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*目的+原核表达猪传染性胃肠炎病毒!
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蛋白

亲和肽!

<̂ X_

"'检测其病毒亲和性'为建立
_Z>@

诊断方法奠定理论和物质基础(*方法+人工合成
_Z>@3

K

8J2

蛋白亲和肽基因'亚克隆后将该基因分别插入至原核表达载体
K

>_BH$+

和
K

Z>lBM

K

B#

中'构建重组质粒
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>_BH$+B

<̂ X_

和
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Z>lBM

K

B<̂ X_

'对重组质粒进行
B#7X

(

单酶切和
B#7X
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双酶切及测序鉴定(将重组质粒分

别转化至大肠杆菌
'̀32//+
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"'用
GV_Z

进行诱导表达'对其表达产物的生物学活性进行检测(*结果+亚克隆获

得了
#D%S

K

的
_Z>@3

K

8J2

蛋白亲和肽基因(成功构建了重组质粒
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>_BH$+B<̂ X_

和
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Z>lBM

K

B<̂ X_

'并诱导表

达出重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

'其分子质量分别为
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和
H#J(
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Y23/2)*S,'/

分析表明'
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种重组蛋白与
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病毒粒子具有良好的亲和性)

E'/B>TG<4

分析表明'
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种重组蛋白与
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病毒粒子的最低结合滴度
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(特异性试验表明'重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

均可与
_Z>@

产生特异性结合'而不与猪

流行性腹泻病毒!
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"和猪轮状病毒!

V'̀ @

"结合(*结论+使用原核细胞成功表达了
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K
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蛋白亲和肽'表

达的重组蛋白具有很好的
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特异亲和性(
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猪传染性胃肠炎!
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"是由猪传染性胃肠炎病毒!
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"引起的接触

性,传染性肠道疾病%

#

&

(
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感染猪肠上皮细

胞'导致猪严重腹泻'其中
$

周龄内仔猪感染死亡率

高达
#%%f

'

D

周龄以上的猪感染死亡率较低'成年

猪一般无死亡现象%

$

&

(

_Z>

在世界范围流行'快速

检测和诊断对于该病防控具有重要意义%

H

&

(

_Z>@

为冠状病毒科冠状病毒属成员'其基因

组为不分节段的单股正链
.̀4

'长度约
$";DJS

'编

码纤突蛋白!

3

K

8J2

",小膜蛋白!

3U

",膜蛋白!

U

"和

核衣壳蛋白!

.

"等
!

种结构蛋白%

!

&

(

_Z>@3

K

8J2

蛋白是一种糖基化蛋白'分子质量约为
$D%J(

'位于

病毒粒子囊膜上'在其跨膜区的羧基末端附近含有

高度保守的区域!富含半胱氨酸的基序
[̀ U

"

%

D

&

'可

与
U

蛋白相互作用'是病毒颗粒维持正常结构的必

要组分%

MB"

&

'

3

K

8J2

蛋白在
_Z>@

的致病过程中发挥

着重要作用%

AB##

&

(

3

K

8J2

蛋白具有较好的抗原性'研

究者 基 于 该 蛋 白 建 立 了
_Z>@

的 酶 联 免 疫

!

>TG<4

"检测方法%

#$B#!

&

(此外'该蛋白也具有较强

的免疫原性'可刺激宿主免疫系统产生中和抗

体%

#D

&

'是各类潜在疫苗开发的研究热点%

#MB#"

&

(

_Z>@3

K

8J2

蛋白氨基末端的
M%%

个氨基酸内存在

[

,

h

,

E

和
4

等
!

个抗原位点%

#A

&

'其中
4

和
E

位点

是引起猪产生中和抗体的主要抗原位点%

$%

&

(

病毒亲和肽是一种可与病毒结合的多肽'在诊

断和治疗领域具有良好的应用前景%

$#

&

(

<('

等%

$$

&

通过噬菌体展示技术对
_Z>@

病毒亲和肽进行了

筛选'成功筛选出
A

种能与靶分子蛋白结合的十二

肽'并通过噬菌体
>TG<4

试验对亲和肽与病毒粒子

的亲和性进行了验证(本研究选取这
A

种十二肽中

亲和性最强的
H

种'通过串联表达方法进行体外表

达'并利用
Y23/2)*S,'/

,

E'/B>TG<4

等方法检测了

重组蛋白的亲和性'旨在为建立
_Z>@

诊断方法和

检测技术奠定物质基础和理论依据(

#

!

