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摘 要:为获得可溶性表达的乙型脑炎病毒( JEV) NS1 蛋白，将编码 JEV SA14 － 14 － 2 株 NS1 蛋白

基因克隆至原核表达载体 pMAL － c5X 中，构建重组融合表达质粒 pc5X － NS1; 用重组质粒转化宿主

菌 ER2523 后，经 IPTG 诱 导 得 到 可 溶 性 的 融 合 蛋 白 MBP － NS1; 优 化 诱 导 表 达 条 件，于 28 ℃、
0． 3 mmol /L IPTG 诱导 4 h; 最后融合蛋白经直链淀粉树脂柱纯化。结果表明: 重组融合蛋白 MBP －
NS1 具有良好的抗原性和特异性。
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Abstract: To obtain the expression of NS1 protein of Japanese encephalitis virus in a soluble form，the NS1 gene of JEV strain SA14 － 14 － 2
was cloned into the expression vector pMAL － c5X，then the recombinant plasmid pc5X － NS1 was confirmed by sequencing． After the recombi-
nant plasmid was transformed into host bacteria ER2523，the fusion protein MBP － NS1 was expressed in the soluble form and purified by in-
duced by isopropyl beta － D － thiogalactopyranoside ( IPTG) ，then the expression conditions were further optimized． Western － blot and indirect
ELISA analysis showed that the recombinant fusion protein MBP － NS1 could be specific reactive with antibodies against JEV． This work can
provide an important basis for further study on NS1 protein of Japanese encephalitis virus．

乙型脑炎是由乙型脑炎病毒 ( JVE) 引起的以中

枢神经系统损害为主的虫媒性人畜共患病。乙型脑

炎病毒属于黄病毒科黄病毒属单股正链 RNA 病毒。
乙型脑炎分布于东南亚各地区，且流行区域有扩大的

趋势。在全球每年有 30 000 ～ 50 000 例乙脑病例，超

过 10 000 人死亡
［1］，而我国是乙脑发病人数最多的

国家，占世界总发病人数的 80% 以上
［2］，一半幸存者

中有严重的神经和精神后遗症。猪是 JEV 的主要感

染对象，种猪感染病毒后表现为繁殖障碍，严重影响

养猪业的健康发展，具有重要的公共卫生学意义。

NS1 蛋白是乙型脑炎病毒的一种非结构蛋白。
NS1 蛋白抗体没有中和活性和血凝抑制活性，但它具

有可溶性补体结合活性，可在不出现中和抗体的情况

下诱生保护力，这种保护作用依赖于抗体的 Fc 片

段
［3］。无 论 是 主 动 免 疫 NS1 蛋 白，还 是 被 动 免 疫

NS1 蛋白的特异性抗体，均能对接受致死量的病毒攻

击试验动物产生保护性免疫。因此，NS1 蛋白具有使

宿主产生保护性免疫而没有抗体依赖性增强感染作

用
［4］。据此，国外已经利用 NS1 蛋白进行 JEV 亚单

位疫苗的研制，并开展对 JEV 诊断和监测的研究，但

国内对该蛋白的相关研究报道较少。研究构建了表

达 NS1 基因的重组表达质粒，表达的可溶性融合蛋

白 MBP － NS1 具有良好的抗原性和特异性。
1 材料和方法

1． 1 质粒、菌种与血清

DH5α、ER2523 感受态细胞，由哈尔滨兽医研究

所兽医生物技术国家重点实验室制备并保存; 含编码
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JEV NS1 蛋白基因序列的质粒 pET30 － opti － JEV －
NS1( 未发表) ，由哈尔滨兽医研究所乙型脑炎研究组

构建并保存; 猪抗 JEV 阳性血清及鼠抗 JEV 阳性血

清，由哈尔滨兽医研究所乙型脑炎研究组收集并保存。
1． 2 主要试剂

pMAL 融合蛋白表达与纯化试剂盒，购自 NEB
公司; Ex Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制性内

切酶，购自宝生物工程 ( 大连) 有限公司; 质粒 DNA
小量试剂盒、胶回收( 小量) 试剂盒，购自上海华舜生

物工程有限公司; 山羊抗鼠辣根过氧化物酶标记的

IgG，购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1． 3 NS1 融合蛋白重组表达质粒的构建

用 BamHⅠ与 XhoⅠ双酶切质粒 pET30 － opti －
JEV － NS1，回收大小约为 1 200 bp 的 DNA 片段，同

样用 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切表达载体 pMAL － c5X。
回收后的 NS1 基因与酶切处理的 pMAL － c5X 载体用

