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摘要! 猪
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日本乙型脑炎病毒%
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)78

&是引起母猪繁殖机能障碍的重要

病原之一! 其
9:!

蛋白参与病毒复制和组装' 调节宿主免疫反应功能( 提取猪日本乙型脑炎上海分离株的基因组

;9<

! 反转录合成
/=9<

! 扩增该病毒的
:6!

基因片段! 亚克隆到原核表达载体
+7>#?@

!

*

$上! 构建重组原核表达

质粒
+7>#?@
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*

$

#)78#:6!

! 转化大肠埃希菌
;37*+$-7*-& 7"<- AB?!

"

=7"

&菌株!

CD>E

诱导表达重组
)78#9:!

蛋白!

获得分子量大小为
&$ F=*

的重组蛋白) 为了提高表达量!

)78#:6!

基因的
#G@H! ?&G I+

被截短) 聚丙烯酰氨凝胶

电泳%

:=:#D<E7

#分析表明$

)78#:6!

表达量明显提高! 纯化后含量达到总蛋白的
@GJ

以上) 纯化后的蛋白免

疫
CK;

小鼠
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! 制备了小鼠抗
)78#9:!

多克隆抗体!

L-.3-5,#I1M332,N

验证了
)78#9:!

的抗原性和抗体的

特异性) 图
$
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乙型脑炎病毒#
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%& 又称日本脑炎病毒& 可引起以中枢神经系统损害

为主的虫媒性人畜共患病& 即乙型脑炎或日本脑炎' 中国乙脑发病人数占世界总发病数的
=>?

以上(

@

)

'

(;<

可以感染蚊子
A4%0.0:),

和猪
!"# $%&'() *+,-$./0"$

& 作为
(;<

的寄存宿主& 猪感染乙脑病毒后表现

为繁殖机能障碍& 母猪表现为产死胎* 木乃伊胎等' 该病不仅严重影响养猪业的健康发展& 也是兽医公

共卫生重点关注的疾病之一'

(;<

属黄病毒科
B%)202030:),

黄病毒属
1234/4/&"$

& 其基因组为单股* 正链

CDE

分子& 其长度约为
@@ 69

+

@" FGH 9*

,& 从
I"

端
FH

位
EJK

起始& 至
!"

端
@> !F!

位终止& 仅形成
@

个长约
@>L! 69

的开放读码框架 +

MCB

,& 编码
@

个长为
! N!O

个氨基酸残基的蛋白前体& 在宿主细胞

内蛋白酶和病毒蛋白酶的切割下& 它产生
!

种结构蛋白+

A

蛋白*

P3QRQ

和
;

蛋白,以及
G

种非结构蛋

白 +

DS@

&

DSO)

&

DSO9

&

DS!

&

DSN)

&

DSN9

和
DSI

,

(

OT!

)

' 该病毒经过几十年的进化& 现存
I

种基因型&

整个亚洲
(;<

的各种基因型都有流行 (

N

)

' 其中
(;<!565

基因全长约
5 ONI 9*

& 预测分子量为
N> 6U)

左

右& 由于
D

端存在糖基化位点& 所以在病毒感染细胞中是分子量为
NH 6U)

的糖蛋白(

I

)

' 前体蛋白首先

在
;!DS5

位点裂解后&

DS5

转位到内质网膜上& 然后
DS5VDSO)

位点发生裂解& 产生成熟的
DS@

(

H

)

'

DS@

的主要功能是作为病毒
CDE

复制的共因子& 参与病毒
CDE

的合成' 与此同时& 因它能分泌到胞

外& 激发机体产生针对
DS@

的抗体& 而此抗体能抵抗病毒的感染 (

G

)

& 所以
DS@

也与
;

和
Q

蛋白一样&

作为疫苗开发的对象得到广泛研究' 本研究克隆猪日本乙型脑炎的
DS@

基因& 构建重组原核表达载体&

在大肠埃希菌
7$08-&/08/9 0+2/

中大量表达& 并纯化该重组蛋白& 制备小鼠抗
(;<!DS@

的抗体& 验证抗体

的特异性& 为探讨该蛋白的功能及病毒复制的相关研究打下基础'

@

材料与方法

)*)

材料

猪日本乙型脑炎病毒
SW!(;<"@

毒株由中国农业科学院上海兽医研究所马志永研究员惠赠"

XWY!O@

细胞& 原核表达载体
*;J!O=

+

)

,* 大肠埃希菌感受态细胞
UWI!

