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呼吸道合胞病毒 F蛋白基因片段原核表达和初步应用
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【Abstract】AIM:Toestablishrapid, sensitive, specific, cheap

serologicaldetectionmethodsofhumanrespiratorysyncytialvirus.

METHODS:The viruseswere isolated from nasopharyngeal

secretionswhich collected from patientin BeiJing Childrens

hospital.OnefragmentofF gene ( F1-1, AA 137-363 ) was

amplifiedbyRT-PCR, sincethisregioncontainsthemajor

neutralizationsites.ThePCRproductwasclonedintopMD18-T

vectorandwasidentifiedbyPCR, thenthetargetgenewas

subclonedintopET-32aexpressionvectorandwasidentifiedby

restrictionanalysisandsequencing.F1-1wasefficientlyexpressed

inE.coliBL21 andpurifiedbynickelHiTrapchelatingmetal

affinitycolumn.Theserum levelsofIgGantibodiestoFantigen

weremeasuredin 91 serum samplesofsuspected RSV from

BeiJingChildrenshospitalusingindirectELISA againstF1-1

proteinsofHRSV.RESULTS:ThesizeoftheRT-PCRproduct

was678bp.Thesequenceofinsertwascorrectafterexaminedby

restrictionenzymedigestionandsequencing.WesternBlotting

indicatedthattheRSVF1-1 proteinhadspecificantigenicity.No

significantdifferencewasfoundwhencomparedourmethodwith

commercialdetectionkits.CONCLUSION:Therecombinant

RSV Fproteinfragmentoffersanefficientwayforserological

diagnosis.

【Keywords】 humanrespiratorysyncytialvirus;fusion ( F)

gene;prokaryoticexpression

【摘　要】目的:建立呼吸道合胞病毒快速 、敏感 、特异 、廉价

的早期血清学检测方法.方法:从北京儿童医院患者鼻咽分

泌物分离的呼吸道合胞病毒中, 用 RT-PCR的方法扩增出

RSVF蛋白的 F1区部分基因片段 F1-1 ( AA137 ～ 363), 此区

域包含 F蛋白的主要中和抗原位点.将该基因片段克隆到

pMD18-T载体, 将连接质粒经 PCR鉴定,证实插入目的片段.

酶切后将该片段与 pET-32a表达质粒连接, 用限制性内切酶

酶切及序列测定, 证实插入片段的正确性.利用 pET-32a表达

质粒在大肠杆菌 BL21表达正确的 RSVF1-1蛋白.重组蛋白

N端包含有 6个连续的组氨酸标签, 通过镍离子金属鏊合亲

和层析纯化, 获得了高纯度的目的重组蛋白 RSVF1-1, 然后将

重组 RSVF1-1包被建立间接 ELISA法检测人血清中的 RSV

F蛋白 IgG抗体.结果:RT-PCR产物的片段大小为 678 bp.

经酶切和测序鉴定后, 插入序列无误.WesternBlot分析显示:

重组蛋白具有较好的抗原性.用该蛋白建立的间接 ELISA方

法检测结果与进口 Euroimmun和维润试剂盒检测结果比较,

差异无显著性.结论:F蛋白基因片段的成功表达为进一步

开发诊断试剂盒提供了实验依据.

【关键词】人呼吸道合胞病毒;F蛋白;原核表达

【中图号】R373.1　　　【文献标识码】A

0　引言
人呼吸道合胞病毒 ( humanrespiratorysyncytial

virus, HRSV)是在婴幼儿 、老年人以及免疫损害病人

中引起严重下呼吸道感染的最重要病因
[ 1]

.HRSV

的感染的显著特征是初次感染在体内产生的抗体不

能提供永久保护, 在人的一生中可重复感染 HRSV.

HRSV的 F, G蛋白是激发机体产生保护性抗体最主

要的病毒抗原.G蛋白所诱导的中和抗体则具有型

特异性.而 F蛋白所诱导的中和抗体可以同时抑制

A, B两个亚型的病毒感染
[ 2]

.F蛋白最初翻译为 Mr

70 000的无活性前体形式 Fo, Fo可被内源性的酪氨

酸样蛋白酶切开生成 F1和 F2亚单位,二者经二硫键

连接构成 F蛋白的生物活性形式
[ 3]

.F蛋白主要的

抗原表位集中于 F1区.在本实验中我们利用基因重

组的方法,表达了 HRSV病毒 F蛋白的 F1区部分片

段 ( AA137 ～ 363 ), 此区域包含主要中和抗原位

点
[ 4 ]

.并初步建立了以 F蛋白为基础的间接酶联免

疫吸附试验法, 用于检测血清 RSV病毒 IgG抗体.F

蛋白基因片段的成功表达为进一步开发诊断试剂盒
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和我国 RSV疫苗研制奠定基础.

