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　 　 摘要:　 本研究克隆了羊口疮病毒安徽分离株的 Ｆ１Ｌ 基因ꎬ融合 Ｆｅ 蛋白编码基因后ꎬ插入载体 ｐＥＴ￣３２ａ 中ꎬ构
建了重组质粒 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅꎮ 将 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ用 ＩＰＴＧ 诱导表达重组蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅꎮ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析结果显示ꎬ羊口疮病毒 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 基因在 ＢＬ２１(ＤＥ３)获得了正确表达ꎮ 将大量表达的 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白进行纯

化ꎬ然后免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 鼠ꎬ制备了抗 Ｆ１Ｌ 蛋白的多克隆抗体ꎮ 最后ꎬ以制备的多克隆抗体对 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 融合蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测和分析ꎬ结果表明 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白能与制备的多克隆抗体发生特异性反应ꎬ具有良好的反应原性ꎮ 本

研究结果为进一步研发羊口疮病毒亚单位疫苗提供了物质基础ꎮ
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Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＢＬ２１
(ＤＥ３). Ｔｈｅｎ ｔｈｅ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ. Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ
Ｆ１Ｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＢＡＬＢ / ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅａｃｔｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｒｅａｃｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ. Ｉｎ ａ ｗｏｒｄꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ＯＲＦＶ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ(ＯＲＦＶ)ꎻ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 羊口疮 ( ＯＲＦ)ꎬ即羊传染性脓疱 ( Ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ
ｓｅｃｔｈｙｍａ)ꎬ是一种主要在病畜鼻孔、嘴唇处出现脓

疱以及丘疹等病症的流行病ꎬ该病主要感染１~ ３ 月

龄的羔羊[１￣２]ꎮ 中国养羊地域均出现过该病ꎬ并且发

病率呈显著的上升趋向ꎬ危害着中国养羊业的发展ꎬ
严重阻碍了中国畜牧业的持续发展[３￣６]ꎮ

羊口疮病毒(ＯＲＦ ｖｉｒｕｓꎬ ＯＲＦＶ) 为线性双链

０３１



ＤＮＡ 病毒ꎬ属痘病毒科副痘病毒属ꎬ基因组大小约

１３４ ｋｂ[７]ꎮ 其中 ＯＲＦＶ ０５９ 基因编码 Ｆ１Ｌ 蛋白ꎬＦ１Ｌ
蛋白作为羊口疮的主要免疫原蛋白ꎬ能激发机体产生

免疫反应ꎬ诱发宿主产生中和抗体[８]ꎮ 因此ꎬＦ１Ｌ 蛋

白可以作为研发羊口疮新型疫苗的免疫原蛋白之一ꎮ
在疫苗开发方面ꎬＦｅ 蛋白作为普遍存在于生物

界的铁贮藏蛋白ꎬ有自组装形成纳米颗粒的功能ꎬ主
要技术体现在铁蛋白纳米笼的高度对称和自组装

性ꎬ形成了一个有效的抗原递送系统ꎬ广泛应用于疫

苗、药物研发等行业ꎮ 在已开发研究的疫苗中ꎬ铁蛋

白作为抗原的理想载体ꎬ已成功将来自 ＨＩＶ￣１ 病毒

的 Ｔａｔ 蛋白和流感病毒的血凝素蛋白分别与幽门螺

旋杆菌的铁蛋白融合形成纳米笼ꎬ激起体液反应并

诱导产生中和抗体ꎬ成功地开发了能够有效针对这

些病原体的疫苗[９]ꎮ
本研究即在选择 ＯＲＦＶ Ｆ１Ｌ 为靶基因ꎬ去除其

跨膜区后ꎬ与铁蛋白基因融合ꎬ构建重组质粒 ｐＥＴ￣
Ｆ１Ｌ￣Ｆｅꎬ然后转化感受态细胞 ＢＬ２１(ＤＥ３)表达重组

融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅꎬ并制备抗 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 重组蛋白的多