材料与方法

#;#

!

材
!

料

原核表达载体
K

>_BH$+

和
K

Z>lBMVB#

,大肠杆

菌
EXD

'

和
'̀32//+

!

E>H

",

_Z>@X

株组织细胞培

养半数感染量!

_[GE

D%

"为
#a#%

D

LT

O#

'由齐齐哈

尔大学生命科学与农林学院动物免疫学实验室保

存)

_Z>@

阳性血清,猪流行性腹泻病毒!

V>E@

"阳

性血清和猪轮状病毒!

V'̀ @

"阳性血清'购自中国兽

医药品监察所)辣根过氧化物酶!

X V̀

"标记
X83

标

签单克隆抗体和
X̀ V

标记
Z<_

标签单克隆抗体'

购自
_02)L'68302)

公司)

X V̀

标记羊抗猪抗体'

购自北京中杉金桥生物技术有限公司)

_Z>@

,

V>E@

与
V'̀ @

三联活疫苗!以下简称猪胃流轮三

联活疫苗"'购自吉林正业生物制品股份有限公司(

异丙基硫代半乳糖苷!

GV_Z

",

E.4

标样,

_!

E.4

连接酶,

B#7X

(

和
I'%

(

限制性内切酶'购

于
_+g+̀+

公司)高保真
gF69#

L

酶,

?._VL8]

和
!

氯
B#B

奈酚!

!B[.

"'购自哈尔滨超峰生物科技发

展有限公司)质粒提取试剂,胶回收试剂盒'购于上

海近岸科技有限公司)蛋白分子质量标样'购自

_02)L'68302)

公司)其余常规试剂为国产分析纯

试剂(

#;$

!

方
!

法

#;$;#

!

3

K

8J2

蛋白亲和肽基因的设计与合成
!

基于

<('

等%

$$

&的研究结果'从
A

种可与
_Z>@3

K

8J2

蛋

白结合的十二肽中选取亲和力最强的
H

种'对其进
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行重组'

$

种亲和肽之间用
,8*J2)

!

444g

"连接'获

得
3

K

8J2

蛋白亲和肽(依据大肠杆菌偏爱密码子对

3

K

8J2

蛋白亲和肽核苷酸序列进行优化后'交由哈尔

滨博仕生物技术有限公司进行合成(将合成的

3

K

8J2

蛋白亲和肽!

<̂ X_

"基因插入到
K

7[DC

质粒

中'该质粒命名为
K

7[DCB<̂ X_

(

K

7[DCB<̂ X_

用无菌去离子水进行
#d#%%%%

稀释'作为
V[̀

模

板(

#;$;$

!

3

K

8J2

蛋白亲和肽基因的亚克隆
!

根据合成

的
<̂ X_

基因序列'利用
V)8L2)V)2L82)D;%

软件设

计
#

对引物(上游引物
V7

#

DpB[Z[ZZ4_[[Z44_B

Z[4_[44Z4_[44_BHp

'下游引物
VT

#

DpBZZZ[B

[Z[_[Z4Z__44_[[Z4_4__ZZBHp

'

V7

序 列 中

下划线部分为插入的
B#7X

(

酶切位点'

VT

序列

中下划线部分为插入的
I'%

(

酶切位点(引物由哈

尔滨博仕生物技术有限公司合成(引物浓度稀释成

D%

K

L',

$

$

T

'

O$%c

保存备用(

V[̀

扩增反应体系为
$D

$

T

#

$a9#

L

酶预混

液!包含
h(--2)

'

?._V

"

#$;D

$

T

'

V7%;D

$

T

!

$D

K

L',

$

$

T

"'

VT%;D

$

T

!

