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［摘　 要］ 　 为制备犬流感病毒（Ｈ３Ｎ２）Ｍ１ 蛋白纯品，针对 Ｍ１ 基因序列设计引物，用聚合酶链式反

应（ＰＣＲ）扩增目的基因片段，扩增产物克隆至表达载体 ｐＥＴ － ＳＵＭＯ 中并转化至宿主菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３），诱导表达目的蛋白，探索纯化工艺，制备目的蛋白，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纯化的 Ｍ１ 目的蛋

白。 通过 ＰＣＲ 成功扩增出大小为 ７７１ ｂｐ 的 Ｍ１ 基因，成功构建 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ 表达载体，表达的融

合蛋白相对分子量为 ４１ ｋＤ，主要以可溶形式表达，纯化后获得蛋白纯品，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示用

Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）免疫小鼠制备的多抗能与制备的蛋白纯品发生特异性反应，从而证明蛋白纯品为

Ｍ１ 目的蛋白。 试验制备出的 Ｍ１ 蛋白纯品可为进一步制备通用型抗犬流感病毒抗体提供纯品抗原。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ Ｍ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ （Ｈ３Ｎ２） ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅｎ
ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ． Ｐｒｉｍｅｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ （ Ｈ３Ｎ２） Ｍ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ， ｔｈｅｎ ｔｈｅ Ｈ３Ｎ２ Ｍ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ－ＳＵＭＯ． Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｂｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｍ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ Ｍ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ７７１ ｂｐ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐＥＴ－

ＳＵＭＯ－Ｍ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ４１ ｋＤ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｏｒｍ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａ ｐｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔ．
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ （２８ ｋＤ）
ｒｅａｃｔｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｍ１
ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｕｒｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ａｎｔｉ－ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｈ３Ｎ２ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 犬流感病毒（Ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＣＩＶ）属于正

黏病毒科甲型流感病毒属，是一类新近发现能感染

犬的流感病毒。 ＣＩＶ 在犬间传播迅速，能引起患犬咳

嗽、流涕和发热等呼吸系统疾病［１］。 甲型流感病毒

又根据 ＨＡ 分为 １７ 种亚型，ＮＡ 分为 ９ 种亚型，能组

成 １５３ 个血清型甲型流感病毒。 流感病毒基因组约

为 １３ ｋｂ，含有 ８ 个基因节段，分别编码血凝素 ＨＡ，
神经氨酸酶 ＮＡ，Ｍ１ 基质蛋白，Ｍ２ 离子通道蛋白，ＮＰ
核蛋白，ＮＳ 非结构蛋白及 ＲＮＡ 聚合酶复合体（ＰＢ１
蛋白、ＰＢ２ 蛋白、ＰＡ 蛋白） ［２］。 近十年来流感病毒感

