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口蹄疫病毒 PI基因在大肠杆菌中的高效表达及其生物活性的初步分析 
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摘 要 将口蹄疫病毒(FMDV)结构蛋白基因P1的完整 cDNA序列插入原核表达性载体 pGEX—KG中，使 Pl基因与 GST融合， 

获得融合表达质粒 pKG—P1，转化 E．coli BL．(DE3)，经 IPTG诱导，SDS—PADE结果表明GST—P1融合蛋白获得高效表达，Western— 

bl。t检测证实表达的融合蛋白具有免疫学活性，表达产物主要存在于细菌裂解液上清中 进一步采用 GST纯化试剂盒纯化 Pl 

蛋白并作为诊断抗原，建立了P1一ELISA诊断方法，与 FMD间接血凝(1HA)检测方法平行检测 864份血清样品，总的符合率达 

87％ ： 
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Abstract Foot—and—mouth disease virus(FMDV)is the aetiological angent of a highly contagious、 iral disease．The complete 

gene encoding the structural protein of FMDV(P1)was subcloned into expression vector pGEX—KG，resuhing in the fusion ex— 

pression plasmid pKG—PI．After transformed into E．coli BI21(DE3)and induced by IPTG，the results of SDS—PAGE showed 

that the GST—P1 fusion protein was expressed in high leve1．The molecular weight of the fusion protein was l lOkD and the ex— 

pressed products were soluble．Western—blotting was performed to coM'irm that the expressed fusion protein couht specifically re— 

act with antiserum against FMDV．The fusion proteins were further purified by
．
GST purification kit and an indirect ELISA (P1一 

ELISA)based on the purified proteins was developed．Comparison between P1一El ISA and the standard indirect haemagglutinin 

assay showed the two methods had 87 per cent agreement by detecting 864 serum samples，indicating the purified P1 protein was 

specific as the antigen of indirect P1一ELISA． 

Key words foot—and—mouth disease virus(FMDV)，P1 gene，high expression，Biolo~'acting 

口蹄疫 (Foot—and—mouth 

(Foot—and—mouth disease virns． 

disease，FMD)是 由口蹄疫病毒 

FMDV)感染引起的一种急性、烈 

性 、高度接触性传染病 。。 ，主要感染牛、羊、绪等偶蹄动物。 

由于该病不仅对养殖业造成巨大的经济损失 ，而且还对一个 
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国家或地区造成 良n日政i'~83响．因此长期“米该病一直受 

