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摘要：【目的】人肠腺病毒 OM!/ 被称为难养腺病毒，其难以培养的特性可能与次要核心蛋白 P（OM!/ 5974D>:
P，5P）表达不充分有关。本研究拟表达纯化 OM!/ 5P 抗原，免疫动物制备抗血清，为研究 OM!/ 难养性机理

打下基础。【方法】以野生型 OM!/ 基因组 Q.O 为模板，R0S 扩增 5P，克隆到原核表达载体 5ICA+)（ E ），测序

后，转化大肠杆菌 TU&/（QIA）菌株，异丙基F!FQF硫代半乳糖苷（,RCV）诱导目的蛋白表达，固化金属亲和层析

（,(O0）方法纯化，免疫 TOUT1@ 小鼠制备抗血清，将获得的抗血清用于 WD<4D9: L;74 检测 OM!/ 感染各细胞系

后 5P 的表达。【结果】克隆得到包括完全编码区的 5P 基因，表达质粒转化 TU&/（QIA）菌株，使用 / ??7;1U
,RCV A%X诱导 ! 3，5P 以包涵体形式表达，或使用 +Y# ??7;1U ,RCV &#X诱导 B 3 获得可溶性表达。利用皮下

多点注射包涵体的方法免疫小鼠，得到抗 5P 抗血清；使用纯化的可溶性 5P 作为抗原对抗血清进行了鉴定，

表明该抗血清可用于 WD<4D9: L;74 检测。等量野生型 OM!/ 感染 &"A 或 &"AI/& 细胞（一株稳定表达 OM!/
I/T##Z 基因的 &"A 细胞）后，5P 在 &"AI/& 细胞的表达明显高于 &"A 细胞。【结论】成功克隆了 OM!/ 5P 基

因，表达纯化了重组蛋白，获得了可用于 WD<4D9: L;74 检测的抗血清，为进一步研究 OM!/ 难养性机理打下了

基础。
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人 !/ 型腺病毒（OM!/）是肠道疾病的病原之一，

能引起 # 岁以下婴幼儿腹泻，与 OM!+ 一同被称为肠

腺病毒，属于人腺病毒 G 组［/］。一般认为，OM!/ 可

以在 [I5F&、&"A、[CF&" 等细胞中传代，但是病毒产

量低［&F#］。目前常用的病毒培养细胞系是 &"A 细胞，

但是有文献报道称 OM!/ 在 &"A 细胞中连续传代 &
次后失去感染性［$］，我们前期的实验也发现粪便标

本分离的野生型 OM!/ 难以在 &"A 细胞连续传代。

Z>MM 和 ()MD;D* 尝试用体外培养的小肠组织扩增

OM!/，未获得感染 性 病 毒［&］；UD?>)L;D 等 利 用 &"AF
\SG$ 细胞系进行 OM!/ 的培养，病毒的扩增效率能

够达到 OM# 在 &"A 细胞的扩增水平，但是得到的病

毒基因组不稳定［%］。由于 OM!/ 在体外培养细胞系

扩增困难，被称为难养腺病毒（])<4>M>78< )MD:7^>98<）。

目前 OM!/ 体外复制困难的原因并没有完全阐

明，R>D:>)JD_ 报道 OM!/ 不能在 &"A 细胞连续传代与

次要核心蛋白 P（?>:79 @79D 5974D>: P，5P）表达量低

有关［$］。5P、蛋白 ‘1(8 和蛋白 P,, 一同与基因组

Q.O 相结合形成腺病毒颗粒的核心（079D），每个腺

病毒颗粒约含有 /#% 个 5P 分子［B］，推测 5P 起到连

接腺病毒核心与衣壳蛋白的桥梁作用。最近的研究

表明缺失 5P 的 OM# 不稳定，容易失活，而且需要相

对更多的病毒粒子才能在 O#!" 细胞形成单个噬

斑［B］。目前有关 5P 功能的知识多是来自对人 0 组



腺病毒（主要是 !"# 和 !"$）的研究，为进一步探索

%&’()*+ , 与 !"-. 体外复制的关系，我们尝试克隆

%, 基因，进行原核表达和纯化，免疫 /!0/12 小鼠制

备抗血清，通过 3)4()&+ 56’( 方法初步分析 !"-. 感

染不同细胞系后 %, 表达的差异，为 进 一 步 探 究

!"-. 难养性奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要材料：婴幼儿腹泻的粪便标本，%789:;<
（ = ）载体（美国 >’?<@)+ 公司），/0#.（A7:），#B: 细