$D

K

L',

$
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T

"'模板
%;D

$

T

'

??X

$

F#%;D

$

T

'

gF6

酶
%;D

$

T

(

V[̀

程序设计#

A!cA%3

)

A!cH%3

'

!%cH%3

'

C$c#L8*

'

H%

个

循环)

C$cCL8*

'

!c

保存(试验设以
??X

$

F

代

替模板的扩增处理为阴性对照(

V[̀

产物经
#;$f

琼脂糖凝胶电泳检测(

#;$;H

!

重组表达载体的构建
!

将
<̂ X_

基因序

列,原核表达载体
K

>_BH$+

和
K

Z>lBM

K

B#

分别用

B#7X

(

和
I'%

(

进行双酶切'回收酶切产物(将

回收的
<̂ X_

基因片段分别与
K

>_BH$+

或
K

Z>lB

M

K

B#

连接'转化大肠杆菌
EXD

'

感受态细胞'涂布

Th

平板!含氨苄青霉素!

4L

K

"

#%%

$

Q

$

LT

"'

HCc

过夜培养(次日'挑取单菌落接种至含
#%%

$

Q

$

LT

4L

K

的液体
Th

中'

HCc

过夜培养'提取质粒'进行

B#7X

(

单酶切和
B#7X

(

$

I'%

(

双酶切鉴定质

粒(试验同时设
K

>_BH$+

和
K

Z>lBM

K

B#

空载体

B#7X

(

单酶切对照(将经酶切初步鉴定正确的质

粒所对应的克隆菌交由哈尔滨博仕生物科技有限公

司进行序列测定(测序鉴定正确的重组质粒分别命

名为
K

>_BH$+B<̂ X_

和
K

Z>lBM

K

B<̂ X_

(

#;$;!

!

重组蛋白的诱导表达
!

将重组质粒
K

>_B

H$+B<̂ X_

和
K

Z>lBM

K

B<̂ X_

分别转化大肠杆菌

'̀32//+

!

E>H

"'涂 布
Th

平 板 !含
4L

K

#%%

$

Q

$

LT

"'培养过夜后'挑取单菌落'获得重组菌株(

将重组菌接种
Th

液体培养基'

HCc

振荡培养过夜'

然后以
#f

比例转接新鲜的
Th

液体培养基'

HCc

振荡培养
$

#

H0

后'测菌液在
M%%*L

处的吸光度

!

FE

M%%

"达
%;D

#

%;M

时'加入
GV_Z

至终浓度
#;%

LL',

$

T

'

HCc

诱导
#

'

$

'

H

和
!0

后取样'进行
<E<B

V4Z>

电泳分析(重组蛋白分别命名为
_̀ lB

<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

(

h+*?<=+*D;%

软件分析重

组蛋白表达情况(

#;$;D

!

重组蛋白的纯化及鉴定
!

!

#

"纯化(重组蛋

白经
<E<BV4Z>

电泳后'用
!c

预冷的
%;HL',

$

T

g[,

溶液预染
DL8*

'切下含目的蛋白的凝胶'碾碎'

加入
Vh<

重悬凝胶'反复冻融
H

次'

#$%%%

:

离心
D

L8*

'取上清液(采用
h)+?-')?

检测法分别对重组

蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

的含量进行测定(

!

$

"鉴定(纯化的重组蛋白经
<E<BV4Z>

后'

转印至硝酸纤维素!

.[

"膜上'

D%

Q

$

T

脱脂乳
!c

封闭过夜)

Vh<_

洗
H

次!

#%L8*

$次"'浸入
#d#%%

稀释的
X V̀

标记的
X83

标签单克隆抗体或
X̀ V

标记的
Z<_

标签单克隆抗体中'

HC c

作用
$0

'

Vh<_

洗涤
H

次后用
!B[.

显色(

#;$;M

!

重组蛋白的病毒亲和性
!

!

#

"

Y23/2)*S,'/

鉴定(纯化的重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

!设
_̀ l

标签

蛋白对照"或
Z<_B<̂ X_

!设
Z<_

标签蛋白对照"

经
<E<BV4Z>

后'转印至
.[

膜上'用
D%

Q

$

T

脱脂

乳
!c

封闭过夜)

Vh<_

洗
H

次!