和
XZO@

+

U;!

,为浙江农林大学兽医微生

物学实验室保存'

[AC

小鼠
:"$ ,"$0"2"$

购于浙江省医科院实验动物中心'

核酸标准+

UDE \)36,3 UZO"""

,& 限制性内切酶
70+;"

和
!<2 "

&

EQ<

反转录试剂盒&

=<> UDE

聚

合酶等购自大连宝生物公司"

JN UDE %0&)-,

购于
D;X

公司"

[PJK

和弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购

于
S0&\)

公司"

J30#$%

购自
0+2013$&,+

公司"

UDE

胶回收试剂盒购于上海华舜生物公司"

E

型小量
UDE

片

段快速纯化回收试剂盒& 质粒
UDE

小量提取试剂盒购于
)7&,+

生物有限公司' 其他试剂为国产分析纯'

)*+

方法

@]O]5

病毒基因组
CDE

的提取 将
(;<

病毒感染的
XWY!O5

细胞样品重悬于
J30#$%

试剂中& 室温
5>

\0+

后& 加入
5R!

体积氯仿& 反复混匀后室温
I \0+

' 以
5I >>>

-

\0+

#5离心
5I \0+

& 吸取上清液转移至

另一离心管中& 加入等体积的异丙醇& 反复混匀后室温沉淀
I \0+

& 以
5I >>>

-

\0+

$5离心
5I \0+

' 去

掉上清液后& 用
G>%

的乙醇洗涤沉淀
5

次& 室温干燥后& 溶于适量的
CD)-, 83,,

水中&

$O> &

储存备用'

5]O]O

逆转录聚合酶链式反应!

CJ!PAC

"扩增
?7@!565

基因 根据
EQ<

反转录试剂盒说明书上的方

法& 将上面提取的病毒基因组
CDE

& 利用随机引物反转录合成
.UDE

' 以此
.UDE

为模板&

A7@!5!5

引

物上游
B

!

I'&.&&))11.)1&&).).1&&)1&1& !"

"

A7@!5!B

全长片段下游引物
C5

!

I"&.&&1.&).11)&&.)&.&).1)&. !"

#

5V5 OIN 9*

,&

?CD!56B

突变体下游引物
CO

!

I"&.&&1.&).11).&&))&&&)&.)).1& !"

#

5VFIG 9*

,& 在
PAC

管

中加入如下
O> #Z

体系!

CDE-, B3,, ::W

O

M 5N]! #Z

&

5>(

缓冲液
O]> #Z

&

:DJP- 5]H #Z

&

5> #\$%

-

Z

$5

引物各
>]N #Z

&

=9E

酶
>]! #Z

&

.UDE

模板
5]> #Z

" 在
PAC

仪中以下面条件进行
PAC

扩增!

FN &

预变

性
I \0+

"

FN &

变性
I> -

&

I= &

退火
I> -

&

GO &

延伸
O \0+

& 共
!I

个循环" 循环结束后
GO &

延伸
5>

\0+

& 最后
N &

保存'

5>]> &

-

Z

^5琼脂糖凝胶电泳检测结果'

5]O]! *;J!O=

!

)

"

!A7D!565

重组质粒构建 将上述胶回收的
A7D!565

的
PAC

产物和
*;J!O=

#

)

,空质粒使

用
7F';"

&

69G"

分别进行双酶切& 酶切回收后& 回收产物在
JN

连接酶作用下& 把
?HD!565

全长和突变

沈红霞等! 猪日本乙型脑炎病毒
DS5

基因的表达和抗体制备 !FG
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日

体亚克隆到
'()!!*

!

+

"载体上# 转化大肠埃希菌
,-.!

# 挑取菌落经
/01

和重组质粒双酶酶切鉴定为阳

性者# 送上海英骏生物公司测序鉴定$

#2!23

重组蛋白
4(5!67#

的诱导表达 上述阳性重组质粒
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%#

和
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%#!

