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禽流感病毒 H9N2 血凝素基因和神经氨酸酶因 
在大肠杆菌中的表达 
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摘  要: 克隆、表达和鉴定禽流感病毒 H9N2 HA, NA 基因序列, 为制备抗体和基因工程疫苗打下基

础。在成功克隆禽流感病毒 H9N2 全长 HA、NA 基因并测序的基础上, 将部分基因序列克隆到表达

载体 pET32a (+)上, 全基因序列克隆到表达载体 pGEX4T-1 上, 构建了重组表达质粒 pET32a (+)/HA 

(截短)、pET32a (+)/NA (截短)、pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/NA, 转化大肠杆菌 BL21/rosetta, IPTG

诱导表达, 利用 Ni2+亲和层析柱和 GSTrap 4B 亲和层析柱对重组蛋白进行纯化, 并用 Western Blot-

ting 和 ELISA 方法检测其抗原性。结果重组蛋白在大肠杆菌中可以高效表达, SDS-PAGE 显示其相

对分子质量与预计大小一致。ELISA 和 Western Blotting 实验证实, 重组蛋白具有良好的抗原性。本

研究成功克隆和表达了禽流感病毒 H9N2 HA、NA 基因序列。为禽流感病毒 H9N2 诊断试剂和疫苗

的开发等进一步的研究奠定了基础。 
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Abstract: To clone, express and characterize the HA and NA Protein of avian influenza A virus H9N2. 
On the basis of successful clone the full length HA and NA gene and sequence analysis of avian influ-
enza A virus H9N2, we were ligated part of the gene into pET32a (+) and full of the gene into 
pGEX4T-1. An expression vector pET32a (+)/HA (cut), pET32a (+)/NA (cut), pGEX4T-1/HA, 
pGEX4T-1/NA were constructed and expressed in E. coli BL21/rosetta induced by IPTG. Recombinant 
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protein was purified through affinity chromatography column. Western Blotting and ELISA were used 
to determine the antigenic of the recombinant protein. The recombinant capsid gene can be overex-
pressed in E. coli. SDS-PAGE result showed that the gene could express product as same as we expect. 
ELISA and Western Blotting result showed that the recombinant protein has good antigenic. The HA 
and NA protein of avian influenza virus H9N2 has been successful cloned and expressed, which could 
be useful for developing diagnose reagents or vaccine of H9N2. 

Keywords: Avian influenza virus H9N2, Hemagglutinin, Neuramidinase, Clone and express 

