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摘要： 旨在获得猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） 的非结构蛋白 ＮＳＰ９ 及制备 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 的多克隆抗体。 本研究应用 ＰＣＲ 技术扩增出全长

ＮＳＰ９ 目的基因， 将其克隆至原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ 中， 同时插入 Ｈｉｓ 和 Ｆｌａｇ 融合标签， 获得重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９； 然后将重组质粒转化至

ＢＬ２１ 感受态细胞， 经 ＩＰＴＧ 诱导并优化诱导温度和时间， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 观察 ＮＳＰ９ 蛋白的表达情况， 确定 ＮＳＰ９ 蛋白的最佳表

达条件， 应用镍柱亲和层析纯化 ＮＳＰ９ 蛋白； 最后将纯化后的 ＮＳＰ９ 蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 获得多克隆抗体， 用 ＥＬＩＳＡ 测定抗体效价， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定抗体反应原性。 结果： 含有 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９ 重组质粒的大肠杆菌， 在 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导， １６ ℃培养 ３２ ｈ 的条件下， ＮＳＰ９
蛋白主要以可溶性形式表达， 经镍柱亲和层析纯化成功获得高纯度的 ＮＳＰ９ 蛋白， 经间接 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定成功获得特异性的 ＮＳＰ９ 多克

隆抗体。 综上， 本研究以全长 ＮＳＰ９ 基因为模板， 克隆转化后表达出 ７２ ｋＤａ 左右的可溶性重组蛋白， 利用其作为抗原免疫制备的抗 ＰＲＲＳＶ 多克

隆抗体具备良好的生物活性， 为后续 ＰＲＲＳＶ 检测、 免疫血清诊断试剂的研发及研究 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 的生物学功能奠定了重要基础。
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　 　 猪繁殖与呼吸综合征 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ） 主要是由猪繁殖与呼吸

综合征病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ） 引起猪繁殖障碍和呼吸困难的

一种传染病， 其特征是妊娠母猪繁殖障碍， 表现为流

产、 产死胎、 木乃伊胎， 由于部分病猪耳部发紫， 故

俗称 “猪蓝耳病” ［１］。 ＰＲＲＳ 是影响世界养猪业经济

最重要的疾病之一［２］。 该病毒基因组为单股正链

ＲＮＡ， 全长 １５ ｋｂ 左右， ＰＲＲＳＶ 基因组至少包括 １１
个已知的开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆａｍｅ， ＯＲＦ）。
ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ， 占据整个 ＰＲＲＳＶ 基因组 ７５％左

右， 并编码 １６ 个不同的非结构蛋白酶 （ＮＳＰｓ）， 包

括 ＮＳＰ１α ／ β、 ＮＳＰ２ － ６、 ＮＳＰ７α ／ β、 ＮＳＰ８、 ＮＳＰ９、
ＮＳＰ１０、 ＮＳＰ１１、 ＮＳＰ１２、 ＮＳＰ２ＴＦ 和 ＮＳＰ２Ｎ， 这些蛋

白主要在病毒的复制和免疫调节中发挥作用［３］。
ＮＳＰ９ 是 ＰＲＲＳＶ 的 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶 （ＲＮＡ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ＲｄＲｐ）， 直接决定病毒自

