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［摘　 要］ 　 为获得高蛋白含量和良好免疫原性的抗原，利用杆状病毒表达体系进行猪圆环病毒 ２
型（ＰＣＶ２）重组 Ｃａｐ 蛋白表达，采取正交试验设计确定三因素（Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度、病毒感染量、蛋

白表达时间）的最佳组合，对重组病毒株 ｖＢａｃ － ＳＰ － ＰＣＶ２ 的表达条件进行优化，利用 Ｈｉｓ Ｂｉｎｄ 蛋白

质纯化试剂盒对表达产物进行纯化，纯化蛋白作为标准蛋白用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 中蛋白质定量分析

和蛋白免疫原性检测。 结果显示：２． ０ × １０６ ／ ｍＬ Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度、１． ５ ＭＯＩ 病毒感染量、蛋白表达

时间 １６８ ｈ 为重组 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白表达的最佳条件，表达产物纯化良好，并能被 ＰＣＶ２ 多克隆抗体

识别，免疫豚鼠可诱导产生高水平 ＰＣＶ２ 抗体。 研究表明纯化 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白可作为标准蛋白用

于后续表达蛋白的定量分析和 ＰＣＶ２ 亚单位疫苗研发候选抗原。
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ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ． ，Ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｆａｃｔｏｒｓ （ｃｅｌｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｏｓｅ， ｔｉｍｅ） ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， １． ５ ＭＯＩ，
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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ １６８ ｈｏｕｒｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｃａｐ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｗｅｌｌ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＰＣＶ －２． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｈｉｇｈ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＶ２ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｉｔ ｉｓ ａｎ ｉｄｅａｌ
ａｎｔｉｇｅｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｕｂ － ｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 猪圆环病毒病 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ，

ＰＣＶＤ） 是由猪圆环病毒 ２ 型 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ

ｔｙｐｅ ２，ＰＣＶ２） 引起的猪传染性疾病，自 １９９７ 年

Ｃｌａｒｋ 等首次分离 ＰＣＶ２ 以来，该病已给全世界养猪

业造成了巨大的经济损失。 目前，ＰＣＶ２ 在我国猪

群中普遍存在，能够引起免疫抑制、混合感染和继

发感染，严重危害养猪业的发展［１ － ３］。

ＰＣＶ２ 属于圆环病毒科、圆环病毒属，病毒无囊

膜，病毒粒子直径约为 １７ ｎｍ，基因组为单链环状

ＤＮＡ，大小为 ｌ７６７ ｂｐ 或 １７６８ ｂｐ，有 １１ 个阅读框，

其中 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２ 是最主要的阅读框。 ＯＲＦ２ 大

小为 ７０２ ｂｐ，编码 ２３３ 个氨基酸，是病毒的主要结

构蛋白（核衣壳蛋白） ［４］，具有良好的免疫原性，是

构建重组疫苗和检测的首选基因，目前已在不同系

统中得到有效表达［５ － ７］。 因此，本试验利用昆虫细

胞 －杆状病毒表达系统对 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白优化表

达进行了研究，以期为今后开发 ＰＣＶ２ 亚单位疫苗

奠定基础。

１　 材　 料

１． １　 重组病毒株　 重组病毒株 ｖＢａｃ － ＳＰ － ＰＣＶ２

由天康生物股份有限公司构建和保存。 Ｈｉｇｈ － ｆｉｖｅ

细胞购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。

１． ２　 试剂　 Ｎｉ －ＮＴＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司产品；蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司；辣根过氧化物酶标记兔抗猪二抗购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；猪源 ＰＣＶ２ 多克隆抗体由天康生物股份有限公

司制备。 ＴＥＭＥＤ 购白北京鼎国生物技术有限公

司；咪唑为 ＳＩＧＭＡ 公司产品，其他试剂为进口或国

产分析纯试剂。

２　 方　 法

２． １　 ｖＢａｃ － ＳＰ － ＰＣＶ２ 表达条件的优化

２． １． １　 Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度的确定　 用 ＳＦＸ 培养基

将 Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度调整为 １． ０ × １０６ ／ ｍＬ、１． ５ ×

