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摘 要：利用 CDE 技术扩增出 CCF GH# 基因抗原区。将目的基因与原核表达载体 IJ7K3!43# 进行连接并转化，重组

质粒经鉴定并测序。测序结果表明，目的基因插入的位置、大小和读码框均正确，通过试验摸索并确定了表达 GH#
基因的最佳诱导条件：LC4J 终浓度为 #M%88:5NO，诱导时间为 #%>，温度为 ("P，其表达量占全菌蛋白的 $AM2Q。表

达产物经 HRH3C1J7 分析，得到分子量约为 6$SR. 的重组蛋白且以包涵体形式存在。重组蛋白经 T*UV*,; +5:V 检测，

结果证明重组蛋白可被 CCF 阳性血清识别。用 28:5NO 尿素变性溶解包涵体，再用稀释方法和还原型、氧化型谷胱

甘肽系统相结合的方法对重组蛋白进行复性。7OLH1 检测表明，复性后的重组蛋白有良好的生物活性。
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猪细小病毒（C:,<9;* C.,W:W9,-U，CCF）是引起母

猪繁殖障碍的主要病原之一，其特征是母猪妊娠前

期受到感染时，经胎盘使胚胎或胎儿受到侵袭，引起

母猪流产、不孕、产畸形胎、死胎、木乃伊胎及弱胎

等，另外还可以引起仔猪的皮炎和腹泻，其它类型的

猪感染后无明显临床特征［# ’ !］。$%%! 年，国内宋云

义等对来自 " 个猪场的 #6" 份猪血清抗体进行了检

测，结果表明猪场阳性率 #%%Q［6］，近年来，CCF 又

常同乙型脑炎病毒、圆环病毒、猪繁殖与呼吸障碍综

合征病毒等协同作用而加重了其危害［&］。所以，加

强对 CCF 的检测、监测及预防十分紧迫。GH# 基因

编码 CCF 最主要的非结构蛋白 GH# 蛋白，GH# 蛋白

是细小病毒基因组本身编码的反式激活蛋白，对

CCF早 期 和 晚 期 的 转 录 都 发 挥 着 重 要 的 调 节 作

用［"］。GH# 蛋白只有在 CCF 进行复制时才可大量表

达，CCF 在 RG1 合成起始时感染宿主细胞，在感染

细胞的细胞质中可分离出 GH#，而在成熟的病毒颗

粒子中含量很少或分离不出 GH#［2］。灭活疫苗很难

刺激机体产生针对 GH# 蛋白的抗体，而自然感染猪

却可产生大量抗体，因此，检测非结构蛋白 GH# 的

抗体 可 以 用 来 区 别 灭 活 疫 苗 免 疫 猪 和 自 然 感 染

猪［A］。本试验将 GH# 基因在大肠杆菌中进行了高效

表达，重组蛋白进行初步纯化，以期用 GH# 基因表

达的蛋白作为鉴别诊断制剂，建立猪细小病毒病的

检测方法，同时为 GH# 重组蛋白作为抗原用于制备

特异性单克隆抗体奠定了物质基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 病毒、菌株和载体：CCF XG3# 株由本实验室

