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摘要：为了获得具有天然活性的非洲马瘟病毒重组ＶＰ７蛋白，制 备 针 对 非 洲 马 瘟 ＶＰ７蛋 白 的 单 克 隆 抗 体 及 建 立 快 速 抗

体检测方法，本试验通过ＰＣＲ扩增、胶回收纯化后经ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ特异性酶切，将ＶＰ７基因克隆于昆虫杆状病毒表达载

体ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ，经ＰＣＲ、酶切、测序鉴定后，成功构建了携带ＶＰ７基因的重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７。该重组质粒

转化含有杆状病毒穿梭载体的ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，经抗生素、ＰＣＲ筛选，获得转座的杆粒Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７，并在脂质体

介导下转染Ｓｆ９昆虫细胞，获得重组杆状病毒，再感染Ｓｆ９昆虫细胞，收获表达产物。表达产物经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析表明，

ＶＰ７重组蛋白得到表达，其分子质量大小约为４５ｋｕ，且具有良好的生物活性。
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　　非 洲 马 瘟 是 由 非 洲 马 瘟 病 毒（Ａｆｒｉｃａｎ　ｈｏｒｓｅ
ｓｉｃｋｎｅｓｓ　ｖｉｒｕｓ，ＡＨＳＶ）引起的马属动物的一种急性

或亚急性虫媒传染病，库蠓是其主要传播媒介。该

病在临床上以发热、皮下结缔组织与肺水肿及内脏

出血为特征，马 对 此 病 的 易 感 性 最 高，病 死 率 高 达

９５％（Ｃｏｅｔｚｅｒ等，１９９４），中 国 将 其 列 为 一 类 动 物 传

染病。由于本病属于虫媒病，其发生有明显的季节

性和地域性，多见于温热、潮湿季节，常呈地方性流

行或暴发流行。本病主要流行于非洲大陆中部热带

地区，并传播到南部非洲，有时也传播到北部非洲。

近 东 与 中 东、西 班 牙（Ｍｅｌｌｏｒ等，１９９０）、葡 萄 牙

（Ｊｏｒｇｅ等，２００１）等非洲以外的国家也曾流行。在非

洲国家，该病的防控主要以加强动物流动区划管理、

接种多价弱毒疫苗和监测为主。

随着经济全球化的迅猛发展，农畜产品贸易及

流通也呈全球化发展，外来动物疫病的防控问题已

经受到了各国的高度关注。虽然中国目前没有非洲

马瘟的发生，但研究该病的诊断检测方法作为技术

储备对该病的防控体系建设具有重要意义。非洲马

瘟病毒属呼肠孤病毒科环状病毒属，现已知有９个

血清型，各型之间没有交互免疫关系，不同血清型病
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毒的毒力强弱也不相同。本研究对９个血清型非洲

马瘟病毒最为保守的ＶＰ７基因进行克 隆 和 真 核 表

达，制备非 洲 马 瘟 病 毒 群 特 异 性 抗 原 ＶＰ７重 组 蛋

白，为 建 立 一 种 以 ＶＰ７重 组 蛋 白 为 包 被 抗 原 的

ＥＬＩＳＡ群特异性抗体检测方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病毒、质粒和菌种　非洲马瘟血清９型灭活病

毒（１１／１０／９０）由西班牙马德里Ｉｎｇｅｎａｓａ公司提供；

ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ质 粒、Ｔｏｐ１０　Ｅ．ｃｏｌｉ和ＤＨ１０Ｂａｃ菌

种为云南出入境检验检疫局技术中心保存。

１．２　主 要 试 剂 和 仪 器　病 毒 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

（ＲＮＡＥＺ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ　Ｖｉｒｕｓ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ）

购自美国ＢＢＩ公 司；质 粒 小 量 提 取 试 剂 盒、凝 胶 回

收试剂盒购于 Ａｘｙｇｅｎ公 司；一 步 法ＲＴ－ＰＣＲ试 剂

盒、限制性内切酶ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ、ＤＮＡ　Ｍａｒｋ－
ｅｒ、Ｔ４连接酶购于ＴａＫａＲａ公司；Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ转染试

剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胎牛血清、Ｇｒａｃｅ’ｓ细胞

培养基购自Ｇｂｉｃｏ公司；非洲马瘟病毒血清９型阳

性血清由西班牙马德里Ｉｎｇｅｎａｓａ公司提供；辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗马ＩｇＧ购自美国 ＫＰＬ
公司；ＰＣＲ仪为Ｅｐｐｏｎｄｏｒｆ公司产品。

１．３　引物设计与合成　根据ＡＨＳＶ血清９型病毒

ＶＰ７基 因 序 列 设 计 了 一 对 引 物 用 于 扩 增 和 鉴 定

ＶＰ７基因，上 游 引 物 ＡＨ１：５′－ＣＣＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧ－
ＧＡＣＧＣＧＡＴＡＧＣＡＧＣＡＡＧ－３′（斜体部分为保护性

碱基，下划线部分为ＸｂａⅠ核酸酶切位点），下游引

物 ＡＨ２：５′－ＧＧＧＡＡＧＣＴＴＣＴＡＧＴＧＧＴＡＧＧＣＴＧ－
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ＣＴＡＧＣＡＣ－３′（斜体 部 分 为 保 护 性 碱 基，下 划 线 部

分为ＨｉｎｄⅢ核 酸 酶 切 位），扩 增 片 段 长 度 为１０８０
ｂｐ。参照Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系统使用手册，

设计 一 对 用 于 鉴 定 ＤＨ１０Ｂａｃ杆 粒 通 用 引 物，Ｍ１３
Ｆ：５′－ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′；Ｍ１３ Ｒ：５′－
ＣＡＧＧＡＡ－ＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３′。引 物 均 由Ｉｎｖｉｔｒｏ－

ｇｅｎ公司合成。

１．４　ＡＨＳＶ核酸提取　取灭活的非洲马瘟血清９
型病毒液２００μＬ，按照病毒ＲＮＡ提取试剂盒操作

说明提取病毒ＲＮＡ，―２０℃保存，用于ＶＰ７基因

的克隆。

１．５　ＶＰ７基 因 的 ＴＡ克 隆　以 提 取 的 病 毒 ＲＮＡ
为 模 板，以 ＡＨ１／ＡＨ２为 特 异 性 引 物，进 行 ＲＴ－
ＰＣＲ一步法扩 增ＶＰ７基 因 片 段，反 应 体 系 按 宝 生

物公司一步法ＲＴ－ＰＣＲ试剂 盒 操 作 说 明 配 制，ＲＴ－
ＰＣＲ反应条件为５０℃反转录３０ｍｉｎ；９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保温。将扩

增产物进行１．０％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，紫 外 凝 胶 成 像

系统观察结果。将ＰＣＲ产物进行胶回收，纯化后进

行ＴＡ克隆，将ＶＰ７基因片段连接到ｐＭＤ１９－Ｔ载

体 上。通 过 ＰＣＲ 及 测 序 鉴 定 获 得 重 组 质 粒

ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７。同时通过切胶回收对ＰＣＲ产物进

行纯化，―２０℃保存，用于重组质粒的构建。

１．６　重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的 构 建

　将 重 组 质 粒ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７通 过 限 制 性 内 切 酶

ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，与用相 同 酶 切 处 理 的

昆虫表达载体ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ连接。连接产物 转 化

Ｔｏｐ１０感受态细胞，经过庆大霉素和氨苄青霉素培

养基筛选，提取质粒，并对重组质粒进行ＰＣＲ扩增、

酶切和测序鉴定。

１．７　重组穿梭质 粒Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的 构 建　
将ＶＰ７阳 性 质 粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７转 化

含有杆状病毒穿梭载体的ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，通
过卡那霉素、四环素和庆大霉素筛选，获得重组穿梭

质粒Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７，提 取 杆 粒，分 别 用 Ｍ１３
引物和ＡＨ１／ＡＨ２引物进行ＰＣＲ鉴定。

１．８　重组穿梭质粒在昆虫细胞中的表达　按照Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ
使用 说 明 手 册，将 重 组 穿 梭 质 粒 Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－
ＶＰ７在脂质体介导下转染对数期生长的单层Ｓｆ９昆

虫细胞。转染后２８℃培养９６ｈ，收集细胞，反复冻

融３次后３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取 上 清 作 为Ｆ１
代病毒原种，－２０℃保存备用。取少 量Ｆ１代 病 毒

