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　 　 摘要:　 为鉴定适用于中国小反刍动物慢病毒(Ｓｍａｌｌ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｓｅｓꎬＳＲＬＶｓ)血清学诊断的通用蛋

白标记物ꎬ本研究以梅迪￣维斯纳病毒(Ｍａｅｄｉ￣Ｖｉｓｎａ ｖｉｒｕｓꎬＭＶＶ)四川株为模板扩增获得 ｇａｇ 基因序列ꎬ使用生物信

息学方法分析其与中国山羊关节炎￣脑炎病毒(Ｃａｐｒｉｎｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＣＡＥＶ)分离株 ｇａｇ蛋白氨基酸序列

和抗原表位相似性ꎬ构建 ｇａｇ 基因重组表达载体并转入 ＢＬ２１(ＤＥ３)宿主菌进行诱导表达ꎬ采用十二烷基硫酸钠￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ确定其大小、分布和反应原性ꎮ 结果显示ꎬＭＶＶ ｇａｇ蛋白氨基酸

序列与中国 ＣＡＥＶ分离株的相似性为７４.７％~７４􀆰 ９％ꎬ它的 １１个抗原表位与 ＣＡＥＶ ｇａｇ蛋白的 １２ 个抗原表位存在

较高的序列相似性ꎬ推测其可作为中国 ＳＲＬＶｓ 血清学诊断的通用蛋白质标记物ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测结果显示ꎬ重组

ｇａｇ蛋白大小约为５５ ０００ꎬ主要以包涵体形式存在ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ显示该蛋白可与 ＭＶＶ和 ＣＡＥＶ感染动物血清发

生免疫反应ꎬ证实了蛋白序列分析结果ꎮ 该研究结果可为研制中国 ＳＲＬＶｓ通用血清学检测技术方法奠定基础ꎮ
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ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ｔｈｅ ｇａｇ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｍａｅｄｉ￣ｖｉｓｎａ ｖｉｒｕｓ (ＭＶＶ) Ｓｉｃｈｕａｎ ｓｔｒａｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｉｔｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＶＶ Ｓｉｃｈｕａｎ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃａｐｒｉｎｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ (ＣＡＥＶ) ｓｔｒａｉｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｇａｇ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ Ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)ꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｉｚｅꎬ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅａｃｔｏｇｅ￣
ｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭＶＶ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ７４.７％－７４􀆰 ９％

ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＡＥＶ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ａｎｄ ｉｔｓ １１
ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ １２ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＣＡＥＶ ｇａｇ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＭＶＶ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ
ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｓｅｒｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＳＲＬＶｓ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ５５ ０００ ｉｎ ｓｉｚｅꎬ
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ｍａｉｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｒａ ｏｆ
ＭＶＶ ａｎｄ ＣＡＥＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｎｉｍａｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＳＲＬＶｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍａｅｄｉ￣ｖｉｓｎａ ｖｉｒｕｓꎻ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙꎻ ｅｐｉｔｏｐｅ

　 　 梅迪￣维斯纳病毒(Ｍａｅｄｉ￣Ｖｉｓｎａ ｖｉｒｕｓꎬＭＶＶ)感
染也称为梅迪￣维斯纳病或绵羊进行性肺炎(Ｏｖｉｎｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａꎬＯＰＰ)ꎬ是绵羊的一种以进行

性消瘦和呼吸困难为临床特征的慢性传染病[１]ꎮ
该病毒由 Ｓｉｇｕｒｄｓｓｏｎ 等[２]在 １９６０ 年首次分离ꎬ是世

界上首个得到临床分离的慢病毒属成员ꎬ与山羊关

节炎￣脑炎病毒(Ｃａｐｒｉｎｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＣＡＥＶ)一起统称为小反刍动物慢病毒(Ｓｍａｌｌ ｒｕｍｉ￣
ｎａｎｔｓ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｓｅｓꎬＳＲＬＶｓ) [３]ꎮ ＭＶＶ 主要通过

