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小反刍兽疫病毒西藏株血凝素蛋白和融合蛋白兔
多克隆抗体的制备与初步应用*
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【摘要】 目的 对小反刍兽疫病毒(Peste
 

des
 

petits
 

ruminants
 

Virus,PPRV)强毒株China/Tibet/Geg/07-30血凝素蛋

白 H和融合蛋白F的主要抗原表位区进行原核表达,并制备兔抗PPRV
 

H和F蛋白多克隆抗体。 方法 根据Gen-
Bank上公布的PPRV

 

China/Tibet/Geg/07-30
 

(GenBank
 

FJ905304.1)株 H和F蛋白的基因序列构建重组质粒pET30a
(+)-H和PGEX-4T-1-F,并将重组质粒转化至宿主菌E.coliBL21(DE3)感受态,IPTG诱导表达目的蛋白,经亲和层析

纯化后与弗氏佐剂混合免疫新西兰大白兔,收集血清,制备多克隆抗体,利用间接免疫荧光(IFA)方法和酶联免疫吸附

试验(ELISA)检测抗体与抗原的结合能力。 结果 分别对重组质粒进行酶切,pET30a(+)-H 切出约1
 

653
 

bp的

PPRV
 

H基因,PGEX-4T-1-F切出约为1
 

245
 

bp的PPRV
 

F基因,与预期一致。经IPTG诱导后重组蛋白以包涵体的形

式表达,Western
 

blot检测原核表达的两个目的蛋白均能与标签抗体发生反应,ELISA检测原核蛋白抗原能与相应多克

隆抗体相结合,间接免疫荧光试验显示兔多克隆抗体能够识别表达PPRV
 

H蛋白的重组狂犬病病毒(rSRV9-H)和表达

PPRV
 

F蛋白的重组狂犬病病毒(rSRV9-F)。 结论 利用原核表达系统成功表达出具有抗原性的PPRV
 

China/Ti-
bet/Geg/07-30株F和 H蛋白,并制备了高特异的兔多克隆抗体,为建立针对PPRV

 

H、F蛋白抗原的鉴定及亚单位疫

苗的研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective Expression
 

of
 

the
 

main
 

epitopes
 

of
 

hemagglutinin
 

protein
 

H
 

and
 

fusion
 

protein
 

F
 

of
 

Peste
 

des
 

petits
 

ruminants
 

Virus
 

(PPRV)
 

virulent
 

strain
 

China/Tibet/Geg/07-30
 

in
 

prokaryotic,and
 

preparation
 

of
 

rabbit
 

anti-
PPRV

 

Polyclonal
 

antibodies
 

to
 

H
 

and
 

F
 

proteins. Methods According
 

to
 

the
 

gene
 

sequences
 

of
 

the
 

H
 

and
 

F
 

proteins
 

of
 

the
 

PPRV
 

China/Tibet/Geg/07-30
 

(GenBank
 

FJ905304.1)
 

strain
 

published
 

on
 

GenBank,the
 

recombinant
 

plasmids
 

pET30a(+)-H
 

and
 

PGEX-4T-1-F
 

were
 

constructed
 

and
 

recombined.Transform
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

into
 

competent
 

E.coli
 

BL21
 

(DE3)
 

cells.Affinity
 

chromatography
 

was
 

used
 

to
 

purify
 

the
 

target
 

protein,which
 

was
 

then
 

combined
 

with
 

Freunds
 

adjuvant
 

and
 

used
 

to
 

immunize
 

New
 

Zealand
 

rabbits
 

in
 

order
 

to
 

collect
 

serum
 

for
 

the
 

preparation
 

of
 

polyclonal
 

antibodies.To
 

detect
 

the
 

binding
 

ability
 

of
 

antibodies
 

and
 

antigens,use
 

the
 

indirect
 

immunofluorescence
 

(IFA)
 

method
 

and
 

the
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA). Results Separate
 

digestions
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

recombinant
 

plasmids.Consistent
 

with
 

expectations,the
 

pET30a(+)-H
 

recombinant
 

plasmid
 

successfully
 

digested
 

the
 

PPRV
 

H
 

gene
 

of
 

about
 

1
 

653
 

bp,and
 

the
 

PGEX-4T-1-F
 

recombinant
 

plasmid
 

successfully
 

digested
 

the
 

PPRV
 

F
 

gene
 

of
 

about
 

1
 

245
 

bp.
After

 

