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摘　要：利用ＤＮＡ重组技术将酵母Ｕｒｅ２ｐ朊蛋白结构域（ＵＰＤ）基因插入牛朊蛋白（ＢＰｒＰ）表达质粒ｐＥＴ－ＰｒＰ中，

构建原核表达载体ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ。阳 性 质 粒 转 化 宿 主 菌ＢＬ２１（ＤＥ３），在ＩＰＴＧ诱 导 下 获 得 高 效 表 达。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测表明表达的重组蛋白与单克隆抗体６Ｈ４呈现特异性反应，且纯 化 的ＰｒＰ－ＵＰＤ融 合 蛋 白 在 体 外 具 有 聚 集

成淀粉样纤维、抵抗蛋白酶Ｋ消化等朊毒体的结构特点。利用纯化的ＰｒＰ－ＵＰＤ免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取其脾细胞与

ＳＰ２／０细胞融合，经克隆和筛选，获得３株稳定分泌抗重组ＰｒＰ单抗的杂交瘤细胞，分 别 命 名 为１Ｇ３、３Ａ４、４Ｄ１，其

中１Ｇ３分泌的单抗能识别细胞型牛朊蛋白，其Ｉｇ亚类为ＩｇＧ２ｂ，腹水ＥＬＩＳＡ效价为１×１０５，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ表明该单

抗具有较强的特异性。
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　　牛海绵状脑病（Ｂｏｖｉｎｅ　ｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐ－
ａｔｈｙ，ＢＳＥ）是牛 的 一 种 渐 进 性、致 死 性 的 中 枢 神 经

系统疾病。该病属于传播性海绵状脑病（Ｔｒａｎｓｍｉｓ－
ｓｉｂｌｅ　ｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｉｅｓ，ＴＳＥ），又称朊毒

体病（Ｐｒｉｏｎ　ｄｉｓｅａｓｅｓ），其病因目前认为是由宿主的

一种 细 胞 型 朊 蛋 白（Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｉｓｏｆｏｒｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰｃ）构 象 发 生 改 变 形 成 致 病 型 朊 蛋 白

（Ｄｉｓｅａｓｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｉｓｏｆｏｒｍ　ｏｆ　ＰｒＰ，ＰｒＰｓｃ）所 致［１］。
制备抗朊蛋 白（Ｐｒｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰ）的 特 异 性 抗 体，
并在此基础上建立准确、灵敏、快速检测ＰｒＰＳｃ的方

法一直是朊毒 体 诊 断 研 究 的 热 点。同 时，由 于ＰｒＰ
在所有哺乳动物细胞中都表达，且氨基酸同源性高

达９０％以上，所以抗ＰｒＰ抗体的制备受免疫耐受的

制约［２－３］。国外已有多种商品化的牛ＰｒＰ单克隆抗

体，但价格昂贵，我们急需具有自主知识产权的疯牛

病诊断 技 术，尤 其 是 国 产 牛ＰｒＰ单 克 隆 抗 体，以 用

于ＢＳＥ的诊断。
目前研究朊蛋白构象转变的良好模型为酵母朊

毒体 Ｕｒｅ２ｐ或５ｕｐ３５ｐ，发 现 酵 母 表 型［ＵＲＥ３］和

［ＰＳＩ］分 别 是 由 酵 母 正 常 朊 蛋 白 Ｕｒｅ２ｐ和Ｓｕｐ３５ｐ
空间结构异常变化引起的［４］。Ｕｒｅ２ｐ是一种氮代谢

调节蛋白，由３５４个氨基酸残基组成，包括Ｎ端和Ｃ
端２个结构域。Ｎ端ｌ—６５位氨基酸残基区域被称

为Ｕｒｅ２ｐ的 朊 毒 体 结 构 域（Ｕｒｅ２ｐ　ｐｒｉｏｎ　ｄｏｍａｉｎ，

ＵＰＤ），足以诱导朊毒体的产生。重组表达的Ｕｒｅ２ｐ
朊毒体结构域在体外达到一定浓度时，会自发聚集，
形成电镜下 可 见 的 纤 维 状 结 构，并 具 有 类 似ＰｒＰＳＣ