胞，#B:7.# 细胞［B］，/!0/12 小鼠。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：CD&’5)4( A>! 聚 合 酶

（8<E<F< 公 司 ），金 属 亲 和 层 析 介 质（ GH)6<(*+@
I)%H<&&’4) J<4( J6’K，L7 公 司），!9<2(*+ 抗 体（美 国

I<+(< G&MN 公 司），化 学 发 光 底 物（IM%)&4*@+<6F 3)4(
C*2’ GH)O*6MO*+)42)+( IM54(&<()，C*)&2) 公司），蛋白酶

抑制 剂（C&’()<4) *+H*5*(’& 2’2P(<*6 (<56)(4，F’2H) 公

司）。

!"# $% 基因克隆

本实验室从婴幼儿腹泻的粪便标本中筛得一份

!"-. 阳性标本（>Q,A.;:）。生理盐水稀释该标本，

离心去除残渣，;R##"O 滤膜过滤除菌后作为野生

型 !"-. 原液使用。利用稳定表达 !"-. 7./$$E 基

因的 #B: 细胞（#B:7.#，本室构建保存）进行扩增［B］，

氯化铯密度梯度离心纯化病毒，蛋白酶 E1IAI 法提

取病毒基因组 A>!［.;］。以 !"-. 基因组 A>! 为模

板，用 CD&’5)4( A>! 聚合酶进行 CGF 扩增，正向和反

向引物序列分别为 $S9LL!8G!8!8L !LG!!LGLG!
!L88G!!!L9:S； $S9L!L!G8GL!L !!8L!L!!8L
G8LLLL8L9:S，#;"0 反 应 体 系，引 物 终 浓 度 ;R#$

"O’610，模板 #;; +@，A>! 聚合酶 # T。CGF 反应条

件：B-U : O*+；B-U -; 4，$VU -; 4，V#U W; 4，循环

:$次；V#U $ O*+。预计扩增片段长度 .;X. 5%，将

CGF产物经 .Y琼脂糖凝胶电泳后，回收相应大小

片段，再用 !"##和 $%&#双酶切，连接到经 !"##
和 $%&#双酶切的 %789:;<（ = ）载体上。重组质粒

用 ’()#酶切鉴定后测序。

!"& $% 蛋白表达

将上述重组质粒转化 /0#.（A7:）菌株，在 :VU
0/ 液体培养基中培养到 *+X;; 值达 ;RX Z ;RW，加入

异丙基9!9A9硫代半乳糖苷（QC8L）至终浓度 . O O’61
0，:VU继续振摇 - H（%, 基因以包涵体形式表达）；

:;; O0 菌液 X;;; [ @ 离心 .; O*+，磷酸盐缓冲溶液

（C/I）洗涤 : 次；将菌体悬浮在 #;O6 C/I 中（C/I 体

积约为菌液体积的 .1#; Z .1.;），超声破碎，功率 #;;
3，超声 .; 4，间歇 .$ 4，重复 :; 次，.$;;; [ @ 离心 :;
O*+，分别取上清和沉淀。沉淀用含 .Y 8&*(’+ \9.;;
的 C/I 洗涤 . 次，再用 C/I 洗涤 # 次，悬浮在 . O0
C/I 中（洗涤后的包涵体用于免疫动物）。#$U，;R$
OO’610 QC8L，W H 可诱导 %, 可溶性表达。.;Y IAI
聚丙烯酰胺凝胶电泳（IAI9C!L7）后，考马斯亮蓝 F9
#$; 染色分析表达结果。

!"’ $% 蛋白纯化

使用固化金属离子亲和层析（*OO’5*6*N)" O)(<6
*’+ <]]*+*(D 2H&’O<(’@&<%HD，Q^!G）法纯化可溶性 %, 蛋

白。金 属 亲 和 层 析 介 质（GH)6<(*+@ I)%H<&&’4) J<4(
J6’K），用 结 合 缓 冲 溶 液（ ;R;# O’610 ><#_C‘-，

;R$ O’610 ><G6，V$ OO’610 咪唑，%_VR#）平衡，上样

后，用结合缓冲液洗涤 # 次，每次 . 倍柱体积；再用 .
倍柱体积洗脱缓冲液（;R;# O’610 ><#_C‘-，;R$ O’61
0 ><G6，$;; OO’610 咪 唑，%_VR#）洗 脱 目 的 蛋 白。

