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摘 要 将猪瘟病毒的 8#基因克隆入酵母分泌型表达载体 @ABC1D中，酶切线性化后电穿孔导入 3#0"#+ 4+&/(*#& 进
行整合，经 26!"筛选得到高拷贝转化子，甲醇诱导表达。EFE0AG28和 H4I?4-; J(’?结果证实了酵母培养上清液中
含有 8#蛋白。免疫活性研究证明 3 ) 4+&/(*#& 表达的 8#蛋白能刺激动物产生抗猪瘟病毒的抗体。
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猪瘟是严重危害养猪业的主要传染病之一，被

国际兽疫局（LB8）列为家畜 G类传染病。猪瘟病毒
（C(,II:.,( IM:;4 N4O4- O:-PI，CEQ&）是引起猪瘟的病原
体，为单股正链 R*G病毒，分类于黄病毒科（5,+6#6#7
*#8+0）瘟病毒属（ 3%&/#6#*)&）。CEQ& 的 R*G 全长约
!# %$$个碱基，由 !! S !#个基因组成，其中 8#基因
编码的外膜糖蛋白 T@UU是主要免疫原蛋白，可诱导
动物体产生有效的免疫保护。

由于近年来国内外温和性猪瘟日渐增多，用传

统的猪瘟弱毒疫苗免疫后经常发生免疫失败现象，

急需研制出新的针对温和性猪瘟的疫苗，以进行有

效的防制。F*G疫苗和病毒活载体重组疫苗是近
年来引起广泛关注的新型疫苗免疫方法，有研究表

明，插入 CEQ& 8#基因的这两种疫苗均能引起动物
的保护性免疫，但其实用性和安全性距疫苗的应用

要求还有差距［!］。因此，许多国内外学者仍主张以

蛋白质为免疫原，用基因的体外表达产物制备亚单

位疫苗［# S 6］，但尚无成功的亚单位疫苗问世。目前，

大肠杆菌类原核表达系统虽然较为成熟，但其表达

产物以包涵体形式存在，无转译后的糖基化等修饰

加工过程，并且可能还会含有细菌毒素。真核表达

系统是最具发展前景的蛋白质产生方式，目前研究

较多的是昆虫细胞表达和哺乳动物细胞表达。昆虫

细胞表达存在不正确糖基化，并且还有产物复杂不

易纯化和病毒污染等问题，而哺乳动物细胞表达的

成本高、产量低，不适宜工业化生产疫苗抗原。本文

介绍的工作是选用避免了上述表达系统缺陷的 3 )
4+&/(*#&系统来表达 8# 基因，其表达的蛋白质能刺
激动物体产生较高的特异性抗体。目前还没有用该

系统表达 CEQ& 8#基因的报道。

# 材料与方法

# $# 材料
# $# $# 毒株、菌株与表达系统：CEQ&标准强毒石门
株，引自农业部中国兽药监察所；9 ) 0(,# FVU!由本
室保存；E+F!!5"酵母菌和 @ABC1D分泌型表达载体
由中国科学院微生物研究所田波院士惠赠。

#%#%" 酶与试剂：限制酶、36 F*G连接酶等工具酶
均为 A-’94T,公司产品；26!"、W*X为 B;O:?-’T4;公司
产品；VYJ’;Z0*膜为 G94-I/,9 公司产品；CEQ&阳性
血清为中国兽药监察所惠赠；羊抗猪 BT20VRA为本
室自制；弗氏佐剂为 E:T9,公司产品；测试猪瘟病毒
抗体水平的诊断试剂系用 C0株猪瘟细胞毒贴附绵
羊红细胞制成，由兰州兽医研究所李树春研究员惠

赠。其它试剂为国产分析纯。

#%#%& 引物合成：由大连宝生物公司合成。
# $" 方法
#%"%# 8#基因的克隆和鉴定参照文献［U］。



!"#"# !"基因的改造参照文献［#］，将要改造碱基
设计入引物中，用该引物通过 $%&获得改造的基因
片段，经测序验证。因除序列两端外，其它部位没有

%’’和 %’%，故无需改造。
!"#"$ 酵母细胞的转化及阳性转化子的筛选与在
! ( "#$%&’($ 中的表达：参照文献［)、*］进行。重组酵
母表达载体经 )#*!酶切线性化后，电穿孔法转化
+,-..#*，经 ,-平板筛选得到 /012 克隆，再经不同
浓度 ’3.* 的 4$- 平板上挑选高拷贝克隆，接于
5,,4中甲醇诱导表达。
!"#"% 表达产物的检测与定量：参照文献［6］，用
+-+7$8’!、9:1;:<= >?@; 方法确认 !" 基因的表达蛋
白，并经紫外分光光度计和薄层扫描检测 !" 蛋白
的表达量。

