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Abstract : U sing a pair of specific p rimers designed according to the nucleotide sequence of J a p a2
nese ence p hal i t is vi rus and Hameoaggulatinin of H um an i n f l uenz a vi rus f rom GenBank , t he gene

of J EV E protein’s main antigenic domain including t he sequence of H um an i n f l uenz a vi rus ha

gene was amplified with PCR met hod. The PCR product was successively cloned into p ET232a

( + ) vector to get a p rokaryotic expression plasmid p ET2EHA. After t he positive plasmid was

t ransformed into t he host cell BL21 (D E3) , t he target gene was successf ully expressed in t he

form of inclusion bodies when induced with IP T G. Western2blot ting analysis p roved t he recombi2
nant p rotein has good reactivity ability against J EV antibodies. The Latex Agglutination Test

(L A T) met hod for t he detection of J EV antibodies was established with the p urified recombinant

p rotein. The result indicated that LA T was a simple , rapid , sensitive , specific , inexpensive

met hod which is suitable for detecting antibodies against J EV in serum and serological survey of

J E .
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摘要 : 根据 GenBank公布的日本脑炎病毒 ( J a panese Encep hali tis V i rus , J EV) SA1421422株的核酸序列和人流感

病毒的血凝素基因 ( ha)序列 , 设计一对特异性引物 , 用 PCR方法扩增编码 J EV囊膜蛋白主要抗原域基因 , 其中

含 ha基因主要核苷酸序列。将 PCR产物定向克隆入原核表达载体 p ET232a ( + ) , 构建原核表达载体 p ET2EHA。

阳性质粒转化 BL21 (DE3)宿主菌 , 经 IPT G诱导获得表达 , 重组蛋白以包涵体的形式存在。Western2blot 分析表

明表达产物具有良好的免疫学活性。利用纯化的表达产物与流感病毒血凝素单抗及乳胶建立了诊断日本脑炎病

毒抗体水平的乳胶凝集试验。结果表明乳胶凝集方法具有简便快速、敏感性高、特异性强、价格低廉、可现场检测

等优点 , 是一种适合基层兽医单位用于日本脑炎病毒抗体水平检测的新方法。
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　　日本脑炎是由 日本脑炎病毒 ( J a p anese

Encep hal i t is V i rus , J EV )侵害中枢神经系统引起

的急性人畜共患传染病。近年来随着全球气候的变

暖 ,日本脑炎病例呈上升趋势。在动物中 ,猪感染
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J EV最普遍 ,它与蚊形成了蚊2猪循环传播模式 ,并

