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　　摘要：为对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒（ＡＩＶｓ）ＮＳ１基因进行原核表达，并对表达产物进行抗原性分析，根据ＮＳ１基因
合成１对特异性引物，进行ＰＣＲ扩增，将扩增片段连接至 ＰＭＤ１８－Ｔ载体，通过序列测定和比对筛选出保真基因克
隆；将保真基因克隆至ｐＥＴ３２ａ表达载体，构建重组质粒ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１后转化至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，加入ＩＰＴＧ进
行诱导表达；并对ＩＰＴＧ使用浓度和诱导时间进行优化，对表达的重组蛋白用 Ｈｉｓ－ｔａｇ镍柱进行纯化，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ和免疫荧光技术对纯化的重组蛋白进行鉴定及免疫原性的测定。结果显示，本试验成功扩增出 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ的
ＮＳ１基因，并筛选到保真克隆；带有ＮＳ１保真基因的重组载体 ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１可在大肠杆菌中进行 ＩＰＴＧ诱导表达，其
中，ＩＰＴＧ最佳使用浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ、最佳诱导时间为８ｈ时表达量最大，并且表达产物主要存在于包涵体中；纯化后
的重组蛋白可被抗Ｈｉｓ标签识别，利用重组蛋白制备的抗体可识别Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ在细胞内表达的ＮＳ１蛋白，说明重组蛋
白具有良好的免疫原性，该试验为Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓＮＳ１蛋白的功能特性和免疫学研究奠定了基础。
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　　禽流感病毒属于正黏病毒科中的甲型流感病
毒属，它由８个分节段的有包膜的单股负链ＲＮＡ构
成了全基因组，且每个节段至少编码一种蛋白质，

ＡＩＶｓ共编码１１种蛋白［１－４］。其中，非结构蛋白 ＮＳ
（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ）基因是内部基因组中最小的基因节
段，它共编码ＮＳ１和ＮＳ２（ＮＥＰ）２种蛋白［５］，非结构

蛋白ＮＳ１存在于除病毒颗粒以外的病毒上清或是
被感染的细胞体内。ＮＳ１蛋白在 ＡＩＶｓ感染早期主
要存在于细胞核中，随着感染时间的推移，ＮＳ１蛋白
分布扩散至细胞浆中，并且能刺激机体产生特异性

抗ＮＳ１蛋白的抗体［６］。ＮＳ１的Ｃ－末端效应结构域
是与宿主相互作用最频繁的功能结合区，其中，第

１３４～１６１位氨基酸为其核心序列，该部分序列发挥
了阻断宿主ｍＲＮＡ剪接、多聚腺苷酸化和核输出等
一系列作用［７－８］。ＮＳ１在病毒－宿主相互关系中发
挥了极其重要的作用，该病毒成分不仅在ＡＩＶｓ感染

宿主过程中能拮抗机体的天然免疫反应，而且可以

影响流感病毒的致病性和宿主的适应性［９］，因此对

ＮＳ１蛋白的功能、致病性等进行进一步研究至关
重要。

ＮＳ１是由流感病毒最后一个节段的 ＲＮＡ编码
合成，该蛋白含２０２～２３７个氨基酸且其大小约为
２６ｋｕ［８］，它的结构域包括：Ｎ末端１～７３个氨基酸
构成的ＲＮＡ结合结构域和 Ｃ末端８８～２０２个残基
的效应结构域，两者之间连接区域为１０～１５个氨基
酸形成的链接区域［１０－１１］。ＮＳ１蛋白是一种从病毒
和宿主两方面进行调节的多功能调控蛋白，从病毒

方面来讲，ＮＳ１蛋白通过提高流感病毒的翻译能力，
提高病毒对宿主的抗病毒反应从而直接性地增强

流感病毒的致病作用；从宿主方面来讲，ＮＳ１蛋白可
通过拮抗干扰素、调控宿主细胞凋亡、抑制宿主细

胞蛋白的合成等方式来减弱宿主机体的抗病毒反

应从而间接性地增强病毒的致病作用［８，１２－１５］。因

此，对ＮＳ１蛋白功能的拮抗能够降低甲型流感病毒
的复制效率和限制病毒传播空间，具有良好的应用

价值［１６］。

本研究于２０１９—２０２１年在江苏省农业科学院
兽医研究所对ＮＳ１的基因特性进行了分析，成功构
建重组质粒ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１，并在ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态
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细胞中进行优化表达，对表达的重组蛋白进行分析