染犬类病例的相关报道迅速增多，这些病毒不仅威

胁到了犬的健康，同样也给公共安全带来了威胁。
２００４ 年，美国佛罗里达某赛犬场的赛犬出现体温升

高、咳嗽、喷嚏为主的症状，最后因出血性肺炎死亡；
２００５ 年，美国加利福尼亚该病卷土重来，在加利福尼

亚等 １１ 个州迅速蔓延，导致 ２０ 个赛犬场大量赛犬发

病，同时引起佛罗里达州的许多宠物犬感染；经鉴别

证实该病原为亚型 Ｈ３Ｎ８ 流感病毒，具有马流感病毒

特征，并发生了变异。 研究人员认为，该病最初的流

行是犬与马的密切接触导致了病毒的传入和感染，
并把该病称之为“犬流感” ［３］。 ２００６ 年，在中国南方

出现了另一类犬流感，犬对 Ｈ３Ｎ２ 亚型流感病毒的感

染［４］。 ２００７ 年，韩国报道了 Ａ 型 Ｈ３Ｎ２ 亚型流感病

毒引起的犬呼吸道疾病。 研究发现该病毒可以在犬

之间进行直接传播，同时也表明Ｈ３Ｎ２ 亚型犬流感病

毒已经进入到韩国和我国的犬群中［５］。
Ｍ１ 和 Ｍ２ 蛋白是基质蛋白，是一种非糖基化

蛋白，是由甲、乙型流感病毒的 ７ＲＮＡ 节段、丙型流

感病毒的 ６ＲＮＡ 节段编码［６］。 非糖基化蛋白存在

于囊膜蛋白的内侧，也称为内膜蛋白，是病毒粒子

的主要蛋白。 Ｍ１ 由 ２５２ 个氨基酸残基组成，分子

量约 ２８ ｋＤ，它是病毒的主要结构蛋白，占流感病毒

蛋白总量的 ４０％。 Ｍ１ 蛋白在病毒感染细胞的后期

才被合成，能与病毒核糖核蛋白体（ｖＲＮＰｓ）相互作

用，抑制病毒 ｍＲＮＡ 的转录，并协助 ｖＲＮＰｓ 从细胞

核转运到细胞浆［７］。 Ｍ１ 蛋白与流感病毒复制有

关，能与 ＨＡ 及 ＮＡ 蛋白相互作用，并参与病毒子粒

的装配及释放［８］。
Ｍ１ 蛋白在流感病毒中高度保守，是病毒粒子

中最丰富和最保守的蛋白质，每个病毒粒子的分子

数量至少是 ＨＡ 蛋白的两倍，基于保守抗原制备的

抗体可以为多种亚型流感提供广谱保护［９］，为此本

研究拟制备 Ｈ３Ｎ２ 型犬流感病毒 Ｍ１ 蛋白纯品，为进

一步制备通用型抗犬流感病毒抗体提供纯品抗原。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病毒基因、质粒和菌种　 Ｈ３Ｎ２ 犬流感病毒

全基因组 ｃＤＮＡ 由军事医学研究院军事兽医研究

所生物技术应用与基因工程药物实验室保存；
ｐＥＴ－ＳＵＭＯ质粒、大肠杆菌 Ｏｎｅ Ｓｈｏｔ® Ｍａｃｈ１ＴＭ－Ｔ１Ｒ
感受态细胞和 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）购于美国英杰生

命技术有限公司。
１．１．２　 主要试剂　 引物由长春库美生物公司合成；
Ｅｘ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购于宝生物

工程（大连）有限公司；质粒提取试剂盒、ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度试剂盒、ＨＲＰ 标记的抗

Ｈｉｓ 标签的鼠的单克隆抗体和 ＨＲＰ 标记的羊抗属

ＩｇＧ 均购于北京康为世纪生物科技有限公司；卡纳

霉素及氨苄西林购于宝泰克生物技术有限公司；甘
氨酸、丙烯酰胺、诱导剂 ＩＰＴＧ 及 ＳＤＳ 购于 Ｓｉｇｍａ 公

司；ＣｕＳＯ４ 化学试剂为国产分析纯购于北京化工

厂；ＳＰ －Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 层析填料和 Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 层析填料购于美国ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ。
１．１．３　 实验动物　 昆明鼠，６ 周龄，平均体重 ２１ ｇ，
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雄性，购于长春生物制品研究所有限责任公司。
２　 方　 法

２．１　 引物设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｈ３Ｎ２ 犬

流感病毒 Ｍ１ 基因序列（ＪＸ４１４２４５．１）设计引物。 上

游引物 Ｐ１：５ ＇－ＡＴＧＡＧＴＣＴＴＣＴＡＡＣＣＧＡＧＧＴＣ－３ ＇；
下游引物 Ｐ２：５＇－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＣＡＣＴＴＡＡＡＴＣ⁃
ＧＣＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡＣＴ－３＇（下划线部分为 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切

位点）。 引物由长春库美生物公司合成。
２．２　 Ｍ１ 基因的扩增 　 以 Ｈ３Ｎ２ 型犬流感病毒全基

因组 ｃＤＮＡ 为模板，ＰＣＲ 扩增 Ｍ１ 基因序列。 预期扩

增产物长 ７７１ ｂｐ。 ＰＣＲ 扩增产物经 １．３％琼脂糖凝胶

电泳、紫外凝胶成像系统下观察。 切下特异性的片段，
用 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的片段。
２．３　 重组表达质粒的构建 　 将回收的 Ｍ１ 基因片

段连接至 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ 质粒上，连接产物转化至大

肠杆菌 Ｏｎｅ Ｓｈｏｔ® Ｍａｃｈ１ＴＭ－Ｔ１Ｒ 感受态细胞，摇菌

鉴定，用质粒小提试剂盒提取重组质粒，然后进行

ＰＣＲ 鉴定，正确的阳性质粒命名为 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ －

Ｍ１，并送长春库美生物公司测序。 利用 ＤＮＡｓｓｉｓｔ
软件分析测序结果。
２．４　 目的蛋白诱导表达及可溶性分析　 将测序正

确的 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ 质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）中，以 ＩＰＴＧ 为诱导剂在 ３７ ℃条件下进行诱