IPTG
 

induction,the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

produced
 

as
 

inclusion
 

bodies.Western
 

blot
 

results
 

show
 

that
 

the
 

two
 

target
 

proteins
 

expressed
 

in
 

prokaryotic
 

cells
 

can
 

react
 

with
 

the
 

tag
 

antibody;the
 

binding
 

ability
 

of
 

prokaryotic
 

protein
 

an-
tigen

 

and
 

polyclonal
 

antibody
 

is
 

detected
 

by
 

ELISA
 

method,and
 

the
 

results
 

show
 

that
 

prokaryotic
 

protein
 

and
 

polyclonal
 

antibody
 

have
 

good
 

binding
 

ability;The
 

results
 

of
 

immunofluorescence
 

showed
 

that
 

the
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody
 

can
 

rec-
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ognize
 

the
 

recombinant
 

rabies
 

virus
 

which
 

expressing
 

PPRV
 

H
 

protein
 

(rSRV9-H)
 

and
 

F
 

protein
 

(rSRV9-F).The
 

above
 

results
 

show
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

system,and
 

have
 

good
 

reactogenicity
 

and
 

immunogenicity. Conclusion The
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

was
 

used
 

to
 

express
 

PPRV
 

China/

Tibet/Geg/07-30
 

strain
 

F
 

and
 

H
 

proteins
 

successfully,and
 

to
 

prepare
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibodies,which
 

laid
 

the
 

founda-
tion

 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

the
 

identification
 

of
 

PPRV
 

H
 

and
 

F
 

protein
 

antigens
 

and
 

the
 

development
 

of
 

subunit
 

vac-
cines.
【Key

 

words】 Peste
 

des
 

petits
 

ruminants;Peste
 

des
 

petits
 

ruminants
 

virus;F
 

protein;H
 

protein;Polyclonal
 

antibody

  小反刍兽疫(Peste
 

des
 

petits
 

ruminants,PPR)俗
称羊瘟,是由小反刍兽疫病毒(Peste

 

des
 

petits
 

rumi-
nants

 

virus,PPRV)引起的一种急性烈性动物传染病,
可在绵羊、山羊以及多种野生小型反刍类动物中高度

传播并造成严重的急性感染[1]。PPR的发病率和病

死率分别高达100%和90%[2-3]。该病于1942年在西

非象牙海岸首次发现,2007年我国首次报告PPR,病
死率为50.3%[4]。2013年新疆伊犁再次发生PPR疫

情,病死率为16.42%[5]。2014年开始PPR在我国出

现大面积爆发,持续波及新疆、内蒙、山东等20省市和

地区[6]。近年来,PPR疫情在我国仍时有发生,在山

羊、绵羊等家畜中的爆发对养羊业造成了巨大的经济

损失。在野生偶蹄类动物中,该病的爆发造成较高病

死率,严重威胁野生动物种群和生态系统的稳定性。

2018年2月,青海高原地区海北州刚察县伊克乌兰乡

瓦彦山地区发现19只野生岩羊因感染PPRV 而死

亡,另有7只岩羊因感染表现出体态虚弱、觅食困难、
长卧不起、腹泻等症状[7]。2021年1-3月,西藏和青

海同时报道野生岩羊发生PPR,累计造成92只野生

岩羊死亡[8]。

PPRV是副粘病毒科,麻疹病毒属的成员之一[9]。
目前该属总共有7个成员:小反刍兽疫病毒(Peste

 

des
 

petits
 

ruminants
 

virus,PPRV)、麻疹病毒(Measles
 

vi-
rus,MeV)、牛瘟病毒(Rinderpest

 

virus,RPV)、犬瘟

热病毒(Canine
 

distemper
 

virus,CDV)、猫麻疹病毒

(Feline
 

morbillivirus,FmoPV)、海豹瘟热病毒(Pho-
cine

 