母羊￣羔羊垂直传播和接触性传播 ２ 种途径感染绵

羊ꎬ多数感染羊表现出终身带毒ꎬ但无明显临床症

状ꎬ导致生产者和兽医极易忽视或误诊梅迪￣维斯纳

病ꎬ使其发生流行[４￣５]ꎮ
目前ꎬＭＶＶ呈世界性分布ꎬ亚洲、欧洲、非洲和

美洲大陆均被报道存在该病ꎬ但不同国家的检出率

有所不同[２]ꎮ 西班牙调查结果显示ꎬ绵羊个体阳性

率高达２４.８％~５２􀆰 ８％[６￣７]ꎻ土耳其绵羊 ＭＶＶ抗体检

出率为１５.３％~２３􀆰 ５％不等[８￣１０]ꎮ 中国在 ２０ 世纪 ８０
年代首次分离到该病毒ꎬ并发现该病毒在新疆纯种

边区莱斯特羊中的检出率高达 ４４％[１１￣１２]ꎻ最近中国

采用进口竞争酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)试剂盒开

展了 １１个省份 ＭＶＶ血清学调查ꎬ结果显示 ４ 个省

份检 出 ＭＶＶ 抗 体 阳 性 羊ꎬ 检 出 率 为 ０.８１％~
１􀆰 ６５％[１３]ꎬ这说明部分地区仍然存在 ＭＶＶ 感染和

流行ꎮ 因此ꎬ有必要制备诊断抗原ꎬ建立相关的检测

技术方法ꎬ为该病的防控提供技术支撑ꎮ
从基因组结构分析可知ꎬＭＶＶ 基因组 ＲＮＡ 全

长为９~１０ ｋｂꎬ由长末端重复序列(ＬＴＲ)、结构蛋白

编码基因( ｐｏｌ、ｇａｇ 和 ｅｎｖ)和调控基因( ｔａｔ、 ｒｅｖ 和

ｖｉｆ)等组成[１４]ꎬ抗原基因主要分布于 ｇａｇ 和 ｅｎｖ 基

因ꎮ 其中ꎬｇａｇ 基因为基因型特异性抗原基因ꎬ基于

该基因多态性ꎬ可以将 ＳＲＬＶｓ 分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ
等 ５个基因型ꎬ不同基因型毒株 ｇａｇ 蛋白氨基酸序

列存在较高的相似性ꎬ有望成为检测或诊断的候选

抗原[１５￣１６]ꎮ 然而ꎬ中国目前已公开的 ＭＶＶ 相关基

因序列信息极少ꎬ在分析不同基因型毒株 ｇａｇ 蛋白

氨基酸序列和抗原特征等方面存在不足ꎮ 因此ꎬ需

要从野毒株中扩增 ｇａｇ 基因以了解中国 ＭＶＶ 毒株

ｇａｇ 基因和蛋白质氨基酸序列的分子特征ꎮ
当前ꎬ中国虽然有 ＳＲＬＶｓ 检疫技术规范ꎬ但无

国产商品化检测试剂盒的生产和供应ꎮ 过去常采用

的琼脂糖扩散试验主要通过病毒的连续批量培养、
浓缩后制备成诊断抗原[１７]ꎬ因抗原制备过程较为复

杂、生产成本较高等原因ꎬ限制了抗原的批量生产与

应用ꎮ 为此ꎬ本研究从实验室保存的 ＭＶＶ 野毒株

中克隆 ｇａｇ 基因ꎬ在生物信息学分析 ＭＶＶ 与 ＣＡＥＶ
ｇａｇ蛋白氨基酸序列和抗原表位相似性的基础上ꎬ
通过 ｇａｇ蛋白原核表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证分析

其反应原性ꎬ以期为研制ＭＶＶ和 ＣＡＥＶ通用检测技

术奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１ 　 菌(毒)株与载体 　 梅迪￣维斯纳病毒四川

株、 ｐＥＴ￣２２ｂ 质粒由本实验室保存ꎬ ＤＨ５α、 ＢＬ２１
(ＤＥ３)购自天根生化科技(北京)有限公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂 　 Ｄ１５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ 纯化

回收试剂盒、质粒快速提取试剂盒等购自天根生化

科技(北京)有限公司ꎬ羧苄青霉素、异丙基￣β￣Ｄ￣硫
代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ＬＢ 培养基购自生

