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猪瘟病毒 !" 基因的定点突变、在大肠杆菌中的

高效表达及表达产物的免疫原性

余兴龙 涂长春" 徐兴然 张茂林 陈义祥 刘伯华
（解放军军需大学军事兽医研究所，长春 !&%%2$）

摘 要 用重组 CDE 技术对猪瘟病毒石门株 :$ 基因进行了定点突变，然后将突变后的基因克隆至表达载体质粒

F:50$18（ G ）中，构建成重组质粒 F:5:$。将 F:5:$ 转入受体菌 HI$!（J:&）F*/KL 中，在 MC54 的诱导下，重组转化菌

可高效表达目的基因，表达量平均可达菌体蛋白总量的 $1N。免疫印迹和间接 :IML3 表明所表达的蛋白是 DL7(
特异性的。此重组蛋白免疫的家兔可抵抗猪瘟兔化弱毒的攻击。
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猪瘟病毒（D*8KK<=8* KQ<?6 R6S6T S<T.K，DL7(）是黄

病毒科，瘟病毒属的成员。DL7( 引起猪具有高度传

染性的疾病，并导致巨大的经济损失。猪瘟（DL7）

是影响我国养猪业最严重的传染病之一，血清学检

测猪瘟病毒抗体是诊断猪瘟的重要工具，也是免疫

猪抗体水平监测的主要手段。用于 DL7 抗体检测

的主要方法是 :IML3，但目前国内 :IML3 所用的抗

原为细胞培养的病毒。由于 DL7( 在细胞培养上滴

度很低，致使用此法生产的 DL7 抗原产量有限，成

本亦高，难以满足国内 DL7 诊断和免疫监测的需

要。对于以常规方法难以得到的抗原，可以用基因

工程的方法进行表达，获得重组抗原。由于大肠杆

菌表达系统具有成本低廉、操作简单、易于培养、生

产周期短，多数情况下均可获得高效表达等优点，因

而大肠杆菌是目前应用最多的表达系统，也是生产

抗原蛋白的首选表达系统。:$ 囊膜蛋白是 DL7( 主

要的抗原蛋白，含有在 DL7( 高度保守的抗原决定

簇。因此，可用重组 :$ 蛋白代替完整的 DL7(，进行

:IML3 检测 DL7( 抗体［!，$］。

由于结构的原因，DL7( 全长 :$ 基因很难在 3 +
0(,# 中获得高效表达，目前尚未见有关这方面的报

道。我们曾试图在 3 + 0(,# 中表达 :$，构建过几种不

同的原核表达载体，均仅能有限地表达 :$。影响真

核基因在 3 + 0(,# 中高效表达的因素很多［&］，如基因

的二级结构，基因 PU端和 &U端的稳定性，LJ 序列的

位置以及密码子的偏性等［#］。V>8?@［P］等人对真核

和原核生物基因的密码子差异进行了深入的研究，

发现 3 + 0(,# 的基因有 1 个不常使用的密码子，这些

密码称为稀有密码子。如果一个基因中稀有密码子

过多，其表达量一般较低，特别是基因中存在连续两

个一样的稀有密码子和基因起始的 $P 个密码子中

存在有较多的稀有密码子，则基因的表达量特别

低［#，2］。通过用计算机对 :$ 基因的分析，发现 :$ 基

因上有两处明显不利于原核表达的序列，一是 :$
起始的 $& 个密码子中有 2 个大肠杆菌稀有密码子；

二是 :$ 的第 2&、2# 位是两个连续的稀有密码子

344 344。为此，我们通过重组 CDE 技术在保持 :$
基因所编码的氨基酸（88）不变的前提下对其进行定

点突变，将突变后的 :$ 基因克隆到 F:50$18（ G ）

中，构建成了高效原核表达质粒 F:5:$，实现了全

长 :$ 蛋白在 3 + 0(,# 中的高效表达，表达量平均可

高达菌体总蛋白的 $1N。该重组蛋白可与 DL7( 特

异性血清发生反应，并且以此重组 :$ 蛋白抗原免

疫的家兔可抵抗猪瘟兔化弱毒（W)@ =>)*6T8 *8F<?<X6Y



!"#$%，&’()）的攻击。

! 材料和方法

!"! 材料

*&+!和 ,(-.（*/0）123%4 均由本室保存。1/56
-78（ 9 ）购自 :;!8<=> ?>@A，BC$ 酶、限制酶、5D *:E
连接酶等购自上海生物工程公司、58F8G8 和 B#;6
H=<8 公司。兔抗猪 ?<I 酶标抗体、*E, 和 JB* 为