89:+;:

转化到大肠埃希菌
<=!#

!

,($

" 内# 挑取克隆扩大培养# 细菌生长到对数期时加入
#"#88>?

%

=

$@的
A/)B

诱导# 培养
$ C

后# 取样并煮沸制备样品#

7,7!/DB(

检测重组
4(5!67@

和
4(5!67@!89:+;:

蛋白表达情况$

@2!2.

重组蛋白
4(5!67@

的纯化 将
@2!23

鉴定好的表达
4(5!67@

蛋白的阳性克隆扩大到
@"""% 8=

进

行培养# 当细菌生长到对数期时# 加入
@"% 88>?

%

=

$@的
A/)B

# 诱导表达
$ C

后# 收集菌体# 按照王晓杜等
&

*

'方法提取包涵体# 溶解好的包涵体按照
CEF!G+;H 6EI

试剂盒说明书方法进行纯化# 纯化后蛋白利用透

析的方法进行复性# 制备大量可溶性的重组
4(5!67@

蛋白$ 聚丙烯酰氨凝胶电泳!

7,7!/DB(

"检测该蛋

白包涵体提取和纯化效果$

@2!2%

多克隆抗体的制备 将纯化后的
4(5!67@

蛋白与弗氏完全佐剂佐剂混合均匀!

@J@

"# 颈部皮下注

射给
A01

小鼠!

." "K

%只$@

"#

!

周后用弗氏不完全佐剂与蛋白混合后注射# 以后隔
!

周注射
@

次# 共免

疫
3

次后采血# 收集血清即为多克隆抗体$ 用酶联免疫吸附测定!

(=A7D

"方法测定其效价$

@2!2L

抗体特异性检测 根据王晓杜&

M

'的方法# 分别以原核表达产物和病毒感染后
5NO>

细胞的裂解产

物作为上样样品# 进行
7,7!/DB(

# 再以制备的小鼠抗
4(5!67@

多克隆抗体作为一抗#

PNF:NO;!G?>::E;K

显色# 验证抗体的特异性$

!

结果与分析

!"# !"#!$%$

基因
%&!'(%

结果

以
@2!2!

合成的
4(5 Q,6D

为模板# 用带有
"&'1#

和
%()#

酶切位点的引物#

1)!/01

扩增
!"#!$%@

的基因片段# 所克隆的片段带有起始密码子
D)B

和终止密码子
)DD

$

/01

产物经琼脂糖凝胶电泳检测#

结果表明!图
@

"# 本研究获得大小
@2$ RG

左右的片段# 与预期大小基本一致$

!"!

重组质粒
)*&!!+

!

,

"

!!"#!$%$

的构建

用
"&'1#

和
%()#

酶分别对
!"#!$%@

基因的
/01

产物(

'()!!*

!

+

"空载体进行双酶切# 酶切产物经

纯化试剂盒纯化回收后#

!"#!$%@

基因的
/01

产物(

'()!!*

!

+

"空载体经
)3

连接酶连接# 连接产物转

化大肠埃希菌
,-.!

# 经菌落
/01

鉴定为阳性的克隆# 过夜培养后提取质粒# 所获得的重组质粒再进一

步用
"&'1#

和
%()#

进行双酶切鉴定# 琼脂糖电泳# 结果!图
!

"为阳性的细菌克隆送上海桑尼生物公司

测序$ 测序结果获得的序列# 经美国国家生物技术信息中心!

60<A

"上
<?+F:

比对# 该片段与
60<A

上公布

的
!"#!$%@

基因序列同源性高达
MMS

!

BN;<+;R 6>

)

DT$@.@@M

"# 说明本研究克隆到了
!"#!$%@

基因#

并且该序列正确插入到
'()!!*

!

+

"空载体# 重组表达载体
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%@

构建成功$

!-.

重组
/*0!12#

蛋白的诱导表达

上述鉴定好的
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%@

重组表达质粒转化大肠埃希氏菌
<=!@

!

,($

"# 挑取
!U$

个克隆

过夜培养# 重新转接培养至对数生长期后#

@ 88>?

%

=

$@

A/)B

诱导
$ C

# 在异丙基
!$!,

硫代吡喃半乳糖苷

!

