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［摘　 要］ 　 为获得猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）ＧＰ５ 蛋白，以一株 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒

株的基因组 ＲＮＡ 为模板，利用 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增出 ＯＲＦ５ 基因后，将该基因克隆至原核表达载体

ｐＣｏｌｄ － ＴＦ中， 构 建 了 重 组 质 粒 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５， 转 化 Ｒｏｓｅｔｔａ （ ＤＥ３ ） 后 用 ＩＰＴＧ 诱 导， 经

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，重组蛋白获得了可溶性表达，大小约为 ７２ ｋｕ。 将该蛋白过镍柱纯化

后获得浓度为 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的纯化蛋白，为下一步 ＧＰ５ 蛋白单克隆抗体的制备奠定物质基础。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｈｕａ － ｗｅｉ， Ｅ － ｍａｉｌ：３１４１７４２０５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ （ＰＲＲＳＶ），
ｔｈｅ ＯＲＦ５ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ － ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ ｇｅｎｏｍｉｃ ＲＮＡ ａｓ ｔｈｅ
ｔｅｍｐｌａｔｅ． Ｔｈｅ ＯＲＦ５ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ － ＴＦ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３） ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ． Ｔｈｅ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｚｅ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ７２ ｋｕ． Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰ５ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｓｔｅｐ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ； ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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　 　 猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合

征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）引起的以母猪繁殖障碍和各日龄猪

只呼吸道疾病为特征的病毒性传染病［１］。 该病自

１９８７ 年在北美首次报道以来［２］，已蔓延至大部分

国家和地区，给全球养猪业造成极大经济损失，我
国也不例外。

ＰＲＲＳＶ 属于动脉炎病毒科动脉炎病毒属，基
因组为不分节段的单股正链 ＲＮＡ，全长约 １５ ｋｂ，包
含 １０ 个开放阅读框（ＯＲＦｓ），其中 ＯＲＦ５、ＯＲＦ６ 和

ＯＲＦ７ 分别编码病毒的主要结构蛋白 ＧＰ５、Ｍ 和

Ｎ［３］。 ＧＰ５ 蛋白作为病毒的主要糖基化结构蛋白，
具有较好的免疫原性，能够诱导机体产生中和抗

体，而且其诱导的抗体中和能力强于 ＧＰ４ 诱导产生

的抗体［４ － ５］。 ＧＰ５ 与 Ｍ 蛋白可形成 ＧＰ５ ／ Ｍ 异源二

聚体，对病毒装配起重要作用，并介导病毒吸附宿

主细胞过程［６ － ７］。 此外 ＧＰ５ 蛋白又是 ＰＲＲＳＶ 变异

最大的结构蛋白，基因 １ 型与 ２ 型间 ＧＰ５ 的氨基酸

序列相似性为 ５２％ ～５７％ ，同型毒株间氨基酸序列

相似性为 ８８％ ～ ９９％ ［８ － ９］。 这些都使得 ＧＰ５ 蛋白

成为发展新型疫苗和诊断试剂的良好候选蛋白。
本研究以原核表达系统成功表达了 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ
毒株 ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ 的 ＧＰ５ 蛋白，并对其进行鉴定与

纯化，以期为下一步 ＧＰ５ 单克隆抗体的制备奠定物

质基础。
１　 材料与方法

１． １ 　 细胞、毒株、表达载体 　 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞、
ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ（ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株）、ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 表达

载体，均由中国兽医药品监察所保存。
１． ２ 　 主要试剂 　 Ｒｏｓｓｅｔｔａ （ ＤＥ３）、Ｔｏｐ１０ 感受态

细胞购于博迈德生物；病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒，质粒

小提试剂盒购于北京天根生物公司； ＢａｍＨ Ｉ、
Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＫＯＤ 酶高保真 ＰＣＲ 试剂

盒、反转录试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购于

ＴａＫａＲａ 公司；ＤＮＡ 纯化回收试剂盒购于北京百泰

克生物技术有限公司；ｐＥａｓｙ － Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ 购于北京全式金公司；ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶制备试

