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摘 要
: 【目的】检测重组 D Z v 全长 E 蛋白纯化后的免疫反应性与抗原性

,

为其亚单位疫苗研制奠定基础
。

【方法】酵母表达上清超滤浓缩后用金属赘合亲和层析 ( M c A )C 法过柱
,

用十二烷基硫酸钠一聚丙烯酞胺凝胶电

泳 ( SD S
一

P A G E )技术观察蛋白条带
。

将纯化蛋白与组氨酸抗体
、
D Zv E 单抗进行斑点印迹和 蛋白印迹

,

以确定纯

化物是否为含组氨酸尾的 D ZV E 融合蛋白
,

并用 E L IS A 检测纯化 E 蛋白与不同 DV 抗体的结合反应
。

用纯化的

重组 D Zv E 蛋白免疫小鼠后测定其产生的抗体类型与滴度
,

以分析其抗原性
。

【结果】表达产物经 M c Ac 柱纯化

获得单一的相对分子质量为 69
x l护 的蛋白

,

组氨酸抗体与 D Z v E 单抗的印迹试验证实该条带就是含 多聚组氨

酸尾型 特异 的重组 E 蛋白 ( rE g )P
,

ELI SA 显示纯化的 rE gP 保留有免疫反应性及型特异性
,

内糖昔酶 H 消化证实

其含有 N 联高甘露糖残基
。

接种 rE gP 可诱生针对 D Zv 抗原与重组 E 蛋白的高效抗体
。

【结论】纯化 的 D Zv 全

长 E 蛋白保留其免疫原性和免疫反应性
,

并具有型特异性
。
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登革病毒 ( d
e n g u e , iur s ,

D v )借蚊媒传播
,

引起

易感者的登革热及严重的登革出血热 /休克综合症

( D H F / DS S )
。

作为 DV 最大的结构蛋白与主要包膜

糖蛋 白
,

E 蛋 白 (
e n v e l o p 。 g l y e o por te i n

,

E g p )包含多

种重要的生物学活性与复杂的抗原表位
,

并在病毒

吸附
、

致病及诱导免疫保护中起关键作用【’
,

2 〕
。

许多

学者用不同表达系统获得重组 E 蛋白
,

并对其生物

学特性及动物免疫保护效果进行分析
,

促进了 D V

发病机制及其亚单位疫苗的研究
。

本实验以 .P

尸a s r o r i: 酵母成功表达 D Z v 全长 E 蛋白 (正 g p )为基

础
,

分析纯化后 E 蛋白的免疫反应性
,

并通过动物

免疫试验检测其抗原性
。

e o s i d a s e H )消化 D Zv r E gp
,

SD s
一

P A e E 观察蛋 白条

带的改变
。

1
.

7 动物免疫及其抗体测定

重组 E 蛋白加弗 氏佐剂按常规方法免疫 6 一 8

周龄的昆明鼠 (本校实验动物中心提供 )
,

间隔 2 周

加强免疫 3 次
,

末次加强后 2 周取血分离免疫血

清
。

按常规 EH SA 法检测免疫 鼠血清与包被的 D I V
、

D ZV 抗原及纯化 rE gP 的反应
,

确定抗体效价
。

2 结 果

1 材料与方 法

1
.

1 抗 体

1 一 4 型 DV E 单抗 由美国疾病预防控制 中心

( C D C ) 惠赠
,

D ZV N S I 单抗
、

D ZV 多抗血清由本室

制备
,

组氨酸单抗试剂盒购 自 iQ ag en 公司
,

H R P
一

羊

抗 鼠 I G 购 自武汉博士德公司
。

1
.

2 D ZV E 蛋 白的表达

参照本室的报道进行
[“ ] 。

1
.

3 E 蛋 白超滤纯化

将鉴定有 D ZV E 蛋白分泌表达的酵母转化菌

进行规模培养
,

低温离心收集其上清进行超滤
,

取

浓缩液冰浴下用金属鳌合亲和层析 (M C A C )法过柱

纯化 (安玛西亚
,

iH
s rT ap iK t)

,

十二烷基硫酸钠
-

聚丙烯酞胺凝胶纯泳 ( SD S
一

P A G )E 技术确定洗脱

峰
,

分光光度计测定 小
6。 / 小

8。

值以计算纯化后的

蛋白含量
。

1
.

