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摘要：将呼肠病毒 ’() 株 *! 片段编码的细胞吸附蛋白基因连接至 +,-."/0（ 1 ），构建表达载体 +,-."/0（ 1 ）.*!，转

化表达宿主菌 ! 2 "#$% ’3"!（),%），分析表达载体能否表达预期大小的重组!!，并进一步鉴定重组!! 的抗原性。

*)*.456, 实验表明，经 74-6 诱导后，表达载体能表达 8%9) 左右蛋白质，与重组!! 的预期大小相符；免疫印迹分析

表明重组!! 有较好的抗原性和特异性，可用于呼肠病毒诊断试剂的制备。
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呼肠病毒（HKF_）是一大类无包膜，有双层衣

壳，呈 "# 面体对称，基因组由 !# ‘ !" 条 URH>5 节段

组成的病毒的统称。我们报道了从 *5H* 患者的临

床标本中分离到多株 HKF_［!，"］，通过基因序列分析

和生物学鉴定确认新分离 HKF_ 为哺乳动物呼肠病

毒（I.HKF_），属于呼肠病毒科、正呼肠病毒属。I.
HKF_ 在自然界广泛存在，一般认为它属于孤儿病

毒，但国外不断有 I.HKF_ 引起婴幼儿或儿童严重

疾病的报道，如致死性脑膜炎［% ‘ 8］、致死性肺炎［;］

等。国外对 I.HKF_ 的研究比较深入。在 "##% 年之

前，国内只有 %#" 医院在上世纪 /# 年代初报道过从

患儿的粪便中分离到 " 株 HKF_［$］。对已知 I.HKF_

的研究发现，其 *! 片段编码细胞吸附蛋白!! 和小

分子非结构蛋白!!R，其中!! 负责与宿主细胞上的

受体结合，在介导膜融合进入细胞的过程中发挥了

关键作用，已证明它决定了 HKF_ 的组织嗜性、感染

性和致病性等；!! 也是 HKF_ 的主要抗原蛋白，可诱

导宿主免疫系统产生中和抗体。

我们前期研究发现新分离 HKF_ 的 *! 片段与目

前已知的 HKF_ 相比发生了比较大的变异，其主要

编码蛋白!! 的氨基酸序列与目前已知 HKF_ 的同源

性最高只有 ;<a［/］。虽然目前还不能确定新分离

HKF_与 人 类 疾 病 之 间 的 联 系，但 考 虑 到 新 分 离

HKF_ 有较大变异，并能感染动物产生类似 *5H* 的
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症状［!，"#］，有必要对目前成人感染新分离 $%&’ 的情

况进行血清学调查。本研究采用原核表达系统高效

表达和初步纯化了重组新分离 $%&’ 的!" 蛋白，并

分析了重组!" 蛋白的抗原性，旨在为开发有效的诊

断试剂提供依据，为进一步阐明新分离 $%&’ 的致

病性和感染机制奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料及试剂

表达载体 ()*+,-.（ / ）、新分离 $%&’ 012 株均

为本室保存；! 3 "#$% 245"、! 3 "#$% 06,"（2)7）感受态

细胞购自北京天为时代科技有限公司；(82+"-* 载

体、限制性内切酶 &’(#和 &#)#、*9 2:; 连接酶、

*+ *.< 酶均购自 *.=.$.；辣根酶标记山羊抗兔 >?@
（4 / 6）购自 A.BC. DEFG 公司；各种兔血清均为本实

验室制备；HD$ 回收试剂盒、凝胶回收试剂盒、质粒

小量提取试剂盒均购自 IJ.?%B 公司；其它试剂均是

国内公司生产的分析纯产品。

!"# 引物

根据前期已发表的新分离 $%&’ 012 株 A" 片

段 的 全 长 核 酸 序 列（ @%B0.BK ;LL%MMJ&B :&3
2I7",7#"），选取!" 蛋白的全长开放阅读框为研究

对象，设计引物 A")N、A")$，分别在 A")N 和 A")$
上引入了 &’(#和 &#)#酶切位点。扩增的目的基

因约为 "7-7O(，编码 9P" 个氨基酸。

A")N：5Q+*;*;D;*;*@*D*@;@D*@;**D;@D
**;**+7Q

A")$：5Q+@;@*@D@@DD@D@DD*;;@D;*@@;*;
D;*;;**@*+7Q
!"$ %&’

