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摘要: 从已构建的PRR SV OR F7 重组质粒pU Cm 2T 2OR F7 中用PCR 扩增OR F7 基因亚克隆至表达载体pGEX24T 2
3, 构建重组表达质粒pGEX24T 232OR F7 并转化大肠杆菌。经SD S2PA GE 及W estern b lo tt ing 鉴定, 成功表达了谷胱

苷肽转移酶 (GST )融合的核衣壳蛋白 (N ) , 重组N 蛋白表达量约为菌体总蛋白的 35% , 主要以可溶的形式存在, 且

能形成同源二聚体。重组N 蛋白经谷胱苷肽凝胶 (glu ta th ione sepharo se 4B )亲和层析后得到高度纯化, 并将该蛋白

作为抗原建立了间接EL ISA 检测方法。利用该方法对某猪场76 份猪血清进行检测并将结果与 ID EXX 公司EL ISA

试剂盒检测结果作比较, 2 种方法的总符合率达 9314% , 检测结果之间差异不显著 (P > 0105)。结果表明大肠杆菌

表达的重组GST 融合N 蛋白具有良好的抗原性, 因而有望利用该重组蛋白开发为试剂盒应用于临床 PRR SV 抗体

的检测。
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　　Abstract: Po rcine rep roductive and resp ira to ry syndrom e virus (PRR SV ) FJ 21 w as a new ly iden tified virus iso2
la te in Fu jian p rovince. T he OR F7 gene of FJ 21 w as amp lified by R T 2PCR and cloned in to vecto r pU Cm 2T , then

subcloned in to exp ression vecto r of pGEX24T 23. T he recom binan t GST 2tagged nucleocap sid p ro tein ( rN ) w as ex2
p ressed in E. coli and the mo lecu lar w eigh t w as app rox im ately 38 000 as iden tified by SD S2PA GE and W estern

b lo tt ing. Exp ression level of the rN p ro tein w as app rox im ately 35% of the to ta l bacteria l p ro tein and mo stly so lu2
ble. T he rN p ro tein w as purified to homogeneity using GST affin ity ch rom atography. A nalysis of the rN p ro tein un2
der nonreducing condit ions revealed that sim ilar to native p ro tein, the rN p ro tein also po ssesses homo2dim erization

p roperty. A n indirect enzym e2linked imm uno so rben t assay (EL ISA ) fo r detecting PRR SV antibody w as developed

using the purified rN p ro tein as an tigen. 76 serum samp les w ere detected by the m ethod and the resu lt w as com 2
pared w ith that using ID EXX PRR S H erdChek EL ISA k it. A n iden tity of 9314% w as revealed betw een the tw o

EL ISA k its and no sign ifican t difference (P > 0105) w as detected. T he data indicate the rN p ro tein has the po ten tia l

usefu lness fo r detection of the PRR SV antibodies.
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　　猪繁殖与呼吸综合征病毒 (po rcine rep rodu2 ct ive and resp ira to ry syndrom e viru s, PRR SV )为引

起PRR S 的病原体, 属于动脉炎病毒, 带囊膜的单股

正链RNA 病毒, 基因组全长约15 kb。根据病毒基因

组的差异, PRR SV 可分为 2 个基因型: 欧洲型 (A

型, LV 株为代表株 ) 和美洲型 (B 型, A TCC2
V R 2332 株为代表株) [1 ]。PRR SV 含8 个开放阅读框
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(OR F s) , OR F1a 和OR F1b 为编码病毒复制酶基