１０６ ／ ｍＬ、２． ０ × １０６ ／ ｍＬ、３． ０ × １０６ ／ ｍＬ，每瓶总量 １００

ｍＬ，分别加入 ２ ＭＯＩ 病毒感染量重组杆状病毒，细

胞置于 ２６ ～ ２８ ℃培养箱中振荡培养，分别于接毒

后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ、１６８ ｈ、１９２ ｈ、

２１６ ｈ、２４０ ｈ 定时取样，每次收集 ５ ｍＬ 细胞混

悬液。

２． １． ２　 病毒感染量和蛋白表达时间的确定 　 用

ＳＦＸ 培养基将 Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度调整为 ２ ×１０６ ／ ｍＬ，

总量 １００ ｍＬ，分别加入 ０． ２５、０． ５、１、１． ５、２、３ ＭＯＩ

病毒感染量重组杆状病毒，细胞置于 ２６ ～ ２８ ℃

培养箱中振荡培养，分别于接毒后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、

９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ、１６８ ｈ、１９２ ｈ、２１６ ｈ、２４０ ｈ 定时取

样，每次收集 ５ ｍＬ 细胞混悬液。

２． ２　 表达产物的分析　 将以上收取样品于 ４ ℃以

１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集表达后细胞沉淀，加

入裂解液，于冰浴中进行超声破碎 １０ ｍｉｎ （功率

２００ Ｗ，１ ／ ２ 探头，破碎 ３０ ｓ，间歇 ３０ ｓ），超声结束后

于 ４ ℃以 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，分别取上清进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析。

２． ３ 　 重组蛋白的纯化和浓缩 　 将大批表达

ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ蛋白的细胞液以 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ收集细胞沉淀，超声破碎，离心收集上清，用

Ｈｉｓ Ｂｉｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｆｉｔｓ 进行纯化。 将细胞裂解物

１０ ～ １５ ｍＬ 加入准备好的含有 ８ ｍＬ 填料的纯化柱

中。 ４ ℃轻柔振荡结合过夜，以保持细胞裂解产物
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能始终混悬填料。 静止，让 Ｎｉ － ＮＴＡ 琼脂糖填料

靠重力的作用自己沉降完全澄清。 放出上清液，上

清液取样。 将 ３０ ｍＬ ＰＢＳ 加入纯化柱中，不断轻柔

换向扣敲纯化柱混悬 Ｎｉ － ＮＴＡ 琼脂糖。 静止，让

Ｎｉ － ＮＴＡ 琼脂糖填料靠重力的作用自己沉降完全

澄清。 放出上清液，ＰＢＳ 洗脱 ２ 次。 上清液取样存

放于 ４ ℃进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析。 固定好柱子，使

用 ５ ｍＬ 的洗脱液洗脱蛋白。 收集 １ ｍＬ 的洗脱液

用于 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析， ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。

２． ４ 　 Ｃａｐ 蛋白纯化浓缩产物的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析　 取蛋白样品 ６０ μＬ 与 ２０ μＬ

４ ×上样 ｂｕｆｆｅｒ 混合，进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析。 然后将 ＳＤＳ – ＰＡＧＥ 胶上的蛋白条

带转移到 ＰＶＤＦ 膜上，置含 ５％的脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ

中，４ ℃封闭 ３０ ｍｉｎ，清洗，加入稀释 １∶ ５００ 倍一抗

猪源 ＰＣＶ２ 多克隆抗体，４℃缓慢振荡过夜；清洗，

加入稀释 １∶ ５０００ 倍含辣根过氧化物酶标记的兔

抗猪的二抗，室温作用 １ ｈ，清洗，于暗室内进行

显色。

２． ５　 纯化蛋白的电镜观察　 将纯化浓缩蛋白吸取

３ μＬ 铺在经特殊处理的喷碳的铜网上，１ ｍｉｎ 后用

滤纸吸干，用 ５％磷钨酸 ｐＨ７． ０ 负染 １ ｍｉｎ，干燥后

用电子显微镜进行观察蛋白分子形状。

２． ６　 纯化的 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 免疫原性试验　 纯化蛋

白配制疫苗，免疫豚鼠，以相同剂量相同方式分别

进行二次免疫。 免疫后每周采血，离心取血清，采

用 ＩＦＡ 检测 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白抗体效价。 ５６ ℃水浴

槽 ３０ ｍｉｎ。 在 ＰＣＶ２ 抗原盘盖子上写好标示。 将所

有孔加入 ７５ μＬ ３％ ＰＢＡ。 在第 １ 排每孔加入 ２５

μＬ 血清样品 （第 １ 排血清稀释倍数为 ４ 倍）。 之

后为连续 ４ 倍稀释血清。 第 １２ 排为阴性空白对照

孔（ＰＣＶ２ 阴性血清样本）。 置于 ４ ℃感作 １２ ｈ。 去

除一抗后，每孔加入 ２００ μＬ 的 ＰＢＳＴ，洗板 ４ 次。

将每孔的 ＰＢＳＴ 倒干后，每孔加入以 １％ ＰＢＡ 稀释

二抗 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ ｍｏｕｓｅ ＦＩＴＣ ５０ μＬ，置 ２５ ℃感作 ４ ｈ。