#%L8*

$次'下同"'

浸入
_Z>@ X

株!

_[GE

D%

为
#a#%

D

LT

O#

"稀释液

中'

HCc

作用
$0

)

Vh<_

洗
H

次'浸入
Vh<

稀释的

质量浓度为
#L

Q

$

LT

的重组蛋白
Z<_B<̂ X_

或

_̀ lB<̂ X_

中'室温作用
$0

)

Vh<_

洗涤
H

次'浸

入
#d#%%%

稀释的
X V̀

标记
Z<_

标签单克隆抗

体或
X V̀

标记
X83

标签单克隆抗体中'室温作用
#

0

)

Vh<_

洗涤
H

次'用
!B[.

显色(

!

$

"

E'/B>TG<4

鉴定(按照以下步骤进行
E'/B

>TG<4

操作(在
.[

膜表面划
!LLa!LL

小方

格'先将
.[

膜在去离子水中浸泡
#%L8*

'取出置于

室温晾干(用微量移液器吸取
#

$

T#L

Q

$

LT

的重

组蛋白
_̀ lB<̂ X_

或
Z<_B<̂ X_

'点于小方格的

正中央'置于室温晾干(将包被的膜片放入
D%

Q

$

T

脱脂乳中'

HCc

封闭
M%L8*

后取出'

Vh<_

洗涤
H

次!

DL8*

$次'下同"'室温晾干(将膜片裁剪成小

片'点样面朝上置于
AM

孔酶标板孔内'加入
#%%

$

T

Vh<

倍比稀释!

_[GE

D%

分别为
#a#%

H

'

Da#%

$

'

$;Da#%

$

'

#;$Da#%

$

LT

O#

"的
_Z>@ X

株中'

HC

cM%L8*

)每孔加入
#D%

$

TVh<_

泡洗
$

次'再用

Vh<

洗涤
#

次)加入
#%%

$

T#L

Q

$

LT

的重组蛋白

72

第
#

期 于天飞'等#猪传染性胃肠炎病毒
3

K

8J2

蛋白亲和肽的原核表达



Z<_B<̂ X_

或
_̀ lB<̂ X_

中'

HCcM%L8*

)弃去

重组蛋白'每孔加入
#D%

$

TVh<_

泡洗
$

次'再用

无磷酸盐缓冲液洗涤
#

次)每孔加入
#%%

$

T#d

#%%%

稀释的
X̀ V

标记
Z<_

标签单克隆抗体或

X̀ V

标记
X83

标签单克隆抗体'

HCc

作用
H%L8*

)

弃去酶标抗体'每孔加入
#D%

$

TVh<_

泡洗
$

次'

再用
Vh<

洗涤
#

次)每孔加入
#%%

$

T

显色液'

HCc

避光显色'

DL8*

后观察)弃去显色液'每孔加入
#D%

$

T

去离子水泡洗
H

次!

#L8*

$次"'甩干后取出膜片

干燥'拍照(

#;$;C

!

<

K

8J2

蛋白亲和肽的特异性鉴定
!

将猪胃

流轮三联活疫苗分别与
_Z>@

阳性血清,

V>E@

阳

性血清和
V'̀ @

阳性血清
!c

作用过夜'

#$%%%

:

离心
H%L8*

'取上清(

E'/B>TG<4

法检测阻断效

果(膜片预处理按前述方法进行(按
#;$;M

节!

$

"

中所述的
E'/B>TG<4

方法分别对未阻断处理的猪

胃流轮三联活疫苗,

_Z>@

阻断的猪胃流轮三联活

疫苗,

V>E@

阻断的猪胃流轮三联活疫苗,

V'̀ @

阻

断的猪胃流轮三联活疫苗,

V>E@

和
V'̀ @

阻断的

猪胃流轮三联活疫苗和
H

种病毒全部阻断的猪胃流

轮三联活疫苗进行检测'观察其反应情况(

$

!

结果与分析

$;#

!

