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摘 要：伪狂犬病病毒 89 蛋白是一种重要的诊断抗原，可用于伪狂犬病根除计划中的鉴别诊

断。为了获得大量的抗原，将编码 89 主要抗原区域的基因片段插入毕赤酵母表达载体中，得

到的重组表达载体转化 :;%%# 酵母，通过 :!%< 抗性筛选得到一株多拷贝的重组酵母，经甲醇

诱导表达了截短的 89 蛋白，并分泌到胞外。=.>,./? -(’,,@?8 分析显示表达的蛋白大小为

55AB。9CD;E 结果表明表达蛋白具有良好的抗原性，重组酵母的诱导培养上清不需纯化可直

接作为抗原检测 89 的抗体，这为研制质优价廉的鉴别诊断试剂盒奠定了基础。
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伪狂犬病（H>.IJ’/K-@.>，HL）是危害全球养猪业的最严重的传染病之一。利用基因缺

失标志疫苗，并结合血清学鉴别诊断法是欧、美等国家根除伪狂犬病的主要方法［%］。在已

实施 HL 根除计划的国家中，89 缺失疫苗以及 89 抗体血清学鉴别诊断方法使用的最为广

泛［"］。目前商业化应用的 8939CD;E 试剂盒多采用纯化的病毒或感染病毒的细胞裂解物

作为抗原［%，5］，近年来也有采用杆状病毒表达产物制备抗原的报道［5］。这些抗原的制备方

法都存在操作费时费力，成本高等缺点。巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）系统是近年来

发展起来的一种新型表达系统，具有发酵工艺成熟、易于扩大工业化、培养基成本低廉、可

对外源蛋白进行翻译后修饰加工等优点［!，#］，愈来愈受到人们青睐，目前许多诊断用的抗

原及治疗用的疫苗都有在 ! ) &%’()*"’ 中得到表达［2 M <］。

为了获得大量的、易于制备的鉴别诊断抗原，本研究将编码 89 主要抗原区域的基因

片段插入毕赤酵母表达载体 NHD41O 中，并在酵母!因子信号肽的引导下获得了分泌表

达，表达物具有抗原性并易于分离纯化，这为进一步研制价格低廉更适合于我国国情的

8939CD;E 鉴别诊断方法奠定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 质粒、菌株及主要试剂

含 89 全基因的质粒 N;BP%G6<O Q 由本室肖少波博士构建［1］，NPB3%<R 质粒购自大连

宝生物工程公司，PI(,@34’NS H@+T@K 9UN/.>>@’? O@, 购自美国 D?V@,/’8.? 公司，包括大肠杆菌



!"# $%&’，! ’ "#$%&’($ 酵母 ()$$*（)($+）及分泌型表达质粒 #,-./0 等配套质粒。化学发光

底物试剂盒为 ,12342 公司产品。限制性内切酶、!+ 567 连接酶均为大连宝生物工程公司

产品。

!"# 血清与抗体

89 单克隆抗体为德国联邦动物研究所 :2;;2<=21;23 博士惠赠，辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠 -8( 购自美国 )18>? 公司。猪抗伪狂犬病病毒 9? 株和缺失 89 的 @?3;A? 株抗血清、

辣根过氧化物酶标记的兔抗猪 -8( 均由本实验室制备。

!"$ 方法

!"$"! 表达载体的构建：根据已报道的伪狂犬病毒 9? 株 89 基因的序列［/］，及 #,-./0 质

粒的多克隆位点合成一条引物 ,*B，其中引入了 *+&CD 的酶切位点，与文献［/］中 ,E 引物

合用，以 #)5:$FGH0 I 为模板可扩增出 89 基因主要抗原区域（不含 6J端信号肽序列），扩

增片段长为 K/KL#，编码 89 蛋白的第 M/ N EKG 位氨基酸残基。

上游引物 ,*B（E+>23）：*B7..(7! 7!...(7(!...!.((..JMB
下游引物 ,EB（EG>23）：*B!!!(77 !!.!!7(!7..7(!..7(.(!JMB
扩增条件为：/*O*>1< 变性后进入循环，循环参数为：/*O$>1<、**O$>1<、GEO$>1<，

M* 个循环后 GEO延伸 $% >1<，%FHP的琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,.C 产物，将 ,.C 产物直接克