去除二抗后，每孔加入 ２００ μＬ 的 ＰＢＳＴ，洗板 ４ 次。

将每孔的 ＰＢＳＴ 倒干后，再加入 ５０ μＬ ＰＢＳＴ，并于

倒立荧光显微镜下判读荧光细胞。

３　 结果与分析

３． １　 最佳蛋白表达条件的确定

３． １． １ 　 最佳 Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度的确定 　 重组

ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白表达试验，按 ２ＭＯＩ 接种病毒时，

当细胞密度不低于 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ，培养时间为

１６８ ｈ，蛋白含量最高。

３． １． ２　 最佳病毒感染量和蛋白表达时间的确定　

以 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓度，不同病毒感染

量、蛋白表达时间进行蛋白表达条件优化，根据不

同的接毒量和表达时间表达的重组 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋

白（细胞沉淀超声后上清） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ａｌｐｈａ

ＥａｓｅＦＣ软件灰光度值分析结果，筛选出表达量相对

较高的 ０． ２５ ＭＯＩ（１６８ ｈ 和 １９２ ｈ）、０． ５ ＭＯＩ（１９２ ｈ

和 ２１６ ｈ）、１ ＭＯＩ（１６８ ｈ）、１． ５ ＭＯＩ（１６８ ｈ）、２ ＭＯＩ

（１４４ ｈ）、３ ＭＯＩ（１６８ ｈ）８ 个杆状病毒表达的重组

ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白，进行下一步的最佳接毒量和表

达时间的筛选试验。 由图 １ ＡｌｐｈａＥａｓｅＦＣ 软件灰光

度值分析结果：确定 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ Ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞浓

度、１． ５ ＭＯＩ 病毒感染量、蛋白表达时间 １６８ ｈ 为重

组 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白表达的最佳条件。

图 １　 重组 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ

·２３·
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３． ２　 重组蛋白的纯化和浓缩　 将细胞沉淀超声破

碎离心收集上清用 Ｈｉｓ Ｂｉｎｄ 过柱纯化，收集洗脱液

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析，图 ２ 结果表明，在纯化

浓缩液中蛋白条带大小与重组蛋白吻合，说明重组

蛋白已经得到纯化，且纯度较高。

图 ２　 纯化重组 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 定量分析

Ｆｉｇ ２　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

３． ３　 纯化重组蛋白用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 中蛋白质

定量分析　 ＢＣＡ 法检测纯化蛋白浓度约 １ ｍｇ ／ ｍＬ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 中蛋白质定量分析，稀释的标准蛋

白采用软件线性拟合曲线分析 Ｒ２ ＝ ０． ９９，在可信度

范围（Ｒ２≥０． ９５）之内，可用于蛋白定量分析。
３． ４　 纯化 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 蛋白的电镜观察 　 ＰＣＶ２ｂ
ＯＲＦ２ 基因编码蛋白经昆虫细胞表达系统表达后具