禽流感(Avian influenza, AI)又名欧洲鸡瘟、真性

鸡瘟, 是由正黏病毒科 A 型流感病毒引起的一种禽

类感染或/和疾病综合症[1]。是现代化养禽业难以对

付的重要禽类呼吸道传染病之一。我国《中华人民

共和国动物防疫法》和世界动物卫生组织(OIE)规定

该病为 A 类烈性传染病[2]。自 1878 年在意大利鸡群

首次爆发以来, 世界各地都相继有各种亚型的禽流

感病毒引起 AI 的流行。H9 亚型禽流感最早报道于

1966 年[3], 20 世纪 90 年代开始, H9 亚型禽流感病毒

(Avian influenzavirus, AIV)已 在亚洲鸡群 广泛流

行 [4]。我国自 1994 年在广东省首次发生 H9N2 亚型

禽流感以来, 陆续在其它各省区有该病发生的报道,

给我国的养禽业造成了严重危害 [5−6], 综合防制措

施是目前进行禽流感预防和控制的最有效手段。 

1999 年中国广东省和香港发生了 H9N2 亚型的

AIV 感染人事件, 随后相继在猪、人体内分离出这

一亚型的 AIV[7−8], 说明流感病毒 (Influenza virus, 

IV)已突破了种间屏障[9]。目前的研究表明: H9N2 亚

型的 AIV 是引起 1997 年香港 H5N1 亚型 AIV 的内

部基因的供体[10]。从已有的报道分析, 禽流感病毒

H9N2 亚型已成为中国当前的主型。因此, 开展对

H9 亚型 AIV 的研究具有重要的公共卫生意义。 

血凝素(Hemagglulinin, HA)蛋白是病毒表面的

主要糖蛋白之一, 属于主要的保护性抗原, 它不仅

可以诱导特异性中和抗体产生, 而且还可以刺激机

体产生细胞毒性淋巴细胞(CTL) 反应。另外, HA 在

病毒吸附、穿膜以及决定病毒的宿主特异性和致病

力方面均起着关键作用[11−12]。NA 基因编码的神经

氨酸酶(Neuramidinase, NA)蛋白是体液免疫的靶抗

原, 可诱导机体产生特异性抗体, 抗体具有免疫保

护作用[13−14]。 

本研究根据 HA、NA 蛋白亚型特异性的特点, 

利用大肠杆菌表达系统成功表达了 H9N2 病毒 HA、

NA 蛋白, 并对重组蛋白抗原性进行了初步评价, 为

血清流行病学调查及诊断试剂的开发打下了良好的

基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
禽流感病毒 H9N2 由中国疾病预防控制中心病

毒病所国家流感中心分离培养 ; 大肠杆菌 E. coli 

DH5α、E. coli BL21、E. coli Rosetta、DNA marker

为 北 京 标 凯 科 技 有 限 公 司 产 品 ; pET32a (+) 和

pGEX4T-1 载体为 Novagen 公司产品; pMD20-Ｔ载

体、蛋白 marker 为 TaKaRa 公司产品; 限制性内切

酶、T4 DNA 连接酶为 NEB 公司产品; DNA Ploy-

merase、Reverse Transcriptase 为 TaKaRa 公司产品; 

DNA 凝胶回收试剂盒、质粒 DNA 小量抽提试剂盒、

RNA 抽提试剂盒为北京标凯科技有限公司产品 ; 

Ni-NTAgrose 为 QIAGEN 公司产品; GSTrap 4B 亲和

层析柱为 GE 公司产品; 其他试剂为分析纯产品。 

1.2  方法 
1.2.1  禽流感病毒 H9N2 全基因组提取以及 HA、

NA基因的克隆: 病毒基因组的提取按病毒 RNA 提

取试剂盒说明书进行操作。根据 GenBank 中禽流

感病毒 H9N2 基因序列, 设计出针对 H9N2 HA 和

NA 大片段的引物。以提取的病毒 RNA 为模板, 在

逆转录酶的作用下逆转录 HA 和 NA 基因。操作步

骤为: 模板与引物 70°C 保温 10 min 后迅速在冰上

急冷 3 min, 瞬离再加入已混合好的 Buffer、dNTPs 

Mixture、RNase Inhibitor、Reverse Transcriptase 和

RNase free Water, 42°C 保温 1 h。再设计引物, 以逆

转录出的 1st-Stand 为模板 PCR 扩增 DNA, 反应条

件为: 95°C 5 min; 93°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2 min, 

30 个循环; 72°C 10 min。PCR 结束后, 经 1%琼脂

糖凝胶电泳鉴定阳性的片段用 1%琼脂糖凝胶电泳

分 离 , 用 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 纯 化 后 克 隆 至

pMD20-T 载体 , 转化大肠杆菌感受态细胞 DH5α, 
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PCR 鉴定, 阳性质粒送北京标凯科技有限公司进行

序 列 测 定 。 引 物 序 列 为 : H9-up: 5′-GCAGATA 
AAATCTGCAT-3′; H9-down: 5′-TTATATACAAATGT 
TGCATCTG-3′; N9-up: 5′-CCGACCCATCGAACAA 
T-3′; N9-down: 5′-TTATATAGGCATGAAATTGATAT 
TC-3′。 