工生物工程(上海)股份有限公司ꎬ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ、
ＸｈｏⅠ、ＮｃｏⅠ购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ辣根过氧

化物酶(ＨＲＰ)标记的兔抗绵羊 ＩｇＧ 购自 Ｅａｒｔｈｏｘ 公
司ꎬ兔抗山羊 ＩｇＧ 抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＤＮＡ 连接

酶、 ＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒｍｉｘ 购 自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司ꎬ
ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎮ 绵羊抗

ＭＶＶ血清为绵羊自然感染 ＭＶＶ 后的阳性血清ꎬ山
羊抗 ＣＡＥＶ血清为山羊感染 ＣＡＥＶ ｇｓ￣３５Ｖ 株(基因

组序列 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＴ７４９８８１)后的阳性血

清ꎬ均为本实验室保存ꎮ
１.１. ３ 　 引物设计与合成 　 以 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的

ＭＶＶ基因组 ｇａｇ 基因序列(登录号:ＮＣ００１４５２.１)为
参考序列ꎬ利用 Ｏｌｉｇｏ ７.０软件设计上游引物 ｇａｇ￣Ｆ:
５′￣ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＧＡＡＧＣＡＡＧＧＣＴＣＡＡＡＧＧＡＧＡ￣３′
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(斜体为 ＮｃｏⅠ酶切位点)、下游引物 ｇａｇ￣Ｒ:５′￣ＡＡ￣
ＡＣＴＣＧＡＧＣＡＡＣＡＴＡＧＧＧＧＧＣＧＣＧＧＡＣＧＧＣＡ￣３′ (斜
体为 ＸｈｏⅠ酶切位点)ꎬ并由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 病毒基因组 ＤＮＡ 的提取 　 采用 ＱＩＡａｍｐ
ＤＮＡ ｍｉｎｉ Ｋｉｔ提取ＭＶＶ前病毒基因组 ＤＮＡꎬ按照试

剂盒说明书进行操作ꎮ
１.２.２　 ＭＶＶ ｇａｇ 基因的 ＰＣＲ扩增　 采用 ５０ μｌ 反应

体系:ＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒｍｉｘ ２５ μｌꎬ上、下游引物(２０
ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １ μｌꎬ基因组 ＤＮＡ ２ μｌꎬ水 ２１ μｌꎮ 反应程

序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５９􀆰 ５ ℃退火

１ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ８５ ｓꎬ共 ３０个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ７
ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬ取 ５ μｌ ＰＣＲ 反应产物进行 １􀆰 ０％
琼脂糖凝胶电泳ꎬ确定其大小后进行胶回收ꎮ
１.２.３　 重组表达载体的构建 　 将含 ｐＥＴ￣２２ｂ 质粒

的菌种接种于 ＬＢ培养基ꎬ３７ ℃振荡培养 １６ ｈꎬ采用

质粒快速提取试剂盒提取质粒ꎮ 用 ＮｃｏⅠ和 ＸｈｏⅠ
分别双酶切 ｇａｇ、ｐＥＴ￣２２ｂ 并回收目的片段ꎬ将 ｇａｇ
连接至 ｐＥＴ￣２２ 载体ꎬ转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ提取

重组质粒ꎬ采用双酶切方法鉴定重组质粒ꎬ阳性质粒

ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 交由生工生物工程(上海)股份有限公

司进行测序ꎬ验证其阅读框是否正确ꎮ
１.２.４　 ＭＶＶ和 ＣＡＥＶ ｇａｇ蛋白的生物信息学分析　
采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ分析中国 ＭＶＶ 和 ＣＡＥＶ ｇａｇ 蛋白氨

基酸序列相似性ꎬ采用 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ Ｐｅｐ￣
ｔｉｄｅｓ[１８]等在线工具分别预测 ｇａｇ蛋白抗原决定簇ꎮ

１.２.５　 重组 ｇａｇ 蛋白的诱导表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
分析 　 挑选阳性 ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 质粒ꎬ转化 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ接种到含羧苄青霉素的 ＬＢ 液

