
书书书

第
!"

卷
!

第
!

期

#$%&

年
!

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

'()*+,-(./(*0123405678+9:3*490

;

!

/,0<=>9<?@<

"

A(-<!" /(<!

5

B

*<#$%&

网络出版时间#

#$%&C$%C%$

!

%"

#

%" DEF

#

%$<%G#$H

$

I

<>+J9<

I

+2,.)<#$%&<$!<$$%

网络出版地址#

100

B

#$$

J+4<>+J9<+30

$

J>K4

$

@30,9-

$

"%<%GL$<=<#$%&$%%$<%"%!<$$#<10K-

!"#$%&'&()%!

株
*%

蛋白表达及其

多克隆抗体的制备

!

%收稿日期&

!

#$%HC$#C$"

!

%基金项目&

!

国家自然科学基金青年基金项目!

G%%$%&GH

"'衡阳师范学院引进人才专项!

%"D#$

"'湖南省教育厅优秀青年项目!

%HM$!%

"

!

%作者简介&

!

唐青海!

%L&#N

"(男(湖南祁阳人(讲师(博士(硕士生导师(主要从事生物制药与疫苗工程研究)

?CK,9-

#

O

9+

P

1,90,+

P

%$L

!

%#"<>(K

!

%通信作者&

!

杨
!

海!

%LH&N

"(男(湖南浏阳人(副教授(硕士生导师(主要从事生物药物研究)

?CK,9-

#

#H$H!L!LL

!OO

<>(K

唐青海%

!李晓蓉#

!杨
!

海%

!黎
!

露%

!陈果亮%

!何丽芳%

!刘
!

最%

!王芳宇%

!

%

衡阳师范学院 生命科学与环境学院 生物药物研究所衡阳师范学院湖南益豚生态农业有限责任公司联合研究中心(

湖南 衡阳
!#%$$&

'

#

中国科学院 武汉病毒研究所(湖北 武汉
!G$$H%

"

!摘
!

要"

!

*目的+制备猪流行性腹泻病毒!
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RSCS3M%!

毒株
=%

蛋白的多克隆抗体(为
Q?DA

新流行毒

株诊断试剂盒和疫苗研制提供基础材料)*方法+利用
TUCQRT

扩增
Q?DARSCS3M%!

毒株
!%

基因(对序列特征进

行生物信息学分析(用
QRT

将
!%

基因截成不同片段!
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,
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,

!%$
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!%$%%

和
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"(分别克隆至原核表达载体
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?U#&,

(转化
MV#%
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D?G

"构建重组表达菌株'用
FQUW

诱导重组蛋白表达(并进行
=D=CQ5W?

和
X3403*+Y-(009+

P

鉴

定)将表达蛋白与佐剂乳化制备免疫原免疫兔多克隆抗体(

X3403*+Y-(009+

P

和免疫过氧化物酶单层细胞染色法!

FQC

Z5

"检测抗体的免疫活性)*结果+

Q?DA!%

,
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!%$%%

和
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片段长度依次为
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和
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)系统进化树表明(

RSCS3M%!

株与
#$%$

年以来的
##

个新流行毒株亲缘关系较近(而与经典疫苗株

RAHHH

,

,003+),03@DT%G

亲缘关系较远)成功截短表达了
=%

蛋白不同区段
=%5

,

=%M

和
=%RC%

重组蛋白!

*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

"(且蛋白均以包涵体形式表达)制备了抗
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

蛋白的多克隆抗体(其与这
G

种蛋白反应

良好(且抗
*=%5

重组蛋白的多克隆抗体
X3403*+Y-(009+

P

效价为
%\G#$$$
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FQZ5

结果显示(该抗体能与
Q?DARSC

S3M%!

毒株和经典疫苗毒株
,003+),03@DT%G

均发生特异性反应)*结论+成功克隆,表达了变异毒株
Q?DARSC

S3M%!

的
!%

基因(所制备的
=%

蛋白多克隆抗体具有良好的免疫活性)
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猪流行性腹泻 !
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"是由猪流行性腹泻病毒!
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,**13,:9*)4
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Q?DA

"引起的以水样腹泻,呕吐及脱

水为主要特征的急性肠道传染病)经典
Q?DA

毒

株感染以地方性流行为主要特点%

%

&

(而自
#$%$

年以

来(我国陆续出现新的
Q?DA

流行毒株(其表现出

传播快,流行范围广,发病率和死亡率高等特点%

#C[

&

)

#$%G

年
!

月
Q?D

疫情在美国爆发并迅速传播(给

养猪业造成了巨大的损失%

"CH

&

)我国的
Q?DA

新毒

株无论是在致病性还是流行特点方面都与以往的毒

株有所不同(基因差异程度较大%

&C%$

&

(美国
Q?DA

新

流行毒株与我国
#$%%N#$%#

年流行的部分毒株基

因同源性达
LLc

以上%

H

&

(韩国也分离到基因型与美

国流行株同源性高度相似的毒株%

%%

&

)尽管不同国

家和地区分离的
Q?DA

新毒株的基因序列有所差

异(但它们都处在同一个遗传分支上(而以往的

Q?DA

毒株处在另外一个遗传分支上'相对经典毒

株(新流行毒株的主要抗原基因出现较大范围的插

入,缺失和点突变(这表明新流行毒株发生较大变

异(给
Q?D

的防治提出了新的挑战)

Q?DA

是一种冠状病毒(其基因组为具有感染

性的单股正链
T/5

(编码
!

种主要的结构蛋白(分

别是纤突蛋白!

=

",膜蛋白!

Z

",小膜蛋白!

?