从患有繁殖障碍性疾病的母猪胎盘中分离，经过鉴

定并保存，通过多次传代已适应 CY3#6 细胞（购自中

国兽药监察所），能够引起细胞拉网、脱落等细胞病

变。大肠杆菌菌株 0O$#、IJ7K3!43# 原核表达载体

均购自 C,:8*Z. 公司并由本实验室保存。

#$#$% 酶和试剂：蛋白酶 Y 和 4! RG1 连接酶购自

C,:8*Z. 公司。限制性内切酶 !"#E!、$%&!、’%(
酶、RG1 [.,S*, RO $%%% 和异丙基3"3R3硫代半乳糖

苷（LC4J）购自大连宝生物公司，RG1 凝胶回收试剂

盒购自杭州维特洁生物技术有限公司，质粒提取试

剂盒购自北京博大泰克生物公司，CCF 阳性血清购

自 HW.;:W. 09:V*<> 10（H\*@*;），辣根过氧化物酶标

记的羊抗猪 LZJ 购自 074X]O 公司，其它常规试剂

均为分析纯。

#$% 病毒制备

按常规细胞培养方法［#］，使用 CY3#6 细胞，用

EC[L #&!% 培养液加 #%Q无牛病毒性腹泻病毒抗体

的胎牛血清作为 CY3#6 细胞的培养液（IX "M$）；在



细胞传代时直接接种 !!" 病毒，按 #$$$ %&’()$ 接

种 !*+#) 细胞，接种 , - ./ 待细胞出现明显病变后，

收获病毒，冻于 0 1$2备用。

!"# 引物的设计与合成

以 3456758 公 布 的 9:(;+1 株（:<<4==>?5：9&+
$$#@#A）为参照序列，用 !B>C4B !B4C>4B )D$ 生物软件

设计出了 9E# 上游引物和下游引物，上游引物 !# 带

有 !"#F!酶切位点，下游引物 !1 带有 $%&!酶切位

点，上、下游引物之间扩增片段长 G1.HI。引物由北

京奥科生物技术有限责任公司合成，引物的序列如

下：!#：)J+&%3::%%&33%3:3%333%:%&3&%+,J；!1：

)J+&&3%&3:&%&&%%3%&%3%%%:3%:&+,J。
!"$ %%& ’(! 基因的扩增

参照文献［#$］进行 9E# 基因的提取，以提取的

!!" (9: 作为模板进行 !&F 反应，!&F 反应采用

)$"; 反应体系：#$ K !&F HLMM4B )";，NO&P1 GCC?PQ;，

/9%!= 浓度为 #$$"C?PQ;，上下游引物（)$IC?PQ";）各

$D)";，模板 A";，最后用灭菌双蒸水添加至 )$";。

反应条件为：RG2 ,C>5；R.2 #C>5；)G2 )$=；@12
#D)C>5，进行 ,1 个循环；@12 #$C>5，0 .2保存。

取 !&F 产物 G"; 与 1"; 上样缓冲溶液（溴酚

蓝）混合后，在 #S 琼脂糖凝胶中电泳，凝胶中含

$D)"OQC; 溴化乙锭（T6），电泳缓冲液为 # K %:T，

@$"- #1$"，)C>5 - #)C>5 电泳完毕后以 N7B84B (;
1$$$ 为对照，在紫外凝胶透射仪里观察，观察扩增

片段的长度。

!") 原核表达载体的构建与鉴定

目的基因和原核表达载体 I3TU+.%+# 质粒用

!"#F!、$%&!进行酶切，纯化回收的目的片段与表达载

体连接，连接物转化大肠杆菌 6;1# 感受态细胞。

碱裂解法快速提取质粒，筛选电泳时较阴性移

动慢的重组质粒为模板，进行 !&F 鉴定，!&F 扩增

体系和反应条件参照 #D. 进行。模板添加 #";。

用 !"#F!、$%&!对 !&F 鉴定阳性质粒进行酶

切分析，电泳观察酶切结果。将 !&F 扩增、酶切鉴

定均为阳性的质粒命名为 I3TU+9E#+V9#，阳性菌液

过夜培养，送宝生物（大连）有限公司测序。

!"* 重组质粒的诱导表达

将测序正确的阳性 重 组 菌 #$"; 接 种 至 ,C;
