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重组表达猪圆环病毒 !型衣壳蛋白的抗原特性分析

商绍彬1 周继勇1" 吴建祥1 陈庆新1，$ 龚 辉1
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摘 要：将猪圆环病毒 $型（E0’$）去核定位信号衣壳蛋白（/,C).8F )(C8)<?8G<(- H<I-8)4B.J.CG.B C8KH<B KF(G.<-，B!"#）与谷
胱甘肽4$4转移酶（LM2）融合，在大肠杆菌中表达，经纯化和凝血酶剪切分别获得纯化的 LM24B!"# 融合蛋白和 B!"#
蛋白，N.HG.F- O)(G结果表明二者都能与猪抗 E0’$血清发生特异性反应。B!"# 蛋白免疫小鼠制备的单克隆抗体，
不仅能特异地与 LM24B!"# 融合蛋白、B!"# 蛋白和纯化的 E0’$ 粒子发生反应，而且能特异地与 EP41" 细胞内的
E0’$病毒颗粒发生反应，其中抗 B!"# 蛋白的单克隆抗体 !0!、#7&和 $L5具有阻止病毒感染细胞的能力。表明原
核表达的 B!"# 蛋白完全或部分正确模拟了 E0’$天然衣壳蛋白的构像，E0’$衣壳蛋白存在阻止 E0’$病毒感染细
胞的功能性表位。同时重组 E0’$ B!"# 蛋白的获得为进一步研究 !"# 蛋白晶体结构和将重组的 B!"# 蛋白作为抗
原建立血清学诊断试剂及疫苗研究提供了基础。
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断奶猪多系统衰竭综合症（E(HG4S.8-<-I ;,)G<4
H>HG.;<C S8HG<-I H>-BF(;.，ETNM）是近年来新出现的
一种猪病，1665年 0)8FU［1］首先报道，随后在北美、欧
洲、亚洲许多国家相继报道，患猪表现为生长缓慢、

呼吸急迫、消瘦、贫血、出现黄疸现象，死亡率可达

"%V左右，后经证实猪圆环病毒 $型（E0’$）是该病
的主要病原［$］。在我国，E0’$抗体已在 ETNM发病
猪群和健康猪群广泛存在［# W "］，这对我国的养猪业

带来了潜在的巨大威胁。

猪圆环病毒有两种基因型，即 E0’1 和 E0’$。
E0’1由 2<HC@.F于 165!在 EP1"细胞中发现，不具有
致病性，但在正常猪血清中广泛存在［&，5］；E0’$具有
致病性，常和 EXXM、EE’、E/YM等混合感染，引起猪
免疫失败［3］。E0’1 基因全长为 15"6OK，E0’$ 基因
全长为 15&5或 15&3OK，二者基因组结构相似，包含
两个主要的阅读框：ZX71 和 ZX7$［"，6］。ZX71 编码
病毒复制相关蛋白（ %&# 蛋白），是引起 E0’1 和
E0’$抗原交叉反应的主要原因［1%］；ZX7$编码病毒
衣壳蛋白（!"# 蛋白），与宿主免疫有关，在两型 E0’
之间，不存在抗原交叉反应。因此 !"# 蛋白可作为
E0’试验猪及自然感染猪血清学检测的标志［11］。

E0’$ ZX7$ 基因编码一 #%UY 的衣壳蛋白
（!"#）［1$］，其 /端包含一个由 !1个氨基酸残基组成

的核定位信号（/,C).8F )(C8)<?8G<(- H<I-8)，/[M），起核
定位作用［1#］。T8@.［1%］和 [<,等［1!］分别在 HJ6真核细
胞及大肠杆菌中进行了 E0’$ !"# 蛋白的表达，但
!"# 蛋白的表达量较低。R))8-和 TC/.<))>等［1"，1&］分
别利用全病毒制备了针对 E0’1和 E0’$的单克隆
抗体。然而，到目前为止，尚无文献报道针对 E0’$
和 E0’1病毒 !"# 蛋白的单克隆抗体。为了提高
!"# 蛋白的体外表达水平，本试验研究了去除核定
位信号的 E0’$ 衣壳蛋白（B!"#）与谷胱甘肽4$4转
移酶（LM2）融合后的表达与纯化，在此基础上制备
和鉴定了针对 E0’$ !"# 蛋白的单克隆抗体，研究
结果为进一步研究 E0’$ !"# 蛋白的三维晶体结
构、E0’$的感染机制和建立特异敏感的 E0’$的检
测方法奠定了基础。