剂盒购于碧云天生物技术有限公司；ＰＲＲＳＶ 阳性

血清由实验室保存；ＨＲＰ 标记的兔抗猪 ＩｇＧ 为

Ｓｉｇｍａ公司产品。
１． ３　 ＯＲＦ５ 基因原核表达载体的构建及表达

１． ３． １　 引物的设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上发表

的 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株序列设计一对针对

ＯＲＦ５ 基因的特异性引物，上游引物 ＯＲＦ５ － Ｆ 为

５’ － ＡＴＧＴＴＧＧＧＧＡＡＧＴＧＣＴＴＧＡＣ － ３’，下游引物

ＯＲＦ５ － Ｒ 为 ５’ － ＣＴＡＧＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＴＣＧＴＴ －３’，
预期扩增长度为 ６０３ ｂｐ。 在上下游引物上分别添

加 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点，即 ５’ － ＣＧＧ⁃
ＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＧＧＧＡＡＧＴＧＣＴＴＧＡＣ － ３’ 和 ５ ’ －
ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＧＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＴＣＧＴＴ － ３’，引物

由北京六合华大基因科技股份有限公司（后简称

华大基因）合成。
１． ３． ２　 ＯＲＦ５ 基因的克隆及序列测定 　 按照病毒

ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取 ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ 毒株的

ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，再以 ＫＯＤ 高保真酶进行

ＰＣＲ 扩增，回收目的片段后与 ｐＥａｓｙ － Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ
载体连接，转化入 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞，挑取菌落

于 ２ ｍＬ ＬＢ 培养液中 ３７ ℃ 振荡培养 １６ ｈ，进行

ＰＣＲ 鉴定，取鉴定正确的菌液送华大基因测序。
将测序正确的菌液保菌并提取质粒，质粒命名为

ｐＥａｓｙ － Ｂｌｕｎｔ － ＧＰ５。
１． ３． ３ 　 重组质粒的构建 　 以 ｐＥａｓｙ － Ｂｌｕｎｔ － ＧＰ５
质粒为模板，应用含酶切位点的引物和 ＫＯＤ 高保

真酶进行 ＰＣＲ 扩增，回收含酶切位点的目的片段。
与 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 原核表达载体同时进行 ＢａｍＨ Ｉ ／
Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切，回收后进行连接，连接体系为：
载体２ μＬ，目的片段 ６ μＬ，１０ × Ｔ４ Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ，Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶 １ μＬ。 １６ ℃，连接 １ ｈ。 转化，挑取

菌落，于 ５ ｍＬ ＬＢ 培养液中 ３７ ℃振荡培养 １６ ｈ，
小提质粒，将质粒命名为 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５。 将重

组质粒按照下述体系进行双酶切：质粒 ３ μＬ，
１０ × Ｃｕｓａｍａｒｔ Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ，ＢａｍＨ Ｉ ／ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 各 ０． ５
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ５ μＬ。 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定，将鉴

定正确的质粒送华大基因测序。
１． ３． ４　 重组质粒的诱导表达　 将测序正确的重组

质粒 ０． ５ μＬ 转化 １００ μＬ Ｒｏｓｅｔｔａ ＤＥ３ 感受态细胞，
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挑菌于 ２ ｍＬ 含 １００ μｇ ／ ｍＬ Ａｍｐ 的 ＬＢ 培养液中

３７ ℃振荡培养 １２ ｈ，获得种子菌。 按 １∶ １００（Ｖ ／ Ｖ）
接种于 ３ ｍＬ ＬＢ 培养液中，３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养。
培养至 ＯＤ ＝ ０． ６，加入 ＩＰＴＧ （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导，
３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４ ｈ。
１． ４　 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５ 重组蛋白的鉴定

１． ４． １　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ　 取 １ ｍＬ 诱导的菌液，１２０００
ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，弃上清，沉淀用 １００ μＬ ＰＢＳ
（１／ １５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．２）吹散，加入 ２５ μＬ ５ × ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
上样缓冲液，煮沸 １０ ｍｉｎ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ，
取上清进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测，同时设置空载体对

