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三源重组Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒ＮＡ蛋白原核

表达及多克隆抗体制备
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【摘要】　目的　利用原核表达系统表达华南地区分离的三源重组 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒（Ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）

的神经氨酸酶（ＮＡ）蛋白，并制备兔多克隆抗体。　方法　将１株 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的ＮＡ基因克隆到ｐＥＴ３２ａ载体，构

建ＮＡ原核表达质粒，并转化至犈．犮狅犾犻Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞进行蛋白表达。优化ＩＰＴＧ浓度、诱导时间和温度，提

高蛋白表达量。利用镍柱纯化重组ＮＡ蛋白，并免疫新西兰兔，制备兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接

免疫荧光试验（Ｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ，ＩＦＡ）验证多克隆抗体的特异性。通过间接酶联免疫吸附试验（Ｅｎ

ｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测定多克隆抗体的效价。　结果　成功构建了ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ原核表达

质粒；经ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，表达的重组ＮＡ蛋白大小约７０ｋｕ，符合预期；对诱导条件进行优化，确定３７

℃，终浓度为１．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，诱导时长６ｈ为最佳条件；制备的兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＩＦＡ

的结果显示，该多克隆抗体能和 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ结合，特异性好；间接ＥＬＩＳＡ测得兔抗 ＮＡ蛋白多克隆抗体的效价达

到了１∶４０９６００。　结论　本研究表达的ＮＡ蛋白，制备的兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体具有特异性，效价高，为 ＮＡ蛋白

的ＥＬＩＳＡ检测方法的建立和疫苗研制提供帮助。
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　　禽流感病毒（Ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）是正粘