对病毒起放大器作用。此病引起妊娠母猪流产、死

胎 ;公猪发生睾丸炎 ;仔猪因脑炎死亡 ,给养猪业发

展带来重大的经济损失。常用的检测方法耗时费

力 ,不能做早期诊断[1 ] , 而且其抗原来自于经浓缩、

纯化的完整的病毒。获得该抗原存在的问题是 :完

整病毒不易生产、纯化、成本较高 ,且存在感染性和

容易散毒 , 在应用中存在局限性。以大肠杆菌表达

的重组蛋白作为诊断抗原没有感染性、成本低廉 ,基

因工程菌株可以发酵培养 , 进行大规模的工业化生

产。国内外许多学者的研究表明 : E蛋白是日本脑

炎患者血清 Ig G识别的主要蛋白 ,在诊断中具有重

要意义[4 ]。本研究将日本脑炎病毒的囊膜蛋白主要

抗原域基因 ( E)与人流感病毒血凝素基因 ( ha)串联

表达 ,表达产物中的血凝素 ( HA)可与 HA 单抗特

异性结合 ,并在此基础上建立了检测日本脑炎病毒

抗体水平的乳胶凝集诊断方法。

1　材料与方法

1 . 1　菌株、质粒、试剂与血清

重组质粒 p UC192E 为本室构建 ,系将 J EV

SA1421422株完整的囊膜蛋白基因克隆于 p UC19

中 ;大肠杆菌 D H5α、BL21 及原核表达载体 p ET2
32a ( + )为本室保存 ;医用乳胶购自上海市临床检验

中心 ;pMD182T载体、T4 DNA 连接酶、r Taq DNA

聚合酶、限制性内切酶 EcoRI、H i ndIII为大连宝生

物工程有限公司产品 ;DNA凝胶回收试剂盒为上海

华舜生物工程有限公司产品 ;DAB显色试剂盒购自

武汉博士德生物技术有限公司 ;人流感病毒 HA 腹

水单抗为本组保存 ;日本脑炎病毒、猪瘟病毒、猪呼

吸与繁殖障碍综合征病毒、猪细小病毒、猪伪狂犬病

病毒、猪圆环病毒阳性血清和日本脑炎病毒阴性血

清均为本室保存 ;待检血清 112 份 ,分别来自于江

苏、上海、山东、安徽、湖北等地有繁殖障碍症状的养

猪场 ;日本脑炎血凝和血凝抑制试验 ( HA/ H I) 诊

断试剂 ,由云南流行病学防治研究所研制 ;间接

EL ISA试剂按文献[ 11 ]制备。

1 . 2　引物设计

参照 GenBank公布的 J EV SA21421422株及人

流感病毒血凝素基因的核酸序列 ,自行设计并由大

连宝生物工程有限公司合成。为了便于基因的克隆

及表达载体的构建等后续工作 ,在上、下游引物 5′

端分别加入 EcoRI和 Hi ndIII位点 (引物中划线部

分) 。

上游引物 P1 : 5′2TAA GGA TCCACCA T GGGCT2

CACCA TCA GTA GT TCCA

GA T TCACACCT GAAA T GTA GGCT GA23′

下游引物 P2 : 5′2CGGAA GCT T GAA GACCCCTC2
CAA TA GA23′

1. 3　JEV E基因及人流感病毒 HA基因的扩增及

序列测定

利用引物 P1、P2以重组质粒 p UC192E为模板

扩增 J EV E基因 , PCR 条件为 94 ℃ 5 min ,94℃

1min , 53℃1 min , 72℃1min , 35 个循环 , 72℃

10min。用 0. 8 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产

物 ,按胶回收试剂盒说明进行回收。PCR产物克隆

入 pMD182T载体 ,挑取单个菌落培养 , 小量法提取

质粒用 EcoRI、Hi ndIII酶切鉴定 ,阳性克隆命名为

pMD2EHA送交大连宝生物工程有限公司测序 ,测

序结果用 DNAstar 分析软件与 GenBank公布的序

列进行分析。

1. 4　重组表达载体 pET2EHA的构建

从 pMD2EHA 中用 EcoRI、H i ndIII 双酶切获

得 EHA片段 ,克隆入 p ET232a ( + ) ,连接产物转化

大肠杆菌 BL21 感受态细胞 ,涂布含 Amp ( 50μg/

mL)的 LB琼脂平板 ,置 37℃温箱培养 18h ,挑取单

个菌落 ,接种于含 Amp (50μg/ mL )的 LB 液体培养

基振荡培养后提取质粒 ,用 EcoRⅠ、H i ndⅢ双酶切

鉴定 ,阳性克隆命名为 p ET2EHA。

1. 5　pET2EHA的诱导表达、纯化及反应原性鉴定

将鉴定为阳性的 p ET2EHA/ BL21 细菌培养至

OD600达到 0. 5 时加入 IP T G ,使其终浓度达到1. 0

mmol/ L ,30℃诱导 4h ,取出 1. 0mL 诱导后的细菌 ,

12 000r/ min离心 30s ,弃上清 ,沉淀重悬于 100μL 1

×SDS2PA GE凝胶电泳上样缓冲液中 ,100℃变性

5min ,进行 SDS2PA GE电泳 ;重组蛋白的纯化按照

His Bind Kit 说明书进行 ; Western2blot 分析按文

献[5 ]介绍方法进行。

1 . 6　乳胶的预处理及乳胶抗原的致敏

按文献[6 ,7 ]介绍方法进行乳胶致敏前处理 ,将

HA腹水单抗用 p H7. 2 的 PBS做 1 ¬20 稀释 ,取

0. 2μL 缓慢加入 1mL 到 1 %乳胶悬液中 ,于 56℃水

浴中致敏 2h ,随后在室温下作用 4h , 加入 0. 1 %的

叠氮钠置于 4℃保存备用。将串联表达产物做 1 ¬
100稀释 (抗原含量达 500μg/ mL ) ,与已经致敏的

乳胶等体积混合均匀 ,于 37℃作用 4 h 后置于 4℃

保存。

1 . 7　乳胶凝集试验的操作程序

1. 7. 1 　定性试验 :滴加致敏乳胶抗原及血清各

25μL 于玻片上 , 用牙签混匀 , 摇动 1～2min , 在黑
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色背景下判断结果。