照及未诱导对照。
１． ４． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 按 １． ４． １ 方法进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ
后，转印至 ０． ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜，ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，加入

５％ Ｗ ／ Ｖ ＰＢＳＴ 脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ。 加入 １∶ １００
稀释的 ＰＲＲＳＶ 阳性血清室温孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤

５ 次。 加入 １∶ １００００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的兔抗猪 ＩｇＧ
室温孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次。 依照 ＤＡＢ 显色试

剂盒操作说明，进行避光显色，流水终止显色。
１． ５　 重组蛋白的大量表达及表达形式的检测　 接

２ μＬ 活化的菌液到 ２０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中，
２００ ｒ ／ ｍｉｎ ３７ ℃ 培 养。 将 培 养 的 菌 液 转 接 到

１０００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中，２００ ｒ ／ ｍｉｎ ３７ ℃培养至

ＯＤ ＝ ０． ６， ＩＰＴＧ （０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １６ ℃ 诱导过夜。
６０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清。 菌体用 ３０ ｍＬ
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ８． ０）溶液吹散，超声波破

碎（５００ Ｗ，６０ 次，每次 １０ ｓ，间隔 １５ ｓ）。 取 １００ μＬ
超声后的菌悬液， １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

５０ μＬ上清至另一 ＥＰ 管，上清去除干净后沉淀用

５０ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ ｐＨ８． ０） 溶液吹散。
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测表达形式。
１． ６ 　 重组蛋白的纯化 　 用去离子水洗镍柱，至
ｐＨ７． ０。 挂镍，至 ｐＨ ２ ～ ３。 用去离子水洗柱至

ｐＨ７． ０。 用 １００ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ８． ０）
溶液平衡镍柱。 用 ５０ ｍＬ 含 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠的

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ８． ０）８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的溶液

平衡镍柱。 稀释样品，使样品含氯化钠终浓度为

０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ，上样。 上样结束后，用含 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯

化钠的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ ｐＨ８． ０）溶液洗柱。
分别用含 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、３００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ ｐＨ８． ０，含
０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠） 溶液洗脱，分别收集蛋白峰。
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测蛋白纯化效果。
２　 结果与分析

２． １　 ＯＲＦ５ 基因的扩增、克隆及序列测定　 应用设

计的特异性引物 ＯＲＦ５ － Ｆ 和 ＯＲＦ５ － Ｒ 对 ＰＲＲＳＶ
４６Ｄ 毒株进行 ＰＣＲ 扩增，得到一条长度约为 ６０３ ｂｐ
的目的条带（图 １），与预期片段大小一致。 将目的

片段克隆至 ｐＥａｓｙ － Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ 载体后测序得到

该基因的正确序列。

Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００；１． 阴性对照；２． ＰＣＲ 产物

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００； １． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 １　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｉｔｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ ｇｅｎｅ

２． ２　 重组质粒 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 的双酶切鉴定 　
对构建的重组质粒 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 进行双酶切鉴

定。 结果显示，大小 ５７６９ ｂｐ 左右的条带为切开的

载体片段，大小 ６１９ ｂｐ 左右的条带是目的片段

（图 ２）。
２． ３ 　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 重组蛋白的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
分析　 取 １ ｍＬ 诱导表达的菌液进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ，
结果在 ７２ ｋｕ 处可见表达条带，与预期蛋白大小

一致（图 ３）。
２． ４ 　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析　 ＤＡＢ 显色后，在 ７２ ｋｕ 处有特异性条带，而
空载体对照无此特异性反应。 证明构建的重组质

粒在大肠杆菌表达系统中能够准确表达（图 ４）。

·３１·
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Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ５０００； １． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 空载体；

２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 重组质粒

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００； １． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ ｃｏｎｔｒｏｌ；

２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ２　 重组质粒 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 空载体；

２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 未诱导；３． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 诱导

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ ｃｏｎｔｒｏｌ；

２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ ｎｏ ｉｎｄｕｃｅｄ； ３． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ ｉｎｄｕｃｅｄ．