1UW% 培养液（#$$"OQC; :CIX ）中，,@2培养过夜。

取过夜培养物 1$$"; 接种于 1$C; 1UW% 培养液中，

培养至 ’(G$$ 为 $DG - #D$ 时，加入 ’!%3 至终浓度

#D$CC?PQ;，,@2诱导表达，并每隔 #Y 收一次菌。对

不同的阳性克隆分别表达，筛选出表达量高的克隆，

并用未诱导的菌液和空载体作为空白和阴性对照。

用 #)S的聚丙烯酰胺凝胶进行 E(E+!:3T 检测［##］。

!"+ ,-./-01 234/ 分析

经 E(E+!:3T 后，将凝胶上的蛋白转印至硝酸

纤维素膜（9&）上，用辣根过氧化物酶标记的羊抗猪

’O3 作为二抗进行 Z4=[4B5 HP?[ 分析。电转印完毕后

在 9& 膜上用铅笔做好标记。将蛋白标准分子量剪

下，置于氨基黑染色液中迅速染色，脱色。其余 9&
膜用 !6E% 冲洗，加入封闭液，.2过夜。封闭结束

后，用 !6E 冲洗 9& 膜 . - ) 次，加入 !6E% 按照# \A$$
（按照试剂说明书的要求稀释）倍稀释的猪细小病毒

阳性血清 ,@2作用 ,Y。加入稀释好的羊抗猪 ’O3
（二抗），室温下作用 #D)Y。将 9& 膜转移到底物溶

液中，等出现明显条带时，立即转入 !6E% 缓冲液中

终止显色，室温保存。

!"5 重组蛋白的变性与复性

!"5"! 包涵体的制备：按最佳条件诱导表达重组菌

)$$C;，离心诱导培养的重组 I3TU+9E#+V9# 工程

菌，用蒸馏水洗两次，再用 #Q#$ 原培养体积的 %T#
〔#$D$CC?PQ; %B>=+V&P（IVAD$），#D$CC?PQ; T(%:〕缓

冲液重悬细菌沉淀。在细菌悬液中加入溶菌酶至终

浓度 为 1$$COQ; 和 #Q#$ 体 积 的 #S %B>[?5 U+#$$，

,$2作用 #) - ,$C>5 后，于冰浴中超声裂解 细 菌

（A$Z、作用 #$=、间隔 #$=、,$ 次），此时溶液由粘稠变

为清亮。.2、#$$$$BQC>5 离心 #$C>5 收集包涵体沉

淀。

!"5"6 包涵体的变性：分别用 %T1〔#$D$CC?PQ; %B>=+
V&P（IVAD$），#D$CC?PQ; T(%:，1C?PQ; 尿 素〕、%T,

〔#$D$CC?PQ; %B>=+V&P（IVAD$），#D$CC?PQ; T(%:，#S
%B>[?5 U+#$$（"Q"）〕溶液各洗涤包涵体沉淀 , 次，

.2、#$$$$BQC>5 离心 #$C>5 收集沉淀。加 #$C; 变性

液〔 AC?PQ; 尿 素，1$D$CC?PQ; %B>=+V&P（ IVAD$），

#$D$CC?PQ; (%%〕溶 解 沉 淀，室 温 放 置 #Y 以 上。

.2、#1$$$BQC>5 离心 #$C>5 收集变性溶解的上清液，

去除不溶性杂质。

!"5"# 重组蛋白的复性：利用紫外可见分光光度计

测定变性溶解的 9E# 蛋白浓度，在变性液中加入相

应体 积 的 稀 释 液〔1$D$CC?PQ; %B>=+V&P（IVAD$），

1D$CC?PQ; T(%:〕，调整蛋白终浓度在 #$$"OQC; 以

下并使溶液中尿素浓度保持在 #C?PQ;，然后加入还

原型谷胱甘肽（3EV）和氧化型谷胱甘肽（3EE3），使

其终浓度分别达到 #CC?PQ; 和 $D#CC?PQ;，.2放置

1$Y 以上进行蛋白复性。复性后用缓冲液〔1$CC?PQ;
%B>=+&P（IVAD$）〕透析 .AY，每 GY 换液 # 次，透析完成
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即溶液中不含尿素，再用 !"#$%&&& 浓缩透析液，浓