到世界各国的高度重视，联台国粮农组织和国际兽疫局也将 

其列为 A类疾病之茸 ⋯ 

FMDV疆干小 RNA病毒科．口蹄疫病毒属 FMDV由 

衣壳蛋白包裹着一条约 8．5kh的单股正链 RN,q楠成 病毒 

基因组含有一个太n々厅放性凄码框．丹为 L、PI、P2和 P3共 

四个区域．F'NDV的 PI蚩 白是其结掏蛋 ，山 Pl基因编 

码 ⋯，Pl幕圈全医2208个碱幕．编毋700多个十氨基醯． 

依次由 】A【VP4．85十氨基酸)、【B c vP2 21 B个瓤摹酸)，l c 

(PV3．220十氨基酸1和 l 1)(YP]．213个氨基酸1 4种蛋白蛆 

成 ．1 B、I C l D位干 衣壳 表面 ，4种结构 多肚都 具有免疫 

原性 Pl编码区袅定着病毒的抗蠓性和血清型．是研究舒 

于流行病学、毒株演化戈系和基西 程症曲的基础 同时 

是研究口蹄疫基因工程硷i(14方法的 硎{ 

由于针对口蹄症的检测打法主要是建立 -生病毒罐础 

上的，姐补件站 台实骑 中 手̈实验“盟酶联 免疫吸附宴骑 

(E1 ISA)Il’，存在 一定柏安全隐患．而当前叉米见有关片J口 

蹄疫结构基幽的表达产物建立检测方法的报道 率研究中 

在夫腼杆菌tI·襄达了完整的 P1井在茈基础上建立T EL[SA 

方法．不仅具有讯好特异胜，而且安全、可靠 为Ll辩瞧血清 

学橙羽j提供了 -项宜垒而有救新的技术．井 为夸岳Pl砸单 

位苗接苗的研制提供 r基础．过对I]蹄疫的髓删 j防治都有 

着重要的意 义 

1 材料和方法 

1．1 质粒与菌株 

含 FMDVlo型j I】l全基因的质粒 【)MD—P1 由奉辛柑建 

和保俘 GST融台表达裁体 l}GEX．KG E L c1)11~ 1和 BL 

(I)E3 ，均由本室保存 

1．2 主要试剂 

限制酶购白大谴宝牛物0司．膝回收试制盒蛐白E海半 

物1 程有限公司，GST融台蛋白纯化试剂 胸 Amerstm． 

牛物技术登州rINut：274574．011，IPTG蚺f美旧 Sigma公口=l 

其占试莉为进u或周产 分析纯试例 

1．3 表选载体 pGEX-PI的构建 

II和 从 1酶叼舍完謦 Pl基因的质粒 pMI}一PI， 牧 

K约2．2kb的 P_基 片段．特 。 舞 Born rIl和 f晦I 

的原核 表达裁 泮 pGEX—KG畦接．连 接产物 转 化 n 

】̈ J，重组转 化 予经碱裂 解法小 量制 薪质粗，舒 别用 

BamH l和 l酶四箍定．炯性重组子命名句l·K【 一Pl 

1 4 FMD％~PI的表达 

分别将 f 一PI强窄戟体 1)GEX—KG转化 11121fI)E3l，桃 

墩单茼落于 1．13被『丰培养坫巾 37℃摇．宋培养 I4}，．然后以 I： 

100稀释睡转接种刮20Oml LBf1誊悻培养 ，在37℃继续培养 

3l1_加^ IPrG至终浓度为 1 0Ⅲm·)I儿．诱导±}}养，旨37 再培 

养 ，先取 l，墙芥物离心弃 l 请．刑5Ih『I PllS悬浮、再加 

^等伴积的 j．样蠼 1，被．煮沸 10m_I1l按常 h法进行 10％ 

SDS-I AGE电沫 l考 斯亮篙 R250染色分析 收集剩余 

导后的前穰的菌悻并用等体积 PBS蔼悬，超占渡裂解．离心 

后分别啦集上清波和沉淀．沉淀再用等体积的PBS重悬c从 

收集的上清和重悬的缸淀巾并取J】【1凡等件襁的上样缓}巾植． 

煮韩 10 i_1．进行 SI}S—PAGE电淋倚洲 通过凝瞍薄层扫描测 

定听表过『l勺融台 白的量 

1．5 Western印迹分 析 

将SDS—P,qGE凝啦电非的置n带通过半干法转移至硝 

酸纤维腻上．州含 0 5％BSA的 TSB。1封『可2h．“帑抗 FMDV 

高免血清为一抗．IIRP际 的抗稽1 匀二抗，DAB显色 

1．6 融台蛋白的纯化 

将诱导表达 n々菌悼经趔 谴破酵，离心取 上清，Ⅲ各胱 

H肽4B (AÏ Bi Ll 274574一Ol 纯化PI蛋E1．具体操作步骤 

按纯化 剂盘说l 9 J{5进行 

I．7 融合蛋 白的 ELISA方法建立 

将纯化后的蛋向包被酶怖饭，方 漪定确定蛙佳抗原包 

被浓度 驭玮准⋯悱血清 标准f1"3 p J 清静 20协及大量 

的『【【L清样率连f ElISA椅删．并 I"MDM拄皿凝抑制检删 

斤垃世}f}七较 

2 结果 

2．I 原棱表达质粒 pKG—PI的构建与鉴定 

完整的 Pl堇 从 pN1)_PI经 Bgi l_+灿 1孵 研 _uj收 ． 

将 收 ’物琏接到缝 1_I l+ l酶 的裁悼 G̈EX—KG 

l ．这样经川尾酶{ 连 消掉 r载1丰l n勺Barn¨I f ． PI 

址幽中删们_行 Bat,：H J忙点．即上游插 ^1々点约 1 Okh，距 F 

罅 如 l位点 约 I．2kt m rL觅隆 1 [}{BarnH l酶 研．出现 

约 7．0kt，的谐．川 Bo re rH l+ I“酶∞出现约 J 2kb的带 

和5 Ski，ff：；4t}，均 台 期帕大小【I剞1)．涯实丧这质粒掏建 

上[碡 

I 赢 pKG．1II的懈功鉴定 

Fig I 1t I rlt ti~,n rIl !l r l̂ ⋯ I pla~．,id pKG PI 

5(XX)：2：pKt-rPI， f H l：3：pKI r-Iq， 邮 l̈ I+Yh 

2．2 PI在大肠杆菌中的表达 

禽有完整n l，MDV PI 如 皇l_i质牝 pKI；PI和卒门 

载体质托 pC-EX—KGlal 转化 1~121ii)E3)．培养、诱导、收牡干̈ 

裂解后，置 10'Yt SDS—PAGE电淋 愤删．pGEX K( 28kD的 
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地方出现特异性 GST表选带．而 pKG~FI袁述菌在约 】10k1) 

