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猪瘟病毒 !" 基因主要抗原区的克隆及原核表达
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摘 要 利用反转录 CDE（E63CDE）和套式 CDE（>-F/ C()G0-2;F- D=;<> E-;B/<(> ，>CDE）技术扩增出当前猪瘟流行毒
（广西玉林株，5HIJ）与中国猪瘟兔化弱毒（D3株）兔脾组织毒 :$ 基因的主要抗原区，将其克隆到表达载体 .CEK :H3

L61中，获得重组质粒 .CEK:H35HIJ和 .CEK:H3D，经 CDE、酶切和序列分析鉴定表明，插入的位置、大小和读码框均

正确。,M,3CN5:检测表明，经重组质粒 .CEK:H35HIJ和 .CEK:H3D转化、诱导的受体菌能表达 :$ 基因主要抗原区

蛋白，O-F/-2>31)(/检测表明，诱导表达的抗原蛋白能与猪瘟阳性血清发生特异性反应。
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猪瘟（L(@ D=()-2;，LD）是由猪瘟病毒（L(@ D=()3
-2; ’<2QF，LD’）引起的猪的急性高度接触性传染
病，对养猪业危害极大。我国每年有 7R的饲养猪
死于猪瘟，其中 &%R是仔猪。仔猪在哺乳期从母乳
获得母源抗体，哺乳期仔猪的抗感染能力与泌乳母

猪的抗体水平关系密切［!］，猪群抗体水平的监测是

有效防治猪瘟的重要措施之一。能区分猪瘟强、弱

毒和牛病毒性腹泻病毒（S’M’）的单抗的研制成功，
使 :JT,N技术在猪瘟免疫猪抗体监测中的应用更为
广泛［$，"］。由于所用抗原为完整病毒，不易生产、纯

化，且存在感染性，在应用中存在局限性。研究表

明，猪瘟病毒 :$ 基因编码的 @.## 蛋白是引起动物
产生保护性免疫的主要抗原蛋白［$］，与完整猪瘟病

毒相比，重组蛋白无感染性，而且具有易于生产和纯

化等优点。依据猪瘟病毒株的毒力、抗原性、致病性

及血清学特性，法国 D(2/=<-2和 NG>;QU将猪瘟病毒
株分成 @2(Q. N和 @2(Q. S两个群。我们选择 @2(Q.
N中的 D3株与 @2(Q. S中的 5HIJ株作为代表毒株
进行克隆表达。表达的 $株毒的 :$ 蛋白均与猪瘟

阳性血清发生特异性反应，为建立以基因表达蛋白

为检测抗原的 :JT,N诊断方法奠定了基础。

# 材料和方法

#$# 材料
# %# % # 广西玉林株与 D3株：广西玉林株采自广西
玉林市，经兔体交互免疫试验确证；D3株引自中国兽
药监察所。

# %# %" 菌株与质粒：大肠杆菌 ML#!和 SJ$!（M:7）
均由本室保存，.CEK:H3L61购自 5TSDKSEJ公司。

# %# % & 试剂：.CEK:H3L61及 6EJ VKJE J, E-;@->/
试剂盒购自 5TSDKSEJ公司；TC65购自 ,<@0;公司，
其他试剂购自国内外各试剂公司。

#$" 广西玉林株与 ’(株的 !" 基因主要抗原区基

因的获取

# %" %# 引物设计及合成：参照 D3株序列，设计 8条
引物，其中正负链各 $条，引物由宝生物（大连）工程
有限公司合成，引物位置（参照 D3株）及序列如下：

表 # 引物的编号、序列、位置、长度
)*+,- # ).- /01- 2-34-5/- ,0/*6705 *51 ,-586. 09 6.- :;7<-;2
C2<0-2 ,-WQ->B- J(B;/<(> J->@/=（>/）
:! #X656N66N5NDDN5ND6557X $$$$ Y $$7& !"
:!X #XD65DDNNDD5DD56D6N6D667X 79&7 Y 7997 $!