隆于 #:5J$H! 载体中，酶切鉴定，阳性质粒命名为 #!9K/K，用双脱氧测序法进行序列测

定。测序验证后，用 *+&CD 和 *+&C- 双酶切，回收 K/KL# 的目的片段与经 ,-#@- 和 *+&C-
消化的表达载体 #,-./0 连接，转化大肠杆菌 !"#$%&B，通过酶切鉴定含目的片段的重组子

#/0K/K（图 $）。

!"$"# 酶母的转化：用 Q1.= 制备 ()$$*（)($+）酵母感受态，并将线性化的表达质粒在 Q1.=
的作用下转化 ()$$* 感受态细胞。全部涂于 :5 平板，M%O培养 E N MR。

!"$"$ 酵母重组子的鉴定（,.C）：随机挑取 :5 平板上的酵母菌落，接种于 :5 液体培养

基中，M%O E*%3S>1<，培养 +HA，收集菌体，按文献［$%］中的方法提取酵母总 567，以此为模

板，用酵母载体上的!因子引物和 MB引物进行 ,.C 扩增。同时以转化了空白载体的酵母

重组子作为阴性对照。

!"$"% 多拷贝重组的筛选：将 ,.C 阳性的菌落用无菌水洗下，测其 ./K%% 值，以 $%* 个细

胞量涂在不同浓度 (+$H 的 T,5 的平板上（E>8S>Q、+>8S>Q），筛选多拷贝重组子。

!"$"& 重组酵母的表达：将筛选好的重组酵母接种于 E>Q 的 @:(T 中，EHO振荡培养

（E*%3S>1<）MKA。E %%%3S>1< 离心 *>1<，菌体沉淀用 $%>Q @::T 培养基悬浮，EHO继续振荡

培养 KR。每隔 E+A 取样并补加甲醇至 $P。

!"$"’ 表达产物的检测及鉴定：)5)J,7(9 及银染方法见文献［$$］，上清与等体积的 E U
上样缓冲液混合之后，经 $EP )5)J,7(9 之后银染分析表达情况，上样量为 M%"QS孔。

V2W;23<JL=";;1<8：表达上清经 )5)J,7(9 后转移至硝酸纤维素膜，用 89 单克隆抗体和辣根

过氧化物酶标记的羊抗鼠 -8( 进行免疫印迹，最后用化学发光底物检测，X 光片曝光显影

记录。

!"$"( 间接 9Q-)7 检测表达产物的抗原性：将 89K/K 的表达上清及对照（空白载体重组

子的诱导上清）用包被液在酶标板上倍比稀释，+O包被过夜，分别用 89 阳性血清（猪抗伪
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图 ! 重组质粒 "#$%&’#’ 的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 342)0"5 36789:6:

狂犬病病毒 92 株血清）和 #9 阴性血清（猪抗伪狂犬病病毒 ;2+*<2 株血清）进行检测，稀释

倍数为 % =%>>，二抗为兔抗猪 ?#8@ABC（% =: >>>），底物为 DE;，用 %FGHG 终止反应，最后用

酶标仪读取 !":>>值。

( 结果和分析

()! *+, 产物的克隆

按 %IJI% 中的方法以 HE%IKL7 M 为模板扩增，图 J 显示在 >ILF的琼脂扩凝胶出可到

一条约 K>>13 左右的特异性带，其大小同预期的相当。将该片段切胶回收，直接连入

3EH@%LD 载体中，构建的重组质粒 3D9:6: 经酶切验证，存在正反两种重组子（图 N），测序

结果与 3GHE%IKL7 M 中 #9 的序列比较完全一致（结果未显示）。

()( 表达质粒 "#$%&’#’ 的构建

用 #$%BO 和 #$%B? 双酶切 3D9:6: 回收目的片段与 &’(;? 和 #$%B? 消化的 3C?&67 相

连，得到重组质粒 36789:6:。利用 #$%B? 和 3C?&67 中位于信号肽上游的 )’*A? 消化进
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行鉴定，!"#$%& 经消化后切出 ’()*! 的小片段和 %+* 的大片段，而插入 ,- 基因片段的重

组质粒（见图 . 第 ’、/ 泳道）切出的小片段约为 %()*!。证实表达载体构建正确。

图 ! "#$ 产物电泳图

01,2’ 3,45678 898:;56!<658717 6= "$> !56?@:;