A/)B

"诱导前和诱导后分别取样# 加入
@&

十二烷基磺酸钠!

7,7

"上样缓冲液# 煮沸裂解细菌#

7,7!

/DB(

电泳检测重组蛋白表达情况$ 结果表明) 重组蛋白
4(5!67@

在大肠埃希菌内大量表达!图
$

"# 利用

,6D7)D1

软件分析# 预期分子量大小为!

3"I*

"

R,+

# 结果表明表达蛋白大小与预期一致!

3* R,+

左右"$

薄层扫描分析表明# 表达的重组蛋白占总菌体蛋白的
!"S

以上$ 利用
CEF!G+;H 6EI

柱纯化# 只能得到很

少的蛋白# 不能用于进行下一步实验$

!-3 /*0!12#!456,76

重组蛋白的表达和纯化

根据网站预测!

C::'

)

VV;ECFNOWNO28GE29Q?+2NH9V1D00V

"发现
!"#!$%@

基因序列中大肠埃希菌稀有密码

子有
!"

个# 特别是从
M.* G'

开始有连续
$

个稀有密码子# 这将限制该基因在大肠埃希菌中的表达# 所

以重新设计下游引物# 按照
@2!2$

方法构建重组
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%@!89:+;:

!

M.*U@ !3. G'

截短"质粒

!图
3

"$ 重组
'()!!*

!

+

"

!!"#!$%@!89:+;:

质粒转化大肠埃希氏菌
<=!@

!

,($

"# 经
A/)B

诱导#

7,7!/DB(

检测表明!图
.

"# 获得大小为
$M R,+

左右的重组蛋白!

$@ R,+I* R,+

"#

4(5!67@!89:+;:

蛋白表达量明显

上升# 表达的重组蛋白占总菌体蛋白的
3"S

以上$ 经
CEF!G+;H 6EI

纯化# 获得高纯度的重组
4(5!67@!

$M*



第
!"

卷第
!

期

图
# !"#!$%$

基 因 的

%&!'(%

扩增结果

)*+,-. $ /012*3*456*78 73 !"#!

$%$ 9: %&!'(%

图
; 1<&!;=

!

5

"

!!"#!$%$

重

组质粒的酶切鉴定

)*+,-. ; >*+.?6*78 73 -.4709*8586

125?0*@ 1<&!;=

!

5

"

!!"#!

$%$ 9: -.?6-*46 .8A:0.

图
!

重组
B<C!DE$

蛋白的诱导

表达

)*+,-. ! <F1-.??*78 73 -.4709*8586 1-76.*8

B<C!DE$ 9: G'&H *8@,46*78

0,6586

蛋白# 占纯化后总蛋白的
=IJ

以上$

!"# $%&!'()

免疫原性及抗体特异性鉴定

重组
B<C!DE#!0,6586

蛋白免疫
G(%

小鼠# 制备的小鼠抗
B<C!DE#

多克隆抗体# 其
<KGE/

效价为
;"

#L

I

$ 以原核表达产物!

B<C!DE$

#

B<C!DE$!0,6586

"进行
E>E!'/H<

# 小鼠抗
B<C!DE$

作为一抗#

M.?6.-8!

92766*8+

检测抗体与抗原的反应性# 结果表明% 抗体能特异的识别
B<C!DE$

蛋白和
B<C!DE$!0,6586

蛋白#

证明该蛋白具有较好的免疫原性!图
N/

"$ 病毒感染
O.-7

细胞
#;

#

;P

#

!N

#

P= Q

后# 收取细胞样品# 裂

解后进行
E>E!'/H<

# 以本研究制备的小鼠抗
B<C!DE#

抗体作为一抗#

M.?6.-8!92766*8+

检测抗体与病毒

表达
B<C!DE#

蛋白的反应性# 结果表明小鼠抗
B<C!DE#

抗体能特异识别病毒表达的
DE#

蛋白!图
NR

"$

!

