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!摘!要"!本研究克隆了羊种布鲁氏菌 $(_株#羊种布鲁氏菌_"2 株#犬种布鲁氏菌#绵羊附睾种

布鲁氏菌#牛种布鲁氏菌/$1 株#猪种布鲁氏菌 ." 株的 B=9"2 基因并对以上不同种菌株的 B=9"2

基因序列及编码的氨基酸序列进行了比对!结果显示不同种布鲁氏菌 B=9"2 基因之间仅 ( 个碱基

不同!而且只有 " 个氨基酸不同!亲水性分析结果显示两处氨基酸的差异对蛋白亲水性不造成影

响" 将羊种布鲁氏菌 $(_的 B=9"2 基因亚克隆到 9+\%"8中表达!C_5"2 在低温下诱导以可溶性

形式高效表达" KLSTLUF 0Y?BT结果显示C_5"2 反应原性良好!是布鲁氏菌病诊断抗原的可能选择"
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应用(1)

% 比较试验结果表明!本试剂盒与-:/试验

和商品化进口试剂盒的总符合率分别为 1(4(%;和

1'4'3;!适合猪场血清抗体检测!对 567" 流行病

学调查有重要意义&不同来源疫苗人工免疫血清检

测结果表明!本试剂盒适合市场上基因工程疫苗和

全病毒灭活苗的免疫猪血清抗体的检测!可用于疫

苗效果评价和猪群免疫抗体水平的监测%

参考文献%

($)!李玉梅4猪圆环病毒病的流行及诊断(H)4养殖技术顾问!

"#$#!1$$334

(")!龚乾龙!王 欢!邓治邦4检测猪圆环病毒方法的研究进展

(H)4上海畜牧兽医通讯!"#$#!"(#$$' 0$14

(%)!张燕霞!朱连德4猪圆环病毒疫苗应用现状(H)4猪业科学!

"#$$!"$$#$%" 0%&4

(&)!_8Pj̀ !c?8FAP8UV 5!\UEBFR6!)2$-4̀>WWLULFT>8?ULABRF>T>BF BW

Ca:" 9UBTL>F WUB=TG9L$ 8FV TG9L" 9BUA>FLA>UABX>UESLS8FV

>VLFT>W>A8T>BF BW>==EFBUL?LX8FTL9>TB9LS(H)4HbLF 7>UB?!"###!

2$$$2$3 0$2"&4

(3)!廖园园!朱 薇!李 建!等4猪圆环病毒" 型689蛋白+,-./检

测方法的建立及初步应用(H)4中国兽药杂志!"#$"!&("(#$

$ 0&4

(()!赵玉龙!焦玉兰!郁宏伟!等4一种猪圆环病毒
"

型 +,-./抗

体检测试剂盒的临床应用(H)4中国兽药杂志!"#$$!&3"%#$

%$ 0%&4

(')!.P8FR. c!,>D:!bEBHI!)2$-4̀LXL?B9=LFT8FV X8?>V8T>BF BW

8ULAB=Y>F8FTA89S>V 9UBTL>F 0Y8SLV +,-./ WBUVLTLAT>BF BW

8FT>YBVGTB9BUA>FLA>UABX>UESTG9L"(H)4aLSL8UAP >F 7LTLU>F8UG

.A>LFAL!"##2!2&"$#$$3# 0$3'4

(2)!5BUFT>998J8Z8R>TRE?!-RBU_BUB]BX!.TLXLF acB?>F!)2$-4C9LF

UL8V>FRWU8=L" BW9BUA>FLA>UABX>UESTG9L" LFABVLS8=8iBUA89S>V

9UBTL>F(H)4HBEUF8?BWbLFLU8?7>UB?BRG!"###!2$$""2$ 0""2'4

(1)!刘长明!陆月华!张超范!等4猪圆环病毒 " 型重组689蛋白在

昆虫杆状病毒中的表达(H)4中国预防兽医学报!"##3!"'