病毒科Ａ型流感病毒属的一员，由编码１０个核心蛋

白，和数量可变的辅助蛋白的８个单股负链ＲＮＡ片

段包装而成［１］。ＡＩＶ 可分为高致病性禽流感病毒

（Ｈｉｇｈｌｙｐａｔｈｏｇｅｎｉｃａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＨＰＡＩＶ）和低致

病性禽流感病毒（Ｌｏｗｐａｔｈｏｇｅｎｉｃａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，

ＬＰＡＩＶ）。Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ最早分离于１９６６年美国

威斯康星州［２］。在１９９２年中国分离出第一个 Ｈ９Ｎ２

亚型ＬＰＡＩＶ毒株
［３］。Ｈ９Ｎ２亚型ＬＰＡＩＶ感染不会

在禽类中引起明显的临床症状或死亡，但会增加禽类

对其他病原微生物的继发感染，而这些病原微生物可

能延缓禽类生长和降低产蛋量，增加其死亡率，所以

Ｈ９Ｎ２亚型 ＬＰＡＩＶ 的流行常常导致重大的经济损

失［４５］。在亚洲，Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ在家禽中的流行促

进了各种新型禽流感病毒的出现和 Ｈ９亚型禽流感病

毒的进化［６］。不仅如此，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ可以将内部

基因提供给其他亚型ＡＩＶ，如Ｈ５Ｎ１、Ｈ５Ｎ６、Ｈ７Ｎ９和

Ｈ１０Ｎ８，增强它们在哺乳动物中的跨种传播能力和致

病性［７１０］。此外，Ｈ９Ｎ２亚型流感病毒可以直接感染

人［１１］。因此，防控Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ至关重要。

神经氨酸酶（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）是ＡＩＶ的第二

糖蛋白，占表面糖蛋白的２０％，其唾液酸酶活性能促

进病毒粒子从感染细胞中释放［１２］。此外，ＮＡ在ＡＩＶ

的感染过程中发挥重要作用，可促进病毒进入上皮细

胞，并防止病毒聚集在宿主细胞表面［１３］。虽然ＮＡ会

发生抗原漂移，但其抗原漂移的频率要低于 ＨＡ
［１４］。

因此，在禽流感的防控中，监控 ＡＩＶ的 ＮＡ蛋白具有

重要性。本研究对前期分离的１株三源重组 Ｈ９Ｎ２

亚型ＡＩＶ（由Ｇ１、Ｙ２８０和Ｆ９８系病毒重组）的ＮＡ基

因进行克隆，构建含有ＮＡ基因的原核表达载体，转化

到大肠埃希菌细胞中，诱导表达ＮＡ蛋白，并优化诱导

表达的条件。将纯化的重组ＮＡ蛋白免疫新西兰兔，

制备兔抗 ＮＡ 蛋白多克隆抗体，为建立 Ｈ９Ｎ２亚型

ＡＩＶ血清鉴定方法提供参考。

材料与方法

１　材料

１．１　毒株，细胞，载体及质粒　Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病

毒株 Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂａｉｓｅ／０７０１／２０１９（Ｈ９Ｎ２）（简称ＢＳ／

１９）
［１５］、犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９感受态细胞、犈．犮狅犾犻Ｒｏｓｅｔｔａ

（ＤＥ３）和ｐＥＴ３２ａ（＋）载体均由实验室保存。

１．２　主要试剂　氨苄青霉素（ＡＭＰ＋）和ＰＶＤＦ转印

膜均由实验室保存；ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５

×）、ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ＨＲＰ标记山羊

抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ

（Ｈ＋Ｌ）、超快速ＤＮＡ连接试剂盒、Ｈｉｓ标签蛋白纯化

试剂盒（耐变性剂型）、弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐

剂购于上海碧云天生物技术有限公司；Ｔ载体ＰＣＲ产

物克隆试剂盒购自上海生工生物工程股份有限公司；

犅犪犿 ＨＩ和犛犪犾 Ⅰ限制性内切酶购自中国 ＮＥＢ公

司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００／１０００购于湖南艾科瑞生物

工程有限公司；ＨｉｓＴａｇＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ

购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；Ｕｌｔｒａ

ＨｉｇｈＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＥＣＬ Ｋｉｔ购于美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ

ｐｒｅｓｓ公司；高保真ＰＣＲ酶和质粒纯化试剂盒购于赛

默飞世尔科技公司；ＤＮＡ纯化试剂盒和１８０ｋｕ预染

蛋白ｍａｒｋｅｒ购于南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；普通型透析袋（８０００１４０００）购自上海源叶生物科

技有限公司；ＰＥＧ２０００购于安徽白鲨生物科技有限公

司；甲醇和丙酮购于天津市富宇精细化工有限公司。

１．３　实验动物　８０日龄雌性新西兰兔购于广东省医

学动物中心。

２　方法

２．１　ＮＡ基因ＰＣＲ扩增引物的设计与合成　根据

ＢＳ／１９ＮＡ基因序列设计并合成 ＮＡ基因引物，上下

游引物分别加入犅犪犿 ＨＩ和犛犪犾Ⅰ酶切位点（引物序

列中有下划线的部分）。上游引物序列为：Ｈ９Ｎ２ＮＡ

Ｆ：５′ＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＣＣＡＡＡＴ

ＣＡＧＡＡＧＡＴＡＡＣＡＧ３′；下游引物序列为：Ｈ９Ｎ２

ＮＡＲ：５′ＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＡＴＡＧＧＣ

ＡＴＧＡＡＧＴＴＧＡＴＡＴＴＣ３′。引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。

２．２　ｐＥＴ３２ａＮＡ 重组原核表达载体的构建　以

ＰＨＷ２０００ＢＳ／１９ＮＡ 为模板 ＰＣＲ 扩增 ＮＡ 基因。

ＰＣＲ扩增体系：ＰＣＲ酶１２．５μＬ，上、下游引物各１．２５

μＬ，模板质粒１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９８

℃３０ｓ；９８℃１０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０ｓ，进行

３５轮循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保温。ＰＣＲ扩增产物在

１．５％琼脂糖凝胶中电泳，利用ＤＮＡ纯化试剂盒纯化

目的片段，后克隆到ｐＵＣｍＴ载体，得到的质粒命名

为ｐＵＣｍＴＨ９Ｎ２ＮＡ。利用犅犪犿 ＨＩ和犛犪犾Ⅰ酶

酶切ｐＵＣｍＴＨ９Ｎ２ＮＡ 和ｐＥＴ３２ａ。双酶切后的

·６２６·
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ｐＵＣｍＴＨ９Ｎ２ＮＡ 与双酶切后的 ｐＥＴ３２ａ连接。

