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Study on Purification and Immunogenicity of Rabies Virus Nucleoprotein 

SU Yan，W ANG Ji—lln，YANG Xiang-ping ，XUE Hong-gang．ZHU Jia-hong 

(Wuhan Institute of Biological Products，Wuhan 430060，China) 

Abstract：In order tO establish the optimum condition for purification of the nucleopmtein(NP)of rabies virus 

by immuno0ffinity chromatography，the efficient and non-danatulative eluants(Mg-d)Ⅵ忸s obtained by using 

ELISA elution model；furthermore．it didn’t damage the activity of NP．Two kind of NPs,expressed by Te— 

combimnt vacclnia virus(rVac—N)and~,o3mbinant haculovirus(BRN)，were purified by a Sepharose CL 413 

column and a 2C12一Sepham~e 4B oolurrm ByWestern-blot and SDS-PAGE．highpurityandgood antigenie,~ 

intact NPs were identified． purified ribonucleopmtein(RNP) rabies virus 5aG strain was also 0brained． 

Aftel"immunized with NP and RNP．mice developed a strong anti-nudeoproteln response and were protected 

against a lethal chaHenge of rabies virus CVS strain There were not difference been observed araong the mice 

immunized with different purified protein These data indicate that the NPs are antigenical and immunagenical 

oomparabletothe authentm rabies RNP aridtherefore present a potantial sour~ ofan dk t ，safeand e∞ 

nomical subunit vaccine 

Key word：Rabies virus nucleoprotein；Gel Filtration Chromatography；Immunoaffinity Chromato— 

graphy 

摘要：对重组痘苗病毒和重组杆状病毒表达的狂犬病毒 NP及原代地鼠肾细胞培养的狂犬病毒核衣壳蛋白(RNP) 

先经 Sephar~eCI 4B分f筛柱初步提纯，再以抗狂犬病毒 NP McAB 2C12．Sephar~e 4B亲和层析柱纯化分离．经 

El [SA．SDS-PAGE电泳和 Western—Blot分析证实 获得了高纯度和免疫反应性的 NP和 RNP 以相同剂量的纯化 

蛋白免疫小鼠．RNP和『II『种蓐组 NP均可诱生特异的抗 NP抗体，三种蛋白问无明显差异 ；狂犬病毒 CVS株攻击保 

护实验结果显示，三种 免疫的小鼠存活率约为 50％；两种重组 NP的免疫反应性和免疫原性与天然狂犬病毒 

RNP相似。 
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狂犬病毒(Rabies virus，RV)是单链．不分节段 

的负链 RNA病毒．其基因组编码 NP、M1P、M2P、 

GP、LP等五种结构蛋白⋯。其中 NP、M1P和 LP 

与病毒 RNA一起形成核衣壳(RNP)复合物。GP 

是唯一能诱生中和抗体的蛋白，在保护性免疫中起 

主要作用，但在各型之间变异较大；与 GP相比，NP 

的稳定性高．在固定毒株和野毒株之间变异较小。 

有研究表明．除了 GP外，NP对小鼠的 RV外周攻 
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击亦有保护作用，它可以诱生 T细胞免疫并激活B 