"(#$&'1 0&2"4

#责任编辑%侯向辉$

'&'



!"#$%!&'"(#$& )2*王秀丽!等 中国兽药杂志

<$%(.(: *(+3E&-";;.%(%2!"#$%&&' %'&"2 F"("*(+0(*$/;.;%(
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"&#,%$ 5%62,2"2)'74)2)*,%$*89*". &'%2*'-! +),:,%. $###2$!&#,%$#

09;)-*1)$ -F TP>SSTEVG! B=9"2 RLFLSBWV>WWLULFT+*"/)--$ S9LA>LS>FA?EV>FR+*"/)--$ ;)-,2)%6,6$(_! +*"/)--$

;)-,2)%6,6_"2! +*"/)--$ /$%,6! +*"/)--$ '<,6! +*"/)--$ $='*2"6/$1! +*"/)--$ 6",6."! ZLULA?BFLV 8FV
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8A>VSZLULV>WWLULFT8=BFRB=9"2 RLFLS>F V>WWLULFT+*"/)--$ S9LA>LS! PBZLXLUP8V FB>FW?ELFALTBTPLPGVUB9P>?G

BWC_5"24C=9"2 RLFLBW+*"/)--$ ;)-,2)%6,6$(_ZLULA?BFLV >FTB9+\%"89?8S=>V 8FV L[9ULSSLV ,% <,2*'!

C_5"2 ZP>AP Z8SL[9ULSSLV >F 8SB?E8Y?LWBU=8T?BZLUTL=9LU8TEUL! Z8S>VLFT>W>LV YGZLSTLUF 0Y?BT! 8FV TPL

ULSE?TSSPBZLV TP8TULAB=Y>FLV 9UBTL>F BYT8>FLV P8V 8RBBV UL8ATBRLF>A>TG8FV Z>??YL8RBBV 9BTLFT>8?8FT>RLF WBU

YUEAL??BS>SV>8RFBS>S4
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!!随着分子生物学和免疫学技术的不断发展!目

前报道的布鲁氏菌外膜蛋白有 ' 种!免疫印迹从羊

种布鲁氏菌中发现外膜蛋白 "2"C_5"2#是用于诊

断的重要抗原% 在印度也有不同的实验室用

C_5"2 0+,-./检测布鲁氏菌的抗体!且效果良

好($ 0%)

% 将C_5"2 蛋白的核酸序列在 bLFc8F^ 中

c,/.\搜索!发现有 "$ 个布鲁氏菌株含有与羊种

布鲁氏菌 $(_株的 B=9"2 序列同源性为 $##;的

序列!$$ 株同源性为 11;!且细微的差别对蛋白的

生物活性不造成影响!证明B=9"2 在布鲁氏菌中是

非常保守的序列!所以对B=9"2 基因的克隆与表达

对于新的布鲁氏菌抗体检测方法的研究有十分重

要的意义%

@A材料与方法

$4$!菌株及试剂!羊种布鲁氏菌 $(_株*羊种布

鲁氏菌_"2 株*犬种布鲁氏菌*绵羊附睾种布鲁氏

菌*牛种布鲁氏菌/$1 株*猪种布鲁氏菌 ." 株由中

国兽医药品监察所保存&羊布鲁氏菌病阳性血清由

哈尔滨兽医研究所提供!感受态细胞 c,"$* Ǹ3

#

由天根生化科技有限公司提供&9+\%"8载体由本

实验室保存!U\8l 酶*>/'a

$

内切酶*?#'

$

内切

酶*S>=9?L9_̀ $2 0\载体由大连宝生物"\8k8a8#

公司提供%

$4"!方法

$4"4$!目的基因的扩增!用 J̀/快速提取试剂

盒提取羊种布鲁氏菌 $(_株*羊种布鲁氏菌 _"2

株*犬种布鲁氏菌*绵羊附睾种布鲁氏菌*牛种布鲁

氏菌/$1 株*猪种布鲁氏菌 ." 株的基因组!参考

bLFc8F^公布的布鲁氏菌 $(_株的 B=9"2 基因序

列!用 _LR8&4# 分析软件对B=9"2 基因进行序列分

析!设计上游引物 :

B=9"2

和下游引物 a

B=9"2

!在上游

和下游引物上分别添加 >/'a

$

和 ?#'

$

酶切位

点% 并将 B=9"2 基因的终止子 \//去掉!并添加

一个碱基/使其在载体中正确表达% 引物序列如

下$:

B=9"2

!6bb//\\6/\b//6/6\6b\b6\/b!"划

线部 分 为 >/'a

$

的 酶 切 位 点 #! a

B=9"2

! 6bm

b6\6b/b/6\\b/\\\6/////6"划线部分为 ?#'

$

的酶切位点#!以:

B=9"2

*a

B=9"2

为引物!按 1& < $#

=>F!1& < %# S!3( < %# S!'" <" =>F "%# 个循

环#!'" < $# =>F的程序扩增目的片段% 用 $;的

琼脂糖凝胶电泳验证 56a扩增的结果!用琼脂糖

凝胶 J̀/玻璃奶纯化回收试剂盒回收目的片段%

$4"4"!B=9"2 基因的克隆!核酸序列*氨基酸序列

比对及亲水性分析!估算 \载体与目的片段之间

的摩尔比!控制在 $ d% )$ d2 之间!将扩增的不同

种布鲁氏菌B=9"2 基因分别与\载体连接!筛选阳

性克隆!送上海生工生物技术有限公司测序% 将不

同种布鲁氏菌 B=9"2 基因的测序结果以及基因编

码的氨基酸序列用_LR8&4# 分析并进行序列比对%

分别对B=9"2 基因编码蛋白的氨基酸序列进行亲

水性分析%

将羊种布鲁氏菌 $(_株的 B=9"2 基因序列在

'3'
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bLFc8F^中c,/.\!搜索与B=9"2 基因核苷酸序列

相似性较高的基因%

$4"4%!9+\%"80B=9"2 表达载体的构建及鉴定!

将羊种布鲁氏菌 $(_株的 B=9"2 基因的 \载体克

隆和 9+\%"8载体同时用 >/'a

$

和 ?#'

$

双酶切!

回收酶切产物!将 B=9"2 基因亚克隆到 9+\%"8表

达载体中!筛选阳性克隆!经 56a鉴定和酶切鉴定

正确后送上海生工生物技术有限公司测序!阳性克

隆命名为 9+\%"80B=9"2%

$4"4&!重组菌的诱导表达及表达产物的鉴定!取

鉴定为阳性的重组质粒以及 9+\%"8空质粒分别转

化到c,"$ 宿主细胞中!挑取 9+\%"80B=9"2 重组

菌单菌落接种于 $## =,含 $##

!

R*=,/=9 的 ,c

液体培养基中!在 %' <以 "## U*=>F的速度振荡培

养 3 P% 加入 -5\b至终浓度为 $ ==B?*,!分别在

%' <和 "2 < "## U*=>F 诱导表达 ( P% 挑取

9+\%"8空质粒重组菌单菌落在 %' <同上振荡培

养 3 P后加入终浓度为 $ ==B?*,的-5\b继续诱导

表达 ( P!作为对照%

将诱导后菌液 &3 =,以 $#### U*=>F 离心!将

沉淀重悬于 $3 =,5c. 中!超声波裂解菌体!裂解

条件为工作 3 S!间歇 3 S!"# 个循环% 处理后再次

离心% 沉淀再次用 %# =,9N'4& 的 5c. 重悬!分

别取菌液离心后上清*经超声波处理后上清*超声

波处理后沉淀 "##

!

,!加入 3#

!

,3 g?B8V>FRYEWWLU

混匀后煮沸 $# =>F!各取 $#

!

,上清液与标准分子

量蛋白_8̂LU上样! 恒压 $"# 7!. .̀ 05/b+至溴

酚蓝电泳至凝胶底部% 取下凝胶用 %# =,考马斯

亮蓝染色液染色 %# =>F!加 3# =,脱色液在脱色摇

床上脱色三遍!$ P*次!至条带清晰!观察结果!分

析表达形式%

$4"43!重组蛋白的 KLSTLUF 0Y?BT分析!. .̀ 0

5/b+结束后!通过c>B0a8V电转仪将蛋白条带转

移至57̀ :膜上% $"# =/恒流!低温转印 $43 P%

转印完毕!用 \c.\漂洗后!置于 3;的脱脂奶粉

中!于 & <冰箱过夜封闭% 然后\c.\洗三次!每次

3 =>F% 将膜置于 $ d3# 倍稀释的羊布鲁氏菌阳性

血清中!%' <摇床低速结合 $ P% \c.\洗三次!每

次 3 =>F% 再将膜置于 $ d"#### 倍稀释的 Na5标

记的兔抗羊 -Rb抗体中!作用 $ P% \c.\洗三次!

每次 3 =>F% 最后用 C5̀ 底物缓冲系统显色并观

察结果%

BA结A果

"4$!不同种布鲁氏菌B=9"2 基因扩增结果!以羊

种布鲁氏菌 $(_株*羊种布鲁氏菌_"2 株*犬种布

鲁氏菌*绵羊附睾种布鲁氏菌*牛种布鲁氏菌 /$1

株*猪种布鲁氏菌 ." 株的基因组为模板!以 :