A 2 BC3 D45+85（BE’ )))）；

’ 2 "$> !56?@:;；

/ 2 C8,4;1F8 :6G;569 2

图 % 重组质粒 &’()*) 酶切鉴定

01,2/ #?8G;1=1:4;16G 6= 58:6D*1G4G; !947D1? !H-I%I

A2 BC3 D45+85（BE’ )))）；

’2 !H-I%I（ J ）K!"#># L !"#>M；

/2 !H-I%I（ L ）K!"#># L !"#>M；

.2 !H-I%I（ J ）K!"#>#；

N2 !H-I%I（ L ）K!"#>#；

I2 BC3 D45+85（BEAN )))）2

图 + 重组表达载体 &*,-()*) 酶切鉴定

01,2. #?8G;1=1:4;16G 6= 58:6D*1G4G; 8O!587716G

"947D1? !%&P-I%I

A2 BC3 D45+85（BEAN )))）；

’，/ 2 !%&P-I%IK$%&Q# L !"#>#；

. 2 !"#$%&K$%&Q# L !"#>#2

!.% 高拷贝重组子的筛选

通过高浓度的 P.A( 抗性筛选，从几百个转化子

得到一个可以耐受 .D,KDE P.A( 的重组酵母，命名

为 P,-I%I。

!.+ 表达产物的鉴定

P,-I%I 经甲醇诱导后每 ’.< 取 样，用 A’R 的

SBST"3P- 分析甲醇诱导时间对表达量的影响发现，

甲醇诱导的第一天，即有表达产物出现，随着表达时

间的延长，表达量也逐步增加，到第 N 天达到高峰

（图 N）。

U87;85GT*96; 结果显示，在分子量约 //+B 处出现

一条特异性条带（图 I）。比理论值 ’I+B 略大，在表

达的这一段 ,- 基因中含有 . 个潜在的 C 联糖基化

位点，这可能是由于糖基化造成的分子量增大。

!./ 间接 (0123 检测表达产物的抗原性

用包被液稀释 P,-I%I 表达上清与 ,- 阳性血清

（-4 株抗血清）呈阳性反应，’(I))从 A V’I 开始下降，但直到 A V ’A’仍然与 -4 株抗血清有阳

性反应，而 P%& 的诱导上清与 -4 株血清呈阴性反应（’(I/)!)W’）。两者与 X45;<4 株抗血

清都无特异性结合，呈阴性反应，（结果未显示）。说明 P,-I%I 表达产物具有良好的抗原

I.N 微 生 物 学 报 .’ 卷



性，可以区分 !" 阴阳性血清。

图 ! 表达产物的 "#"$%&’( 分析（银染）

#$!%& ’(’)*+," -.-/01$1 23 456 6789611$2.