因,OR F2 至OR F7 均为编码病毒结构蛋白的基因。

OR F7 基因位于病毒基因组 3′末端, 编码核衣壳蛋

白 (N ) , 组成病毒的核衣壳, 起保护病毒基因组的功

能。研究表明, N 蛋白羧基端对维持蛋白正确构型

和抗原性具有重要作用, 而氨基端两处由碱性氨基

酸残基构成的结构域参与结合病毒 RNA 的功

能[224 ]。通过研究PRR SV 感染M arc2145 等细胞的试

验发现,N 蛋白本身具有相互作用的特性, 它可通过

非共价键形成同源二聚体甚至多聚体, 转运至内质

网和高尔基体后, 在氧化环境下N 蛋白之间进一步

形成分子间二硫键, 稳定已形成的二聚体和多聚体,

并以此为基础逐步装配成核衣壳, 保护病毒粒

子[527 ]。但是, 迄今为止, 对于利用原核系统表达的N

蛋白是否与天然蛋白一样具有相互作用并形成寡聚

体的特性不甚清楚。由于N 蛋白具有很强的免疫原

性, 在猪感染 PRR SV 或接种 PRR SV 疫苗后, 血清

中针对N 蛋白的抗体出现最早, 且抗体水平高、持续

时间长, 因而N 蛋白在PRR S 的诊断上具有很高的

应用价值[8 ]。

作者利用R T 2PCR 技术检测确定福建某种猪

场发生了PRR S [9 ] , 并克隆了FJ 21 OR F7 基因, 测序

结果表明FJ 21 PRR SV 属于美洲型。本研究旨在利

用基因工程技术在大肠杆菌中表达谷胱苷肽转移酶

(GST )融合的PRR SV FJ 21 的OR F7 基因, 对重组N

蛋白是否具有形成同源二聚体和多聚体的特性作初

步研究。同时, 采用谷胱苷肽凝胶进行亲和层析高度

分离纯化重组N 蛋白, 并以此蛋白为抗原建立检测

PRR SV 抗体的间接EL ISA。

1　材料与方法

111 　表达载体、菌株和 PRRSV ORF7 基因　

pGEX24T 23 载体购自 Invit rogen 公司, 大肠杆菌

BL 21 (D E3)为本研究室保存。含PRR SV FJ 21 毒株

OR F7 基因的 pU Cm 2T 2OR F7 重组载体为作者构

建, 基因序列已登录GenBank (A Y669398)。

112　血清样品　阳性血清和阴性血清各10 份由厦

门出入境检验检疫局提供。另76 份血清采自福建某

种猪场, 其中 4 月龄仔猪血清 71 份, 母猪血清 4 份,

公猪血清1 份。仔猪于30 日龄、母猪和公猪于采血前

10 个月时均用国产 PRR S 双价灭活疫苗免疫 1

次。　　　　　

113　PRRSV ORF7 基因重组表达载体的构建、筛

选与鉴定　用引物P1 (5′2CGCGGA TCCA T GCCA

AA TAA CAA CGGCAA G23′) 和 P2 (5′2A CGCGTC

GA CTCA T GCT GA GGGT GA T GCT GT 23′) (下划

线表示酶切位点) 从含pU Cm 2T 2OR F7 重组载体的

大肠杆菌中扩增OR F7 基因。将BamH É 和SalÉ 双

酶切的OR F7 基因及同样双酶切的pGEX24F23 载

体 16℃连接过夜。取连接产物按常规方法[10 ]转化

BL 21 (D E3) 大肠杆菌感受态细胞, 37℃培养过夜。

挑取单菌落进行小量培养, 用载体通用引物进行

PCR 初步筛选阳性菌, 提取阳性菌质粒用BamH É
和SalÉ 双酶切鉴定。将酶切鉴定阳性菌送上海博亚

生物公司测序。pGEX24T 23 空载体按相同方法转化

大肠杆菌并培养。

114　重组蛋白的诱导表达与鉴定　经上述鉴定的

阳性菌在 3 mL LB 培养基 (含 100 m göL 氨苄青霉

素)中37℃、250 röm in 摇床培养至D 600约016, 取出1

mL 作为阴性对照, 余下加入 IPT G 至终浓度为 015

mmo löL , 继续在相同条件下诱导4 h。取菌液1 mL

离心后按菌液量的 1ö10 体积加入SD S 上样缓冲液

重悬菌体, 煮沸10 m in 后进行SD S2PA GE 和W est2
ern b lo t t ing 鉴定重组蛋白。W estern b lo t t ing 所用