4 斑点印迹与蛋白印迹

取 1 林L 纯化物点样于硝酸纤维素 ( N )C 膜
,

按

常规斑点免疫印迹法与组氨酸抗体进行结合 ; 纯化

物 S DS
一

P A GE 电泳后转印 N C 膜
,

与组氨酸抗体
、

D ZV E 单抗进行蛋 白印迹
。

1
.

5 酶联免疫吸附试验

以纯化的重组 E 蛋白包被酶标板
,

按常规方法

与不同的 Dv 单抗 / 多抗反应
,

底物 A B T s( 安玛西

亚 )显色后测定吸光值 (山
0 5

)
。

1
.

6 糖基分析

参照 N E B 的操作手册用内糖昔酶 H (
e
dn og l y

-

2
.

1 SD S
一

P A G E

超滤浓缩液见蛋白条带显著增强
,

M C A C 纯化

洗脱液保 留单一的相对分子质量为 69
x 10

3

的蛋

白带
,

其它蛋白条带基本消失
,

由于酵母表达的

D ZV 全长 E 蛋白的相对分子质量理论值约为 68
x

1护
,

故本结果初步显示 M C AC 能有效地纯化表达

产物中的 D ZV E 融合蛋白 (图 1 )
。

芯 / x l (〕

169766

r E g p we )

图 1 S D -S P A G E 分析 M C A C 纯化前后的 DZ V E 蛋白

F ig
.

1 SD S
·
P A G E o f e x P r e s s e d D ZV E gP b e fo r e a n d a fet r

M C A C uP
r i n c a it o n

l : p u r iif e d rE g p b y MC A C ; 2
: e x p er s s e d s u p e rn a t a ll t ; 3 : s a m p l e

a ft e r u l t ar if l tart i o n : 4 : iP e h i a e e
l l ly s a t e ; M : m a r

k
e r s

2
.

2 斑点结合与蛋白印迹

与组氨酸抗体的斑点结合试验为阳性
,

提示

M CA C 纯化蛋白含组氨酸尾
。

纯化蛋 白与组氨酸抗

体和 D ZV E 单抗的蛋白印迹均在相对分子质量为

69
x 10

,

的位置 出现阳性反应带 (图 2 )
,

表明经

M C A C 纯化获得的相对分子质量为 69
x 10

3

的蛋

白质就是含组氨酸尾的 DZV 全长 E 融合蛋白
,

并

具有免疫反应性
。
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图 2 纯化蛋白与 D ZV E 单抗的蛋 白印迹结果

F ig
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2 W
e s et r n b l o itt n g o f th e P u ir if e d r E gP w iht a n ·

it
·
D Z V E 加I C A b

M : m a kr e r ; l : P u ir if e d
r
E g p : 2

.

n e g a t i v e e o n rr o l

2
.

3 E L I SA

纯化 E 蛋白仅与 D ZV E 单抗
、

D ZV 多抗酶联

反应为阳性
,

其最高稀释度分别为 1 : 1 28 0
,

1 : 6 4 0
,

与其它 3 型 D V E 单抗及 D ZV NSI 单抗无交叉
,

表

明本实验纯化获得的全长 D ZV E 蛋白具有免疫反

应性和型特异性 (表 1 )
。

2
.

4 糖基化检测

SD S
一

P A GE 见内糖昔酶 H 消化后 E 蛋白相对

分子质量减少约 5 一 6 x 10
3 ,

提示该蛋白糖基化类

型为 N 联高甘露糖残基
。

2
.