!"#"& 免疫学检测：选用 +0ABC公司成品弗氏佐剂，
参考弗氏佐剂免疫程序，第一次用完全弗氏佐剂按

.：.（+ D+）与表达产物乳化，免疫健康家兔 * 只，每
只免疫 !" 抗原蛋白 EFF"A，设空白对照 3 只。""G
后用不完全弗氏佐剂乳化进行第二次免疫，每只兔

免疫剂量仍为 EFF"A。第二次免疫 )G后采血测其抗
体水平。

# 结 果

# ’! (#基因克隆鉴定
经 &H7$%&得到完整的 !"基因，测序后证明正

确。见图 .。

图 . $%&扩增 !"基因的琼脂糖凝胶电泳图
I0A(. 8AC<@1: :?:J;<@K/@<:101 @L $%& !"

# ’# (#基因的改造
为使 !"能在 ! ( "#$%&’($ 中高效表达，根据酵母

密码子的选择偏向对 !" 的密码子进行优化，!" 基
因中的 %’’和 %’%在酵母表达的蛋白基因中使用
频度非常低，通过 $%&方法将其突变为 %’H。为确
保酵母表达的 !" 蛋白能顺利分泌到胞外上清液

中，我们将 !"基因编码的跨膜区（H,&）截去 .E 个
疏水性氨基酸（见附图 .）。
# ’$ (#重组 ! ’ "#$%&’($ 表达载体的构建
通过 $%&方法在 !" 基因的 EM端引入 ,-&&!

酶切序列，在其 NM端引入 .&%!酶切序列，用,-&&!
和 .&%!双酶切后与 K$O%6P连接，构建成重组酵母
表达载体 K$O%6P7!"，目的基因前有#7ICJ;@<的信号
肽序列，见图 "。

图 " 重组酵母表达载体 K$O%6P7!"的结构图
I0A(" +J/:BC;0J <:K<:1:=;C;0@= @L ;/: K$O%6P7!"

<:J@B>0=C=; ;<C=1L:< Q:J;@<

# ’% 多拷贝酵母重组转化子的筛选
通过同源重组整合到酵母基因的转化子可在

,-（不含 /01）上生长，而非转化子不能生长，这是因
为受体菌 +,-..#*为组氨酸缺陷型，而载体上虽然
带有组氨酸基因，但没有酵母复制子，载体的组氨酸

基因只有整合进酵母基因组中才能表达。经 ,-表
型鉴定，皆为甲醇利用正常型。由于 K$O%6P载体含
有细菌 PC=CBRJ0=基因，它能使酵母细胞对 ’3.*产
生抗性，对 ’3.* 抗性的程度大致取决于 PC=CBRJ0=
基因的整合数，因此，可以通过不同浓度的 ’3.*筛
选来获得多拷贝的转化子。我们在含 F("BADBS
’3.*的 4$-平板（"块）上选到 "E个转化子，又将其
在含不同浓度（NBADBS、3BADBS、EBADBS、#BADBS）的
’3.*平板上选出 " T N 高拷贝克隆。提取酵母菌
-U8，用 $%&扩出目的条带并测序证明 !"基因整合
到重组酵母菌的转化子的基因组中（测序结果略）。

# ’& (#在酵母菌中的分泌型表达
选取高拷贝重组转化酵母菌（* 号，". 号）及转

有空质粒 K$O%6P的对照菌株分别在摇瓶中进行甲
醇诱导表达，)" T 6#/ 后离心收集培养上清液。样
品经 +-+7$8’!，考马斯亮蓝染色，可以看到 E#V-处
有一表达条带（图 N），大小与 !" 的推导分子量一
致。9:1;:<= >?@;结果在 E#V-处有明显的杂交带而
对照组杂交呈阴性，说明酵母细胞表达产物能与猪

瘟抗血清特异性结合。表达的 !"蛋白占酵母培养
原液总蛋白的 )W，含量为 F ( "EADS。对照菌培养液
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是未经诱导的，故菌体蛋白很少，一经诱导，菌体蛋

白和目的基因蛋白同时表达，电泳条带较多。

! "# 表达产物的免疫原性鉴定
用 !"表达蛋白二次免疫实验家兔后采血，测

其抗体水平，#只兔血清猪瘟抗体均为阳性，其血凝
效价为 $ %$"# & $ % "’(，而对照组 )只家兔血清均为
猪瘟抗体阴性，表明该酵母表达产物能诱导动物体

产生抗猪瘟病毒的抗体。

图 * !"基因在毕赤酵母中表达的 +,+-./0!电泳（/）及 1234256-7894（:）结果
;<=>* +,+-./0!（/）?6@ 1234256 7894（:）?6?8A3<3 9B !" 2CD52332@ <6 !"#$"% &%’()*"’

$> .5942<6 E982FG8?5 H2<=I4 E?5J25；"> KI2 D5942<6 2CD52332@ <6 ! > &%’()*"+’ 45?63B95E2@ H<4I D.LMNO；

*、)> KI2 D5942<6 2CD52332@ <6 !"#$"% 45?63B95E2@ H<4I D.LMNO-!"