连接产物转化到 ＴＯＰ１０大肠埃希菌感受态细胞中，

扩大培养并提取出重组质粒，命名为ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２

ＮＡ。对ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ进行犅犪犿 ＨＩ和犛犪犾Ⅰ

酶切验证后，送至生工生物工程（上海）股份有限公司

测序。

２．３　重组ＮＡ蛋白的诱导表达　将ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２

ＮＡ质粒转化到 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞。将含有

ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ质粒和ｐＥＴ３２ａ空载体质粒的菌

液以１∶１００（Ｖ／Ｖ）接种到含 ＡＭＰ的ＬＢ培养基中，

３７℃、２２０ｒｐｍ培养１５０ｍｉｎ至菌液的Ａ６００ 值为０．６。

取１ｍＬ菌液作为未诱导表达的对照，剩下的菌液加

入终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，在３７℃、２２０ｒｐｍ培养

５ｈ。取１ｍＬ诱导后的菌液，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，收集菌体沉淀。

２．４　重组ＮＡ蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

验证和可溶性分析　超声破碎至菌液澄清，离心后分

别收集上清和沉淀，并取步骤２．３的菌体沉淀，加入５

×上样缓冲液，煮沸１０ｍｉｎ后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，

最后经考马斯亮蓝染色。另取菌体沉淀进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，转印至ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉于４℃

封闭过夜后，用ＰＢＳＴ洗三次；用６×Ｈｉｓ标签单克隆

抗体作为第一抗体，孵育２ｈ，用ＰＢＳＴ清洗三次；用

ＨＲＰ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）作为第二抗体，孵

育２ｈ，用ＰＢＳＴ洗三次，用ＥＣＬ化学发光液进行显

影。

２．５　重组 ＮＡ 蛋白表达条件的优化　分别设置

ＩＰＴＧ浓度为０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４和１．６

ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间１、２、３、４、５、６、７和８ｈ，诱导温度

１６、２５和３７℃进行优化。收集每个条件诱导的菌液，

经ＳＤＳＰＡＧＥ中电泳完毕后进行考马斯亮蓝染色。

２．６　蛋白纯化、复性及浓缩　按照摸索出的最佳诱导

条件，大量诱导表达重组ＮＡ蛋白。超声破碎至菌液

澄清，收集沉淀，用变性裂解液重悬。利用Ｈｉｓ标签蛋

白纯化试剂盒纯化重组 ＮＡ蛋白。把纯化后的重组

ＮＡ蛋白装到透析袋内，在６、４、２、１和０ｍｏｌ／Ｌ尿素

浓度的缓冲液下复性。复性后经ＰＥＧ２００００浓缩，利

用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白的浓度。

２．７　兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体的制备　将纯化后的

蛋白与弗氏佐剂以等体积比例乳化，皮下注射新西兰

兔。一共免疫三次，每只兔子每次免疫１ｍｇ蛋白。

每次免疫间隔１４ｄ。第一次免疫时乳化蛋白采用的佐

剂为弗氏完全佐剂，第二次和第三次采用弗氏不完全

佐剂。第三次免疫一周后，对新西兰兔心脏采血。析

出的血清保存于－８０℃。

２．８　兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体的评价　利用纯化后

的ＮＡ蛋白与Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ病毒液为抗原，以制备

的兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体为第一抗体，ＨＲＰ标记山

羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）为第二抗体，按照２．４方法进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证。Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ病毒液接种９６