distemper
 

virus,PDV)和鲸麻疹病毒(Cetacean
 

morbillivirus,CMV)[10]。PPRV 病毒基因组为不分

节段单股负链RNA病毒,基因组序列长度为15
 

948
 

bp,从3'端至5'端依次排列为N-P-M-F-H-L,分别编

码6种结构蛋白和2种非结构蛋白,分别为核衣壳蛋

白(N)、磷蛋白(P)、基质蛋白(M)、融合蛋白(F)、血凝

素蛋白(H)、大蛋白(L)和非结构蛋白(C和V)[11]。

PPRV含有H和F两种囊膜糖蛋白,均与病毒感

染有关,介导病毒粒子与宿主细胞受体结合及病毒粒

子与宿主细胞的膜融合[12]。病毒依靠 H蛋白与宿主

细胞受体结合,F蛋白介导病毒的融合从而使病毒的

核酸释放到细胞质中,子代病毒通过出芽的方式从细

胞内释放出来,并在出芽过程中获得囊膜[13]。F蛋白

属于I型糖蛋白,由546个氨基酸组成,分子质量约59
 

ku,其编码基因的开放阅读框(open
 

reading
 

frame,

ORF)为1
 

640
 

bp。F蛋白以纤突的形式展示在病毒

粒子囊膜的表面,且比较保守,是目前PPRV不同毒

株谱系分类的重要依据,其保守性也是麻疹病毒属各

病毒成员之间产生交叉保护作用的重要原因[14]。F
蛋白诱导细胞产生细胞溶血素,与 H蛋白共同启动病

毒感染细胞,诱发机体产生保护性免疫应答[15],因此

F蛋白是研究PPRV免疫应答机制的重要靶标蛋白

之一[16]。H蛋白也是病毒表面纤突的主要成分,且该

蛋白极不保守,属于II型糖蛋白,由609个氨基酸组

成,分子质量约68
 

ku,其编码基因 ORF为1
 

830
 

bp[15]。H糖蛋白负责与宿主细胞受体结合。H蛋白

通过与相关受体结合导致构象改变,最终促进F蛋白

产生膜融合反应完成病毒入侵细胞的过程[17]。H 蛋

白是麻疹病毒属重要的抗原决定蛋白,诱导体液保护

性免疫应答反应,刺激机体产生中和抗体,参与体液免

疫反应[18]。虽然F蛋白和H蛋白都是保护性宿主免

疫反应的有效诱导剂,但H蛋白比F蛋白免疫原性更

强[19],是PPRV疫苗研发的首选靶标蛋白。
本研究拟分别构建表达PPRV西藏株 H蛋白的

重组表 达 载 体 pET-30a(+)-H 和 表 达 F 蛋 白 的

PGEX-4T-1-F,转化大肠埃希菌后诱导表达PPRV
 

H
和F重组蛋白,经亲和层析纯化、透析和浓缩后免疫

新西兰大白兔,制备兔抗PPRV
 

H蛋白和PPRV
 

F蛋

白多克隆抗体,为建立针对PPRV
 

H蛋白ELISA抗

原检测方法和鉴定表达 H蛋白和F蛋白的重组狂犬

病病毒奠定基础,也为PPRV新型亚单位疫苗的研制

提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 载体、菌株、病毒、细胞 原核表达载体PGEX-
4T-1和pET30a(+),E.coli

 

BL21(DE3)感受态,E.
coli

 

DH5α感受态细胞表达小反刍兽疫病毒F和 H
蛋白的重组病毒rSRV9-F和rSRV9-H,仓鼠肾细胞

(BSR细胞),均由中国农业科学院长春兽医研究所动

物病毒 学 与 特 种 动 物 疫 病 学 实 验 室 制 备 和 保 存;
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PPRV 强 毒 株 China/Tibet/Geg/07-30(GenBank
 

FJ905304.1)血凝素蛋白H和融合蛋白F基因由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。

1.2 主要试剂和仪器 抗 Gst标签鼠单克隆抗体

(Anti
 

GST-Tag
 

Mouse
 

Monoclonal
 

Antibody)和质粒

快速提取试剂盒购自康为世纪公司;限制性内切酶

BamHⅠ、XhoⅠ、HindⅢ和BCA蛋白浓度测定试剂

盒购自美国 Thermo公司;T4DNA连接酶购自美国

NEB公司;AMV
 

Reverse
 

Transcriptase和 Wizard

SV
 

Gel
 

and
 

PCR
 

Clean-Up
 

System 购自美国 Pro-
mega公司;异丙基2-β2-D硫代半乳糖苷(IPTG),卡
那霉素,氨苄青霉素,TMB显色液,脱脂奶粉和牛血清

白蛋白购自北京索莱宝科技有限公司;His标签鼠单

克隆抗体和Gst标签蛋白纯化试剂盒购自上海碧云天

生物有限公司;PrimerSTAR
 

Max
 

DNA
 

Polymerase
购自大连宝生物技术公司产品;Trans8K

 

DNA
 

Mark-
er、Trans2K

 

DNA
 

Marker和 His标签镍离子蛋白纯

化柱(ProteinIso
 

Ni-NTA
 

Resin)购自北京全式金公

司;FITC标记羊抗兔IgG和HRP标记羊抗兔IgG购

自美国Bioworld公司。Costar96孔板购自美国Cor-
ning

 

Incorporated公司;MultiSkan酶标仪,分光光度

计和高速离心机购自美国Thermo公司;恒温摇床购

自北京东联哈尔仪器制造有限公司;超声波细胞破碎

仪购自宁波新芝生物科技股份有限公司;核酸电泳仪

和蛋白电泳仪购自美国Bioworld公司;曝光仪购自上

海天能科技有限公司。
 

1.3 实验动物 雌性新西兰大白兔(体重4~5
 

kg)
购自辽宁长生生物技术股份有限公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 参考PPRV强毒株China/

Tibet/Geg/07-30(GenBank
 

FJ905304.1)基因序列,
利用Primer

 

Premier
 

6.0软件设计扩增 H蛋白胞外

区编码基因引物,预期扩增产物1
 

653
 

bp。PPRV
 

HF:5'-ATAGGATCCAGGCTTCACCGAGCCACCG
TT-3'(下划线部分为BamHI酶切位点);PPRV

 

HR:

5'-CCGAAGCTTGACTGGATTACATGTTACCTC-
3'(下划线部分为HindⅢ

 