细胞产生抗体”-3 J。然而，目前对 NP的研究远远少 

于 GP。本试验通过分子筛 层析和亲合 层析对 

RV5aG株 RNP，重组痘苗病毒(rVac—N)和重组杆 

状病毒(BRN)表达的 RV NP进行了纯化。对纯化 

产物的特异性和纯度进行鉴定，并对三种纯化蛋白 

的免疫原性和免疫保护作用进行了比较。 

1 材料和方法 

1．1 病毒与细胞 

感染 RV的原代地鼠肾细胞由本所狂苗生产车 

间提供；表达 RV．NP和 RV-GP的重组痘苗病毒 

(rVac．N和 rVac—G)由本室构建；表达 RV．NP的重 

组杆状病毒(BRN)由美国堪萨斯州立大学付振芳 

博士惠赠；昆虫细胞 SF9由上海生化所提供；原代 

鸡胚成纤维细胞(CEF)，用 9～10 Et龄鸡胚按常规 

方法制备；RV-CVS株由中国生物制品检定所提供。 

1 2 单抗 

抗 RV-NP单克隆抗体(McAb)2C12株、抗 RV- 

GPMcAb 5(22株以及 HRP标记 2C12株和 5C2株 

McAb由本室徐葛林副教授提供。 

1．3 其他 

CNBr活化的Sepharose 4B、,Sepharose CL 4B购 

自Pharmacia公司，健康昆明小鼠和受精鸡胚由本 

所动物中心提供。 

1．4 细胞培井及病毒制备 

常规方法制备 CEF和培养SF9细胞待基本成 

片，分别感染 rVac．N、rVa~．G和 BRN，前者于 37℃ 

培养2 d，后者于27℃培养4 d，收获细胞。10retool／ 

L PBS(pH7．2)洗三次，冰浴超声处理 3O s(5O％最 

大功率)后，5 000 r／rain离心 30rain，收上清一2O℃ 

冻存备用。5aG株 RV感染的地鼠肾原代细胞及正 

常 CEF细胞和正常 SF9细胞同法处理。正常细胞 

处理液为阴性对照抗原。 

1．5 分子筛层析纯化蛋白及纯化产物的鉴定 

选用 Sepharose CL 4B柱(柱长 6O cm、内径 30 

mm、柱床体积 135 c 、流速 2．5 mL／min，洗脱液 

50 mmol／L PBS，pH7．2)在 FPLC系统上分别对三 

种感染病毒的细胞处理液进行分离纯化，分峰收集 

产物。夹心 ELISA测各收集峰的NP和 GP滴度。 
一 20℃冻存。 

1．6 亲和层析纯化蛋白及纯化产物的鉴定H 

1．6．1 将 2C12株 McAB偶联 于 CNBr活化的 

Sepl'mrose 4B，制成 2C12-Sepharose免疫亲和层析 

柱，以 50 mrnol／LPBS(pH7．2)平衡后，分别将分子 

筛层析后 NP滴度最高的收集峰样品，以0 5 mL／ 

rain流速上样，4℃循环过夜。层析柱用 50 mmol／L 

PBS(pH7．2)冲洗未结合的抗原和杂蛋白至平衡液 

280 nrn的吸光度 A值 <0 05。用洗脱缓冲液 

3mol／L MgCl2 0．O75mo L NaOH／Hepes 25％乙二 

醇(pH 7 2)以0 5 mL／mln流速洗脱，收集活性峰。 

置于透析袋 中以 50 mmol／L PBS(pH7 4)透析过 

夜，用PEG20 000浓缩，分装后置 一70℃冷冻备用。 

1．6．2 SDS-PAGE和 Western—Blot选用 1O％分离 

胶和 6％浓缩胶进行 SDS—PAGE电泳，经考马斯亮 

蓝染色或转移到硝酸纤维素膜，对亲和层析产物进 

行特异性和纯度鉴定【 。 

1．6．3 夹心ELISA测纯化产物中的 GP活性 

1．7 动物试验 

将 10～12 g雄性昆明小鼠分为6组，1至3组 

按10 g／其，剂量分别皮下注射三种纯化蛋白，7 d 

后同样剂量加强。第 4组 以 RNP初免，7 d后 

RV—GP加强．第5组仅于第7天以GP免疫，第 6组 

以RV-GP初免，7 d后 GP加强，第 7组为正常对 

照。以上各组 RNP剂量均为 10 ／只／次，GP剂量 

为5×10 pfu／只／次。1至 3组免后 2、3、4、5、6、7 

周眼眶采血，每次每组三只，混合血清。以纯化的 

rVac．NP包板，间接 ELISA测抗 N抗体滴度。 

l、4～6组小鼠免后21 d以 0．3mL10 JMLD 

CVS株狂犬病毒鼠脑悬液肌肉攻击 第 4天起观 

察并记录发病死亡情况．至 14 d。 

2 结果 

2．1 分子筛层析对病毒抗原的纯化和纯化产物的 

鉴定 

应用,Sephamse C124B和FPLC系统对三种感染 

病毒的细胞处理液纯化，三种细胞处理液均有 3个 

明显的收集峰，以夹心 ELISA检测各峰 NP和 GP 

(表1)。结果表明峰 1、6、9NP活性最高，但峰 1含 

有 GP，峰3GP含量最高。 

2．2 免疫亲和层析纯化病毒抗原 

应用C2A2．,Sephar∞e 4B免疫亲和层析柱．分别 

对三种分子筛层析分离纯化 NP活性最高的收集峰 

进行纯化，均得一单窄的洗脱峰。 

2．3 对纯化产物的纯度和特异性鉴定 

纯化的rVae-NP和 BRN．NP经 SDS-PAGE分 
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衰 1 分子筛层折纯化产鞠的 NP／GP活性 

