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采用狂犬病毒 Ｇ基因原核表达的
间接 ＥＬＩＳＡ方法
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（１．济源市动物卫生监督所，河南 济源 ４５９０００；
２．洛阳市动物疫病预防控制中心，河南 洛阳 ４７１００２）

摘要：为获得狂犬病毒Ｇ基因并在大肠杆菌中进行表达，进而初步建立用于评价狂犬疫苗免疫效果
的方法，根据狂犬病病毒ＲＶ（ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ）ＥＲＡ株Ｇ基因序列设计引物，从病毒中提取出ＲＮＡ，经逆
转录并扩增得到ＲＶＧ基因；将该基因片段定向克隆到原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）中，构建重组质粒
ＰＥＴＲＶＧ并转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｇｏｌｄ中，经ＩＰＴＧ诱导表达并确定表达的最佳条件；Ｎｉ亲和
层析柱纯化获得重组Ｇ蛋白，并以Ｇ蛋白为抗原建立检测狂犬病毒抗体的间接ＥＬＩＳＡ方法．检测结
果表明，经灰度分析纯化后纯度可达９６％．
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０　引言

近年来，由于养犬增多，狂犬病发病和致死人

数不断上升，犬只注射狂犬疫苗后能否产生保护性

抗体的问题越来越受到人们重视［１］．病毒中和试验
是目前检测狂犬病病毒中和抗体水平最客观的方

法，小鼠血清中和试验（ＳＮＴ）和快速免疫荧光抑制
试验（ＲＦＦＩＴ）虽然能够定量检测狂犬病毒中和抗体
的水平，但试验较为复杂，无法在基层普及应用．因
此，建立可应用于基层的快速、准确、实用的狂犬病

疫苗效力检测方法具有重要意义．
由Ｇ基因编码的糖蛋白是狂犬病毒的主要保

护性抗原，能刺激机体产生中和抗体，有助于机体

抵抗病毒的感染［２］，世界卫生组织（ＷＨＯ）将 Ｇ蛋
白抗体水平的检测列为疫苗效力检测的参考法，希

望最终能够用体外测量抗体的方法替代当前检测

疫苗效力的方法．因此，本文拟借鉴 ＷＨＯ的方法，
对ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ（ＲＶ）ＥＲＡ株 Ｇ基因进行全基因克
隆，并在大肠杆菌中进行表达，以期在此基础上初

步建立检测动物血清中ＲＶ中和抗体的间接酶联免
疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法，为评价疫苗免疫效果提
供技术支持．

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

材料：１００份血清由偃师市动物疫病预防控制
中心提供，其中８０份为２０１３年１—６月份在该处使
用ＥＲＡ兽用狂犬病冻干疫苗完成免疫后采集的血
清，另外 ２０份为未免疫犬血清；大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）ｇｏｌｄ和ｐＥＴ２８ａ（＋）由本实验室保存．

ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 Ｐｒｏｍｇａ公司；ＲＮａｓｅ，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶，ｄＮＴＰ，ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切
酶等购自上海生工生物工程有限公司；ＲＮＡ抽提试
剂盒，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自北京天根生化科技
有限公司；ＨＲＰ标记的鼠抗犬 ＩｇＧ由本实验室
保存．

根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＲＶＥＲＡ株狂犬病毒基
因序列［３］，用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件分析设计引物并送华大
基因合成：上游引物５′ＡＣＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＡＡ
ＧＣＴＣＴＴＴ－３；下游引物 ５′ＡＣＡＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＡＧＴ
ＴＣＡＧＴＣＡＣＡＣＣ－３．