的理 化 性 质，包 括 对 蛋 白 酶 Ｋ 消 化 抵 抗 能 力 增

加［５］。且酵母朊毒体结构域对构象的改变能力可传

递到其融合分子上［６－７］。本研究中将 酵 母 朊 毒 体 结

构域和牛ＰｒＰ蛋白融合表达，利用纯化的ＰｒＰ－ＵＰＤ
融合蛋 白 在 体 外 具 有 朊 毒 体 的 结 构 特 点，研 制 牛

ＰｒＰ单克隆抗体，为建立ＢＳＥ的快速检测方法及致

病机理研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质 粒、菌 株 和 细 胞　　大 肠 杆 菌（Ｅｓｃｈｅ－
ｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）菌 株 ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＧＥＭ－Ｔ 载

体、原核表达载体ｐＥＴ３０ａ、ＳＰ２／０骨 髓 瘤 细 胞 为 本

室保存；阳性重组质粒ｐＧＥＭ－Ｔ－ｂＰｒＰｃ 为本研究室

构建并保存。

１．１．２　主要试剂　　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、限制性内

切酶ＥｃｏＲⅠ、ＮｄｅⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ和Ｔ４ＤＮＡ
连接酶均购自大连宝生物工程公司；蛋白酶Ｋ购自

Ｍｅｒｋｅｒ公司；ＤＮＡ快速回收试剂盒购自博 大 泰 克

生物科技公司；Ｎｉ柱购自Ｑｉａｇｅｎ公司；ＰＶＤＦ膜购

自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ购 自 中

杉生 物 公 司；ＨＡＴ、ＨＴ 选 择 培 养 基 购 自 ＧＩＢＣＯ
ＢＲＬ公司；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清购自 Ｈｙ－
ｃｌｏｎｅ公司；ＰｒＰ单克隆抗体６Ｈ４、重组ＰｒＰ蛋白购

自瑞士Ｐｒｉｏｎｉｃｓ公司。

１．１．３　实验动物　　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自中国科学

院遗传发育所。

１．２　方法

１．２．１　牛朊蛋白与酵母朊蛋白融合蛋白基因原核

表达载体的构建及重组菌的诱导表达　　以克隆质

粒ｐＧＥＭ－Ｔ－ｂＰｒＰｃ 为 模 板 通 过 聚 合 酶 链 式 反 应

（ＰＣＲ）克隆牛朊蛋白成熟基因片段ｂＰｒＰ（２５－２４２），
引 物 １：５′－ＧＧＣＡＴＡＴＧ　ＡＡＧＡＡＧＣＧＡＣＣＡＡＡＡＣ－
ＣＴＧ－３′；引 物 ２：５′－ＧＧＧＡＡＴＴＣ　ＴＡＴＴＡＡＣＴＴＧＣ－
ＣＣＣＴＣＧＴＴＧＧＴＡ－３′。末 端 人 为 引 入 ＮｄｅⅠ 和

ＥｃｏＲⅠ２个酶切位点，扩增参数：９４℃变性３ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０循环；７２
℃１０ ｍｉｎ。将 扩 增 到 的 基 因 片 段 双 酶 切 后 与

ｐＥＴ３０ａ载体 连 接，转 化ＢＬ２１（ＤＥ３）感 受 态 细 胞，

ＮｄｅⅠ／ＥｃｏＲⅠ双 酶 切 鉴 定 为 阳 性 的 菌 液 测 序，正

确的重组质粒命名为ｐＥＴ－ＰｒＰ。从具有［ＵＲＥ３］表

型的 酵 母３６８７中 提 取 总 ＤＮＡ，用 下 列 引 物 克 隆

Ｕｒｅ２ｐ１－６５ 基 因，引 物３：５′－ＧＧＧＡＡＴＴＣ　ＡＡＴＡＡ－
ＣＡＡＣＧＧＣＡＡＣＣ－３′；引物４：５′－ＧＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡ
ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＴＴＡＴＴＧ－３′，末 端 人 为 引 入ＥｃｏＲ
Ⅰ和ＸｈｏⅠ２个酶切位点。将获得的基因片段双酶

