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〔摘 要 〕 利用
一

技术扩增 出不含信号肤的猪瘟病毒石 门株的 基 因
,

将其克隆到
一 一

载体上
,

用 “ 和 耐 狠 进行双酶切
,

回收 目的基 因
。

将 目的基因克隆到表达载体质粒
一

中
,

获得

重组质粒
。, ,

用 。〕
转化大肠杆菌

,

诱导含重组质粒
。

的大肠杆菌
矛

表达 基因蛋

白
,

研究 蛋白与猪瘟阳性血清反应的特异性
。

结果表明
,

受体菌诱导后能表达 基因蛋白
,

所表达的 蛋白能

与猪瘟阳性血清发生特异性很强的反应
。
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猪瘟
,

是 由猪瘟病

毒 引起 的高度接触性传染病
,

给养猪业造

成了巨大的经济损失
。

它的发生与免疫程序有着密

切关系
。

哺乳仔猪在哺乳期由母乳获得母源抗体
,

仔

猪母源抗体的水平与泌乳母 猪免疫抗体 的水平有

关
。

检测猪瘟疫苗免疫猪抗体效价的高低是有效防

治猪瘟 的重要措施
,

血清学检测猪瘟病毒抗体是疫

苗免疫猪抗体水平监测的主要手段
,

也是诊断猪瘟

的重要工具川
。

目前
,

用于 抗体检测的主要方

法是
,

但是 国内 所用 的抗原均为完

整病毒
,

不易生产和纯化
,

且存在感染性 「 〕。

猪瘟病

毒 基 因编码 的 囊膜糖蛋 白是引起动物产

生保护性免疫的主要抗原蛋 白
,

与完整 的 相

比
,

糖 蛋 白无 感 染 性
,

而 且 易 于 生 产 和 纯

化
‘ 〕,

是替代完整 抗原的理想抗原
。

本研究

通过诱导含 基因的大肠杆菌 来表达

糖蛋 白
,

并检测 糖蛋 白与 阳性血清反应

的特异性
,

为建立 以基 因表 达 蛋 白为检测抗 原 的

诊断方法奠定基础
。

材料与方法

材 料

猪瘟病毒石 门株猪脾组 织 毒 猪瘟病毒石

门株购于 中国兽药监察所
,

将猪瘟病毒石 门株接种

于健康猪进行复壮增殖
,

待猪发病出现典型症状时
,

取病猪脾脏一小块
,

充分剪碎后置乳钵中研磨
,

随后

加人 倍量的 液制成乳液后备用
。

菌株与质粒 大肠杆菌 和 均

由西北农林科技大学保存
、 一

质粒购 自

公司
。

试 剂 ⑧ 试剂盒购

自 公 司 反转 录酶及反转 录试剂
、

了 ,

聚合酶
、

酶抑制剂
、 一 一

载体
、

限制性内切酶
、

连接酶
、

蛋 白分子量标准
,

均购 自 公 司 纯化试剂盒购 自 公

司 购 自 公 司 硝 酸 纤 维 素 膜 购 自

公 司 阳性血清

和辣根过氧化物酶标记 的兔抗猪 为西北农林

科技大学制备
。

方 法

引物 的设计及合成 参照 石 门株序

列 〕设计 条引物
,

其 中正负链各 条
,

由大连宝

生物工程有 限公 司合成
,

引物序列
、

位置及长度见

表
。

提取 参照 ⑧ 一
,

试剂盒的说明操作
。

一

和 扩 增 取 提取 的
拼 碑 ,
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预 热

一 一
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,

后加人 倍的反转录缓冲液

拜 , “ , “ ,

反应
。

基因

的 和 扩增
。

取反转录产物 拼 ,

倍的

缓 冲液 拜 , 拜 , 拼 ,

引物

和 各 拜 ,

酶 拼 ,

加水至

川 进行扩增
。

反应条件为 热变性

, , ,

个循环 延

伸
。

套式扩增 时
,

取上述 扩增产

物 拜 ,

加入引物 和 各 拌
碑 ,

反应

条件为 热变性
, ,

,

个循环 延伸
,

其余条件

及步骤均同
,

纯化回收 产物
。

表 引物的序列
、

位工及长度
,

编号
二

序列 位置 长度

‘ 二 ‘

‘ 二 二
,

’ 」 ‘ 二 分二理 ‘

二
‘ 〔二

‘

猪疽病毒石 门 株 基 因与
一

重组表达质拉 的构建 将纯化回收的 产物与
一 一

载体相 连接
,

转化大肠 杆 菌

感受态细胞
,

获得阳性质粒
。

用 和 皿

双酶切阳性质粒
,

纯化回收 目的片段
,

并与经

和 皿 双酶切 的
, 一

连接
,

获得 自

组质粒 , 。〕 。

表达 质粒
, 一

和 重组质 粒 〔,

转 化 受体 菌 用 表 达 质粒

和 重 组 质 粒
〔,

分别 转 化 大肠 杆 菌