身复制［４－６］。 ＲｄＲｐ 仅在病毒复制过程中存在， 针对

ＲｄＲｐ 融合蛋白的抗原设计可有效区分野毒株与灭活

疫苗毒株， 具有诊断意义［７］。 因此， ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 的

相关研究， 对病毒的致病机制、 诊断和检测试剂的研

发等具有重要价值。
ＰＲＲＳＶ 的主要特征之一是病毒基因型的多样

性［８］。 ＰＲＲＳＶ 是迄今为止报道的最容易变异的 ＲＮＡ
病毒［９］。 ＮＳＰ９ 是影响该病毒复制和致病力的决定性

基因之一［１０］。 ＮＳＰ９ 也可通过泛素蛋白酶体途径下调

宿主细胞视网膜母细胞瘤蛋白 （Ｒｂｐ） 水平， 而 Ｒｂｐ
对 ＰＲＲＳＶ 的复制起抑制作用， 拮抗 Ｒｂｐ 有利于病毒

增殖， 同时可促进细胞周期进入 Ｓ 期， 利于病毒复

制［１１］。 因此， 对 ＮＳＰ９ 的研究将有利于探索病毒和

宿主之间的互作关系［１２］。
病毒入侵宿主是一个复杂的生物学过程， 直接研

究它们之间的关系非常难， 我们可以用非结构蛋白

ＮＳＰ９ 制备的抗体作为切入点， 间接探究病毒致病机

理中功能的作用。 目前 ＰＲＲＳＶ 的复制机制还未研究

清楚， ＮＳＰ９ 抗体制备可为研究 ＰＲＲＳＶ 复制机制等提

供工具材料。 本研究利用原核表达系统表达和纯化

ＮＳＰ９ 蛋白并获得多克隆抗体， 为 ＮＳＰ９ 蛋白决定病

毒复制的作用机制研究， ＰＲＲＳＶ 检测， 免疫血清诊

断试剂、 抗病毒药物和疫苗等的研发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 毒株、 菌株和实验动物

ＰＲＲＳＶ－ＮＪ 毒株， ｐＥＴ－２８ａ 表达载体 （含 ６×Ｈｉｓ
标签， 位于 ＮＳＰ９ 的 Ｎ 端）， 大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细

胞， 由宜春学院动物病原微生物实验室所保存； 大肠

杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自北京擎科生物科技有限公

司； ６～８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自湖南斯莱克景达实

验动物有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

化学发光液购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ； 抗 Ｆｌａｇ 直标

抗体购自 Ａｂｍａｒｔ； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自宝日医生物技术

（北京） 有限公司； ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ－Ｍｏｕｓｅ 免疫佐剂、
ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 均购自苏州博特龙免疫

技术有限公司； ＤＮＡ 回收试剂盒购自江苏康为世纪

生物科技有限公司； 快速质粒小提试剂盒购自天根生

化 （北京） 有限公司； 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 Ｈｉｓ 标签蛋白纯

化镍柱、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司。
１􀆰 ３　 引物的设计与合成

通过 ＮＣＢＩ 基因数据库获取 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 的全基

因序列， 然后运用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计 １ 对携带限制

性内切酶 （下划线部分） 的 ＮＳＰ９ 特异性引物， 并插

入 Ｆｌａｇ （斜体部分） 蛋白标签， 由安升达生物科技

有限公司合成， 其序列如下： ＮＳＰ９ － Ｆ （ ＸｈｏⅠ）：
５′－ＣＣＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＴＴＴＡＡＡＣＴＧＣＴＡＧＣＣＧＣＣＡＧＣ－３′；
ＮＳＰ９ － Ｒ （ Ｎｄｅ Ⅰ）： ５′ － ＣＣＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＴＧＴ⁃
ＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＴＣＡＴＧＡＴＴＧＧＡＣＣＴＧＡＧＴ⁃
ＴＴＴＴ－３′。
１􀆰 ４　 基因扩增与原核表达质粒的构建

使用 ＴＲｌｚｏｌ 抽提法提取 ＰＲＲＳＶ－ＮＪ 毒株 ＲＮＡ，
然后按照 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书进行反转录。 以反转录产物 ｃＤＮＡ
为模板， 利用 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 引物进行 ＰＣＲ 扩增目的

基因。 然后通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测及分析 ＰＣＲ
产物， 再参照 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书进行切胶回收。
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针对 ＮＳＰ９ 基因片段和 ｐＥＴ－２８ａ 载体质粒， 同时

用限制性内切酶 ＸｈｏⅠ和 ＮｄｅⅠ分别进行双酶切。 然

后通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测及分析酶切产物， 再

参照 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书进行切胶回收。 将纯化

回收的目的片段 ＮＳＰ９ 与载体片段 ｐＥＴ－２８ａ， 按 １ ∶ ４
比例 １６ ℃条件下连接过夜。

先取 ２ μＬ 连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中，
然后涂布于含卡那的 ＬＢ 琼脂平板上， ３７ ℃ 培养

１４ ｈ， 挑取单个菌落进行 ＰＣＲ 鉴定。 根据 ＰＣＲ 结果

选取阳性菌落扩大培养， 并提取其质粒， 送往上海生

工 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司测序， 将测序正确的阳性质粒

命名为 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９。
１􀆰 ５　 蛋白表达、 鉴定与可溶性分析

取质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９ 转化至 ＢＬ２１ 感受态细胞

中， 涂布于含卡那霉素 （Ｋａｎ） 的 ＬＢ 琼脂平板上，
３７ ℃培养１４ ｈ， 挑取单个菌落接种于含 Ｋａｎ 的 ＬＢ 培

养液中， ３７ ℃摇床培养 １４ ｈ。 取该菌液 １％接种于含

Ｋａｎ 的液体 ＬＢ 培养基中， 待细菌培养至对数生长期，
即 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６ 左右时， 加入 ＩＰＴＧ 至溶液终浓度为