切后与ｐＧＥＭ－Ｔ载体连接，转化，筛选阳性质 粒 命

名为ｐＧＥＭ－Ｔ－ＵＰＤ，酶 切 鉴 定，测 序。用 ＸｈｏⅠ／

ＥｃｏＲⅠ将ＵＰＤ 基 因 从 ｐＧＥＭ－Ｔ－ＵＰＤ 切 出，与

ｐＥＴ－ＰｒＰ表 达 质 粒 连 接，筛 选 阳 性 质 粒，命 名 为

ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ。将 重 组 载 体ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ 转 化

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，挑取表达菌的单菌落３７℃
培 养 至 其 ＯＤ６００ｎｍ 值 为 ０．６ 时，用 终 浓 度 为 １
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ连续诱导培养８ｈ，分别于诱导

前和诱导后每隔１ｈ取样电泳鉴定。

１．２．２　表达产物的检测、纯化和复性　　将按照上

述条件诱导表达基因工程菌，冰浴中超声波破碎，离
心，将含有ＰｒＰ－ＵＰＤ的包涵体沉淀依次用分别含有

０．５％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，２ ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ和 ２
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ｍｏｌ·Ｌ－１尿素的缓冲液Ｂ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ、

１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ，ｐＨ
７．４）进行洗涤，洗涤后的包涵体沉淀用缓冲液Ｃ（１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ、ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＨＰＯ４，６ｍｏｌ·Ｌ－１　ＧｄｎＨＣｌ、０．５％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉ－
ｔｏｎＸ－１００、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１β巯基乙醇）室温放置过夜

溶解，离心，上清 与２ｍＬ镍 螯 合 填 料（用 缓 冲 液Ｃ
平衡）混合摇动３０ｍｉｎ，移到层 析 柱 中。首 先 用２０
ｍＬ缓冲液Ｃ洗涤层析柱（流速０．５ｍＬ·ｍｉｎ－１），
然后用缓冲液Ｃ和缓冲液Ｄ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｎａ２ＨＰＯ４）配 成 一 系

列的１６ｍＬ的 混 合 液 依 次 洗 涤 层 析 柱，其 中 Ｇｄｎ－
ＨＣｌ的浓度依次为５、４、３、２、１ｍｏｌ·Ｌ－１。最 后 用

２０ｍＬ缓冲液Ｄ洗 涤 层 析 柱。柱 上 复 性 好 的ＰｒＰ－
ＵＰＤ蛋白 被 缓 冲 液 Ｅ（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，

ｐＨ４．０，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ）洗 脱 下 来。收 集 样

品，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析纯化效果。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定　　将表达的重组 蛋 白

进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，转印凝胶上的蛋白质到ＰＶＤＦ
膜上，用５％的脱脂奶粉溶液将ＰＶＤＦ膜封闭２ｈ，
然后室温下与ＰｒＰ单克隆抗体６Ｈ４溶液孵育１ｈ，
再用ＰＢＳＴ洗涤２次，接 着 放 入 用５％的 脱 脂 奶 粉

溶液 稀 释 的 辣 根 过 氧 化 物 酶 羊 抗 鼠ＩｇＧ溶 液 中 孵

育１ｈ，最后用ＰＢＳＴ洗涤３次，再加入ＥＣＬ加强发

光反应，最后在Ｘ光片上曝光，显影、定影。

１．２．４　淀粉样纤维的形成与电子显微镜观察　　
参照文献方法将纯化得到的ＰｒＰ－ＵＰＤ重组蛋白溶

于缓 冲 液（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＡｃ，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ，ｐＨ５．５）中［８］，放 置 于 室 温。当ＰｒＰ－ＵＰＤ蛋

白浓度高于１ｍｇ·ｍＬ－１时，室温过夜后可出 现 肉

眼可见的沉淀。取５μＬ　ＰｒＰ－ＵＰＤ融合变构体，滴

于喷过碳的铜网上，用去离子水洗２次，２％乙酸铀

染色３０ｓ，再 用 去 离 子 洗２次，空 气 干 燥，在 日 立

Ｈ６００Ａ电子显微镜下观察聚合物的形态。

１．２．５　蛋 白 酶 Ｋ 消 化 试 验　　用 缓 冲 液（２０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ ｍｍｏｌ· Ｌ－１　 ＮａＣｌ，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ　ｐＨ８．０）将ＰｒＰ－ＵＰＤ融合蛋白的蛋