892:;<4（1/$=69 14-$.）

>% "789611$2. 1;869.-4-.4 23 149-$. ,?@；

A B C% D.:;<6: 1;869.-4-.4 23 149-$. ,!"E?E（> B E:）%

F % *9246$. 14-.:-9:（GHD）%

图 ) 表达产物的 *+,-+./$012- 分析

#$!%E I61469.)J/24 -.-/01$1 23 6789611$2. 892:;<4

>，A% 1;869.-4-.4 23 149-$. ,!"E?E；

K，1;869.-4-.4 23 14-$. ,?@%

3 讨论

!" 基因是伪狂犬病病毒的一种免疫原性基因，可以刺激机体产生抗体，同时它也是

病毒的一种重要的毒力基因并与病毒的神经嗜性有关［>A，>K］。!" 基因的缺失不影响病毒

在细胞中增殖。这是 !" 基因缺失的标记疫苗和 !" 抗体的鉴别诊断方法用于伪狂犬病根

除计划的理论基础［>，A，>A，>K］。!" 糖蛋白是一典型的 D 型膜蛋白，!" 蛋白已经确定的 E 个抗

原决定簇中，有 & 个位于 L 端胞外区 &A B AFK 位氨基酸残基中［>M，>&］。除了在哺乳动物细

胞外，!" 全基因难以在其他异源宿主中表达，如大肠杆菌和杆状病毒［K］，在本研究中也曾

尝试在 ! % "#$%&’($ 中表达 !" 全基因，但是未获成功（结果未显示）。既然 !" 抗原决定簇

主要集中在 L 端胞外区，那么这一基因片段的表达产物也可以作为诊断抗原，试验证明

无论是在大肠杆菌，还是杆状病毒系统都可表达该区域，并且表达产物具有抗原性［K，>A］，

但是在大肠杆菌中表达的 !" 蛋白形成不可溶的包涵体，而杆状病毒表达由于培养基昂

贵，也不适用于抗原大量生产。为了寻求高质量低成本的诊断抗原，我们选用了 !()*(#
"#$%&’($ 系统。

尽管许多蛋白质都可在 ! % "#$%&’($ 中得到高效表达，如破伤风毒素 N 片段的表达量

高达 >A!OP［>E］，但并非所有的外源蛋白都可以在 ! % "#$%&’($ 中高效表达。外源蛋白的性

质、发酵条件、内源性蛋白酶的降解、基因拷贝数以及密码子的偏爱等都影响着外源蛋白

的表达量［&，F］。本研究最初在大量的重组子中没有检测到目的基因的表达，后来通过

,M>F 筛选得到一株高拷贝的重组子 ,!"E?E，才检测到 !"E?E 的表达。这说明，!"E?E 在

CM&& 期 覃雅丽等：伪狂犬病病毒 "- 株 !" 基因主要抗原区在巴斯德毕赤酵母中的表达



! ! "#$%&’($ 中最初的表达量很低以至于难以检测，当提高基因的拷贝数，表达量也得以提

高。不同的转化方式产生多拷贝的几率不一，据报道原生质体法产生多拷贝重组子的几

率最高、电转化法次之、化学转化法（"#$% 和 &’(）最低［)*］。然而，由于原生质体法操作繁

琐，实际应用中使用的并不多，最理想的方法就是电转化，操作简单又能获得较多的多拷

贝的重组子，只是需要特殊的仪器。本研究由于条件所限，采用的是方便快捷的 "#$% 法，

虽然该方法产生多拷贝重组子的几率小，但是因为采用了 +&,$-. 作为表达载体，可以通

过 (/)0 抗性的高低筛选多拷贝的重组子［)0］，大大简化了筛选的工作量，也得了一株高拷

贝的重组酵母。

由于 ! ! "#$%&’($ 内源性的分泌蛋白少，培养基成份简单，如果能将外源蛋白分泌到培

养基中将大大地简化重组蛋白的纯化。外源蛋白自身天然的信号肽，酵母!因子信号肽

以及 +12) 信号肽引导重组蛋白在 ! ! "#$%&’($ 中成功地分泌表达的例子都有报道［/ 3 0］，本

研究利用酵母!因子信号肽成功的将伪狂犬病病毒 4’ 蛋白的主要抗原区（52 3 650 位氨

基酸残基）在 ! ! "#$%&’($ 中分泌表达，表达量虽然还有待进一步地提高，但是重组蛋白的

抗原性好，另外由于酵母培养基中杂蛋白少，诱导培养上清可以不经纯化直接包被酶联

板，用以检测猪血清中 4’ 的抗体。并且重组酵母中 4’ 基因表达盒不是以质粒的方式存

在，而是整合在宿主的染色体上，遗传稳定性好，易于放大生产，这将大大地降低鉴别诊断

试剂盒的成本，更适合于在全国范围内推广应用的需要。目前，利用该重组蛋白作为抗原

的 4’7’",89 试剂盒正在研制中。
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致 读 者
感谢广大作者、读者多年来对《微生物学报》的关心和支持。为了使您的

科研成果尽快得到交流，本刊 [443 年每册增加到 L22 面。全部道林纸印刷，内

附进口铜版纸印制的黑白图版和彩色图版。发表周期更短，内容丰富翔实，能

及时反映我国微生物学科前沿和最新研究水平。在新的一年里，《微生物学

报》将更好的为科研工作者服务，为促进科技资源信息化最大限度的共享做出

积极贡献。

欢迎投稿！欢迎订阅！欢迎提出宝贵意见！

《微生物学报》编辑部

S2WW 期 覃雅丽等：伪狂犬病病毒 ;% 株 .; 基因主要抗原区在巴斯德毕赤酵母中的表达