孔板 ＭＤＣＫ细胞，感染２４ｈ后用甲醇、丙酮（１∶１）混

合液固定３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ对兔抗 ＮＡ蛋白多克隆抗

体从１∶１００开始２倍比稀释至１∶１６００，作为第一抗

体；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）作为第

二抗体，进行ＩＦＡ 试验。用 ＥＬＩＳＡ 包被缓冲液（１０

×）将蛋白稀释至浓度为２μｇ／ｍＬ，包被到ＥＬＩＳＡ板

中，制备的兔抗 ＮＡ 蛋白多克隆抗体为第一抗体，

ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）为第二抗体，测定兔

抗ＮＡ蛋白多克隆抗体的效价。

结　果

１　犎９犖２犖犃基因扩增及原核表达质粒构建

利用设计的 ＮＡ基因引物，以ＰＨＷ２０００ＢＳ／１９

ＮＡ为模板，成功扩增出约１４００ｂｐ大小的片段，符合

预期（图１Ａ）。胶回收纯化目的基因片段，连接到 Ｔ

载体上，经双酶切后连接ｐＥＴ３２ａ载体，得到的质粒

命名为ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ。犅犪犿 ＨＩ、犛犪犾Ⅰ双酶切

ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ后得到两条条带，一条大小约为

５９００ｂｐ，另一条大小为约为１４００ｂｐ，符合预期（图

１Ｂ）。经测序，ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ质粒的ＮＡ基因序

列与毒株序列一致。

　　Ｍ１　ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１　阴性对照　２　Ｈ９Ｎ２ＮＡ基因扩

增产物　Ｍ２　ＤＬ５０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　３　重组质粒ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２

ＮＡ　４　重组质粒ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ犅犪犿 ＨＩ单酶切　５　重组质

粒ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ犅犪犿 ＨＩ和犛犪犾 Ⅰ双酶切　Ｍ３　ＤＬ１００００

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

图１　犎９犖２犖犃基因的扩增（犃）和重组质粒的酶切鉴定（犅）

Ｍ１　ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　２　ＰＣＲａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＨ９Ｎ２ＮＡｇｅｎｅ　Ｍ２　ＤＬ５０００　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　

３　ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ　４　Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ犅犪犿 ＨＩｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　５　Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ犅犪犿 ＨＩａｎｄ犛犪犾 Ⅰ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　Ｍ３　ＤＬ１００００

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犎９犖２犖犃犵犲狀犲（犃）犪狀犱犲狀狕狔犿犪狋犻犮

犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱（犅）

２　重组 犖犃蛋白表达的犛犇犛犘犃犌犈和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

鉴定

ｐＥＴ３２ａＨ９Ｎ２ＮＡ（Ｒｏｓｅｔｔａ）诱 导 表 达 后 经

ＳＤＳＰＡＧＥ和考马斯亮蓝染色，在７０ｋｕ附近有较粗

·７２６·
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的条带，粗于诱导前的对照（图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果显示，诱导表达的重组ＮＡ蛋白能和 Ｈｉｓ标签抗体

结合（图２Ｂ）。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ｐＥＴ３２ａ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）未诱导　２　

ｐＥＴ３２ａ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）诱导５ｈ　３　ｐＥＴ３２ａＮＡ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）未

诱导　４　ｐＥＴ３２ａＮＡ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）诱导后 　５　ｐＥＴ３２ａＮＡ／

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）破碎上清　６　ｐＥＴ３２ａＮＡ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）破碎沉淀　７

　ｐＥＴ３２ａＮＡ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）未诱导　８　ｐＥＴ３２ａＮＡ／Ｒｏｓｅｔｔ（ＤＥ３）

诱导后

图２　重组蛋白表达的犛犇犛犘犃犌犈（犃）和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋（犅）分析

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　ｐＥＴ３２ａｗａｓｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ　２　Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆｐＥＴ３２ａ　３　ｐＥＴ３２ａＮＡｗａｓｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ　４　ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐＥＴ

３２ａＮＡ　５　Ｈｙｐｅｒａｃｏｕｓｔｉｃｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　６　Ｈｙｐｅｒａｃｏｕｓｔｉｃｐｒｅｃｉｐｉｔａ

ｔｉｏｎ　７　ｐＥＴ３２ａＮＡｗａｓｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ　８　ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３２ａＮＡ

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀

３　重组犖犃蛋白表达条件的优化

优化重组ＮＡ蛋白的诱导表达条件，最终确定重

组ＮＡ蛋白的最佳诱导表达条件为３７℃、ＩＰＴＧ浓度

１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、时间６ｈ（图３，图４，图５）。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　空白对照　２～９　ＩＰＴＧ浓度依次为

０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４和１．６ｍｍｏｌ／Ｌ

图３　重组蛋白表达诱导剂犐犘犜犌浓度的优化

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ　２９　ＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４ａｎｄ１．６ｍｍｏｌ／Ｌ

犉犻犵．３　犐狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳犐犘犜犌犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

４　镍柱纯化重组犖犃蛋白与鉴定

对经镍柱纯化后的重组 ＮＡ 蛋白进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析，发现条带单一，大小约为７０ｋｕ（图６）。

相对于纯化前的蛋白，纯化后的杂蛋白明显减少。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１～９　诱导时间依次未为０、１、２、３、４、５、

６、７和８ｈ

图４　诱导时间的优化

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１９　Ｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ１，２，３，４，５，６，７

ａｎｄ８ｈ

犉犻犵．４　犐狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳犐犘犜犌犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　未诱导对照　２　诱导温度１８℃　３

　诱导温度２８℃　４　诱导温度３７℃

图５　诱导温度的优化

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　ｐＥＴ３２ａＮＡｗａｓｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ　２　ｐＥＴ

３２ａＮＡｗａｓｉｎｄｕｃｅｂｙ１８℃　３　ｐＥＴ３２ａＮＡｗａｓｉｎｄｕｃｅｂｙ２８℃　４

　ｐＥＴ３２ａＮＡｗａｓｉｎｄｕｃｅｂｙ３７℃

犉犻犵．５　犖犃狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　诱导沉淀　２　穿流液　３　洗涤液

　４　纯化后蛋白

图６　犖犃蛋白纯化犛犇犛犘犃犌犈结果

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　Ｈｙｐｅｒａｃｏｕｓｔｉｃｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　２　Ｆｌｏｗ

ｔｈｒｏｕｇｈ　３　Ｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ　４　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．６　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳狋犺犲狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犖犃狆狉狅狋犲犻狀

５　浓缩后蛋白浓度测定及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

·８２６·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２４年６月　第１９卷第６期

Ｊｕｎ．２０２４，　Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．６



经ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒检测，浓缩复性后的

蛋白浓度为０．６７ｍｇ／ｍＬ。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，纯

化后的蛋白可以和Ｈｉｓ标签抗体结合（图７）。

Ｍ　蛋白分子质量标准　１　纯化前蛋白　２　纯化浓缩后蛋白

图７　浓缩后蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　Ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ　２　Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狌狉犻犳犻犲犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀

６　兔抗犖犃蛋白多克隆抗体验证及效价测定

利用制备的兔抗 ＮＡ蛋白多克隆抗体为第一抗

体，纯化后蛋白和 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ病毒液作为抗原，

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。结果显示兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗

体稀释１０
３ 倍后仍能结合 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ的 ＮＡ蛋

白（图８）。Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ感染９６孔板 ＭＤＣＫ细胞

２０ｈ后进行ＩＦＡ试验，结果显示，兔抗 ＮＡ蛋白多克

隆抗体稀释１６００倍后仍有绿色荧光（图９）。间接

ＥＬＩＳＡ测得兔抗ＮＡ蛋白多克隆抗体的效价达到１∶

４０９６００（图１０）。

Ｍ　蛋白分子质量标准　１　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ

图８　兔抗犖犃蛋白多克隆抗体的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｋｒｅｒ　１　ＴｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｓＨ９Ｎ２ｓｕｂｔｙｐｅＡＩＶ