3

K

8J2

蛋白亲和肽基因的
V[̀

扩增

以重组质粒
K

7[DCB<̂ X_

为模板'

V[̀

扩增

<̂ X_

基因'结果获得了
#D%S

K

片段!图
#

"'与预

期结果相符(

U;E.4 U+)J2)ET$%%%

)

#;

阴性对照)

$;V[̀

产物

U;E.4 U+)J2)ET$%%%

)

#;.2

Q

+/892='*/)',

)

$;V[̀

K

)'?(=/

图
#

!

_Z>@3

K

8J2

蛋白亲和肽基因的
V[̀

扩增

68

Q

;#

!

V[̀ +L

K

,8-8=+/8'*'-+--8*8/

:K

2

K

/8?2

Q

2*2/'

_Z>@3

K

8J2

K

)'/28*

$;$

!

重组表达载体
K

>_BH$+B<̂ X_

和
K

Z>lBM

K

B

<̂ X_

的鉴定

构建 的 重 组 表 达 质 粒
K

>_BH$+B<̂ X_

和

K

Z>lBM

K

B<̂ X_

分 别 进 行
B#7X

(

单 酶 切 和

B#7X

(

$

I'%

(

双酶切'经琼脂糖凝胶电泳检测'

结果!图
$

"表明'

K

>_BH$+B<̂ X_

经
B#7X

(

单酶

切获得了
M%D%S

K

的
E.4

条带'经
B#7X

(

$

I'%

(

双酶切获得了
DA%%S

K

的载体片段和
#D%S

K

的目的条带)

K

>ZlBM

K

B<̂ X_

经
B#7X

(

单酶切获

得了
D#!%S

K

的
E.4

条带'经
B#7X

(

$

I'%

(

双

酶切获得了
!AA%S

K

的载体片段和
#D%S

K

的目的

条带(上述酶切结果与预期一致'测序结果证明'

<̂ X_

基因插入位置与重组质粒的阅读框均正确(

U#;E.4 U+)J2)ET#D%%%

)

#;

K

>_BH$+

空载体
B#7X

(

单酶切产物)

$;

K

>_BH$+B<̂ X_B#7X

(

单酶切产物)

H;

K

>_BH$+B<̂ X_B#7X

(

$

I'%

(

双酶切产物)

!;

K

Z>lBM

K

B#

空载体
B#7X

(

单酶切产物)

D;

K

Z>lBM

K

B<̂ X_

B#7X

(

单酶切产物)

M;

K

Z>lBM

K

B<̂ X_B#7X

(

$

I'%

(

双酶切产物)

U$;E.4 U+)J2)ET$%%%

U#;E.4 U+)J2)ET#D%%%

)

#;_02

K

)'?(=/'-

K

>_BH$+?8

Q

23/2?

S

:

B#7X

(

)

$;_02

K

)'?(=/'-

K

>_BH$+B<̂ X_?8

Q

23/2?S

:

B#7X

(

)

H;_02

K

)'?(=/'-

K

>_BH$+B<̂ X_?8

Q

23/2?S

:

B#7X

(

$

I'%

(

)

!;_02

K

)'?(=/'-

K

Z>lBM

K

B#?8

Q

23/2?S

:

B#7X

(

)

D;_02

K

)'?(=/'-

K

Z>lBM

K

B<̂ X_?8

Q

23/2?S

:

B#7X

(

)

M;_02

K

)'?(=/'-

K

Z>lBM

K

B<̂ X_?8

Q

23/2?S

:

B#7X

(

$

I'%

(

)

U$;E.4 U+)J2)ET$%%%

图
$

!

重组表达载体
K

>_BH$+B<̂ X_

和

K

Z>lBM

K

B<̂ X_

的酶切鉴定

68

Q

;$

!

2̀3/)8=/8'*2*R

:

L2?8

Q

23/8'*8?2*/8-8=+/8'*'-

)2='LS8*+*/2]

K

)2338'*92=/')3

K

>_BH$+B<̂ X_+*?

K

Z>lBM

K

B<̂ X_

$;H

!

重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

的诱导

表达

将重组质粒
K

>_BH$+B<̂ X_

和
K

Z>lBM

K

B<̂ X_

分别转化大肠杆菌
'̀32//+

!