白浓度调整为１ｍｇ·ｍＬ－１，分 为６份，分 别 加 入 蛋

白酶Ｋ，使蛋白酶Ｋ终浓度分别为２０、１０、５、３、２、１、

０μｇ·ｍＬ
－１，在３７ ℃反 应１ｈ，立 即 加 入 含５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯甲基 磺 酰 氟（ＰＭＳＦ）的 上 样 缓 冲 液，
置于沸水 中３～５ｍｉｎ，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检 测 消 化 情

况。

１．２．６　重组ＰｒＰ－ＵＰＤ单克隆抗体的制备

１．２．６．１　免疫方案：纯化的重组融合蛋白经变构处

理后作为免疫原，选用７～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

进行免疫，１００μｇ·只－１，皮下多点注射。首次免疫

用等量弗氏完全佐剂乳化免疫原，间隔２周后，采用

等量弗氏不完全佐剂乳化，进行第２、３、４次免疫，最
后加强免疫，直接用免疫原腹腔注射。

１．２．６．２　杂交瘤细胞的筛选与克隆：以重组牛朊蛋

白为包被抗原、以牛朊蛋白和酵母朊蛋白融合蛋白

高免小鼠血清为阳性对照、以非免疫小鼠血清为阴

性对照的间接ＥＬＩＳＡ方法进行杂交瘤细胞筛选，采
用方阵法确定抗原最佳包被浓度为０．１μｇ·只－１，
阳性血清最佳稀释度为１∶５　０００，酶联免疫检测仪

测定ＯＤ４９０ｎｍ值，Ｐ／Ｎ≥２．１并接近阳性对照的杂交

瘤细胞为阳性孔，阳性孔细胞以有限稀释法进行克

隆化［８］，并用按上述方法建立的脑组织匀浆（正常细

胞性ＰｒＰ）间 接ＥＬＩＳＡ方 法 对 重 组 牛 朊 蛋 白 间 接

ＥＬＩＳＡ方法筛选出的阳性上清进行再次检测。

１．２．６．３　单抗亚类鉴定：按照单克隆抗体亚类鉴定

试剂盒说明书进行。

１．２．６．４　单抗腹水制备及效价测定：采用体内诱生

法制备腹水［９］，用间接ＥＬＩＳＡ测定腹水中单抗的效

价。

１．２．６．５　单克隆抗体特异性鉴定：１０％正常牛脑组

织匀浆、蛋白酶Ｋ处理的正常牛脑组织匀浆和蛋白

酶Ｋ 处 理 的 痒 病２６３Ｋ 感 染 仓 鼠 脑 组 织 匀 浆 经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，转 印ＰＶＤＦ膜 上，以 获 得 的 单 克 隆

抗体 为 一 抗，进 行ＥＣＬ加 强 发 光 蛋 白 免 疫 印 迹 分

析。

２　结　果

２．１　牛朊蛋白与酵母朊蛋白融合蛋白基因原核表

达质粒的构建及重组菌的诱导表达

　　以克隆质粒ｐＧＥＭ　Ｔ－ｂＰｒＰｃ 为 模 板 进 行ＰＣＲ
扩增，ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳出现１条约６５４
ｂｐ的单一 条 带，产 物 大 小 与 ＧｅｎＢａｎｋ登 录 的 序 列

（Ａ５４３３０）所推导的片段大小相符。经测序证明，该

片段为ｂＰｒＰＣ２５－２４２基因。重组表达质粒ｐＥＴ－ＰｒＰ经

ＮｄｅⅠ单 酶 切、ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双 酶 切 以 及ＰＣＲ
鉴定，结 果 表 明（图１）ＮｄｅⅠ单 酶 切 可 以 切 除 约

６　０００ｂｐ大小 的 片 段（ｐＥＴ－３０ａ载 体５４２２ｂｐ＋６５４
ｂｐ），由ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双 酶 切 可 以 切 出 约５　４００
ｂｐ和６５４ｂｐ的ＤＮＡ片 段，与 预 期 相 符，表 明 重 组
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质粒构建正确。以从具有［ＵＲＥ３］表型的酵母３６８７
中提取的总ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物