5 诱生抗体

D Zv 与纯化 rE gP 为抗原检测 鼠免疫血清的效

价办 1 : 1 2 80
,

D l v 抗原测定血清抗体滴度分别为

1 : 160
,

表明获得的纯化
: E gP 具有免疫原性

,

可

诱导免疫鼠产生 D ZV 型特异的高效抗体 (表 2 )
。

表 1 纯化的 D ZV E 蛋白与不同 D V 抗体的 EH SA 结果

aT b l e 1 E ll SA r e s d t s Of th
e

DZ V rE 即 er ac t io n t o d iffe er
n t DV a n t ib o d i e s

Ab o
f d iffe er

n t d il u t i o n

A b ty P e

—
l : 1 0 1: 2 0 1: 4 0 1

:
80 1: 16 0 1: 32 0 1: 64 0 1 : 1 2 80

I E
一

N

ZE + + + + + + + +

N S I 一
N

P A + + + + + + + 一

3E
-

一 N

4 E 一 N

I E : D 1 V E
一

M e A b ; Z E : D ZV E
一

M e Ab ; N S I : DZV N S I
一

M e A b ; P A : D ZV p o l y e l o n al A b ; 3 E : D 3 V E
一

M e A b ; 4 E : D4 V E
一

M e A b
, + : P o s i t i v e

v a lu e , 一
: n e g a t i v e v a lu e ,

N : n o de t e e t
,

B la n k : P BS
,

N e朗 t i v e e o n t ro l : n o

rm
a l m o u s e s e xa

表 2 重组 E 蛋白免疫鼠的抗体水平测定

T a b l e 2 A
n t i bod y re

s p o n s e in 而
e e v a e e in a t e d b y P u

成
e
d rE gP

A g ty P e I
n u 刀 u n i z e

d
s e ra of d iffe

r e n t d il ut io n

: 1 60 1
: 3 2 0 l : 64 0 1 : 1 2 80 l : 2 56 0

NND I V

D ZV

r E g p + + + + + + + + N

A g e o a t e d l 卜g / w e l l
, + : p o s i t i v e v a lu e , 一 : n e

gat i v e v a lu e ,

N : n o d e te e t

3 讨 论

通过基 因工程技术获得 DV 重组 E 蛋 白质已

屡见报道
。

然而
,

多数学者采用原核系统或真核的

杆状病毒体系表达截断的 E 蛋白 `4, 5 , ,

对获得的 E

蛋白结构和功能有一定的影响
,

表达产物纯化过程

较为复杂
,

其动物免疫效果也不够理想
。

因此
,

有必

要选择其它真核系统表达全长的具有完整生物学

特性的 D v E 蛋白
。

本实验以毕赤氏酵母菌 ( iP hc at

p as ot ir :
)成功分泌表达 DZv E 蛋白为基础

,

利用表

达的融合蛋 白含有六聚组氨酸尾的特性 用 M CA C

法进行纯化
,

通过蛋白印迹与 E IL SA 证实相对分子

质量为 6 9 x or
,

的纯化物就是具有免疫反应性与

型特异性的 D ZV 全长 E 蛋白
,

这表明该纯化的重

(下转第 2 2 0 页 t o p a g e
2 20 )
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本实验表明在 P D V I 引起的曲张大隐静脉中
,

D M N 的含量 明显少于正常静脉组织
,

同时其编码

基因的表达水平也显著下调
。

虽然 DM N 的具体功

能和在此所起的作用还不清楚
,

但是这一结果至少

说 明 D M N 与该疾病 的发生发展过程有关
。

鉴于

P DV I 的原发部位
一
股浅静脉也存在着与曲张大隐

静脉相似的形态学改变
,

所以 D M N 可能在 PD V I

的发生发展 中也起着一定的作用
。

对于 D M N 与大隐静脉曲张乃至 P DV I本身的

确切关系
,

我们将继续进行深人研究
。
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组 E 蛋 白保留了其生物学活性
,

为今后重组 E 蛋白

的大规模生产及其亚单位疫苗的研制提供了有利

条件
。

用针对 -N 联甘露糖链 的内糖昔酶 H 处理重

组 E 蛋白显示
,

其相对分子质量减小 ( 5
一
6)

x 10 , ,

提示该重组 E 蛋白被添加的高甘露糖残基修饰
,

与

.P P as 勿 isr 正常加工糖基化的 E 蛋白相符 6I]
。

另一

方面
,

动物免疫试验显示
,

纯化的重组 E 蛋白可诱

导 鼠产生 D ZV 型特异 的高滴度抗体
,

其作用类似

于灭活的 DZ V 疫苗
,

表明该重组 E 蛋 白具有免疫

原性
,

但对同型病毒攻击的保护作用有待验证
。

由于该酵母系统表达产物无超糖基化现象 171
,

分泌的重组 E 蛋 白纯化方法简便
,

获得的全长蛋白

具有较完整的生物学特性
,

对于发展 D V 亚单位疫

苗具有诱人的前景
。
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