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摘要：为了解ｎｓｐ７重组蛋白的免疫学活性，采用ＲＴ－ＰＣＲ的方法从猪繁殖与呼吸道综合症病毒
（ＰＲＲＳＶ）ＢＪ－４毒株中扩增得到ｎｓｐ７基因，将基因连接到ｐＥＴ－２８ａ载体并转化至大肠杆菌ＢＬ２１
中进行诱导表达，利用Ｎｉ－ＮＴＡ进行亲和纯化，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ对重组蛋白进行

分析和鉴定，通过间接ＥＬＩＳＡ方法研究了重组蛋白的免疫学活性。结果表明，成功制备了ｎｓｐ７重

组蛋白，间接ＥＬＩＳＡ结果表明，重组蛋白具有良好的免疫活性，为建立ｎｓｐ７特异性抗体的间接

ＥＬＳＩＡ检测方法及ＰＲＲＳ诊断试剂盒的研制奠定了基础。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）也称蓝耳病，由
猪繁与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）引起，其主要特征
为母猪流产和仔猪呼吸障碍，给世界养猪业带来了
巨大的经济损失［１］。国际上将 ＰＲＲＳＶ 分为以

ＡＴＣＣ　ＶＲ－２３３２为代表的美洲型和以ＬＶ为代表
的欧洲型［２］。我国学者郭宝清等于１９９６年首次报
道了从流产胎儿中分离到ＰＲＲＳＶ［３］。目前我国所
分离的毒株多为美洲型ＰＲＲＳＶ，但也有少量欧洲
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型ＰＲＲＳＶ［４］。
猪繁殖与呼吸道综合征病毒为有囊膜的不分节

单股正链ＲＮＡ病毒，基因全长约１５ｋｂ，包括８个
开放阅读框，其相邻的开放阅读框均有部分重
叠［５－６］。占基因组较大部分的（约８０％）是ＯＲＦ１，包
括ＯＲＦ１ａ和ＯＲＦ１ｂ。ＯＲＦ１ａ和ＯＲＦ１ｂ分别编码

ｐｐ１ａ和ｐｐ１ａｂ蛋白，ｐｐ１ａ最终裂解成９个非结构蛋
白，分别为：ｎｓｐ１α、ｎｓｐ１β和ｎｓｐ２－ｎｓｐ８

［７］，ｐｐ１ａｂ
蛋白最终裂解为ｎｓｐ９－ｎｓｐ１２。由ｐｐ１ａ蛋白裂解
产生的蛋白主要功能是参与其他ｎｓｐ蛋白的加工，
而ｎｓｐ９－ｎｓｐ１２参与病毒的转录和复制［８］。研究表
明，ｎｓｐ７蛋白有很强的免疫原性，当猪体内感染

ＰＲＲＳＶ后，１４ｄ就可以检测到ｎｓｐ７抗体的存在，
并且这种抗体水平一直持续到２０２ｄ以后［９］。为了
解ｎｓｐ７重组蛋白的免疫学活性，本试验表达和纯化
了ｎｓｐ７蛋白，并分析重组ｎｓｐ７蛋白的抗原性，为研
制检测ＰＲＲＳＶ血清抗体的试剂盒奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

ＢＪ－４病毒、原核表达质粒ｐＥＴ－２８ａ由河南省动
物免疫学重点实验室保存，大肠杆菌克隆菌株

ＤＨ５α、表达菌株ＢＬ２１、核酸胶回收纯化试剂盒、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、限制性内切
酶ＸｈｏⅠ、Ｅｘ　Ｔａｑ酶均购自宝生物工程（大连）有限
公司，质粒ＤＮＡ小量回收试剂盒购自爱思进生物
技术（杭州）有限公司，ＡＥＣ酶底物试剂盒购自北京
中衫金桥生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ｎｓｐ７基因扩增引物的合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ
中ｎｓｐ７ 基因的核苷酸序列（ＡＦ３３１８３１．１），利用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计ｎｓｐ７ 基因引物。上游引物为

ｎｓｐ７Ｆ： ５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＴＧＣ－
ＣＣＴＣＧＣＴＡＴＧ－３′，下 游 引 物 为 ｎｓｐ７Ｒ：５′－
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＣＣＣＡＴＴＧＡＡＣＴＣＴＴＣＣＡＴ－３′
（下划线分别为ＸｈｏⅠ和ＢａｍＨⅠ的酶切位点），引
物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．２　ｎｓｐ７基因的扩增和重组质粒的构建　取冷
冻保存的ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４细胞株培养液按照ＲＮＡ提
取试剂盒Ｔｒｉｚｏｌ说明书进行ＲＮＡ提取。按照反转
录酶说明书进行反转录，ＰＣＲ反应条件为：９５℃５
ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳
鉴定并回收。将ｎｓｐ７基因的ＰＣＲ产物进行ＢａｍＨ
Ⅰ和ＸｈｏⅠ双酶切，同时将ｐＥＴ－２８ａ载体进行同样