经琼脂糖凝胶电泳分析可见 约 为１８０ｂｐ的 单 一 条

带，产物大 小 与 ＧｅｎＢａｎｋ登 录 的 序 列（ＡＦ５２５１９９）
所推导的片段大小相符，ＰＣＲ产物通过与ｐＧＥＭ－Ｔ
连接进行 克 隆，经 测 序 证 明，该 片 段 为 Ｕｒｅ２ｐ１－６５基

因。ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ重组菌分别于 诱 导 前 和 诱 导 后

不同时间取样进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，结果表明重组菌在

诱导后１ｈ即 出 现１条 相 对 分 子 质 量 约 为３１ｋｕ
的重组融 合 蛋 白 条 带，大 小 与 预 期 融 合 蛋 白 基 本

一致（图２）。重 组 蛋 白 的 表 达 量 随 诱 导 时 间 的 延

长而增加，在诱导后４ｈ表达量即达到高 峰。经 蛋

白薄层扫 描 分 析 表 明，蛋 白 表 达 量 可 占 菌 体 蛋 白

的２５％。

Ｍ１．ＤＬ１５０００ＤＮＡ 相 对 分 子 质 量 标 准；Ｍ２．ＤＬ２０００
ＤＮＡ相对分子质 量 标 准；１．ｐＥＴＰｒＰ的ＮｄｅⅠ单 酶 切；
２．ｐＥＴＰｒＰ的ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双 酶 切；３．ｐＥＴＰｒＰ的

ＰＣＲ产物

Ｍ１．ＤＬ１５０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；
１．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－ＰｒＰ　ｗｉｔｈ　ＮｄｅⅠ；２．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ
ｐＥＴ－ＰｒＰ　ｗｉｔｈ　ＮｄｅⅠａｎｄ　ＥｃｏＲⅠ；３．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ
ｐＥＴ－ＰｒＰ
图１　重组表达质粒ｐＥＴＰｒＰ的酶切及ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－ＰｒＰ　ｂｙ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．２　重组蛋白的制备、纯化及复性处理

超 声 波 破 菌，得 到 的 上 清 和 沉 淀 进 行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析，结果表明融合蛋白主要以包涵体的形

式存在，破碎后的菌体沉淀经 过Ｔｒｉｔｉｏｎ　Ｘ－１００，低

浓度尿素的充分洗涤，可有效除去包涵体中的大部

分杂蛋白和其它成分（图３）。然后包涵体在变性和

还原条件下，被充分溶解，离心后上清加入镍柱进行

亲合层析，并进行梯度洗涤使之在变性剂、还原剂、
去污剂浓度 逐 渐 降 低 的 过 程 中 完 成 纯 化 和 复 性 过

程。经过 Ｎｉ柱 亲 合 层 析 纯 化 和 复 性 后 得 到 大 于

９５％纯度的重组蛋白（图４）。

Ｍ．蛋白质低相对分子质量标准；１．未诱导的ｐＥＴ－ＰｒＰ－
ＵＰＤ／ＢＬ２１（ＤＥ３）菌体蛋白；２．诱 导 后１ｈ的 菌 体 蛋 白；
３．诱导后２ｈ的菌体蛋白；４．诱导后３ｈ的 菌 体 蛋 白；５．
诱导后４ｈ的菌体蛋白；６．诱导后５ｈ的菌体蛋白；７．诱

导后６ｈ的菌体蛋白；８．诱 导 后７ｈ的 菌 体 蛋 白；９．诱

导后８ｈ的菌体蛋白

Ｍ．Ｌｏｗ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｏｔａｌ　ｂａｃ－
ｔｅｒｉａｌ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｂｅｆｏｒｅ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２－９．Ｔｏｔａｌ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔｓ　１－８ｈｏｕｒｓ　ａｆｔｅｒ　ＩＰＴＧ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图２　ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ／ＢＬ２１的诱导表达

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ／ＢＬ２１
（ＤＥ３）

Ｍ．蛋白质低相 对 分 子 质 量 标 准；１．菌 体 裂 解 上 清；２．
菌体裂 解 沉 淀；３．０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００洗 涤 上 清；４．２
ｍｏｌ·Ｌ－１尿素洗涤上清；５．ＴｒｉｔｏｎＸ－１００洗 涤 沉 淀；６．２
ｍｏｌ·Ｌ－１尿素洗涤沉淀