:$ Z !% #X5D55N6DDD5N6ND6655DN6DN665DN67X $$#4 Y $$"# $&
:$ Z !! #X5DD6D5N5DDDDNND66NDN56N5NN6N7X $#"" Y $4!4 $"



! "# "# !"#提取：参照试剂盒操作说明书进行。
! "# "$ !$%&’!和 (&’!：!$%&’! 取提取的总 !"#
)*!+，片段下游引物 ,)-)!+，./0预热 )123(，立即
冰浴 /23( 后加入 / 倍的反转录缓冲液 4!+，
5"$&*!+，#67)!+，使总体积为 *1!+，4*0反应
)8。&’!和 (&’!，&’!：取反转录产物 /!+，)1 倍的
&’!缓冲液 /!+，69’:* ;!+，5"$& 4!+，引物 ,)，,)-
各 )!+，$<=酶 1 > /!+加水至 /1!+扩增。反应条件
为：?/0 /1@，4A0 .1@，B*0 )*1@，;/个循环，最后在
B*0延伸 )123(。(&’!：取一扩增产物 )!+，加入引
物 ,*%)1、,*%))各 )!+，其余条件及步骤均同 &’!。
! "# " % 目的基因与 CD,6%$%,<@E 载体的连接、转
化、质粒提取及纯化参照文献［.］进行。
! "# " & 重组质粒经 &’!、限制酶鉴定为阳性的质
粒，送宝生物（大连）工程有限公司，采用自动化测序

仪测序，获得的重组质粒命名为 CD,6%DFG+ 和
CD,6%’。
!’$ 广西玉林株与 ()株 *# 基因主要抗原区表达

质粒的构建

双酶切质粒 CD,6%DFG+ 和 CD,6%’ 以及表达
载体 C&!H,F%I$J并分别纯化回收，将回收的目的基
因与表达载体用 $4 K"#连接酶 ).0连接 )18，连接
产物转化感受态大肠杆菌 L+*)（K,;）。用碱裂解法
小量提取重组质粒，利用 &’!、限制酶酶切鉴定阳性
重组质粒，测序鉴定 ,* 基因主要抗原区插入的位

置、大小和读码框是否正确。获得的重组质粒命名

为 C&!H,F%DFG+和 C&!H,F%’>
! "% 重组质粒在大肠杆菌中的表达
将分别含 C&!H ,F%DFG+ 和 C&!H ,F%’ 的 L+*)

（K,;）重组菌接种于含 )11!9M2+氨苄西林钠的 * N
G$培养基中，参照文献［.］进行培养、诱导，处理菌
体后离心，收集上清和沉淀。在相同条件下培养、诱

导含 C&!H,F%I$J的受体菌作为对照。
!’& 重组质粒在大肠杆菌中表达产物的检测
! "& " ! OKO%&#D, ：收取的菌液离心后弃上清，用
&LO液悬浮后加入等体积的 * N OKO%&#D,上样缓冲
液于沸水中煮 )123(作为加样的样品。积层胶浓度
为 /P，分离胶浓度为 )1P，每个加样孔上样 *1!+；
采用 ?17电压电泳，电泳结束后考马斯亮蓝 !*/1染
色、脱色分析。

! " & " # QR@SRT(%J:US ：样品的处理及电泳参照
)V/V)。将在转移缓冲液中浸泡 )8的滤纸、海绵、"’
膜依次放入塑料夹中后以 )A12#转移 ;8，转移结束
后，取出 "’膜，剪下 6<TWRT 与一个泳道，氨基黑染
色观察转移的效果。"’ 膜用封闭液浸泡过夜，用
&LO$洗涤 ; 次，加入猪瘟阳性血清 ;B0结合 ) > /8
后用 &LO$洗涤 ;次，加入辣根过氧化物酶标记兔抗
猪二抗 ;B0结合 )8 &LO$洗涤 ;次，显色。

# 结 果

# "! +,-./01软件分析得到 *# 蛋白的抗原指数曲

线示意图（见图 )）：

图 ) ,* 蛋白的抗原指数曲线
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由图 )可见在 ,* 蛋白主要抗原结构域 "%端前

*11个氨基酸序列中，有 ; 个主要区域的抗原指数
较高。在保证表达的蛋白具有抗原性的前提下，避

开不利于在大肠杆菌中表达的基因［)1］区域后，选取

包括具有中和性抗原域的 #)M#*区和既不保守也不
诱导产生中和抗体的 K区，以及 L、’区一段抗原性
较高的区域，从 B/; ^ AB*氨基酸残基对应的核苷酸
序列共 ;.1JC 进行了表达。
# "# 23(4扩增及 56*7)689:和 56*7)( 3(4
和酶切鉴定结果

以 ,*%)1、,*%)) 为引物进行 (&’! 扩增，质粒

CD,6%DFG+和 CD,6%’进行 &’!和酶切均有与预
测的大小相符（;.1JC）的片段，质粒 CD,6%DFG+和
CD,6%’的测序结果证明包含正确的广西玉林株与
’%株 ,* 基因主要抗原区（结果略）。

