
!"卷#期

#$$!年%月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
&’()!"*’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$!

收稿日期：#$$$0$10$1，修回日期：#$$$0!$0!$。

基金项目：云南省应用基础研究基金（青年基金）资助项目（!2223$$#45）

"联系作者。67(：8108"!08%!94$!；:0;,<(：=<>?’@ABC!#!.@).’;

轮状病毒!""基因在大肠杆菌中的表达及其免疫原性

袁力勇" 刘 勇 李春宏 孙茂盛 戴长柏
（中国医学科学院中国协和医科大学医学生物学研究所，昆明 19$!!8）

摘 要 轮状病毒是世界范围内引起婴幼儿病毒性腹泻的主要病原体。&D"是轮状病毒的主要外壳蛋白和中和

抗原，是发展基因工程疫苗的首选。把包含全部%个主要抗原性区域的轮状病毒EF!!&D"基因片段以谷胱甘肽

E0转移酶融合蛋白的形式在大肠杆菌中进行表达，表达产物占菌体总 蛋 白 的%$G左 右。经 一 步H(>I,I/<’@7
E7J/,-’B74K亲和纯化，重组蛋白纯度超过2$G。L7BI7-@M(’I实验表明，重组蛋白可被抗EF!!的多抗特异地识

别。动物实验表明，重组抗原可在小鼠和家兔体内诱导&D"特异的抗体和一定水平的EF!!中和抗体。
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轮状病毒是世界范围内引起婴幼儿病毒性腹泻