导表达，另设立不加入 ＩＰＴＧ 作为对照，离心收集菌

液，裂解液裂解，超声处理，分离上清及沉淀，用 １５％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳分析目的蛋白的表达情况。
２．５　 表达产物的初步纯化 　 菌体超声后用 １０％
硫酸铵沉淀和 ４５％硫酸铵沉淀进行粗纯。 之后用

ＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 阳离子交换层析柱进行初步

纯化。 再用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定初步纯化的蛋白产物。
２．６ 　 目的蛋白的精纯 　 采用 （ Ｃｕ２＋ ） － Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 层析柱对 ＳＰ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ
阳离子交换层析柱初步纯化的样品进一步的纯化，
然后用 ＳＵＭＯ 蛋白酶酶切纯化产品，用 ＳＵＭＯ 蛋白

酶酶切金属螯和层析纯化后的目的蛋白，酶切条件

为 ３０ ℃ ６ ｈ。 将融合蛋白中的 ＳＵＭＯ 蛋白与 Ｍ１
蛋白分开，再通过（Ｃｕ２＋） －Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ
Ｆｌｏｗ 层析柱去掉溶液中的 ＳＵＭＯ 蛋白成分。 最后

通过透析法以及蛋白浓缩法提高蛋白的浓度，并使

目的蛋白处在 １×ＰＢＳ（ｐＨ７．２）缓冲液中保存。 利用

薄层扫描法分析纯化后蛋白的纯度以及使用 ＢＣＡ
蛋白浓度试剂盒测得蛋白的浓度。
２．７　 Ｍ１ 蛋白多抗的制备 　 因本实验中纯化出的

目的蛋白始终为 ４ 条带，为验证这 ４ 条带是否均为

目的蛋白，特制备鼠抗Ｍ１ 蛋白多抗对其进行检验。
用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离目的蛋白，将准确的相

对分子质量为 ２８ ｋＤ 的 Ｍ１ 蛋白凝胶条带取出，
免疫小鼠，制备多抗。 将 Ｍ１ 蛋白纯品与氢氧化铝

佐剂按 ９ ∶ １ 混合，经皮下注射昆明鼠，５０ μｇ ／只，
首次免疫前通过尾部采血分离血清，间隔两周免疫

１ 次，共免疫 ３ 次，并在免疫后第 １４、２１、２８ 和 ４２ 天

尾部采血分离血清。 根据间接 ＥＬＩＳＡ 法测抗体效

价，以高于对照组平均值的两倍以上的最终稀释倍

数为检测样品的效价。
２．８　 目的蛋白的鉴定　 取目的蛋白进行 １２％ ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 电泳分离，利用半干转移法将目的蛋白和蛋

白 Ｍａｒｋｅｒ 转移到 ＰＶＤＦ 膜上；然后将 ＰＶＤＦ 膜浸泡

在含 ３％ Ｍｉｌｋ 的 ＰＢＳ 缓冲液中，在 ４ ℃条件下封闭

１０ ｈ，用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次；一抗用 Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）免
疫小鼠制备的抗体（１ ∶ １０００ 稀释），３７ ℃孵育 ２ ｈ，
用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，二抗用 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠抗体

（１ ∶ ３０００ 稀释）孵育，３７ ℃孵育 ２ ｈ，用 ＴＢＳＴ 洗涤

３ 次，最后用 ＤＡＢ 进行显色并分析。
３　 结果与分析

３．１　 Ｍ１ 基因的扩增　 以 Ｈ３Ｎ２ 犬流感病毒全基因

组 ｃＤＮＡ 为模板，进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物经 １．３％
琼脂糖凝胶电泳分析，条带大小为 ７７１ ｂｐ，与预期

结果相符（图 １）。
３．２　 重组表达质粒 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ 的构建及 ＰＣＲ
鉴定　 通过 １．３％琼脂糖凝胶电泳分析结果显示，
被插入的片段大小为 ７７１ ｂｐ，大小与预期相符

（图 ２）。 重组质粒 ｐＥＴ － ＳＵＭＯ －Ｍ１ 测序结果用

ＤＮＡｓｓｉｓｔ 软 件 分 析 显 示， 其 插 入 外 源 序 列 与

ＧｅｎＢａｎｋ中 Ｈ３Ｎ２ 犬流感病毒 Ｍ１ 基因序列一致，
Ｍ１ 目的基因片段以正确的方向插入到 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ
质粒中，重组表达质粒构建成功。