1.2.2  HA、NA 蛋白抗原片段表达质粒的构建: (1) 

重组表达质粒 pET32a (+)/HA (截短)、pET32a (+)/NA 

(截短)的构建: 根据 HA、NA 蛋白基因阳性重组质

粒 的 测 序 结 果 , 设 计 引 物 (pET-H9-up: 5′-GAGAG 
GATCCGCAGATAAAATCTGCAT-3′; pET-H9-down: 
5′-GAGACTCGAGTATTTTCTGTCTTTCTAG-3 ′; 
pET-N9-up: 5′-GAGAGAATTCACCGACCCATCGAA 
CAAT-3′; pET-N9-down: 5′-GAGACTCGAGCCTGT 
TGATGCAGGTTTTTCCTTC-3′), 以 禽 流 感 病 毒

H9N2 蛋白基因阳性重组质粒(pMD20- T-HA/NA)为

模板进行 PCR 扩增, 反应条件为: 95°C 5 min; 93°C 

30 s, 55°C 30 s, 72°C 2 min, 30 个循环; 72°C 10 min。

PCR 扩增出尾部截短 150 bp 两端带有酶切位点和

保护碱基的 HA 和 NA 基因序列。经 1%琼脂糖凝

胶电泳分离, 胶回收纯化后双酶切, 与用同两种酶

双酶切的 pET32a (+)载体连接、转化大肠杆菌感受

态细胞 DH5α、挑单克隆扩大培养, PCR 鉴定出阳性

克隆。重组质粒 pET32a (+)/HA(截短)、pET32a (+)/ 

NA(截短)PCR 阳性克隆送北京标凯科技有限公司

测序。 

(2) 重组表达质粒 pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/NA

的构建: 根据 HA 蛋白基因阳性重组质粒的测序结

果 , 设 计 引 物 (GXT-H9-up: 5′-GAGAGGATCC 
GCAGATAAAATCTGCAT-3′; GXT-H9-down: 5′-GA 
GACTCGAGTTATATACAAATGTTGCATCTG-3′; 
GXT-N9-up: 5′-GAGAGAATTCACCGACCCATCGA 
ACAAT-3′; GXT-N9-down: 5′-GAGACTCGAGTTAT 
ATAGGCATGAAATTGATATTC-3′), 以 禽 流 感 病 毒