液接种单层Ｓｆ９昆虫细胞，２８℃培养９６ｈ后按同样

方法收 集 上 清 即 为Ｆ２代 病 毒，－２０℃保 存 备 用。

再用Ｆ２代病毒液接种单层Ｓｆ９昆虫细胞，用相同方

法将病毒传代培养至Ｆ４代，观察细胞生长情况。

１．９　表 达 产 物 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴 定　取 第４
代重组病毒培养物裂解液上清为表达产物样品，以

正常Ｓｆ９细胞上清为阴性对照，用１２％的分离胶进

行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电 泳，用 半 干 电 转 移 法 将ＰＡＧＥ凝

胶中的蛋白转移到硝酸纤维素膜上，以非洲马瘟病

毒血清９型阳性血清为一抗（１∶３０００）、ＨＲＰ标 记

的羊抗 马ＩｇＧ为 二 抗（１∶３０００），按 常 规 步 骤 进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ，对表达产物进行鉴定（汪家政等，

２０００）。

２　结果

２．１　ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７重 组 质 粒 的 ＰＣＲ 鉴 定　用

ＡＨ１／ＡＨ２引 物 对 重 组 质 粒ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７进 行

ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳表明重组质粒扩增得到

分子质量约为１０００ｂｐ的条带（图１），与理论分子质

量１０８０ｂｐ相符合，阴性对照未扩增出任何片段，证
明ＶＰ７基因片段已正确连接到ｐＭＤ１９－Ｔ载体上。

图１　ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７重组质粒的ＰＣＲ鉴定

注：１，重组质粒ｐＭＤ１９－Ｔ－ＶＰ７的ＰＣＲ产物；２，质 粒ｐＭＤ１９－Ｔ

阴性对照；Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ。

２．２　重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的 鉴 定

　重 组 质 粒 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７ 用 引 物

ＡＨ１／ＡＨ２进行ＰＣＲ初步鉴定，扩增得到分子质量

约为１０００ｂｐ的产物（图２），与理论值１０８０ｂｐ相符

合，鉴定为ＶＰ７阳性质粒。再用酶切方法对重组质

粒进行鉴定，结果发现经ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切

后得到 的２个 片 段 与 理 论 值 相 符（图２），鉴 定 为

ＶＰ７阳性质粒。进一步对重组质粒进行测序鉴定，

测序结果证实已成功构建了昆虫杆状病毒表达质粒

ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７。
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图２　重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的鉴定

注：１，ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７用引物 ＡＨ１／ＡＨ２的ＰＣＲ产

物；２，ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双 酶

切产物；Ｍ，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ。

２．３　重组杆粒Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的ＰＣＲ鉴定　
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７转 入 ＤＨ１０Ｂａｃ感 受 态

细胞后，经庆大霉素、卡那霉素、四环素抗生素平皿

筛选阳性质 粒，提 取 其 杆 粒，用 Ｍ１３引 物 和 ＡＨ１／

ＡＨ２进 行ＰＣＲ鉴 定，扩 增 产 物 分 别 约 为４０００和

１０００ｂｐ（图３），与理论值相符。证明ＶＰ７基因片段

已经成功转座到Ｂａｃｍｉｄ载体上，重组杆粒Ｂａｃｍｉｄ－
ＡＨＳＶ－ＶＰ７构建成功。

图３　重组杆粒Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７的ＰＣＲ鉴定

注：１，Ｂａｃｍｉｄ载体阴性对照；２，Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７用引物 Ｍ１３Ｆ

和 Ｍ１３Ｒ的ＰＣＲ产 物；３，Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７用 ＡＨ１／ＡＨ２

引物的ＰＣＲ产物；Ｍ，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ。

２．４　重组蛋白在昆虫细胞中表达　提取转座杆粒

Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７，在 脂 质 体 介 导 下 转 染 对 数 期

生长的单层Ｓｆ９昆虫细胞，２８℃培养９６ｈ后，倒置

显微 镜 下 观 察 细 胞 病 变，结 果 发 现 转 染 Ｂａｃｍｉｄ－
ＡＨＳＶ－ＶＰ７的细胞传代培养至Ｆ４代 时，细 胞 出 现

变圆、皱缩、大片状脱落等明显的细胞病变，而对照

细胞无病变（图４）。

图４　Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７杆粒在Ｓｆ９昆虫细胞上的细胞病变

注：Ａ，正常Ｓｆ９细胞；Ｂ，转染Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７杆粒传代至Ｆ４代时的Ｓｆ９细胞。

