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　　摘要：为对牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）ｇＢ基因进行原核表达，并对表达产物进行抗原性分析，利用笔者所在
实验室已构建好的ｇＢ－ＢＬ２１重组阳性菌落，进行异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，并对培养及诱导表达条件
（ＩＰＴＧ最佳浓度、作用时间）等影响表达的因素进行优化，然后将表达的ｇＢ重组蛋白进行亲和层析纯化。十二烷基硫
酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果表明，ｇＢ蛋白在大肠杆菌中高效表达，表达蛋白的相对分子量约为
３２．４ｋｕ，与预期的蛋白大小一致。经 ＢＣＡ（聚氰基丙烯酸正丁酯）蛋白含量测定试剂盒测定，ｇＢ重组蛋白浓度为
１．８４ｍｇ／ｍＬ。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，纯化后的ｇＢ重组蛋白能被标准ＩＢＲ阳性血清识别，说明表达的目的蛋白具有良
好的反应原性，可作为ＩＢＲＶ检测的特异性抗原。试验为建立牛传染性鼻气管炎诊断方法及研究ｇＢ蛋白的功能特性
提供了材料和技术理论支持。
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　　牛传染性鼻气管炎（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ，简称
ＩＢＲ）是 由 牛 传 染 性 鼻 气 管 炎 病 毒 （ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅ
ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，简称 ＩＢＲＶ）［又称为牛疱疹病毒 １型
（ＢＨＶ－１）］感染所引起的高度接触性传染病。该病具有广
泛的嗜组织性，在临床上表现为呼吸道型、生殖道感染型、脑

膜脑炎型和流产型４种类型。该病呈世界性广泛分布，世界
动物卫生组织将其列为二类动物传染病，每年都给全球的养

牛业带来了不可估量的经济损失［１］。ＢＨＶ－１基因组中已被
编码为蛋白的共有７３个开放阅读框［２］。ＢＨＶ－１编码的结
构蛋白有３３种，其中１３种蛋白与核衣壳有关，１０种编码糖
蛋白［３］。ｇＢ是在病毒吸附、进入细胞及胞间扩散和融合中起
着重要作用的主要膜蛋白，也是主要的抗原蛋白，是 ＢＨＶ－１
中最保守的蛋白［４］。

我国于１９８０年从国外进口的奶牛中检测到了引起该病
的病毒，自此许多学者开始对该病的流行病学进行调查，结果

表明我国国内大部分省份已存在较为广泛的牛传染性鼻气管

炎病毒的感染且呈现逐年上升的现象。目前，并没有特效的

药物治疗此病，我国主要采取以预防为主的措施防控此病。

本试验通过对ＩＢＲＶｇＢ蛋白的诱导表达，旨在获得 ＩＢＲ高效
表达蛋白，为ＩＢＲ的检测方法提供原材料和技术支持。

１　材料与方法

１．１　血清与菌株
ＩＢＲ标准阳性血清，购自美国 ＩＤＥＥＸ公司；牛传染性鼻

气管炎ｇＢ－ＢＬ２１阳性重组菌株，由笔者所在实验室前期构
建保存。

１．２　主要试剂盒
Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒，购自北京康为世纪生物科技

有限公司；ＡＥＣ底物显色试剂盒，购自索莱宝公司；ＡＥＣ蛋白
纯化试剂盒，购自凯基生物公司。

１．３　主要试剂
　　主要试剂如下：琼脂糖，购自西班牙；异丙基硫代－α－Ｄ
半乳糖苷（ＩＰＴＧ），ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；氨苄青霉素 （ＡＭＰ），
Ａｍｒｅｓｃｏ；琼脂粉，ＯＸＯＩＤ；蛋白彩虹 ｍａｒｋｅｒ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；十