.;Y IAI9C!L7 分析结果。纯化的蛋白用于抗血清

的效果评价。

!"( )*’! $% 抗血清的制备及效果评价

采用皮下多点注射包涵体的方法免疫动物［..］。

包涵体蛋白与完全福氏佐剂混匀初次免疫 /!0/12
小鼠，以后蛋白与不完全福氏佐剂混匀进行免疫，每

隔 .$ " 加强免疫 . 次，共免疫 : 次，每次每只小鼠注

射 .;;"@ 蛋白（以已知质量的牛血清白蛋白为参

照，.;Y IAI9C!L7 后考马斯亮蓝 F9#$; 染色，根据

灰度值计算包涵体中 %, 的蛋白量），第 : 次免疫

.$ "后 收 集 动 物 血 清。纯 化 的 蛋 白 经 .;Y IAI9
C!L7 分离，进行 3)4()&+ 56’( 实验检验抗血清的制

备效果：抗血清用 C/I . a #;;; 稀释作为一抗，辣根

过氧化物酶（_FC）标记山羊抗小鼠 Q@L 作为二抗，

化学底物发光法显色。

!"+ )*’! 感染 #,& 和 #,&-!# 细胞后 $% 蛋白表达

检测

以 $ [ .;$ 细胞密度将 #B: 和 #B:7.# 细胞接种

于 X 孔板，在 :VU，$Y G‘# 条件下，用含 .;Y新生

牛血清（>GI）的 A^7^ 培养基培养 #- H；吸尽原有

培养基，每孔加入含 $Y >GI 的 A^7^ . O0 和病毒

原液（见方法 .）-$"0，继续培养 : H 后更换为 # O0
新鲜的含 $Y >GI 的 A^7^ 培养基；再培养 # Z - "，

待细胞出现细胞病变效应（2D(’%<(H*2 )]])2(，GC7）时，

提取细胞总蛋白用于 3)4()&+ 56’( 检测。简言之，冰

冷的 C/I 洗涤细胞 # 次后，每孔加入 X;"0 FQC! 蛋

白裂解液，蛋白裂解液成分为：$; OO’610 8&*49G6（%_

:VX董流昕等：原核表达人 -. 型腺病毒（!"-.）蛋白 , 及其抗血清的制备 b 1微生物学报（#;;B）-B（$）



!"#），$#% &&’()* +,-(，%"#. 乙酰胆酸钠，$. +/0
1%，按照产品说明书添加蛋白酶抑制剂［$$］；细胞裂

解后收集到 $"# &* 离心管，12放置 $ 3，12 $4%%%
5 6 离心 $% &78，取上清 1%!* 制备电泳样。经 $%.
9:90/;<= 后，进行 >?@A?B8 C(’A 实验。先以 DE 的抗

血清 $ F#%% 稀释作为一抗检测 DE 的表达；洗膜液洗

涤除去结合的抗体后，在同一张膜上以抗"0,GA78 抗

体检测"0,GA78 蛋白的表达。

! 结果

!"# $%&# ’( 原核表达载体的构建

以 ;H1$ 基因组为模板，/-I 扩增 ;H1$ DE 基因

得到 $%J$ CD 左右的片段（图 $0;）。/-I 产物直接

克隆到原核表达质粒 D=KL%,（ M ），!"##酶切鉴定，

$ 号和 4 号克隆酶切后得到 1"! NC 和 $"# NC 左右的

片断，与理论计算的片段大小相符（图 $0O）。4 个克

隆的测序结果完全一致，克隆的基因包括 ;H1$ DE
全部编码区，与 ;H1$ K,N 株（:PL$#LJ1"$）序列比

对，有 $$ 个核苷酸不同，导致其编码的氨基酸序列

有 L 个不同，实验用病毒株（+QE:$%L）DE 蛋白的氨

基酸序列第 #4 位为甘氨酸（<），411 位为脯氨酸

（/），41R 位为缬氨酸（E），而 K,N 株分别为天冬氨酸

（:）、丙氨酸（;）、甘氨酸（<）。DE 被克隆到 D=KL%,
（ M ）的 $%&#和 ’()#位点，将表达 - 端带有 J 5
S7@ 标签的全长 DE 蛋白。