·３·
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Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１： Ｍ１ 基因 ＰＣＲ 产物；２：阴性对照

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１： Ｍ１ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 犬流感病毒 Ｍ１ 蛋白基因扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ 重组质粒 ＰＣＲ 产物

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１：ＰＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ２　 ＰＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ 重组质粒 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ＰＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

３．３　 目的蛋白诱导表达及可溶性分析　 表达的融

合蛋白 ＳＵＭＯ－Ｍ１ 经 １５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析，可清晰

看到融合蛋白大量表达，相对分子质量为 ４１ ｋＤ
（图 ３）。 工程菌超声处理后，上清液和沉淀经 １５％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析，表达的融合蛋白主要在上清液

中，因此融合蛋白以可溶形式表达（图 ４），薄层扫

描显示表达量占菌体总蛋白的 ２５．６％。

Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：诱导的工程菌；２：未诱导的工程菌

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ；

２：Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ３　 工程菌诱导表达结果 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：超声后上清液；２：超声后沉淀

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

２：Ｐｏｓｔ－ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

图 ４　 工程菌超声破碎后 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ

３．４　 重组融合蛋白的纯化和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 诱导

后的工程菌超声处理，上清通过硫酸铵沉淀法粗

纯，重组融合蛋白主要在 ４５％硫酸铵沉淀中，经 ＳＰ－

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 阳离子交换层析柱，线性洗脱

收集蛋白峰经 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析，重组融合蛋

白主要在 ２１％Ｂ～１００％Ｂ 洗脱样品中，蛋白的相对

·４·
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分子质量为 ４１ ｋＤ，大小与预期相符（图 ５），但纯化

出的重组融合蛋白 ４１ ｋＤ 条带下面紧连着 ３ 条大

小不同的条带，由于重组融合蛋白 Ｎ 端带有 ６×Ｈｉｓ
标签，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析鉴定显示，纯化的重组融

合蛋白能够被抗 Ｈｉｓ 标签的鼠的单克隆抗体识别

（图 ６），表明重组融合蛋白获得正确表达，具有良

好的免疫原性，且四条条带均可发生免疫反应。
３．５　 目的蛋白的纯化 　 取 ＳＰ 阳离子交换层析

柱纯化出的重组融合蛋白，经 （ Ｃｕ２＋ ） － Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 层析柱第二步精纯除杂蛋白，
１５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析显示，重组融合蛋白在洗脱液

Ｂ（４０ ｍｍｏｌ ／ ＬＰＢ、０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪

唑，ｐＨ６．６）中（图 ７）。 重组融合蛋白经 ＳＵＭＯ 蛋白

酶酶切后，通过第三步（Ｃｕ２＋） －Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 层析柱纯化，使目的蛋白和 ＳＵＭＯ 蛋白进

行分离，经 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析（图 ８），目的蛋白

都在流穿液中，成功达到分离目的，获取高纯度的

目的蛋白，蛋白纯度为 ９４．６％，最终获取的目的蛋

白浓度为 ０．５４１ ｍｇ ／ ｍＬ。

１：４５％硫酸铵沉淀；Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；２：流穿；

３：流穿；４：２１％Ｂ～７４％Ｂ 洗脱峰；

５：７５％Ｂ～１００％Ｂ 洗脱峰；６： ０．５ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 洗脱峰；

７：２ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 洗脱峰；８：０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 洗脱峰

１：４５％ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；

２：Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｑｕｉｄ；３：Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｑｕｉｄ；

４：２１％ Ｂ～７４％ Ｂ ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｅａｋ；５：７５％Ｂ～１００％Ｂ ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｅａｋ；

６： ０．５ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｅａｋ；７：２ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｅａｋ；

８：０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ ｅｌｕｔｉｎｇ ｐｅａｋ

图 ５　 ＳＰ 阳离子交换层析柱纯化结果

Ｆｉｇ ５　 ＳＰ ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｃｏｌｕｍｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＳＰ ２１％Ｂ～７４％Ｂ 洗脱样品；
２：ＳＰ ７５％Ｂ～１００％Ｂ 洗脱样品；

３：ＳＰ ２１％Ｂ～７４％Ｂ 洗脱样品免疫印迹；
４：ＳＰ ７５％Ｂ～１００％Ｂ 洗脱样品免疫印迹

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＳＰ ２１％Ｂ ～ ７４％Ｂ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ；
２：ＳＰ ７５％Ｂ～１００％Ｂ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ；

