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猪瘟病毒 NS2-3抗原集中区基因的原核表达及鉴定
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摘 要 为获得猪瘟病毒(classical swine fever virus, CSFV) NS2-3抗原集中区蛋白，并建立 CSFV抗体快速
检测方法。本研究以 CSFV全长基因组质粒为模板，PCR扩增 NS2-3抗原表位集中区，利用扩增片段和克隆
载体，构建重组表达质粒，命名为 pET32a-NS2-3-1。重组表达质粒转化 Rosetta (DE3)细胞，利用 IPTG诱导表达，
SDS-PAGE电泳和Western-blot鉴定重组表达产物。结果表明，重组质粒 pET32a-NS2-3-1在 28℃诱导 5 h得到
高效表达，重组蛋白能够与兔抗 CSFV阳性血清发生反应。获得 CSFVNS2-3抗原集中区蛋白，并且获得的重
组蛋白具有抗原性，能够作为 CSFV抗体检测的抗原。
关键词 猪瘟病毒, NS2-3,抗原表位,原核表达,免疫印迹

Prokaryotic Expression and Identification of the Main Antigenic Domain
Gene in NS2-3 of Classical Swine Fever Virus
Liu Wei 1 Zhu Yanping 2 Ning Hongmei 1 Yin Mei 1 Guo Dongguang 1 Lu Yi 1 Wang Xuannian 1,2*

1 Henan Institute of Science and Technology, Xinxiang, 453003; 2 Bio-technology Centre, Xinxiang University, Xinxiang, 453003
* Corresponding author, xuannianwang@yahoo.com.cn
DOI: 10.3969/gab.032.000165

Abstract To identify the main antigen domain of the classical swine fever virus (CSFV) NS2-3, a method of
detecting antibody of classical swine fever virus was established. CSFV genome plasmid as PCR template, the main
antigenic domain of CSFV NS2-3 was amplified by PCR, amd PCR products was cloned into prokaryotic
expression plasmid pET-32a(+) vector to obtain the recombinant expression plasmid, named as pET32a-NS2-3-1. The
recombinant expression plasmid was transformed into E. coli Rosetta (DE3) and inducible expression by IPTG. The
expression products were analyzed by SDS-PAGE and identified by Western-blot. The recombinant plasmid
pET32a-NS2-3-1 was highly expressed, induced 5 hours could get a large number of recombinant protein at 28℃, and
the recombinant protein reacted strongly with the C-Positive serum of CSFV. The main antigenic domain protein in
NS2-3 of CSFVwas obtained, which has good antigenicity for detecting antibodies against CSFV.
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猪瘟(classical swine fever, CSF)是危害养猪业的
重大传染病之一，CSF每年都在直接或间接地造成猪
的大量死亡，本病仍是制约我国养猪业发展的重大因

素。猪瘟病毒(classical swine fever virus, CSFV)属于黄
病毒科瘟病毒属，基因组为线状单股正链RNA，长约
12.3 kb，含有单一的开放阅读框(ORF)，编码 3 898个
氨基酸残基，经蛋白酶裂解为 12种结构蛋白和非结
构蛋白(Meyers and Thiel, 1996)。CSFV感染后，主要

产生抗 E0、E2和 NS2-3的抗体，其中 NS2-3是一种
非结构蛋白，也是一种免疫优势蛋白，所有感染动物

均能产生抗 NS2-3抗体，但不具有病毒中和性(王家
富等, 2000; Monsó et al., 2011)。
目前，人们对 CSFV的致病机理尚不清楚，尤其

是病毒与宿主的相互关系、病毒编码蛋白与宿主细
胞内分子之间的相互作用、病毒编码蛋白和宿主分
子对病毒生活周期的调控机制等方面的研究刚刚起



步(杨幼聪等, 201l)。防控 CSF主要包括两个方面：一
是要保证种猪不感染猪瘟野毒；二是对所有猪加强疫

苗免疫接种(宁宜宝和吴文福, 2011)。做好这两个方面
工作的关键是 CSFV的诊断和 CSFV抗体水平的监
测。在 CSFV感染的整个过程中 NS2-3蛋白大量且持
续存在，因此，通过检测 NS2-3蛋白及其抗体，可以作
为 CSFV感染和 CFS抗体水平的一个重要途径。
本研究通过构建 CSFV NS2-3基因的抗原集中

区基因的重组原核表达质粒，在 IPTG的诱导下进行
诱导表达，获得重组蛋白，目的在于利用 NS2-3重组
蛋白建立 CSFV抗体的检测方法，并为其单克隆抗
体的制备奠定基础。