Ｍ．Ｌｏｗ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｓｕｐｅｒｎａ－
ｔａｎｔ　ｏｆ　ｓｏｎｉｃａｔｅｄ　ｌｙｓａｔｅ；２．Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ　ｏｆ　ｓｏｎｉｃａｔｅｄ　ｌｙ－
ｓａｔｅ；３－４．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｙ　ｐｅｌｌｅｔ
ｗａｓｈｅｄ　ｂｙ　０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，２ｍｏｌ·Ｌ－１　ｕｒｅａ　ｒｅｓｐｅｃ－
ｔｉｖｅｌｙ；４－５．Ｔｈｅ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｙ　ｐｅｌｌｅｔ　ｗａｓｈｅｄ　ｂｙ　０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，２ｍｏｌ·Ｌ－１　ｕｒｅａ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图３　重组融合蛋白ＰｒＰ－ＵＰＤ包涵体的分离和纯化

Ｆｉｇ．３　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｂｏｄｉｅｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｆｕ－
ｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＰｒＰ－ＵＰＤ
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１～９．依 次 接 收 从 Ｎｉ柱 洗 脱 下 的 ９ 管 蛋 白 质 （１
ｍＬ·管－１），第２、３管浓度最大，以后逐渐减少

１－９．Ｎｉｎｅ　ｔｕｂｅｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｅｌｕｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｎｉ－
ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃｏｌｕｍｎ
图４　重组蛋白ＰｒＰ－ＵＰＤ的镍亲和柱纯化和复性

Ｆｉｇ．４　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ　ｏｆ　ＰｒＰ－ＵＰＤ　ｕｓｉｎｇ　Ｎｉ－
ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃｏｌｕｍｎ

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定

用单 克 隆 抗 体６Ｈ４对ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ重 组 菌

诱导后的全菌体蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析。结果

表明ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ重组菌诱导后的重组融合蛋白

ＰｒＰ－ＵＰＤ在大 小 约３１ｋｕ处 出 现１条 清 晰 的 反 应

条带，而诱导的ｐＥＴ－３０ａ／ＢＬ２１（ＤＥ３）无此条带（图

５），说 明 表 达 的 重 组 蛋 白 ＰｒＰ－ＵＰＤ 可 以 被 单 抗

６Ｈ４所识别，具有良好的免疫反应性。

１．Ｐｒｉｏｎｉｃｓ公 司 重 组ＰｒＰ蛋 白；２．ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ／ＢＬ２１
诱导后菌体蛋白；３．ｐＥＴ３０ａ／ＢＬ２１诱导后菌体蛋白

１．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｂｏｖｉｎｅ　ＰｒＰ（Ｐｒｉｏｎｉｃｓ）；２．Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏ－
ｔｅｉｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－ＰｒＰ－ＵＰＤ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ａｆｔｅｒ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３．
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｐＥＴ３０ａ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ａｆｔｅｒ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
图５　重组ＰｒＰ－ＵＰＤ蛋白的免疫印迹检测

Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ　ＰｒＰ－ＵＰＤ

２．４　ＰｒＰ－ＵＰＤ融合蛋白聚合物形态

在透射电子显微镜下观察，这些负染色的ＰｒＰ－
ＵＰＤ蛋白聚 集 物 呈 纤 维 杆 状 结 构，长 度 为１００～
３００ｎｍ，直径为６～１５ｎｍ，与致病型朊蛋白（ＰｒＰＳＣ）

形成的纤维状结构相似。

标尺为１００ｎｍ　Ｓｃａｌｅ　ｂａｒ＝１００ｎｍ
图６　ＰｒＰ－ＵＰＤ淀粉样纤维的电子显微镜观察结果

Ｆｉｇ．６　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ＰｒＰ－ＵＰＤ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｆｉｂｒｉｌｓ

２．５　蛋白酶Ｋ水解试验

在１ｍｇ·ｍＬ－１的ＰｒＰ－ＵＰＤ纤 维 溶 液 里 分 别

加入不同终浓度的蛋白酶 Ｋ，在３７℃反 应１ｈ，经

Ｔｒｉｃｉｎｅ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示ＰｒＰ－ＵＰＤ纤维在１、２

μｇ·ｍＬ
－１蛋白酶Ｋ浓度下仍 能 检 测 到，说 明ＰｒＰ－

ＵＰＤ融合蛋白对蛋白酶Ｋ有较强的抵抗力。

Ｍ．蛋白 质 低 相 对 分 子 质 量 标 准；１～７．蛋 白 酶 Ｋ浓 度

分别为２０、１０、５、３、２、１、０μｇ·ｍＬ
－１

Ｍ．Ｌｏｗ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１－７．Ｔｈｅ　ｃｏｎ－
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｎａｓｅ　Ｋ　ａｒｅ　２０，１０，５，３，２，１ａｎｄ　０
μｇ·ｍＬ