的主要病原体，全世界4岁以下儿童几乎都受到过

轮状病毒的感染。每年约有8"万婴幼儿死于轮状

病毒引起的腹泻［!，#］。

轮状病毒是一种肠道病毒，&D"是病毒的主要

外壳糖蛋白，决定病毒的血清型，并可以诱导中和抗

体。&D"蛋白在轮状病毒中的重要性使其成为轮

状病毒基因工程疫苗研究的首选［#］。

全长&D"基因在大肠杆菌中的表达有一定难

度，我们也曾尝试用多种原核表达载体和不同的宿

主菌来表达全长&D"成熟蛋白，都没有成功。因此

根据有关资料［%""］和计算机软件分析结果，删除了

&D"蛋白3端的!／%共2#个氨基酸，对剩余的包

含了全部%个主要抗原性区域的!84个氨基酸的编

码区（称为&D"6N，6N表示I->@.,I7C）在大肠杆菌

中进行表达，对表达产物进行分离纯化，并对其免疫

原性进行研究。

# 材料和方法

#$# 材料

大肠杆菌菌株OP9#、K=#!（O:%）由本室保存，

菌株6’J!$购自<@Q<I-’A7@公司。质粒载体JH:R0
SH来自F633（F;7-<.,@6?J73>(I>-73’((7.I<’@），

克隆有轮状病毒EF!!&D"成熟蛋白基因的质粒

JT30&D"由本室保存。

工具酶购自宝生物工程（大连）有限公司和上海

生工生物工程公司，鼠抗EF!!株全病毒免疫血清

由作者自制，标记抗体购自华美生物工程公司。引

物合成及O*F序列分析由宝生物工程（大连）有限

公司完成。H(>I,I/<’@7E7J/,-’B74K为F;7-B/,;
D/,-;,.<,K<’I7./公司产品。

#$% !"&基因的"’(扩增

&D"信号肽切割位点位于9$位F(,和9!位

H(@之间。D3N扩增区域是从H(@9!到FB@#%4，共

!84个氨基酸的编码区。以质粒JT30&D"为模板，

利用D-<;7-!和D-<;7-#进行D3N扩增［8］，扩增产

物命名为&D"6N。

D-<;7-!：9U03H34455!6F3FFFF66F6HH6F66FF
6366330%U

上游引物，用于融合表达，含有60(NV酶切位点（斜体字）

D-<;7-#：9U0H335!34!))**66FF3H33F63FF33
F3H630%U

下游引物，含终止密码TFF（黑体字）及7+,$酶切位点

（斜体字）

#$+ 重组质粒,-./01-0!"&)(的构建

将&D"6N基因以60(NV和7+,V双酶切定向克

隆的方式插入大肠杆菌表达载体JH:R0SH［2］，酶

切鉴定，测序。



!"# $%&’(基因在大肠杆菌中的表达

挑取含!"#$%&"%’()*+质粒的单菌落接种于

含,-!的./培养基中，0)1振荡培养至!"233约

为342!345，加入6(*"至终浓度7--89／.，0)1
继续培养2!5:，收集菌体进行;<;%(,"#分析［=］。

!") $%&’(重组蛋白的制备

工程菌培养和诱导条件同上所述。将收获的菌

体按34>?／-.重悬于(/;缓冲液，冰浴中超声破

碎，分别取上清和沉淀进行;<;%(,"#分析［=］。用

34@A*BCD8E$%733和>-89／.的尿素各洗涤沉淀7
!>次，将包涵体以34@!34)@-?／-.的浓度溶于

5-89／.尿素中，装入透 析 袋，F1逐 步 透 析 复 性，

(#"浓缩后进行蛋白纯化。使用,-GBH:I-(:IB%
-IJCI/C8DGJ:公司的"9KDID:C8EG;G!:IB8HGF/作为

纯化介质。

!"* $%&’(重组蛋白的+,-.,/0123.检测［4］

一抗为小鼠抗轮状病毒;,77的免疫血清；二

抗为L+(标记的羊抗小鼠6?"多抗。

!"& 重组抗原$%&’(免疫动物实验

!"&"! 重组抗原’()*+免疫小鼠：7@只小鼠用于

免疫，7@只小鼠用作对照。每只小鼠每次免疫重组

抗原>3"?，3、>、F周各免疫7次。3周采取腹部皮

下多点注射，每>周采取腹腔注射，并加弗氏不完全

佐剂，第四周采取大腿肌肉注射。采血时间为3、>、

F、2、5周各7次，每次处死0只小鼠，收集抗血清，

灭活，M>31保存。

!"&"5 重组抗原’()*+免疫家兔：@只家兔，F只用

于免疫，7只作为对照。每只家兔每次免疫重组抗

原7-?，3、F、2周各免疫7次。3周采取大腿肌肉注

射，第四周和第六周采取耳缘静脉注射。采取耳缘

静脉采血方法，每次74@-.，采血时间为3、>、F、@、

2、)、=周各7次。

!"&"6 抗体水平检测：#.6;,检测［=］：7）用纯化的

’()*+抗原以34@"?／-.包被酶标板，检测小鼠和

家兔抗血清的效价；>）用;,77病毒以73F(NO／-.
包被酶标板，检测小鼠和家兔抗血清的效价；0）根据

#.6;,实验结果，绘制数据表和抗体消长趋势图。

病毒中和实验［73］：将不同稀释度的家兔（第5
周）或小鼠（第2周）抗血清分别与等体积的;,77病

毒（>33*P6<@3／@3".）在0)1共 孵 育>:，与733".
Q,73F细胞（5333!73333个细胞）混合，0)1培养0
!)R，观察细胞病变，得出样品的中和抗体效价。

5 结果和分析

5"! $%&’(的%7(扩增

(P+扩增出@)0S!的 ’()*+特异性产物（图

7），与预期结果相符。

图7 ’()*+(P+扩增结果

NC?T7 (P+I-!9CUCJIDC8E8U’()*+
7T(P+I-!9CUCJIDC8E8U’()*+（@)0S!）；QT<V,Q89GJK9IB

WGC?:DHDIERIBR（<.%>333）

5"5 重组质粒89:;<=9<$%&’(酶切鉴定

电泳结果表明，!"#$%&"%’()*+构建正确。基

因测序结果与预期相符。

图> 重组质粒!*:C8LCH/%’()*+和

!"#$%&"%’()*+的酶切鉴定

NC?T> +GHDBCJDC8EIEI9XHCH8UBGJ8-SCEIED!9IH-CRH
!*:C8LCH/%’()*+IER!"#$%&"%’()*+

7T!"#$%&"%’()*+RC?GHDGRWCD:#$%+6IER&’(6（@20S!YF=5)S!）；

>T!*:C8LCH/%’()*+RC?GHDGRWCD:#$%+6IER)*+R#（2F>S!Y

F>@5S!）；QT<V,-89GJK9IBWGC:?DHDIERIBR（<.%>333）

5"6 $%&’(基因在大肠杆菌中的表达

!"#$%&"%’()*+在大肠杆菌/.%>7中的表达

产物分子量与预期值（F)4)25Z<）相符，表达量在

6(*"诱导后2!5:达 到 高 峰，占 菌 体 总 蛋 白 的

03A左右，表达产物主要以包涵体形式存在。

5"# $%&’(重组蛋白的制备与纯化

洗涤后的包涵体经5-89／.尿素溶解、逐步透

析复性，一步"9KDIDC8EGHG!:IB8HGF/亲和纯化可使

重组’()*+的纯度达到=3A以上，完全可以满足动
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物实验的要求。