０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达， ３７ ℃摇床培养 ４ ｈ， 取 １ ｍＬ
诱导后的菌液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ 去上清液，
加入１ ｍＬ ＰＢＳ 重悬， 重悬后的菌体放在冰上超声破

碎， 菌液由浑浊转为清亮时， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３ ｍｉｎ 分离上清液与沉淀。 在未诱导、 诱导后全菌蛋

白、 超声后上清液、 超声后沉淀共 ４ 个蛋白样品中，
分别加入 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 金属浴 １０ ｍｉｎ，
然后将蛋白样品置于冰上迅速冷却后备用。

取上述制好的蛋白样品进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分析，
其具体步骤为： 配制 １０％浓度的分离胶和 ５％浓度的

浓缩胶， 先在 ８０ Ｖ 下跑至浓缩胶底部， 再调至 １２０ Ｖ
跑至分离胶底部， 然后取下分离胶置于考马斯亮蓝中

染色液中， 室温水平摇床 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 缓慢摇动 ２ ｈ 染

色。 再将分离胶置于考马斯亮蓝中脱色液中， 室温缓

慢摇动脱色， ２ ｈ 换一次脱水液， 至分离胶背景透

明。 另取同样处理的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分离胶， 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 其具体步骤为： １００ Ｖ 转印 １􀆰 ５ ｈ，
取 ＮＣ 膜放入 ５％ 脱脂乳的 ＴＢＳＴ 中封闭 ６０ ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 再用 Ｆｌａｇ 直标抗体孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ
洗涤 ３ 次。 最后在 ＮＣ 膜上滴加化学发光液， 在显影

仪中曝光显影。
１􀆰 ６　 蛋白表达条件优化

取培养好的菌液， 按 １％接种于含卡那的液体 ＬＢ
培养基中， 待细菌培养至对数生长期， 即 ＯＤ６００值为

０􀆰 ６ 左右时， 加入 ＩＰＴＧ 至溶液终浓度 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱

导表达， １６ ℃摇床振荡培养， 并分别在诱导前、 诱

导后 ４、 ８、 １２、 １６、 ２０、 ２４、 ２８、 ３２、 ３６ ｈ 收集菌

液， 同时设立空载体对照， 取制好的蛋白样品进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 具体步骤参考 １􀆰 ５。
１􀆰 ７　 重组蛋白大量表达及纯化

利用镍柱亲和层析纯化的方式对可溶性重组蛋白

ＮＳＰ９ 进行纯化。 配制平衡 ／洗涤缓冲液， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＴｒｉｓＣｌ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）、 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ／
３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ咪唑、 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００； 配制裂解缓冲

液， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴｒｉｓＣｌ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４ ）、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ、 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑。 大量表达含重组载体 ｐＥＴ－
２８ａ－ＮＳＰ９ 的大肠杆菌， 离心去上清液， 用平衡缓冲

液重悬菌体， 超声破碎菌液， 收集超声后上清液， 用

平衡缓冲液平衡镍柱， 洗涤缓冲液清洗 Ｎｉ － ＮＴＡ
Ｂｅａｄｓ， 将 Ｂｅａｄｓ 加入超声上清液中， ４ ℃孵育 ４ ｈ，
待 ＮＳＰ９ 上的 Ｈｉｓ 标签与 Ｂｅａｄｓ 结合后， 过镍柱， 用

洗涤缓冲液洗 Ｂｅａｄｓ， 分多次使用裂解缓冲液洗脱

ＮＳＰ９ 蛋白， 分别收集。 参照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒说

明书对纯化的 ＮＳＰ９ 蛋白进行浓度检测， 依照标准曲

线计算出目的蛋白浓度。
１􀆰 ８　 纯化蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

取上述制好的蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 取同

样处理的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离胶进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，
其具体步骤参考 １􀆰 ５。
１􀆰 ９　 多克隆抗体的制备

将具有活性的纯化蛋白与免疫佐剂 １ ∶ １ 混合均

匀， ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠分为试验组 （３ 只） 和对照组 （１
只）。 试验组按每只小鼠 ５０ μｇ 蛋白免疫， 通过后腿