图 ３　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ 重组蛋白的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２． ５　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 重组蛋白表达形式的检测

超声裂解诱导后的菌液，将菌液上清和沉淀分别进

行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，表达的 ＧＰ５ 蛋白主要出现在

上清中，提示该蛋白在上清中表达（图 ５）。

２． ６　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 重组蛋白的纯化 　 将表达

蛋白挂镍柱后用不同浓度的咪唑 （１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、

６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）洗脱，分别收集蛋白峰，进

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 空载体；

２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 诱导

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；

１． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２． ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ ｉｎｄｕｃｅｄ

图 ４　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． 超声后全菌；

２． 超声后上清；３． 超声后沉淀

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；

２． Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； ３． Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

图 ５　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ 重组蛋白表达形式的

ＳＤＡ － ＰＡＧＥ 检测

Ｆｉｇ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ

行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测，结果显示咪唑洗脱的最

佳浓度为 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 最终获得纯度较高的 ＧＰ５
重组蛋白，浓度为 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ（图 ６）。
３　 讨论与结论

自 １９９６ 年由郭宝清等首次从我国疑似 ＰＲＲＳ
病例中分离到 ＰＲＲＳＶ 以来［１０］，该病已在我国存在

二十余年，成为影响我国养猪业发展的重要疾病之

·４１·
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Ｍ：蛋白分子质量标准；１． 蛋白原样；２：流穿；

３：１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；４：６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；

５ － ７：３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；８：０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ； ９：１ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １：Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ；

２：Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ； ３：１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ；

４：６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ；５ － ７： ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ；

８： ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ； ９： １ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

图 ６　 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ －ＧＰ５ 重组蛋白的纯化

Ｆｉｇ ６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｏｌｄ －ＴＦ －ＧＰ５ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

一，特别是 ２００６ 年高致病性猪繁殖与呼吸综合征

的出现及 ２０１３ 年以来 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株在我国

的逐步流行，使得 ＰＲＲＳＶ 流行形势越来越复杂，这
些都给我国养猪业带来前所未有的挑战。 目前，预
防 ＰＲＲＳ 主要的疫苗是弱毒苗和灭活苗，两种疫苗

各有优缺点，保护效果有限，越来越多的学者试图

研究新型基因工程疫苗，而 ＧＰ５ 蛋白因其良好的免

疫原性及较强的中和活性，已成为优秀的候选

蛋白。
表达 ＧＰ５ 蛋白常采用原核表达和真核表达两

种方式，白晶等［１１］扩增出 ＯＲＦ５ 基因后将其克隆至

真核表达载体 ｐＣＩ － ｎｅｏ 并转染 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞，成
功表达出目的蛋白；李志杰等［１２］则将 ＯＲＦ５ 基因克

隆至 ｐＣＤＮＡ３． １（ ＋ ）真核表达载体，转染 ＢＨＫ － ２１
细胞后获得目的蛋白的正确表达。 相比于真核表

达，原核表达具有操作简单、经济快捷、应用范围广

等优点，且经原核表达的 ＧＰ５ 蛋白仍具有免疫原

性。 因 ＧＰ５ 蛋白含有 ３１ 个氨基酸信号肽和 ３ 个跨

膜功能区［１３］，如果将 ＯＲＦ５ 基因全长克隆至原核表

达载体，蛋白表达难度较大，故目前的研究中，原核

表达时构建 ＧＰ５ 重组质粒的策略通常是将信号肽

删除或将部分跨膜区去掉［１４ － １５］，但这样可能会对

表达蛋白的抗原性产生影响，也不利于抗原表位的

鉴定。 本研究以 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 为载体，转化 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）表达菌，充分利用了 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 作为冷休克

载体可高效可溶性表达其他系统中难以表达蛋白

的优点及 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）可提供稀有密码子的特点，
成功获得了表达 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因全长的可溶性

蛋白，为下一步制备针对 ＧＰ５ 蛋白的单克隆抗体提

供了物质保障。
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