酶切位点)。参考F基因全

序列,利用
 

Primer
 

Premier
 

6.0软件设计引物,并分别

在引 物 的 5'端 添 加 BamHI和 XhoI酶 切 位 点。

PPRVFF:5'-CGCGGATCCGCACTCCATCAGTCA
TTG-3'(下划线部分为 BamHI酶切位点);PPRV

 

FR:5'-CCGCTCGAGAGTGATCTCACGTACGAC-
3'(下划线部分为

 

XhoI酶切位点)。引物由长春库美

生物公司合成。

2.2 目的基因的PCR扩增及重组表达质粒的构建 
分别以 H 基因和 F基因为模板,以相应引物进行

PCR扩增。PCR反应体系:DNA模板2
 

μL,上、下游

引物各1
 

μL,Takara
 

PrimerSTAR
 

Max
 

DNA
 

Poly-
merase

 

25
 

μL,用ddH2O补足至50
 

μL。PCR反应条

件:98
 

℃
 

1
 

min;98
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

10
 

min,35
个循环;72

 

℃
 

10
 

min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电

泳后回收纯化。使用BamHⅠ和 HindⅢ酶切原核表

达载体pET30a(+)和回收的 H基因。酶切体系(50
 

μL):质粒/载体2
 

μg,10×FastDigest缓冲液5
 

μL,限
制性内切酶BamHⅠ和HindⅢ

 

各1
 

μL,ddH2O补至

50
 

μL。使用BamHⅠ和 XhoⅠ酶切原核表达载体

PGEX-4T-1和回收的F基因,酶切体系(50
 

μL):质
粒/载体2

 

μg,10×FastDigest缓冲液5
 

μL,限制性内

切酶BamHⅠ和XhoⅠ各1
 

μL,ddH2O补至50
 

μL。
将酶切体系置于37

 

℃水浴1
 

h,然后进行1%琼脂糖

凝胶电泳,胶回收线性化的载体与目的片段,使用

T4DNA连接酶16
 

℃过夜孵育连接,连接产物转化

DH5α感受态细胞,提取质粒进行酶切鉴定,并送长春

库美生物公司测序,鉴定正确的重组质粒分别命名为

PGEX-4T-1-F和pET-30a(+)-H。

2.3 重组质粒的转化及菌液PCR鉴定 分别将鉴定

正确的重组质粒pET-30a(+)-H、PGEX-4T-1-F转化

E.coli
 

BL21(DE3)表达菌。挑取单菌落,37
 

℃培养

12
 

h,进行PCR鉴定,鉴定正确后保存菌液。PCR反

应体 系:菌 液2
 

μL,上、下 游 引 物 各1
 

μL,Takara
 

PrimerSTAR
 

Max
 

DNA
 

Polymerase
 

10
 

μL,ddH2O
补足至20

 

μL。PCR反应条件:98
 

℃
 

1
 

min;98
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

10
 

min,35个循环;72
 

℃
 

10
 

min。

2.4 重组蛋白的诱导表达 将鉴定正确的菌液按照

1∶100的比例分别接种于卡那霉素抗性(pET-30a
(+)-H)和氨苄青霉素抗性(PGEX-4T-1-F)的液体

LB培养基,在37
 

℃、200
 

r/min的条件下培养3
 

h至

菌液A600 值为0.4~0.6时,加入0.4
 

mmol/L
 

IPTG
作为诱导剂进行诱导表达。处理样品,重组蛋白经

SDS-PAGE电泳后电转移(湿转转膜法)1
 

h至 NC
膜。用封闭液5%脱脂乳室温封闭2

 

h,弃封闭液,

PBST洗涤膜,3次/5
 

min;分别加入1∶5000倍稀释

的Gst标签鼠单克隆抗体或1∶5
 

000倍稀释的 His
标签鼠单克隆抗体作为一抗,4

 

℃孵育过夜,PBST洗

涤,3次/5
 

min;加入1∶2000倍稀释的 HRP标记的

羊抗鼠IgG作为二抗,室温孵育1
 

h,PBST洗涤膜,3
次/5

 

min;加曝光液后在曝光仪下进行曝光,分析重组

H、F蛋白的反应原性。

2.5 重组蛋白的可溶性分析 分别将4
 

mL阳性菌

在37
 

℃、200
 

r/min的条件下培养3
 

h至菌液A600 值

为0.4~0.6时,加入0.4
 

mmol/L
 

IPTG诱导表达4
 

h。4
 

℃、8
 

000
 

r/min离心5
 

min,分别保留菌液上清
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和沉淀。沉淀用PBS重悬,置于冰浴环境中超声波破