"和核

衣壳蛋白!

/

"

%

%#

&

)其中
=

蛋白位于病毒粒子表面(

可以划分为
=%

!第
%NH&L

位氨基酸"和
=#

!第
HL$N

%G&G

位氨基酸"两个功能区(其中
=%

结构不仅含有

介导病毒侵入机体细胞的受体结合域(还拥有介导

机体产生中和抗体的抗原表位(在病毒与宿主细胞

膜融合入侵和诱导中和抗体产生的过程中起关键作

用%

%GC%!

&

(故
=%

蛋白被认为是免疫诊断制剂,治疗性

卵黄抗体和亚单位疫苗开发的理想靶标%

%[C%L

&

)为研

究本课题组
#$%!

年从河北某猪场分离的
Q?DA

RSCS3M%!

毒株的特点和致病机理(丰富国内

Q?DA

新毒株的研究资料(本研究克隆表达了
RSC

S3M%!

株的
!%

基因(制备该蛋白的多克隆抗体(以

期为
=%

蛋白抗原表位精确定位,

Q?DA

诊断试剂盒

和基因工程疫苗研制提供基础材料)

%

!

材料与方法

%<%

!

材
!

料

%<%<%

!

细胞!毒株及试验动物
!

A3*(

细胞和

Q?DARSCS3M%!

毒株均由衡阳师范学院生物药物

研究所保存'

T(4300,

!

?DG

"和
MV#%

!

?DG

"原核表达

菌株感受态细胞(购自天根生化科技!北京"有限公

司'体质量
GJ

P

$只左右雌性新西兰大白兔(购自南

华大学实验动物中心)

%<%<#

!

主要试剂
!

Z?Z

培养基购自北京清大天

一科技有限公司'胎牛血清购自
W9Y9>(

公司'

U*9a(-

试剂和
STQC=Q5

酶标二抗(购自
F+:90*(

P

3+

公司'

原核表达载体
B

?U#&,

(购自
/(:,

P

3+

公司'

Q*9K3C

=>*9

B

0

UZ

"

%40=0*,+@>D/5=

;

+013494d90

,

Q*9K3C

=U5T

#

Ŵ VD/5 Q(-

;

K3*,43

高保真酶及内切

酶(均购自宝生物工程!大连"有限公司'胶回收纯化

试剂盒(购自
5b

;P

3+

生物技术有限公司'

Z()43

7
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单克隆抗体(购自武汉三鹰生物技术有限

公司'免疫佐剂
ZE/U5/FD?

UZ

F=5H%AW

(购自

=?QQFR

'

D5M

显色试剂盒(购自北京中杉金桥生物

技术有限公司'一站式
S94

标记蛋白质微量纯化套

装试剂盒(购自北京天恩泽基因科技有限公司'

Q?DA

阳性血清(由衡阳师范学院生物药物研究所

制备保存)

%<#

!

Q?DA

培养,

T/5

提取与第一链
>D/5

的

合成

A3*(

细胞使用含体积分数
&c

胎牛血清的

Z?Z

培养基培养(待细胞生长至
&$c

左右汇合时(

弃掉培养液(用
QM=

缓冲液洗涤后加入无血清的

Z?Z

培养基(补充胰蛋白酶至最终质量浓度为
G

$

P

$

KV

(按照
%\#$

!体积比"的比例接种
Q?DA

RSCS3M%!

毒株传代培养液(置于
GHe

,体积分数

[c RE

#

培养箱中培养
#!

%

H#1

)待
&$c

的细胞出

现病变时(反复冻融
G

次(采用
U*9a(-

试剂提取总

T/5

(利用
Q*9K3=>*9

B

0

UZ

"

%40=0*,+@>D/5=

;

+C

013494d90

中的随机引物进行第一链
>D/5

合成(具

体操作参照说明书进行)

%<G

!

引物的设计与合成

根据
W3+M,+J

中
Q?DA

基因组序列!

W3+M,+J

登录号#

']#&#L$L

"(用
Q*9K3*[<$

软件分别设计

!%

基因全长
QRT

扩增引物和截短片段扩增引物(

截短片段依次命名为#

=%5

,

=%M

,

=%R

,

=%RC%

和

=%RC#

(各片段相对位置如图
%

所示)引物由北京六

合华大基因科技股份有限公司合成(序列信息见表

%

)其中(引物
Q?DAC=%7

和
Q?DAC=#$HLT

用于

!%

全长扩增(

Q?DAC=%7

和
Q?DAC="$$T

用于

!%"

片段扩增(

Q?DAC="$%7

和
Q?DAC=%#$$T

用

于
!%#

片段扩增(

Q?DAC=%#$%7

和
Q?DAC=#$HLT

用于
!%$

片 段 扩 增(

Q?DAC=%#$%7

和
Q?DAC

=%H!"T

用于
!%$%%

片段扩增(

Q?DAC=%"GG7

和

Q?DAC=#$HLT

用于
!%$%#

片段扩增)

图
%

!

Q?DA!%

基因截短片段
!%"

,

!%#

,

!%$

,

!%$%%

和
!%$%#

示意图
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(
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(
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(
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P

3+3

表
%

!

Q?DA!%

基因及其截短片段的
QRT

扩增引物

U,Y-3%

!

Q*9K3*4.(*,K

B

-9.9>,09(+(.0*)+>,03@43

P

K3+04(.Q?DA!%

P

3+3Y

;

QRT

引物名称
Q*9K3*+,K3

引物碱基序列!