" 材料和方法

"#" 材料
E0’$分离株 \]%$%1、E0’1分离株 R200、E0’$

阳性血清、E0’$阴性血清和无 E0’污染的 EP41"细
胞由本室保存。! 周龄 ME7 ^R[^_C 小鼠购自上海
实验动物中心。

原核表达载体 KL:‘4!241，大肠杆菌（’()*&+,)*,"
)-.,）̂[$1由本室保存；限制性内切酶、2! Y/R连接



酶为 !"#"$"公司产品；!"# %&’( )*+聚合酶为上海
中科开瑞生物芯片科技有限公司产品；兔源 ,-!多
抗和 .$/标记羊抗兔 01, 购自上海申能博彩生物
有限公司；.$/标记羊抗猪 01,和羊抗鼠 01,、20!3
标记羊抗猪 01,均购自 #/4公司；565培养基购自
,789:公司；,-!;"% 22 亲和纯化试剂盒购自 +<=;>
(?"<公司；免疫球蛋白标准亚类鉴定试剂盒购自
-:’@?=;A B7:@=9?公司。
!"# $%&’()*+#(,!"# 载体的构建
根据 /3CD 分 离 株 .EFDFG（ ,=AB"AH *:I

+JGKKLMM）全基因序列［M］，设计一对特异性引物。上
游引物为：MN>,3$$%!&&++!,,3+!3!!3++3+3>LN；
下游引物为：MN>33,&!&$%$!!++,,,!!++,!,,,>
LN，分别含 ’"(.!和 )*+!酶切位点，以 /3CD
.EFDFG株病毒 )*+为模板，扩增一段 MOP8%的去核
定位信号衣壳蛋白基因（Q&",），反应条件：PMR
M<7A；PMR LF(，SGR LF(，ODR TM(，进行 LF 个循环；
ODR GF<7A。将扩增产物经双酶切纯化回收，插入
原核表达载体 %,6U>T!>G谷胱甘肽>->转移酶（,-!）
基因下游，构建重组质粒 %,6U>/3CD>Q&",，转化大
肠杆菌 B4DG，作双酶切和测序鉴定。
!"- .%/0(,!"# 融合蛋白的表达与鉴定
挑取含 %,6U>/3CD>Q&", 质粒的重组菌单克隆

扩繁，根据不同的 0/!,浓度、诱导时间和诱导温度
进行诱导表达，以筛选和优化诱导表达条件。同时

设立含 %,6U>T!>G空载体的表达菌为对照。诱导后
每隔 G? 取样，作 -)->/+,6 分析；用 ,-! 多抗和
/3CD阳性血清作 V=(@=;A B&:@ 鉴定，具体步骤按文
献〔GO〕的方法进行。
!"1 .%/0(,!"# 融合蛋白与重组 ,!"# 蛋白的纯
化

根据优化的表达条件，作大量表达，收获菌体，

超声波裂解。加入终浓度为 GW的 !;7@:A U>GFF，振
荡混 匀 LF<7A，TR、GDFFF;X<7A 离 心 GF<7A。按
,-!;"% 22 亲和层析柱纯化试剂盒说明纯化 ;,-!>
Q&",融合蛋白，收集样品。并用凝血酶（!?;:<87A）
酶解 ;,-!>Q&", 融合蛋白，纯化重组的 Q&", 蛋白。
分别取样进行 -)->/+,6分析，并用 B;"QY:;Q法测蛋
白含量，计算表达量。

!"2 重组 ,!"# 蛋白单克隆抗体的制备
将 ,-!>Q&", 融合蛋白免疫小鼠，其方法和程

序按文献［GK］进行。脾细胞与非分泌型骨髓瘤细胞
-/DXZ融合按文献［GP］进行。获得的杂交瘤细胞于
$/50 GSTF培养基中维持培养，取培养上清用间接

640-+（以 ,-!>Q&", 融合蛋白为抗原）方法检测特
异性的抗 ;,-!>Q&", 融合蛋白的抗体。采用有限稀
释法克隆能分泌抗 ;,-!>Q&", 融合蛋白抗体的杂交
瘤细胞，进而再分别以重组的 Q&", 蛋白、重组的
/3CG衣壳蛋白、纯化的 /3CD 和 /3CG 全病毒、含
%,6U>T!>G空质粒的大肠杆菌裂解产物、/#GM 细胞
以及 $/50 GSTF培养基作为抗原作间接 640-+筛选
能特异性分泌抗 /3CD Q&", 蛋白抗体的杂交瘤细
胞。获得的杂交瘤细胞经扩繁，悬浮于无血清生长