条件的双酶切，将酶切产物进行连接得到ｐＥＴ２８ａ－
ｎｓｐ７重组质粒，将重组质粒转化至ＢＬ－２１感受态细
胞中得到ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７／ＢＬ－２１重组菌，提取质粒进
行双酶切鉴定和ＰＣＲ鉴定，重组质粒送往宝生物工
程（大连）有限公司进行测序。

１．２．３　ｎｓｐ７蛋白的表达、可溶性分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ检测 　 对重组菌 ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７／ＢＬ－２１ 经 １
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导表达，每隔２ｈ取１ｍＬ菌
液，诱导表达８ｈ后，收集诱导菌液并超声破碎，离
心后收集上清和沉淀，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行诱导表
达鉴定和可溶性分析。电泳分离ｎｓｐ７表达蛋白，通
过电转印记于ＮＣ膜上，以ＰＲＲＳＶ阳性血清为一抗，

ＨＲＰ标记的抗猪的ＩｇＧ为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分
析。

１．２．４　ｎｓｐ７蛋白的纯化　培养４００ｍＬ　ｐＥＴ２８ａ－
ｎｓｐ７／ＢＬ－２１表 达 菌，待 ＯＤ６００ 为 ０．８ 时，加 入

ＩＰＴＧ，使其终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃下诱导表达

８ｈ，离心收集诱导表达菌体，经超声破碎后离心收
集上清，按Ｎｉ－ＮＴＡ标签纯化树脂使用说明书亲和
纯化表达蛋白，以ＮＤ－１０００微量分光光度计测定蛋
白浓度。

１．２．５　间接ＥＬＩＳＡ法分析重组蛋白的抗原性　为
了研究所表达的重组ｎｓｐ７蛋白作为诊断抗原的可
能性，采用棋盘滴定法，确定重组ｎｓｐ７蛋白作为包
被抗原的最佳浓度，通过与阳性血清和阴性血清的
反应（血清经ＩＤＥＸＸ试剂盒检测），验证重组ｎｓｐ７
蛋白的抗原性。具体步骤如下：以ｐＨ 值为９．６的
碳酸盐缓冲液将重组蛋白稀释成不同浓度包被酶标
板，每孔加入１００μＬ，３７ ℃下反应２ｈ，ＰＢＳＴ洗

３次；加入５％的脱脂奶４℃条件下封闭过夜，ＰＢＳＴ
洗３次；加入１００μＬ　５％脱脂奶１∶４０稀释的阳性
血清和阴性血清。３７℃下反应３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗３
次；加入 ＨＲＰ标记的羊抗猪的酶标二抗，７℃下反
应３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗３次后加入 ＴＭＢ显色，并由

２ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸进行终止，Ｐ／Ｎ≥２．１结果判为
阳性。

２　结果与分析

２．１　ｎｓｐ７基因的扩增与重组质粒的构建结果
以提取的ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４株总 ＲＮＡ为模板，经

过ＲＴ－ＰＣＲ扩增后得到大约７７０ｂｐ的片段，与预期
的大小相符。重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７进行ＢａｍＨ
Ⅰ和ＸｈｏⅠ双酶切得到分别大小约为５　４００ｂｐ与

７７０ｂｐ的２个片段，与预期的结果相符（图１）。测
序的结果与预期的结构相符。
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Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１．ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７双酶切条
带；２．ｐＥＴ２８ａ双酶切带；３．ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７ＰＣＲ鉴定；
４．ｐＥＴ２８ａＰＣＲ鉴定

图１　重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７ＰＣＲ和双酶切鉴定图谱

２．２　ｎｓｐ７蛋白的表达、纯化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测结
果

重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７转化至ＢＬ２１（ＤＥ３），经

ＩＰＴＧ诱导表达后，产物经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行鉴定（图

２）。结果表明，在约３０ｋＤ处重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７
比空白载体ｐＥＴ－２８ａ明显多了一条较浓的蛋白带，

Ｍ．标准蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ－２８ａ；２．诱导２ｈ；
３．诱导４ｈ；４．诱导６ｈ；５．诱导８ｈ；６．上清；７．沉淀