的一抗为抗 GST 单克隆抗体或 PRR SV 阳性血清

IgG (经P ro tein A Sepharo se 亲和层析柱纯化)。未

经 IPT G 诱导的菌体蛋白作为对照。

115　重组蛋白的亲和层析纯化及形成同源二聚体

的鉴定　按上述方法培养 200 mL 阳性菌用于表达

重组蛋白。用谷胱苷肽凝胶 (N ovagen 公司产品) 亲

和层析纯化重组蛋白, 方法按产品说明书进行。用同

样方法纯化空载体表达的GST 蛋白并保存备用。在

还原条件 (样品添加二巯基乙醇至 5% ) 和非还原条

件 (样品不添加二巯基乙醇) 下对纯化蛋白进行

SD S2PA GE 和W estern b lo t t ing 分析重组蛋白是否

形成同源二聚体。

116　间接EL ISA 的建立和田间血清样品的检测　

间接 EL ISA 检测方法的建立参照 Seuberlich 等[11 ]

的方法作适当修改。基本过程为: 纯化的重组GST 2
OR F7 蛋白和GST 蛋白用pH 916 的碳酸盐缓冲液

稀释分别包被96 孔酶标板, 4℃过夜或37℃ 2 h。用

已知的阳性血清和阴性血清通过棋盘滴定法, 确定

最佳抗原、抗体工作浓度, 其中抗原以1 600、800、

400、200 和 100 ngö孔包被, 作为本底对照, 纯化的

GST 蛋白分别以1 200、600、300、150 ngö孔包被。抗

体用含1% 脱脂牛奶的TBST 稀释液以50、100 倍稀

释, 辣根过氧化物酶标记兔抗猪 IgG (丹麦DA KO 公

司)用含1% 脱脂牛奶的TBST 稀释液以1∶4 000倍

稀释。抗原包被后用TBST 洗涤3 次, 之后用含5%
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脱脂牛奶的TBST 于37℃封闭30 m in。同上洗涤后

加入血清, 每孔100 ΛL , 37℃孵育30 m in。洗涤后加

入酶标记兔抗猪 IgG, 每孔100 ΛL , 37℃孵育30 m in。

洗涤后用O PD (Sigm a)显色15 m in, 4 mo löL H 2SO 4

终止显色反应, 于490 nm 处测D 值。为确定判定标

准, 每个血清的∃D s (即包被GST 2OR F7 抗原孔D 值

减去包被GST 抗原孔D 值)用下式计算其反应的百

分比: 反应率 (R ) = 100×[ (血清样本∃D s) - (阴性

血清 ∃D s ) ]ö[ (阳性血清 ∃D s ) - (阴 性 血 清

∃D s) ] [11 ]。

用上述确定的最佳条件检测田间血清样品 76

份, 检测时每块酶标板上均用已知阳性血清和阴性

血清各一份作为对照。对本试验方法检测结果与

ID EXX 公司的 EL SA 诊断试剂盒检测结果作比较

分析。2 种方法检测结果的阳性和阴性血清样本符

合总数占总被检血清样本的比例即为两者的总符合

率。

为检验本方法的稳定性, 用上述确定的最佳抗

原包被浓度包被96 孔酶标板, 经洗涤、控干后于4℃

放置, 用上述已知阳性血清和阴性血清进行定期检

测, 每月1 次, 共检测3 次, 检验包被抗原在贮藏过程

中的稳定性。

2　结果

211　重组表达载体的构建和筛选　经PCR 扩增出

完整OR F7 基因, 经双酶切后与双酶切的表达载体

pGEX24T 23 连接并转化大肠杆菌BL 21 (D E3)。重组

菌首先进行PCR 筛选, 提取初步筛选的阳性菌质粒

经BamH É 和SalÉ 双酶切, 酶切后出现1 条约380 bp

的目的片段 (图 1) ; 重组质粒经测序, 结果表明构建

的表达载体开放阅读框和序列完全正确。

图 1　重组质粒的双酶切鉴定　111 kb DNA M arker; 2～ 4.