３：ＳＰ ２１％Ｂ～７４％Ｂ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；
４：ＳＰ ７５％Ｂ～１００％Ｂ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

１：ＳＰ 纯化后样品；２：流穿；Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；
３：５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱峰；４：１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱峰；
５：１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱峰；６：０．１ ｍｏＬ ／ Ｌ ＮａＯＨ 洗脱峰

１：ＳＰ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ；２：Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｑｕｉｄ；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；
３：５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｅａｋ；４：１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｅａｋ；
５：１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｅａｋ；６：０．１ ｍｏＬ ／ Ｌ ＮａＯＨ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｅａｋ

图 ７　 （Ｃｕ２＋）金属螯合层析柱纯化结果

Ｆｉｇ ７　 （Ｃｕ２＋） ｍｅｔａｌ ｃｈｅｌａｔｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｃｏｌｕｍｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

３．６　 Ｍ１ 蛋白多抗的制备 　 经聚丙烯酰胺凝胶电

泳，成功分离出 Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）纯品（图 ９），通过

ＢＣＡ 方法测得制备的蛋白浓度为 ０． ２５４ ｍｇ ／ ｍＬ。
Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）纯品免疫昆明小鼠，第 ０、１４、２１、

·５·
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２８ 和 ４２ 天尾部采血分离血清。 根据间接 ＥＬＩＳＡ
法测抗体效价显示，小鼠抗体效价在免疫一周后持

续增长，在免疫第 ４２ 天抗体平均效价达到 ５７ 左

右，且达到最高（图 １０）。

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：纯化的重组融合蛋白；
２－３：ＳＵＭＯ 蛋白酶切后产物；４－５：蛋白纯品

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ；
２－３： ＳＵＭＯ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｃｕｔ ｐｒｏｄｕｃｔ；４－５： Ｐｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ８　 纯化后的目的蛋白

Ｆｉｇ ８　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１－２：聚丙烯酰胺凝胶块中电洗脱 Ｍ１ 蛋白纯品

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１－２：Ｐｕｒｅ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｐａｒｅｄ
ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｅｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｂｌｏｃｋ

图 ９　 纯化的 Ｍ１ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ９　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

３．７　 纯化的目的蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 Ｍ１ 目

的蛋白的相对分子质量为 ２８ ｋＤ，最终纯化的目的

蛋白除了 ２８ ｋＤ 的预期条带外，Ｍ１ 蛋白条带下面

还有 ３ 条条带。 将目的蛋白进行转膜，一抗用 Ｍ１
蛋白（２８ ｋＤ）免疫小鼠制备的抗体，二抗用 ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠抗体，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，４ 条条带

都显色（图 １１），均能被用 Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）免疫小

鼠制备的抗体所识别，从而证明 ２８ ｋＤ 蛋白条带下

图 １０　 不同时期抗 Ｍ１ 蛋白（２８ ｋＤ）的抗体滴度

Ｆｉｇ １０　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

（２８ ｋＤ） ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１－２：制备出的目的蛋白纯品；

３－４：制备出的目的蛋白纯品免疫印迹

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１－２：Ｐｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ；

３－４：Ｐｕｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇ １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

面的 ３ 条条带和 Ｍ１ 目的蛋白性质一样，都为 Ｍ１
目的蛋白，也由此得出，Ｍ１ 目的蛋白在表达的过程

中发生蛋白降解，从而出现 ４ 条条带。
４　 讨论与结论

Ｈ３Ｎ２ 犬流感病毒是一类新近发现能感染犬的

甲型流感病毒。 犬流感病毒在犬间传播迅速，能引

起患犬咳嗽、流涕和发热等呼吸系统疾病。 当今社

会犬作为一种伴侣动物，在现代人类生活中具有特

殊的地位。 由于犬和人及野生动物的亲密接触，给

·６·
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流感病毒的种间传播提供了更多的机会。 因此，犬
携带流感病毒给人类健康、犬养殖业、宠物犬造成