B=9"2

*

a

B=9"2

为引物扩增出大小为 '3$ Y9的B=9"2 基因片

段!与预期结果相符"图 $#%

_4̀J/分子质量标准" ,̀"####&$4羊种布鲁氏菌 $(_株&

"4犬种布鲁氏菌&%4绵羊附睾种布鲁氏菌&&4牛种布鲁氏菌

/$1 株&34猪种布鲁氏菌 ." 株&(4羊种布鲁氏菌_"2 株

图 @A不同种布鲁氏菌 %'&BJ 基因扩增结果

"4"!不同种布鲁氏菌 B=9"2 基因的克隆#序列比

对及亲水性分析!将羊种布鲁氏菌 $(_株*羊种布

鲁氏菌_"2株*犬种布鲁氏菌*绵羊附睾种布鲁氏菌*

牛种布鲁氏菌/$1 株*猪种布鲁氏菌 ." 株的B=9"2

基因的\载体克隆为模板!以:

B=9"2

和a

B=9"2

为引物!分

别进行56a扩增!经 $;琼脂糖凝胶电泳!结果显示!

56a可以扩增出与预期大小"'3$ Y9#一致的条带!初

步证明克隆的质粒是正确的"图 "#%

用_LR8&4# 对不同种布鲁氏菌的 B=9"2 基因

测序结果及基因编码蛋白氨基酸的序列进行比对!

结果显示!B=9"2 基因的核苷酸序列在不同种布鲁

氏菌中总共有 ( 个位点存在差异!但编码的蛋白质

仅有 " 个氨基酸发生变化% 序列之间碱基的差异

以及对编码氨基酸的影响见表 $% 不同种布鲁氏菌

C_5"2 亲水性分析结果显示!C_5"2 的亲水性区

域主要集中在 $ )$%# 个氨基酸形成的多肽段!个

别氨基酸的变化对整个蛋白亲水性影响不大!而蛋

白的抗原决定位点主要集中在亲水区域!因此推

断!该两个氨基酸的变化对 C_5"2 蛋白的抗原性

无影响%

将羊种布鲁氏菌 $(_0B=9"2 基因在bLFc8F^

中c,/.\!搜索结果显示!不同种布鲁氏菌及疫苗

株B=9"2 基因的相似性在 11;以上!而在沙门氏

菌*大肠杆菌Cd$3'*小肠结肠炎耶尔森菌Cd1 中

不存在%

'('
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表 @A不同种布鲁氏菌 %'&BJ 基因序列差异及对氨基酸的影响

布鲁氏菌种
核苷酸突变位点

$$$ $&# %#& &#3 &12 3#$

氨基酸变化位点

%' &' $#" $%3 $(( $('

氨基酸变化

羊布鲁氏菌 $(_株 6 \ / 6 6 6 5 _ J 5 / 7 0

猪种布鲁氏菌 ." 株 6 6 / \ 6 6 5 \ J 5 / 7 &' 位_0\

牛种布鲁氏菌/$1 株 \ \ b 6 6 6 5 _ ` 5 / 7 $#"J0̀

羊种布鲁氏菌_"2 株 6 \ b 6 6 6 5 _ ` 5 / 7 $#"J0̀

绵羊附睾种布鲁氏菌 6 \ / 6 \ \ 5 _ J 5 / 7 0

犬种布鲁氏菌 6 \ / \ 6 6 5 _ J 5 / 7 0

"4%!重组表达载体 9+\%"80B=9"2 的构建及鉴定

!以重组质粒 9+\%"80B=9"2 为模板!:

B=9"2

*a

B=9"2

为引物56a扩增!能扩增出与预期大小相符合的

核酸条带"图 %#% 用 >/'a

$

和 ?#'