小腿肌肉注射， 对照组注射生理盐水。 分别间隔 １４ ｄ
进行二免和三免， 三免结束 １ 周后静脉采血并分离

血清。
１􀆰 １０　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定多克隆抗体的效价

将 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 纯化蛋白稀释到相应浓度来包

被 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 孵育 １ ｈ， 用 ＴＢＳＴ 洗涤，
每孔再加入 ２００ μＬ ５％脱脂牛奶 ３７ ℃封闭 １ ｈ， 用

ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 然后稀释阴性和阳性小鼠血清至 １ ∶
５ ０００、 １ ∶ １０ ０００、 １ ∶ ２０ ０００、 １ ∶ ４０ ０００、 １ ∶
８０ ０００、 １ ∶ １６０ ０００、 １ ∶ ３２０ ０００、 １ ∶ ６４０ ０００、 １ ∶
１ ２８０ ０００、 １ ∶ ２ ５６０ ０００ 加入 ９６ 孔板中孵育一抗，
每孔 １００ μＬ， 孵育 ２ ｈ， 用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 再加入

ＨＰＲ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 孵育二抗， 每孔 １００ μＬ，
孵育 １ ｈ， 用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， ＴＭＢ 显示 １５ ｍｉｎ， 再每

孔加入 １００ μＬ 硫酸终止反应。 测定阳性血清 ＯＤ４５０值

为 Ｐ， 阴性血清 ＯＤ４５０值为 Ｎ， 以 Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 为判定

标准。
１􀆰 １１　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

用 ＰＲＲＳＶ 感染 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞， 同时设立未被

ＰＲＲＳＶ 感染的 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞作为对照， ３７ ℃温箱
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培养 ４８ ｈ 后， 收集细胞， 加入细胞裂解液， 冰上裂

解 ３０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃ 离心 １５ ｍｉｎ 收集上清

液， 加入 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 制备蛋白样品。 将该蛋

白样品经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 取分离胶进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定， 其具体步骤为： １００ Ｖ 转印 １􀆰 ５ ｈ， 取 ＮＣ 膜放

入 ５％脱脂乳的 ＴＢＳＴ 中封闭 ６０ ｍｉｎ， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，
用上述制备得到的多克隆抗体作为一抗 ４ ℃过夜孵

育， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 加入 ＨＰＲ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 作

为二抗室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 在 ＮＣ 膜上滴加

化学发光液， 在显影仪中曝光显影。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮＳＰ９ ＰＣＲ 扩增

通过 ＰＲＲＳＶ－ＮＪ 毒株提取 ＲＮＡ， 进行反转录合

成 ｃＤＮＡ， 以反转录产物 ｃＤＮＡ 为模板， 利用 ＰＲＲＳＶ
ＮＳＰ９ 的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增， 核酸电泳分析

ＰＣＲ 产物， 获得约为 １ ９７７ ｂｐ 大小的 ＤＮＡ 片段， 与

预期结果相符 （图 １）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＮＳＰ９ 扩增基因。

图 １　 ＰＣＲ 扩增 ＮＳＰ９ 基因

２􀆰 ２　 重组载体的鉴定

针对 ＮＳＰ９ 基因片段和 ｐＥＴ－２８ａ 载体质粒， 进行

酶切与连接。 取连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中，
挑取单个菌落进行 ＰＣＲ 鉴定 （图 ２）， 根据 ＰＣＲ 结果

选取阳性菌落扩大培养， 并提取其质粒， 送往上海生

工 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司测序， 将测序正确的阳性质粒

命名为 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１５􀆰 挑取不同单个菌落； １６􀆰 阳性对照； １７􀆰 阴性对照。

图 ２　 重组载体 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ３　 ＮＳＰ９ 重组蛋白表达

取质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＮＳＰ９ 转化至 ＢＬ２１ 感受态细胞

中， 在 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ３７ ℃诱导 ４ ｈ 条件

下培养， 收集菌体， 冰上超声破碎， 分离上清液与沉

淀。 在未诱导、 诱导后全菌蛋白、 超声后上清液、 超

声后沉淀共 ４ 个蛋白样品中， 分别加入 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 金属浴 １０ ｍｉｎ， 将蛋白样品置于冰上迅

速冷却后， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （图 ３） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
（图 ４ ） 鉴 定 分 析。 结 果 显 示， ＮＳＰ９ 重 组 蛋 白

