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Abstract : The gene of nucleocap sid p rotein of Equi ne arteri t is v i rus was amplified f rom PM D2182
T plasmid wit h equine arteritis virus OR F7 sequence by PCR. The PCR product was sequenced as

well as p urified and digested wit h EcoR I and X ho I , t hen directly cloned into t he prokaryotic vec2
tor p E T32 a. Consequently t he recombinant plasmid was const ructed , designateds p E T32 a2N .

P E T32 a2N was t ransformed into t he host cell BL21 ( D E3) and t he expression procedure was opti2
mized including cultivated temperature , optional induction concent ration and time of IP T G. The

result indicated t hat the nucleocap sid p rotein can be exp ressed efficiently wit h 0. 8mmol/ L IP T G

and 4 hour induction. The resulting T rx2N recombinant f usion protein was identified to be con2
sisted of 34 kDa protein by S DS2PA GE and western blot ting analysis. It indicated t hat the re2
combinant f usion protein could be used as antigen of diagnostic assay for detecting antibodies.
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　　马病毒性动脉炎是危害世界养马业的重要传染

病之一 ,是由动脉炎病毒科动脉炎病毒属的马动脉

炎病毒 ( Equi ne arteri t is vi rus ,EAV)引起的一种以

病马发热 ,步态僵直 ,躯干及眼周围水肿 ,并出现粘

液脓性鼻炎、结膜炎 ,外生殖道水肿为特征的传染

病 ,对妊马能引起流产 ,使易感怀孕母马的流产率达

90 %以上[1 , 8 ] 。我国目前尚未有本病发生的报道 ,

梁成珠等曾应用中和试验、血凝试验的方法进行过

进出境马匹的抗体检疫和检测[9 ,10 ] 。该病传统的血

清学诊断方法有补体结合、间接免疫荧光、血凝及血

凝抑制、琼脂扩散、微量血清中和试验和 EL ISA

等[1 ] 。目前国外不仅有许多基于 PCR 的诊断技术 ,

同时还以重组结构蛋白为诊断抗原的研究较多。研

究表明 ,该病毒的核蛋白基因编码的核衣壳蛋白具

有良好的免疫原性和反应原性 ,这为本病的诊断提

供了分子生物学及免疫学依据[ 3～7 ] 。

本实验将病毒的核蛋白基因克隆于高效原核表

达载体 p E T32 a中 ,并进行了诱导表达 ,结果表明 :
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核蛋白以硫氧还蛋白融合蛋白的形式在大肠杆菌中

高效表达 ,菌体超声破碎后 ,融合蛋白以可溶的形式

存在与上清中 ,因而避免了纯化时对重组蛋白的变

性、复性等复杂操作 ,适于放大生产。通过 Co2 + 亲

合层析树脂可得到较纯的目的蛋白 ,该蛋白能与阳

性血清发生反应 ,说明具有生物学活性 ,本研究为此

病新型诊断方法的建立创造了条件。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验材料

EAV 及其 R K213 传代细胞 ,由农业部热带亚

热带动物病毒学重点实验室保存。PM D18 T2OR F7

质粒由作者自建。p E T32 a 和菌株 D H5α、B L21

( D E3) 由农业部动物检疫所国家外来动物疫病诊断

中心保存。清洁级 4～6 周龄的 Wistar 大鼠 ,购自

青岛药品检验所实验动物中心。其他分子生物试剂

均购自大连宝生物 ( T a KaR a)公司。参照 GenBank

公布的病毒核苷酸序列 ,设计并合成一对特异引物 ,

在上、下游引物 5′端分别加有 EcoR I 、X ho I 的酶

切位点 (引物下划线处) ,引物序列为 :