—９８１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１７期



二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）上样缓冲液（２×），ＳＤＳ购自西安国安生
物科技有限公司；考马斯亮蓝 Ｇ－２５０，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；过硫酸
铵，Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；１０％ＳＤＳ；四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ），Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；
１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为 ６．８的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，Ｔｒｉｓ购自 Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；
１．５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为８．８的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；２９∶１的丙烯酰胺、甲叉
双丙烯酰胺蛋白电泳缓冲液（５×），Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；滤纸，沈阳市长城过滤纸板有限
公司；甘氨酸，西安国安生物科技有限公司；脱脂奶粉，完达山

乳业；Ｔｗｅｅｎ２０，Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）；无水乙醇，
天津市福晨化学试剂厂；０．２２μｍ滤膜，Ｓｉｇｍａ；ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－
ＢｏｖＩｇＧ／ＨＲＰ［辣根过氧化物酶标记的兔抗牛 ＩｇＧ］，Ｓｉｇｍａ。
其他化学试剂均购自天津市化学大茂化学试剂厂。此外，聚

氰基丙烯酸正丁酯（ＢＣＡ）蛋白纯化试剂盒，购自江苏凯基生
物技术股份有限公司。

１．４　试验方法
１．４．１　重组蛋白ｇＢ的诱导表达及条件优化　取１μＬ连接
好的重组质粒ＰＥＴ３２ａ－ｇＢ，涂布于含氨苄青霉素的 ＬＢ固体
培养基上，于３７℃培养１２～１５ｈ。然后用无菌接种棒挑取单
个重组菌落，接种于 ５ｍＬ液体培养基中，３７℃ 摇床上于
２２０ｒ／ｍｉｎ培养１２～１５ｈ。取培养的菌液按１∶５０的比例接
种于新鲜的ＬＢ（ＡＭＰ＋）液体培养基中，继续培养 ２～３ｈ，直
至Ｄ６００ｎｍ达到０．６～０．８，取１．０ｍＬ菌液保存，作为ＩＰＴＧ诱导
前样品，将剩余的菌液分成６管，分别向其中加入不同浓度的
ＩＰＴＧ，使其终浓度依次为 ０．１、０．３、０．５、０．７、１．０、
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，然后置于３７℃摇床上培养，分别于１、２、３、４、５ｈ
后从５管中各取１ｍＬ诱导菌液，室温下于８０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，去上清，采用ＰＢＳ重悬沉淀，重复离心，最后弃尽上清，
用ＰＢＳ重悬沉淀，混匀，然后向其中加入 ２×ＳＤＳ上样缓冲
液，置于沸水中煮沸５ｍｉｎ，取出后迅速放入冰浴中，适当时间
后，放入－２０℃冰箱中保存备用。
１．４．２　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）的检测　按照说明配制分离胶与浓缩胶，在分离胶上
面插入梳子，静置约３０ｍｉｎ，使凝胶完全聚合。然后将玻璃制
胶板放入电泳槽中，在电泳槽中加入适量的电泳液，缓慢垂直

拔出梳子，用移液器冲洗加样孔。向第１个加样孔中加入蛋
白彩虹ｍａｒｋｅｒ，在相邻的泳道中依次加入样品。接通电源，起
始电压为８０Ｖ，当染料进入分离胶后，提高电压至１２０Ｖ，电
泳１ｈ。待溴酚蓝到达电泳槽的底部时，关闭电源，小心地从
玻璃板上剥下凝胶，切掉浓缩胶，并对分离胶进行标记，然后

将其放入考马斯亮蓝染色液中，染色１ｈ。结束后，取出分离
胶，将其转入脱色液中脱色，观察结果。

１．４．３　重组蛋白的可溶性分析　参照“１．４．１”节的方法，分
别利用蛋白的最优表达条件对重组蛋白进行诱导表达，离心，

弃上清，在沉淀中加入 ＰＢＳ重悬菌体，混匀。然后超声裂解
菌体细胞，待菌液变清后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上
清，并向沉淀物中加入８ｍｏｌ／Ｌ尿素，充分裂解。然后分别向
收集好的上清和沉淀中加入蛋白上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，快
速放入冰浴中，适当时间后，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．４．４　重组蛋白的纯化分析　参照“１．４．１”节的方法，分别
利用蛋白的最优表达条件对重组蛋白表达至最优的时间，取