[f

"

Gf

"

Q*9K3*43

O

)3+>3

Q?DAC=%7 5RUFF"G$$5UW55WURUUU55RUU5RUURUWWUUW

Q?DAC="$$T 5RU""F$GGUU5URR5RUWUUWU55R5RUUUWURW

Q?DAC="$%7 5RUFF"G$$WWUUWUWRU5UWR55U5UWUUU5R

Q?DAC=%#$$T 5RU""F$GGUU5W5UW5R55UUURRRUW5RWW

Q?DAC=%#$%7 5RUFF"G$$5RR55WU5UWWUW5UWUUU5UWUR5

Q?DAC=#$HLT 5RU""F$GGUU55WR5RR5RU5WUW5R5UURUU555W

Q?DAC=%H!"T 5RU""F$GGUU5WU55UR5UU55R5W5UUWR55WWUW

Q?DAC=%"GG7 5RUFF"G$$W5R5RU5W5R55UUU5RR5UUUR5RUW

!!

注#

FF"G$$

为
#05S

&

限制性酶切位点(

""F$GG

为
>,.@

'

限制性酶切位点)

/(03

#

U13)+@3*-9+3@43

O

)3+>34

-

FF"G$$

.

,+@

-

""F$GG

.

,*30133+a

;

K3*3>(

P

+9a9+

P

49034.(*#05S

&

,+@>,.@

'

(

*34

B

3>09:3-

;

<

%<!

!

!%

基因的
QRT

扩增与重组原核表达载体的

构建

以第一链
>D/5

为模板(利用上述特异性引物

进行
QRT

扩增(反应体系和程序参照
Ŵ VD/5

Q(-

;

K3*,43

高保真酶说明书进行)

QRT

产物经

%<#c

琼脂糖电泳检测后(用
5b

;P

3+QRT

清洁试剂

盒纯化(进行双酶切(再经
5b

;P

3+QRT

清洁试剂盒

纯化后与载体
B

?U#&,

连接!连接前经
#05S

&

和

8

第
!

期 唐青海(等#

Q?DARSCS3M%!

株
=%

蛋白表达及其多克隆抗体的制备



>,.@

'

双酶切(及
5b

;P

3+QRT

清洁试剂盒纯

化"(构建重组原核表达载体(转化感受态细胞(其中

B

?U#&,CQ?DAC=%

同时转化
MV#%

!

D?G

"和
T(4300,

!

?DG

"感受态细胞(截短片段连接产物仅转化

T(4300,

!

?DG

"感 受 态 细 胞)挑 取 单 克 隆 进 行

#05S

&

和
>,.@

'

双酶切鉴定(选择阳性克隆进

行测序分析(所获得的重组表达载体分别命名为

B

?U#&,CQ?DAC=%

,

B

?U#&,CQ?DAC=%5

,

B

?U#&,C

Q?DAC=%M

,

B

?U#&,CQ?DAC=%R

,

B

?U#&,CQ?DAC

=%RC%

和
B

?U#&,CQ?DAC=%RC#

)

%<[

!

序列进化分析

利用
D/540,*

软件包中的
Z3

P

5-9

P

+

(对包括

疫苗毒株
RAHHH

,

,003+),03@DT%G

和近年来新流行

毒株在内的
G%

个毒株!各毒株信息见表
#

"的
!%

基

因进行序列分析'借助生物学软件
Z?W5[<$

(采用

最大值法,最小值法和邻近法绘制
RSCS3M%!

流行

株基因的系统进化树)同时用
D/540,*

对
RSC

S3M%!

株,

RAHHH

株,

,003+),03@DT%G

株,

ES&[%

株,

WDC%

株及
8=5

$

F(2,

$

%&L&!

$

#$%G

的氨基酸序

列差异进行分析)

表
#

!

Q?DA

参考毒株信息

U,Y-3#

!

F+.(*K,09(+(.*3.3*3+>3Q?DA40*,9+4

毒株
=0*,9+

!!!

来源
E*9

P

9+

!!

分离时间
U9K3 W3+M,+J

登录号
5>>3449(+/(<

RAHHH

瑞士
=290a3*-,+@ %LH& 57G[G[%%

RSC=

中国
R19+, %L&" '/[!H##&

=ZL&

韩国
=()01d(*3, %LL& W8LGHHLH

,003+),03@DT%G

韩国
=()01d(*3, #$$G ']$#G%"#

:9*)-3+0DT%G

韩国
=()01d(*3, #$$G ']$#G%"%

V̀ R

中国
R19+, #$$" ?7%&[LL#

'=#$$&

中国
R19+, #$$& dR%$L%!%<%

M'

中国
R19+, #$%%C$! '/&#[H%#

RS

$

7'/DCG

$

#$%%

中国
R19+, #$%%C$[ ']#&#L$L

5'%%$#

中国
R19+, #$%%C$[ '̂%&&![!

RSWDC$%

中国
R19+, #$%%C$# '̂#"%LG"

VR

中国
R19+, #$%%C$# '̂!&L%[[

'̀R̀!

中国
R19+, #$%%C$! '̂[#!%GH

WDC%

中国
R19+, #$%%C%# '̂"!H&!H

RS

$

Z̀D_

$

%%

中国
R19+, #$%%C$[ dR%L"#H"

WDC5

中国
R19+, #$%#C$# '̂%%#H$L

=DCZ

中国
R19+, #$%#C$# '̂["$H"%

5S#$%#

中国
R19+, #$%#C$[ dR#%$%![

RS

$

7'̀ C̀L

$

#$%#

中国
R19+, #$%#C$& dR%!$%$#

WDCM

中国
R19+, #$%# '̂$&&"L[

'=CS̀ #$%#

中国
R19+, #$%# dR#%$%!H

8=5

$

R(-(*,@(

$

#$%G

美国
8=5 #$%G d7#H#L#$

RS

$

WDẀ

$

#$%#

中国
R19+, #$%GC$G d7G&![$$

8=5

$

F(2,

$

%"!"[

$

#$%G

美国
8=5 #$%G d7![#G##

8=5

$

F+@9,+,

$

%H&!"