H9N2 蛋白基因阳性重组质粒(pMD20- T-HA)为模板

进行 PCR 扩增, 反应条件为 95°C 5 min; 93°C 30 s, 

55°C 30 s, 72°C 2 min, 30 个循环; 72°C 10 min。PCR

扩增出全长 HA 基因序列。经 1%琼脂糖凝胶电泳分

离, 胶回收纯化后双酶切, 与用同两种酶双酶切的

pGEX4T-1 载体 连接、转化 大肠杆菌感 受态细胞

DH5α、挑单克隆扩大培养, PCR 鉴定出阳性克隆。

重组质粒 pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/NA PCR 阳性

克隆送北京标凯科技有限公司测序。 

1.2.3  HA 、 NA 蛋 白 抗 原 片 段 的 表 达 : 阳 性

pET32a (+)/HA (截短)、pET32a (+)/NA(截短)质粒转

化 E. coli BL21 Star, 阳性 pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/ 

NA 质粒转化 E. coli Rosetta, 挑单克隆 , 接种入

5 mL 含相应抗生素的 LB 培养基中, 37°C、250 r/min

振摇过夜。次日将 5 mL 培养液转接入 500 mL 含相

应抗生素的 LB 培养基中, 37°C 振荡培养至吸光度

A600 = 0.6 时 , 加入 IPTG 至终浓度 1 mmol/L, 诱导

3 h, 离心收集菌体, 并用 PBS 洗 1 次, −40°C 冻融 2

次, 用 1/10 体积的 PBST (PBS, 0.5% Triton-X100, 

pH 7.4)悬浮菌体, 加 PMSF 至终浓度为 1 mmol/L, 

180 Hz 超声破碎细菌, 4°C、12000 r/min 离 30 min, 

分别收集沉淀和上清, SDS-PAGE 显示蛋白位于沉

淀中(也即包涵体表达)。 

1.2.4  表达产物的纯化: (1) pET32a (+)/HA (截短)、

pET32a (+)/NA (截短)重组质粒表达产物的纯化: 用

Ni-NTA agarose 按 QIAGEN 手册方法纯化包涵体, 

PBS 透析复性。(2) pGEX4T-1/NA 重组质粒表达产

物的纯化: 超声破碎后的沉淀溶于尿素中, 用 PBS

梯度稀释使其复性, 上 GSTrap 4B 亲和层析柱, 按

GE 手册方法纯化蛋白。 

1.2.5  纯化产物免疫学活性的鉴定: (1) ELISA 检

测: 以梯度稀释的表达重组蛋白抗原铺板, 梯度稀

释的兔抗禽流感病毒 H9N2 血清作为一抗, HRP 标

记的羊抗兔 IgG 为二抗, 进行 ELISA 检测, 并设空

白对照和免疫前小鼠血清为阴性对照 , 待测样本

OD 值大于阴性对照 OD 值 2 倍以上为阳性。(2) 

Western blotting 印迹检测: 以重组蛋白为抗原, 兔

抗禽流感病毒 H5N1 血清作为一抗, HRP 标记的羊

抗兔 IgG 为二抗, 进行 Western blotting 印迹检测, 

并设未诱导的 BL21/rosetta 为阴性对照。 

2  结果 

2.1  H9N2 病毒全基因组提取以及 HA、NA 基因

的克隆 
病毒 RNA 模板经逆转录及 PCR 扩增后, 琼脂

糖电泳显示分别得到 1700 bp 和 1400 bp 左右的条带

(图 1), 此条带与 T 载体连接转化后得到多个阳性克

隆, 测序结果分析, 此两条基因序列是 H9N2 病毒

的血凝素和神经氨酸酶基因。 
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图 1  HA 和 NA 基因的 PCR 扩增图 
Fig. 1  PCR for HA and NA 
注: M: DNA marker; 1: HA 基因 PCR 结果; 2: NA 基因 PCR 结果. 
Note: M: DNA marker; 1: PCR for HA gene; 2: PCR for NA gene. 

 
2.2  HA、NA 蛋白抗原片段表达质粒的构建 

PCR 产物经1%琼脂糖凝胶电泳分离 , 胶回收

纯化后, 上下游酶切位点双酶切, 同时也用同样的

酶处理 pET32a (+)载体和 pGEX4T-1载体 , 连接 , 

转化大肠杆菌 E. coli DH5α, 小量抽提质粒后进行

双酶切和 PCR 鉴定 , 电泳都显示出正确大小的条

带 (图 2和 图 3), 测 序 结 果 也 正 确 , 表 明 目 的 基 因

已经成功亚克隆到 pET32a (+)载体和 pGEX4T-1
载体上。  

 

 
图 2  重组表达质粒 pET32a (+)/HA(截短)、pET32a (+)/ 
NA(截短)的酶切及 PCR 鉴定 
Fig. 2  Enzyme digestion analysis of recombinant plasmid 
pET32a (+)/HA (Cut), pET32a (+)/NA (Cut) 
注: 1: pET32a (+); 2: pET32a (+) BamH I 单酶切; 3: pET32a (+)/ 
HA(截短); 4: pET32a (+)/HA(截短) BamH I 单酶切; 5: pET32a (+)/ 
HA(截短) BamH I/Not I 双酶切; 6: HA(截短)片段 PCR 产物; 7: 
pET32a (+)/NA(截短); 8: pET32a (+)/NA(截短) EcoR I 单酶切; 9: 
pET32a (+)/NA(截短) EcoR I/Xho I 双酶切; 10: NA(截短)片段

