
!" 卷 #期
$%%"年 $月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,-./-0

1’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

"国家高技术研究发展计划（23"）项目（$%%#44$#"%5#）和武汉市青碾科技晨光计划项目（$%%$5%%#%!#）
""通讯作者，678/9(：:;/.<+=>?.,(9@) A:) :,) @B
作者简介：方六荣（#C3C7）：女，湖北咸宁人，博士，副教授，主要从事动物微生物与免疫学研究。

收稿日期：$%%$7%57$"，修回日期：$%%$7%C7$#
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摘 要：对杆状病毒 E/@7=’7E/@表达系统的转座质粒 ?*/F=,/@#进行改造，即在其多角体蛋白
启动子下游插入谷胱苷肽7G7转移酶（H(.=/=:9’B+7G7=-/BFI+-/F+，JGK）基因，构建 JGK融合表达转
座质粒 ?*JGK。通过转座和转染 GIC细胞，证实该系统能高水平表达 JGK。采用 LMN方法从

?OK7H?5#质粒中扩增截去 1端信号肽序列的猪繁殖与呼吸综合征病毒（LNNG&）P4株 !"#5
基因，并将截短的 !"#5基因片段克隆到 ?*JGK中，使之与 JGK融合，构建的重组转座质粒

?*JGK75"转染 QR#%E/@，提取大分子 E/@89S Q14，转染 GIC细胞，获得能表达融合蛋白的高滴
度重组病毒 -<JGK5"。-<JGK5"感染 GIC细胞，GQG7L4J6和 T+F=+-B印迹分析表明：与 JGK融合
的 !"#5基因在 GIC细胞中获得高效表达，表达产物分子量为 !5UQ，能与抗 LNNG& 6蛋白单
克隆抗体发生特异性反应。将表达产物免疫小白鼠，经间接免疫荧光检测，免疫血清能使

LNNG& P4株感染的 O4NM7#!5细胞呈较强的荧光着色，证实表达的融合蛋白具有良好的免
疫原性。
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猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（L’-@9B+ N+?-’S.@=9<+ /BS N+F?9-/7
=’-0 G0BS-’8+ &9-.F，LNNG&）引起的一种严重危害养猪业的新传染病［#］。临床上以妊娠母
猪流产、死胎、木乃伊胎、弱仔等繁殖障碍以及仔猪的呼吸道症状和高死亡率为特征。最

初由于不知其病原被称为“神秘病”。该病自 #C2D年首次在美国发现以来，随后，加拿大
和欧洲一些国家也相继报道了该病的发生，几年之内便席卷了北美洲和欧洲大陆，现已蔓

延至许多亚太国家和地区［$］。尽管我国 #CC5年才首次暴发此病，但根据临床和血清学调
查，该病在我国普遍存在，而且近年来还呈流行态势［"］。

LNNG&属动脉炎病毒科，系单股正链 N14病毒，基因组大小为 #5U,，包括 2个开放阅
读框架，可编码 3种结构蛋白和 $种非结构蛋白，其中 !"#5编码病毒的糖基化包膜蛋白
（又称 6蛋白和 H?5），是主要的结构蛋白，也是一种多功能蛋白，参与细胞免疫与体液免
疫［!，5］，是发展新型疫苗的良好目标基因。最近，又有研究表明 LNNG&感染的康复猪血清
中针对 H?5的抗体滴度与中和病毒的能力呈显著相关性［3］，这一方面进一步证实了 H?5
在诱发免疫保护方面发挥重要作用，另一方面也为发展能直接反映机体免疫状况的新型



诊断试剂提供了新的思路。本研究通过对目前广泛应用的杆状病毒 !"#$%&$!"#表达系统
进行改造，建立了能简便、快速获得与 ’()融合表达的重组杆状病毒的表达系统，并通过
这一改造的系统使 *++(, !"#- 基因在昆虫细胞中获得高效融合表达，为深入研究
!"#-基因的功能以及研制 *++(,的新型疫苗与诊断试剂奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 毒株、质粒、菌株与细胞
*++(, ./株系本实验室从发病猪中分离的高致病力野毒株，由本室保存。质粒