和纯化后通过Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ和免疫荧光来鉴定，为
后续疫苗研发及诊断方法的探究奠定试验基础。

１　材料与方法

１．１　病毒、载体和菌株
Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒和 ｐＥＴ３２ａ原核表达载

体由江苏省农业科学院兽医研究所禽病实验室保

存；ＤＨ５α和ＢＬ２１感受态细胞购自南京擎科生物科
技有限公司；ｐＭＤ１８－Ｔ载体购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　主要试剂

ＱｕｉｃｋＣｕｔＸｈｏⅠ和ＱｕｉｃｋＣｕｔＥｃｏＲⅠ限制性核酸
内切酶，购自ＴａＫａＲａ公司；５０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ，购
自诺唯赞生物科技有限公司；核酸提取试剂盒、琼

脂糖凝胶回收试剂盒和质粒ＤＮＡ小提试剂盒，均购
自美国Ａｘｙｇｅｎ公司；镍离子亲和层析蛋白纯化试剂
盒和Ｈｉｓ－ｔａｇ抗体，均购自碧云天生物公司；辣根过
氧化氢酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠 ＩｇＧ，购自中衫金桥
生物技术有限公司。

１．３　引物设计与合成
根据 ＧｅｎＢａｎｋ库里的 ＮＳ全基因序列，针对

ＮＳ１编码区设计１对特异性引物，引物两端分别引
入ＸｈｏⅠ（碱基序列为 ＣＴＣＧＡＧ）、ＥｃｏＲⅠ（碱基序
列为ＧＡＡＴＴＣ）酶切位点，此引物送至金斯瑞生物科
技有限公司合成。引物序列：Ｆ：５′－ＣＡＡＡＧＡＡＴＴＣＡ
ＴＧＧＡＴＴＣＣＡＡＣＡＣＴ－３′（含ＥｃｏＲⅠ酶切位点），Ｒ：
５′－ＴＴＴＣＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＴＴＴＧＧＡＧＡＡＡ－３′（含
ＸｈｏⅠ 酶切位点）。
１．４　目的基因的扩增与克隆

利用ＲＮＡ提取试剂盒提取 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ的基因
组，以提取的基因组为模板，用引物 Ｒ进行反转录，
所得产物为 ｃＤＮＡ，作为 ＰＣＲ扩增的模板。ＰＣＲ扩
增体系为 ５０μＬ，２×ＴａｑＭｉｘ２５μＬ，上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，ｃＤＮＡ３μＬ，超纯水 ２０μＬ。
扩增程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ４５ｓ，
７２℃３ｍｉｎ，１０个循环；９４℃３０ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。将扩增产
物进行琼脂糖凝胶电泳，用胶回收试剂盒回收纯化

阳性片段，与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接后，转化至大肠杆
菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆进行序列测定，筛选出含有
保真序列的ＮＳ１基因的克隆。
１．５　重组质粒的构建与鉴定

将筛选到的保真质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＮＳ１与表达

载体 ＰＥＴ３２ａ进行双酶切，分别电泳鉴定并回收
ＰＥＴ３２ａ酶切质粒和ＮＳ１基因片段，将两者在１６℃
连接３０ｍｉｎ后转化至大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取单克隆
菌落扩大培养后提取质粒，对质粒进行ＰＣＲ和双酶
切鉴定。

１．６　ＮＳ１蛋白的诱导条件优化
为摸索蛋白诱导表达的最佳条件，将构建成功

的ＰＥＴ３２ａ质粒转化到表达感受态细胞 ＢＬ２１中，鉴
定为阳性的菌株进行扩大培养，３７℃振荡培养至
Ｄ６００ｎｍ０．６～１．０，分别以不同浓度的ＴＰＴＧ和不同诱
导时间来进行优化，根据 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的结果，确定
最佳优化条件。