仪器：ＡＢＩＶｅｒｉｔｉ梯度 ＰＣＲ仪，美国 ＡＢＩ公司
产；ＵＶＩＫＯＮ９２３紫外分光光度计，意大利 ＢｉｏＴｅｋ

公司产；ＤＨＺ大容量恒温摇床，江苏太仓市实验设
备厂产；ＡＫＴＡｐｒｉｍｅＰｌｕｓ蛋白纯化仪，美国通用公司
产；ＭＫＩＩ酶标仪，美国热电公司产．
１．２　方法
１．２．１　病毒 ＲＮＡ提取　参照分子克隆实验指南
中的异硫氰酸胍—酚—氯仿抽提分离 ＲＮＡ的方
法［５］，从狂犬病犬脑组织中提取ＲＮＡ．
１．２．２　Ｇ基因 ＲＴＰＣＲ扩增、载体构建与序列分
析　ＲＴＰＣＲ扩增目的基因，反转录条件为４２℃，
６０ｍｉｎ．扩增条件为９５℃热变性１０ｍｉｎ，按９４℃变
性４５ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ进行３５个循
环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．产物用１．０％琼脂糖凝
胶电泳分析，回收目的 ＤＮＡ片段，分别用 ＢａｍＨＩ
和ＨｉｎｄⅢ双酶切回收片段和 ｐＥＴ２８ａ（＋），回收的
目的基因片段和载体大片段用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１５℃
连接过夜，连接产物转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｇｏｌｄ，用 Ｋａｎ
抗生素（终浓度为３０μｇ／ｍＬ）ＬＢ琼脂平板筛选，经
酶切鉴定命名为 ＰＥＴＲＶＧ，送上海生工公司进行
测序．
１．２．３　Ｇ基因的表达、纯化及鉴定　将重组表达
菌ＰＥＴＲＶＧ按１１０００接种，３０℃培养过夜，再加
入等体积培养基，于３０℃振荡培养１ｈ加入 ＩＰＴＧ，
使终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃下进行诱导表达，并
分别在２ｈ，３ｈ，４ｈ时取１ｍＬ菌液煮沸裂解进行
ＳＤＳＰＡＧＥ分析．表达产物电泳后，转膜、封闭，然后
用犬抗ＲＶ多抗为一抗、ＨＲＰ标记的鼠抗犬 ＩｇＧ为
二抗进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析［５］．

按照最佳表达条件表达１Ｌ，先用 Ｎｉ亲和层析
柱进行初步纯化，再用ＤＥＡＥ介质对其纯化，最后再
用Ｎｉ亲和层析柱纯化．
１．２．４　以重组Ｇ蛋白为抗原建立检测 ＲＶ抗体的
间接ＥＬＩＳＡ方法　操作步骤按 Ｆ．Ｃｌｉｑｕｅｔ等［７－８］建

立的方法进行，用０．０５ｍｏｌ／ＬＣＢ（ｐＨ＝９．６）对Ｇ蛋
白进行稀释，按１００μＬ／孔于酶免微孔板中加样，同
时用含１％ ＢＳＡ，ｐＨ＝７．４的 ＰＢＳＴ稀释 ＨＲＰ标记
的鼠抗犬 ＩｇＧ酶标物，进行棋盘交叉试验，以 Ｐ／Ｎ
值最大者为最适条件．对１００份犬血清进行检测．

２　结果与讨论
２．１　ＰＣＲ扩增产物的鉴定

ＲＶＧ基因片段的 ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶
电泳结果见图 １．由图 １可见，在相对分子质量
１５７５ｂｐ处有１条目的条带，与预期大小相符，扩增
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产物经测序证明是正确的．
２．２　目的蛋白的诱导表达

阳性菌株在３０℃，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ条件下诱
导４ｈ后ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析结果见图２．由图２可
见，上清中表达量较高．纯化产物经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
后转移至ＮＣ膜上进行免疫学反应，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测结果见图３．由图３可见，在５９ＫＤ处出现了１
条特异性条带．这表明，所纯化的蛋白产物能被狂
犬阳性血清所识别，具有免疫学活性．

１和２表示ＰＣＲ扩增产物；３表示ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

图１　ＲＶＧ基因片段的 ＰＣＲ扩增产物
经琼脂糖凝胶电泳结果

１表示诱导２ｈ；２表示诱导３ｈ；
３表示诱导４ｈ；４表示Ｍａｒｋｅｒ

图２　目的蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果（１２％）

２．３　表达产物纯化
诱导表达产物经过Ｎｉ亲和纯化、ＤＥＡＥ离子交

换、再 Ｎｉ亲和纯化的组合纯化后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
分析结果见图４．由图４可以清晰地看出在分子量
约５９ＫＤ处有明显的目的蛋白条带，表达产物主要
以上清表达，纯度可达９６％．
２．４　间接ＥＬＩＳＡ条件的确定

采用间接ＥＬＩＳＡ方法，在不同酶标抗体稀释浓
度下检测狂犬病毒抗体的结果见表１．

间接ＥＬＩＳＡ检测结果显示，当酶标抗体的稀释
倍数为６０００倍时，阳性血清的检测ＯＤ值在２．０左
右，阴性ＯＤ值为０．０２３，故最佳ＥＬＩＳＡ酶标二抗稀

１表示诱导２ｈ；２表示诱导３ｈ；３表示诱导４ｈ

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果

Ｍ表示蛋白质相对分子量标准；１表示纯化前
破菌上清；２表示Ｎｉ柱第１次纯化后；３表示
ＤＥＡＥ柱纯化后；４表示Ｎｉ柱第２次纯化后

图４　蛋白纯化结果
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表１　不同酶标抗体稀释浓度下狂犬病毒抗体的间接ＥＬＩＳＡ检测结果