犉犻犵．８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犪犫犫犻狋犪狀狋犻犖犃狆狉狅狋犲犻狀

狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔

图９　兔抗犖犃蛋白多克隆抗体犐犉犃鉴定（２００×）

犉犻犵．９　犐犉犃犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犪犫犫犻狋犪狀狋犻犖犃狆狉狅狋犲犻狀

狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔（２００×）

讨　论

Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ是目前中国最流行的ＬＰＡＩＶ，

其以强大的空气传播能力而闻名，与其他病原体的混

合感染往往会增加禽类的发病率和死亡率［１６１７］。因此

需要有效的快速的诊断方法去防控 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ。

当前ＡＩＶ的检测方法主要是分子生物学检测方法和

免疫学检测方法。其中，ＥＬＩＳＡ的准确性和灵敏性较

高［１８］。Ｋｗｏｎ等
［１９］开发了建立了 Ｈ９Ｎ２亚型 ＮＡ蛋

白的ＥＬＩＳＡ检测方法，能区分被感染和接种疫苗的禽

类，为 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ的防控提供帮助。

图１０　犈犔犐犛犃检测兔抗犖犃蛋白多克隆抗体效价

犉犻犵．１０　犚犪犫犫犻狋犪狀狋犻犖犃狆狉狅狋犲犻狀狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔

狋犻狋犲狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀犫狔犈犔犐犛犃

接种疫苗是预防ＡＩＶ感染和相关疾病潜在并发

症的最佳方法［２０］。现有的流感疫苗的 ＮＡ含量各不

相同，有些疫苗的ＮＡ含量几乎检测不到，向现有疫苗

补充纯化的ＮＡ是替代策略
［２１］。另外，与 ＨＡ相比，

ＮＡ随时间推移的抗原变化率较低
［２２］。这表明抗ＮＡ

抗体比抗 ＨＡ抗体维持有效结合活性的时间更长，基

于ＮＡ的疫苗可能不需要像基于 ＨＡ的疫苗那样频

繁地更新。另外，ＮＡ特异性免疫已被证明可以限制

流感病毒的传播，从而减轻疾病症状［２３］。

本研究在不同温度、诱导时间和ＩＰＴＧ浓度条件

下进行表达诱导，摸索重组 ＮＡ蛋白的最佳诱导表达

条件。结果显示，浓度在０．２～１．２ｍｍｏｌ／Ｌ的范围

内，不同ＩＰＴＧ浓度对诱导表达的影响没有十分显著。

诱导时间在６ｈ后，延迟诱导表达的时间对蛋白的表

达量无明显影响。根据可溶性分析结果，重组ＮＡ蛋

白主要是包涵体形式，这与赫珊珊等［２４］研究结果相

似。因此，纯化后的蛋白需要经过复性步骤，恢复蛋白

正确的生物学活性。本研究曾尝试利用Ｈｉｓ标签蛋白

纯化磁珠进行重组ＮＡ蛋白的纯化，但发现蛋白和磁

珠不结合，故后续采用镍离子亲和层析柱纯化蛋白。

本研究利用原核表达系统，诱导表达的重组 ＮＡ

蛋白经纯化后，其ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结

果中除重组ＮＡ蛋白外，没有明显的杂蛋白，说明镍柱

纯化ＮＡ蛋白的效果好。制备的兔抗ＮＡ蛋白多克隆

抗体经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与ＩＦＡ 验证，可特异性结合

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ。经间接ＥＬＩＳＡ试验测得抗体效价

高达１∶４０９６００。这表明本研究表达的ＮＡ重组蛋白

的免疫原性好，制备的兔抗 ＮＡ蛋白多克隆抗体的特

异性良好，为单克隆抗体的制备提供抗原，为疫苗研发

·９２６·
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和为建立 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶＮＡ蛋白血清学鉴定方法

提供帮助。
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