克隆抗体ꎬ以便为研发 ＯＲＦＶ 亚单位疫苗提供物质

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 病毒、细胞和菌株　 羊口疮病毒株及其阳性血

清、载体 ｐＥＴ￣３２ａ 均由本实验室储藏ꎻ ＤＨ５α 和 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞均来自 ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 ＬＡ Ｔａｑ 聚合酶购自 ＴａＫａＲａ(大
连)公司ꎬｐＭＤ１９Ｔ 载体、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接酶、 ＥｃｏＲ Ⅰ
和 ＥｃｏＲ Ｖ 限制性内切酶购自 ＮＥＢ(北京)公司ꎬ质
粒小提试剂盒来自美国 ＡＸＹＧＥＮ 公司ꎬ胶回收试剂

盒来自 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎬ兔抗羊 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 来自

ＣＷ Ｂｉｏ 公司ꎬＥＣＬ 化学发光试剂盒来自美国 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏ 公司ꎬ其余试剂均为分析纯ꎮ
１.１.３　 试验动物　 ５ 周龄的 ＢＡＬＢ / ｃ 健康雌鼠来自

上海杰思捷实验动物有限公司[许可证号码:ＳＣＸＸ
(沪)２０１８－０００４]ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 重组质粒 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 的构建 　 据 ＧｅｎＢａｎｋ
上已发表的 ＯＲＦＶ Ｆ１Ｌ 基因序列ꎬ去除其跨膜区

(ＴＭＨ)设计用于扩增 Ｆ１Ｌ 截短基因的 ＰＣＲ 引物ꎬ
扩增片段大小为 ８７３ ｂｐꎮ 并设计融合 ＰＣＲ 引物通

过 ｌｉｎｋｅｒ 蛋白(ＳＧＧ)将 Ｆ１Ｌ 与 Ｆｅ 连接起来ꎬ上下游

引物两端分别添加酶切位点 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ⅴꎮ 引

物(由上海擎科公司合成)序列见表 １ꎮ

表 １　 构建重组质粒 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ

引物名称　 　 　 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 　

Ｆ１Ｌ Ｆ ＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＣ

Ｆ１Ｌ Ｒ ＣＡＣＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＡＣＣＡＧ

Ｆ１Ｌ￣Ｆ(ＴＭＨ) ＧＣＣＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＴＣＡ

Ｆ１Ｌ￣Ｒ(ＴＭＨ) ＧＡＣＣＡＧＣＡＧＣＣＣＧＧＣＣＣＡＣＧＴＧＧＣＧＡＧＣＡＧＣ

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｆ１(ＥｃｏＲ Ｖ) ＧＣＧＡＴＡＴＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＣ

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｒ１(ＥｃｏＲⅠ) ＧＣＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＣＴＣＴＴＧＣＧＧＧＡＣＴＴＧＧＣＧＡＴ

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｆ２ ＧＧＧＣＴＧＣＴＧＧＴＣＡＣＧＧＣＣＡＴＣＧＴＧＴＣＣＧＧＴＧ￣
ＧＣＧＡＣＡＴＣＡＴＣＡＡＧＣＴＧ

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｒ２ ＣＡＧＣＴＴＧＡＴＧＡＴＧＴＣＧＣＣＡＣＣＧＧＡＣＡＣＧＡＴＧ￣
ＧＣＣＧＴＧＡＣＣＡＧＣＡＧＣＣＣ

　 　 先以 ＯＲＦＶ 基因组为模板以 Ｆ１Ｌ Ｆ / Ｆ１Ｌ Ｒ 为引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ胶回收后连接 ＰＭＤ￣１９Ｔꎬ转化后

获得 ＰＭＤ￣１９Ｔ￣Ｆ１Ｌꎬ然后将上述重组质粒以引物

Ｆ１Ｌ (ＴＭＨ)￣Ｆ / Ｆ１Ｌ Ｒ(ＴＭＨ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ胶回

收后加 ＤＭＴ(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ 对苯二甲酸二

甲酯)转化 ＤＨ５α 后ꎬ挑取单克隆进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ鉴
定正确后分别以 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｆ１ (ＥｃｏＲ Ｖ) / Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｒ２
(ＥｃｏＲ Ｖ)为引物扩增 Ｆ１Ｌ(ＴＭＨ)ꎬ以 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｆ２ /
Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｒ１ (ＥｃｏＲⅠ)为引物扩增 Ｆｅ 蛋白ꎬ胶回收后