$

#$%G

美国
8=5 #$%G d7![#G#G

Z/

美国
8=5 #$%GC$" d7!"&H[#

8=5

$

F(2,

$

%&L&!

$

#$%G

美国
8=5 #$%G d7&$!$#&

RS_'%G$GG$

中国
R19+, #$%G d'$#$LG#

ES&[%

美国
8=5 #$%G d'GLLLH&

ES%!%!

美国
8=5 #$%G d'!$&&$%

d%!'M$%

韩国
=()01d(*3, #$%G d'"#GL#"

%<"

!

=

重组蛋白的诱导表达及
X3403*+Y-(009+

P

鉴定

将阳性重组表达菌株接种至新鲜
VM

培养基

中(于
GHe

下
#$$*

$

K9+

培养过夜(次日(按
%\[

!体积比"进行转接扩大培养
#1

(取样后加入终浓度

为
%KK(-

$

V

的
FQUW

(

GHe

下
#$$*

$

K9+

诱导
!1

(

将 重 组 表 达 载 体
B

?U#&,CQ?DAC=%

,

B

?U#&,C

Q?DAC=%5

,

B

?U#&,CQ?DAC=%M

,

B

?U#&,CQ?DAC

=%R

,

B

?U#&,CQ?DAC=%RC%

和
B

?U#&,CQ?DAC=%RC

#

所表达的重组蛋白分别命名为
*=%

,

*=%5

,

*=%M

,

*=%R

,

*=%RC%

和
*=%RC#

)取诱导和未诱导菌体(经

超声破碎!功率为
"[c

(超声
[4

(停
[4

"后(

&$$$

*

$

K9+

离心
%[K9+

(分别收集上清和沉淀(进行
=D=C

Q5W?

检测后(转印到
QAD7

膜上(用
#$

P

$

V

的脱

9

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



脂奶粉于
GH e

封闭
%1

(

QM=U

漂洗
G

次后与

Q?DA

阳性血清!

%\%$$

倍稀释"孵育
%1

(

QM=U

漂

洗
G

次(与
STQC=Q5

!

%\G$$$

倍稀释"孵育
%1

(

QM=U

漂洗后(用
D5M

显色试剂盒显色)

%<H

!

=

蛋白多克隆抗体的制备

获得的
=

重组蛋白采用一站式
S94

标记蛋白质

微量纯化试剂盒进行纯化(具体操作根据说明书进

行)纯化的蛋白等质量混合均匀后与免疫佐剂

!

ZE/U5/FD?

UZ

F=5H%AW

"按
G\H

!体积比"的比

例混合(充分乳化制成免疫原(采用皮下多点注射方

式免疫新西兰大白兔(每只免疫蛋白量为
%K

P

(分

别于首免后的
#%

和
[&@

(采用同样的免疫原以同样

的方式进行第
#

次和第
G

次免疫)三免后
H@

兔心

脏采血(制备血清)设未免疫兔作为阴性对照)

%<&

!

=

蛋白多克隆抗体活性鉴定

%<&<%

!

X3403*+Y-(009+

P

检测
!

纯化后的
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

包涵体蛋白经
=D=CQ5W?

电泳后(

转印到
QAD7

膜上(采用
X3403*+Y-(009+

P

检测多

克隆抗体与蛋白本身的反应活性(其中(一抗为所制

备的多克隆抗体!

%\#$$$

倍稀释",未免疫兔阴性

血清!

%\#$$$

倍稀释"(二抗为
%\[$$$

稀释的

STQC=Q5

)为了检测多克隆抗体的效价(选取

*=%5

作为抗原(利用
X3403*+Y-(009+

P

进行检测(

将多克隆抗体按初始
%\%$$$

倍稀释(在此基础上

按
#

倍比例倍比稀释到
%\"!$$$

倍(测定多克隆

抗体的效价)

%<&<#

!

与病毒的反应活性
!

采用免疫过氧化物酶

单层细胞染色法!

FQZ5

"检测抗体的反应活性)培

养
A3*(

细胞(待其长至
"$c

%

&$c

汇合度时(按培

养基
%

$

%$

体积比例分别接种
Q?DARSCS3M%!

和

,003+),03@DT%G

株(感染
!&1

后弃培养基(用体积

分数
G$c

丙酮
CQM=

固定
G$K9+

(干燥后加入
=%

蛋

白多克隆抗体!

%\%$$

倍稀释"(设未免疫阴性兔血

清!

%\%$$

倍稀释"作为对照(

GHe

孵育
%1

(

QM=

洗涤
G

次(加入
STQC=Q5

!

%\G$$$

倍稀释"(

GHe

孵育
%1

(

QM=

洗涤
G

次(加入
5?R

显色液(

GHe

孵

育
G$K9+

(弃去显色液加入去离子水终止反应(于

倒置显微镜下观察,判定结果)

#

!

结果与分析

#<%

!