２．５　表 达 产 物 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴 定　将 表 达

产物离 心 取 沉 淀 适 量，加 入 上 样 缓 冲 液 煮 沸１０
ｍｉｎ，用１２％的分离胶进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，用半干电转

移法将ＰＡＧＥ凝 胶 中 的 蛋 白 转 移 到 硝 酸 纤 维 素 膜

上，以非洲马瘟病毒血清９型阳性血清为一抗（１∶
３０００）、ＨＲＰ标记的羊抗马ＩｇＧ为二抗（１∶３０００），
以２％胎牛血清为封闭液，按常规步骤进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ。结果发现表达 产 物 样 品 在 蛋 白 质 分 子 质

量约４５ｋｕ的位置有一条明显的杂交条带，与理论值

４６．２ｋｕ相符合，而正常的Ｓｆ９细胞对照没出现杂交

条带（图５），表明表达得到了特异性的重组蛋白。

３　讨论

非洲马瘟在国际上作为一种重要的马属动物病

毒性传 染 病，其 诊 断 检 测 方 法 的 建 立 在 动 物 流 动

区划管理和外来动物疫病防控体系建设中具有十分

图５　表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

注：１，Ｓｆ９昆虫细胞；２，表达产 物 离 心 后 的 细 胞 沉 淀；Ｍ，预 染 蛋

白质 Ｍａｒｋｅｒ。

重要的价值，尤其是在中国动物进出口检验检疫中

具有重要意义，已经成为国内外学者研究的一个焦

点（Ｓｏｎｊａ等，２００５）。曾 绍 文 等（２００６）人 工 合 成

ＶＰ７基因，并在大肠杆菌中表达得到分子质量约为
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５４ｋｕ的ＶＰ７重组蛋白，但该蛋白以非分泌形式表

达于大肠杆菌周质空间，使得其纯化方法较为困难。
曹琛福等（２０１０）将血清４型ＶＰ７基因 重 组 入 杆 状

病毒，并 感 染 昆 虫 细 胞Ｓｆ９，表 达 得 到 ＶＰ７重 组 蛋

白，但其表达量较低；高志强等（２００８）采用人工拼接

的方式获得了非洲马瘟病毒含有绝大多数线性抗原

表位的ＶＰ７编码基因片段，并在大肠杆菌中获得表

达，由于其为原核表达使表达蛋白活性受到一定影

响。赵文华等（２０１１）成功建立了检测非洲马瘟病毒

群特异性ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，可检测非洲马瘟血清

型２、３、４、７、８和９共６个血清型的非洲马瘟病毒。
与以往学者进行的非洲马瘟病毒克隆表达研究

不同的是，本研究直接利用进口的非洲马瘟病毒血

清９型 灭 活 病 毒，提 取 ＲＮＡ 作 为 模 板 进 行 ＲＴ－
ＰＣＲ扩 增，获 得ＶＰ７基 因 片 段，避 免 了 人 工 合 成

ＶＰ７基因可 能 产 生 的 误 差；并 将 其 克 隆 到Ｂａｃｍｉｄ
载体上，成功 构 建 了Ｂａｃｍｉｄ－ＡＨＳＶ－ＶＰ７重 组 真 核

表达载体，并在昆虫细胞Ｓｆ９中进行真核表达；表达

产物经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴 定 表 明，表 达 产 物 样 品

在蛋白质分子质量约４５ｋｕ的位置有一条明显的杂

交条带，与理论值４６．２ｋｕ相符合，而正常的Ｓｆ９细

胞对照没出现杂交条带。结果表明，本研究表达得

到了非洲马瘟病毒群特异性的ＶＰ７重组蛋白，但在

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果中出现了分子质量较ＶＰ７蛋

白小的两条不明显的杂带，这是由于 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ－
ｔｉｎｇ是采 用 ＡＨＳＶ　９型 多 克 隆 抗 体 为 一 抗 进 行 反

应所致。本研究成功表达得到了ＶＰ７重组蛋白，为
下一步ＶＰ７重组蛋白的纯 化 制 备 及 非 洲 马 瘟 群 特

异性间接ＥＬＩＳＡ诊断方法的建立奠定了物质基础。
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