BamH É 和SalÉ 双酶切重组质粒pGEX24T 232OR F7;

51 未酶切的重组质粒pGEX24T 232OR F7

212　SD S-PAGE 和W estern blott ing 鉴定重组蛋白

　阳性菌经 IPT G 诱导, 并与未诱导阳性菌在SD S2
PA GE 电泳后比较发现, 在约38 000处出现 1 条明

显的特异性蛋白条带, 与预期融合N 蛋白大小一致,

证明重组蛋白在大肠杆菌中得到表达 (图2A )。凝胶

成像扫描分析SD S2PA GE 中蛋白水平, 重组蛋白约

为菌体总蛋白的35%。

用抗GST 单克隆抗体进行W estern b lo t t ing 分

析在约38 000处出现1 条明显蛋白条带, 在约75 000

处存在的另一条微弱的蛋白条带推测为重组蛋白的

同源二聚体 (图2B )。用P ro tein A Sepharo se (Phar2
m acia 公司产品)纯化的PRR SV 阳性血清 IgG 进行

W estern b lo t t ing 所得结果与上图相似 (图略)。以上

试验证明表达的重组蛋白为GST 融合的PRR SV N

蛋白。

图 2　重组pGEX24T 232OR F7 在大肠杆菌中表达N 蛋白的鉴定分析　A 1SD S2PA GE; B 1W estern b lo tt ing。11 标准蛋白分

子量; 21 IPT G 诱导的总菌体蛋白; 31 未诱导的总菌体蛋白
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213　蛋白的亲和层析纯化及形成同源二聚体的鉴

定　经中量培养 (20 mL )、诱导后发现重组蛋白主

要 (80% 左右)以可溶的形式存在, 因而为利用谷胱

苷肽凝胶亲和层析法一步高度分离纯化重组蛋白打

下了基础。重组蛋白的纯化在非还原条件下进行。在

非还原条件和还原条件下进行SD S2PA GE 电泳时

发现非还原条件下存在 2 条目的蛋白带, 相对分子

质量为38 000和75 000, 约为重组N 蛋白的 1 倍和 2

倍, 推测为重组N 蛋白的单体和二聚体; 而还原条件

下只有 1 条38 000的目的蛋白带。此外, 在 SD S2
PA GE 上还存在另一条相对分子质量约28 000的蛋

白条带, 推测为重组N 蛋白的降解产物 (图 3A )。

W estern b lo t t ing 分析结果出现相似的现象 (图

3B )。由于纯化的GST 蛋白本身不能形成同源二聚

体, 提示重组N 蛋白形成二聚体的特性为PRR SV N

蛋白本身所具有的特性。

图3　重组N 蛋白纯化后鉴定分析　A 1SD S2PA GE; B 1W estern b lo tt ing。11 标准蛋白分子量; 21 添加Β2巯基乙醇的重组N

