性血清对 "#$%&’ 融合蛋

白进行 ABCDBE< 5FGD 检测，结果表明 "#$%&’ 融合蛋

白可与相应流感病毒抗体发生特异性的反应（图

1）。

# 讨论

,- 噬菌体衣壳外表面有两种非必需外壳蛋白

"#$ 和 @#$，消除或者缺失其中 . 个或 * 个蛋白并

图 - !"#$%&’ 融合表达产物的 "/"%’3:H 结果

. 含空质粒菌诱导表达条带对照；* 低分子量蛋白标准；+ 6 7 含

!"#$%&’ 阳性重组菌在不同时间被 9’,: 诱导表达条带，分别为

诱导 *I、-I、7I、4I 表达条带。

图 1 表达产物的 ABCDBE< 5FGD 检测

. "#$%&’ 融合蛋白；* 预染色分子量蛋白标准

不影响其繁殖能力和感染能力。因此，利用非必需

外壳蛋白建立起来的 ,- 噬菌体展示系统具有优于

其它噬菌体展示系统（丝状噬菌体、J9+、KL、K.、"）的

特点：表达的外源蛋白容量大、拷贝数高，在宿主细

胞内组装，展示的外源蛋白范围更广。已经有多种

蛋白得到展示，并且展示的蛋白具有免疫学活性［8］。

为该系统用于新型疫苗的研制、分析抗原表位、制

作诊断试剂等方面的应用奠定了基础。

,- 噬菌体展示系统由其表达载体、重组载体、

噬菌体阳性选择载体组成。构建能够在 "#$ 位点

展示外源蛋白的重组噬菌体，"#$ 基因与外源基因

的融合表达作为关键。本研究将流感病毒核蛋白

基因 与 "#$ 基 因 融 合，经 酶 切 鉴 定、"/"%’3:H、

ABCDBE< 5FGD 分析证实 "#$%&’ 融合基因表达产物能

与相应的抗血清可以发生特异性的免疫学反应。

因此，该融合蛋白可用于生产检测流感的诊断试

剂，生物安全性高，生产方便，但尚需建立适当的检

测方法，进一步研究其实际诊断价值。同时也可以
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研制新型流感重组亚单位疫苗，进一步研究其刺激

动物机体产生的细胞免疫，深入研究新功能，筛选

新的抗原表位，为生产新型流感基因工程疫苗奠定

基础。
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植物内生真菌生产紫杉醇大有希望

索取紫杉醇（>+Z=#）的传统方法需要砍伐大量紫杉树木，取其树皮以提取紫杉醇，其代价很高。采用细胞

[ 组织培养索取紫杉醇的方法正在积极实验研究之中。我国第四军医大学曾采用非生物方法即手性催化

技术合成紫杉醇及多烯紫杉醇取得成功。目前，国内外采用微生物方法生产紫杉醇已经取得重要进展。从

其生产途径找“窍门，采用微生物发酵生产紫杉醇或有效运用现代生物技术研发紫杉醇产品是一条重要途

径。关键在于使其尽快走向产业化、产品商业化，使大量的自然树木得到保护，并使紫杉醇产品价格大幅下

降。当然从目前发展的进程看，应该说大有希望。在美国最先报道源于紫杉的内生真菌叫安德氏紫杉霉

（%#&’()*!+ #,-.!#,#!），具有产生强抗癌功能的紫杉醇，尽管产量只有纳克级水平（/C.K\5 1 /O.K\5），但仍引

起国际上生命科学工作者密切关注。该真菌产紫杉醇的产量很低，然而通过微生物发酵途径也能生产，有

可能另辟新径。另外发现一种叫瘤痤孢属（%/0!.*/$#.1# 7E)）的内生真菌，产紫杉醇的量大大提高了，达到微

克级水平（!BO )C!K\5），为开发紫杉醇更增加了希望。在我国，许多科研单位和高校对微生物生产紫杉醇也

给予关注并开展了一些研究（见柯为“生物工程学报”有关报道）。这里特别提出我国研究者在这方面所取

得的成果。有研究者从东北红豆杉中找到另一种内生真菌叫树状多节孢（2’-/$1+3’.1/( +)$415’.(!）产生紫杉

醇达到 O! ) 0A!K\5 1 !/O ) D!K\5。尽管紫杉醇发酵生产产量超过 !00!K\5 以上，但提高其产量还是有潜力的。

黑龙江大学生命科学学院一个研究组运用遗传工程技术与传统育种技术相结合途径选育出一种紫杉醇的

高产菌，命名为代号 YXL(2 的菌株，从其培养液中获取紫杉醇 CCB]O!K\5，已进入中试阶段，预计 /00D 年可

以实现工厂化生产。

总之，充分利用产紫杉醇的微生物资源选育其高产菌株，或通过传统选育技术与现代生物技术有效结

合选育高产优质紫杉醇生产菌株，将使紫杉醇毫克级发酵生产及产品产业化变为现实。

（柯为 供稿）
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