Q?DA!%

基因及其截短片段的扩增

Q?DA!%

,

!%"

,

!%#

,

!%$

,

!%$%%

和
!%$%#

片

段
QRT

扩增产物经
%<#c

琼脂糖电泳检测(结果分

别在约
#$HL

(

"$$

(

"$$

(

&H&

(

[!L

和
!!HY

B

处得到了

特异性的扩增条带!图
#

"(与预期片段长度相符)

Z<DV#$$$D/5 Z,*J3*

'

%

%

"<

依次为
Q?DA!%

,

!%"

,

!%#

,

!%$

,

!%$%%

和
!%$%#

片段扩增产物

Z<DV#$$$D/5 Z,*J3*

'

%N",*3QRT

B

*(@)>04(.Q?DA!%

(

!%"

(

!%#

(

!%$

(

!%$%%,+@!%$%#

(

*34

B

3>09:3-

;

图
#

!

Q?DA!%

基因及其截短片段的
QRT

扩增

79

P

<#

!

5K

B

-9.9>,09(+(.Q?DA!%

P

3+3Y

;

QRT

#<#

!

Q?DA!%

重组原核表达载体的鉴定

重组载体
B

?U#&,CQ?DAC=%

,

B

?U#&,CQ?DAC

=%5

,

B

?U#&,CQ?DAC=%M

,

B

?U#&,CQ?DAC=%R

,

B

?U#&,CQ?DAC=%RC%

和
B

?U#&,CQ?DAC=%RC#

经

#05S

&

和
>,.@

'

双酶切(分别得到
#$HL

(

"$$

(

"$$

(

&H&

(

[!L

和
!!HY

B

大小条带!图
G

"(与预期结

果一致(序列测定分析表明读码框正确无误)

#<G

!

Q?DA!%

基因序列进化分析

为进一步分析
RSCS3M%!

流行株与其他毒株

在遗传进化上的关系(应用
Z?W5[<$

软件将该毒

株的
!%

基因与国内外已发表的毒株建立遗传进化

树(结果表明(

RSCS3M%!

流行株与
#$%$

年以后的

流行毒株如
RS

$

7'/DCG

$

#$%%

处于同一分支(均属

于基因
&

群(与处于
"

群的经典疫苗株
RAHHH

,

,0C

:

第
!

期 唐青海(等#

Q?DARSCS3M%!

株
=%

蛋白表达及其多克隆抗体的制备



03+),03@DT%G

,

:9*)-3+0DT%G

,韩国株
=ZL&

亲缘

关系较远!图
!

")同属基因
"

群的两个不同的基因

群毒株在进化上明显处于不同分支(这表明近年来

流行的
Q?DA

毒株发生了显著变异)

Z<DV[$$$D/5 Z,*J3*

'

%

%

"

依次为重组载体
B

?U#&,CQ?DAC=%

,

B

?U#&,CQ?DAC=%5

,

B

?U#&,CQ?DAC=%M

,

B

?U#&,CQ?DAC=%R

,

B

?U#&,CQ?DAC=%RC%

,

B

?U#&,CQ?DAC=%RC#

的
#05S

&

和
>,.@

'

双酶切产物

Z<DV[$$$D/5 Z,*J3*

'

%N",*33+a

;

K3@9

P

3409(+

B

*(@)>04Y

;

#05S

&

,+@>,.@

'

(.*3>(KY9+,+0

B

-,4K9@

B

?U#&,CQ?DAC=%

(

B

?U#&,CQ?DAC=%5

(

B

?U#&,CQ?DAC=%M

(

B

?U#&,CQ?DAC=%R

(

B

?U#&,CQ?DAC=%RC%,+@

B

?U#&,CQ?DAC=%RC#

(

*34

B

3>09:3-

;

图
G

!

Q?DA!%

及其截短片段重组原核表达载体的双酶切鉴定

79

P

<G

!

F@3+09.9>,09(+(.Q?DA!%>(K

B

-303,+@0*)+>,03@.*,

P

K3+04*3>(KY9+,+0

B

*(J,*

;

(09>

3b

B

*3449(+

B

-,4K9@4Y

;

@()Y-33+a

;

K34@9

P

3409(+

图
!

!

Q?DA!%

基因的系统发育树

79

P

<!

!

Q1

;

-(

P

3+309>0*33(.+)>-3(09@343

O

)3+>34.*(K@9..3*3+0Q?DA!%

P

3+34

;
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!!

选取具有代表性的
Q?DA

毒株
=%

蛋白氨基酸

序列信息(采用
D/5=0,*

软件进行分析表明(

RSC

S3M%!

与
WDC%

,

8=5

$

F(2,

$

%&L&!

$

#$%G

毒株亲缘

关系很近(同源性分别为
L&<$c

和
L&<"c

)与

RAHHH

经典株,

,003+),03@DT%G

疫苗株的同源性

依次为
L$<Hc

和
L$<!c

)通过
=%

蛋白氨基酸序列

比对发现(

RSCS3M%!

株
=%

蛋白氨基酸序列不同区

域都存在明显突变(尤其在第
%N#!$

位氨基酸间突

变频率最高(在
[LN"#

位插入
]WA/

(在
%!$

位插

入
/

(而在
%[LN%"$

位缺失
TD

(此外还有大量氨基

酸发生了点突变!图
[

")

%<RSCS3M%!

'

#<RAHHH

!

57G[G[%%

"'

G<,003+),03@DT%G

!

']$#G%"#

"'

!<ES&[%

!

d'GLLH&

"'

[<WDC%

!

'̂ "!H&!H

"'

"<8=5

$

F(2,

$

%&L&!

$

#$%G

图
[

!

Q?DARSCS3M%!

株与参考毒株
=%

氨基酸序列对比分析

79

P

<[

!

R(K

B

,*94(+(.=%,K9+(,>9@43

O

)3+>34(.Q?DARSCS3M%!40*,9+,+@*3.3*3+>340*,9+4

<

第
!