0’12$3’，含谷胱苷肽$($转移酶（’45%"%67&89$($):"8;<9:";9，’()）基因全长 #=>/以及修饰
的 )6:&?@78识别与切割序列［A］，由华中农业大学生命科学院张忠明教授惠赠。质粒 0B)$
C0-D，含 *++(, ./株 !"#-基因完整编码区，由作者构建并保存。杆状病毒 !"#$%&$!"#
表达系统（包括转座质粒 0E";%!"#D、=FDG!"#受体菌）购自 ’H!IJ !+K公司。B/+I$DL-细
胞由德国巴伐利亚洲动物保健中心 IM9:8N博士赠送。昆虫细胞 (<O、大肠杆菌 =F-!均由
本室保存。

! "# 工具酶与试剂
各种限制性内切酶均为 B!H 公司产品；)L =>/ 连接酶、脂质体转染试剂盒 K70<9#$

%78PGGG、’:"#9’;昆虫细胞培养基、胎牛血清均为 ’H!IJ !+K公司产品；=>/快速回收试剂
盒购自北京原平皓生物技术公司；针对 *++(, 1蛋白（C0-）的单抗 H(QP-$ID［R］由美国 H&S"
大学 *4"%%教授惠赠。F+*、EH)I标记的羊抗鼠 HC’均为 (!/公司产品；针对 F+*标记二
抗的化学发光底物（(509:(7C8"4 T9;% *7#& I69?745?789;#98% (5@;%:"%9）为 *79:#9公司产品。
! "$ 引物设计与 %&’扩增
引物 0’D和 0’P，可扩增 ’()基因全长 #=>/、)6:&?@78识别与切割位点及部分多克

隆位点（约 A-G@0），上下游引物两端分别设计 $%& HH和 ’(&H位点；引物 0-UD和 0-UP，可扩
增截去 >端信号肽序列的 *++(, ./株 !"#-基因（约 -LG@0），上下游引物两端分别设计
)*++H和 ,-(H位点；上述引物均由上海生工生物工程公司合成。引物序列分别为：

0’D：-V—’’I/’/)I)’)/))I/)’)IIII)/)/I)/—UV
0’P：-V—I)I’/’)I’/III/)’’/’)I)/’—UV
0-UD：-V—’//’//))II)’)’I)I’)I/)I//I’II—UV
0-UP：-V—))))I)/’/’/I’/IIII/))’))II’I—UV
’()的扩增条件为：O-W -?78变性后进入循环，循环参数为：O-W D ?78，--W D ?78，

APW D ?78，U-个循环后 APW延伸 DG ?78。
!"#-基因的扩增条件为：O-W - ?78变性后进入循环，循环参数为：O-W D ?78，-RW

D ?78，APW D ?78，U-个循环后 APW延伸 DG ?78。
! "( )*+重组技术
酶切、连接、转化、质粒提取等，均按常规分子生物学方法操作［O］。

! ", 重组杆状病毒的获得
质粒的转座、=FDG!"#目的菌落的筛选与纯化、!"#?7X =>/的提取、转染、重组病毒的

扩增与空斑滴定等，均按 ’H!IJ !+K公司 !"#$%&$!"#表达系统操作手册进行。
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! "# $%&检测外源基因在重组病毒中整合
按文献［!"］所述的方法制备 #$%模板。对于仅表达 &’(的重组杆状病毒，用 )&!和

)&*对 !"# +,-.进行扩增。对于表达 &’(与 $%&/融合蛋白的重组杆状病毒，除采用
)/0!和 )/0*扩增 $%&/ +,-.外，还采用 )&!和 )/0*扩增 !"#1$%&/融合基因，扩增条件
为：2/3 / 456变性后进入循环，循环参数为：2/3 ! 456，/73 ! 456，8*3 * 456，0/个循环
后 8*3延伸 !" 456。
! "’ 重组病毒的扩繁与表达检测
扩繁病毒时，以 "9!):;的重组病毒接种 ’:2细胞，<7=收集上清，并避光保存在 > 8"3