缩后的蛋白过滤除菌，小量分装冻存于 ’ (&)备用。

!"#"$ 复性蛋白浓度、活性的测定：复性蛋白浓缩

后，用紫外分光光度计测定样品在 $*&+, 和 $%&+,
波长的吸光值，按照公式计算样品中蛋白质含量：蛋

白质浓度（,-.,/）0（1234 5 !$%& ’ &2(3 5 !$*&）5 稀

释倍数。

复性后的蛋白作为抗原包被酶标板，用 !!6 阳

性血清进行间接 "/789 试验，看纯化的蛋白有无活

性，同时以未复性的包涵体裂解液作对照。

% 结果

%"! &’( 扩增结果

用引物对 !1.!$ 扩增 !!6 :81 基因，取 *!/ !;<
产物与 $!/ 上样缓冲液混合后，在 1=琼脂糖凝胶

上电泳，以 >?@AB@ C/ $&&& 为对照，凝胶电泳显示该

片段约为 *$3DE，与预期结果相符，对照组水没有扩

增出条带。因此初步确定已获得 !!6 :81 片段。

%"% 重组质粒的鉴定结果

小量制备的 E#"FG:81GH:1 质粒，经 "#$<"和

%&’"双酶切及 !;< 鉴定。&2%=琼脂糖凝胶电泳，

双酶切结果显示，酶切后有两条带，一条约 32IAD，

与 E#"FG3JG1 载 体 大 小 一 致，另 一 条 约 &2*AD，与

!!6 :81 大 小 一 致。!;< 扩 增 产 物 片 段 长 度 约

&2*AD，与目的基因大小一致，对照组水没有扩增出

条带。表明 !!6 :81 插入载体的位置和大小正确。

%") &&* +,! 基因序列分析与比较

序列测定结果表明，特异引物扩增出 !!6 H:1
株 :81 基因核苷酸长度为 *$3DE（:81 基因全长的

9KKBLLMN+：9O(%I4PP），与预期大小一致。将所测 :81
核苷酸序列及其推导的氨基酸序列与国内外普遍流

行 的 毒 株（:9C/G$ 株，9KKBLLMN+：:;G&&1(1%；Q@BLL
株，9KKBLLMN+：R33I(%；;SM+? 株，9KKBLLMN+：9O4%PP1%）

进行序列比较，结果发现核苷酸同源性达到 II2$=
以上，氨基酸同源性达到 II2&=以上，不同毒株之

间核苷酸、氨基酸同源性极高，说明 :81 基因具有

高度保守性。

%"$ +,! 蛋白主要抗原区在大肠埃希氏菌中的诱

导表达

通过不同诱导时间、温度和诱导剂浓度对重组

菌进 行 诱 导 表 达，确 定 :81 基 因 最 佳 表 达 条 件：

7!J# 浓度为 12&,,NT./、诱导温度为 P()、诱导时间

为 1&S。而在诱导 %S、1&S、1$S 等不同时间时，:81
基因的表达量区别并不明显。将表达物上清、沉淀

超声裂解物上清和尿素溶解沉淀等不同样品分别进

行电泳，结果在沉淀中 :81 蛋白含量最高，从而说

明表达产物以包涵体形式存在。

%"- 表达产物的 ,.,/&012 及免疫印迹分析

表达产物的 8C8G!9#" 经过染色、脱色后发现

诱导菌在 4$AC? 处有一条特别粗的蛋白带，与预期

目的融合蛋白大小一致，未诱导菌没有出现这一条

带；经诱导的空载体在 $IAC? 处有一明显的蛋白带，

这条带的分子量正是谷胱苷肽G8G转移酶（#8J）融合

表达载体 #8J 的分子量，与预期一致（图 1G9）。