PCR 产物; M: DNA marker. 
Note: 1: pET32a (+); 2: pET32a (+) digested with BamH I; 3: 
pET32a (+)/HA (Cut); 4: pET32a (+)/HA (Cut) digested with 
BamH I; 5: pET32a (+)/HA (Cut) digested with BamH I and Not I; 
6: PCR for HA (Cut); 7: pET32a (+)/NA (Cut); 8: pET32a (+)/NA 
(Cut) digested with EcoR I; 9: pET32a (+)/NA (Cut) digested with 
EcoR I and Xho I; 10: PCR for NA (Cut); M: DNA marker. 

 

图 3  重组表达质粒 pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/NA 的酶切

及 PCR 鉴定 
Fig. 3  Enzyme digestion analysis of recombinant plasmid 
pGEX4T-1/NA 
注: 1: pGEX4T-1; 2: pGEX4T-1 BamH I 单酶切; 3: pGEX4T-1/HA; 

4: pGEX4T-1/HA BamH I 单酶切; 5: pGEX4T-1/HA BamH I /Xho I

双酶切; 6: HA 片段 PCR 产物; 7: DNA marker; 8: pGEX4T-1/NA; 
9: pGEX4T-1/NA EcoR I 单酶切; 10: pGEX4T-1/NA EcoR I/Xho I

双酶切; 11: NA 片段 PCR 产物. 
Note: 1: pGEX4T-1; 2: pGEX4T-1 digested with BamH I; 3: 
pGEX4T-1/HA; 4: pGEX4T-1/HA digested with BamH I; 5: 
pGEX4T-1/HA digested with BamH I and Xho I; 6: PCR for HA; 7: 
DNA marker; 8: pGEX4T-1/NA; 9: pGEX4T-1/NA digested with 
EcoR I; 10: pGEX4T-1/NA digested with EcoR I and Xho I; 11: 
PCR for NA. 

 
2.3  HA、NA 蛋白抗原片段的表达 

质 粒 转 化 表 达 菌 E. coli  BL21/rosetta ,  经

1 mmol/L IPTG 诱导 3 h 后, SDS-PAGE 电泳检测, 可

见特异性表达带, 分子量与预期大小相同。可溶性

分析显示此蛋白为包涵体形式表达。 

2.4  表达产物的纯化  
2.4.1  pET32a (+)/HA(截短)、pET32a (+)/NA(截
短)重组质粒表达产物的纯化: 用 Ni-NTA agarose

亲和层析柱纯化包涵体, 在 8 mol/L 尿素(pH 4.5)

洗 脱 时 Bradford 试 剂 有 强 烈 的 颜 色 变 化 , 经

SDS-PAGE 检 测 , 表 明 目 的 蛋 白 得 到 纯 化 , 其

中表达蛋白纯度占总蛋白的 90%以上 , 浓度约为

3 g/L (图 4 和图 5)。纯化后的蛋白经 PBS 透析复性

后保存。 

2.4.2  pGEX4T-1/HA、pGEX4T-1/NA 重组质粒表

达产物的纯化: 超声破碎后的沉淀溶于尿素中, 用

PBS 梯度稀释使其复性, 上 GSTrap 4B 亲和层析柱, 

在 10 mmol/L 还原型谷胱甘肽洗脱时 Bradford 试剂

有强烈的颜色变化, 经 SDS-PAGE 检测, 表明目的

蛋白得到纯化, 其中表达蛋白纯度占总蛋白的 90%

以上, 浓度为约 3 g/L。 
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图 4  HA 重组蛋白的表达和纯化 
Fig. 4  Expression and purification of HA 
注: M: 蛋白质 marker; 1: 未经 IPTG 诱导的 BL21; 2: IPTG 诱导后

的 BL21; 3: 超声破菌后上清; 4: IPTG 诱导后的不可溶蛋白; 5: 纯

化后的蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1: BL21 before IPTG induction; 2: BL21 
after IPTG induction; 3: Ultrasonic supernatant after IPTG induc-
tion; 4: Crude extract of infusibility protein; 5: Purified recombi-
nant protein. 
 