了巨大的威胁。 目前，流感病毒的变异速度非常

快，常规流感疫苗几乎每年都要进行调整，以适应

病毒的抗原漂移和抗原转化，给疫苗的生产制备造

成诸多不便。 世界卫生组织（ＷＨＯ）依据当年全世

界范围流感病毒变化情况来预测并推荐下一年流

感疫苗生产所用组分，预测准确度将会直接影响疫

苗的保护效率，若预测失败将会造成流感爆发流行

的潜在威胁［９］。 美国农业部已批准一种 Ｈ３Ｎ８ 的

犬流感疫苗上市使用，用于犬流感的免疫预防，可
有效降低犬群的整体发病率、病程和引起的肺部损

伤，但尚不能提供 １００％的保护，韩国也已经研制出

Ｈ３Ｎ２ 的犬流感疫苗，但还未被批准上市，两种疫苗

均为灭活疫苗。 现在使用的治疗犬流感病毒的抗

病毒药物有达菲、金刚乙胺和金刚烷胺，并且缺少

患犬流感病犬的临床治疗报道，所以患病犬的用药

剂量需参考人的用药剂量进行治疗，因此，通用型

犬流感抗体药物的研究迫在眉睫［１０］。 Ｍ１ 蛋白在

流感病毒中高度保守，是病毒粒子中最丰富和最保

守的蛋白质，每个病毒粒子的分子数量至少是 ＨＡ
蛋白的两倍，基于保守抗原制备的抗体可以为多种

流感亚型提供广谱保护。
在现有的表达蛋白系统中，原核表达是通过构

建原核重组表达质粒，转化至大肠杆菌中，经 ＩＰＴＧ
诱导表达的蛋白表达系统，是最成熟、最稳定的，具
有容易进行实验操作、时间短、成本低和获取的目

的蛋白表达量高等优点。 而真核表达系统，是通过

构建真核重组表达质粒，转染至细胞中，通过细胞

的胞内表达或者分泌表达目的蛋白，真核表达系统

的加工、修饰体系更完善，目的蛋白能够形成正确

的空间结构，但表达量低，时间周期长以及成本高。
真核表达系统是表达生物活性蛋白及疫苗的理想

选择，而原核表达系统可以提供足够的人工抗原用

于诊断或不需要翻译后修饰的蛋白的结构分

析［１１］。 鉴于实验目的是制备用于筛选抗体的具有

免疫原性纯品抗原，因此本实验选择了原核表达系

统来表达 ＣＩＶ Ｍ１ 蛋白，并取得了满意的结果。

此研究中，成功构建了 Ｍ１ 基因的原核重组表

达质粒 ｐＥＴ－ＳＵＭＯ－Ｍ１，ｐＥＴ－ＳＵＭＯ 表达质粒能够

促进 Ｍ１ 目的蛋白的可溶性表达，且质粒带有 ６×

Ｈｉｓ 标签，使表达的 Ｍ１ 目的蛋白易于用金属螯合

层析柱纯化。 重组融合蛋白预期大小为 ４１ ｋＤ，但
我们纯化出的重组融合蛋白 ４１ ｋＤ 条带下面始终

紧连着 ３ 条大小不同的条带，初步鉴定用 ＨＲＰ 标

记的抗 Ｈｉｓ 标签的鼠的单克隆抗体经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析显示，四条蛋白都显色，说明重组融合蛋白表

达成功且四条带可能都是重组融合蛋白。 纯化的

重组融合蛋白经 ＳＵＭＯ 蛋白酶酶切后，成功将目的

蛋白 Ｍ１ 和融合蛋白分离，纯化出的 Ｍ１ 目的蛋白

２８ ｋＤ 条带下面同样紧连着 ３ 条大小不同的条带，
为了进一步确定这 ３ 条带是否均为目的蛋白，我们

采用自制抗 Ｍ１ 多抗来进行鉴定分析，用预期大小

为 ２８ ｋＤ 的 Ｍ１ 目的蛋白免疫小鼠制备的抗体为一

抗，去孵育 Ｍ１ 目的蛋白 ２８ ｋＤ 条带及下面紧连着

３ 条大小不同的条带，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，四条带

都显色，再次鉴定证明，３ 条大小不同的条带都能和

预期大小为 ２８ ｋＤ 的 Ｍ１ 目的蛋白免疫小鼠制备的

抗体发生免疫反应，也证明 ２８ ｋＤ 蛋白条带及下面

的 ３ 条大小不同条带的蛋白性质一样，都为 Ｍ１ 目

的蛋白，也由此得出，Ｍ１ 目的蛋白在表达的过程中

发生蛋白降解，从而出现 ４ 条目的条带。 抗原 Ｍ１
目的蛋白的成功制备，为下一步制备通用型抗犬流

感病毒抗体奠定了基础。
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