碎直至溶液澄清。将诱导后重组菌液上清和菌体裂解

液液分别进行SDS-PAGE分析,判断重组蛋白在表达

菌中的表达形式。

2.6 重组菌的扩大培养及重组蛋白的纯化 分别将

1L重组菌在37
 

℃、200
 

r/min的条件下培养3
 

h至菌

液A600 值为0.4~0.6时,加入0.4
 

mmol/L
 

IPTG作

为诱导剂诱导表达4
 

h,取菌液4℃、8
 

000
 

r/min离心

15
 

min,弃去上清液,收集菌体沉淀.每克菌体中加入

10
 

mL平衡液充分重悬,冰浴条件下超声破碎至溶液

澄清,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心,收集上清液,PGEX-
4T-1-F阳性菌用Gst标签纯化柱进行纯化,pET-30a
(+)-H阳性菌用His标签纯化柱进行纯化:将收集的

上清液与柱子内树脂在4
 

℃条件下放置于翻转摇床结

合过夜,2
 

700
 

r/min离心2
 

min,收集液体为流川液;
用5倍于树脂体积的洗涤液清洗柱子2次,收集液体

为洗涤液;之后用4倍于树脂体积的洗脱液将结合目

的蛋白的树脂重悬,4
 

℃、2
 

700
 

r/min离心2
 

min洗脱

树脂中的结合蛋白,收集的液体为洗脱液。将洗脱液

装于预制的透析袋中,4
 

℃透析过夜,用PEG6000将

重组蛋白进行浓缩,收集的蛋白分别命名为 His-H和

Gst-F。分别收集两种重组蛋白的流川液、洗涤液和洗

脱液通过SDS-PAGE分析目的蛋白的纯化情况。

2.7 多克隆抗体的制备 分别将重组H、F蛋白与等

体积的弗氏完全佐剂混合后进行乳化,以500
 

μg/只

剂量,采取皮下多点注射方式免疫并新西兰兔。之后

每隔1周将重组蛋白与等体积的弗氏不完全佐剂混合

后乳化进行加强免疫,总计免疫5次。在每次免疫后

间隔1周进行耳缘静脉采血,分离血清,分装,-20
 

℃
保存。免疫流程见图1。

图
 

1 兔免疫流程

Fig.1 Rabbit
 

immunization
 

process

2.8 多克隆抗体的效价及特异性测定 利用ELISA
 

方法分别检测制备的兔血清中抗Gst-F与 His-H
 

IgG
 

抗体效价。原核表达纯化的Gst-F或 His-H 包被浓

度为5
 

μg/mL,免疫后21
 

d和28
 

d的兔血清作1280-
163840倍的连续倍比稀释,每种待检血清设置2组重

复,以阴性兔血清设置2组阴性对照。HRP标记羊抗

兔IgG稀释度为1∶20000,显色液为TMB,终止液液

为0.5
 

mol/L
 

H2SO4,于酶标仪450
 

nm波长处读取

吸光度(A)值,用GraphPad
 

Prism8软件进行数据分

析。
通过间接免疫荧光和Western

 

blot检测多克隆抗

体的结合能力。将重组病毒rSRV9-H和rSRV9-F分

别接种在细胞密度约为80%单层BSR细胞板中,37
 

℃温箱培养72
 

h后用预冷80%丙酮室温固定30
 

min,弃去固定液,PBST洗3次/5
 

min,加入用1%
BSA稀释的抗PPRV

 

H或F蛋白的兔血清和阴性兔

血清作为一抗(1∶100倍稀释),37
 

℃孵育1
 

h,PBST
洗3次,5

 

min/次;避光加入1%
 

BSA稀释FITC标记

羊抗兔IgG(1∶200倍稀释),37
 

℃孵育1
 

h,同法洗涤

后置于荧光显微镜下观察。
取纯化的重组病毒rSRV9-H 和rSRV9-F各50

 

μg,以100倍1%
 

BSA稀释的兔源多克隆抗体血清一

抗,HRP标记羊抗兔IgG为二抗进行 Western
 

blot分

析,检验多克隆抗体的结合能力。

结 果

1 目的基因的PCR扩增

PCR扩增PPRV
 

H、F基因,扩增产物经1%琼脂

糖凝胶电泳分析,扩增出1
 

653
 

bp的 H 基因片段和

1
 

245
 

bp的F基因片段(图2),与预期相符。

  M DNA标志物(DL2000) A 1-2
 

PPRV
 

H基因PCR产物 B
 1-2

 

PPRV
 

F基因PCR产物
图

 

2 PPRV
 

H、F基因PCR扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker(DL8000) A 1-2
 

PCR
 

products
 

of
 

PPRV
 

H
 

gene B 1-2
 

PCR
 

products
 

of
 

PPRV
 

F
 

gene
 

Fig.2 The
 

results
 

for
 

PCR
 

amplication
 

of
 

H
 

and
 

F
 

gene
 

of
 

PPRV

2 重组表达质粒的构建及酶切鉴定

分别以酶切目的基因片段与载体酶切片段连接,
连接产物转化入DH5α感受态细胞,提取质粒,pET-
30a(+)-H经BamHⅠ和

 

HindⅢ
 

酶切得到5
 

422
 

bp
的线性化pET-30a(+)载体片段和1

 