1. 7. 2　定量试验 :先将血清在微量反应板上倍比稀

释 , 随后各加乳胶抗原一滴 , 如上操作 , 以出现阳

性的最高稀释倍数作为血清乳胶凝集效价。

1 . 8　乳胶抗原质量的鉴定

1. 8. 1　乳胶抗原的特异性和灵敏度鉴定 :将制备的

乳胶抗原分别与生理盐水、PBS (p H7. 2)做凝集试

验 ,以鉴定乳胶抗原有无自凝性 ;将乳胶抗原与倍比

稀释的猪伪狂犬病病毒、猪瘟病毒、猪细小病毒、猪

圆环病毒、猪呼吸与繁殖障碍综合征病毒的阳性血

清及日本脑炎病毒的阴性血清做凝集试验 ,以鉴定

凝集试验的特异性 ;将日本脑炎病毒的阳性血清从

1 ¬5 开始 ,按定量试验的程序做凝集试验 ,以确定

乳胶凝集试验的灵敏度。

1. 8. 2　乳胶抗原保存期及凝集试验重复性的鉴定 :

将制备的乳胶抗原存放于 4℃,每隔 1 月取出与日

本脑炎病毒阳性血清做凝集试验 ,以确定乳胶抗原

的保存期 ;用同一批抗原对同一份日本脑炎病毒阳

性血清检测 3次 ,以鉴定凝集试验的批内重复性 ,利

用不同批次制备的抗原对同一份阳性血清检测 3

次 ,比较试验结果 ,以鉴定凝集试验的批间重复性。

1. 9 　乳胶凝集试验与间接 EL ISA方法、间接血凝

试验方法的比较

对实验室送检的 112 份血清样本同时用 HA/

HI、间接 ELISA和LAT (定性检测) 进行检测 ,每份样

品检测 3次 ,结果取平均值 ,比较三者的检测结果。

2　结　果

2 . 1　重组表达载体的双酶切鉴定

重组质粒 p ET2EHA 双酶切产物电泳后 (图

1) ,在紫外光灯下出现两个片段 ,其中小片段与目的

基因片段大小相符 (1100bp) ,表明表达载体已构建

成功。

图 1　重组质粒 p ET2EHA的鉴定
Fig. 1　Identification of recombinant plasmid p ET2EHA

1 , Recombinant plasmid p ET2EHA digested by EcoRIand HindIII ;
2 , DNA marker .

2. 2　表达产物的 SDS2PAGE

重组质粒 p ET2EHA转化大肠杆菌 BL21感受

态细胞 ,经 IP T G诱导后 ,获得高效表达。如图 2显

示 ,在 62kDa (箭头所指处)处出现一条明显的蛋白

条带 ,大小与预期结果相符 ,其它三个对照均无该蛋

白带。

图 2　表达产物的 SDS2PA GE电泳分析

Fig. 2　Analysis of the expressed product by SDS2PA GE

1 , p ET2EHA/ BL21 induced wit h IP T G; 2 , Middle MW protein
marker ;3 , p ET2EHA/ BL21 unt reated wit h IP T G;4 , BL21 induced
wit h IP T G;5 , p ET232a ( + ) / BL21 induced wit h IP T G.

2 . 3　表达产物的可溶性分析

SDS2PA GE结果表明 ,菌体经超声波破碎、离

心后 ,上清中仅有少许目的条带 ,而沉淀在 62 kDa

处出现一条明显的特异性蛋白条带 (图 3 箭头所指

处) ,表明表达产物大部分以包涵体形式存在。

图 3　表达产物的可溶性分析

Fig. 3　Analysis of the solubility of the expressed product by

SDS2PA GE

1 , Middle MW protein marker ; 2 , p ET2EHA (inclusion body) ; 3 ,
p ET2EHA (supernant) .

2 . 4　重组蛋白纯化效果分析

用 6倍体积 1×Elute Buffer 洗脱目的蛋白 ,分

管收集后。取少量进行 SDS2PA GE ,结果在 62kDa

处出现一条清晰的特异性蛋白条带 ,杂蛋白很少 (图

未显示)说明表达产物的纯化良好。

2. 5　Western2blot结果

对表达产物进行 Western2blot 分析 ,结果与

J EV特异性抗血清呈现阳性反应 (图 4) ,且无非特

异性条带出现 ,证明表达产物反应原性较好。
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图 4　表达产物的 Western2blot 试验

Fig. 5　The Western2blotting for the expression product

1 , Middle MW protein marker ;2 , p ET2EHA fusion protein.