抗原包被稀释
度／（μｇ·ｍＬ－１）

酶标抗体稀释浓度

１／１０００ １／２０００ １／４０００ １／６０００ １／８０００ １／１００００
阴性ＯＤ值

０．２５ １．９４５ １．９０４ １．８３４ １．７２７ １．７５１ １．３３９ ０．０２４
０．５０ １．９５３ １．９６８ ２．０１１ ２．２５１ ２．０３４ １．８７６ ０．０２３
０．７５ １．９４６ １．９５４ １．９７１ ２．０３４ １．９７ １．８３３ ０．０４４
１．００ １．８３４ １．８６１ １．９０３ １．９６４ １．８３３ １．７６４ ０．０６５
１．５０ ２．０４５ ２．０７７ ２．０４６ ２．０６７ １．９１２ １．９０６ ０．０８５
２．００ ２．１１１ ２．１２１ ２．２５７ ２．２０３ ２．２１７ ２．１４６ ０．１４１

释倍数为６０００倍．由表１可见，当 ＣＡ１９９抗原包
被稀释度为０．５０μｇ／ｍＬ，酶标二抗的稀释倍数为
６０００倍时，Ｐ／Ｎ比最高，故 ＥＬＩＳＡ最佳抗原包被量
为 ０．５μｇ／ｍＬ．
２．５　１００份临床血清检测结果

采用本方法和市售试剂盒对１００份血清样品的
检测结果对比见表２．

表２　１００份血清样品的检测结果

检测
份数

血清来源
市售
试剂盒

本
方法

７１ ８０份免疫过的犬血清中的７１份 ＋ ＋
２６ ２０份未免疫和６份免疫过的犬血清 － －
０ － ＋
３ ８０份免疫过的犬血清中的３份 ＋ －

　注：＋，阳性结果；－，阴性结果．

由于血清抗体达到保护水平时中和抗体效价

为０．５ＩＵ／ｍＬ，笔者采用的商品化狂犬病毒抗体检
测试剂盒在血清中抗体滴度 ＜０．０６ＥＵ／ｍＬ检测为
阴性；血清中抗体滴度≥０．０６ＥＵ／ｍＬ检测为阳性．
由表２可知，本研究建立 ＥＬＩＳＡ方法和市售试剂盒
同时检测了１００份血清标本，２种方法的检测符合
率约为９７％．

狂犬病毒糖蛋白Ｇ在病毒外膜上形成突起，是
狂犬病毒识别宿主细胞的主要结构，也是诱导产生

中和抗体的主要成分［９］．成熟的狂犬病毒糖蛋白具
有膜外区，穿膜区及膜内区，其中膜外区是决定狂

犬病毒抗原特性和生物学特性的重要部分．病毒间
的差异同样表现在与病毒 ＧＰ抗体的特异反应
中［１０］．扈荣良等［１１］研究表明一些狂犬病街毒在 ＧＰ
抗原结构上与疫苗株有明显不同，疫苗免疫的失败

和疫苗株与街毒之间抗原差异的程度有关．因此，
本研究通过基因工程的方法扩增出糖蛋白全基因，

试图通过全长表达降低抗原差异造成的漏检．采用
侯丹丹等［１２］建立的优化方法，利用大肠杆菌表达的

重组糖蛋白作为包被抗原，根据电泳结果采用灰度

分析显示，纯度达到９６％．用其制备的 ＥＬＩＳＡ检测
试剂，与商品化试剂阴性检测符合率１００％，证明狂
犬糖蛋白全长的原核表达不会产生非特异性反应

造成假阳性．
对照试剂盒采用了真核表达的狂犬病毒糖蛋

白Ｇ作为包被，从试验结果也看出，本试验方法和
商品化试剂在免疫后动物狂犬中和抗体检测结果

上３份有差异，本试剂未检出，可能是因为原核表达
不能进行有效糖基化，使某些糖基化位点产生的中

和抗体漏检．因此，在进一步研究中考虑采用酵母
表达狂犬病毒糖蛋白 Ｇ，比较糖基化对中和抗体检
测的影响，同时利用中和试验对３份有争议血清进
行金标准确证明．

３　结论
本研究运用基因工程的方法扩增出糖蛋白全

基因，将该基因片段定向克隆到原核表达载体

ｐＥＴ２８ａ（＋）并转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｇｏｌｄ中，
经ＩＰＴＧ诱导表达后用 Ｎｉ亲和层析柱纯化，获得重
组Ｇ蛋白．根据电泳结果经灰度分析，结果显示，其
纯度达到９６％．以Ｇ蛋白为抗原建立检测狂犬病毒
抗体的间接ＥＬＩＳＡ方法，检测了１００份血清标本，在
血清中抗体滴度≥０．０６ＥＵ／ｍＬ时，可检测为阳性
的商品化试剂总符合率约为９７％，其中阴性符合率
１００％，不易产生假阳性，可用于评价狂犬疫苗免疫
效果．
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