液，腹腔注射经降植烷致敏的小鼠，G 周后取腹水，
获得抗重组 Q&", 蛋白的单克隆抗体。
!"3 单克隆抗体的鉴定
以重组 Q&", 蛋白为抗原，测定各株单克隆抗

体的 640-+效价。用 -:’@?=;A B7:@=9?公司的免疫球
蛋白标准亚类试剂盒进行单克隆抗体亚型鉴定。

V=(@=;A 8&:@鉴定各株单克隆抗体与 ,-!>Q&", 融合
蛋白和纯化的 /3CD病毒的反应性。
!"4 单克隆抗体的中和活性测定
参考文献［GG］的方法，测得 /3CD .EFDFG 株的

组织半数感染量（!30)MF X<4）为 G[F \ GFM[OM X<4。采
用微量固定病毒稀释单克隆抗体法测定制备的重组

Q&", 单克隆抗体的病毒中和活性，方法同文献
［DF］，将灭能的各株单克隆抗体作 GF 倍梯度稀释，
与等量的 MF个 !30)MF的 /3CD .EFDFG混匀，LOR孵
育 T?，再将病毒单克隆抗体混合物与悬浮的 /#GM
细胞（G[D \ GFS个X<4）按 G ]M混匀，加入到 PS孔细胞
培养板，每个梯度 K个重复，同时设立 /3CD感染细
胞为阳性对照，LOR培养 TK?，用 LFF<<:&X4 )>氨基
葡萄糖处理 LF<7A，再培养 OD? 后丙酮固定，作 02+
检测各株单克隆抗体是否具有中和 /3CD 病毒的
能力。

图 ! $%&’()*+#(,!"# 重组质粒构建策略图
271IG -9?=<"@79 (@;’9@’;= :Y @?= ;=9:<87A"A@ %&"(<7Q( %,6U>/3CD>.&",

!?= *4->Q=Y=9@=Q &", 1=A= (=^’=A9= :Y GSGD @: GFLTA@ :Y /3CD _"(

9&:A=Q 7A@: @?= ’"(.! "AQ )*+! (7@= :Y %,6U>T!>G ‘=9@:; I

# 结果

#"! $%&’()*+#(,!"# 原核表达载体的构建
/3$扩增反应获得了 MOP8%（/3CD基因组 GSGD
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至 !"#$核苷酸位）的去核定位信号的 !"# 蛋白基因
片段，进而克隆到了原核表达载体 %&’()$*)! 谷胱
甘肽)$)转移酶基因下游，成功构建 %&’()+,-.)
/!"# 重组质粒。测序结果表明，%&’()+,-.)/!"#
重组载体所插入的基因片段与 +,-. 01"."!株基因
组中的 !"# 基因相应序列完全一致（图 !）。
!"! 重组 #!"# 蛋白的表达、纯化和鉴定
经优化实验，确定最佳诱导表达条件为终浓度

"2!334567 的 8+*& 在 #9: 诱导培养 ;<。经过
=>=)+?&’分析和 @ABCADE F54C 鉴定，可见 %&’()
+,-.)/!"# 重组质粒表达的 $GH>的 &=*融合蛋白
和空质粒 %&’()$*)! 表达的 .IH> 的 &=* 蛋白（图
.），与预期的大小相符；用 *4CJ57JF 图像分析软件
（<CC%：66KKKL E4E5MEAJD L N43）分析表明，目的蛋白表达
量占菌体总蛋白的 !$O。
纯化获得的 &=*)/!"# 融合蛋白，采用 PDJ/Q4D/

法定量表明，所得 &=*)/!"# 融合蛋白的表达量为
R2!$3S67菌液，但存在少量降解。进一步用凝血酶
切割 &=*)/!"# 融合蛋白后，获得与预期大小一致
的分子量为 ..H>的纯化 /!"# 蛋白（图 .)?）。

@ABCADE F54C鉴定表明，表达或纯化的重组 &=*)
/!"# 融合蛋白以及重组 /!"# 蛋白均能特异性地被
+,-.阳性血清识别。而作为对照的宿主菌、空载体
和未经诱导的重组菌裂解产物均不与猪 +,-.阳性
血清反应。表明所获得的重组 &=*)/!"# 融合蛋白
及 /!"# 蛋白具有 +,-. 天然 !"# 蛋白的相似的结
构（图 .)P）。

图 ! 重组 $%&’#!"# 融合蛋白表达、纯化、酶切产物
%(%’)*$+分析（*）和,-./-01 234/鉴定（5）
TMSL. ?EJ5UBMB 4Q AV%DABBM4E，%WDMQMNJCM4E JE/ N5AJXJSA 4Q D&=*)/!"#