 

图 5  NA 重组蛋白的表达和纯化 
Fig. 5  Expression and purification of NA 
注: M: 蛋白质 marker; 1: 未经 IPTG 诱导的 BL21; 2: IPTG 诱导后

的 BL21; 3: 超声破菌后上清; 4: IPTG 诱导后的不可溶蛋白; 5: 纯

化后的蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1: BL21 before IPTG induction; 2: BL21 
after IPTG induction; 3: Ultrasonic supernatant after IPTG induc-
tion; 4: Crude extract of infusibility protein; 5: Purified recombi-
nant protein. 
 

2.5  纯化产物免疫学活性的鉴定 
2.5.1  ELISA: 检测结果显示: 重组蛋白与兔抗禽

流感病毒 H9N2 血清有阳性反应, 提示表达的重组

蛋白与病毒自身蛋白有相似的免疫原性(数值略)。 

2.5.2  Western blotting: 结果显示重组蛋白与兔抗

禽流感病毒 H9N2 血清反应有特异性条带产生, 分

子量大小与预计一致(图 6 和图 7)。 

 

图 6  重组蛋白与兔抗禽流感病毒 H9N2 血清的 Western 
blotting 分析(截短) 
Fig. 6  Western blotting analysis recombinant protein and 
avian influenza virus H9N2 antiserum (Cut) 
注: Negative: BL21; M: 预染蛋白 marker; 1: NA 重组蛋白; 2: HA
重组蛋白. 
Note: Negative control: BL21; M: Prestained protein marker; 1: Re-
combinant protein NA; 2: Recombinant protein HA. 

 

 

图 7  重组蛋白与兔抗禽流感病毒 H9N2 血清的 Western 
blotting 分析(全长) 
Fig. 7  Western blotting analysis recombinant protein and 
avian influenza virus H9N2 antiserum (Full length) 
注: Negative: Rosetta; M: 预染蛋白 marker; 1: HA 重组蛋白; 2: 

NA 重组蛋白. 
Note: Negative control: Rosetta; M: Prestained protein marker; 1: Re-
combinant protein HA; 2: Recombinant protein NA. 

3  讨论 

禽流感病毒(Avian influenza virus, AIV)属于正

粘病毒科流感病毒属, 病毒基因组为分节段单股负

链 RNA 病毒, 基因组大约为 13.6 kb, 由大小不等的

8 个基因片段组成。编码 PB2、PB1、PB3 聚合酶、

血凝素(HA)、神经氨酸酶(NA)、核蛋白(NP)、基质

蛋白 M1 和离子通道蛋白 M2、非结构蛋白 NS1、

NS2 共 10 种不同的基因产物[15]。SIV 的 RNA 片段

4 和片段 6 分别编码血凝素 HA 和神经氨酸酶 NA, 

它们是流感病毒亚型分类的依据。目前己发现的流
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感病毒 HA 亚型 16 个, NA 亚型有 9 个[16−17]。A 型