4"<H8 公司产品。&’() 种毒为 D7K 代兔脾淋毒，由

中国兽药监察所提供，使用前于 - L -M+N< 的青年家

兔中复壮，无菌采集定型热兔的脾脏与肠系膜淋巴

结，置 O 7KP保存备用。’4Q) 阳性血清采自 ’4Q)
基因疫苗免疫并在 ’4Q) 强毒攻击后得到完全保护

的猪［R］，’4Q) 阴性血清由辽宁益康生物制品厂和

成都兽医药械厂提供（经兔体中和实验证实），临床

’4Q) 阳性血清标本由农业部兽医诊断中心提供（经

?*/SS 公司的检测 ’4Q) 抗体阻断 /(?4E 试剂盒证

实）。

!"# $%&’ (# 基因密码子的定点突变

根据 ’4Q) /- 基因的序列及大肠杆菌对密码子

的利用频率表［+］，借助软件 *:E%"% 和 )=@T;# 0MK 设

计了如下扩增猪瘟病毒石门毒 /- 基因［7］+U端主要

抗原编码区的 D 条突变引物：

HB.： IIEE55’E5I’I@T5EI’’5I’EEIIEEIE
55E’@IT5

E’I’EE5@5’E5’EE’’EE5IEIE5TIIIT5
E’5’I

HB-： 5I’’E<<5E’’<<’<E’5IE’’E’E55EEI5
I’