讨论

B<C

病毒的
DE#

蛋白在黄病毒科家族中具有较高的保守性# 它能激发机体产生中和抗体# 是
B<C

亚单位疫苗的候选者# 其
>D/

疫苗具有较好的免疫保护能力&

#L

'

$ 有较多的学者利用各种不同的表达系统表

达该蛋白# 一方面可以研究
DE#

在致病机制中的作用&

S

'

# 另一方面可以建立检测
B<C

感染的方法&

##

'

$ 由

于抗
DE#

抗体能通过
)4

受体依赖的途径引发机体的保护性免疫&

#;

'

# 所以开发出针对
DE#

的许多单克隆

抗体用于治疗
B<C

和黄病毒科病毒的感染&

#!

'

$

图
P 1<&!;=T5U !!"#!$%$!0,6586

重组质粒

的构建

)*+,-. P (78?6-,46*78 73 -.4709*8586 125?0*@ 1<&!;=

!

5

"

!!"#!$%$!0,6586

图
I

重组
B<C!DE$!0,6586

蛋白的诱导表

达和纯化

)*+,-. I <F1-.??*78 58@ 1,-*3*456*78 73 -.4709*8586

1-76.*8 B<C!DE$!0,6586 9: G'&H *8@,46*78

沈红霞等% 猪日本乙型脑炎病毒
DE$

基因的表达和抗体制备 !VV
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!"#$

年
%

月
!&

日

图
% '()!*+,

抗原性和小鼠抗
'()!*+,

抗体

特异性验证

-./012 % 344056/25.7.89 6: '()!*+, ;5< 8=2 >?27.:.7.89 6:

460>2 ;58.!'()!*+, ;58.@6<9

本研究克隆了从猪群中分离的神经毒
'()

病毒

株的
!",

基因! 该序列与美国国家生物技术信息中

心上公布序列同源性
AAB

以上! 在原核表达系统中

大量表达重组蛋白
'()!*+,

! 表达量达到菌体总蛋

白的
!"B

以上! 表达量偏低" 由于
#$%!!",

基因的

ACD @?

后有连续
$

个稀有密码子! 所以通过突变截

短该基因! 使得重组蛋白表达量得到极大提高! 经

纯化后达总蛋白的
DCB

以上" 利用高纯度的重组

'()!*+,!408;58

蛋白免疫
3EF

小鼠! 制备了小鼠抗

'()!*+,

抗体! 抗体效价水平较高 ! 特异性也较

好! 为检测
'()

试剂盒的建立提供工具! 也为研究

其病毒诱导的细胞免疫中的作用和探讨其在病毒致

病中的机理打下较好的基础"

'()

引起的母猪繁殖

障碍给养猪业带来了重大危害! 该病在猪群中的发

生具有重要的公共卫生学意义! 因此! 监测该病的

流行情况! 控制它在猪群中的扩散! 研发抗病毒药

物等措施都有利于该病的防控"

参考文献!

#

,

$ 陈焕春
G

规模化养猪场疫病控制与净化#

H

$

I

北京% 中国农业出版社!

!&&&

%

#DJI

#

!

$

HK+L* M N

!

OKPEQHMP( ' H

!

R(*SEQ H T

!

&' ()I H6U270U;1 7=;1;7821.V;8.65 6: ; 52081;U.V.5/ <64;.5 6: 8=2

';?;52>2 2572?=;U.8.> W.10> >8107801;U /U976?1682.5

#

'

$

I # *&+ %,-.)

!

,ADA

!

!"

%

!&$J " !&XAI

#

$

$

QY* + 3

!

P(( Q HI ';?;52>2 2572?=;U.8.> W.10>

%

46U270U;1 @.6U6/9 ;5< W;77.52 <2W2U6?4258

#

R

$

ZZ TKP3S[TQ H

!

\LELN+T3 MI /.)&01)(- 2,.).34 .5 '6& 7)(8,8,-19I *61].7=

%

^61.V65 +7.258.:.7 M12>>

!

!&&%

%

!!C _ !J,I

#

X

$

HL^KHH(O H K

!

RKP\EK3S^ + (

!

EKO-LEO K O

!

&' (): H6U270U;1 ?=9U6/2528.7 ;5< 2W6U08.65;19 ;5;U9>2> 6:

H0;1 >81;.5 6: ';?;52>2 2572?=;U.8.> W.10> 12W2;U .8 .> 8=2 4.>>.5/ :.:8= /25689?2

#

'

$

I ;+5&0' *&+&' <8.)

!