的地方出现一条特异悱的带， 缫劫的大小棚符c图 2)。经 

凝腔薄层扫描丹析．P1与GST融 台蛋白占细菌总蛋 璧的 

43％ 将诱导表选『内莆体经超声敞破碎后，分别收集 清和 

沉淀井进行SDS-PAGE性删．发现表达的融台蛋白主要征上 

清中；丽抒c淀中的量，瞳少．表明pKC-P] =大脑扦菌中的表达 

产物主要以可融性蛋白形式存在 = 

图2 质粒 pKG．P1在大肠扦菌中fI=J表达 纯忆 

Fig 2 E~pn：s~iun amf plrnfic~nm of pKG PI in E “ 

1：l I etuLion Ir lm0n h 4B一 l】ha∞ ： 

2 Supernst~t of the I)~Le l pKG IIl： 

3：pKf~-P L；4 pr；EX—KG：5：p~tein masker 

2．3 表达产物免疫学活性检测殛融合蛋白的纯化 

刘 IPI'G诱导f 表达产物进行 w m 箍定．精果"KG-PI 

枉约 l10kD特异性的蛋 能 j绪抗 FMDV高免J0【清发乍特 

异性厦应．出现很浓的m陛带．，f『i x寸肼 EX．KG卸J为刚性 

(圈3)．表明表达的融 量向具有 照奸的反应原 裂解液 

的 L清谷眦 时肚 4ll佳纯化的蛋白洗脱后．经 SD~PAGE谴 

删．发现只在约 llOkD她出现一条特异性的带． 凹收的 

较低(I虱2)．20Oral的表逃菌体经陵过程纯化后回收得到的 

蛋 白约 -5Ot*g 

蹦3 n 袁选产物的Wcs b̈ 鉴定 

Fig 3 Western-I．1m analysis of E co／i expre~ion Dn u cI PI 

l p~,lein m ： 

2 PcEX KG：2’：pGEX⋯KG I⋯ bIm am~lysts： 

3：pKG—PI：3’： K{：一P L w n—ḧ 日】I sIs 

2．4 EI ISA 检测 

将纯化的表连产物包被酶标板．方阵滴定确箍佳定抗原 

包设俄鹰为4．15"g／ml 检测标准的阴，_阳性血清各2q)份． 

OD≥0 4_为I驷性 ．与兰州兽医研究所标准 问接血凝检测试 

角l盒相比．其阳性与阴性的符合率都选到 r 100％ 进一步 

计864份m清样品进行＆删，检洲结果 表 1 

儿袅中结果可 看出． j标准的IlIA检测方法相比．其 

l刈性符 率达 89％，其阴性 符合率达 86％，总的符合率述 

87％，造说叫纯化后的 P】蛋白作为诊断抗原，具宵较高的特 

异性和反应活性= 但 PI—ELISA的幢恻疗法迁盲待进一步完 

善、 要是 PI—EUSA在梳测阳性样品时的敏感性需要进一 

步提离 

表 - PI．ELL~A和 mA植 测 864血清样品结果 

TaMe l The r删 lb or Pl—ELIsA and lHA 

results or 864 9目 铷 n 

1‘ m m ⋯  — s m I'⋯ ⋯ h I州 邮 m PI-F1J 1d lH  ̂

3 讨论 

Miguel A等 。报道了堵水施病的 P J 园在原桉表达戴 

悼中的高技表达 ．发现 肄宵很奸抗 和免硅『乔性 奉研 

究· 找们在麒杖表达系统中尝醴表选 FMI)V的 PI蚩自．结 

果在叫Pl小 住 E．~'oli iI 得y-0 r高烛表达 析且经过 West一 

,~FI1-hlⅢ{=盘删，发现 PI表达产物只有很奸的免疫学活性．进 

一 步聃 获选产物经超声波破碎处理 s-PA．GE谴删发理融 

台蛋r]的表丛产物大部什在细苗裂瞬植的上清坚。这为 PI 

蛋白的纯化挺供丁方便， ，得到的纯化的 PI蛋白为 FMD 

的琏 臆葡疫苗研剞的可行性提供了基础 ． 

1I蹄疫的检删方法除 r直接榆训病毒和丹子生物学诊 

断外 ．还肯血渍学砬测 法．知：补怍结合宴骏 ．中和实骑，以 

占乏酶联免疫吸附实验t ELISA J 等 U前针 计Li蹄症的检 

2jl!I方法主要足JuJ接血凝和 病毒的 E1 ISA方法．而这两种疗 

法都足建市在垒病毒的 础 L的．存庄 定的安全隐患 本 

研究中经基因工程 法得到的抗啄建 莅的 PI—EL1SA方法． 

仪不存在安牟隐患的 题．而且县右讯蚶特异性． 

因此，PI蛋自的纯化． 今后 Pl蛋白成为抗原制备疫 

苗奠定了 变的基础；纯化的 Pl蛋白作为渗断抗原建饿的 

EIJSA方法，为 Dv的椅测提 供 J 一 个很好的方法；对 

FMD的防治和控制有着重璺的意殳 

当然．尽管 Pj蛋白 E．棚 中的表述量很离．但纯化蛋 

白的过程繁琐，l口1收卓低，回收的经济成率高；件 目建 立的 

PI ELISA方培与标准的 IHA方法相比．其阳性率偏低．冈此 

有必要进 一步完善域方法 而且 在保旺表选蛋门f}勺抗原性 

的前提下．探讨一种更简单、廉价的表达系统是必要的 
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