用本室保存的含有 A" 片段全长 L2:; 的质粒

(82+"-*+A",［-］作为模板，用引物 A")N、A")$ 进行扩

增（!9R 5SJB 预变性；!9R 7#M，5#R 7#M，T,R !#M，
,5 个循环；最后 T,R延伸 TSJB），HD$ 片段经琼脂糖

凝胶电泳纯化切胶回收。

!"( 重组表达质粒的构建

将纯化的目的基因连入 (82+"-* 载体，经序列

测定后用 &’(#和 &#)#双酶切获得目的基因片

段，与经相同酶切后的 ()*+,-.（ / ）表达质粒连接，

转化 ! 3 "#$% 245"，小量提取质粒酶切鉴定。

!") 重组蛋白的表达和包涵体纯化

将鉴定为阳性的 ()*+,-.（ / ）质粒转化 ! 3 "#$%

06,"（2)7），挑取单克隆接入含抗生素的 60 液体培

养基中，用 "SS&UV6 >H*@ 诱导，同时设阴性对照，经

A2A+H;@) 检测目的蛋白的表达。阳性菌株进行大

量诱导，经溶菌酶处理和超声裂解破碎，分别收集上

清和沉淀，将沉淀用包涵体洗液清洗收集初步纯化

的包涵体，经 A2A+H;@) 检测包涵体目的蛋白的含

量，同时设全菌体对照。

!"* 抗新分离 ’+,- ./0 株特异性兔多克隆抗体

的制备

用 6!,! 细胞单层接种新分离 $%&’ 012 株，当

!#W细胞出现 DH) 时，收集培养物在 X T#R和室温

反复 冻 融 7 次，P###EVSJB 离 心 7#SJB，收 集 上 清，

P5R灭活 7#SJB，9####EVSJB 离心 "Y，沉淀用生理盐

水悬浮后，皮下和腹腔免疫兔子，每 , 周加强免疫 "
次，免疫 7 次后，收集兔子血清，经过硫酸铵沉淀，溶

解于 H0A 中，即为抗 $%&’ 012 株的特异性兔多克

隆抗体。

!"1 重组蛋白的抗原性分析

用 Z%MC%EB OU&CCJB? 分析重组蛋白的抗原性。表

达产物或纯化产物经 A2A+H;@) 电泳后，通过湿转

法转膜至硝酸纤维素膜，用含 5W脱脂奶粉的 *0A*
封闭过夜，用 *0A* 漂洗后，用 " ["### 稀释的免疫兔

血清作一抗，同时设正常兔血清和其它由无关蛋白

所制备的兔血清作对照，室温孵育 "Y，同样漂洗后，

加入按 " [5### 稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔二抗，室温孵育 "Y，同样漂洗后，将膜浸入沉淀型

单组分 *80 底物溶液中，小心观察至理想对比度时

及时将膜置于蒸馏水中终止反应，拍照记录结果。

# 结果

#"! 2345#67（ 8 ）59! 原核表达载体的构建

所扩增的特异目的片段长约 "9##O(，将纯化的

HD$产物连入 (82+"-* 载体中，转化 ! 3 "#$% 245"
感受态细胞。提取质粒，用 &’(#和 &#)#双酶切，

经琼脂糖凝胶电泳纯化后，与同样经过双酶切的

()*+,-.（ / ）载体进行连接，转化 ! 3 "#$% 245"感受

态细胞。提取质粒，用 &’(#和 &#)#双酶切鉴定，

获得载体带和 "9##O( 的克隆片段（图 "）。酶切鉴定

阳性克隆进行序列测定，测定结果表明，所克隆的片

段序列与 @%B0.BK 中 $%&’ 012 株的!" 基因序列一

致。
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图 ! "#$%&’(（ ) ）%*! 双酶切鉴定图