E>H

"'用
#;%LL',

$

T

GV_Z

进行诱导表达'

<E<BV4Z>

检测全菌体细胞沉

淀'结果!图
H

"表明'获得了重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

'其分子质量分别为
$D

和
H#J(

'与

预期结果相符(

h+*?<=+*D;%

软件分析结果表明'

HC c

诱导
H0

'重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B

<̂ X_

的表达量最高'分别为
DM;Af

和
D%;!f

(

/2
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U;

蛋白质分子量标准)

#;

诱导前的
K

>_BH$+

空载体)

$;

诱导
!0

的
K

>_BH$+

空载体)

H;

未诱导的
K

>_BH$+B<̂ X_

)

!

#

C;

分别为诱导
#

'

$

'

H

'

!0

的
K

>_BH$+B<̂ X_

(

(

;

诱导前的
K

Z>lBM

K

B#

空载体)

%

;

诱导
!0

的
K

Z>lBM

K

B#

空载体)

*

;

未诱导的
K

Z>lBM

K

B<̂ X_

)

+#.

;

分别为诱导
#

'

$

'

H

'

!0

的
K

Z>lBM

K

B<̂ X_

U;V)'/28*U+)J2)

)

#;

K

>_BH$+S2-')28*?(=/8'*

)

$;

K

>_BH$+8*?(=2?-')!0

)

H;

K

>_BH$+B<̂ X_S2-')28*?(=/8'*

)

!OC;

K

>_BH$+B<̂ X_8*?(=2?-')#

'

$

'

H

'

!0

'

)23

K

2=/892,

:

;

(

;

K

Z>lBM

K

B#S2-')28*?(=/8'*

)

%

;

K

Z>lBM

K

B#8*?(=2?-')!0

)

*

;

K

Z>lBM

K

B<̂ X_S2-')28*?(=/8'*

)

+

O

.

;

K

Z>lBM

K

B<̂ X_8*?(=2?-')#

'

$

'

H

'

!0

'

)23

K

2=/892,

:

;

图
H

!

重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

!

4

"和
Z<_B<̂ X_

!

h

"的
<E<BV4Z>

分析

68

Q

;H

!

<E<BV4Z>+*+,

:

383'-)2='LS8*+*/

K

)'/28*3_̀ lB<̂ X_

!

4

"

+*?Z<_B<̂ X_

!

h

"

$;!

!

重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

的纯化

及鉴定

重组蛋白切胶纯化结果!图
!B4

"显示'

_̀ lB

<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

的 纯 化 效 果 良 好'

<E<B

V4Z>

无明显杂蛋白条带(

h)+?-')?

法测定纯化后

的
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

蛋白质量浓度分别

为
#;C"

和
#;A!L

Q

$

LT

(

X̀ V

标记
X83

标签单克

隆抗体和
X V̀

标记
Z<_

标签单克隆抗体鉴定结

果!图
!Bh

"表明'

_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

确实

为重组目的蛋白(

U;

蛋白质分子量标准)

#;_̀ lB<̂ X_

)

$;Z<_B<̂ X_

)

H;_̀ l

标签蛋白)

!;Z<_

标签蛋白

U;V)'/28*U+)J2)

)

#;_̀ lB<̂ X_

)

$;Z<_B<̂ X_

)

H;_̀ l

)

!;Z<_

图
!

!

重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

的纯化!

4

"及鉴定!

h

"

68

Q

;!

!

V()8-8=+/8'*

!

4

"

+*?8?2*/8-8=+/8'*

!

h

"

'-)2='LS8*+*/

K

)'/28*3_̀ lB<̂ X_+*?Z<_B<̂ X_

$;D

!

重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和
Z<_B<̂ X_

病毒亲

和性的鉴定

$;D;#

!

Y23/2)*S,'/

鉴定
!

纯化的重组蛋白
_̀ lB

<̂ X_

或
Z<_B<̂ X_

转 印 至
.[

膜 上 后'与

_Z>@

病毒粒子孵育'再与重组蛋白
Z<_B<̂ X_

或
_̀ lB<̂ X_

孵育'最后用抗
Z<_

或
X83

单抗进

行检测'结果!图
D

"显示'

$

种重组蛋白都有条带出

现'而对照
_̀ l

和
Z<_

标签蛋白均无条带出现(

$;D;$

!