－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图７　ＰｒＰ－ＵＰＤ融合蛋白的蛋白酶Ｋ抵抗能力

Ｆｉｇ．７　Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｋ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰｒＰ－ＵＰＤ　ａｍｙｌｏｉｄ　ｆｉｂｒｉｌｓ

２．６　重组ｂＰｒＰ－ＵＰＤ单克隆抗体的制备

２．６．１　单克隆抗体的生物学特性测定　　经３次

融合，得到３株能稳定分泌抗重组ＰｒＰ蛋白抗体的

杂交瘤细 胞 株１Ｇ３、３Ａ４和４Ｄ１，其 中 仅１Ｇ３能 特

９０１
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异性识别正常细胞性牛朊蛋白，经单克隆抗体亚类

试剂盒Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ测定，杂交瘤细胞１Ｇ３为

ＩｇＧ２ｂ亚 类，轻 链 为κ链。杂 交 瘤 细 胞 上 清 间 接

ＥＬＩＳＡ效价为１×１０４，腹水间接ＥＬＩＳＡ效价为１×
１０５。

２．６．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析　　图８所示１Ｇ３株腹

水与正常牛脑组织和痒病２６３Ｋ感染仓鼠脑组织的

反应结果。从图８中看出，１Ｇ３株单抗腹水与正常

牛脑组 织 中 相 对 分 子 质 量２５～３５ｋｕ处 蛋 白 质 结

合，并与痒 病２６３Ｋ感 染 仓 鼠 脑 组 织 中２７～３０ｋｕ
处蛋白质反应。

Ｍ．蛋白质相对分子 质 量 标 准；１．蛋 白 酶 Ｋ处 理 的 牛 脑

组织匀浆；２．牛脑组 织 匀 浆；３羊 痒 病２６３Ｋ感 染 仓 鼠 脑

组织

Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｎｏｒｍａｌ　ｃａｔｔｌｅ
ｂｒａｉｎ　ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ　ａｆｔｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎｎａｓｅ　Ｋ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；２．Ｎｏｒ－
ｍａｌ　ｃａｔｔｌｅ　ｂｒａｉｎ　ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ；３．２６３Ｋｓｃｒａｐｉｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ－
ｆｅｃｔｅｄ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｂｒａｉｎ　ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ　ａｆｔｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎｎａｓｅ　Ｋ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
图８　单抗１Ｇ３Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析

Ｆｉｇ．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　１Ｇ３ｔｏ　ＰｒＰ　ｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨　论

