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猪水泡病病毒 !"#基因抗原区在大肠杆菌中的表达

冶贵生%，# 刘湘涛%" 张彦明# 马玉花# 张淼涛#

（%中国农业科学院兰州兽医研究所农业部畜禽病毒学重点实验室 兰州 87$$!5）

（#西北农林科技大学动物科技学院 杨凌 8%#%$$）

摘 要：利用 H36IJH技术，以 K&L& =M’8$为材料，扩增出 &I#基因抗原区。将目的基因的 IJH扩增产物直接进
行双酶切，然后将酶切产物与酶切后的表达载体 N19O !36%进行连接，转化 PQ#%菌体并提质粒，经酶切、IJH鉴定
为阳性的重组质粒命名为 N19O6&I#，并测序。测序结果表明，目的基因插入的位置、大小和读码框均正确，表达载
体构建成功。将含有阳性质粒的 PQ#%菌液经 RI31诱导后进行 KLK6IS19分析，出现预期的目的蛋白条带，此目的
蛋白经 T.F,./? -(’,检测确定其有免疫活性。
关键词：K&L& =M’8$，&I#基因抗原区，N19O6&I#，KLK6IS19，T.F,./? -(’,
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猪水泡病是由猪水泡病病毒（!"#$% &%’#()*+, -#’.
%+’% &#,)’，K&L&）引起的猪的一种急性传染病，症状
与口蹄疫极其相似。该病流行性强、发病率高，能造

成严重的公共卫生问题，国际兽医局将其列为动物

S类传染病，我国农业部列为动物一类传染病。
K&L&属于小 H0S病毒科，肠道病毒属，其核酸类型
为单股正链 H0S分子，无囊膜，病毒基因组含一个
大的开放阅读框，编码一条由 #%4"个氨基酸组成的
多聚蛋白，K&L&基因组的结构与小 H0S病毒科的
其他病毒相似，从 "V端到 7V端依次为 "V非编码区、I%
区、I#区、I7区、7V端非编码区及 I’(WS尾结构。I%
区编码病毒的 ! 种结构蛋白 &I%（%L）、&I#（%P）、
&I7（%J）和 &I!（%S），其中 &I%，&I#，&I7 为外壳蛋
白，&I!为内壳蛋白。I# 区和 I7 区编码病毒的功
能性非结构蛋白，I# 区包含 #S、#P 和 #J 基因，I7
区包含 7S、7P、7J和 7L基因。
本研究利用基因重组技术将猪水泡病病毒 &I#

基因抗原区克隆到原核表达载体 N19O !36% 中，利
用大肠杆菌进行融合表达，并对目的蛋白进行免疫

检测，确定其有良好的免疫活性，从而为猪水泡病病

毒诊断试剂和疫苗的研制奠定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 毒株：K&L& =M’8$ 株（%28$ 年中国香港分

离株）为兰州兽医研究保存。

$%$%# 菌株、质粒和血清：大肠杆菌（/’(0%,#(0#+ (1.
*#）PQ#%（L97）均由本室保存，N19O !36%载体为 S:6
./FB;: NB;/:;+<;公司产品。猪水泡病阳性血清由本
室保存，辣根过氧化物酶标记的兔抗猪血清为 K<@:;
公司产品。

$%$%& 试剂：反转录酶（SX&）及反转录试剂、
2+3L0S聚合酶及 IJH 试剂、H0S 酶抑制剂、L0S
纯化试剂盒、限制酶、3! L0S 连接酶等均为 3;M;H;
公司产品，=W-’?Y60膜为 S:./FB;:公司产品。
$%$%’ 引物：根据作者测定的猪水泡病病毒全核苷
酸序列（1.?P;?Z登录号为 S[!#2!8$），设计出 ! 条
扩增 &I#基因抗原区的引物，目的基因位于 &I#基
因的 2% \ 8$4 位。引物对 %：K% "V6J313J13SS36
111JSSJ3J367V；K# "V61SSJJJSSSSSJJ31S1SS6
JJ67V。引 物 对 #：H% "V6J111S3JJ13113S1336
11S3S311113131167V； H# "V6JJ16J3J1S16116
3S1JJJJ3131J313S1J3JS1367V。
$%# 病毒 ()*的提取
参照试剂盒说明书进行。