进行融合 ＰＣＲꎬ第一次反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ２０ ｓ、７２ ℃ ９０ ｓ ꎬ１０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５
ｍｉｎꎬ 第一次反应结束后ꎬ取出 ＰＣＲ 管加入引物

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｆ１ (ＥｃｏＲ Ｖ)、Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ Ｒ１ (ＥｃｏＲⅠ)ꎮ 第二

次反应条件为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ２０ ｓ、５６ ℃
２０ ｓ、７２ ℃ ４０ ｓꎬ１０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 待反

应结束后ꎬ胶回收 ＰＣＲ 产物ꎮ 用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ⅴ
双酶切后胶回收ꎬ然后与经 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ⅴ双酶

切的 ｐＥＴ￣３２ａ 载体连接ꎬ并转化 ＤＨ５αꎬ于含 ＡＭＰ
(氨苄青霉素ꎬＡｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ)的 ＬＢ 平板 ３７ ℃ 培养ꎮ
次日挑单克隆并进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 鉴定正确后进行

ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ⅴ双酶切鉴定ꎬ将双酶切验证准确

的质粒送桑尼(上海)公司测序ꎮ
１.２.２　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的诱导表达及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

　 将 质 粒 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 转 化 感 受 态 细 胞 ＢＬ２１
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(ＤＥ３)ꎬ挑取单克隆于含 ＡＭＰ 的 ＬＢ 培养液中ꎬ３７
℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养ꎮ ＯＤ６００ 值为 ０.６~ ０ ８ 时ꎬ加 １
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ(异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷)ꎬ分别

以 １６ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ诱导过夜ꎬ ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ诱导

５ ｈꎬ取菌液ꎬ经１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ
加 ＰＢＳ 重悬ꎬ与蛋白质上样缓冲液混匀ꎬ９５ ℃ １０
ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ￣ ＰＡＧＥ 电泳分析ꎮ
１.２.３　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的可溶性分析及纯化 　 取 ３ ｍｌ
菌液到 ３００ ｍｌ 的含 ＡＭＰ 的 ＬＢ 培养液中ꎬ加入终浓

度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ诱导 ５ ｈꎬ将
已诱导的菌液 ４ ℃ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清

液ꎬ加入 ３０ ｍｌ ＰＢＳ 吹打混匀沉淀ꎬ离心ꎬ重复上述

步骤 ３ 次ꎮ 最后向沉淀加入 １０ ｍｌ ＰＢＳ 后超声裂

解ꎬ最后 ４ ℃ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳分析沉淀和上清液ꎮ 结果证明 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 重组蛋白

主要以包涵体的形式存在ꎬ收集沉淀ꎬ分别加 ２
ｍｏｌ / Ｌ、４ ｍｏｌ / Ｌ尿素洗涤沉淀ꎬ离心取沉淀ꎬ用 ４ ｍｌ ８
ｍｏｌ / Ｌ尿素溶解沉淀ꎬ离心ꎬ将上清液放于透析袋中

透析复性ꎬ获得目的重组蛋白ꎮ
１.２.４　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的透射电镜观察　 取重组融合

蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ４ ℃ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取 ２０
μｌ 上清液滴于封口膜ꎬ铜网吸附３~５ ｍｉｎꎬ以 １０ ｇ / Ｌ
磷钨酸(ｐＨ ６.８~ ７ ４)负染 １ ｍｉｎꎬ透射电镜(ＴＥＭ)
下观察并拍照ꎮ

１.２.５　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定　 将 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ
蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ半干转法转移至硝酸纤

维素滤膜(ＣＮ)上ꎬ使用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室

温封闭 ２ ｈꎮ 加 ＯＲＦＶ 阳性血清为一抗ꎬ４ ℃孵育 １２
ｈꎬＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎮ 加兔抗羊 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 为二抗ꎬ３７
℃孵育 １ ｈꎬ清洗后 ＥＣＬ 显色观察ꎮ
１.２.６　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的鼠源多克隆抗体的制备与鉴