由于抗ＰｒＰ抗体的制备受免疫耐受制约，大多

数抗ＰｒＰ的 单 抗 是 用 基 因 敲 除 小 鼠（ＰｒＰ０／０）制 备

的，抗原来自痒病相关纤维蛋白、重组ＰｒＰ蛋白、合

成ＰｒＰ多肽［１０］。国 内 王 志 亮 等 以 原 核 表 达 的 重 组

牛ＰｒＰ蛋白免 疫 引 自 瑞 士 的ＰｒＰ基 因 敲 除 小 鼠 制

备了３株抗重组牛ＰｒＰ蛋白的杂交瘤细胞系，其中

单抗４Ｃ１１通过免疫组织化学能检测出ＢＳＥ阳性切

片［１１－１２］。已研 制 成 的 抗 鼠、羊、牛 或 人ＰｒＰ的 单 抗

绝大多数是能 与ＰｒＰｃ 结 合 的 单 抗，如３Ｆ４、６Ｈ４和

ＦＨ１１等，这些单抗对人、牛、鼠及 羊ＰｒＰ有 交 叉 反

应［１３］，迄 今 为 止 仅 单 抗 １５Ｂ３ 能 区 别 ＰｒＰｃ 和

ＰｒＰｓｃ［１４］，但未见后续应用性报道。

酵 母 朊 蛋 白 是 研 究 朊 蛋 白 构 象 变 化 的 重 要 模

型，酵母Ｕｒｅ２ｐ朊毒体结构域（ＵＰＤ）类似朊毒体能

自发聚集成 规 则 的 淀 粉 样 聚 集 物，且 ＵＰＤ能 引 起

与其融合的 其 他 蛋 白 的 构 象 发 生 变 化［１５］。在 本 研

究中，作 者 利 用 大 肠 杆 菌 高 效 表 达 了ＰｒＰ－ＵＰＤ融

合蛋白，并确定其表达产物以包涵体形式存在。利

用Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００的ＰＢＳ以 及 含２ｍｏｌ·Ｌ－１尿 素 的

ＰＢＳ依次清洗包涵体，除去了大部分的可溶性蛋白

和脂蛋白，纯度已达８０％以上。朊蛋白具有八肽重

复区这一特殊结构域，八肽重复区含较多的组氨酸

残基，对二价金属镍离子具有一定的亲和力［１６］。作

者利用上述性质，建立了对重组朊蛋白的镍亲和层

析纯化 和 复 性 方 法，降 解 的ｂＰｒＰ蛋 白 和 其 它 杂 蛋

白在洗柱 的 过 程 中 会 被 除 去。通 过 电 子 显 微 镜 观

察，纯 化 的 ＰｒＰ－ＵＰＤ 形 成 了 纤 维 样 的 聚 合 物，１
ｍｇ·ｍＬ－１的ＰｒＰ－ＵＰＤ在２μｇ·ｍＬ－１蛋 白 酶 Ｋ浓

度下 消 化１ｈ仍 能 检 测 到，这 些 结 果 表 明 纯 化 的

ＰｒＰ－ＵＰＤ重组蛋白在体外具有朊毒体的结构特点，
与以往的研究结果是一致的［５，７］。最近的研究表明

这种类似朊毒体的蛋白并没有感染性，朊毒体的感

染性还需ＲＮＡ等因子参与［１７－１８］。
在 制 备 单 抗 过 程 中 作 者 采 取 复 性 过 的 重 组 牛

ＰｒＰ作为包被抗原建立ＥＬＩＳＡ方法筛选阳性克隆，
这样可避免 因 酵 母 朊 蛋 白 结 构 域 引 起 的 假 阳 性 反

应。同时，重组牛ＰｒＰ蛋白毕竟不是１００％复性，可

能会漏掉某些天然空间构象的抗体，因此用正常牛

细胞性朊蛋白间接ＥＬＩＳＡ方法进行再次筛选，从而

挑选出真正 分 泌 识 别 朊 毒 体 蛋 白 单 抗 的 杂 交 瘤 细

胞。经过三次单抗制备，终于制备出了１株对细胞

性的正常朊蛋白反应强的杂交瘤细胞１Ｇ３。这对我

们来说是一个很大的突破，因为此前多次尝试用重

组的牛ＰｒＰ制备单克隆抗体，但获得的单抗仅与重

组牛ＰｒＰ反 应，而 与 细 胞 性 的 正 常 朊 蛋 白 反 应 较

弱。本试验利用纯化的ＰｒＰ－ＵＰＤ蛋白成功制备了

牛ＰｒＰ单克隆抗体，进一步说明酵母朊毒体结构域

改变了与其融合的牛ＰｒＰ蛋白构象，相对分子质量

的增大、立体构象的复杂性和颗粒性状态都能提高

重组ＰｒＰ的免疫原性。

１Ｇ３株单抗与正常牛脑组织２５～３５ｋｕ处蛋白

发生了特异性 反 应，并 与 羊 痒 病２６３Ｋ仓 鼠 脑 组 织

约２７～３０ｋｕ处也发生特异性反应，进 一 步 证 实 了

１Ｇ３株单抗是针对ＰｒＰ的特异性抗体，因此可以判

断１Ｇ３株单抗就是针对牛ＰｒＰ蛋白的特异性抗体。
这一抗体在ＴＳＥ诊断中的意义还需在对 包 括 人 类

０１１
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克雅氏病和牛海绵状脑病脑组织的检测中进一步得

到证实。
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