１．６．１　ＩＰＴＧ最佳浓度的探索　在 ５管 Ｄ６００ｎｍ为
０．６～１．０的４ｍＬ菌液中加入不同量的 ＩＰＴＧ使其
终浓度分别为 ０．０、０．１、０．５、１．０、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，
３７℃，１２０ｒ／ｍｉｎ诱导６ｈ，诱导结束后，８０００ｒ／ｓ离
心 １０ｍｉｎ，弃上清，１×ＰＢＳ洗涤 ３遍后用 ４８０μＬ
ＰＢＳ重悬，取样本进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，根据结果
确定ＩＰＴＧ最佳诱导浓度。
１．６．２　最佳诱导时间的探索　在培养基中加入终
浓度为２．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，分别诱导２、４、６、８ｈ，对样
品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，根据电泳结果确定出最
佳诱导时间。

１．７　重组蛋白的可溶性分析及纯化
挑取阳性单克隆于４ｍＬＬＢ培养基中，３７℃振

荡培养过夜，第２天以１∶１００的比例扩大培养至菌
液Ｄ６００ｎｍ为０．６～１．０，加入终浓度为 ２ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＩＰＴＧ，３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ诱导表达８ｈ后８０００ｒ／ｓ离
心 １０ｍｉｎ，弃上清，沉淀用ＰＢＳ反复洗涤３次，重悬
于 ４８０μＬＰＢＳ中，间歇超声波冰浴破菌后，
１２０００ｒ／ｓ离心 １０ｍｉｎ，分别对上清和沉淀进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。根据可溶性分析的结果，按照碧
云天纯化试剂盒的步骤对蛋白进行纯化。

１．８　纯化蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
将凝胶上的蛋白转至 ＰＶＤＦ膜，转膜完成后加

入含５％脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ在３７℃培养箱中封闭
２ｈ，后与１∶１０００稀释的Ｈｉｓ单克隆抗体４℃反应
过夜，用ＰＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，再与辣根过氧
化物酶标记的二抗在３７℃温箱中反应１ｈ，用ＰＢＳＴ
洗涤３次后显色，进行免疫印记分析。
１．９　纯化蛋白的免疫原性分析

采用纯化的 ＮＳ１重组蛋白多次免疫小鼠制备
血清，以其作为一抗对感染 Ｈ９Ｎ２禽流感病毒８ｈ
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的ＭＤＣＫ细胞进行免疫荧光试验，测定所制备的血
清能否识别Ｈ９Ｎ２禽流感病毒在ＭＤＣＫ细胞复制过
程中产生的ＮＳ１蛋白。

２　结果与分析

２．１　ＮＳ１基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增与保真克隆的筛选
提取 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ的基因组，用 ＮＳ１引物进行

ＲＴ－ＰＣＲ扩增，由图１可知，该试验扩增出与预期
大小一致的片段。将该片段进行胶回收后将产物

连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，通过序列测定筛选出保
真基因克隆。

２．２　重组表达质粒的ＰＣＲ与双酶切鉴定结果
对克隆质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＮＳ１进行双酶切，将

切下的ＮＳ１基因连接到原核表达载体ｐＥＴ３２ａ，然后
对重组表达质粒进行 ＰＣＲ和双酶切鉴定。由图 ２
可知，ＮＳ１基因成功连接到质粒 ｐＥＴ３２ａ，重组表达
质粒构建成功，命名为ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１。
２．３　ＮＳ１蛋白表达条件的优化

将构建好的重组质粒ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１转化至表达

感受态ＢＬ２１（ＤＥ３），分别对ＩＰＴＧ的使用浓度和诱导
时间进行最佳条件探索。由图 ３、图 ４可知，最佳
ＩＰＴＧ的使用浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ，最佳诱导时间为８ｈ。

２．４　表达产物的可溶性分析

确定重组蛋白的最佳诱导表达条件后，对重组

蛋白进行大量表达，并对表达产物的可溶性进行分

析。由图５可知，重组蛋白主要存在于细胞裂解沉
淀中，即ＮＳ１重组蛋白在细胞中主要以包涵体的形
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式存在。