定　 将融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 与弗氏完全佐剂等比例混

合ꎬ乳化完全后免疫 ５ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 雌鼠ꎬ 每只 ５０
μｇ 皮下注射ꎬ７ ｄ 后进行第二次免疫ꎬ将融合蛋白

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 与弗氏不完全佐剂等比例乳化后ꎬ每只 ５０
μｇ 皮下注射ꎮ 首次免疫后的第 ４ 周和第 ６ 周进行

第三次和第四次免疫ꎬ步骤与第二次免疫相同ꎮ 第

四次免疫后 ７ ｄ 小鼠眼眶处采血ꎬ分离血清ꎮ 以获

得的小鼠血清为一抗ꎬ以 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 融合蛋白为抗原ꎬ
进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定分析ꎮ

２　 结 果

２.１　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 基因 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 扩增产物ꎬ在７００~１ ０００ ｂｐ 处有特异性条

带ꎬ约 ８７３ ｂｐꎬ与预期相符合(图 １Ａ)ꎮ 融合 ＰＣＲ 扩

增产物ꎬ在 １ ０００~ ２ ０００ ｂｐ 处有特异性条带ꎬ约

１ ３７１ ｂｐꎬ与预期相符合(图 １Ｂ)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ｂｐ 标准分子量ꎻ泳道 １:Ｆ１Ｌ 截短基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ泳道 ２:Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 Ｆ１Ｌ 截短基因以及 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆ１Ｌ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ

２.２　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的诱导表达及鉴定

将鉴定正确的表达质粒 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 转入 ＢＬ２１
(ＤＥ３) 进行诱导表达ꎬ电泳结果表明ꎬ表达质粒

ＰＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 经 ＩＰＴＧ 诱导后出现了特异性蛋白条

带ꎬ相对分子质量大小约７０ ０００ꎬ与预期相符合ꎬ且
在 ３７ ℃下诱导的蛋白质产量显著多于其他条件ꎮ
结果说明ꎬ在 ３７ ℃、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ、４ ｈ 条件下能够

获得正确的蛋白质表达且表达量较大(图 ２)ꎮ
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Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ泳道 １~３:３７ ℃诱导ꎻ 泳道 ４~６:１６ ℃
诱导ꎻ泳道 ７:ｐＥＴ￣３２ａ 空载体已诱导ꎮ
图 ２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测表达的重组 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白

Ｆｉｇ.２ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２.３　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的可溶性分析及纯化

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果表明ꎬ融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 主

要出现在沉淀中ꎮ 说明重组融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 主要

以包涵体的方式存在(图 ３Ａ)ꎮ 尿素纯化该包涵体

蛋白ꎬ纯化后通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果获得了相对

单一的目的条带(图 ３Ｂ)ꎮ
２.４　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的透射电镜负染观察

透射电镜负染观察可见 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白可自组装

为球形颗粒ꎬ大小均一且结构、形态稳定ꎬ直径约

１００ ｎｍ(图 ４)ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １:破碎后沉淀ꎻ泳道 ２:破碎后上清液ꎻ泳道 ３:纯化后的 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白ꎮ
图 ３　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的可溶性分析以及纯化后的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析

Ｆｉｇ.３　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 的透射电镜负染观察

Ｆｉｇ.４　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２.５　 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定及其多克隆

抗体的制备

　 　 使用羊口疮阳性血清对 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 重组融合蛋白

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 试验ꎬ结果显示在约７０ ０００处有特

异性条带ꎬ表明重组融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 已获得准确表

达且能够被 ＯＲＦＶ 阳性血清特异识别(图 ５Ａ)ꎮ 用

鉴定正确的重组融合蛋白免疫小鼠ꎬ第四次免疫后

７ ｄꎬ采血并分离小鼠血清ꎬ将该血清作为一抗ꎬ以纯

化后的重组融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 作为抗原ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ
分析鉴定结果表明ꎬ获得的鼠源多克隆抗体血清能