%D4CAME

?：=>=)+?&’L !2 % L &’() P7.!；.2PJNCADMJ5 5UBJCAB 4Q %&’()$*)! ME)

/WNA/ KMC< 8+*& Q4D $<；#2PJNCADMJ5 5UBJCAB 4Q %&’()+,-.)/!"# ME)

/WNA/ KMC< 8+*& Q4D $<；$2+WDMQMA/ D&=*)/!"# %D4CAME；;2+WDMQMA/

D/!"# %D4CAME；YL +D4CAME 3JDHAD L P：@ABCADE F54C L ! Z # L % L &’()

P7.!，&=* JE/ D&=*)/!"# %D4CAME KADA DAN4SEMBA/ KMC< JECM)&=* %45U)

N54EJ5 JECMF4/U，DAB%ANCMXA5U；$ Z RL D&=*)/!"# %D4CAME，%WDMQMA/ D&=*)

/!"# %D4CAME JE/ %WDMQMA/ D/!"# %D4CAME KADA DAN4SEMBA/ KMC< JECM)+,-.

BADW3，DAB%ANCMXA5UL

!"6 重组 #!"# 单克隆抗体的制备和鉴定
经间接 ’78=?方法筛选，获得 ;株针对 +,-.重

组 /!"# 蛋白的杂交瘤细胞系，即 !,9、.’;、.&9、
#TR、$,$，其细胞分泌上清与 +,-. /!"# 重组蛋白
有强烈的结合能力，而与 &=*蛋白、宿主菌 P7.!裂
解产物、重组 +,-! !"# 蛋白无任何反应性。对应
的 ;株细胞株均能稳定分泌抗重组 /!"# 蛋白的单
克隆抗体，其 ’78=?效价分别为 .2"$G [ !"R、!2.G [
!";、!2".$ [ !"R、!2.G [ !";、.2"$G [ !"R。8S&亚型鉴
定表明，;株单克隆抗体均属 8S&!亚型，其轻链均为

!链。
@ABCADE F54C鉴定表明，获得的 ; 株单克隆抗体

!\!""""倍稀释后均能特异性地识别 $GH> 的重组
&=*)/!"# 融合蛋白和纯化的 +,-.病毒，而不与重
组 +,-!!"# 蛋白、纯化的 +,-! 病毒、+]!; 细胞裂
解物及细胞培养上清等对照样品反应（图 #）。

图 6 重组 #7"# 蛋白单克隆抗体与 $%&’#!"# 融合蛋
白、纯化的 )78!病毒的免疫反应性
TMSL# 833WE4DAJNCMXMCU 4Q 3?FB C4 D/!"# KMC< D&=*)/!"# %D4CAME JE/

%WDMQMA/ +,-. %JDCMN5AB ME @ABCADE F54C

YL +D4CAME 3JDHAD；! Z ;23?F !,9，.’;，.&9，#TR JE/ $,$ KMC< C<A

%WDMQMA/ D&=*)/!"# %D4CAME；R Z !"23?F !,9，.’;，.&9，#TR JE/ $,$

KMC< C<A %WDMQMA/ +,-. %JDCMN5ABL

表 9 )78! #!"#蛋白的单克隆抗体中和活性
*JF5A ! ^AWCDJ5M_MES JNCMXMCU（^?）4Q YJFB C4 +,-. D/!"#

YJFB 8T? CMCAD ^AWCDJ5M_MES JFM5MCU
KMC< +,-.

^AWCDJ5M_MES JFM5MCU
KMC< +,-!

!,9 !" ‘ ; " "
$,$ !" ‘ ; !" ‘ ;2## "
.’; !" ‘ $ " "
#TR !" ‘ ; !" ‘ #29$ "
.&9 !" ‘ $ !" ‘ .2.; "

!": 单克隆抗体的中和活性测定
中和活性测定表明，针对 +,-. D/!"# 蛋白的单

克隆抗体 !,9、.’;不具有阻断 +,-.病毒感染细胞
的能力，.&9 具有较弱的中和能力，而单克隆抗体
$,$和 #TR具有较强的阻断 +,-. 病毒感染细胞的
能力，其中和效价为 !");2##和 !"‘ #29$。而针对 +,-.
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!"#$% 蛋白的单克隆抗体均不能阻断 !"#$ 病毒感
染细胞的能力。