备用。表达检测时，以 / ? 7 ):;的重组病毒接种长至 8"@ ? 7"@ 融合的 ’:2细胞，*83培
养 8*=后，#A’（)B89<）漂洗细胞一次，收集细胞，加适量昆虫细胞裂解液，再与等量的 *倍
’,’1#.&C上样缓冲液混合，沸水浴 / 456变性后，进行 ’,’1#.&C。
! "( 表达产物的)*+,*-.印迹分析
将 ’,’1#.&C的蛋白带转移至硝酸纤维素膜，用含 !@ A’.的 (A’(封闭，以 C蛋白

（D)/）的单抗 E’F*/1$!作为一抗，B%#标记的羊抗鼠 ED&为二抗，化学发光检测试剂盒检
测。

! "/ 融合蛋白的抗原性检测
收集大量表达融合蛋白的细胞，#A’（)B89<）洗涤 *次，反复冻融 0次，超声波破碎后

经腹腔注射免疫 <只健康昆明鼠（约 *"!D抗原G只），每 *周免疫一次，于第 *次免疫后 *
周采血并分离血清，置1*"3备用。
接种 H.%$1!</细胞于 I孔板，待长至单层后，以 "9!):;的 #%%’J K.株感染。待细

胞出现病变后，#A’（)B 89<）洗涤 *次，甲醇固定 *" 456，用含 !"@胎牛血清的 #A’封闭
0" 456，#A’洗涤 *次，与免疫鼠血清（! L<"稀释）作用 !=，#A’洗涤 *次后与 ME($标记的
羊抗鼠 ED&作用 !=，再经 #A’洗涤 0次后直接置于倒置荧光显微镜（NOP4);Q，ER8"）下观
察荧光。同时设重组病毒 STAU+&’(免疫鼠血清作对照。

0 结果

0 "! 转座质粒 12345的构建

图 ! 转座质粒 12345结构图
M5DV! (=W 4U) X: )OUQ45Y )M&’(

以 )&CR1Z& 为模板，)&!、)&* 为引物，#$% 扩增
出约 "98/[\左右的片段（图略），扩增产物经 ’() EE和
"*)E酶切后克隆到 )MUQ]AU+!的 ’*+BE与 "*) E位点之
间，重组质粒命名为 )M&’(（结构图见图 !）。该转座质
粒含有 &’(编码序列、具有更高效率的 (=SX4\56切割
识别序列［8］以及 !I 个可被利用的单一限制性酶切位
点。

0 "0 表达 345的重组病毒的获得与表达检测
)M&’(转化 ,B!"AU+感受态，<7=后可见四环素 >

卡那霉素 >庆大霉素三抗平皿（含 R1DUO和 E#(&）上有
大量单个蓝白菌落生长，挑取菌落形态较大的白斑划
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线纯化一次，并通过 !"#鉴定，然后选择 !"#鉴定为阳性的菌接种适量三抗液体培养基，
提取 $%&’()，电泳显示 $%&’() *+,完整。在脂质体介导下，将其转染 -./细胞，约 012后
可观察到细胞病变、细胞变圆肿大、折光性明显增强，正常细胞则没有这种变化。

提取重组病毒 *+,进行 !"#扩增，电泳可见在 340567处出现特异性扩增条带，与阳
性对照一致，而阴性对照没有特异性带出现（图略），说明 !"# 基因已整合到重组病毒中，
因此所获得的重组病毒为目的病毒，将其命名为 89$%&:-;。89$%&:-;以 5 < =>.?量感染
-./细胞，012后收集细胞，-*-@!,:A检测可见重组病毒感染的细胞在大约 106*处出现
一条特异性条带（图略），与预期的大小相当，说明 :-;在 -./中获得正确表达。
! "# $%&’!"#(融合基因转座质粒的构建
以 >B;@C>5D为模板，>5ED、>5E1为引物，!"#扩增出约 345567左右的片段（图略），扩