653
 

bp的 H基

因片段,与预期相符(图3A)。PGEX-4T-1-F重组质

粒经XhoⅠ和BamHⅠ酶切得到4
 

900
 

bp的线性化

PGEX-4T-1载体片段和1
 

245
 

bp的F基因片段,与预
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期相符(图3B)。酶切鉴定正确的质粒送公司测序,结
果表明原核表达重组质粒PGEX-4T-1-F和pET-30a
(+)-H构建成功。

  M DNA标志物(DL8000) A 1-2
 

BamHⅠ和 HindⅢ酶切重组
质粒pET-30a(+)-H B

 

1
 

BamHⅠ和XhoⅠ酶切重组质粒PGEX-4T-
1-F

图
 

3
 

重组表达质粒
 

pET-30a(+)-H
 

和PGEX-4T-1-F
双酶切鉴定

M DNA
 

marker(DL8000)A 1-2 Recombinant
 

plasmid
 

pET-
30a(+)-H

 

digested
 

with
 

BamHⅠ和 HindⅢ B1 Recombinant
 

plas-
mid

 

PGEX-4T-1-F
 

digested
 

with
 

BamHⅠ和XhoⅠ
Fig.3 Double

 

digestion
 

identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
of

 

pET-30a(+)-H
 

and
 

PGEX-4T-1-F

3 重组质粒的转化及菌落PCR鉴定

pET-30a(+)-H 菌落PCR得到1
 

653
 

bp片段,

PGEX-4T-1-F菌落PCR得到1
 

245
 

bp片段(图4),与
预期相符。

  M DNA标志物(DL2000) 1 pET-30a(+)-H菌落PCR鉴定

 2 PGEX-4T-1-F
 

菌落PCR鉴定
图

 

4 pET-30a(+)-H
 

和PGEX-4T-1-F菌落PCR鉴定

M DNA
 

marker(DL2000) 1 PCR
 

identification
 

of
 

pET-30a
(+)-H

 

colony 2 PCR
 

identification
 

of
 

PGEX-4T-1-F
 

colony
Fig.4 PCRThe

 

results
 

of
 

individual
 

bacterial
 

colonies
 

PCR

4 重组蛋白的诱导表达及反应原性鉴定

两重组菌均于37
 

℃经IPTG诱导表达4
 

h后超

声破碎,取上清进行柱纯化,纯化蛋白进行 Western
 

blot,结果如图5。重组蛋白能被His标签鼠单克隆抗

体和Gst标签鼠单克隆抗体识别,表明两个重组蛋白

均具有反应原性。

  M 蛋白分子质量标准 A1 重组蛋白 His-H与 His标签鼠单克
隆抗体反应条带 B1 重组蛋白Gst-F与Gst标签鼠单克隆抗体反应
条带

图
 

5 纯化His-H和Gst-F的 Western
 

blot分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

marker A1 Recombinant
 

protein
 

His-H
 

reaction
 

band
 

(Anti
 

His-Tag
 

Mouse
 

Monoclonal
 

Antibody
 

as
 

pri-
mary

 

antibody) B1 Recombinant
 

protein
 

Gst-F
 

reaction
 

band(Anti
 

GST-Tag
 

Mouse
 

Monoclonal
 

Antibody
 

as
 

primary
 

antibody)
Fig.5 Western

 

blot
 

identification
 

of
 

recombinant
 

protein
His-H

 

and
 

Gst-F

5 重组蛋白的可溶性分析

SDS-PAGE电泳显示,重组菌液上清中无目的蛋

白条带,重组菌液沉淀中目的蛋白条带较为明显。目

的蛋白 His-H 分子质量为60
 

ku(图6A),目的蛋白

Gst-F分子质量为68
 

ku(图6B)。

  M 蛋白分子质量标准 A1、B1 IPTG诱导后重组菌液上清 
A2、B2 IPTG诱导后重组菌裂解沉淀

图
 

6 重组蛋白His-H和Gst-F的可溶性分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

marker A1、B1 Recombinant
 

bac-
terial

 

supernatant
 

after
 

IPTG
 

induction A2、B2 Recombinant
 

bacteria
 

precipitation
 

after
 

IPTG
 

induction
Fig.6 Solubility

 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

His-H
 

and
 

Gst-F

6 纯化重组蛋白的SDS-PAGE分析

纯化的目的蛋白 His-H 经SDS-PAGE分析,为
单一60

 

ku蛋白条带(图7A)。纯化的目的蛋白Gst-F
经SDS-PAGE分析,为单一68

 

ku
 

(Gst标签蛋白23
 

ku)蛋白条带(图7B)。蛋白纯度符合预期。

7 血清抗体效价

以原核蛋白为抗原,采用ELISA检测多克隆抗体

效价,结果如图8。His-H 多克隆抗体和 Gst-F多克

隆抗体效价均随着免疫次数的增加而升高,28
 

d时的

多克隆抗体血清效价高于21
 

d时的多克隆抗体血清

效价。
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  M 蛋白分子质量标准 A(His-H) 1、2 洗脱液 3 洗涤液