图! "#$%&’#&()*+,在大肠杆菌-.&/0中不同诱导

时间的表达检测（箭头所指为表达带）

1234! +5667"86992:;:<()*+,2;!"#$%&-.&/0=>

?2<<686;>>2@6=<>682;?AB>2:;4
0：C6DDDE9=>6:<-./0&"#$%&’#2;?AB6?FEG)+#；

/4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,0H5=<>68G)+#；

!4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,I5=<>68G)+#2;?AB>2:;；

J4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,K5=<>68G)+#2;?AB>2:;；

L4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,J5=<>68G)+#2;?AB>2:;；

K4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,/5=<>68G)+#2;?AB>2:;；

*4C6DDDE9=>6:<-./0／"#$%&’#&()*+,F6<:862;?AB>2:;；

M4)8:>62;@:D6BAD=8N6235>9>=;?=8?（@2??D68=;36）4+56=88:N2;&

?2B=>69>5667"86992:;F=;?4

图J 重组()*+,纯化产物OPO&)Q#$检测

（箭头所指为表达带）

1234J OPO&)Q#$:<"A82<26?()*+,
04()*+,"A82<26?FE#DA>=>52:;6O6"5=8:96J-；/4()*+,2;BDA92:;

F:?269；!4C6DDDE9=>6:<-.&/0／"#$%&’#&()*+,2;?AB6FEG)+#；

J4C6DDDE9=>6:<-.&/0／"#$%&’#&()*+,F6<:86G)+#2;?AB>2:;；

M4)8:>62;@:D6BAD=8N6235>9>=;?=8?（@2??D68=;36）4+56=88:N2;&

?2B=>69>5667"86992:;F=;?

!"# $%&’(重组蛋白的)*+,*-./01,检测

用小鼠抗OQ00病毒的多抗对表达()*+,的菌

体和含()*+,的包涵体进行 R69>68;FD:>分析，在

()*分子量（约JISP）处形成了特异的抗原&抗体结

合反应。这说明()*+,可被抗天然()*的抗体有

效识别。

图L ()*+,R69>68;FD:>分析（箭头所指为表达带）

1234L R69>68;FD:>=;=DE929:<()*+,
Q4R69>68;FD:>=;=DE9294Q04()*+,2;BDA92:;F:?269；Q/4C6DDDE9=>6

:<-.&/0／"#$%&’#&()*+,2;?AB6?FEG)+#；Q!4C6DDDE9=>6:<-.&

/0／"#$%&’#&()*+,F6<:86G)+#2;?AB>2:;4

-4OPO&)Q#$4-04()*+,2;BDA92:;F:?269；-/4C6DDDE9=>6:<-.&/0／

"#$%&’#&()*+,2;?AB6?FEG)+#；-!4C6DDDE9=>6:<-.&/0／"#$%&

’#&()*+,F6<:86G)+#2;?AB>2:;；M4)8:>62;@:D6BAD=8N6235>

9>=;?=8?（@2??D68=;36）4+56=88:N2;?2B=>69>5667"86992:;F=;?

!"2 $%&’(免疫动物抗体检测

!"2"3 $.GOQ实验结果：分别用纯化的()*+,和

OQ00包被酶标板，检测免疫后不同时间小鼠和家兔

抗血清的滴度，结果如图K。

!"2"! 病毒中和实验：微量中和实验表明，()*+,
免疫小鼠（第K周）和家兔所产生的抗体（第I周）可

以中和轮状病毒OQ00对MQ0HJ细胞的感染，结果

如下：

表3 $%&’(免疫小鼠和家兔中和抗体滴度（几何平均滴度）

’4/0*3 ’5,*-+（67’）189:33.*;,-405<5.=4.,5/1>5*+
5.>;?*>/@$%&’(5AA;.5<4,51.