Table l The aclivityd NP／GP purified bythe&小一 CL 4B —  

1．MeadA49{Inm o1"the口8 1l 1wcl ；NC1．I％BSA；NC2：CEF cell 

ly~te NC3．SF9 盹¨lysate；PC1．5a( strain rabies inl'ected BHK cell； 

PC2．rVac．N in cted CEF ell；PC3．BRN in cted SF9 celI 

析．结果仅显一分子量约为5【’kD左右的蛋白条带， 

与狂犬病毒 NP分子量大小一致 ，结果见图 1。 

纯化的重组蛋自经 Western—Blot证明为NP，结果见 

图 2。 

旧 1 SDS．PAGE拉删纯化产物纯度 

Fig l Pü fled NP d̈ ecled by SD,~PAGE 

I．Puril'ied rVac NP；2 tVac inl'ected CEF cell lysate；3。Purified 

BR NP~4 BRN inf~t ed SF9 cell ly~ate；5．Mo]~u]ar weight 帅一 

dard 

以ELISA检测纯化的RNP中残留的 GP，结果 

见表2，纯化 RNP不含有 GP成分 

档 

29 

l＆4 

●I ●●  

图2 Western．1flot检测纯化 NP 

F ．2 NP detected by Weste~ blot 

I Molecular weight standard；2 Purified rVac-NP； 3 CEF cel 

ly~te；4．Puril'ied BR-NP；5。SF9 lI IF~te 

2．4 小鼠血清特异的抗．NP抗体检测 

间接 ELISA对血清抗一NP抗体的检测结果见 

表 3。相同量的三种 NP／RNP免疫小鼠所诱生的 

抗NP抗体水平接近，均在第3。4周达到峰值，免后 

5周开始下降。结果经 Fisher’s精确检验，在 n= 

O．O5水平，三者问无显著性差异。 

衰 2 EL蛳 检测纯化 RNP的残翟 G 

n ble 2 The GP activity of purified RNP 

样品 
船 ⅡYD 

抗原稀释度 

2‘ 2‘ 

* Mean A490nm nf the parallel wells；NC L％ BSA；PC．SaG ~taia 

tabies in ct甜 BHK eelI 

衰3 三种 NP／P2qP诱生小lI特异性抗 NP】gG抗体动态观案 

Table 3 The levels of special anti NP I antibody in mice~erun 

抗原 免疫时间(周) 

2 3 4 5 6 7 

RV．RNP I 71’ 2．70 2 91 2 3l I 15 65 

rVa NP l 69 2 36 2．42 I 97 l 02 0 49 

BRN-NP l 73 2 5l 2 17 j 54 l 08 55 

* Mean A490nm of the~ rallel wells 

2．5攻击保护实验结果 

用三种纯化蛋白免疫小鼠后，以 CVS株狂犬病 

毒攻击实验结果见表4。三种蛋白以 10 g／只剂量 

●  

2  

m n 

剪 M 
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免疫小鼠，对 CVS病毒攻击均有约50％保护率，在 

= 0．05水平．与对照组有显著性差异。以 RNP初 

免 GP‘加强(第 4组)小鼠存活率高于相应的对照组 

(第 5组)。 

衰 4 免痤小鼠攻击实验结果 

Table 4 The r~ult of immunized mice e[~llenged bv CVS 

3 讨论 

本实验以分子筛层析和亲和层析对 5aG株 

RV—RNP、rVae．NP和 BR—NP进行纯化分离，获得 

了高纯度、高免疫反应性的的纯化蛋白，并对三种 

NP的免疫学特性进行了初步研究．结果表明，三种 

NP在诱生小鼠抗 N抗体和免疫保护方面无明显差 

异。 

选用分子筛层析分别对三种 NP进行了初步纯 

化，5aG株狂犬病毒 NP的聚合体RNP的分子量较 

大，最先流出；另两种来源的 NP为单体，均最后流 

出。以 2C12．Sephrose 4B亲和层析柱分别对三种 

NP进行第二次纯化，均得到一个单窄的收集峰。 

纯化产物的 SDS—PAGE电泳结果表明．rVae—NP和 

BRN-NP纯度较高；Western—Blot结果表明两种纯 

化蛋白均与抗 NP的单抗反应．且二者无明显差异。 

因RNP的分子量较大，无法进行 SDS—PAGE电泳 

和 Wester n-Blot检测．ELISA表明纯化后的 RNP已 

无狂犬病毒GP成分。 

国内外只有 Fu以纯化的 BRN—NP对 NP的免 

疫原性和免疫反应性进行分析，其余的研究都使用 

未经纯化的感染(重组)病毒的细胞裂解液 J。本 

实验在国内外首次对三种纯化的狂犬病毒 NP／ 

RNP的免疫原性进行比较。动物实验结果显示三 

种纯化蛋白均可诱生小鼠特异的抗 NP抗体，并在 

第3、4周达到峰值，三者之间无明显差异；三种纯化 

蛋白免疫的小 鼠对 CVS株狂犬病毒攻击均有约 

50％的保护率；结果说明，重组 NP和天然 RNP在 

免疫反应和免疫原性上没有差异；NP／RNP在免疫 

保护方面有一定的作用。 

众所周知，基因重组技术已日趋成熟．而重组蛋 

白的安全性是限制其实际应用的一个重要因素。要 

将基因重组的表达产物和其他的一些生物制品转化 

成安全有效的产品，关键是蛋白质的纯化．因而基因 

工程下游技术日益受到重视。液相色谱技术是目前 

蛋白质纯化的最有效和最常用的方法．本文在这一 

方面进行了一些有益的尝试，在国内首次获得了纯 

化的狂犬病毒NP．为进一步研究 RV—NP免疫保护 

机制、致病机理及研制 RV亚单位疫苗和基因工程 

疫苗奠定了基础。 
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