 4 流川液 B(Gst-F) 1 洗脱液 2 洗涤液 3 流川液
图

 

7 纯化重组蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

marker A(His-H) 1、2 Eluent
 3 Washing

 

liquid 4 Filtrate B(Gst-F) 1 Eluent 2 Wash-
ing

 

liquid 3 Filtrate
Fig.7 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

purified
 

recombinant
 

protein

图
 

8 ELISA检测兔血清抗体效价(A)His-H和Gst-F
兔血清抗体效价(B)

Fig.8 Results
 

of
 

ELISA
 

test
 

for
 

rabbit
 

anti-
 

His-H
 

or
 

anti-Gst-F
 

polyclonal
 

antibody

8 抗体结合能力检测

将rSRV9-F重组毒以 MOI=0.1接种BSR细

胞,72
 

h后进行细胞固定,以制备的兔多克隆抗体为

一抗进行间接免疫荧光染色,结果显示兔多克隆抗体

能与rSRV9-F发生特异性结合(图9A),而不与未感

染病毒细胞发生反应(图9B)。

A rSRV9-H感染BSR细胞 B 正常BSR细胞 C rSRV9-F
感染BSR细胞 D 正常BSR细胞 E rSRV9-H

 

Western
 

blot分析

 F rSRV9-F
 

Western
 

blot分析
图

 

9 间接免疫荧光法和 Western
 

blot检测重组狂犬病
病毒rSRV9-H和rSRV9-F(200×)

A BSR
 

cells
 

infected
 

with
 

rSRV9-H B Normal
 

BSR
 

cells C
 BSR

 

cells
 

infected
 

withrSRV9-F D Normal
 

BSR
 

cells
Fig.9 Identification

 

of
 

recombinant
 

virus
 

rSRV9-Hand
 

rSRV9-F
by

 

Indirectimmunofluorescence
 

analysis

将rSRV9-H重组毒以 MOI=0.1接种BSR细

胞,72
 

h后进行细胞固定,以制备的兔多克隆抗体为

一抗进行间接免疫荧光染色,结果显示兔多克隆抗体

能与rSRV9-H重组毒发生特异性结合(图9C),而不

与未感染病毒细胞发生反应(图9D)。
分别以2种兔多克隆抗体作为一抗进行rSRV9-

H、rSRV9-F重组病毒的 Western
 

blot分析,结果表明

制备的兔多克隆抗体能识别相应的重组病毒rSRV9-
H(图9E)和rSRV9-F(图9F)。

讨 论

PPRV引起绵羊和山羊的严重传染病,在发展中

国家广泛传播,对畜牧业造成巨大损失[20]。此外,该
传染病在藏羚羊、岩羊等偶蹄类野生动物中的频繁爆

发,不仅增加了珍稀野生动物的保护难度,而且对物种

多样性也造成了潜在威胁[21],全球性消灭PPR的目

标任重而道远。目前对于本病的防控主要依靠疫苗免

疫,虽然PPR减毒活疫苗已取得可喜进展并在田间得

到大规模推广使用,但PPRV的减毒活疫苗(Nigeri-
a75/1株减毒活疫苗和Sungri/96株减毒活疫苗)存在

病毒生长滴度较低,生产成相对较高,热稳定性差,且
无法区分自然感染和疫苗免疫等缺点[22]。随着DNA
重组技术的出现,人们正在努力开发有效的PPR疫

苗,以区分自然感染的动物和疫苗接种的动物,使用新

型疫苗(DNA、病毒载体和 VLP疫苗)或通过反向遗

传学改进的减毒活疫苗,有助于区分自然感染的动物

和疫 苗 接 种 的 动 物[23]。联 合 国 粮 食 及 农 业 组 织

(FAO)和世界动物卫生组织(OIE)宣布在成功消灭牛

瘟病毒的基础上于2030年全球消灭PPR[24]。

PPRV
 

F蛋白和 H 蛋白抗体是进一步研究F蛋

白和H蛋白生物学功能和PPRV疫苗研制的基础。
目前尚无商品化的抗PPRV

 

F蛋白和 H蛋白单克隆

抗体或多克隆抗体,因此本研究选择PPRV的F和 H
蛋白基因构建原核表达质粒,表达和纯化F和 H 蛋

白,并制备抗PPRV
 

F蛋白或H蛋白多克隆抗体。与

哺乳动物或昆虫细胞表达系统相比,利用大肠埃希菌

表达重组蛋白具有操作便捷、表达量高、易于大规模培

养、蛋白纯化技术成熟等优点,虽然在蛋白后期的加工

与修饰不如真核表达系统,但是原核表达系统表达的

重组蛋白可保留目的蛋白的大部分T细胞表位和B
细胞表位,以确保目的蛋白较好的免疫原性。此外,如
利用细胞培养的PPRV作为免疫原,PPRV在敏感细

胞系上生长滴度较低,且PPRV病毒的培养操作须在

高等级生物安全实验室条件下进行,并由专业技术人

员完成病毒的培养,显著提高了免疫原制备的成本。
本研究利用原核系统制备重组蛋白作为抗原不仅可以
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降低成本,还可以很大程度上降低操作难度。选取