上游引物 P1 : 5′2 T GGAA T TCGCCGCCACC

A T GGCGTCAA GACGA TCACG 23′EcoR I

下游引物 P2 : 5′2 GCCACTCGA GCCACAC

A GGA GAA TA TCCACGTCT TAC 23′X ho I

1 . 2 　病毒扩增纯化及高免血清制备

参照文献[3 ]的方法制备。

1. 3 　模板的制备和 N基因扩增

按小量碱裂解法提取 PM D18 T2OR F7 质粒 ,以

1 ∶100 稀释液为模板 ,建立 50μL/ 管 PCR 反应体

系 :模板1μL ,200μmol dN TP 1μL ,2mmol/ L MgCl2

3μL ,10 ×PCR Buffer 5μL ,20p mol 上下游引物各

1μL ,超纯水 37μL , 2. 5U taq DNA 聚合酶 1μL 。

PCR 反应程序为 : 94 ℃预变性 3min , 94 ℃变性

1min ,55 ℃退火 1min , 72 ℃延伸 1min ,共 30 个循

环 ,最后 72 ℃延伸 5min。1 %琼脂糖凝胶电泳检查

PCR 产物。

1 . 4 　重组表达载体的构建与序列确认

参照文献[2 ]方法进行 ,将 PCR 和双酶切筛选鉴

定为阳性重组子的菌液送上海生工生物工程有限公

司测序 ,检查 N 基因读框和序列的正确性。

1. 5 　细菌的诱导表达及 SDS2PAGE 分析

挑取测序正确的菌液进行诱导。在菌液对数生

长期 ( OD600 = 0. 6～0. 8) ,加入诱导剂 IP T G ,使终

浓度为 0. 8 ～ 1mmol , 在 37 ℃诱导培养 3 ～ 4h

(250rp m) 。诱导的菌体超声波冰浴破碎后取

100μL 加入 2 ×SDS 上样缓冲液 ,煮沸 5min ,用

12 %聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分析。按 Co2 + 树脂

纯化蛋白说明书的操作步骤 ,纯化目的蛋白。

1. 6 　表达产物的 Western2blotting 实验

参照文献[6 ]的方法进行。

2 　结果与讨论

2 . 1 　重组表达载体的构建和鉴定

阳性重组子 p E T32 a2N 经 EcoR I 和 X ho I 双

酶切出现 5. 0 kb 和 350bp 2 条带 ,且测序结果表明

N 基因未发生突变 ,读码框完全正确 (图 1 为双酶切

图 ,测序结果略) 。

图 1 　重组质粒 p E T32 a2N 的双酶切鉴定
Fig. 1 　Identification of recombinant plasmid p E T32 a

1/ 2 ,Recombinant plasmid p E T32 a2N digested by EcoR I and X ho I ;
3 ,DNA molecular weight marker ,DL2 000.

2 . 2 　表达的目的蛋白的分析

p E T32 a2N 转化菌经 IP T G 诱导后 ,在 34kDa

处出现 1 条特异性蛋白条带 ,与预期的融合蛋白大

小一致。薄层扫描结果表明 ,重组 N 蛋白表达量最

高可占菌体总蛋白的 50 %(图 2A) 。经 Co2 + 树脂纯

化可见清晰的目的条带 (图 2B ,在目的条带下的淡

条带为菌体杂蛋白) 。用大鼠抗马动脉炎病毒的抗

体进行 Western2blot ting 检测 ,在 34kDa 处左右出

现单一反应条带 (图 2C) ,证明重组 N 蛋白具有良

好的特异性和反应原性。结果见图 2。

图 2 　融合蛋白表达产物的 S DS2PA GE (A、B) 和 Western2
blotting (C) 结果

Fig. 2 　SDS2PA GE (A ,B) and Western2blotting (C) analysis
of p E T32 a 2N fusion protein

A : 1 , p E T32 a2N recombinant plasmid wit hout IP T G inducing ; 2 ,
p E T32 a2N fusion protein by IP T G induced ; 3 , Protein marker . B :
1 , Protein marker ; 2 , p E T32 a2N fusion protein Co2 + resin purified
by IP T G induced. C :2 ,Prestained Protein marker ;1 ,34kDa showed
protein band.
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　　马动脉炎病毒核蛋白 N 是具有免疫原性的结

构蛋白之一 , Kheyar A 等 (1997)曾用原核表达载体
( pM A L2C2)表达了该病毒的结构蛋白 M 和 N ,建

立了免疫斑点试验方法 ,并认为重组 N、M 蛋白可

用于 EAV 感染动物的血清检测[7 ] 。Hedges J F 等
(1998)用重组杆状病毒表达了 EAV 的三个主要结

构蛋白 GL 、M 和 N ,同样建立了间接 EL ISA 方

法[9 ] 。他们的研究证明采用人工表达的病毒结构蛋

白作为非病毒的诊断抗原是可行的。本研究选用原

核高效表达载体 P E T32 a ,成功地获得了马动脉炎

病毒 N 蛋白在大肠杆菌中的高效表达 ,菌体沉淀经

超声波破碎后 ,溶液上清含较多的目的蛋白 ,这就为

其后的纯化工作提供了极大的便利。Western2blot t

ing 检测结果表明 ,重组融合 N 蛋白具有良好的反

应原性 ,有望用做重组诊断抗原。本研究为最终建

立基于基因工程的诊断技术奠定了基础。
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