T4 DNA 连接酶连接并转化 DH5α 感受态细胞。提取

重组质粒 pc5X － NS1，用 BamHⅠ与 XhoⅠ双酶切鉴定，

将阳性质粒送南京金斯瑞生物公司测序验证。
1． 4 重组融合蛋白的诱导表达与 SDS － PAGE 分析

用经 鉴 定 正 确 的 阳 性 质 粒 pc5X － NS1 转 化

ER2523 感受态细胞，挑取单个菌落，接种于 5 mL 含

有氨苄西林( 100 μg /mL ) 的 LB 液体培养基中，37 ℃
培养过夜。按照 1 ∶100 比例接种于新鲜 LB 培养基

中，37 ℃振荡培养至 OD600值约为 0． 5 时，加 IPTG 至

终浓度为 0． 3 mmol /L，分别于 28 ℃、33 ℃、37 ℃ 诱

导4 h，培养物离心后用 1 /20 体积 PBS 重悬，超声波

裂解后 12 000 r /min 离心分离上清液和沉淀; 对上述

样品进行 SDS － PAGE 分析; 同时对 pMAL － c5X 空

载体进行同样的操作并作为对照。
1． 5 MBP － NS1 纯化重组菌的诱导表达

按照 pMAL 融合蛋白表达及纯化试剂盒说明书

操作，利用直链淀粉树脂柱对融合表达的 MBP － NS1
进行纯化，测定纯化蛋白含量，冻存，备用。
1． 6 重组蛋白的 Western － blot 分析

诱导表达的菌经 SDS － PAGE 电泳后进行电转

印，转印后的硝酸纤维素膜用含 5% 脱脂奶粉的 PBS
封闭液于 4 ℃封闭过夜; 在以 1∶200 稀释的 JEV 小鼠

阳性血清中室温作用 1 h; 用 PBST( 含 0． 5 mL /L 吐

温 － 20 的 pH 值 为 7． 4 的 PBS ) 洗 涤 5 次，再 与

1∶15 000稀释的红外染料标记的山羊抗鼠辣根过氧

化物酶标记的 IgG 抗体室温作用 1 h; 避光条件下用

PBST 洗涤 5 次，同样在避光条件下用 PBS 再洗涤

2 次，用 Odyssey 扫描仪扫描。
1． 7 间接 ELISA 方法的建立

在酶标板上用包被液将 NS1 蛋白稀释成 8 个梯

度，以每孔 100 μL 包被反应板并于 4 ℃过夜; 弃去包

被液，用 PBST 洗涤 3 次，加含 5%脱脂奶粉的 PBS 封

闭液于 4 ℃封闭过夜; 用 PBST 洗涤 3 次。用稀释液

将猪抗 JEV 阳性血清及阴性血清稀释成 6 个梯度后

分别加到酶标板中，100 μL /孔，37 ℃ 作用 1 h; 用

PBST 洗涤 3 次，用羊抗猪的二抗 IgG 进行 1 ∶10 000
倍稀 释，100 μL /孔，37 ℃ 作 用 1 h; 用 PBST 洗 涤

5 次，加入 TMB 显色液，100 μL /孔，37 ℃ 避光反应

20 min; 加入终止液 2 mol /L H2SO4，50 μL /孔，终止

反应。用酶标仪测定 OD450 值，试验设标准阳性孔

( P) 、标准阴性孔 ( N) ，计算反应的 P /N 值，以 P /N
最大值作为间接 ELISA 最佳反应条件的判断依据。
2 结果

2． 1 重组质粒 pc5X － NS1 的构建结果

提取 重 组 质 粒 pc5X － NS1，经 限 制 性 内 切 酶

BamHⅠ与 XhoⅠ双酶切后进行琼脂糖凝胶电泳分

析，其酶切结果与预期结果一致，可切下与回收 NS1
基因片段大小相同的基因片段( 见图 1) ; 同时重组质

粒中 BamHⅠ、XhoⅠ间 序 列 与 pc2X － NS1、质 粒

pET30 － opti － JEV － NS1 中 NS1 编码序列完全一致。

1． NS1 基因回收产物; M1． DL － 2 000 Marker; M2． DL － 15 000
Marker; 2． 重组质粒 pc5X － NS1 经 BamHⅠ与 XhoⅠ双酶切结果。

图 1 NS1 基因的回收与重组质粒的酶切鉴定

Fig 1 Recovery of NS1 gene and identification
of the recombinant plasmid by enzyme digestion

2． 2 表达产物的 SDS － PAGE 电泳分析结果

用重 组 质 粒 转 化 ER2523 感 受 态 细 胞 后，于

28 ℃、33 ℃、37 ℃ 经 0． 3 mmol /L IPTG 诱导 4 h，融

合蛋白 MBP － NS1 都得到了表达并部分以可溶形式

存在的，但是以 28 ℃诱导的可溶蛋白最多( 见图 2) 。
2． 3 表达产物的纯化结果

利用直链淀粉树脂柱对融合蛋白 MBP － NS1 进

行纯化，经 SDS － PAGE 分析发现得到了 2 种蛋白，

一种为 融 合 蛋 白 MBP － NS1，另 一 种 为 标 签 蛋 白

MBP。纯化结果表明: pMAL 融合蛋白表达与纯化试

剂盒说明书介绍相符( 见图 3) 。
2． 4 表达产物的 Western － blot 检测结果

Western － blot 检测结果表明，纯化的融合蛋白

MBP － NS1 能够与 JEV 猪阳性血清反应，见图 4。
2． 5 表达产物的间接 ELISA 方法建立
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M． 低分子质量蛋白标准; 1，11． 28 ℃诱导后的全菌蛋白; 2，12．
28 ℃诱导后超声裂解上清液; 3，13． 28 ℃ 诱导物超声裂解后的