期 唐青海(等#
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株
=%
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#<!

!

Q?DA=%

重组蛋白的原核表达与鉴定

将重组菌株经
FQUW

诱导目的蛋白表达(经

=D=CQ5W?

检测(

*=%5

的沉淀在
#[J)

处有一条明

显的蛋白条带(

*=%M

的沉淀在
#GJ)

处有一条明显

的蛋白条带(

*=%RC%

的沉淀在
#$J)

处有一条带(说

明这
G

个片段均以包涵体形式表达'

*=%

,

*=%R

和

*=%RC#

未诱导,诱导后的上清及沉淀蛋白中均无明

显特征条带!图
"

"(说明这
G

个区段未能表达(且

*=%

在
T(4300,

!

D?G

"菌种中亦无表达!结果在图中

未给出")

X3403*+Y-(009+

P

检测显示(抗
Q?DA

阳

性血清特异性识别
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

目的蛋

白(条带大小与预期大小相符!图
H

"(说明表达的重

组蛋白具有很好的反应原性)

Z<

蛋白
Z,*J3*

'

%<*=%

诱导沉淀!

MV#%

!

D?G

""'

#<*=%

诱导上清!

MV#%

!

D?G

""'

G<*=%

未诱导沉淀!

MV#%

!

D?G

""'

!<*=%

未诱导上清!

MV#%

!

D?G

""'

[<*=%5

诱导上清'

"<*=%5

未诱导上清'

H<*=%5

诱导沉淀'

&<*=%5

未诱导沉淀'

L<*=%M

诱导上清'

%$<*=%M

未诱导上清'

%%<*=%M

诱导沉淀'

%#<*=%M

未诱导沉淀'

%G<*=%R

诱导上清'

%!<*=%R

未诱导上清'

%[<*=%R

诱导沉淀'

%"<*=%R

未诱导沉淀'

%H<*=%RC%

未诱导上清'

%&<*=%RC%

未诱导沉淀'

%L<*=%RC%

诱导上清'

#$<*=%RC%

诱导沉淀'

#%<*=%RC#

未诱导上清'

##<*=%RC#

未诱导沉淀'

#G<*=%RC#

诱导上清'

#!<*=%RC#

诱导沉淀

Z<Q*(039+Z,*J3*

'

%<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

#<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

G<Q*3>9

B

90,03

(.+(+C9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

!<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

[<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%5

'

"<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%5

'

H<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%5

'

&<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%5

'

L<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%M

'

%$<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%M

'

%%<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%M

'

%#<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%M

'

%G<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%R

'

%!<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%R

'

%[<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%R

'

%"<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%R

'

%H<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=G%RC%

'

%&<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%RC%

'

%L<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%RC%

'

#$<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%RC%

'

#%<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%RC#

'

##<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%RC#

'

#G<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@

*=%RC#

'

#!<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%RC#

图
"

!

Q?DA=%

及其截短片段重组蛋白的
=D=CQ5W?

检测

79

P

<"

!

D303>09(+(.*3>(KY9+,+0

B

*(039+3b

B

*3449(+(.Q?DA=%,+@9040*)+>,03@.*,

P

K3+04Y

;

=D=CQ5W?

=
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Z<

蛋白
Z,*J3*

'

%<*=%

诱导沉淀!

MV#%

!

D?G

""'

#<*=%

诱导上清!

MV#%

!

D?G

""'

G<*=%

未诱导沉淀!

MV#%

!

D?G

""'

!<*=%

未诱导上清!

MV#%

!

D?G

""'

[<*=%5

未诱导上清'

"<*=%5

未诱导沉淀'

H<*=%5

诱导上清'

&<*=%5

诱导沉淀'

L<*=%M

未诱导上清'

%$<*=%M

未诱导沉淀'

%%<*=%M

诱导上清'

%#<*=%M

诱导沉淀'

%G<*=%RC%

未诱导上清'

%!<*=%RC%

未诱导沉淀'

%[<*=%RC%

诱导上清'

%"<*=%RC%

诱导沉淀

Z<Q*(039+Z,*J3*

'

%<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

#<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%

!

MV#%

!

D?G

""'

G<Q*3>9

B

90,03

(.+(+C9+@)>3@*=%

'

!<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%

'

[<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%5

'

"<Q*3>9

B

90,03

(.+(+C9+@)>3@*=%5

'

H<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%5

'

&<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%5

'

L<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@

*=%M

'

%$<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%M

'

%%<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%M

'

%#<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%M

'

%G<=)

B

3*+,0,+0(.+(+C9+@)>3@*=%RC%

'

%!<Q*3>9

B

90,03(.+(+C9+@)>3@*=%RC%

'

%[<=)

B

3*+,0,+0(.9+@)>3@*=%RC%

'

%"<Q*3>9

B

90,03(.9+@)>3@*=%RC%

图
H

!

Q?DA=%

及其截短片段重组蛋白的
X3403*+Y-(009+

P

鉴定

79

P

<H

!

F@3+09.9>,09(+(.*3>(KY9+,+0

B

*(039+3b

B

*3449(+(.Q?DA=%,+@9040*)+>,03@.*,

P

K3+04Y

;

X3403*+Y-(009+

P

#<[

!

Q?DA=%

包涵体蛋白的纯化

Q?DA=%

包涵体蛋白经一站式
S94

标记蛋白

质微量纯化试剂盒纯化后(用
=D=CQ5W?