1结果与分析

1.1 NS2-3-1基因的扩增和重组表达载体的构建

PCR扩增产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，在
1 035 bp左右出现一可疑性条带(图 1A)，与预期的
基因片段大小相符。重组质粒经 SacⅠ和 SalⅠ双酶
切，在 1 035 bp左右出现目的条带(图 1 B)。经进一步
的测序鉴定，目的基因成功克隆入克隆载体，成功构

建重组克隆载体 pMD18-NS2-3-1。
pET32a(+)与目的基因片段连接后获得的重组子
经菌液 PCR和双酶切鉴定，得到与目的基因大小相
符的片段(图 2)，表明成功构建重组表达载体。

1.2 重组表达载体的诱导表达及重组蛋白的 West-
ern-blot分析

IPTG诱导重组表达质粒，在 58 kD左右出现与

图 1 NS2-3-1基因的 PCR扩增和重组克隆质粒 pMD18-NS2-3-1

的酶切鉴定

注 : A: M: DL2000 DNA Marker ; 1,2: PCR 产物 ; B: M: DNA
Marker DL2000; 1,2:重组克隆质粒 pMD18-NS2-3-1双酶切产物

Figure 1 Amplification of NS2-3-1 by PCR and identification of the
recombinant pMD18-NS2-3-1 by restriction enzyme
Note: A: M: DL2000 DNA Marker; 1,2: PCR production; B: M:
DNA Marker DL2000; 1,2: Digestion products of the recombin-
ant plasmid pMD18-NS2-3-1

目的蛋白大小相符的条带，初步确定最佳诱导温

度为 28℃，最佳诱导时间为 5 h (图 3)。表达产物经
Western-blot分析，在 58 kD左右有特异性条带，与
重组蛋白大小相符(图 4)。

1.3表达产物的可溶性分析及目的蛋白的纯化

经超声处理的样品，分别取上清和沉淀进行

SDS-PAGE检测，结果显示沉淀中含有大量目的蛋
白(图 5A)，说明目的蛋白主要以包涵体形式存在。得
到的包涵体通过切胶回收进行纯化，然后经 SDS-
PAGE鉴定纯化结果(图 5B)，纯化后的目的蛋白含
量为 0.8 mg/mL。

2讨论

CSFV与瘟病毒属其它成员如牛病毒性腹泻病
毒(bovine viral diarrhea virus, BVDV)及羊边界病病毒
(border disease virus, BDV)在结构上高度相似(Moen-
nig, 1990; Rumenapf et al., 1991)。BVDV可分为不致
细胞病变(Non-cytopathogenic,NCP)和致细胞病变(Cy-
topathogenic, CP) 2个生物型，而 CSFV体外细胞培
养中一般无细胞病变效应(Non-cytopathic effect, Non-
CPE) (唐青海, 2010)。对于 BVDV裂解产生 NS3，是
致病性(CP) BVDV的一个标志蛋白，而在非致病性
(NCP) BVDV中，只能检测到未裂解的 NS2-3 (王茁,
2011)。Moulin等(2007)的研究结果表明，NS2-3对于
CSFV传染性颗粒的形成是必需的，缺少NS2-3病毒

图 2重组表达载体的 PCR和双酶切鉴定
注: A: M: DNA Marker DL2000; 1~4: 菌液 PCR 产物; B: M1:
DNA Marker DL2000; 1:重组表达载体 pET32a-NS2-3-1双酶切
产物; 2:重组质粒 pET32a-NS2-3-1; M2: DNA Marker DL15000
Figure 2 Identification of the recombinant expression plasmid
pET32a-NS2-3-1 by PCR and enzyme digestion
Note: A: M: DNA Marker DL2000; 1~4: PCR product of
pET32a-NS2-3-1; B: M1: DNA Marker DL2000; 1: Digestion pro-
ductions of the recombinant expression plasmid pET32a-NS2-3-1;
2: Recombinant expression plasmid pET32a-NS2-3-1; M2: DNA
Marker DL15000
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将不具有感染性。黄茜华等(1999)和王家富等(2000)
应用 RT-PCR技术扩增出 CSFV石门株和兔化弱毒
株 NS2-3基因，并对 NS2-3基因进行序列测定和分
析，证明该片段具有较高的同源性且高度保守。鲁絮
(2007)和常天明等(2010)分别利用原核和真核表达系
统获得了 NS3 重组蛋白并制备出相应的单克隆抗
体，为 CSFV对猪专一性致病机理的研究奠定基础。
目前，NS2和 NS3功能的研究还处于起始阶段，而对
CSFV NS2-3蛋白功能的研究更少。所以，本研究获
得的重组蛋白为今后 CSFV NS2-3蛋白的研究提供
了必要的基础。

