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77摘7要!为获得人D组轮状病毒重组结构蛋白 ?̀ " 及其高效价的卵黄抗体$使用 R̀M技术扩增

?̀ " L=D片段并将其克隆到原核表达载体 ];U!E-上形成重组质粒 ];U!E-N?̀ "& 将重组质粒转化基

因工程菌7XN,%VWV!%!L;#"$用 $JO GPS̀UZ诱导 ?̀ " 重组蛋白的表达& 通过包涵体纯化和蛋白复性

后$将 ?̀ " 重组蛋白与弗氏佐剂混匀免疫产蛋鸡$收集鸡蛋& 用水稀释 N盐析法纯化卵黄抗体 S<e& 进

一步应用 0L0 Ǹ DZ;';VS0D和点杂交技术$分析该卵黄抗体的纯度'效价和特异性& 结果表明在基因

工程菌7X*,V%WV!%!L;#"中能够实现 ?̀ " 重组抗原的表达$将重组抗原 ?̀ " 免疫产蛋鸡$提取纯化得到

滴度为 %%%$$ $$$ 的抗 ?̀ " 卵黄抗体$且特异性的识别野生型D组轮状病毒&

关键词!人D组轮状病毒#?̀ "#原核表达#包涵体#免疫#卵黄抗体

中图分类号!M%%##M!"!@O 文献标志码!D

引 言

轮状病毒属于呼肠孤病毒科轮状病毒属#其中人 D

组轮状病毒是引起婴幼儿急性胃肠炎的最主要病原体#

可造成严重脱水甚至危及生命% 全球每年约有 %@& 亿

人发生轮状病毒腹泻#并导致大约 E$ 万儿童死亡(%)

%

人D组轮状病毒为双链M=D病毒#含有 %% 个分节段的

基因片段#共有 ' 种结构蛋白 ! ?̀.# ?̀ !# ?̀ ## ?̀ &#

?̀ '#?̀ "$和 O 种非结构蛋白!=0 S̀#=0 !̀#=0 #̀#=0 &̀#

=0 0̀$

(!)

% 其中轮状病毒 ?̀ " 蛋白是该病毒的一个重

要的结构蛋白#在激发机体体液免疫产生特异性抗体方

面发挥极为重要的作用(#)

% 为此#本研究拟通过原核表

达获得轮状病毒 ?̀ " 的重组抗原#将纯化的重组抗原免

疫产蛋鸡#进一步应用水稀释 N盐析法提取分离高效价

含抗 ?̀ " 的卵黄抗体#为轮状病毒感染性腹泻的靶向性

药物研发奠定基础%

% 材料和方法

!L! 材料与试剂

基因工程菌株 7X*,V%LQO

!

和 7X*,V%WV!%!L;#$#

以及原核表达质粒 ];U!E-! T$均为四川理工学院化学

制药实验室保存% 含野生型 D组轮状病毒!诊断为 Z&

血清型$#粪便样品和对照样品均由自贡某医院提供%

U& L=D连接酶购于=;W公司";pU-I L=D聚合酶'限

制性核酸内切酶 7*,T"和 G+,"等购于 U-[-M-公司"

L=D片段回收试剂盒和质粒抽提试剂盒购于北京博大

泰克公司"QM̀ 标记的兔抗鸡 S<e'弗氏完全佐剂'弗氏

不完全佐购于 01<G-公司"W+->/)+> 蛋白定量试剂盒购

于W1)N+->公司"其余试剂均为国产分析纯% 含 ?̀ " 全

长序列的模板由北京中科院微生物研究所陈晓英老师



提供!来源于 D组轮状病毒株 U%%&$% 海蓝褐蛋鸡#湖

北省宜昌市种鸡厂购买%

!L) 方法

%@!@% 引物设计及合成

参考Z6,W-,d中D组轮状病毒 ?̀ " 的 L=D序列#

根据提供的 ?̀ " 序列设计 ?̀ " 原核表达引物#在一对引

物的 Oq端加上 ;2)M

"

和 m3)

"

酶切位点#?̀ " 扩增引物

序列如下!下划线者为酶切位点$&

上游 引 物& OqNRRZZDDUURUUZRRDDUUDRUZB

ZDURUDUN#q"下游引物&OqNRRZRURZDZRDUURZUB

URUZUUUZUZZDN#q% 为保证酶切效率#酶切位点前加

上了保护碱基% 引物由深圳华大基因公司合成#预期扩

增片段长度约为 "#$ K]%

%@!@! ?̀ " 的 R̀M扩增与原核及真核表达载体构建

取 O ,<?̀ " 全长L=D序列作为模板# R̀M扩增 ?̀ "