体培养基中ꎬ在 ３７ ℃恒温振荡培养箱中培养至

ＯＤ６００为０.６~０􀆰 ８ꎬ加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
３７ ℃诱导表达 ４ ｈꎬ十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝

胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分析表达产物ꎮ 同时ꎬ将诱导

表达温度降至 ２８ ℃过夜(１６~１８ ｈ)诱导表达ꎬ分别

收集诱导表达培养基上清液、菌体超声波裂解物离

心上清液和沉淀物ꎬ检测目的蛋白的表达形式(可
溶表达或不可溶表达)ꎮ 将表达产物转移至硝酸纤

维膜上进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ꎬ一抗、二抗选择如

下:(１)以绵羊抗 ＭＶＶ 血清为一抗ꎬＨＲＰ 标记的兔

抗绵羊 ＩｇＧ 抗体为二抗ꎻ(２)以山羊抗 ＣＡＥＶ 血清

为一抗ꎬＨＲＰ 标记的兔抗山羊 ＩｇＧ 抗体为二抗ꎻ均
用 ＴＭＢ进行显色ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭＶＶ ｇａｇ 基因重组质粒的构建

以梅迪￣维斯纳病毒前病毒基因组 ＤＮＡ 为模

板ꎬＰＣＲ扩增后得到的目的片段大小约 １􀆰 ４ ｋｂ(图
１Ａ)ꎮ 将扩增的 ｇａｇ 基因片段插入 ｐＥＴ￣２２ｂ 质粒载

体中ꎬ经过双酶切鉴定后可见 １􀆰 ４ ｋｂ和 ６􀆰 ０ ｋｂ左右

２个条带(图 １Ｂ)ꎮ 经序列测定后确定插入片段大

小为 １ ３３８ ｂｐꎬ与美国 ＭＶＶ ８３ / ８４ 株序列(登录号:
ＡＹ１０１６１１􀆰 １)的相似性为 ９４􀆰 ９２％ꎮ 目前ꎬ该序列已

提交至 ＧｅｎＢａｎｋ(登录号:ＫＲ０１１７５７.１)ꎮ

Ａ:ＭＶＶ ｇａｇ 基因 ＰＣＲ扩增结果ꎬ其中 Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｇꎬ１ ~ ２:ｇａｇ 基因ꎬ３:空白对照ꎻＢ:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 重组质粒双酶切鉴定结果ꎬ其中 Ｎ:
Ｄ１５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ１~９:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 阳性重组质粒双酶切鉴定结果ꎻ１０:ｐＥＴ￣２２ｂ双酶切鉴定结果ꎮ
图 １　 ＭＶＶ ｇａｇ 基因 ＰＣＲ 扩增与重组质粒 ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 酶切鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｅｄｉ￣ｖｉｓｎａ ｖｉｒｕｓ(ＭＶＶ) ｇａｇ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ ｂｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.２　 ｇａｇ 蛋白氨基酸序列与抗原表位分析

将测序获得的 ｇａｇ 基因序列翻译成 ｇａｇ 蛋白氨

基酸 序 列ꎬ与 ＳＲＬＶｓ Ａ 型 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＡＹ１０１６１１)、Ｂ 型 (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 Ｍ３３６７７)、Ｃ

型(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＡＦ３２２１０９)、Ｅ 型(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＥＵ２９３５３７)ｇａｇ 蛋白氨基酸序列的相似性

为６７.７％~ ９６􀆰 ６％ꎻ与国内 ＣＡＥＶ ｇｓ￣３５Ｖ 株 ( Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ登录号为 ＫＴ７４９８８１)、ＣＡＥＶ 山东株(ＧｅｎＢａｎｋ
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登录号为 ＫＴ７４９８７８)、ＣＡＥＶ 四川株(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号为 ＫＴ２１４４６９)、ＣＡＥＶ 贵州株(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＫＴ７４９８８０)和 ＣＡＥＶ 陕西株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＫＴ７４９８７９)ｇａｇ蛋白氨基酸序列的相似性为７４.７％~
７４􀆰 ９％(表 １)ꎮ
　 　 进一步通过抗原表位预测ꎬ可以发现 ＭＶＶ 四