CSFV NS2-3蛋白是一个多功能蛋白，具有很强
的免疫优势，在病毒复制过程中大量产生，所有感染

动物均产生抗 NS2-3 的抗体，因此可以通过检测

图 3重组表达载体 pET32-NS2-3-1的诱导表达

注: M: 蛋白质 Marker; 1: 空载体对照 ; 2: 未诱导对照 ; 3~5:
37℃, 28℃, 18℃诱导表达产物; 6~9: 5 h, 6 h, 7 h, 8 h诱导表
达产物

Figure 3 Inducible expression of the recombinant expression
plasmid pET32a-NS2-3-1

Note: M: Protein Marker; 1: Rostta (DE3) harboring pET32a in-
duced; 2: pET32-NS2-3-1/Rostta (DE3) uninduced; 3~5: pET32a-
NS2-3-1/Rostta (DE3) 37℃, 28℃, and 18℃ induced; 6~9: pET32a-
NS2-3-1/Rostta (DE3) induced for 5 h, 6 h, 7 h and 8 h

图 4重组蛋白的Western-blot鉴定
注: M:蛋白质Marker; 1:未诱导对照; 2:重组蛋白
Figure 4 Western-blot identification of the recombinant protein
Note: M: Protein Marker; 1: pET32a-NS2-3-1/Rostta (DE3) unin-
duced; 2: The recombinant protein

图 5表达产物的可溶性分析及目的蛋白的纯化
注: A: M:蛋白质 Marker; 1:超声裂解后的上清; 2:超声裂解
后的沉淀; 3:空载体对照; B: M:蛋白质 Marker; 1:纯化后的
目的蛋白; 2:空载体对照
Figure 5 Soluble analysis and purification of the recombinant
protein
Note: A: M: Protein Marker; 1: Supernatant of ultrasonic treat-
ment expression products; 2: Precipitation of ultrasonic treatment
expression product; 3: pET-32a/Rostta (DE3) induced; B: M:
Protein Marker; 1: The recombinant protein by purification; 2:
pET-32a/Rostta (DE3) induced

NS2-3基因产物及其抗体检测病毒。目前，部分上市
诊断试剂盒以 NS2-3蛋白作为诊断抗原。研究利用原
核表达系统，成功表达猪瘟兔化弱毒株(hog cholera
virus lapinized chinese strain, HCLV) NS2-3蛋白的抗
原位点集中区的蛋白，该蛋白能被 CSFV兔化高免
血清所识别，说明该蛋白具有良好的抗原性，为进一

步开发诊断试剂盒和研究 NS2-3蛋白的免疫学功能
奠定基础，并为进一步研究 NS2-3蛋白在猪瘟病毒
致病机制中发挥的作用奠定基础。

NS2-3中大肠杆菌稀有密码子占 15.28%，这在
很大程度上影响重组蛋白的表达。本研究将重组表
达质粒 pET32-NS2-3-1转化 BL21 后进行诱导表达，
未得到目的蛋白，将宿主菌改为 Rosetta 后，目的蛋
白成功获得表达，证明 Rosetta在表达大肠杆菌稀有
密码子频率高的基因方面比 BL21具有明显的优势。
通过 SDS-PAGE和 Western-blot分析，重组蛋白主
要以包涵体形式存在，目的蛋白能够与兔抗 CSFV
阳性血清结合，具有良好的抗原性。将目的蛋白进行
切胶回收纯化，获得了纯度达到 0.8 mg/mL的蛋白，
为下一步单克隆抗体的制备提供重要条件。

3材料与方法

3.1材料

大肠杆菌 E. coli DH5α、BL21和表达载体 pET-
32a(+)，由河南科技学院预防兽医学重点实验室保
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存；Rosetta菌株由新乡学院多肽生物技术中心提供；
pMD18-T-simple vector systems 为 TaKaRa 公司产
品；猪瘟病毒全基因组质粒，由河南科技学院动物科

技学院胡建和教授惠赠。

3.2主要试剂和酶类

琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒，OMEGA 公司产
品；质粒小量提取试剂盒，TIANGEN公司产品；猪瘟
病毒兔化高免血清，由河南科技学院预防兽医学重

点实验室保存；HRP标记的羊抗兔二抗，北京索莱宝
公司产品；DAB显色试剂盒，北京中杉金桥生物公司
产品。ExTaq DNA聚合酶、T4 DNA连接酶、核酸内
切酶 SacⅠ、SalⅠ，均为 TaKaRa公司产品；普通 rTaq
DNA聚合酶，北京鼎国公司产品。