增产物经 $%&#F和 ’()F酶切后克隆到 >G:-;的相应位点，重组质粒经酶切鉴定构建正确
（图 1），命名为 >G:-;@5E。
! ") 重组病毒 *+,-.$%&(#的获得与鉴定

>G:-;@5E转化 *HD3$%&，提取 $%&’() *+,转染 -./，获得重组病毒 89$%&:-;5E。采用
>5ED、>5E1和 >:D、>5E1两套引物对重组病毒进行检测，结果重组病毒能特异性扩增到
345567和 D4E67的条带（图 E），正好与单独的 *+,5及 !"#@*+,5融合基因的大小相符，
证实 !"#@*+,5融合基因已整合到重组杆状病毒中。

图 ! 重组质粒 /0$%&’(#的酶切鉴定
G(CI1 F)JKL(.(&%L(MK M. L2J 8J&M’7(K%KL >N%O’() >G:-;@5E

BI*+, ’%86J8（*P D5 333）；D I >G:-;@5EQ$%&#F；

1I >G:-;@5EQ’()F；E I >G:-;@5EQ$%&#F R ’()F I

图 # 重组杆状病毒 *+,-.$%&(#的 123鉴定
G(CIE F)JKL(.(&%L(MK M. 89$%&:-;5E 7S !"#

BI*+, ’%86J8（*P 1 333）；D，1I ,’>N(.S *+,5 CJKJ

.8M’ 89$%&:-;5E %K) 89$%&:-;，8JO>J&L(9JNS；

E，TI ,’>N(.S :-;@*+,5 .?O(MK CJKJ .8M’

89$%&:-;5E %K) 89$%&:-;，8JO>J&L(9JNSI

! "( $%&’430(融合蛋白的表达与免疫印迹检测
89$%&:-;5E以 5>.?量感染 -./细胞，收集感染后 01 2的细胞，-*-@!,:A检测可见重

组病毒感染的细胞在大约 T56*处出现一条特异性条带（图 T@,），89$%&:-;感染的细胞在
此处未出现条带，而在 106* 处有一条明显的表达带，均与预期的大小相当，说明 :-;@
*+,5融合基因在 -./中获得表达。
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图 ! "#$%&’()融合基因在 #*+细胞中的
表达（,）和-./0.12免疫印迹（3）

!"#$% &’()*++",- ,. /01234!5 .6+",- #*-* "- 0.7

8*99+（:）;-< =*+>*)- ?9,> ,. >@* .6+",- (),>*"-（A）

:：B$C),>*"- D;)E*)；F $ )GA;8/015H；I$ )GA;8/01；

H$ J*#;>"G* 8,->),9（A;8D"<）$ A：F $ )GA;8/015H；

I $ )GA;8/01；H $ J*#;>"G* 8,->),9 $

将 0K02C:/& 电泳分离的蛋白转印到硝
酸纤维素膜上，以单抗 L0MI52NF 为一抗，O4C
标记的羊抗鼠 L#/为二抗，化学发光底物作用
后压 P2光片，结果也仅在 %5EK处出现特异性
反应带（图 %2A）。
4 56 融合蛋白的免疫原性检测
将融合蛋白免疫 I 次后的小鼠血清作一

抗，与 C440Q感染的 B:4N2F%5细胞进行间接
免疫荧光试验，结果 %只融合蛋白免疫鼠血清
（F R%S）均能使 C440Q 感染的细胞呈很强的荧
光着色（图 52:），而 % 只 /01蛋白（)GA;8/01）
免疫鼠血清（F R%S）均为阴性，仅出现少许未洗
净的荧光斑点（图 52A），说明在昆虫细胞中表
达的 /012!"#5 融合蛋白具有良好的免疫原
性。

图 ) "#$%&’()融合蛋白抗血清与 7’’#8感染的9,’:%;!)细胞的间接免疫荧光检测
!"#$5 L!: ,. >@* C440Q "-.*8>*< B:4N2F%5 8*99+ T">@ ;->"+*)6D ;#;"-+> .6+",- (),>*"- /01234!5