基因#扩增条件为&变性 F& \ &O 7"退火 O# \ #O 7"延伸

"! \ % G1,#共 #! 个循环#凝胶电泳鉴定% 将 R̀M产物

按L=D片段回收试剂盒说明书进行回收#;2)MS和m3)

S双酶切回收产物#与同样经过双酶切处理的原核表达

载体 ];U!E-! T$进行连接(&)

% 重组质粒命名为 ];U!E-

N?̀ "#按常规方法酶切及 R̀M鉴定重组质粒#进行基

因测序%

%@!@# ?̀ " 重组蛋白的诱导表达

将鉴定正确的重组质粒 ];U!E-N?̀ " 转化 ;J2).1

WV!%!L;#$感受态细胞% 将转化后的菌在VW固体平板

培养基!含卡那霉素$过夜培养#次日挑取单菌落接种于

# GV含卡那霉素的 VW液体培养基#于 #" \#!$$ +]G

振荡培养"过夜培养后#按 %&!$$ 接种扩大培养#待菌液

gL'$$ 值为 $@' Y$@E 时加入终浓度为 $@O GPS̀UZ诱

导!同时设不加 S̀UZ诱导或空载体相关对照$#' 3后取

样离心收集菌体#0L0 Ǹ DZ;电泳分析%

%@!@& 包涵体蛋白的洗涤与复性

确定表达后#扩大菌体培养% 离心收集菌体#用

Ẁ0重悬洗涤 ! 次#按照菌体
#

裂解液体积比 %r%$ 加入

裂解缓冲液!包含溶菌酶浓度为 %$ G<_GV的 Ẁ0 溶

液$#冰浴 % 3#采用 #次反复冻融法裂解菌体#%! $$$ +]G

离心 O G1,#收集包涵体沉淀% 先用包含 $@%^U+18), 的

! P尿素洗涤包涵体沉淀一次#%! $$$ +]G离心 %$ G1,#

收集沉淀用 ! P尿素洗涤包涵体 ! 次"离心收集沉淀#

并用含 E P尿素的 $@$O PU+17缓冲液!]QE@$$按照 O$

r%包涵体体积比溶解包涵体 !$ G1,"%! $$$ +]G离心 %$

G1,#收集上清液按照 O$&% 体积比进行尿素梯度透析复

性% 初始透析液为含 O P尿素的 U+17缓冲液!U+17缓冲

液配方& ]Q E@%# O$ GP U+17# $@O GP ;LUD# O$ GP

=-RV#O ^甘油#%^ Z.9$% 然后逐步透析复性&弃 %_O

体积透析液#加入新的等体积透析液#透析 & 3#共透析 '

次"最后用 Ẁ0透析 ! 3#! 次% %! $$$ +]G离心 %$ G1,#

收集上清液#并应用 W+->/)+> 法和 0L0 Ǹ DZ;对复性

的重组蛋白进行检测分析%

%@!@O 免疫产蛋鸡

使用考马斯亮蓝 ZN!O$ 法测定纯化蛋白浓度#适

当调节蛋白浓度#初次免疫时使用完全弗氏佐剂与纯化

?̀ " 重组抗原完全混匀并充分乳化#每只鸡免疫量为

&$$

#

<% 分别于初次免疫后第 !'& 周加强免疫#加强免

疫时使用不完全弗氏佐剂#免疫剂量为 !O$

#

<#每次免

疫均采用三点肌肉注射免疫% 初次免疫一周后每周收

集鸡蛋一次#& \保存备用%

%@!@' 卵黄抗体提取

将蛋清与蛋黄分离#将蛋黄上蛋清液去除干净"按

照卵黄
#

超纯水为 %&"!?_?$比例用超纯水稀释卵黄

液#混匀% 用冰醋酸调节卵黄稀释液 ]Q至 O@$#& \静

置 ' 3或过夜"次日 & \下 %$ $$$ +]G离心 %O G1,% 收

集上清液#缓缓加入=-R.!终浓度为 E@E^$#调节 Q̀至

&#& \静置 ! 3"& \下 %$ $$$ +]G离心 %O G1,#收集沉

淀"沉淀中加入 O$ GV#$^ !=Q

&

$

!