川株和 ＣＡＥＶ ｇｓ￣３５Ｖ株的 ｇａｇ 蛋白均存在 １７ 个抗

原表位ꎬ其中 ＭＶＶ 四川株 ｇａｇ 蛋白的 １１ 个抗原表

位与 ＣＡＥＶ ｇｓ￣３５Ｖ株 ｇａｇ 蛋白的 １２ 个抗原表位存

在较高的序列相似性(图 ２)ꎬ表明本研究中的 ＭＶＶ
ｇａｇ蛋白可能具备与抗 ＣＡＥＶ 血清交叉反应的能

力ꎮ

表 １　 ＭＶＶ 四川株与 ＳＲＬＶｓ ｇａｇ 蛋白氨基酸序列相似性分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＶＶ Ｓｉｃｈｕａｎ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｒｕｍｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ(ＳＲＬＶｓ)

类别

相似性(％)

ＡＹ１０１６１１
(Ａ型)

ＡＦ３２２１０９
(Ｃ型)

ＥＵ２９３５３７
(Ｅ型)

Ｍ３３６７７
(Ｂ型)

ＣＡＥＶ
ｇｓ￣３５Ｖ株

ＣＡＥＶ
贵州株

ＣＡＥＶ
陕西株

ＣＡＥＶ
山东株

ＣＡＥＶ
四川株

ＭＶＶ四川株 ９６.６ ６７.７ ６８.８ ７５.２ ７４.９ ７４.９ ７４.９ ７４.７ ７４.９

阴影部分表示氨基酸相似性位点ꎮ
图 ２　 ＭＶＶ 与 ＣＡＥＶ ｇａｇ 抗原表位的预测与分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇａｇ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＶＶ ａｎｄ Ｃａｐｒｉｎｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ(ＣＡＥＶ)

２.３　 ＭＶＶ ｇａｇ 重组质粒的诱导表达与反应原性

分析

　 　 根据以上分析结果ꎬ将重组表达载体 ｐＥＴ￣
２２ｂ￣ｇａｇ 转入 ＢＬ２１(ＤＥ３) ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ可
见约５５ ０００的目的蛋白条带(图 ３Ａ) ꎮ 经 Ｂａｎｄ￣
Ｓｃａｎ ５.０ 软件分析ꎬ目的蛋白质量占总蛋白质量

的 ２３􀆰 ６％ꎮ 低温过夜诱导表达后ꎬ菌体超声波裂

解离心上清液和沉淀物中均出现了目的条带(图
３Ｂ) ꎬ说明重组 ｇａｇ 蛋白同时存在可溶性及不可

溶性(包涵体)２ 种表达形式ꎬ但以包涵体表达形

式为主ꎮ
　 　 分别采用绵羊抗 ＭＶＶ 血清和山羊抗 ＣＡＥＶ
血清作为一抗检测重组 ｇａｇ蛋白的反应原性ꎬ结果

表明ꎬ重组 ｇａｇ蛋白与绵羊抗 ＭＶＶ血清(图 ４Ａ)和
山羊抗 ＣＡＥＶ血清(图 ４Ｂ)均出现血清学反应ꎬ说
明重组 ｇａｇ蛋白具有与天然 ＭＶＶ 和 ＣＡＥＶ ｇａｇ 蛋
白相似的反应原性ꎬ证实了生物信息学分析的相

关结果ꎮ
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Ａ:重组 ｇａｇ蛋白诱导表达结果ꎻＢ:重组 ｇａｇ蛋白表达形式的检测结果ꎮ Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＢＬ２１(ＤＥ３)空载对照诱导表达结果ꎻ２:ｐＥＴ￣２２ｂ￣
ｇａｇ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导表达结果ꎻ３:空白对照ꎻ４:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导表达培养基上清液ꎻ５:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导表达菌体

超声裂解上清液ꎻ６:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导表达菌体超声裂解沉淀物ꎮ
图 ３　 重组 ｇａｇ 蛋白在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中的诱导表达与分布

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)