:：)GA;8/015H；A：J*#;>"G* 8,->),9（)GA;8/01）$

< 讨论
猪繁殖与呼吸综合征是一种极难防疫并且严重危害全球养猪业的新病毒性疫病。由

于现有的疫苗（灭活苗与弱毒苗）存在或不安全或效果不好等缺陷［FF］，世界各国学者都致

力于新型基因工程疫苗研究，力求获得一种更安全、高效、廉价的新型疫苗，控制该病的发

生与流行。作为 C440Q最主要的结构蛋白和免疫原性蛋白，!"#5是设计 C440新型疫
苗的良好目标基因。C9;-;2K6);-等［FI］曾在昆虫细胞中表达了 !"#5基因的全长 8KJ:，用
表达产物免疫猪，能使免疫猪获得良好的保护，开创了 C440Q第二代基因工程疫苗研究。

IF 微 生 物 学 报 %H 卷



但同时也发现全长 !"#!基因在昆虫细胞中的表达量不高。本研究室曾利用 "#$%&’%"#$
系统表达 ())*+ ,-株 !"#!基因全长 $./-，同样发现表达低的问题。我们也曾利用杆
状病毒全期启动子表达伪狂犬病毒（(0123’4#5610 76420，()+）$% 基因，但表达量也不高［89］，
采用 :*;融合表达载体进行融合表达，其表达量显著提高（陈新华 <博士学位论文，中山
大学，=>>8）。因此，在提高 !"#!基因在昆虫细胞中表达量的研究中，我们对与 :*;融合
表达方式进行了尝试，从本研究结果看，表达量得到提高。与 :*;融合表达能显著提高
表达量究竟是偶然还是一种值得借鉴的表达策略？目前我们正对另外几个表达量不高的

病毒基因进行同样的尝试，探讨这一现象。

尽管目前已有商品化的与 :*;融合的杆状病毒表达载体，但需要线性化的基因组，
同时还必须进行共转染和空斑纯化筛选，不仅成本较高，而且时间较长。"#$%&’%"#$系统
是近年来发展起来的一种新型杆状病毒表达系统，操作简便、快速，不需要通过传统的同

源重组和空斑纯化，8> ? 8! 3即可获得重组病毒。目前，非融合或与多聚组氨酸（@AB60）
融合的 "#$%&’%"#$表达系统已商品化，但尚无与 :*;融合的 "#$%&’%"#$系统。因此，我们
对非融合的 "#$%&’%"#$系统进行了改造，使之能快速获得与 :*;融合表达的重组杆状病
毒。本研究正是利用这一改造的表达系统，成功地在昆虫细胞中高效表达了 ())*+ CD!，
并通过免疫小白鼠与间接免疫荧光试验证实表达产物具有很好的免疫原性。此外，与商

品化的 :*;融合表达载体不同，本研究改造的转座载体 DE:*;在 :*;编码区下游，含有
一修饰的 ;F4’G56H识别与切割位点，能使 ;F4’G56H更有效地识别与切割［I］，有利于下游纯
化工作的顺利进行。

())*+ CD! 除了在诱发机体免疫保护方面具有重要作用外，最近，又有研究表明
())*+感染的康复猪血清中针对 CD!的抗体滴度与中和病毒的能力呈显著相关性［@］，因
此，有人提出采用体外表达的 CD!作为抗原作为诊断试剂，一方面解决目前针对 /蛋白的
分子诊断方法无法客观反映机体免疫状况的缺陷，另一方面也适合 ())*新型疫苗（亚单
位疫苗、核酸疫苗和病毒载体疫苗）抗体水平的检测，但 !"#!全基因在大肠杆菌和杆状
病毒等表达系统的表达量很低，使得这方面的进展缓慢。本研究通过对 !"#!进行改造，
实现了在杆状病毒中的高效表达，为下一步开发 ())*+新型分子诊断试剂奠定了基础。
目前，我们正利用 :*;纯化系统对表达的融合蛋白进行纯化，建立针对 CD!的 JKL*-和乳
胶凝集试验（K-;）诊断方法。
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