图２　不同诱导时间下ｎｓｐ７重组蛋白的表达结果

说明ｎｓｐ７在大肠杆菌ＢＬ２１中获得了高效表达，此
外诱导表达蛋白８ｈ含量达到最高，并且表达蛋白
存在于上清中，为可溶性蛋白。离心收集诱导表达
菌体，菌液经超声破碎后离心收集上清，依据 Ｎｉ－
ＮＴＡ标签纯化树脂使用说明亲和纯化表达蛋白，并
经过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行鉴定后得到大小约为３０ｋＤ
的目的蛋白，与预期的结果一致。对纯化得到的蛋
白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测，结果仅有１条明显的带
（图３），说明表达的重组蛋白与ＰＲＲＳＶ阳性血清发
生特异性反应。

２．３　间接ＥＬＩＳＡ法分析重组蛋白的抗原性
为了解表达的重组ｎｓｐ７蛋白的免疫学活性，探

讨其作为诊断抗原的可能性，将纯化蛋白包被酶标
板，检测猪阳性血清。结果如表１所示，结果表明：

Ｍ．标准蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１．超声破碎上清液；２．蛋白纯
化洗脱液；３．Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ

图３　ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７蛋白的纯化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果

当蛋白包被浓度为２μｇ／ｍＬ时，阳性血清的ＯＤ４５０值
（１．３２７）与阴性血清的ＯＤ４５０值（０．１３１）有很大的差异，

能够很好的区分阳性血清和阴性血清，表达的重组

ｎｓｐ７蛋白具有很好的免疫学活性。

表１　间接ＥＬＩＳＡ分析重组蛋白的抗原性的结果

参考血清
抗原稀释度／（μｇ／ｍＬ）

７．５　 ３．７５　 １．８７５　 ０．９４
阳性血清（ＯＤ４５０） １．２０９　 １．３２７　 １．３２７　 １．２８８

阴性血清（ＯＤ４５０） ０．１５０　 ０．１４０　 ０．１３１　 ０．１２９

空白对照（ＯＤ４５０） ０．０５８　 ０．０９２　 ０．０７１　 ０．０６２

Ｐ／Ｎ　 １４．２３　 １７．９５　 ２０．９５　 ２１．４７

３　讨论

猪繁殖与呼吸综合症给养猪业造成巨大的经济

损失，早期诊断对于该病预防与控制具有非常重要

的意义［１０－１２］。血清学检测方法是该病重要的诊断方

法。大量的研究结果表明，Ｎ蛋白具有很强的免疫

原性，能 够 用 于 检 测 ＰＲＲＳＶ 感 染［１］，美 国 的

ＩＤＥＸＸ　ＨｅｒｄＣｈｅｋ　ＰＲＲＳ　２ＸＲ　ＥＬＩＳＡ试剂盒就是
选用此蛋白作为抗体检测蛋白。然而，研究表明此
种检测方法存在大量的假阳性，因此有必要寻找一
个其他的蛋白代替Ｎ蛋白用于血清抗体的检测。

到目前为止，我国所分离的ＰＲＲＳＶ毒株多为
美洲型，也有少量的欧洲型，ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４毒株属于
美洲型。研究结果表明，ｎｓｐ７基因在同一基因型中
是高度保守的序列，其氨基酸序列在同一基因型的

同源性达到９０％以上［１３］。当猪体内感染ＰＲＲＳＶ
后，１４ｄ就可以检测到ｎｓｐ７抗体的存在，这种抗体
水平一直持续到２０２ｄ以后。因此，以ｎｓｐ７作为抗
原，用于检测血清抗体，对于检测猪ＰＲＲＳＶ感染具
有十分重要的意义。

３４１　第５期 刘永晖等：猪繁殖与呼吸综合征病毒ｎｓｐ７蛋白的表达与纯化



ｎｓｐ７蛋白为非结构蛋白，其主要功能是参与其
他ｎｓｐ蛋白的加工，因此，该蛋白在猪体内存在的水
平可以反映ＰＲＲＳ病毒在猪体内感染状况。本试
验成功构建了ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７表达载体，表达和纯化
了ｎｓｐ７重组蛋白，并用间接ＥＬＩＳＡ法初步分析了
重组蛋白ｎｓｐ７的抗原性，为进一步研究基于ｎｓｐ７
蛋白的快速诊断技术提供了必要的条件。
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ｎｏｌ，２００３，５７：４３９－４４５．
［１３］　Ｍａｒｋａ　Ａ　Ｖａｌａｓｅｋ，Ｊｏｙｃｅ　Ｊ　Ｒｅｐａ．Ｔｈｅ　ｐｏｗｅｒ　ｏｆ　ｒｅａｌ－

ｔｉｍｅ　ＰＣＲ［Ｊ］．Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，

２００５，２９（３）：１５１－１５９．

４４１ 河南农业科学 第４１卷　