原核表达的 :81 融合蛋白经 8C8G!9#"，用羊抗

猪 7-# 为二抗进行免疫印迹检测，结果出现 1 条特

异性的抗原G抗体结合带，根据分子量的大小推测，

这条带的分子量与目的蛋白的分子量相同，从而证

明原核表达的目的蛋白是 :81 融合蛋白。:81 融合

蛋白的大量表达为进一步做蛋白纯化及以此为诊断

抗原建立诊断方法奠定了物质基础（图 1GU）。

图 ! +,! 基因表达产物的鉴定及生物活性分析

VM-W1 7XB+YMZMK?YMN+ NZ B[E@BLLMN+ E@NX\KYL NZ :81 -B+B ?+X ?+?T]LML NZ

MYL DMNTN-MK?T ?KYM^MY]W 9：CBYBKYMN+ NZ YSB :81 E@NYBM+ _MYS 8C8G!9#"W 1

‘ 32:81 B[E@BLLMN+ E@NX\KYL M+ " W #$’( U/$1；42E#"FG3JG1 B[E@BLLMN+

E@NX\KYL M+ " W #$’( U/$1，?L +B-?YM^B KN+Y@NT；*2 " W #$’( U/$1 _MYS

@BKN,DM+?+Y ET?L,MXL _MYSN\Y M+X\KYMN+， ?L DT?+A KN+Y@NT；>2!@NYBM+

,NTBK\T?@ _BM-SY ,?@AB@（>a ,?@AB@）W U：aBLYB@+ DTNY ?+?T]LML N+ YSB

B[E@BLLMN+ E@NX\KYLW >W >a ,?@AB@；12aBLYB@+ DTNY ?+?T]LML N+ :81

E@NYBM+；$2aBLYB@+ DTNY ?+?T]LML N+ YSB B[E@BLLMN+ #8J， ?L +B-?YM^B

KN+Y@NT W

%"3 重组蛋白的变性、复性及复性后的反应原性

检测

%"3"! 包涵体的变性：细菌破碎后，呈乳白色，溶液

不粘稠。8C8G!9#" 分析结果显示，用 $,NT./ 尿素

洗涤后杂蛋白去除并不明显，再用 1= J@MYN+FG1&&
洗涤后，包涵体中的杂蛋白明显减少，电泳结果可见

杂蛋白条带变淡。

用 %,NT./ 尿素溶解包涵体，使 :81 蛋白变成还

原态蛋白质。从试验结果来看，%,NT./ 尿素能很好

%$1 b7: FMG[M+ )* &’ W .!#*& +(#,$-($’$.(#& %(/(#&（$&&(）3(（1）



地溶解 !"# 包涵体，溶解后的溶液很清亮、透明，离

心后几乎没有沉淀，说明蛋白变性很彻底。

!"#"! 包涵体的复性：在包涵体变性液中加入复性

液后，发现尿素溶解后的包涵体液无浑浊现象，$%&
缓慢复性后，有少量白色絮状沉淀出现，结果证明蛋

白的回收率较低，达 ’%(左右。取 #%!) 进行电泳

（图 $）。

图 ! 复性后 $%&’()*+(,)+ 蛋白 *-*($.%& 的鉴定

*+,- $ ./012+3+452+61 63 2&0 789:;!"#;<!# 7=620+1 5320= =0152>=52+61

?+2& "@";AB89- #C .14D>E+61 F6/+0E ?5E&0/ FG ?520=；$CH&0 789:;!"#;