HB0： EI5@I@@II5E@@5II’E5’E55I’E5EEI
II

HBD：’IIEE55’EE55III’EIE’EEII5EI
其中，小写字母为突变碱基，HB. 和 HBD 划底

线者为便于克隆引入的酶切位点，HB- 和 HB0 的 +U
端之间有 .7 个碱基互补，HB- 和 HB0 划底线者为

便于鉴定重组质粒引入的酶切位点 !"# ?（氨基酸

序列不变）。

所突 变 的 密 码 子 分 别 是：’II6’I’（.，E#<），

’5E655E（-，(=$），EII6’I5（V，E#<），E5E6E5’（.-，

?2=），E5E6E55（.7，?2=），’5E655E（-K，(=$），EII6’I’
（W0，E#<），EII6’II（WD，E#<）。短横前为突变前的

密码子，短横后为突变后的密码子，括号中的字符分

别为该密码子的位置和编码的 88。
首先以 1&’/- 为模板［7］，用 BC$ 聚合酶，按标准

方法以 +K"( 反应体系进行扩增反应，分别以 HB.、

HB- 和 HB0、HBD 为引物对扩增 /-，扩增产物分别

命名为 HB.- 和 HB0D。循环参数为 VDP 0K%，+-P
+K% ，R-P -K%，.+ 个循环，-X琼脂糖凝胶电泳鉴定

B’G 产物。用 E<8#;%= I=2 /YT#8@T";> F"T（G;@Z=）分别

回收 B’G 产物 HB.- 和 HB0D。然后，以回收的 HB.-
和 HB0D 大约等摩尔数的混合物为模板，以 HB. 和

HBD 为引物进行 B’G。扩增程序为：V+P +K%，+-P
+K% ，R-P 0K%，.+ 个循环。B’G 产物命名为 +UH/-

（即 /- 基因 +U端突变 *:E 片段）。

!") (# 基因重组表达质粒的构建

以 $%&G#酶切上述 B’G 产物 +UH/-，回收纯化约

DKK[1 的 *:E 片段，将其与以 $%&G#酶切的原核表达

质粒 1/56-7 8（ 9 ）相连，然后转化 *&+!菌，筛选卡那

霉素抗性的菌落。小量提取质粒后酶切鉴定插入方

向，并送至大连宝生物工程公司进行序列测定，正确

者命名为 1/5+UH/-。然后以 ’(%#和 )*&#分别双酶

切重组质粒 1/5+UH/- 和 1@*4\［R］，分别回收大片段

和 R7K[1 的片段（前者包含有 /- 基因 +U端 -D.[1 的

序列，后者包含有 /- 基因 0U端 R-W[1 的序列，两者

共同构成了 /- 基因的所有抗原编码区域）。将两

片段混合后用 5D *:E 连接酶于 .WP进行连接，转

化 ,(-.（*/0）123%4 感受态菌，筛选卡那霉素抗性的

阳性克隆，碱裂解法小量提取质粒并进行酶切鉴定，

正确者命名为 1/5/-。

!"* 重组质粒在受体菌中的诱导表达

诱导表达按 1/5 系统操作手册进行，并按标准

方法［0］对 诱 导 表 达 产 物 进 行 4*46BEI/ 分 析 和

\=%T=#>6[2;T 印迹鉴定。

!"+ 重组蛋白的免疫原性

!"+"! 以重组 /- 蛋白为抗原检测 ’4Q) 抗体：先用

制备型 4*46BEI/ 纯化重组 /- 蛋白，操作参照涂长

春等的方法［.K］。然后以 KM.+"<]孔 纯化的重组 /-
蛋白包被 /(?4E 板（DP过夜），用 .KX兔血清进行

封闭，以含 .KX的兔血清的 B,4 稀释待检血清 -KK
倍，兔抗猪酶标抗体的工作浓度为 . ^ .+ KKK。底物

为 JB*6&-J-。封闭、加入检血清和兔抗猪酶标抗体

的作用条件均为 0RP感作 .Z，底物作用条件为室温

避光感作 KM+Z。以此间接 /(?4E 条件检 测 ’4Q)
阴、阳性血清和临床血清标本。阳性血清的判断标

准为：B]: 值大于 -（B 为待检血清的 +,DVK 值，: 为

阴性血清 +,DVK的算术平均值）。

!"+"# 重组 /- 抗原的动物免疫保护试验：-N< 左右

的大耳白家兔 D 只，任取其中 - 只以重组 /- 蛋白按

KDD 生 物 工 程 学 报 .V 卷



!、"、# 周的程序进行免疫，免疫剂量为 !$%!&’次 (兔，

佐剂为氢氧化铝乳胶，免疫途径为颈部皮下。另 )
只家兔只注射氢氧化铝胶作为对照。最后一次免疫

后 ) 周以 *!!+,%!的猪瘟兔化弱毒进行攻击，观察攻

毒后家兔的体温变化。

! 结 果

!"# $%& 扩增 ’()*! 及 $%& 产物的克隆

由图 * 可见，以 -./0) 为模板，引物对 12*、

12) 和 12"、123 均能扩增出约 )!!4- 的产物。以

12*) 和 12"3 的混合物为模板，12* 和 123 为引物

可扩增出约 3!!4- 的 %510)，用 !"#"酶切 %510)，

可切出大小分别与 12*) 和 12"3 一致的两个片段

（图略）。

图 * %510) 基因片段的 2/6 扩增

78&9* 2/6 :1-;8<8=:>8?@ ?< %510) ,AB <C:&1D@>
B912*)，)!*4-；E9 12"3，)*F4-；

/9 %510)，"F#4-；,9 ,+G)!!! ,AB 1:CHDC

!"! *! 基因表达质粒的构建

先用重组 2/6 的方法对 0) 基因 %5端约 3!!4-
的片段进行定点突变，并将该片段克隆到 -0IG)J:

（ K ）中，得到 0) 基因主要抗原编码区的表达质粒

-0I%510)，序列测定表明所克隆得到的基因片段与

所设计的一致。然后用 $%&"与 ’()"酶切携带有

全长 0) 基因的 -=,LM［"］，回收约 NJ!4- 的片段，并

将其插入到 -0I%510) 的 $%&"与 ’()"之间得到

表达 全 长 0) 基 因 的 表 达 质 粒 -0I0)9 以 *+,#、

-&)6"单酶切和 *%.."G’()"双酶切对其进行鉴

定，三 者 切 出 的 ,AB 片 段 长 度 分 别 是：%$#)H4、

!$N3H4，%$"NH4、*$!H4 和 %$""H4、*$!3H4。结果酶切

正确，如图 )。

!"+ *! 蛋白的表达及检测

-0I0) 重组质粒转化的 E+)*（,0" ）-+OPL 重组

菌在含 "!!&’1+ 的卡那霉素的 +E 培养基中生长至

/0#!!值在 !$# Q *$! 的范围内加入 R2IS 进行诱导表

达。L,LG2BS0 电 泳 及 MDP>DC@G4;?> 检 测 结 果 显 示

（如图 " 所示）：-0I0) 诱导菌与未插入外源基因的

-0IG)J:（ K ）质粒的转化菌比较，在约 3!H, 处有一

特异表达的蛋白带，与预计的 0) 蛋白的大小基本

一致。凝胶薄层扫描显示，重组 0) 蛋白的表达量

平均达菌体总蛋白的 )JT。

图 ) -0I0) 的酶切鉴定

78&9) 6DP>C8=>8?@ D@UO1D V8&DP> :@:;OP8P ?< -0I0)
B9$,AB -&)6"’12#V%1:CHDC

E9 -0I0) V8&DP>DV 4O *%.." :@V ’()"
/9 -0I0) V8&DP>DV 4O -&)6"
,9 -0I0) V8&DP>DV 4O *+,#

图 " 重组 0) 蛋白的 L,LG2BS0（E）和免疫印迹分析（B）

78&9" L,LG2BS0（E）:@V MDP>DC@ 4;?>（B）

:@:;OP8P ?< >WD CD=?148@:@> 0)
*$E+)*（,0"）-+OLP >C:@P<?C1DV X8>W -0I0)（Y@8@VY=DV）；

)$E+)*（,0"）-+OLP >C:@P<?C1DV X8>W -0I0)（8@VY=DV 4O R2IS）；

"$E+)*（,0"）-+OLP >C:@P<?C1DV X8>W -0I0)（8@VY=DV 4O R2IS）；

3$E+)*（,0"）-+OLP >C:@P<?C1DV X8>W -0I0%5 10)（8@VY=DV 4O R2IS）；

%$E+)*（,0"）-+OLP >C:@P<?C1DV X8>W -0I0)（Y@8@VY=DV）；

#$ZDV8Y1GC:@&D -C?>D8@ 1?;D=Y;:C XD8&W> 1:CHDC
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!"# 重组 $! 蛋白的抗原性分析

!"#"% 重组 !" 蛋白的间接 !#$%& 反应性：以本实

验所建立的间接 !#$%& 方法对 ’%() 阴、阳性血清

和临床血清标本的检测结果为：**" 份阴性血清的

!"+,-平均值为 -.*,/，其 ,01的可信区间为 -.*/2
3 -."**，呈正态分布。04 份阳性血清标本的 !"+,-

在 -.+ 3 ".- 之间。

!"#"! 重组 !" 蛋白的免疫原性：" 只重组 !" 蛋白

免疫家兔在 *-- #50- 6’#) 的攻击之后，连续观察 *
周，体温、食欲和精神一切正常。而只免疫氢氧化铝

胶的 " 只家兔在同样剂量的 6’#) 攻击上于攻毒后

约 "+7 体温开始升高，体温超过正常平均体温 -.08
的时间约 927，呈定型热反应。

& 讨 论

基因体外点突变技术是研究基因功能，改变基

因结构的有效方法，传统的体外突变技术方法有许

多种，但大都繁琐而复杂，但自从 :’; 技术出现后，

使传统的体外突变方法大大改进，变得简单、省时，

并且可在 5<& 片段的任何位置进行定点突变。本

实验根据前人［+，0，2］研究不同生物基因对密码子利用

差异的结果，以一种称之为“重组 :’;”（=>?@ABCDEDF
:’;）的方法对 ’%() !" 基因的主要抗原编码区进

行了定点突变，改变了 !" 基因中不利于在 # G $%&’
中表达的密码子，该过程由简单的 " 次 :’; 完成。

第一次 :’; 分别扩增 A:*" 和 A:9+；第二次 :’; 扩

增突变的 0HA!"，它利用 A:*" 和 A:9+ 两种产物变

性后复性形成的 9H凹端的异源双链，这种 9H凹端可

在 IEJ 5<& 聚合酶的催化下延伸而将 A:*" 和 A:9+
连接 成 一 个 完 整 的 分 子，即 0H A!"。至 今 有 #CD
K［*］、L@DJ K［*-］、李红卫［0］和张永国［**］等 + 人在 # G
$%&’ 中分别实现了对全长或部分 ’%() !" 基因的表

达，但 L@DJ K 的表达量在 01左右，而 #CD K 和李红

卫的则更低，张永国的表达量可达 9/1，但他所表

达的 !" 仅有 **, 个 EE，只有全长 !" 94- 个 EE 的 *M
9。本文的重组 !" 蛋白的表达量平均达 "/1，最高

可达 9/.01，它由 9", 个 EE 组成，包含了除 ’ 端一

段疏水性的跨膜区（约 +-EE）外所有 EE 序列，而疏水

性的 EE 区域不参与抗原表位的形成，因此，本文的

重组 !" 蛋白包括了所有可能的全长 !" 蛋白的线

性抗 原 表 位。 这 是 ’%() 全 长 !" 基 因 首 次 在

# G $%&’ 中得以高效表达，为 ’%() 的血清学诊断和

免疫监测提供大量优质的抗原奠定了基础。

另外，计算机是基因克隆策略设计和基因分析

的有力工具。本实验除上述用计算机分析了 !" 基

因的密码子外，还在不改变氨基酸序列的前提下，

通过定点突变在 !" 基因中引入了 ()* $ 酶切位点。

这为重组质粒的鉴定带来了极大的方便。因为在本

实验中的第二步 :’; 扩增 0HA!" 时，存在有原始模

板的污染问题。若不引入新的酶切位点，扩增的产

物是 A:*" 和 A:9+ 共同作模板的结果，还是原始模

板污染后的产物，则只能通过序列测定才能确定。
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