够与重组融合蛋白 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 发生特异性反应 (图

５Ｂ)ꎮ

３　 讨 论

羊口疮病主要病症是在患病羊的口唇、颚及舌

面等大量长出水疱丘疹ꎬ水疱部位会出现结痂从而

引起患病羊进食困难ꎬ消瘦、抵抗力下降甚至死

亡[１０]ꎮ 目前该病在中国养羊区流行普遍ꎬ又属于人

畜共患病ꎬ不仅感染羊ꎬ也威胁了养殖人员的健康ꎬ
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Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ 泳道 １、３: 纯化的 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白ꎻ泳道 ２、４:ｐＥＴ￣３２ａ 空载体已诱导ꎮ
图 ５　 纯化后的 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白及其多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

因此羊口疮病的暴发与流行对中国养殖业的发展及

人类的健康都有严重的威胁ꎮ 目前ꎬ羊口疮病的暴

发趋势逐年上升ꎬ但对该病的治疗尚无特效方法ꎬ国
内外在防控方面上主要以接种羊口疮弱毒活疫苗的

方法 进 行 预 防ꎬ 但 是 仍 然 不 能 预 防 和 控 制 该

病[１１￣１２]ꎮ
据调查ꎬ亚单位疫苗的安全性和效率通常需要

通过佐剂来改善ꎬ在此铁蛋白纳米颗粒疫苗提供了

另一种辅佐免疫原的思路[１３]ꎮ 此外还有研究报道ꎬ
铁蛋白的纳米颗粒疫苗能够有效地改善流感病毒疫

苗免疫的效力和广度[１４]ꎮ 据研究ꎬ高度有序重复的

结构形式可以诱导更强的免疫应答ꎬ因此铁蛋白纳

米笼可以通过在其外表面上有序地展示多种抗原来

增强抗原的免疫原性[１５]ꎮ
本研究将 ＯＲＦＶ Ｆ１Ｌ 蛋白与 Ｆｅ 蛋白融合ꎬ但通

常 ２ 个蛋白质结构域之间可能存在结构的扰动ꎬ从
而引起融合蛋白质的不稳定性ꎬ产生错误折叠成为

异构产物ꎬ导致生物学活性受损以及表达率下

降[１６￣１７]ꎮ 在此ꎬＬｉｎｋｅｒ 蛋白可能成为 ２ 个蛋白质之

间有效的连接工具ꎬ可在结构域之间供应适当的间

距以降低其干扰ꎬ恢复甚至改善折叠ꎬ允许体内释放

游离蛋白质药物结构域以改善生物活性[１８]ꎮ 本研

究选择以 Ｇｌｙ 和 Ｓｅｒ 为组合的柔性接头ꎬ以及亲水

性的氨基酸来提供结构柔性ꎬ以此来改善融合蛋白

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 的表达率和生物学活性ꎮ
Ｆ１Ｌ 基因作为 ＯＲＦＶ 新型疫苗研究中的一个重

要免疫原性基因[１９]ꎬ本试验选择 Ｆ１Ｌ 基因作为预防

羊口疮的候选疫苗ꎬ并将铁蛋白作为其免疫佐剂ꎬ通
过 ＳＧＧ 的 Ｌｉｎｋｅｒ 蛋白联接ꎮ 在本试验中我们首次

将羊口疮 Ｆ１Ｌ 蛋白与铁蛋白利用融合 ＰＣＲ 进行融

合ꎬ然后将其与 ｐＥＴ￣３２ａ 载体连接起来ꎬ成功构建可

表达 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 融合蛋白的原核表达载体 ｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣
ＦｅꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果表明ꎬｐＥＴ￣Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 原核表达

载体在大肠杆菌感受态细胞中成功且大量表达了

Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 重组融合蛋白ꎬ 其中通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析试

验可以看出 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白的表达量很高ꎬ说明铁蛋白

可能存在促进 Ｆ１Ｌ 蛋白表达的作用ꎬ但有待后续研

究ꎮ 最后我们获得了 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 融合蛋白的多克隆抗

体ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定结果表明其具有良好的反应原

性ꎮ 本研究首次选择了 Ｆ１Ｌ 蛋白与铁蛋白通过 Ｌｉｎ￣
ｋｅｒ 蛋白进行融合ꎬ初步构建了 Ｆ１Ｌ￣Ｆｅ 蛋白纳米颗

粒以及获得了其多克隆抗体ꎬ为后续羊口疮亚单位

疫苗的研发奠定了物质基础ꎮ
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