Q;2@=D9 +2>689:<;6A>8=D2T2;3=;>2F:?269 #M+

M2B6
0：0H
0：/H
0：/H

0：0L4I*

,=FF2>9

0：IH
0：/H
0：JH
0：/H

0：!!4KJ

B 讨 论

我们曾尝试在大肠杆菌中表达全长的()*成

熟蛋白基因，为此设计了非融合表达和融合表达两

种方 案。 非 融 合 表 达 采 取 了 国 内 应 用 广 泛 的

*J0/期 袁力勇等：轮状病毒()*基因在大肠杆菌中的表达及其免疫原性



图! "#$%&免疫小鼠（左）和家兔（右）抗体滴度消长曲线

’()*! +,-./0(1,123,0(41-(560171038(7.6"#$(,9(/5（:520）3,-7344(06（7();0）4<
75/194(,3,03,0()5,"#$%&9536.75-4<=>+?@*

%;56<941:!6;1A60;5756.:0612=>+?@5B39(,5-4<?@CC71038(7.6*%;56<941:

"6;1A60;5756.:0612=>+?@5B39(,5-4<D.7(2(5-"#$%&3,0()5,*

DE"FFG载体，融合表达则使用了D=%FG4、D%;(1H
I(6E和DJ=KHLJM种表达质粒，但这N种系统都

没有检测到"#$表达。我们更换了宿主菌并对细

菌的培养条件进行摸索，只有使用 OP培养基时，

E>FC／DE"FFGH"#$可见微量表达，但OP培养基中

E>FC／DE"FFGH"#$生长过于缓慢，加之表达量低于

QR，没有实际应用价值。

"#$基因有很多不利于表达的因素：C）一些毒

株的"#$基因在大肠杆菌中稳定性差。S3,)>等

和O361,等都曾报道在大肠杆菌中克隆轮状病毒

株的"#$基因时遇到了困难，因为这些"#$基因

中存在潜在的大肠杆菌启动子序列，从而影响了

"#$基因的稳定和表达［!，CC］。F）"#$表达产物往

往不 稳 定 或 对 宿 主 菌 具 有 毒 性。如 牛 的 TL株

"#$与>3/U融合后表达产物对大肠杆菌有毒［CF］。

M）有文献报道，"#$作为一个内质网结合蛋白，V端

有一个不典型的膜锚结构［CM］，该结构可能是限制

"#$基 因 原 核 表 达 的 重 要 因 素。这 些 原 因 造 成

"#$的原核表达非常困难，迄今尚未有非融合表达

成功的报道，而融合表达也不理想，如W1;,61,O@
等用DTVCX载体融合表达人轮状病毒"#$未获成

功［Q］。

鉴于大量的探索没有取得理想结果，我们决定

对"#$基因进行有利于原核表达的改造。"#$的

三个抗原性区域位于蛋白Y端和中部，V端C／M对

免疫原性影响较小。因此，我们删除了"#$V端C／

M共PF个氨基酸，对剩余的CXN个氨基酸的编码区

重新进行表达。为了实现高效表达，我们用D%;(1H
I(6E和DJ=KHLJ 两 种 系 统 在 ZIQ!、E>HFC和

%1DCG三种宿主菌中进行比较性表达。在三种宿主

菌中，D%;(1I(6H"#$%&都 未 见 明 显 表 达。DJ=KH
LJH"#$%&在ZIQ!和%1DCG中形成稳定表达，表达

产物分子量与预期值（N$[$!X\Z）吻合，表达量超过

了菌体总蛋白的FGR。用E>HFC作为宿主，表达量

达到菌体总蛋白的MGR，超过了国外报道的CGR"
CQR的最高水平。这说明"#$V端序列是影响原

核表达效率的最重要因素，但删除V端的"#$基因

对表达载体仍有很强的选择性。

经S56057,4:10检测，大肠杆菌表达的"#$%&
蛋白具有良好的抗原性。免疫家兔和小鼠后，不仅

可以诱导产生与?@CC病毒株相结合的抗体，还可

以诱导一定水平的中和抗体。

综上所述，本文实现了轮状病毒"#$在大肠杆

菌中的稳定高效表达，表达量占菌体总蛋白的MGR
左右，表达产物经简单纯化即可达到很高纯度。体

外及动物实验证实，表达产物具有良好的抗原性和

免疫原性。

!"#"!"$%"&（参考文献）
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0;593]173,0()5,(/75)(1,612D17/(,571038(7.6"#$+,-./563
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