2 . 6　乳胶抗原特异性和灵敏性鉴定结果

将制备的乳胶抗原分别与生理盐水、p H7. 2 的

PBS混合均匀 , 3～5 min后观察结果 , 表明致敏乳

胶抗原不与 PBS、生理盐水发生凝集 , 证明乳胶抗

原无自凝性。将乳胶抗原分别与猪伪狂犬病毒、猪

瘟病毒、猪细小病毒、猪繁殖与呼吸障碍综合征病

毒、猪圆环病毒阳性血清及日本脑炎病毒阴性血清

做乳胶凝集试验 , 结果均不发生凝集 , 说明乳胶凝

集试验特异性良好 ;灵敏度试验结果显示 ,日本脑炎

病毒阳性血清做 1 ¬80倍稀释时仍能产生明显的凝

集现象。

2 . 7　乳胶抗原重复性试验和保质期试验结果

批内重复试验表明两次检测的结果基本一致 ,

说明所制备的乳胶抗原具有较好的稳定性 , 批间重

复试验结果证明乳胶抗原的制备工艺是稳定的。制

备的两批重组 E蛋白乳胶抗原在 4℃下可以至少保

存 6个月。

2. 8　LAT与 HA/ HI、间接 ELISA检测结果的比较

对送检的 112 份血清的检测结果显示 (表 1) ,

有 4份血清 L A T为阴性而 EL ISA 检测为阳性 ,有

2份血清 L A T检测为阳性而 HA/ HI检测为阴性。

L A T与 EL ISA 检测结果差异相对较大 ,推测这可

能与两种方法所检测的抗体类型和所能检出的抗体

滴度不同所致。经统计学分析 , L A T 方法与

EL ISA方法和 HA/ HI方法的检测符合率分别为

96 %和 98 % ,着证明此三种方法在定性检测上所得

的结果基本一致。

表 1　胶乳凝集与血凝和血凝抑制、间接 EL ISA检测结果的

比较

Table 1 　Result comparison of the same serum with differ2
ent methods

Met hod
Positive
Number

Negative
Number

Positive
coincidence

Negative
coincidence

Total
coincidence

LA T 82 30
EL ISA 86 26 95 % 87 % 96 %

HA/ HI 80 32 98 % 94 % 98 %

3　讨　论

本研究通过将人流感病毒的血凝素抗原表位基

因与 J EV E蛋白基因串联插入到 p ET232a ( + )载

体中 ,使 E蛋白和 HA抗原表位一起表达 ,利用 HA

单抗先和乳胶颗粒共同孵育作用一段时间 ,使 HA

单抗先结合在乳胶颗粒上 ,形成乳胶 - HA 单抗复

合体。此时 ,再将重组的 E蛋白结合到复合体上 ,

形成乳胶 - HA单抗 - 重组 E蛋白三元复合体。三

元复合体通过重组 E蛋白和抗日本脑炎病毒抗体

的反应 ,在肉眼上产生可以见到的凝集反应 ,从而用

来检测血清中的抗日本脑炎病毒抗体水平[ 10 ]。

重组蛋白和日本脑炎病毒抗血清的反应能力好

坏是重组蛋白是否具有应用前景的重要依据。

Western2blot 试验结果显示了表达蛋白与日本脑炎

抗血清结合的能力。该蛋白在经过 SDS2PA GE , 再

经电转移到 NC膜上后 ,已经处于变性状态 ,仍与抗

乙脑血清具有很强的反应能力 ,这说明表达蛋白具

有良好的反应原性。

利用基因工程技术在 E. col i 中高水平表达外

源基因 ,从而获得大量异源蛋白 ,是现代分子生物学

的巨大成就之一。p ET232a ( + )是 Novagen公司的

一个新型融合表达载体 ,具有表达效率高 ,产物易于

纯化等优点。p ET232a ( + )采用迄今最强的 T7 lac

原核启动子 ,使外源基因在表达时置于 T7 噬菌体

转录和翻译信号控制之下 ,且 A T G起始密码子上

游有一个典型的 SD序列 : GAA GGA ,使翻译效率

大大提高。p ET232a ( + )编码了 N 端 6 个连续的

His2Tag前导肽作为亲和臂 (Affinity2Tag) ,使所得

的重组蛋白能通过金属离子 (Ni2 + )配体亲和层析快

速纯化 ,而且 His2Tag 通过柔性氨基酸 ( Ser2Ser2
Gly)组成的连接区与外源蛋白相连 ,由于这段柔性

连接区使 His6融合片段与外源蛋白之间的连接更

为灵活 ,从而减少对外源蛋白的空间构象及活性功

能的影响。

　　随着我国养猪业的发展 , 生产上急需一种快

速、敏感的 J EV 诊断试剂 , 本试验成功地建立了

L A T方法。从生产的角度来看 , 这种方法简便快

速、敏感特异适于现场检测 , 不像 EL ISA 和其他

技术操作烦琐、技术要求高、费时、需要特殊设备等

限制因素[8 ]。其实验检出率与 EL ISA 基本一致 ,

表现出较高的敏感性和特异性 ,因此 LA T 在生产
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中具有广阔的推广应用前景。
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