# "$ 质粒 534;*8)689:与 534;*8)(的 3(4鉴

定及酶切鉴定结果

质粒 C&!H,F%DFG+与 C&!H,F%’的 &’!鉴定及

酶切鉴定产物电泳结果见图 *，可以看出，均有与
;.1JC大小相符的片段；重组质粒重组融合蛋白大
小相符。C&!H ,F%DFG+和 C&!H ,F%’测序结果证明

广西玉林株与 ’%株 ,* 基因主要抗原区插入的位
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置、大小和读码框均正确，测序结果略。

图 ! 重组质粒 "#$%&’()’*+和
"#$%&’(,的酶切和 #,$鉴定

-./0! #,$ 123 45674.87.92 121:;6.6 9< 4589=>.2127
":16=.3 "#$%&’()’*+ 123 "#$%&’(,

?、! 0 $5674.87.92 121:;6.6 9< "#$%&’()’*+ 123 "#$%&’(,
@、A 0 #,$ .3527.<.817.92 9< "#$%&’()’*+ 123 "#$%&’(,

! "# 重组表达质粒 $%&’()*+),-和 $%&’()*.构
建（见图 /）
! "0 121*%3+(和4567589*:;<7检测的结果

"#$%&’(BC>、"#$%&’()’*+和 "#$%&’(,转化、
诱导的 D+!?（E&@）的菌体蛋白，用 D(#&$! $51/527
试剂盒处理后，取沉淀和上清分别作 FEF(#G)& 电
泳，结果在沉淀中出现 ?HIE左右额外条带，见图 A
（左），与预测的表达的重组融合蛋白大小相符，而上

清中则未见多余条带，说明表达的重组蛋白以包含

体形式存在。薄层扫描显示 "#$% &’()’*+ 的表达
量为菌体总蛋白量的 @JK ，"#$% &’(,的表达量为

菌体总蛋白量的 @LK 。M567542(>:97检测的结果见
图 A（右），从图可以看出，在 ?HIE的位置，诱导菌体
蛋白中有明显的特异性条带，而对照则没有该条带。

由此可见构建的两种 &! 基因主要抗原区重组表达

质粒转化 D+!?（E&@）菌经诱导后均能表达 &! 基因

主要抗原区蛋白。

图 @ 重组表达质粒 "#$%&’构建图

-./0@ ,92674N87.92 9< 4589=>.2127 ":16=.3 "#$%&’&!

图 A 表达蛋白的 FEF(#G)&（G）和 M567542(>:97（D）检测结果
-./0A FEF(#G)&（G）和 M567542(>:97（D）357587.92 9< "4975.2 5O"456653 .2 ! 0 "#$%

P0P14I54；?0 "#$%&’(, 74126<94=53 D+!?（E&@）（D5<945 .23N853 Q.7R S#C)）
!、@、A 0 "#$%&’(, 74126<94=53 D+!?（E&@）（G<754 .23N853 Q.7R S#C) !、@、AR9N46）
L、T 0 "#$%&’(BC> 74126<94=53 D+!?（E&@）（G<754 .23N853 Q.7R S#C) @、A R9N46）

H 0 "#$%&’()’*+ 74126<94=53 D+!?（E&@）（D5<945 .23N853 Q.7R S#C)）

J、U0 "#$%&’()’*+ 74126<94=53 D+!?（E&@）（G<754 .23N853 Q.7R S#C)@ 、AR9N46）
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! 讨 论
本实验选择的中国猪瘟兔化弱毒（!"株）和猪瘟

流行毒广西玉林株的基因型分属于 #$%&’ (和 #$%&’
)，*株毒 +* 基因的同源性为 ,- . /,0，可作为目前
我国存在的猪瘟病毒的代表株［1］。对其 +* 基因主

要抗原区蛋白分别进行原核表达后，表达蛋白量分

别为 2,0和 230，用45675$8"9:%7和 +;<=(等方法检
测，具有期望的免疫反应性，有望代替完整病毒作为

+;<=(检测用的标准抗原。在表达水平上，*株毒构
建的表达质粒有所差别，可能是由于 *株毒在表达
区段有 >3个氨基酸的差异所致，但二者在 45675$8"
9:%7检测发现特异性都很强，表明氨基酸的差异不
影响反应原性，仅对表达量有一定的影响，对表达量

有影响的具体氨基酸定位有待进一步的研究。
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