５０ｍＬ离心管，称量空管的质量并作记录，倒入诱导的菌液，

离心，弃上清，加入去离子水重悬沉淀，再次以同样的条件离

心，倒掉上清，称量离心管质量，得到菌体湿质量，每１００ｍｇ
菌体（湿质量）中加入２ｍＬ细菌裂解液（每毫升细菌裂解液
中预先加入１０μＬ蛋白酶抑制剂混合物），超声破碎２０ｍｉｎ，
１００００ｇ低温离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，将沉淀重悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ中，尽量混匀使包涵体充分溶解。２０℃静置过夜，次日
取出后，使用Ｈｉｓ（组氨酸）标签蛋白纯化试剂盒进行相关步
骤纯化，然后对纯化蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．４．５　纯化蛋白浓度的测定　使用ＢＣＡ蛋白纯化试剂盒对
重组蛋白含量进行测定，具体步骤如下：

（１）按照表１依次向９６孔板中加入相应试剂；

表１　试剂添加顺序

孔号
蛋白标准溶液用量

（μＬ）
去离子水用量

（μＬ）
对应蛋白的量

（μｇ）

０ ０ ２０ ０
１ １ １９ ０．５
２ ２ １８ １
３ ４ １６ ２
４ ８ １２ ４
５ １２ ８ ６
６ １６ ４ ８
７ ２０ ０ １０

　　注：蛋白标准溶液主成分为牛血清白蛋白（ＢＳＡ）。

　　（２）将试剂盒中的Ａ试剂与Ｂ试剂按照１∶５０的比例配
制ＢＣＡ工作液，充分混匀；
　　（３）依次加入２００μＬＢＣＡ工作液；
　　（４）将 ９６孔板放在振荡器上振荡数秒，３７℃孵育
３０ｍｉｎ；　

（５）在酶标仪上读取Ｄ５６２ｎｍ，以蛋白含量（μＬ）为横坐标、
吸光度为纵坐标，绘制标准曲线图；

（６）选取合适的浓度稀释ｇＢ蛋白，使其总体积为２０μＬ，
加入ＢＣＡ工作液２００μＬ，混匀，３７℃放置３０ｍｉｎ，以标准曲
线０号管作参比，记录５６２ｎｍ下的吸光度；

（７）根据所得样品的吸光度，在标准曲线上找出对应的
蛋白含量，换算到原体积中，记录蛋白的浓度。

１．４．６　纯化蛋白的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析　按照上述方法进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，电泳结束后，取出凝胶切下分离胶，标记方向，
按照标准步骤进行蛋白质分子的转印，１５０ｍＡ恒流，４℃
３ｈ，将凝胶上的蛋白质转印到ＰＶＤＦ膜上。接着取出转有蛋
白质分子的ＰＶＤＦ膜，采用５％脱脂乳封闭２ｈ，一抗（ＩＢＲ标
准阳性血清）４℃杂交过夜，次日取出后使用ＰＢＳＴ（加了吐温
的磷酸盐缓冲液）洗涤５次，加入二抗（ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－ＢｏｖＩｇＧ／
ＨＲＰ）杂交１ｈ，去除非特异性结合，再次洗涤，条件同上。洗
涤结束后，使用ＡＥＣ（３－氨基－９－乙基咔唑）底物显色试剂
盒显色１５ｍｉｎ，之后用蒸馏水终止反应，观察并记录结果。

２　结果与分析

２．１　重组蛋白ｇＢ的诱导表达及条件优化
　　将连接好的重组菌落接种于培养基上，利用 ＩＰＴＧ初步
探索诱导表达，经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果表明，未经 ＩＰＴＧ
诱导的重组菌并没有出现特异性的条带，而经 ＩＰＴＧ于３７℃
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诱导后的重组菌落出现了特异性的条带，经分析其大小为