E'/B>TG<4

鉴定
!

将纯化的重组蛋白

_̀ lB<̂ X_

或
Z<_B<̂ X_

包被至
.[

膜上后'与

_Z>@

病毒粒子孵育'再与重组蛋白
Z<_B<̂ X_

或
_̀ lB<̂ X_

孵育'最后用抗
Z<_

或
X83

单抗进

行检测'结果!图
M

"显示'

$

种重组蛋白均在
_[GE

D%

分别为
#a#%

H 和
Da#%

$

LT

O#时显示出阳性反应'

而在
_[GE

D%

为
$;Da#%

$

LT

O#及以下时未见阳性反

应'且
$

种重组蛋白检测
_Z>@

的最低滴度无明显

差异(
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用
E'/B>TG<4

方法分别对未阻断的猪胃流轮

三联活疫苗,

_Z>@

阻断的猪胃流轮三联活疫苗,

V>E@

阻断的猪胃流轮三联活疫苗,

V'̀ @

阻断的

猪胃流轮三联活疫苗,

V>E@

和
V'̀ @

阻断的猪胃

流轮三联活疫苗和
H

种病毒全部阻断的猪胃流轮三

联活疫苗进行检测(结果如图
C

所示(
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由图
C

可以看出'重组蛋白
_̀ lB<̂ X_

和

Z<_B<̂ X_

可与未阻断处理的猪胃流轮三联活疫

苗,

V>E@

阻断的猪胃流轮三联活疫苗,

V'̀ @

阻断

的猪胃流轮三联活疫苗,

V>E@

和
V'̀ @

阻断的猪

胃流轮三联活疫苗产生阳性反应'而与
_Z>@

阻断

的猪胃流轮三联活疫苗和
H

种病毒全部阻断的猪胃

流轮三联活疫苗无阳性反应'表明
$

种重组蛋白均

可与
_Z>@

产生特异性结合'而不与
V>E@

和

V'̀ @

结合(

H

!

讨
!

论

检测
_Z>@

的常规方法'如病毒分离,免疫荧

光检测,电镜检测等%

$HB$!

&

'耗时费力'并且需要训练

有素的技术人员(目前已开发了一系列基于
_̀B

V[̀

的
_Z>@

检测方法'如
_̀BV[̀

%

$D

&

,纳米颗粒

辅助
_̀BV[̀

%

$M

&和实时荧光定量
_̀BV[̀

%

$C

&

'这些

新方法需要高精度,复杂且昂贵的仪器'以及良好的

实验室环境'不适合在装备不足的实验室和现场应

用(最近开发的用于
_Z>@

检测的
_̀BT4UV

测

定法反应时间在
M%L8*

以内'较为省时'可通过琼

脂糖凝胶电泳观察结果%

$"B$A

&

(

分析筛选高选择性,高灵敏度的病毒亲和肽'能

为疾病检测,治疗及其分子机制研究提供新的思路

和手段%

$#

&

(

<('

等%

$$

&以筛选出的
_Z>@<

K

8J2

蛋

白亲和肽中结合力最高的
!

个噬菌体建立了噬菌体

>TG<4

'可以检测到最低的病毒量为
%;#

$

Q

'略优于

常规
>TG<4

!最低病毒检测量为
%;M

$

Q

"(

\'(

等%

H%

&以相似的方法筛选出
_Z>@ U

蛋白亲和肽中

结合力最高的
H

个噬菌体'并建立了噬菌体

>TG<4

'可以检测到的最低病毒量为
%;%$

$

Q

(本研

究获得的
3

K

8J2

蛋白亲和肽可以检测到最低
_[GE

D%

为
Da#%

$

LT

O#的
_Z>@

病毒'且与
V>E@

,

V'̀ @

等致猪腹泻性病毒无交叉反应'特异性良好(原核

表达重组蛋白简单'操作性强'试剂均为实验室常用

药品'费用低(综上'以
3

K

8J2

蛋白亲和肽建立的检

测方法有望应用到
_Z>@

的临床诊断中(
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