流感病毒亚型众多易变, 且各亚型之间无血清学交

叉反应。 

研究表明, H9N2 亚型 AIVHA 基因是病毒表面

主要糖蛋白之一 , 以三聚体形式存在于囊膜表面 , 

HA 是 IV 感染宿主细胞的先决条件, 在病毒吸附、

穿膜以及决定病毒的宿主特异性和致病力方面均起

着相当关键的作用, HA 是 AIV 保护性免疫的主要抗

原, 它不仅可以诱导特异性中和抗体的产生, 而且

还可以刺激机体产生细胞毒性淋巴细胞(CTL)反应。

大肠杆菌表达系统不能识别和加工真核基因的信号

肽片段, 故笔者选择了去掉信号肽的 HA 基因进行

表达。HA 分为重链 HA1 与轻链 HA2 区; HA1 区与

宿主细胞表面的受体唾液酸结合, HA2 区与宿主细

胞表面发生膜融合从而使 IV 进入宿主细胞。所以, 

对 HA 蛋白的研究对防制 IV 侵入宿主细胞有重要的

作用[18−19]。 

神经氨酸酶(NA)是镶嵌在 A 型流感病毒双层类

脂膜上的表面糖蛋白之一 , 具有糖苷外切酶活性 , 

介导病毒对敏感细胞的侵染及协助子代病毒粒子的

成熟和释放, 与病毒的宿主嗜性及毒力有关。研究

表明, NA 作为一种重要的病毒表面抗原, 具有免疫

原性, 该重组蛋白免疫动物后能诱导机体产生特异

的抗体, 其诱导产生的抗体虽然不能完全抵御强毒

攻击, 但可降低机体内的病毒复制水平, 减轻临床

症状。用 NA 蛋白成分辅以全病毒灭活疫苗免疫机

体后可相应地提高 HA 及 NA 抗体效价, 并可在一定

程度上增强对异源毒株攻击的保护性。目前, NA 蛋

白在诱导免疫力方面的作用, 特别是在交叉保护性

方面的功能已成为研究的热点[20−21]。 

禽流感病毒的流行范围遍及全球且目前尚无有

效地预防措施, 因此, 禽病毒基因工程疫苗和快速

诊断试剂的研制有着广阔的前景。近年来, 随着血

清学实验技术的发展, 有几项技术常用于禽流感的

监测和诊断 , 如用血凝抑制(HI)试验检测抗血凝素

(HA)的抗体 , 用琼脂免疫扩散(AGP)试验检测抗核

蛋白的抗体, 其他还有病毒中和、补体结合、神经

氨酸酶抑制和单辐射溶血等方法。国外已对检测禽

流感抗体的 ELISA 方法进行了不少研究。我国对禽

流感的研究起步较晚, 虽然已先后建立了 AGP、HI

和 RT-PCR 等检测技术, 但其抗原来自于经纯化、浓

缩的完整病毒, 获得该抗原存在的问题是: 完整病

毒不易生产、纯化、成本较高, 且存在感染性和容

易散毒, 在应用中存在局限性。 

本研究应用原核表达系统具有成本低, 操作简

单 , 生产周期短 , 适于大规模生产 , 并且表达的蛋

白易于纯化等优点[22]。利用基因工程手段将 HA、

NA 基因的信号肽缺失掉, 采用两种原核表达载体: 

pET32a (+)载体和 pGEX4T-1 载体表达缺失信号肽

的 HA 和 NA 基因, 结果表明: 不同表达系统中蛋白

表达水平相差大, pET32a (+)/BL21 中没有得到表达, 

pGEX4T-1/rosetta 中获得较高表达 , 说明所选择的

载体系统会影响蛋白基因的表达。pET32a (+)/BL21

体系不表达, 推测可能是因为其尾部序列与头部序

列会形成复杂的二级结构 , 阻碍蛋白翻译的起始 , 

故决定分别切去头部和尾部约 150 bp 序列试表达, 
因此基因为结构蛋白, 一般 7 个氨基酸即可形成一

个抗原决定簇, 故切去头部或尾部小段片段不会影

响免疫活性, 结果截短头部还是未表达, 截短尾部

获得了高效表达 , 说明主要还是尾部序列影响表

达。采用 pGEX4T-1 载体表达缺失信号肽的 HA 和

NA 基因, 结果 HA 和 NA 都获得了高效表达。 

免疫学鉴定确定其具有较好的免疫反应性, 后

续的试验将利用此重组蛋白进行单克隆抗体和免疫

学快速检测试剂的研制, 本工作为研制开发相关的

诊断试剂和基因工程疫苗打下了基础。 
致谢 : 对“人禽流感阻断技术研究课题组”全体人
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