３２．４ｋｕ，与预期的蛋白分子质量大小相符。为提高重组蛋白
的表达效率，为以后大量制备蛋白奠定基础，分别以不同时间

和不同 ＩＰＴＧ浓度进行诱导条件的优化。最后通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ蛋白凝胶电泳检测，由图１、图２显示，蛋白的表达量在
３７℃０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ时达到最大值。

２．２　重组蛋白的可溶性分析
分别将重组菌落经过最优的表达条件表达，离心收集沉

淀后超声破碎，再次离心后对沉淀加尿素溶解，经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析，由图３可见，表达ｇＢ蛋白以包涵体的形式存在。

２．３　重组蛋白的纯化分析
　　由图４可知，根据ｇＢ蛋白的表达特性和最佳诱导条件进

行表达纯化，得到１条约为３２．４ｋｕ的纯度较高的条带。
２．４　纯化蛋白浓度的测定

以ＢＳＡ标准蛋白浓度为横坐标、吸光度Ｄ５６２ｎｍ为纵坐标，
制作标准曲线，见图５。根据ＢＳＡ浓度与 Ｄ５６２ｎｍ的线性关系，
得到了拟合曲线方程：ｙ＝０．０７８６ｘ＋０．０６５６，ｒ２＝０．９９８９。
经测定，ｇＢ重组蛋白的浓度为１．８４ｍｇ／ｍＬ。

２．５　重组蛋白的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
纯化的ｇＢ蛋白经蛋白转印、一抗二抗杂交，再经ＡＥＣ显

色之后，出现了１条纯度较高的目的条带（图６），提示表达的
重组蛋白具有良好的反应原性。
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３　结论与讨论

ＩＢＲ近年来已经成为影响牧业发展的主要病原，对于我
国而言它属于外来病原，首次发现该病在１９８０年，２００５年我
国在澳大利亚进口种牛中成功分离到该病毒［５］。２００６年检
测了来自内蒙古等１１个省份的疑似感染ＩＢＲ血清样本，结果
显示抗体阳性率为４６．０％［６］。２０１５年北疆４个规模化奶牛
场ＩＢＲ感染性抗体的平均阳性率为８７．４％［７］。２０１６年笔者
所在团队对宁夏地区进行ＩＢＲ的抗体检测，平均阳性率高达
８５．１％［８］。我国作为奶牛养殖业大国，但由于我国整体的养

牛水平不太高，每年都要从一些养牛水平高的国家进口大批

的牛，２０１５年Ｍｏｏｒｅ等的研究表明，澳大利亚出口的活牛ＩＢＲ
血清阳性率为３９．０％［９］，这些数据均表明ＩＢＲ感染的普遍性
和严重性，我们应提高警惕避免该病发生大面积暴发。

ｇＢ蛋白是 ＩＢＲＶ主要的抗原蛋白，在机体的免疫保护中
起着至关重要的作用［１０］。目前，ＩＢＲＶ的诊断试剂大多数均
针对ｇＢ抗原表位。本研究采用笔者所在实验室构建好的ｇＢ
重组菌株，使用大肠杆菌的表达系统，大肠杆菌的表达系统以

其高效表达的优点成为近些年来首选的表达系统［１１］。相对

于全基因表达，ｇＢ部分基因表达克服了蛋白表达量低、抗原
性弱等缺点，目的蛋白在大肠杆菌表达系统中获得了大量高

效的表达。在选择蛋白纯化方法时，采用镍柱亲和层析法，方

法简便、利于操作及实验室蛋白的大量纯化，分离纯化效果

好，纯化后的蛋白经免疫印迹检测，能与 ＩＢＲ标准阳性血清
发生特异性反应，说明表达的 ｇＢ蛋白具有良好的反应活性，
可被用来作为ＩＢＲＶ检测的特异性抗原。

本研究成功获得了ＩＢＲＶｇＢ蛋白，为应用建立 ＩＢＲ诊断
方法和制备ｇＢ蛋白多抗和单抗，作为抗原免疫动物提供了重
要的物质基础和技术支持。
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