$ 讨 论

! > &%’()*"’ 表达系统为 #P & NP年代发展起来的
极具潜力的真核表达系统，具有其它系统所不具备

的优点：!有强启动子（/QR）可严格调控外源蛋白
表达；"可在蛋白质转译后加工修饰，使蛋白具有活
性；#表达量最高可达 $"=ST；$培养成本低廉，利于
工业化生产，适合于动物类疫苗的大量生产之用。

国外现已成功表达了数百种以上外源蛋白，但遗憾

的是该系统并非适合所有基因的表达［$P］。我们的

研究工作表明 M+;U !"基因适于该表达系统，并且
是分泌型表达，有利于下游的蛋白纯化。我们所获

得的重组体连续表达 ’代未发现 !"基因丢失，证明
+V,$$(#可稳定表达 !"基因。
综上所述，我们已成功地得到了 M+;U !"基因

在 ! > &%’()*"’ 中表达的活性蛋白，该蛋白既能与猪
瘟阳性血清结合，又能明显刺激家兔产生抗猪瘟病

毒的特异性抗体，其抗体滴度相当于用 ’头剂猪瘟
弱毒疫苗免疫的抗体水平，按兰州兽医研究所李树

春研究员提供的检测标准，血清抗体滴度达 $：$(以
上均可抗野毒感染。用我们表达的 !"蛋白免疫的
抗体水平最高达 $："’(，据此推测，也能够抗野毒感
染。遗憾的是猪瘟病毒毒价测定复杂，需要动物头

数很多，周期长，未能做攻毒实验。但本研究结果为

我们进一步研究猪瘟基因工程亚单位疫苗打下了基

础，下一步的研究工作将是对 !" 基因的全面改造

和优化表达条件，以及对本动物的免疫保护实验。
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安捷伦推出小鼠 .[8J微阵列试剂盒

安捷伦日前宣布，推出小鼠 .[8J微阵列试剂盒（PSCES），其中 .[8J克隆序列由 K2.A,7 P72’$+.-认证。通过这套微阵列试
剂盒，研究人员可以在一次微阵列实验中，对 D‘EE多个小鼠基因进行大规模的基因差异表达筛选。
安捷伦的小鼠 .[8J微阵列采用双色标记，方便研究人员在一次实验中对“疾病”样本和“对照”样本上同时进行基因差异

表达分析。传统的单色标记技术需两次分别的微阵列标记、杂交及后继分析步骤，而新的方法则减少了传统单色标记技术中

固有的偏差。此外，所有安捷伦 .[8J微阵列都以方便使用的试剂盒形式供应，其中包括 S个微阵列、杂交缓冲液、操作手册
和 ;[，;[中则包括微阵列上可供杂交分析的基因的完整资料。
安捷伦生物研究解决方案副总裁兼总经理 I#&27A "#H267&-说：“许多制药和生物技术公司利用基因剔除小鼠及其它小鼠

模型研究人类疾病和开发新药，在这一方面，他们已经进行了大量的投资。安捷伦新推出的具有优质 K2.A,7基因资源的小鼠
.[8J微阵列试剂盒将保护这些公司的投资，为这些公司提供高度可靠的小鼠 .[8J微阵列数据，帮助他们做出更加明智的研
究决策。”

安捷伦小鼠 .[8J微阵列试剂盒是安捷伦在短短 T个月的时间内推出的第三个 .[8J试剂盒。安捷伦此前已经推出了
?H$#2 C .[8J和 ?H$#2 5 .[8J微阵列试剂盒，这两种试剂盒也由 K2.A,7 P72’$+.-提供基因资源。所有这三个试剂盒都含有
微阵列，以安捷伦 "H&7B&+2,技术精密地打印制作。安捷伦微阵列打印在标准的“CMQ”载玻片上，可以使用安捷伦的 SD载玻片
[8J微阵列扫描仪（P5‘T‘JJ）或其它扫描仪进行扫描。
如需进一步了解安捷伦科技公司的详细情况，请访问网址：9994 #>+<72, 4 .’$。

（安东娜 供稿）
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