２．５　ＮＳ１重组蛋白的纯化与鉴定
由图６可知，将收集的包涵体用裂解液进行溶

解，用镍离子亲和层析柱对溶解上清中的重组蛋白

进行纯化，并对纯化后的重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ鉴定。由图７－Ａ可知，重组蛋白可以被抗 Ｈｉｓ
标签的单抗识别，提示 ＮＳ１重组蛋白表达、纯化
成功。

２．６　重组蛋白的免疫原性分析
采用纯化的 ＮＳ１重组蛋白多次免疫小鼠制备

血清，采用该抗体对感染 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ的 ＭＤＣＫ细胞
进行免疫荧光试验。由图７－Ｂ可知，所制备的多
克隆抗体可以识别Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ感染ＭＤＣＫ细胞后所
产生的的ＮＳ１蛋白，提示本试验所表达、纯化的ＮＳ１
重组蛋白具有良好免疫原性。

３　讨论

Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒是最常见的低致病性禽
流感病毒，最早于１９６６年从北美的火鸡体内分离
到［１７－１８］；我国于１９９４年在广东某一鸡场首次分离
出Ｈ９亚型禽流感病毒［１９］；随后，该型禽流感在我

国养禽地区呈大流行趋势。流行病学调查显示，Ｈ９

亚型禽流感病毒的主要宿主是野生水禽［２０－２１］，而家

养水禽和鸡对 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ也易感，这些宿主在
Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ向哺乳动物的跨物种传播中发挥重要作
用。自１９９９年以来，我国不断有报道人感染 Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒的病例［２２－２３］，这使 Ｈ９Ｎ２亚型禽流
感受到广泛关注和高度重视。Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病
毒不仅给养禽业造成极大损失，也严重威胁到人类
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健康，所以对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的研究具有重
要的公共卫生学意义。ＮＳ１是甲型流感病毒的一种
非结构多功能调节蛋白［２４］，在流感病毒的致病性等

方面发挥着重要的调节作用，对 ＮＳ１蛋白进行深入
研究有助于更好地理解流感病毒与宿主细胞间的

相互作用，为揭示禽流感病毒的致病分子机制奠定

了理论基础。

本研究利用ＲＴ－ＰＣＲ技术扩增出 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ
的ＮＳ１基因片段，连接 ｐＭＤ１８－Ｔ载体进行克隆，
然后将克隆的保真基因与载体 ｐＥＴ３２ａ连接，构建
重组质粒ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ１，并转化到 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受
态细胞中进行诱导表达，确定最优的诱导表达条

件，利用 Ｈｉｓ－ｔａｇ镍柱纯化重组蛋白，利用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ进行鉴定。结果显示，采用
ｐＥＴ３２ａ载体可在感受态 ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行 ＮＳ１蛋
白的表达，ＮＳ１蛋白的表达量与诱导剂ＩＰＴＧ的浓度
和诱导时间有一定相关性，当ＩＰＴＧ浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ、
诱导时间为 ８ｈ时，ＮＳ１融合蛋白的表达量最大。
由于ｐＥＴ３２ａ带有Ｈｉｓ标签，所以本研究对融合蛋白
用镍柱进行了纯化，并对纯化的融合蛋白用针对

Ｈｉｓ标签的单克隆抗体进行了鉴定，结果表明融合
蛋白可以与Ｈｉｓ单抗进行结合。而免疫荧光试验结
果显示，利用纯化的重组蛋白制备的多克隆抗体可

识别Ｈ９Ｎ２ＡＩＶｓ在宿主细胞内产生的 ＮＳ１蛋白。
以上结果说明，本研究成功表达和纯化了 Ｈ９Ｎ２禽
流感病毒的ＮＳ１蛋白，并且重组ＮＳ１蛋白具有良好
的免疫原性，这为下一步研究 ＮＳ１蛋白的功能，以
及以ＮＳ１蛋白为靶标的禽流感病毒临床感染的诊
断和抗病毒药物的研制奠定了基础［２５］。
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