电泳检测

结果显示(得到较高纯度的重组蛋白
*=%5

,

*=%M

和

*=%RC%

!图
&

")

Z<

蛋白
Z,*J3*

'

%<

纯化的
*=%5

包涵体'

#<

纯化的
*=%M

包涵体'

G<

纯化的
*=%RC%

包涵体

Z<Q*(039+Z,*J3*

'

%<Q)*9.93@*=%59+>-)49(+Y(@

;B

*(039+

'

#<Q)*9.93@*=%M9+>-)49(+Y(@

;B

*(039+

'

G<Q)*9.93@*=%RC%

9+>-)49(+Y(@

;B

*(039+

图
&

!

Q?DA*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

纯化后包涵体

蛋白的
=D=CQ5W?

检测

79

P

<&

!

D303>09(+(.

B

)*9.93@9+>-)49(+Y(@934(.Q?DA*=%5

(

*=%M,+@*=%RC%

B

*(039+4Y

;

=D=CQ5W?

#<"

!

Q?DA=%

蛋白多克隆抗体的活性检测

X3403*+Y-(009+

P

检测结果显示(

%\#$$$

倍稀

释的
Q?DA=%

蛋白多克隆抗体与重组蛋白
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

反应后分别在
#[

(

#G

和
#$J)

处出

现特异性条带!图
LC5

"(

%\#$$$

倍稀释的兔阴性

血清与目的蛋白均无特异性反应条带!图
LCM

"'为

了测定该多克隆抗体的效价(利用
*=%5

为抗原(采

用
X3403*+Y-(009+

P

进行检测(结果表明(

%\G#$$$

倍稀释的多抗与
*=%5

重组蛋白反应后在
#[J)

处

仍有微弱的特异性条带(

%\"!$$$

倍稀释多抗与

*=%5

反应后无条带!图
LCR

"(表明所制备的多克隆

抗体对
*=%5

蛋白的
X3403*+Y-(009+

P

效价为
%\

G#$$$

)鉴于所制备的多克隆抗体在
%\#$$$

倍稀

释时与重组蛋白
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

均有良好的

反应性(说明在一般的检测应用中(这个滴度抗体的

效价已经足够(因此本试验未对所制备的混合型抗

体对
*=%M

和
*=%RC%

的效价进行进一步检测)

FQZ5

结果显示(多克隆抗体!

%\%$$

倍稀释"

分别与
Q?DARSCS3M%!

毒株和
,003+),03@DT%G

毒株感染的
A3*(

细胞呈特异性反应(感染病毒的细

胞质呈棕红色(兔阴性血清!

%\%$$

倍稀释"与这
#

种病毒感染细胞均无特异性反应!图
%$

")

>

第
!

期 唐青海(等#

Q?DARSCS3M%!

株
=%

蛋白表达及其多克隆抗体的制备



5

,

M<

分别为
%\#$$$

倍稀释的多克隆抗体,未免疫兔阴性血清与重组蛋白
*=%5

!

%

",

*=%M

!

#

"和
*=%RC%

!

G

"反应'

R<

重组蛋白
*=%5

与倍比稀释!

!

%

%$

分别为
%\%$$$

(

%\#$$$

(

%\!$$$

(

%\&$$$

(

%\%"$$$

(

%\G#$$$

(

%\"!$$$

倍"的多克隆抗体反应'

Z<

蛋白
Z,*J3*

5

(

M<T,YY90

B

(-

;

>-(+,-,+09Y(@

;

,

P

,9+40Q?DA=%,+@+(+C9KK)+9a3@*,YY9043*)K

!

@9-)03@,0%\#$$$

"

*3,>03@

2901*3>(KY9+,+0

B

*(039+*=%5

!

%

"(

*=%M

!

#

"

,+@*=%RC%

!

G

"'

R<R()

B

-9+

P

@9-)03@*,YY90

B

(-

;

>-(+,-,+09Y(@

;

!

!N%$<%\%$$$

(

%\#$$$

(

%\!$$$

(

%\&$$$

(

%\%"$$$

(

%\G#$$$,+@%\"!$$$

(

*34

B

3>09:3-

;

"

,

P

,9+40Q?DA=%*3,>03@2901*3>(KY9+,+0*=%5

B

*(039+

'

Z<Q*(039+Z,*J3*

图
L

!

Q?DA=%

蛋白多克隆抗体活性和效价的
X3403*+Y-(009+

P

检测

79

P

<L

!

F@3+09.9>,09(+(.,>09:90934,+@0903*4(.

B

*3

B

,*3@

B

5Y,

P

,9+40Q?DA=%

B

*(039+Y

;

X3403*+Y-(009+

P

图
%$

!

Q?DA=%

蛋白多克隆抗体与不同毒株反应活性的
FQZ5

法检测

79

P

<%$

!

F@3+09.9>,09(+(.,>09:90934(.

B

*3

B

,*3@*,YY90,+09CQ?DA=%

B

5Y2901Q?DA@9..3*3+040*,9+4Y

;

FQZ5

G

!

讨
!

论

近年来(

Q?DA

病毒持续变异(目前已经有多个

Q?DA

新毒株的全基因组序列被测定(其致病性和

传播能力也引起广泛关注(

Q?DA

流行株与传统

RAHHH

疫苗株相比(在基因水平上发生了很大变

异%

%G

(

#$C##

&

)本试验将
RSCS3M%!

流行株的
=%

基因

与国内外已发表的
G%

株
Q?DA!%

基因序列进行了

比对分析发现(

RSCS3M%!

流行株与经典疫苗株

!

RAHHH

,

,003+),03@DT%G

",

:9*)-3+0DT%G

,

=ZL&

韩国株,美国株
ES&[%

及
#$%$

年以前分离的部分

中国株!