$%& !"#基因抗原区的 (+,"-(和 ."-( (+,"-(
取提取的总 H0S %#!Q，片段下游引物 K# %!Q，

5"]预热 %$:<?，立即冰浴 ":<?后加入 " 倍的反转
录缓冲液 !!Q，Y03I #!Q，SX& %!Q，使总体积为
#$!Q，!#]反应 %B。IJH和 ?IJH，IJH：取反转录产
物 "!Q，%$ ^ IJH缓冲液 "!Q，X@J(# 7!Q，Y03I !!Q，



引物 !"、!#各 "!$，!"# 酶 %&’!$加水至 ’%!$。反应
条件：(’) *%+，,-) *%+，.#) *%+，/’ 个循环；.#)
"%012。2345：取一扩产物 "!$，加入引物 5"、5# 各
"!$，反应条件：(’) *%+，’’) ,%+，.#) *%+，/’ 个
循环；.#) "%012，其余条件及步骤均同 345。目的
片段的纯化参照试剂盒说明书进行操作。

!"# $%&基因抗原区与 ’()* #+,!重组表达质粒
的构建

通过 345方法在 63#基因抗原区的 ’7端加入
$"%8"酶切序列，在其 /7端加入 &’("酶切位点。
把上述 63# 基因抗原区的 345 扩增产物直接用
$"%8"和 &’("进行双酶切，将纯化回收的目的片
段与用 $"%8"、&’("酶切的 9:;< ,=>"表达载体
相连，构建重组表达载体 9:;<>63#。
!"- 阳性克隆的筛选
重组表达载体 9:;<>63#转化感受态细胞 ?$#"

（@;/），把转化菌涂布于含氨苄的 $?琼脂平板，过
夜培养后小量制备质粒，经酶切、345 鉴定后送
=ABA5A公司测序。
!". $%&基因的诱导表达
将上述鉴定好的阳性重组菌接种于 # C D= 培

养基中 /.)培养，然后加入诱导剂 E3=: 进行诱导
培养，在相同条件下以含表达载体 9:;< ,=>" 的受
体菌作为对照。

!"/ 010,%2()分析
将上述诱导培养后的菌液离心收集沉淀，用

3?!冲悬沉淀并加入 !@!上样缓冲液于沸水中煮沸
"%012，加样 #%!$于事先配置好的聚丙烯酰胺凝胶
（积层胶浓度为 ’F，分离胶浓度为 "#F）中，进行
!@!>3G:;，分别进行考马斯亮蓝染色和脱色，观察
电泳结果。

!"3 4567589 :;<7
样品电泳参照 "&.。将预先在转移缓冲液中浸

泡 "H的滤纸、海绵、I4膜按 "层海绵、/层滤纸、凝
胶、I4膜、/层滤纸、"层海绵依次放入塑料夹中后
以 "*%0G 转移 /H，转移结束后，取出 I4 膜，剪下
JAKLMK所在的泳道，氨基黑染色观察转移的效果。
I4膜用封闭液浸泡过夜，用 3?!=洗涤 /次，加入猪
水泡病阳性血清 /.)结合 /H后用 3?!=洗涤 ,次，
加入辣根过氧化物酶标记兔抗猪二抗 /.)结合 #H，
3?!=洗涤 ,次，加入显色液显色。

& 结果
&"! %=>扩增结果
根据所设计的引物扩增出与预期大小完全一致

的目的片段，大小为 */’N9。

&"& 重组表达载体 ’()*,$%&的鉴定
把酶切、345测序鉴定均正确的阳性克隆命名

为 9:;<>63#。双酶切、345鉴定及测序结果（测序
结果略）证明猪水泡病病毒 63#基因抗原区插入的
位置、大小和读码框均正确。将 !6@6 8B’.% 63#
基因抗原区核苷酸和推导的氨基酸序列与 !6@6
O"’./（:M2?A2L 登录号为 @"*/*,）、!6@6 8P/’.*
（:M2?A2L登录号为 @%%,/’）、!6@6（!MMMKQHRK2等测
毒株）（:M2?A2L 登录号为 <’,’#"）、!6@6 I;=P"P(#
（:M2?A2L登录号为 GS#*-%*’）等毒株进行比较，结
果表明核苷酸同源性均在 -(&#以上，氨基酸同源性
均在 (.&"以上，而且 !6@6 8B’.%、O"’./、!MMKQHRK2
等测、8P/’.*这 ,个毒株之间只有一个氨基酸的差
异。