0g

&

重悬#静置 ! 3"

%$ $$$ +]G低温离心 %O G1,#收集沉淀#用超纯水溶解%

然后将溶液装入透析袋用超纯水透析 E 3#并每 ! 3换水

一次% 将透析后的溶液在 & \下 %$ $$$ +]G离心 %O

G1,#收集上清液进行冷冻干燥#即为纯化的 S<e抗体成

品#并按W+->/)+>法进行蛋白定量%

%@!@" ;VS0D分析S<e滴度

将纯化的 ?̀ " 重组蛋白用包被液稀释至 % G<_GV#

;VS0D板每孔包被 %$$

#

V#& \过夜" Ẁ0U洗板 # 次后

加入终浓度为 O G<_GV的W0D溶液#每孔 %$$

#

V#室温

封闭 ! 3" Ẁ0U洗板 # 次后加入不同稀释倍数的纯化

S<e!%r%$$ Y%r!$$ $$$$#室温孵育 ! 3" Ẁ0U洗板 & 次#

加入 %r%$ $$$ 稀释的辣根过氧化物酶!QM̀ $ 标记的羊

抗鸡S<e!%$$

#

V_孔$##" \孵育 ! 3" Ẁ0U洗板 # 次#

加UPW!%$$

#

V_孔$显色##" \避光作用 %$ G1,"每孔

'% 四川理工学院学报!自然科学版"AAAAA AAAAAAA!$%& 年 ' 月



加入 %$$

#

V& G)._VQ

!

0g

&

终止液终止反应"酶标自动

分析仪 &O$ ,G波长测定其光吸收值!gL

&O$

$% 实验中

设相应对照#吸光度gL值 ! 倍以上为阳性标准#测定抗

体滴度%

%@!@E 0L0 Ǹ DZ;分析S<e抗体

分别取 O

#

<的S<e于 ! 个 ;̀ 管中#分别加入变性

和非变性的蛋白电泳上样缓冲液#通过 0L0 Ǹ DZ;电

泳检测S<e纯度"并应用 W+->/)+> 法对 S<e进行蛋白定

量分析%

%@!@F L)8K.)8点杂交

将含野生型D组轮状病毒粪便粗提液!诊断为 Z&

血清型$和对照腹泻粪便粗提液!诊断为非轮状病毒腹

泻$#用 Ẁ0溶液按 %$ 倍倍比稀释粗提液#并用微量加

样器点 % *V于=R膜上#置 #" \恒温箱 ! 3% O^ W0D

室温摇床上封闭 ! 3#将纯化的 ?̀ " 重组蛋白进行 0L0

Ǹ DZ;凝胶电泳#利用蛋白电转移系统将蛋白转至=R

膜#O^ W0D室温摇床上封闭 ! 3#加纯化的 S<e抗体作

一抗!%r%$$$$#室温作用 ! 3 或 & \过夜#UW0U洗涤 #

次#每次 %$ G1,#加入 %r%$ $$$ 稀释的二抗!QM̀ 标记

的羊抗鸡 S<e$#室温作用 F$ G1,#UW0U洗涤 # 次#每次

%$ G1,#LDW显色%

! 结 果

)L! ;E#的ESQ扩增及其重组质粒的鉴定

经 ?̀ " 序列特异性引物 R̀M扩增后#出现约为

$@"# dK片段!图 %$#大小与预期相符% 将 ?̀ " 克隆到

];U!E-载体上形成重组质粒 ];U!E-N?̀ "#将重组质

粒基因测序#测序结果与预期结果一致%

图! ;E#基因ESQ扩增

)L) ;E#重组蛋白的诱导表达与包涵体处理

将鉴定正确的重组质粒 ];U!E-N?̀ " 转化 7X*,V%

WV!%!L;#$#$@O GPS̀UZ诱导#0L0 Ǹ DZ;结果表明#

特异表达出约 ## dL的融合蛋白!图 !D$#大小与预期

的融合 ?̀ " 蛋白相符"且在 #$ \ Y#" \条件下 ?̀ " 主

要以包涵体形式表达% 收集包涵体#通过对包涵体的洗

涤和梯度透析复性#包涵体复性回收效率达到 F$^"将

回收的 ?̀ " 分别经透析粗纯化及 =1N柱细纯化后能得

到纯度较高的 ?̀ ""经过 0L0 Ǹ DZ;检测结果表明最

后得到了纯度较高的 ?̀ " 重组蛋白!图 !W$%

!D$ P&中分子量标准蛋白"R&对照菌诱导前" %&对照菌诱

导后"!&转化菌诱导前"0&转化菌诱导后!W$ P&中分子量

标准蛋白"% 纯化前"!&纯化

图) ;E#重组蛋白的诱导表达和纯化

)L$ 卵黄抗体"-8:#的提取与纯化

按水稀释法粗提的卵黄抗体 S<e#0L0 Ǹ DZ;电泳

发现#所提取的S<e水粗提取液!a0X$中含有大量杂蛋

白"a0X再经过!=Q

&

$

!