图 # 携带 $%&# ’)*+,-. (（’(）基因的原核表达载体构建

T76U$ -’8@ABVGA7’8 ’W DB’N,BX’A7G ?YDB?@@7’8 D(,@&7H G,BBX786 DB’A?78 E（DE）6?8? ’W ;H1$" ;：-’H786 @?ZV?8G? ’W DE [,@ ,&D(7W7?H CX /-I &?A3’H [7A3
;H1$ 6?8’&? :+; ,@ A3? A?&D(,A?U O：/-I DB’HVGA [,@ 78@?BA?H 78A’ A3? $%&# ,8H ’()# @7A?@ ’W D=KL%,（ M ）D(,@&7H（+’\,6?8，],H7@’8，^9;）A’
6?8?B,A? A3? B?G’&C78,8A D(,@&7H（D=K0DE）U ]$" :+; &,BN?B :*4%%%；$ U -’H786 @?ZV?8G? ’W DE ,&D(7W7?H CX /-I（$%J$ CD）；4，L" -(’8? $ ,8H 4 ’W
D=K0DE H76?@A?H CX !"##（1!1_，$#L1 CD）；1" D=KL%,（ M ）D(,@&7H H76?@A?H CX !"##（#144 CD）；]4" :+; &,BN?B$0*+,H% U

!"! ’( 蛋白的表达和纯化

D=KL%,（ M ）质粒使用$噬菌体的 K! 启动子控

制目的基因表达，Q/K< 诱导溶源菌 O*4$（:=L）的$
噬菌体表达 K! I+; 聚合酶，从而目的基因的表达

受到调控。在 L!2，$ &&’()* Q/K< 诱导条件下，目

的蛋白主要存在于菌体超声后的沉淀中，即 DE 主

要以包涵体形式表达；将诱导条件变换为 4#2，%"#
&&’()* Q/K<，目的蛋白主要存在于菌体超声后的上

清液中，说明 DE 以可溶性形式表达（图 40;）。表达

的融合蛋白 - 端带有 J 5 S7@ 标签，可溶性表达的蛋

白使用固化金属离子亲和层析法纯化。含 !# &&’()
* 咪唑的结合缓冲液能够阻止绝大多数杂质蛋白结

合于亲和层析介质，用 $ 个柱体积的含 #%% &&’()*
咪唑的洗脱液洗脱，得到目的蛋白（图 40O）。灰度

分析结果表明蛋白纯度大于 R%.。纯化后的蛋白

用于抗血清的效果评价。

!"/ 制 备 的 抗 $%&# ’( 抗 血 清 可 用 于 ’( 的

0,1+,). 23*+ 检测

将原核表达的 ;H1$ DE 包涵体免疫 O;*O)G 小

鼠得到抗血清。用纯化的 DE 作为检测靶，>?@A?B8
C(’A 结果显示（图 L），未免疫小鼠的血清作为一抗，

杂交膜上无显色条带；用 DE 免疫小鼠的血清作为

一抗，J 只小鼠的结果在相应分子量处呈现 $ 条显

色带（共免疫 _ 只）。结果表明，包涵体免疫动物后

产生了抗 DE 的抗体。

!"& 等量 $%&# 感染 !4/ 和 !4/5#! 两种细胞后，’(
表达量不同

等量 ;H1$ 病毒液感染 4RL 或 4RL=$4 细胞后，

>?@A?B8 C(’A 检测（图 1）显示，4RL=$4 细胞中的 DE 表

达量高于 4RL 细胞。4RL=$4 包装 ;H1$ 的能力强于

4RL 细胞［R］，这一结果提示：;H1$ 感染 4RL 细胞后 DE
表达量不能满足病毒包装的需要，4RL=$4 产毒量的

增加可能与 DE 的表达增强有关。

1!J *7VY78 :’86 ?A ,( U )-./# 0+.1)2+)3)4+.# !+,+.#（4%%R）1R（#）

Absent Image
File: 0



图 ! "#"$%&’( 电泳分析 )* 基因的表达和纯化

!"#$% &’()*+"+ ,- ./0 01230++",’ (’4 253"-"6(.",’ ,- 27 8* 9,4"5:

;,406*) 95)-(.0<=,)*(63*)(:"4 >0) ?)06.3,2/,30+"+（9;9<=&>?）$ &：@’

2?A<27<6,’.("’"’# BC%D（;?E）60))+，27 F(+ 01230++04 (+ "’6)5+",’