$

对重组质粒

进行双酶切!切下的小片段与预期大小一致!与

56a方法扩增的片段大小一致!结果见图 &%

将重组的 9+\%"80B=9"2 质粒送上海生工测

序!测序结果与 bLFc8F^ 中的序列比对!发现与公

布的 $(_株B=9"2 基因的相似性为 $##;!核酸序

列*编码氨基酸序列也与公布的完全一致!说明插

入载体的序列完全正确且不存在移码或核苷酸的

缺失等现象%

"4&!重组菌的诱导表达及表达产物的鉴定!将 %' <

和 "2 <诱导的菌体分别经超声波处理后!将菌液

离心后的上清*超声波处理后的上清*超声处理后

的沉淀经 . .̀ 05/b+分析!结果显示 %' <诱导的

重组蛋白主要在超声波处理后的沉淀中!说明主要

是以包涵体的形式存在!而 "2 <诱导表达的菌体重

组蛋白主要在超声波处理后的上清中!说明重组蛋

白主要是以可溶性的胞浆蛋白的形式存在"图 3#%

"43!重组蛋白的反应原性分析!KLSTLUF 0Y?BT分

析结果表明!9+\%"80C_5"2 重组蛋白无论是以

包涵体形式存在还是以可溶性形式存在!都能与布

鲁氏菌的阳性血清发生反应!说明该蛋白的反应原

性良好!结果见图 (%

_$ J̀/分子质量标准" ,̀"####&$$羊种布鲁氏菌 $(_株&

"$犬种布鲁氏菌&%$绵羊附睾种布鲁氏菌&&$牛种布鲁氏菌

/$1 株&3$猪种布鲁氏菌 ." 株&($羊种布鲁氏菌_"2 株

图 BA不同种布鲁氏菌 %'&BJ 基因,<G鉴定结果

_$ J̀/分子质量标准" ,̀"####&$$9+\%"80B=9"2

重组质粒以:

B=9"2

和a

B=9"2

为引物的56a扩增条带

图 DA&3>DB* K%'&BJ 重组质粒,<G鉴定结果

_$ J̀/分子质量标准" ,̀"####&$$>/'a-和?#'-双酶切结果&

"$>/'a-单酶切结果

图 LA&3>DB* K%'&BJ 重组质粒的酶切鉴定结果

_$蛋白分子量标准&$$未诱导的 9+\%"8空载体&

"$重组表达载体 "2 <诱导生长的培养基&

%$重组表达载体 "2 <诱导菌体超声波破碎

后的上清&&$重组表达载体 "2 <诱导菌体

超声波破碎后的沉淀&3$%' <诱导重组表

达载体生长的培养基&($%' <诱导菌体超

声波破碎后的上清&'$%' <诱导菌体

超声波破碎后的沉淀

图 MAHI,BJ 表达形式分析

'''
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_$蛋白分子量标准&$$"2 <诱导表达菌体超声波破碎上清&

"$%' <诱导表达菌体超声波破碎沉淀

图 NAHI,BJ 蛋白O";)"-(K9$%)反应原性分析

DA讨A论

关于布鲁氏菌的蛋白能否用于布鲁氏菌病的

诊断!国内外进行了大量的研究% 不同株布鲁氏菌

的外膜蛋白在 "# 世纪 2# 年代首次被鉴定具有免

疫原性和抗原保护力(&)

% 布鲁氏菌的 C_5$#*

C_5"3*C_5%$*c6.5等蛋白也都曾经有人用原核

表达系统或真核表达系统表达及对重组蛋白的抗

原性进行研究!且证明以上蛋白都有不同程度的反

应原性(3 02)

%

文献报道用重组布鲁氏菌 C_5"2 蛋白作抗原

检测布鲁氏菌病 -Rb抗体效果良好($ 0%)

% 基因序

列分析和蛋白亲水性分析预测!个别氨基酸的差异

不会影响 C_5"2 蛋白的抗原性&在 bLFc8F^ 中搜

索B=9"2 基因的相似序列!结果显示不同种布鲁氏

菌B=9"2 基因的相似性大于 11;!且仅存在布鲁

氏菌中% 因此本研究仅构建了具有代表性的羊种

布鲁氏菌 $(_0B=9"2 的重组表达载体!分析

C_5"2 蛋白的反应原性% KLSTLUF 0Y?BT结果表明

本研究所获得的重组 C_5"2 反应原性良好!可以

作为抗原检测布鲁氏菌病 -Rb抗体!解决脂多糖

",5.#作为抗原无法检测粗糙型布鲁氏菌感染的

问题%

布鲁氏菌 9+\%"80C_5"2 重组蛋白在 %' <

诱导表达时由于蛋白表达速度过快!来不及折叠即

以包涵体的形式沉淀!而通过 "2 <低温诱导!该蛋

白主要以可溶性形式表达% 选择 "2 <低温诱导表

达C_5"2 蛋白不仅有利于 C_5"2 蛋白更好的恢

复天然结构!提高抗原的反应原性!而且便于蛋白

的纯化%

在bLFc8F^中搜索布鲁氏菌 B=9"2 基因的同

源序列结果显示!B=9"2 基因在与布鲁氏菌存在血

清学交叉反应的小肠结肠炎耶尔森菌Cd1*都柏林

沙门氏菌*大肠杆菌 Cd$3' 中不存在!因此!用

C_5"2 蛋白作抗原检测布鲁氏菌病!可以有效解决

布鲁氏菌病与小肠结肠炎耶尔森菌等血清学诊断

中的交叉反应!显示其有良好的应用前景%
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