V̀ R

,

RSC=

,

'=#$$&

"在进化上明显处于不

同分支(而与
#$%$

年以后的流行毒株处于同一分

支(这表明近年来
Q?DA!%

基因发生了显著变异(

这可能是由于疫苗的长期使用促使
Q?DA

在免疫

压力下发生变异)同源性分析结果表明(

RSC

?@
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S3M%!

与
WDC%

,

8=5

$

F(2,

$

%&L&!

$

#$%G

毒株
!%

基因编码的氨基酸同源性在
L&<$c

以上'而与

RAHHH

经典株,

,003+),03@DT%G

疫苗株和被称为

-过渡毒株.的
ES&[%

株%

#GC#!

&

!%

基因编码氨基酸序

列的同源性仅为
L$c

%

LGc

)相比于
RAHHH

经典

株,

,003+),03@DT%G

疫苗株(

RSCS3M%!

株
!%

基因

氨基酸序列不同区域都存在明显突变(尤其在靠近

/

端的前
#!$

位区段的氨基酸突变频率最高(其他

位点也有不同程度的突变,插入或缺失)近年来研

究发现(不同分离株
Q?DA!

基因
/

端区域存在较

高变异性%

#[C#"

&

(该区段外部结构域有介导机体产生

中和抗体的抗原表位及与宿主细胞表面大分子结合

的受体结合域(故氨基酸序列的突变(可能导致抗原

表位也发生变异(这也可能导致现有商品化的

Q?DA

疫苗株产生的抗体不能高效或完全中和新流

行毒株(从而导致该病的大面积流行)

鉴于
Q?DA=

蛋白
=%

区含有病毒重要的中和

表位区(本研究采用原核表达系统对
Q?DA*=%

及

截短片段!

=%5

,

*=%M

,

*=%R

,

*=%RC%

,

*=%RC#

"进行表

达(

=D=CQ5W?

结果显示(

*=%

全长在
MV#%

!

D?G

"

菌株和能够提供密码子的
T(4300,

!

D?G

"菌株中均

未表达(

*=%5

,

*=%M

成功表达(而
*=%R

片段仍未

表达(将
*=%R

片段分为
*=%RC%

和
*=%RC#

两段(结

果仅
*=%RC%

获得表达(这表明
!%

基因内可能存在

跨膜结构(且跨膜结构在
!%$%#

区域内)这些截短

片段编码蛋白均以包涵体形式表达(

X3403*+Y-(0C

09+

P

检测表明(重组蛋白能够与抗
Q?DA

阳性血清

反应)

FQZ5

鉴定结果显示(采用
*=%5

,

*=%M

和

*=%RC%

重组蛋白联合免疫兔制备的多克隆抗体不

仅能够识别重组蛋白(还能与病毒感染的细胞呈特

异性反应(表明
Q?DARSCS3M%!

株
=%

蛋白多克

隆抗体具有很好的免疫活性(且与经典株
,003+)C

,*3@DT%G

具有交叉反应性)

目前(国内对
Q?DA

流行毒株
=

蛋白原核表达

及其免疫原性检测已有所研究)如王晨枫等%

#H

&将

Q?DASM

$

7/

株
!

基因抗原性较高的片段分别插

入到
B

?U#&,

,

B

?UG#,

和
B

W?̂ C"

B

C%

原核表达载体

中进行表达(结果显示(

!

基因在
B

?U#&,

中表达量

最高(目的蛋白以包涵体形式存在)本试验利用

B

?U#&,

原核表达载体得到的重组蛋白也以包涵体

形式存在)王国松等%

#&

&选取
=%

蛋白
[$#

%

"!%

位

氨基酸(并将其基因克隆到原核表达载体上(以

W=UC=!%H

重组蛋白免疫家兔制备多克隆抗体(

?VF=5

效价高达
%\%$$$$

以上(

X3403*+Y-(009+

P

检测抗体效价可达
%\#$$$

以上)任晓峰等%

#L

&表

达猪流行性腹泻病毒
Q?DA

截短
!%

基因!

*=%

,,"G"NH&L

"(将重组蛋白免疫兔制备
B

5Y

(间接

?VF=5

效价可达
%\"[[G"

)本试验采用
*=%5

,

*=%M

和
*=%RC%

蛋白联合免疫家兔所制备的混合型

多克隆抗体能特异性识别这
G

种蛋白(且混合型多

克隆抗体对
*=%5

蛋白的
X3403*+Y-(009+

P

效价为

%\G#$$$

(表明所制备的免疫原具有很高的免疫原

性(且所制备的多克隆抗体可用于病毒抗原的检测)

G

个重组蛋白联合免疫兔制备的多克隆抗体不仅能

与
Q?DARSCS3M%!

病毒本身呈特异性反应(还与

经典疫苗株
,003+),03@DT%G

病毒反应)鉴于
=%

蛋白是
Q?DA

的主要抗原(在诊断%

%"

&

,治疗%

%&

(

G$

&和

疫苗%

%L

(

G%

&开发中具有重要价值(本课题组下一步将

开展抗
=%

蛋白
B

5Y

对
Q?DARSCS3M%!

流行株,

经典疫苗株
Q?DA,003+),03@DT%G

的中和活性研

究及治疗性卵黄抗体制剂和疫苗等研究)

综上所述(本研究利用原核表达系统成功截短

表达了
Q?DARSCS3M%!

流行株
=%

蛋白(表达的

重组蛋白具有很好的免疫原性(所制备的多克隆抗

体免疫活性良好(为进一步开展
Q?DA

诊断试剂盒

和基因工程疫苗研究提供了基础材料)
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