有正常的结构和功能，能够形成病毒样颗粒，大小

均匀，直径为 ２０ ｎｍ 左右（图 ３）。
３． ５　 纯化的 ＰＣＶ２ － ｒＣａｐ 免疫原性试验　 纯化蛋

白配制疫苗，免疫豚鼠，免疫 ７ 日后即有抗体产生，
免疫 ２１ 日后所有豚鼠抗体均转阳，免疫 ２８ 日抗体

达到较高水平（图 ４、图 ５），表明蛋白的免疫原性

好，能高效诱导机体产生良好的体液免疫。

图 ３　 纯化浓缩重组蛋白的病毒样颗粒图（１００ｎｍ）

Ｆｉｇ ３　 Ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （１００ｎｍ）

图 ４　 ＩＦＡ 检测 ＰＣＶ２ 阳性血清抗体结果（彩图）

Ｆｉｇ ４　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

ｒｅｓｕｌｔｓ （ｃｏｌｏｒ ｍａｐ）

４　 讨论与结论

杆状病毒表达系统为高效表达外源蛋白表达

体系，目的蛋白在昆虫细胞内能够正确折叠、二硫

·３３·
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图 ５　 免疫豚鼠 ＰＣＶ２ 抗体结果分析图

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ

ＰＣＶ２ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

键的搭配及寡聚物的形成，表达产物在结构及功能

上接近天然蛋白［８］。 病毒感染复数、病毒感染时

间、细胞密度等是影响杆状病毒表达系统为高效表

达的关键因素［９ － １０］，因此本研究对影响杆状病毒表

达系统为高效表达的关键因素进行探讨研究优化。

结果显示，当细胞密度不低于 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 时，随

着病毒感染复数增加到一个临界值 １． ５ＭＯＩ 后，蛋

白表达量不再增加；随着病毒感染时间延长，蛋白

表达量不断增加，１６８ ｈ 为峰值，１９２ ｈ 蛋白表达量

略有下降，进一步说明病毒感染复数和病毒感染时

间是影响蛋白表达量的重要因素。

本研究利用昆虫细胞杆状病毒表达系统表达

了 Ｃａｐ 蛋白，电镜观察显示形成了病毒样颗粒，同

时在重组蛋白的 Ｃ 末端设计了 Ｈｉｓ． ｔａｇ 序列，外源

基因与组氨酸标签融合表达，为重组蛋白的纯化创

造了条件［１１ － １２］，提高了纯化效率，同时不会因为插

入组氨酸标签影响外源基因蛋白的活性，为进一步

研发猪圆环病毒的亚单位疫苗奠定了基础。

蛋白百分比定量方法定量是基于普通的蛋白

电泳，目的蛋白处有可能有降解的蛋白沉降此处，

会导致蛋白定量偏高。 而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析是

指将蛋白质样品经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，然后

转移至到固相载体（例如硝酸纤维素薄膜）上，然后

用抗体通过免疫学反应检测目的蛋白，是抗原抗体

的特异性反应［１３］，因此本试验的定量更为准确。
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ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ｉｎ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００７， ２７ （２）： １５５ － １５８．

［８］ 　 欧阳素贞，张福良，王双山，等． 猪圆环病毒 ２ 型 Ｃａｐ 蛋白重组

腺病毒的构建及表达［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学报，２００８，３０（３）：

１６５ － １６８

Ｏｕｙａｎｇ Ｓ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｆ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００８， ３０ （３）： １６５ － １６８．

·４３·
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［９］ 　 曹 蕾，伊 瑶，宋敬东，等． 杆状病毒表达 ＥＶ７１ 病毒样颗粒的

装配、 制 备 纯 化 与 鉴 定 ［ Ｊ ］ ． 病 毒 学 报， ２０１２， ２８ （ ３ ）：

２０１ － ２０５．

Ｃａｏ Ｌ， Ｙｉ Ｙ， Ｓｏｎｇ Ｊ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｅｍｂｌｙ， ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ， ｐｕｒｉｆｉｃａ⁃

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ＥＶ７１ ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０１２， ２８ （３）： ２０１ － ２０５．

［１０］ 吴芳明，韩春光， 彭明丽，等． 人 ＧＰＲ８１ － Ｇｉ１α 融合蛋白在杆

状病毒系统中的表达及优化［Ｊ］ ． 生物技术通报，２００８， 增刊：

１４９ － １５４．

Ｗｕ Ｆ Ｍ， Ｈａｎ Ｃ Ｇ， Ｐｅｎｇ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ ｈｕｍａｎ ｇｐｒ８１ － ｇｉ１ ａｌｐｈａ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｓｙｓｔｅｍ

［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２００８， ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ： １４９ － １５４．

［１１］ Ｋｏｈｏ Ｔ，Ｍａｎｔｙｌａ Ｔ，Ｌａｕｒｉｎｍｋｉ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｒｏｖｉｒｎｓ －

ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＶＬＰｓ）ｂｙ ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０１２，１８１（１）：６ － １１．

［１２］ 张春雷，靳立明，叶 昱，等． 介导分泌表达猪圆环病毒２ 型 Ｃａｐ

蛋白的重组杆状病毒的构建［ Ｊ］ ． 华南农业大学学报，２０１３，

３４（４）：５６４ － ５６８．

Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｌ， Ｊｉｎ Ｌ Ｍ， Ｙｅ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ Ｃａｐ

ｐｒｏｔｅｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２０１３， ３４ （４）： ５６４ － ５６８．

［１３］ 宋 月，姜艳萍，崔 文，等． 猪圆环病毒 ２ 型 Ｃａｐ 蛋白在杆状病

毒系统表达及鉴定［ Ｊ］ ． 东北农业大学学报，２０１２， ４３ （３）：

３６ － ４１．

Ｓｏｎｇ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｙ Ｐ， Ｃｕｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｓｙｓｔｅｍ

［Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１２， ４３

（３）： ３６ － ４１．

（编 辑：李文平）
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