China/Tibet/Geg/07-30强毒株的基因序列设计原核

表达基因,以期制备效果更好的多克隆抗体。本研究

前期曾经用pET-30a(+)表达完整F蛋白,但表达量

过低,不能达到纯化的要求[6]。作为一种跨膜糖蛋白,

F蛋白和H蛋白需要进行翻译后加工和修饰,当真核

基因在原核表达系统中表达时,表达受到信号肽的影

响,所以在设计引物时去掉了F和 H 蛋白的信号肽

区、跨膜区及胞质区,并通过不同的原核表达载体尝试

对F蛋白和H蛋白进行表达。PGEX-4T-1载体适合

用于F蛋白的表达,该载体具有标签较大,免疫时可

以增强机体对抗原的特异性免疫应答。而pET-30a
(+)载体适合用于 H 蛋白的表达,该载体 N 端的

His-tag与细菌的转录翻译机制兼容,不仅有利于目的

蛋白的高效表达,且对目的蛋白本身特性几乎没有影

响,不会形成二聚体。采用固定化金属离子亲合层析

纯化His-tag融合蛋白,使得纯化操作更加简便快捷。

His-tag的免疫原性相对较低,可将纯化的蛋白直接注

射入动物体内进行免疫。
本研究表达的2种重组蛋白均以包涵体的形式存

在,可能是大肠埃希菌繁殖速度快、表外源蛋白的量

高,外源蛋白无法及时折叠导致形成包涵体。其次,重
组蛋白在宿主菌内表达的过程中缺乏某些蛋白质折叠

的辅助因子,无法形成正确的次级键等原因造成的。
大肠埃希菌中表达的外源蛋白主要在细胞质中进行,
而细胞质的环境是还原性的,不利于二硫键的氧化配

对。包涵体虽然影响了蛋白的可溶性,但包涵体表达

可以避免蛋白酶对外源蛋白的降解,可以提高目的蛋

白的表达量。包涵体表达的蛋白质没有活性,细胞破

碎和纯化过程无需考虑蛋白质的失活问题。某些外源

蛋白质对细胞有毒性或者致死,大量表达时会导致细

胞死亡,最终的细胞数量和产物相当,而包涵体形式的

蛋白质由于丧失了生物活性从而可以高效大量地表

达[25]。本研究通过对包涵体的洗涤、变性和梯度透析

复性来获得可溶性的重组蛋白。与哺乳动物或昆虫细

胞培养系统相比,在原核表达系统中生产重组抗原更

简单、经济。

Wang等[12]构建了去除F基因信号肽区和跨膜

区序列的pET30a/Nigeria75/1
 

F原核表达载体,表达

了PPRV疫苗株 Nigeria75/1
 

F重组蛋白,并以F重

组蛋白制备免疫原免疫家兔,获得了高滴度抗PPRV
 

F蛋白的兔多克隆抗体。于瑞嵩等[26]对PPRV西藏

株
 

H基因进行了基于大肠埃希菌稀有密码子的密码

子同义优化,表达了PPRV西藏株
 

H
 

蛋白,以此免疫

新西兰大白兔,制备了抗PPRV
 

H蛋白的兔多克隆抗

体。证明原核表达系统可成功表达出PPRV
 

H 和F

蛋白,以原核表达蛋白作为抗原进行多克隆抗体的制

备,成功制备高特异的多克隆抗体。本实验前期制备

了鼠源多克隆抗体,但是利用小鼠制备多克隆抗体的

量相对较少。利用山羊或绵羊制备多克隆抗体虽然可

以收集较多血清,但是羊的免疫需要较大的饲养空间,
免疫剂量大,操作繁琐,加大了血清收集的难度。本研

究利用家兔进行多克隆抗体的制备,家兔相对于小鼠

和羊,易于免疫、便于饲养,收集的免疫血清的量可以

满足需求。
本研究利用不同的原核表达载体分别表达PPRV

 

F蛋白和F蛋白,重组蛋白 His-H可被抗 His标签单

克隆抗体识别,重组蛋白Gst-F可被抗Gst标签单克

隆抗体识别。将两种重组蛋白作为免疫原分别免疫家

兔,制备了高活性的兔多克隆抗体(ELISA效价高于1
∶163840),具有一定的实验室应用价值。

本研究利用大肠埃希菌表达系统成功表达了具有

抗原性的PPRV的 H 和F蛋白,并制备了相应的高

活性兔多克隆抗体,为建立针对PPRV
 

H、F蛋白抗原

的鉴定及亚单位疫苗的研制奠定了基础。
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