! 讨论
本试验成功地在原核表达载体 %&’()*+)$中表

达了 !"#, 去核定位信号的衣壳蛋白基因（-#$%），
进而纯化获得了 *./0的重组 &1+)-#$% 融合蛋白，
其表达量可达 23$*4567菌液，高于 789等［$*］所表达
的 :,/0的 ;<!)=8>.)?@A,融合蛋白（$4567菌液）。
重组 &1+)-#$% 融合蛋白进一步经凝血酶酶切后，
获得了分子量为 ,,/0 的纯化的 -#$% 蛋白。结果
表明我们所构建的 &1+)-#$% 融合表达系统优于 789
等用 %;B7)C,(载体构建的 ;<!)=8>.)?@A,融合表
达系统。

在表达试验中，我们曾在 %<B06=8> <载体上构
建了含 D71和不含 D71的 !"#, ?@A, 基因的重组
表达载体，但是，即便优化了各种表达条件，目的蛋

白均未获得表达。后又在 %&’()*+)E载体上构建了
相应的重组表达载体，但目的蛋白仍未获得表达。

表明 %<B06=8><和 %&’()*+)E原核表达载体不能够
表达含或不含 D71 的 !"#, #$% 蛋白。基于此，我
们又在 %&’()*+)$上构建了含或不含 D71的 !"#,
?@A,基因重组表达载体。最终，我们在 %&’()*+)$
载体上成功表达了不含 D71的 !"#, ?@A,基因，获
得了 &1+)-#$% 融合蛋白，而完整的 !"#,衣壳蛋白
仍然没有获得表达。这表明 ?@A,基因 FG端的核定
位信号序列影响完整衣壳蛋白的表达。序列分析表

明，在 ?@A,基因核定位信号序列的 *$个密码子中
含有 $$个大肠杆菌稀有密码子，并伴有编码组氨酸
的“B&&B&&”和“B&BB&BB&B”的稀有密码子串联
体。文献表明，外源基因的前 ,F个密码子中的稀有
密码子不利于外源基因在大肠杆菌的表达［,$，,,］，说

明 ?@A,基因 FG端的核定位信号序列是影响该基因
在原核表达系统表达的主要原因，故将去核定位信

号的 !"#, #$% 基因与 &1+融合表达不啻为一个成
功的策略。重组表达的 &1+)-#$% 蛋白和 -#$% 蛋
白均能特异性地被 !"#, 多抗血清识别，说明原核
表达的 -#$% 蛋白具有 !"#, 天然 #$% 蛋白相似的
构象。据文献报道，!"#, #$% 蛋白的抗原表位主要
位于 2F H .:，$$E H $*:，$F: H $.E 和 $IE H ,J: 位氨
基酸残基［$J］，这也说明 D71 的切除并不影响 -#$%
蛋白的抗原性。

本试验利用重组表达的 &1+)-"$% 蛋白作为抗
原成功制备了抗 !"#, #$% 蛋白的单克隆抗体。

KL>MLNO PQRM结果表明，重组 -#$% 蛋白单克隆抗体
能特异性识别 -#$% 蛋白和纯化的 !"#,病毒，说明
制备的单克隆抗体具有抗原反应性和拥有针对

!"#,病毒天然 #$% 蛋白的结合表位。进一步的中
和试验表明，单克隆抗体 *"*、EA2和 ,&:具有阻断
!"#,病毒粒子感染 !S$F易感细胞的能力，说明单
克隆抗体 *"*、EA2和 ,&:拥有 !"#, #$% 蛋白的功
能性中和表位，表明 !"#, #$% 蛋白在病毒感染细
胞过程中发挥了关键作用。尽管 ;CDL8QQT 等［$2］首
次制备并筛选了 $*株针对 !"#,的单克隆抗体，但
只获得 $株（A$IJ）具有中和性的单抗，并且哪些单
抗是针对 !"#, #$% 的并不很清楚。本研究结果则
进一步明确了 !"#,的 #$% 蛋白上存在有 !"#,的
中和表位和非中和表位，至于其具体表位则有待进

一步研究。此外，与用 !"#, 全病毒制备单克隆抗
体相比较而言，利用重组表达的 !"#, #$% 蛋白制
备单克隆抗体更易筛选得到针对 !"#, #$% 蛋白这
一目前已知的该病毒的主要结构蛋白的单克隆抗

体，避免了获得与 !"#$ 抗原发生交叉反应的单克
隆抗体的可能，具有更强的特异性、针对性，对 !"#,
诊断和 !;K1 的免疫治疗具有重要意义。同时，
!"#, 重组 -#$% 蛋白的获得为进一步研究#$% 蛋白
晶体结构和以重组 -#$% 蛋白为抗原建立血清学诊
断试剂及疫苗研究提供了基础。
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