3.3引物设计与合成

利用 DNAStar 5.0分析 CSFV兔化弱毒株 NS2-3
蛋白的氨基酸序列，根据获得的 CSFV兔化弱毒株
NS2-3的抗原集中区的碱基序列，利用 Primer 5.0引
物分析软件，设计一对引物 P1、P2，引物两端分别引
入 SacⅠ和 SalⅠ酶切位点。将该引物送往上海生物
工程技术有限公司合成。

3.4 CSFV NS2-3 抗原集中区基因的扩增及重组克
隆载体的构建

以 CSFV全基因组质粒为模板，进行 PCR扩增，
反应产物经 1%琼脂糖凝胶检测。胶回收试剂盒回收
目的基因后连接至克隆载体 pMD18T-simple。连接产
物转化 DH5α，涂布在含有氨苄的琼脂平板上，37℃
培养过夜。挑取可疑阳性单菌落，在含有氨苄的液体
LB培养基中培养过夜。经菌液 PCR鉴定为阳性的可
疑菌落，利用质粒提取试剂盒抽提质粒，双酶切鉴定，

将获得的阳性重组质粒命名为 pMD18-NS2-3-1，送上

海生物工程有限公司进行序列测定。

3.5重组表达载体 pET32-NS2-3-1的构建

SacⅠ和 SalⅠ双酶切重组克隆质粒 pMD-NS2-3-1

和空表达载体 pET32a(+)，回收目的基因与表达载体
pET32a(+)的酶切产物，胶回收目的基因，连接过夜，
转化，转化产物涂布于含氨苄的平板上，37℃培养过
夜。挑取可疑单菌落于含氨苄的 LB液体培养基中培
养。PCR检测阳性可疑菌落抽提质粒，双酶切鉴定，
将获得的阳性重组质粒命名为 pET32a-NS2-3-1，送上

海生物工程有限公司进行序列测定。

3.6 重组载体的诱导表达及表达产物的 SDS-PAGE
鉴定

将 3.5中的阳性重组表达质粒 pET32a-NS2-3-1转

化 Rosetta，挑取可疑单菌落于含氨苄的 LB液体培
养基中过夜培养。次日，按 1%的量接种于 5 mL含氨
苄的 2×YT培养基中，37℃振荡培养至 OD值为 0.6
左右，加 IPTG至终浓度为 1 mmol/L，分别于 37℃、
28℃、16℃条件下诱导表达，在不同时间收集菌、裂
解菌体，收获重组蛋白，进行 SDS-PAGE鉴定。

3.7目的蛋白的Western-blot鉴定

SDS-PAGE结束后，用半干转膜仪将蛋白转印至
PVDF膜上。然后取下 PVDF膜，TBST洗膜 3次；含
5%脱脂乳的 TBST 4℃封闭过夜；加入 1:200稀释
的兔抗 CSFV阳性血清，室温孵育 2 h；TBST洗涤
3次；加入 1:2 000稀释的羊抗兔 IgG-HRP，室温反应
1.5 h；TBST洗涤 3次，DAB显色试剂盒显色，用去
离子水冲洗终止显色。

3.8目的蛋白的可溶性分析与纯化

将种子液按 1:100比例接种于 200 mL含 Amp+
(100 μg/mL)的新鲜 2×YT液体培养基中，37℃振荡培
养至 OD600值为 0.6左右，加入终浓度为 1.0 mmol/L
的无菌 IPTG，28℃振荡培养过夜；4℃，10 000 r/min离
心 10 min 收集菌体。弃上清，加入 20 mL 磷酸盐
缓冲液重悬菌体；将重悬菌液置于冰浴中超声波

破碎 10 min，超声 4 s，间隔 10 s；4℃，5 000 r/min
离心 20 min，分别收集沉淀和上清；按比例分别取
沉淀和上清进行 SDS-PAGE检测，确定目的蛋白的
表达形式。
将超声裂解得到的菌体沉淀，用含 1%曲拉通的

2 mol/L尿素洗涤缓冲液反复洗涤 5次，加入 8 mol/L
尿素包涵体溶解液，4℃过夜溶解包涵体。将溶解的包
涵体进行 SDS-PAGE电泳，0.1 mol/LKCl染色 15 min
后，切下含有目的蛋白的 SDS-PAGE电泳胶，将电泳
胶放入含少量蛋白质电泳液的透析袋中，然后将透

析袋放入电泳槽中进行水平电泳。电泳结束后，将透
析袋放入 PBS中，低温透析过夜，浓缩后离心取上
清，做 SDS-PAGE鉴定并测定目的蛋白浓度。
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