（７２ ｋＤａ） 成功表达， 未诱导 ７２ ｋＤａ 处条带为菌体蛋

白， 但 ＮＳＰ９ 蛋白超声后上清液目的蛋白含量较少，
主要以包涵体形式在超声后沉淀中存在， 且具有良好

的反应原性。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱导； ２􀆰 诱导后全菌蛋白； ３􀆰 超声后上清

液； ４􀆰 超声后沉淀。

图 ３　 ＮＳＰ９ 重组蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱导； ２􀆰 诱导后全菌蛋白； ３􀆰 超声后上清

液； ４􀆰 超声后沉淀。

图 ４　 ＮＳＰ９ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ４　 表达条件优化

通过降低诱导温度至 １６ ℃， 延长表达时间至

３６ ｈ， 每 ４ ｈ 取一次样， 来优化蛋白表达形式， 经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示 （图 ５）， 诱导 １６ ～ ３６ ｈ 有较明

显条带。 然后选取诱导 ２４ 和 ３２ ｈ， 通过超声破碎分

离上清液与沉淀， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示 （图 ６），
２４ 和 ３２ ｈ 都以可溶性表达为主， ３２ ｈ 上清液含量高

于 ２４ ｈ。 因此， 在 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， １６ ℃
诱导 ３２ ｈ 的条件下， 重组蛋白 ＮＳＰ９ 主要以可溶性的

形式在超声上清液中存在， 并根据此条件进行大量

表达。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体； ２􀆰 ＩＰＴＧ 诱导前； ３～１１􀆰 诱导 ４、 ８、 １２、 １６、 ２０、 ２４、 ２８、 ３２、 ３６ ｈ 全菌蛋白。

图 ５　 不同诱导时间 ＮＳＰ９ 蛋白表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体； ２􀆰 ３２ ｈ 全菌蛋白； ３􀆰 ３２ ｈ 超声上清

液； ４􀆰 ３２ ｈ 超声沉淀； ５􀆰 ２４ ｈ 全菌蛋白； ６􀆰 ２４ ｈ 超声上清液；
７􀆰 ２４ ｈ 超声沉淀。

图 ６　 ＮＳＰ９ 蛋白可溶性表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ５　 ＮＳＰ９ 蛋白纯化

收集经上述条件大量表达的细菌， 超声破碎后，
通过镍柱亲和层析进行纯化， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析显

示得到比较纯的 ＮＳＰ９ 蛋白 （图 ７）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导后全菌蛋白； ２􀆰 超声后上清液； ３􀆰 流穿

液； ４～８􀆰 洗脱液 Ｅ１－Ｅ５。

图 ７　 蛋白纯化 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ６　 ＮＳＰ９ 重组蛋白反应原性的鉴定

将纯化好的重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 在

预期位置观察目的条带 （图 ８）， 证明目的条带被正

确表达， 重组蛋白具有良好的反应原性。
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体； ２、 ３􀆰 蛋白纯化洗脱液。

图 ８　 蛋白纯化 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

２􀆰 ７　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定多克隆抗体的效价

利用纯化的 ＮＳＰ９ 蛋白包被抗原建立间接 ＥＬＩＳＡ
方法测定多克隆抗体效价， 结果表明 （图 ９）， 抗

ＮＳＰ 蛋白的多克隆抗体效价为 １ ∶ ６４０ ０００ （３ 只小鼠

中最高效价）。

图 ９　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定多克隆抗体的效价

２􀆰 ８　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

用 ＰＲＲＳＶ 感染细胞后的细胞裂解液制备蛋白样

品， 同时以 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ９ 蛋白作为抗原制备的多克

隆抗体作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 结果显示 （图

１０）， 在 ７２ ｋＤａ 大小处有明显条带， 说明制备的多克

隆抗体具备特异性识别 ＮＳＰ９ 蛋白的能力。

３　 讨论

本研究利用大肠杆菌原核表达系统， 获得可溶性

非结构蛋白 ＮＳＰ９， 经纯化后获得比较纯的 ＮＳＰ９ 蛋

白， 将纯化后的 ＮＳＰ９ 蛋白免疫小鼠获得具有特异性

的多克隆抗体。 虽然真核表达蛋白系统对翻译后的蛋

白有完整的加工修饰系统， 使其表达蛋白具有生物活

性， 但具有生产成本高、 周期长、 产量低等缺点， 而

以大肠杆菌为代表的原核表达蛋白系统具有生产成本

低、 周期短、 产量高等优点［１３］。 即使原核系统表达

外源蛋白， 但往往是以包涵体形式存在［１４］。 黄志

强［１５］克隆表达纯化 ＮＳＰ９ 蛋白时， 重组蛋白主要以

包涵体形式存在， 通过变性、 复性得到了纯化蛋白，
但我们通过优化诱导条件， 成功获得具有生物活性的

可溶性蛋白。 在诱导表达过程中， 发现温度和诱导时

间是影响该蛋白是否可溶性表达的关键因素， 在

ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ３７ ℃ 诱导 ４ ｈ 条件下，
ＮＳＰ９ 蛋白主要以包涵体形式存在。 降低诱导温度，
细菌代谢将会变缓， 部分分子伴侣的表达与活力也会