沉淀; 4 ～ 6． 33 ℃ 诱导后的全菌蛋白、超声裂解上清液、超声裂

解后的沉淀; 7 ～ 9． 37 ℃ 诱导后的全菌蛋白、超声裂解上清液、
超声裂解后的沉淀; 10． 28 ℃未经诱导的 pc5X － NS1。

图 2 NS1 蛋白表达的 SDS － PAGE 分析

Fig 2 SDS － PAGE analysis of the expression of
recombinant NS1 protein

M． 低分子质量蛋白标准; 1． 未经诱导的 pc5X － NS1; 2． 28 ℃
诱导后超声裂解上清液; 3 ～ 9． 纯化的蛋白。

图 3 纯化蛋白的 SDS － PAGE 分析

Fig 3 SDS － PAGE analysis of purified protein

M． 低分子质量蛋白标准; 1． 纯化的表达产物; 2． 空载体对照。

图 4 表达产物的 Western － blot 分析

Fig 4 Analysis of the expressed product by
Western － blot analysis

经确定最佳抗原稀释度为 1 ︰ 320 ( NS1 蛋白含

量为 1． 25 μg /mL) ; 当血清稀释度为 1 ︰ 00 时，P /N
值最大，确定血清的最佳稀释度为 1 ︰ 100。同时用

建立的 ELISA 方法对收集的猪血清进行检测，并分

别对已经用商品化试剂盒检测的 20 份 JEV 阳性猪

血清与 20 份 JEV 阴性猪血清进行检测，结果表明，

该 ELISA 方法对 40 份猪血清样品检测结果与现有商

品试剂盒检测结果一致，阳性血清 OD450 值均大于

1． 0，阴性血清 OD450值均小于 0． 5( 见 157 页彩图 5) 。
3 讨论

试验以乙型脑炎 NS1 基因为目的基因，PMAL －
c5X 为载体构建了原核重组表达系统。蛋白表达的

目的蛋白多以可溶形式存在并携带 MBP 标签，易利

用直链淀粉树脂柱对其进行纯化，且纯化过程中不必

进行变性和复性; 因此目的蛋白保持了完好的活性，

显示出了良好的抗原性和特异性，为以后开展研究奠

定了基础。
目前，基因工程中获得蛋白的主要途径有原核表

达、真核表达和细胞表达系统，其中原核表达具有容

易操作、成本低、可高效表达外源蛋白等优点而成为

重组蛋白的首选。为了使 NS1 蛋白大量、稳定、高效

表达并且获得大量可溶性蛋白，试验对表达的条件进

行了优化，确定了合适的 OD600 值、IPTG 浓度和诱导

温度，保证了重组菌处于最佳工作条件。OD 值低，

则细菌数量太少，外源蛋白产量低; OD 值高则细菌

过老不利于蛋白的表达。IPTG 浓度和诱导温度是确

保能获得大量可溶性蛋白的关键，IPTG 浓度和诱导

温度过高则蛋白合成速度太快，以至于没有足够时间

进行折叠，二硫键不能正确配对，过多蛋白间发生非

特异性结合，蛋白质无法达到足够的溶解度形成包涵

体; 因此需要找到合适的 IPTG 浓度和诱导温度。
由于 NS1 蛋白是非结构蛋白，动物经灭活疫苗

免疫不会产生相应的抗体，这样可以区分自然感染动

物和免疫动物。鉴于 NS1 蛋白自身的特点，以其为

抗原建立 ELISA 方法有着广阔的应用前景。试验应

用 NS1 表达蛋白初步建立了 JEV 抗体的间接 ELISA
方法，可以鉴别诊断自然感染和人工免疫的猪，但在

此基础上还需对敏感性和特异性进一步研究。
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乙型脑炎病毒 NS1 蛋白的可溶性表达与抗原性分析
( 作者刘立科 等，正文见第 17 ～ 19 页)

图 5 ELISA 方法检测猪血清结果

Fig 5 Detection of swine sera with ELISA
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猪圆环病毒 2 型(SX － 07 株) 灭活疫苗免疫效果研究
( 作者王贵华 等，正文见第 124 ～ 125 页)

图 1 试验猪攻毒后体温记录曲线

A． 空白对照组; B． 安慰剂对照组; C． 免疫组。

图 2 试验猪肠系膜淋巴结免疫组化检测结果
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