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

!"! 重组蛋白的诱导表达

将重组质粒 "#$%&’(（ ) ）%*! 转入表达宿主菌

& 0 ’$() 1-&!（,#2），经 34$5 诱导后进行 *,*%465#
电泳，并设诱导前阴性对照，考马斯亮蓝染色，结果

表明其表达产物的分子量在 728, 9 ::;.8, 之间，与

用 <=>?@AB$3 !/;/ 软件预测的重组"! 蛋白的分子量

.28, 相符（图 &6）。离心收集少量诱导后的菌体，

用去离子水悬浮，经溶菌酶处理和超声裂解破碎后，

分别收集上清和沉淀进行 *,*%465# 电泳，结果表

明表达产物主要以包涵体形式存在（图 &1）。

图 & 含 "#$%&’(（ ) ）%*! 表达质粒的菌株的诱导表达

+!，+& 蛋白 C(A8=A；! 诱导后的菌体；& 诱导前的菌体；

2 菌体经超声破碎后的上清；7 超声破碎后的沉淀

!"# 重组蛋白的包涵体纯化和溶解

表达重组蛋白的阳性菌株大量诱导后，离心收

集菌体，用去离子水悬浮，经过 & 次反复冻融、溶菌

酶处理和超声裂解破碎，分别收集上清和沉淀，沉淀

用包涵体洗液清洗后，进行 *,*%465# 电泳，设诱导

后的总菌体作对照，结果表明包涵体中目的蛋白的

含量和纯度都比较高（图 2）。

图 2 包涵体的纯化

+ 蛋白 C(A8=A；! 诱导后的菌体；& 纯化的包涵体

!"$ 免疫印迹分析

表达重组蛋白的工程菌经 34$5 诱导后进行

*,*%465# 电泳，并设诱导前对照，转膜至硝酸纤维

素膜，采用 ! D!/// 稀释的抗 E=@< 兔血清作一抗，进

行免疫印迹分析，结果显示诱导后的样本在表达重

组蛋白的位置上有一条特异的反应条带，说明重组

蛋白与抗 E=@< 兔血清可产生特异性反应（图 76）；

将纯化的包涵体进行 *,*%465# 电泳后，转膜至硝

酸纤维素膜上，分别采用抗 E=@< 兔血清、正常兔血

清、抗重组恶性疟原虫（FGG!HIB）乳酸脱氢酶兔血

清、抗肺炎链球菌（/!//J.）菌体兔血清、抗类鼻疽菌

（2./!/&）菌体兔血清、抗重组沙眼衣原体（-&）主要

外膜蛋白兔血清和抗霍乱弧菌（+/7.）菌体兔血清

（均为 ! D!/// 稀释）作一抗，进行免疫印迹分析，结

果显示纯化的包涵体仅可以与抗 E=@< 兔血清发生

免疫反应，而其它兔血清与重组蛋白没有反应（图

71）。以上分析表明重组表达的"! 蛋白有良好的抗

原性，可以用来特异性检测 E=@< 抗体。

# 讨论

目前，文献上有关 +%E=@< 引起人类严重疾病

的报道仅限于婴幼儿和儿童［2 9 :］；一般认为 E=@< 不

引起成年人明显的疾病症状，是一种孤儿病毒。在

&//2 年“非典”期间，我们从 *6E* 患者的临床标本

中连续分离到多株呼肠病毒，有的患者还同时分离

到了 *6E* 冠状病毒。由于病毒易发生变异，其毒

力进化也比较快，所以虽然我们还不能确认新分离

E=@< 与人类疾病之间的关系，但或许新分离 E=@<
能引起疑似 *6E* 患者的症状，如发烧、流鼻涕等，

也有可能新分离 E=@< 能加重 *6E* 患者的病情等。

·.K/!·&//J 年 27（:） 微 生 物 学 通 报



图 ! 重组!" 蛋白的 #$%&$’( )*+&&,(- 检测

.：/ 0,$’1$ 预染蛋白 23’4$’；" 5067 诱导后的菌体，一抗为抗 8$+9 血清；: 5067 诱导前的菌体，一抗同 "。;：纯化

的包涵体，一抗分别为：< 抗 8$+9 血清；! 正常兔血清；= 抗重组恶性疟原虫乳酸脱氢酶兔血清；> 抗肺炎链球菌

菌体兔血清；? 抗类鼻疽菌菌体兔血清；@ 抗重组沙眼衣原体主要外膜蛋白兔血清；A 抗霍乱弧菌菌体兔血清

在本实验中，我们构建的表达质粒包含了!" 基因的

全长序列，在大肠杆菌中实现了重组!" 的包涵体表

达，易于重组蛋白的纯化，且重组!" 具有良好抗原

性和特异性，可应用于 8$+9 诊断试剂的制备。

国外早在上世纪 @B 年代就已证实大肠杆菌表

达系统可用于 8$+9 的 C" 基因分析，/3%’, 等人［""］发

现原核表达的重组!" 与 8$+9 的衣壳!" 有完全相

同的血凝活性等性质。对!" 的结构与功能的认识

也均是通过大肠杆菌表达系统重组表达后进行研究

的［":D"!］。!" 是 C" 片段的主要功能蛋白，它在病毒

:B 面体的 ": 个顶角上形成三聚体结构，构成了与

细胞受体结合的吸附蛋白。近期我们应用重组!"
蛋白免疫兔子，已成功制备了抗!" 多克隆抗体，表

明该抗原蛋白还具有良好的免疫原性。这些工作也

为今后研究新分离 8$+9 是否存在新的细胞受体、

及发展 8$+9 疫苗等打下了基础。
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稿件规范化与标准化

论文中统计学符号书写规则

统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下，希作者参照执行。样本的算术平均数用英文

小写"%，不用大写 &，也不用 /$3(。标准差用英文小写 %，不用 CO。标准误用英文小写 ’"% ，不用 CK。& 检验

用英文小写 &。Z 检验用英文大写 Z。卡方检验用希文小写"
:。相关系数用英文小写 ’ 。样本数用英文小写

(。概率用英文大写 0。
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