!",,

!

#$

&

C

'%

DCC " D%!I

#

C

$

P3*O(*\KF^ \ O

!

E3F( F HI H6U270U;1 @.6U6/9 6: :U;W.W.10>2>

#

'

$

I =>8 %,-19 ?&9

!

!""$

!

%&

%

!$ " %,I

#

%

$

F^KH\(E+ S '

!

^K^* F +

!

RKPP(E E

!

&' ()I -U;W.W.10> /25642

!

61/;5.V;8.65

!

2`?12>>.65

!

;5< 12?U.7;8.65

#

'

$

I =++1 ?&8 /,0-.@,.)

!

,AA"

!

''

%

%XA " %DDI

#

J

$

P3* Q.U.5/

!

F^(* P.a0;5/

!

P3KL F P

!

&' ()I O*K .4405.V;8.65 ].8= ';?;52>2 2572?=;U.8.> W.10> 565>8107801;U ?16!

82.5 *+, 2U.7.8> ?168278.W2 .4405.89 .5 4.72

#

'

$

I # %,-.)

!

,AAD

!

!(

&

,

'%

,A, " !""I

#

D

$ 王晓杜
I

猪干扰素
!

!

"

!

#

基因克隆原核表达及其单克隆抗体制备的研究#

O

$

I

武汉% 华中农业大学!

!""JI

NK*R b.;6<0I A6& "'1>4 .5 B&+& C).+& =+> <DE-&99,.+ .5 F.-0,+& !

!

"

!

# ;+'&-5&-.+ (+> ,'9 F-&E(-(',.+ .5 F.)4(+!

',@.>,&9 (+> G.+.(+',@.>,&9 =3(,+9' ?&0.G@,+(+' F-.'&,+

#

O

$

I N0=;5

%

^0;V=65/ K/1.70U801;U Y5.W21>.89

!

!""JI

#

A

$ 王晓杜
I

猪流感病毒感染细胞内
?C$

活性变化机制解析#

O

$

I

北京% 中国农业科学院研究生院!

!","I

NK*R b.;6<0I =+()49,9 .5 H4+(G,09 .5 EIJ =0',8,',&9 ,+ "K,+& ;+5;1)&+L( 8,-19 ;+5&0'&> C&))9

#

O

$

I \2.c.5/

%

F=.52>#

K7;<249 6: K/1.70U8012 +7.2572>

!

!","I

#

,"

$

P3 Q.V2

!

-PKHK*O H

!

FLY*LE O

!

&' ()I (`?12>>.65 ;5< 7=;1;7821.V;8.65 6: 12764@.5;58 ';?;52>2 2572?=;U.8.>

W.10> *+, ?1682.5 .5 O16>6?=.U; +! 72UU

#

'

$

I 2/C F-.0

!

!""D

!

(

&

>0?? ,

'%

$%I

#

,,

$

P3 Q.V2

!

FLY*LE O

!

PY M.5/

!

&' ()I K >?27.:.7 ;5< >25>.8.W2 ;58./25 7;?8012 ;>>;9 :61 *+, ?1682.5 d0;58.8;8.65 .5

';?;52>2 2572?=;U.8.> W.10> .5:278.65

#

'

$

I # %,-.) /&'6.>

!

!",!

!

$!&

&

,

'%

D " ,%I

#

,!

$

F^Y*R T H

!

S^LHM+L* \ +

!

-E(HL*S O ^

!

&' ()I K58.@6<9 1276/5.8.65 6: 72UU >01:;72!;>>67.;82< *+, 81./!

/21> -7!/;44; 1272?861!42<.;82< ?=;/67986>.> ;5< 7U2;1;572 6: N2>8 *.U2 W.10>!.5:2782< 72UU>

#

'

$

I # %,-.)

!

!""J

!

)$

%

ACC, " ACCCI

#

,$

$

P(( S ^

!

+L*R \ ^

!

QY* + 3

!

&' ()I K 716>>!?168278.W2 4K@ 1276/5.V2> ; 56W2U 2?.86?2 ].8=.5 8=2 :U;W.W.10> *+,

?1682.5

#

'

$

I # B&+ %,-.)

!

!",!

!

&*

%

!" " !%I

"

X""