<!# 7=620+1 5320= =0152>=52+61；’C789:;IH;# 0J7=0EE+61 7=6/>42E +1 ! -

"#$% K)$#，5E 10,52+L0 4612=6D；M- MN O5=P0= -

!"#"/ 复性蛋白浓度、活性的测定：用紫外分光光

度计测定样品在 $Q%1O 和 $R%1O 波长的吸光值，通

过公式计算得到 789:;!"#;<!# 蛋白的最终浓度为

%CI’%#O,SO)。

789:;!"#;<!# 变性蛋白和复性蛋白都可以和

阳性血清反应，但复性蛋白与 AAT 阳性血清的反应

性明显高于变性蛋白，复性后重组蛋白最小检出量

为 $C$U!,SO)，变性而没有复性的蛋白最小检出量

为 VQC##!,SO)，其提高程度达 $V 倍左右，为进一步

建立 9)."B 诊断试剂盒的试验打下了良好的基础。

/ 讨论

完整的 AAT 粒子中含有一单股线状 @!B，链长

约 VC%PF，VW端编码的 ’ 种非结构蛋白是 !"#、!"$、

!"’，!"# 蛋白是感染 AAT 中主要的非结构蛋白。目

前认为 !"# 蛋白具有解旋活性，拓展了病毒 @!B 末

端发夹结构，对病毒 @!B 的复制是必需的［#$］，但对

其诸多功能的作用机理还不清楚［#’］，猪细小病毒的

研究主要集中在病毒的结构蛋白方面，而对非结构

蛋白的研究少有报导，!"# 蛋白的免疫原性及其在

细胞毒性、病毒的复制等方面的作用有待于深入的

研究。目前，国内殷华平等［#I］只是对 !"# 基因进行

克隆和分析的研究，没有对非结构蛋白进行表达及

初步应用进行研究。

笔者参照 801K51P 发表的猪细小病毒 !B@);$
核苷酸序列，设计了 # 对扩增 !"# 基因的引物，利用

该引物对扩增出 !"# 基因，并成功构建了 789:;
!"#;<!# 重组质粒。经过 .AH8 诱导，成功表达出与

预期 目 的 蛋 白 分 子 量 相 符 的 重 组 蛋 白（ 约 为

V$P@5）。

外源基因表达的蛋白常形成包涵体，影响了蛋

白的自然结构和抗原活性，本实验选择 8"H 融合表

达系统，初步设想是为用亲和层析法纯化包涵体蛋

白奠定基础。目前亲和层析所用的固定化配体有金

属、脂质体和分子伴侣，这些介质寿命短，价格昂贵，

所获得蛋白纯度虽高可量小，本试验提纯的蛋白是

作诊断抗原，需要规模化生产，经 "@";AB89 分析融

合蛋白，发现目的融合蛋白是以包涵体形式存在，参

考秦睿玲等［#V］的方法，对包涵体分离，洗涤，初步纯

化目的融合蛋白，可以达到作为间接 9)."B 包被抗

原的要求，从经济和和技术方面考虑，本实验选择用

常规方法提取包涵体。

包涵体除了目的蛋白外，还有 X!B 聚合酶亚

基，细菌膜蛋白、X!B、@!B 以及脂质、肽聚糖、脂多

糖等［#Q］成份，这些杂质会影响总体蛋白复性速率，

一般在包涵体溶解之前用温和的表面活性剂（如

H=+261 :;#%%）或低浓度的变性剂（如尿素）等除去大

部分杂质。在重组蛋白 789:;!"#;<!# 的分离纯化

中，用 #(H=+61 :;#%% 缓冲液加 $O6DS) 尿素，洗涤包

涵体 ’ 次，包涵体蛋白随杂质蛋白明显减少也丢失

一部分，但 789:;!"#;<!# 融合蛋白明显纯化。

目前较为成熟的复性技术可分为液相复性（稀

释复性、透析复性和超滤复性）和固相复性（各种层

析法复性）［#Y］，本试验选用了一次性稀释复性，克服

了透析法的耗时长、超滤法受仪器限制及层析所用

固定化配体价格贵等缺点，本法经济实惠，便于规模

化生产重组蛋白。分子内二硫键正确形成是蛋白质

复性的又一关键点，谷胱甘肽氧化法通过控制还原

型和氧化型谷胱甘肽的比例来较好地控制氧化复性

速度，反应条件温和，该法是目前复性时促进二硫键

形成的理想方法，本研究证明了该法的良好效果。

复性后的重组蛋白经过 9)."B 检测，重组蛋白

的抗原活性好，能满足作为诊断试剂的需要。因此，

用 !"# 蛋白作为包被抗原，并结合 9)."B 方法的优

U$#金喜新等：猪细小病毒 !"# 基因的原核表达及重组蛋白的复性 - S微生物学报（$%%Y）IY（#）



点研制而成的 !"#$%&’"( 方法，可用来区别自然感

染和灭活疫苗免疫猪群［#)］。该方法的推广普及，将

对 **+ 的根除具有极其重要的作用。
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