Ａ:以绵羊抗 ＭＶＶ血清为一抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析ꎻＢ:以山羊抗 ＣＡＥＶ 血清为一抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析ꎻＭ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣２２ｂ /
ＢＬ２１(ＤＥ３)空载对照诱导表达结果ꎻ２:ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导表达阳性对照ꎮ

图 ４　 重组 ｇａｇ 蛋白交叉反应原性分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨 论

梅迪￣维斯纳病被中国农业农村部列为二类动

物疫病ꎬ也被中国质量监督检验检疫总局列为出入

境贸易需要检疫的动物疫病ꎮ 它的慢性和隐性感染

不仅增加了发现该病的难度ꎬ还对中国绵羊养殖业

的可持续发展构成了一定的威胁[１９]ꎮ 国际上一般

将 ＭＶＶ与 ＣＡＥＶ 合称为 ＳＲＬＶｓꎬ其中ꎬＣＡＥＶ 为中

国科研人员于 ２０世纪 ８０年代从进口萨能奶山羊中

检出并分离的病毒[２０￣２１]ꎬ被视为外来输入性传染病

原ꎮ 本实验室保存有中国分离的多数毒株ꎬ对这些

毒 株 [ ＣＡＥＶ ｇｓ￣３５Ｖ 株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＴ７４９８８１)、 ＣＡＥＶ 山 东 株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＴ７４９８７８)、 ＣＡＥＶ 四 川 株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＴ２１４４６９)、 ＣＡＥＶ 贵 州 株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＴ７４９８８０)和 ＣＡＥＶ 陕西株 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＫＴ７４９８７９)]进行 ｇａｇ 基因相似性分析ꎬｇａｇ 基因高

度相似( > ９９％)ꎬ说明中国 ＣＡＥＶ 病原较为单一ꎮ
而中国 ＭＶＶ 分离株较少ꎬ其病原分子生物学特征

数据也鲜有报道ꎮ 本研究尝试以中国 ＭＶＶ 分离株

为模板扩增获得 ｇａｇ 基因序列ꎬ生物信息学分析结

果表明ꎬＭＶＶ ｇａｇ 蛋白氨基酸序列与中国 ＣＡＥＶ 分

离株的相似性为７４.７％~ ７４􀆰 ９％ꎬ且其 １１ 个抗原表

位与 ＣＡＥＶ ｇａｇ 蛋白的 １２ 个抗原表位具有较高的

序列相似性ꎬ说明 ＭＶＶ ｇａｇ 蛋白具备与抗 ＣＡＥＶ 血

清产生免疫交叉反应的结构基础ꎮ
在各种表达系统中ꎬ大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)为宿

主菌的原核表达系统是最为成熟的表达系统之

一[２２]ꎮ 它通过将目的基因片段插入原核表达载体ꎬ
经过诱导表达与纯化获得所需的重组蛋白ꎮ 该方法

能够在较短时间内获得目的基因表达产物ꎬ成本较

为低廉ꎬ是目前主要选择的原核表达系统ꎮ 本研究

通过将重组 ｐＥＴ￣２２ｂ￣ｇａｇ 质粒转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌
株ꎬ成功实现了 ｇａｇ 蛋白的原核表达ꎬ经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ证实重组 ｇａｇ 蛋白具备天然 ＭＶＶ 和 ＣＡＥＶ
ｇａｇ蛋白相似的反应原性ꎬ该研究结果可为进一步

研制 ＳＲＬＶｓ通用血清学检测方法提供技术支撑ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过分析中国 ＭＶＶ 分离株

ｇａｇ蛋白氨基酸序列与中国 ＣＡＥＶ 分离株 ｇａｇ 蛋白

氨基酸序列的相似性和两者抗原表位的相似性ꎬ推
测其可作为中国 ＳＲＬＶｓ 的通用血清学诊断标记蛋

白ꎻ以 ＭＶＶ的 ｇａｇ 基因为模板构建了 ｇａｇ 基因重组
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表达载体并诱导表达ꎬ成功实现了重组蛋白的表达ꎬ
并经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ证实了上述推测ꎬ研究结果为

研制适合中国的 ＳＲＬＶｓ 通用血清学检测技术方法

奠定了基础ꎮ
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