&"? 重组质粒 ’()*,$%&在大肠杆菌中的表达
重组质粒 9:;<>63#在大肠杆菌中诱导后的蛋

白经 !@!>3G:;后，出现目的融合蛋白，大小约 ,-L@
左右（图 "）；对照 9:;< ,=>"在大肠杆菌中诱导后出
现了大小约 #*L@的 :!=载体标记蛋白；未诱导的
9:;<>63#重组菌在 ,-L@附近未出现蛋白条带。电
泳结果经扫描分析表明，目的蛋白表达量最高时（即

诱导 ’H），目的蛋白占细菌总蛋白的 /%F左右。由
此可见，构建的含猪水泡病病毒 63#基因的重组表
达质粒 9:;<>63#转化 ?$#"（@;/）菌经诱导后能表
达猪水泡病病毒 63#基因编码蛋白。

图 ! 诱导表达蛋白的 010,%2()分析
S1TU" !@!>3G:; VW 12XRQMX MY9KM++1V2 9KVZM12
JU3KVZM12 JAKLMK；"&9:;< ,=>" ZKA2+WVK0MX ?$#"（GWZMK 12XRQMX ’H）；
#&9:;<>63# ZKA2+WVK0MX ?$#"（?MWVKM 12XRQMX）；/&9:;<>63# ZKA2+>
WVK0MX ?$#"（GWZMK 12XRQMX ’H）U

&"# 目的蛋白的4567589 :;<7检测
用猪水泡病阳性血清和辣根过氧化物酶标记的

兔抗猪水泡病病毒高免血清对目的蛋白进行 [M+Z>
MK2 N\VZ实验后，纤维膜上出现大小约 ,-L@左右特
异性的目的条带（图 #）。由此可见，构建的含猪水
泡病病毒 63#基因的重组表达质粒 9:;<>63#转化
?$#"（@;/）菌经诱导后表达的猪水泡病病毒 63#基
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因重组蛋白具有良好的免疫活性。

图 ! 目的蛋白的"#$%#&’ ()*%检测
!"#$% &’()’*+ ,-.) ./ 0*.)’"+
123)4+54*5 0*.)’"+(；%2 6+578’5 ’90*’((".+ 0*.)’"+$

+ 讨论
3:;:结构蛋白编码区编码病毒特异性的衣壳

蛋白，此蛋白进一步加工成熟为 :<1（1;）:<%（1=）
:<>（1?）:<@（1A）@种蛋白，其中 :<1，:<%，:<>为外
壳蛋白，:<@为内壳蛋白。对 3:;:结构蛋白的研究
发现，其中和性抗原位点在病毒的外壳蛋白上［1，%］，

B4++.等［>］通过单抗实验确定了 3:;:衣壳蛋白上
有 C 个中和性抗原位点，位点 1 在 :<1 的 DE 和 DD
位氨基残基，位点 %、>位于 :<%的 1C@ 和 1F> 位氨
基残基，位点 @位于 :<1的 %E%、%EC和 :<>的 FG位
氨基残基，位点 C为于 :<%的 EG、%>>和 :<>的 E>、
EF位氨基残基。=.**’#. 等［@］也通过单抗实验分析
3:;:衣壳蛋白的抗原决定图谱并初步确定衣壳蛋

白上也存在 C 个中和性抗原位点，位点 1 位于 :<1
的 C1 H FG 位氨基残基，位点 % 位于 :<% 的 1@% H
1F1，位点 >位于 :<>的 F1 H EG，位点 @位于 :<1的
?端，位点 C位于 :<>的 I端。以上中和性抗原位
点的确定为 3:;:诊断试剂和新型疫苗的研制奠定
了基础。

我们避开大肠杆菌中低利用率密码子［C］并对上

述文献所报道的有关猪水泡病病毒 :<% 基因抗原
位点的分布情况分析后，针对 :<%基因抗原区进行
了表达，表达的融合蛋白经检测有活性。本实验成

功表达的猪水泡病病毒 :<%基因重组蛋白，因其含
有一个 J3K标记蛋白，所以可利用亲和层析的方法
对融合蛋白进行纯化，纯化后的蛋白可用于猪水泡

病病毒诊断试剂和基因工程疫苗的研制。
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