0g

&

盐析和超滤纯化后#其纯度

提高% 在非还原状态下#S<e分子量为 %"$ dL-左右#电

泳结果显示为一条 %"$ dL-左右的特征性条带!图 #$"

在还原状态下#电泳结果表明在 'O dL-及 !O dL-处可

见清晰的 ! 条特征性条带#分别是 S<e的重链和轻链

!图 #$% 最后定量结果表明#卵黄抗体 S<e的产量可达

E G<_GV蛋黄#纯度可达 F$^%

P&中分子量标准蛋白"%&非变性条件下电泳"

!&变形条件下电泳

图$ 卵黄抗体"-8:#M+M[E69W电泳图

)L' 6?A>[;E#-8:的滴度分析

用间接;VS0D方法检 ?̀ " 特异性 S<e的抗体效价

"%第 !" 卷第 # 期AA 李丙超等%人D组轮状病毒结构蛋白 ?̀ " 原核表达及其卵黄抗体效价的研究



变化规律% 如图 & 所示#蛋鸡初免约 % 周后蛋黄中可检

测到特异性卵黄抗体#加强免疫后特异性 S<e效价呈明

显的增长趋势#第二次加强免疫后抗体滴度上升达到较

高水平#抗体滴度可达 %r%$$ $$$% 并且在两次加强免

疫后S<e能在较长的时间内保持较高的滴度%

?̀ "&实验免疫组"2),&对照组

%&初次免疫#!&第一次加强免疫##&二次加强免疫

图' 抗;E#卵黄抗体的动态特征

)L& +DAHCDA点杂交

以纯化的S<e作为一抗分析该卵黄抗体识别和结

合病毒的能力% 结果如图 O 所示#将含病毒粗提液稀释

到 %$$ 倍时#制备的 D,81N?̀" S<e亦能检测到较强信

号#而对照样品检测不到信号% 表明免疫获得的 S<e抗

体具有识别和结合病毒抗原的活性%

R),&临床检测不含轮状病毒的粗提物

0& 临床检测含轮状病毒的粗提物

图& <?A>[;E#-8:点杂交结果

# 讨 论

人 D组 M?衣壳蛋白 ?̀ " 是一种能够结合钙离

子的糖蛋白#通过低钙作用诱导病毒颗粒从三层同

心圆的衣壳蛋白包被向二层同心圆衣壳蛋白包被转

化 (O)

#与细胞表面的整合素受体
!

!

$

% 和
!

&

$

% 结

合#使 M?黏附'进入细胞 (')

% 因此#将 ?̀ " 作为药

靶通过其抗体结合抑制 M?病毒颗粒转化和细胞黏

附#抑制 M?对婴幼儿小肠绒毛的感染是理想的选择

之一% 虽然 M?灭活疫苗已在澳大利亚'墨西哥和巴

西使用#但后续临床观察表明此疫苗与发生肠套叠

相关而停止 (")

% 在发展中国家#可能是区域内婴幼

儿遗传'免疫发育和身体健康状况等差异#临床试验

也未得到理想的效果#M?感染性腹泻时常反复发

生#造成该疫苗在发展中国家和地区难以得到普及#

限制了疫苗对 M?引起腹泻的预防 ("B%$)

%

卵黄抗体!S<e$及其鸡蛋易获得'不能激活补体和

胃肠道细胞X2段受体'对人体无毒副作用和可以阻止

胃肠道病毒感染的优点#现已成为消化道感染的一种很

有前途的候选药物% 相对于常规治疗#口服抗 M?抗体

均能显著缩短患儿的病程#提高抗M?的能力(%%B%#)

#但是

临床上在国内一直缺乏针对人M?高效价卵黄抗体的应

用% 目前的抗M?卵黄抗体#均以分离的 M?全毒株为

免疫原#免疫产蛋鸡获得卵黄抗体#但该抗体效价低!试

验结果待发表$#制备过程需要 M?病毒培养'纯化和灭

活等过程#且制备过程技术要求高'灭活不彻底'散毒和

病毒残存等风险#如葛兰素史克 Z0[公司生产的疫苗

M)8-+1k因被检出动物病毒污染而于 !$%$ 年被迫暂停使

用% 相对于已有人D组M?卵黄抗体的制备方法#本文

以人D组M?的 ?̀ " 为靶点#通过基因工程技术实现了

?̀ " 重组抗原在基因工程菌中的大量表达#并纯化出

?̀ " 重组抗原#进而免疫产蛋鸡#制备了成本低'滴度

高'稳定性好且能特异性识别和结合野生型人D组M?

的 S<e卵黄抗体#为后期开展轮状病毒感染性腹泻的

诊断'治疗和预防用口服抗体药物制剂的开发奠定了
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