增加， 有助于形成具有生物活性的可溶性蛋白［１６］。
随着诱导温度的下降和诱导时间的延长， 该蛋白表达

形式发生明显变化， 在 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
１６ ℃诱导 ３２ ｈ 条件下， ＮＳＰ９ 蛋白主要以可溶性表

达的形式在超声上清液中存在。 ＩＰＴＧ 的终浓度大小，
很大程度上也影响着蛋白表达含量， 但并不是浓度越

高， 诱导蛋白表达量就越多， 过量的 ＩＰＴＧ 也会影响

蛋白表达效率。 ＩＰＴＧ 在发挥作用时， 自身并不会被

分解， 通过 ＩＰＴＧ 用量报道以及自身试验经验， 发现

０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 终浓度的 ＩＰＴＧ， 足够本试验蛋白正常

表达。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 经 ＰＲＲＳＶ 感染的 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞； ２􀆰 未经

ＰＲＲＳＶ 感染的 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞。

图 １０　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

此次纯化选用亲和的 Ｈｉｓ 标签， 该标签体积小、
免疫原性低， 通常不会影响重组蛋白的结构与功

能［１７］。 固定化金属亲和层析 （ＩＭＡＣ） 技术可通过组

氨酸残基与 Ｎｉ２＋等金属离子之间的螯合作用来分离纯

化 Ｈｉｓ 标记蛋白［１８］。 使用镍柱亲和层析法纯化蛋白

的过程中， 温度是纯化成功与否的关键因素， 在任何

过程中都应尽量保持低温进行， 能有效提高蛋白稳定

性。 获得高浓度纯化蛋白时， 应立即使用或者正确保

存起来， 因为高浓度下， 很容易形成白色絮状物析

出。 同时又因为洗脱液中含有咪唑， 致使得到的纯化

蛋白含有咪唑， 在使用该蛋白前应与咪唑分离， 可通

过沉淀法、 色谱法、 电泳法和膜分离法等方法分离溶

剂［１９］， 所以纯化完的蛋白处理同样关乎着蛋白纯化
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的成功与否。 虽然设计引物时也插入了 Ｆｌａｇ 标签，
但是经 Ｈｉｓ 标签纯化后获得了较纯的蛋白， 因此没有

使用 Ｆｌａｇ 标签进一步纯化。
多克隆抗体具有制备方法简单， 成本低， 容易保

存与使用， 而且检测灵敏度高， 抗原表位丰富， 可与

众多抗原结合［２０］。 马晓莉等［２１］、 赵孟孟等［２２］， 应

用截取 ＮＳＰ９ 基因保守片段克隆表达， 制备了 ＮＳＰ９
抗体， 而本试验扩增了 ＮＳＰ９ 全长基因， 表位更加全

面， ＮＳＰ９ 实现可溶性表达， 因此获得了高性能的多

克隆抗体。 本研究获得的鼠源 ＮＳＰ９ 蛋白多克隆抗

体， 经间接 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证， 具有很强的

特异性， 该多克隆抗体可为病毒检测、 诊断等提供工

具材料。
目前， 国内外防控该病主要依靠弱毒活疫苗。 然

而， 活疫苗仍存在潜在的安全性风险， 同时导致

ＰＲＲＳＶ 更多的遗传变异［２３］。 ＰＲＲＳＶ 复制特点导致的

遗传多样性是造成 ＰＲＲＳ 难以防控的根本原因。 深入

研究 ＰＲＲＳＶ 复制机制是彻底解决 ＰＲＲＳ 发生的根本

所在， 同时还可为研制高效广谱的新药提供理论基

础。 ＰＲＲＳＶ 非结构蛋白在病毒复制过程中发挥重要

作用， 非结构蛋白 ＮＳＰ９ 及其抗体的制备研究也可为

深入揭示病毒复制机制奠定基础。
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