8,4"0+ ,3 "’ +,)58)0 -,3: 5’403 ./0 "’456"’# 6,’4".",’ ,- EGH，D ::,)I

C @+,23,2*!<;<D<A/",#()(6.,2*3(’,+"40（@=A>）,3 %JH，KLJ ::,)IC

@=A>，30+206."M0)*$ B：=53"-"6(.",’ ,- +,)58)0 27 8* ./0 :0./,4 ,-

"::,8")"N04 :0.() ",’ (--"’".* 6/3,:(.,#3(2/*（@O&P）$ 9 $ 95203’(.0 ,-

./0 5).3(+,’"6(.04 8(6.03"(；=$ =306"2".(.0 ,- ./0 5).3(+,’"6(.04 8(6.03"(；

P：P,’.3,) ,- 5’.3(’+-,3:04 BC%D（;?E）；=5$ =53"-"04 27；O$ =3,.0"’

:(3Q03（=GGKR9；S0F ?’#)(’4 B",)(8+，B0"T"’#，P/"’(）$ &33,F+ 2,"’.
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+ 讨论

以包涵体形式表达的 27 未经进一步纯化直接

图 + ,-./-01 234/ 检测 )* 免疫动物后血清抗体的产生情况
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用于免疫小鼠。包涵体作为颗粒性抗原，较可溶性

蛋白常能引发机体产生更强的免疫反应，因而适宜

于作为免疫原制备抗血清［DD］。在用于表达 27 检测

时，抗血清表现出较强的特异性，因此制备的抗血清

符合检测表达 27 的要求。27 与 ;S& 结合，是碱性

蛋白，计算的等电点 2@ 为 DKLW，由 EWR &( 组成，理论

分子 量 EXLR Q;(，9;9<=&>? 显 示 的 分 子 量 约 JK
Q;(，这可能是因为 27 的强碱性使得其在电泳时迁

移减慢。

人 ! 组腺病毒包括 % 个成员，&4WK 和 &4WD，它

们是急性胃肠炎的病原，能引起婴幼儿腹泻，被称为

肠腺病毒（0’.03"6 (40’,M"35+）［D］。绝大多数腺病毒都

图 5 ,-./-01 234/ 检测等量 &657 感染 !8+(7! 或 !8+ 细

胞后 )* 的表达
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易于用原代细胞或细胞系在体外进行培养和扩增，

但 &4WK 和 &4WD 在体外却难以培养，限制了对其进

行深入研究和载体改造。对于 &4WD 难养的原因已

经进行过一些研究，这些研究多是基于对感染细胞

后病毒复制事件的描述，人们发现体外培养时 &4WD
的某些早期基因或晚期基因表达缺陷，但造成培养

困难的关键因素并未阐明，或为多因素共同作用的

结果［D］。="0’"(N0Q 等比较了 &4WD 在 Z?2<% 和 %XE
两种细胞系的扩增情况，观察到 &4WD 在 %XE 细胞难

以连续传代，但在 Z?2<% 能够稳定传代，他们将这种

现象的可能原因归结为病毒感染后 27 在 %XE 细胞

的表达量低于 Z?2<% 细胞［V］。我们将从粪便标本分

离的野生型 &4WD 在 %XE 细胞传代时，也观察到活性

病毒产量逐代减少。由于早期基因 ?DBJJ[ 表达不

充分 是 &4WD 难 养 的 可 能 原 因 之 一，我 们 克 隆 了

&4WD ?DBJJ[ 基 因，建 立 了 稳 定 表 达 该 基 因 的

%XE?D% 细 胞 株，结 果 显 示 %XE?D% 可 以 用 于 扩 增

&4WD。利用制备的抗血清检测等量 &4WD 感染 %XE
或 %XE?D% 细 胞 后 27 的 表 达 情 况，观 察 到 27 在

%XE?D% 的表达高于 %XE 细胞，这说明 ?DBJJ[ 可能

通过上调 27 的表达促进了 &4WD 在 %XE 细胞的包

JGV董流昕等：原核表达人 WD 型腺病毒（&4WD）蛋白 7 及其抗血清的制备 $ I微生物学报（%KKX）WX（J）
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装。本 文 报 道 的 仅 为 初 步 的 实 验 结 果，阐 明

!"#$$%、&’ 与 ()*" 难养性的关系需要更加深入的

研究，&’ 抗血清的制备为此打下了基础。
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