感受态细胞
,

将转化菌涂布于含氨节的 琼

脂平板上
,

过夜培养后小量制备质粒川
,

分别鉴定含

表达质粒 , ‘ , 一

和重组质粒
。

的

重组菌
。

重 组 质粒在 大 肠 杆 菌 中的 表达 挑取 含
〕

的 单 个 转 化 菌 接 种 于 含

“ 氨节青霉素的 培养液 中
,

摇床培养过夜后
,

取 拌 培养物接种于

又 培养液中
,

于 培养
,

当
。。

达 时
,

加 至其终浓度为
,

继续培养
,

分别在
,

时收菌
。

同时
,

诱

导培养含
, 一

的受体菌
。

表达 产物 的
一

鉴 定 收取 的含
〔, 和

一

菌液离心后弃上 清
,

用

液悬浮后加人等体积的
一

上样缓

冲液
,

于沸水 中煮
,

进行
一

电泳
,

一 后染色
,

脱色后分析
。

电泳条件为 积层胶浓

度
,

分离胶浓度
,

每个加样孔上样 川

样品在积层胶中电压
,

在分离胶中电压
。

表达产物 的 鉴定 样品的处

理及电泳参照 的方法
。

将预先在转移缓冲液

中浸泡 的滤纸
、

海绵和 膜按 层海绵
、

层

滤纸
、

凝胶
、

膜
、

层滤纸
、

层海绵依次放人塑

料夹中
,

转移
。

转移结束后
,

取出 膜
,

剪下 与 个加样孔
,

氨基黑染色观察转移

的效果
。

膜用封闭液浸泡过夜
,

用 洗涤

次
,

加人猪瘟阳性血清
,

于 结合 后用

洗涤 次
,

加人辣根过氧化物酶标记的兔抗豚 鼠二

抗
,

结合
,

洗涤 次
,

显色
。

结果与分析

猪疽病毒石门株 基因的克隆

由图 可见
,

扩增产物的片段大小与预测

的大小相符
。

产物与
一 一

载体连接

后
,

阳性质粒 鉴定
、

酶切出大小相符的片段
。

皿组质粒 的表达及醉切鉴定结果

以
、 ,

为 引 物
,

以 重 组 质 粒
、〕

为模板进行 扩增
,

扩增 出与预测大小相

符 的片段
,

酶切鉴定产物电泳结果见 图
。

另外
,

图 中还 出现 个小片段
,

这可能是引物二

聚体条带或引物的非特异性扩增条带
,

对试验并无

影响
。

重组质粒 〕 的测序结果证 明
,

猪瘟病

毒石 门株 基 因插人的位置
、

大小和读码框均正

确
。
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尸、﹄护︸︸,矛心,‘,且

了污七

图 产物的凝胶电泳结果

标准
,

以
、

为引物 扩增产物

蛋 白的
一

和 检测
、〕 和

一

转化
、

诱导的

菌体蛋白
一

的电泳结果见图
。

图 结果

表明
,

在约 出现额外条带
,

与预测的重组融合

蛋 白大小相符
。

由此可见
,

构建重组质粒转化

图 重组质粒
、。 和酶切鉴定

标准 重组质粒 ‘,

的 鉴定 重组质粒 。‘ 的酶切鉴定

〕

一》

菌经诱导后能表达猪瘟病毒 基因蛋 白
。

检测结果见图
。

从 图 可 以看

出
,

诱导菌体蛋 白约在 有 明显的特异性条带
,

而对照无该条带
。

因此
,

重组蛋白经纯化后可作为诊

断抗原
,

用于诊断猪瘟
。

一

一

一

一

一

图 表达蛋 白的
一

检测结果

标准分子量蛋白 , , 一

转化

诱导后
, ‘, 转化

诱导后
,

一

一 ’

,

,

讨 论

本研究发现
,

用直接酶切 产物的方法获得

图 表达蛋白的 检测结果

标准分子量蛋白 ‘ 一

转化

诱导后
, , 、 转化

诱导后
,

, 一

, 》

,

带粘性末端的 目的基因
,

无法通过电泳检测 产

物是否切开
,

将其与表达质粒连接后很难获得 阳性

克隆
。

而利用
一 一

载体可解决这一问题
,
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即将 产物连接到 载体上
,

再进行酶切
,

可切

出带粘性末端的 目的基因
,

且特异性很高
,

可通过电

泳进行检测
。

本试验成功地获得 了猜瘟病毒 基 因编码的

蛋 白
。

该蛋 白可 以与 阳性血清结合
,

因此
,

蛋 白可 以代替完整病毒粒子作为检测用 的标准抗

原
,

用来检测猪瘟疫苗免疫猪抗体的效价高低
,

为有

效防治猪瘟提供 了有力的工具
,

表达产物带有 个

组氨酸残基
,

可用带有杭组氛酸扰体的亲合层析柱

方便地纯化表达产物
。
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