蛋白; 31 未添加Β2巯基乙醇的重组N 蛋白

214　间接EL ISA 的建立及田间血清样品的检测　

对间接EL ISA 条件优化结果表明, 当本底对照GST

蛋白 300 ngö孔, 抗原为 400 ngö孔, 血清 1∶100 稀

释, 辣根过氧化物酶标记兔抗猪 IgG 1∶4 000时反

应条件最佳。以下试验均采用该条件进行。对已知

的各 10 份阳性血清和阴性血清检测的R 值分别在

28%～ 150% 和- 15%～ 20%。以此判断R 大于28%

为抗体阳性血清, R 小于20% 为抗体阴性血清, 介于

20%～ 28% 为抗体阳性可疑血清。

根据上述R 值判断标准, 检测76 份田间血清样

品结果为: 仔猪血清 54 份阳性、13 份阴性和 4 份可

疑; 母猪血清阴性3 份、阳性1 份; 1 份公猪血清为可

疑。 ID EXX 公司的EL ISA 诊断试剂盒检测结果为

仔猪血清57 份阳性, 14 份阴性; 母猪血清阴性3 份、

阳性1 份; 公猪血清1 份为阳性。2 种方法的阳性符

合率为 9312% , 阴性符合率为 9411% , 总符合率为

9314%。从检测结果可知, PRR S 灭活疫苗免疫仔猪

3 个月后抗体阳性率约为 80% 左右, 母猪免疫 10 个

月后抗体阳性率仅为25%。

该检测方法的稳定性试验结果表明, 包被抗原

的EL ISA 板在4℃放置3 个月后, 阳性样品数值平均

上升5% , 阴性样品数值平均也上升约2%。经统计学

分析, 与 4℃放置前检测结果没有显著差异, 不影响

结果的判断, 从而表明该间接EL ISA 于 4℃放置至

少可保存3 个月。

3　讨论

　　目前, PRR SV 基因型可分为欧洲型和美洲型,

我国主要流行美洲型毒株, 福建省近年PRR SV 阳

性率也很高[12213 ]。本研究以作者最近分离的福建省

PRR S 美洲型病毒FJ 21 为材料, 成功构建了表达载

体pGEX24T 232OR F7, 并在BL 21 (D E3)中高水平地

表达了重组蛋白, 表达量占菌体总蛋白的35% 左右,

用 GST 单克隆抗体和 PRR SV 阳性血清 IgG 进行

W estern b lo t t ing 证实表达产物为 GST 融合的

PRR SV N 蛋白。经优化诱导条件, 表达的重组N 蛋

白80% 左右以可溶的形式存在。在非变性条件下, 采

用谷胱苷肽凝胶亲和层析高度纯化了可溶的重组N

蛋白, 为研究重组蛋白的特性和建立间接EL ISA 检

测试剂打下了基础。

研究发现[527 ] , PRR SV N 蛋白具有形成寡聚体

的特性, 在感染PRR SV 的细胞中合成病毒N 蛋白,

N 蛋白首先通过非共价键相互作用, 形成同源二聚

体, 在此基础上继续与N 蛋白单体结合形成多聚体;
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转运进入细胞内质网和高尔基体的N 蛋白单体和多

聚体, 在氧化环境下由位于23 氨基酸残基处的半胱

氨酸形成分子间的二硫键, 稳定已形成的寡聚体, 在

此基础上逐步组成病毒核衣壳, 保护病毒基因组和

病毒粒子。本研究对原核表达的GST 融合N 蛋白,

在非还原条件下对未经纯化的重组蛋白做W estern

b lo t t ing, 发现存在 2 条相对分子质量约为融合蛋白

1 倍和2 倍的蛋白条带产生免疫交叉反应, 推测可能

是重组蛋白形成了同源二聚体。对纯化后的重组蛋

白进一步研究证实在原核系统表达的重组蛋白能形

成同源二聚体。由于纯化的GST 蛋白本身不能形成

同源二聚体, 因而重组蛋白形成同源二聚体的特性

是 PRR SV N 蛋白具有的特性, 且这种特性在重组

蛋白中仍然保留, 说明 PRR SV N 蛋白形成同源二

聚体甚至寡聚体是其本身固有的特性, 有利于自身

组装成病毒核衣壳。由于表达的GST 融合N 蛋白可

溶, 经酶切除GST 后的N 蛋白有可能用于蛋白的结

构和功能研究。

采用纯化的蛋白作抗原建立的间接EL ISA , 抗

原包被的最佳量约为 400 ngö孔 (对应的本底对照

GST 蛋白包被量约为300 ngö孔) , 对检测的76 份猪

血清, 与 ID EXX 公司的试剂盒相比有9314% 的符合

率[14 ] , 表明利用大肠杆菌表达的GST 融合的重组N

蛋白具有良好的抗原性, 建立的间接EL ISA 稳定、

敏感、特异, 结合原核系统表达抗原具有方便、稳定、

价廉等特点, 因而本研究有望利用该重组蛋白开发

试剂盒应用于临床PRR SV 抗体的检测。
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