1　材料和方法
1.1　材料　AMV反转录酶 、TaqDNApolymerase,

dNTP( Promega公司 ) ;T4连接酶 、限制性内切酶

BamhⅠ, HindⅢ, pMD18-Tvector试剂盒等 (大连宝生物

公司 );Ni-NTAAgrose( QIAGEN公司 );大肠杆菌

DH5α, BL21(天根公司 ).血清来自北京儿童医院临床

诊断呼吸道合胞病毒感染患者,共 91份;呼吸道合胞

病毒从 2004年儿童医院患儿鼻咽分泌物中分离得到.

1.2　方法

1.2.1　RT-PCR　从 GenBank调出所有 F蛋白基因

序列, 通过序列比对在保守区设计上下游引物各 1

条,上游 5′-GGATCCGGGGAAGTGAACAAAAT-3′带有

BamHⅠ酶切位点, 下游 5′-AAGCTTCTAGAATATGT-

CAACGTTGCAG-3′带有 HindⅢ酶切位点.使用 Trizol

方法提取病毒 RNA(方法见厂家操作手册 ) .RT-PCR

扩增目的片段:逆转录反应条件为 42℃ 45 min, 95℃

5 min;PCR反应的条件为 94℃ 10 min预变性, 随后

94℃ 1 min, 45℃ 1 min, 72℃ 90 s,共 40个循环,最后

72℃延伸 10 min.15 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR

产物.

1.2.2　重组表达载体的构建与鉴定　纯化的目的片

段克隆到 pMD18-TVector上, BamHⅠ , HindⅢ进行

双酶切鉴定,进一步序列测定, 以确定序列以及读码

框的正确性.双酶切回收目的基因片段, 然后亚克隆

到 pET-32a表达载体,小量提取表达质粒进行酶切

( BamHⅠ , HindⅢ )鉴定.

1.2.3　目的蛋白的诱导表达　将阳性克隆菌接种到

含氨苄霉素 ( 100 mg/L) 的 LB培养基中, 37℃过夜

震荡培养后, 1∶20比例接种到新鲜的 LB培养基中,

加入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG诱导表达 4 h, 收获

菌体, SDS-PAGE电泳鉴定.

1.2.4　表达蛋白的纯化 　细菌沉淀中加入裂解

BufferA ( 100 mmol/LNaH2 O4, 10 mmol/LTris-Cl, 6

mol/L盐酸胍, pH8)裂解 2 h, 进一步超声粉碎 ( 200

～ 300 W), 10 s中间停 10 s,共 10次, 全过程保持冰

浴状态.4℃, 8500 r/min离心 40 min,转移上清到新

离心管中, 加入 1 mL用裂解 BufferA平衡过的 Ni-

NTAAgrose,室温结合 30 min.4℃, 8500 r/min离心

10 min, 弃上清.用 WashbufferC( 100 mmol/L

NaH2O4, 10 mmol/LTris-Cl, 8 mol/Lurea, pH6.3)洗

Ni柱 5 遍.用 ELutionbufferE( 100 mmol/L

NaH2O4, 10 mmol/LTris-Cl, 8 mol/Lurea, pH4.2)洗

脱目的融合蛋白.SDS-PAGE电泳鉴定纯化蛋白, 纯

化的蛋白 -20℃保存.

1.2.5　WesternBlot　将目的蛋白电转至硝酸纤维素

(NC)膜上,用含 50 g/L脱脂奶的 PBS封闭 4℃过夜

NC膜, PBS洗膜 3次.以封闭液 1∶20稀释阳性血清,

与 NC膜于 37℃共同孵育 2 h后,用 PBS洗膜.加入辣

根过氧化物酶标记的山羊抗人 IgG酶, 37℃孵育 1 h,

PBS洗膜后 DAB显色.具体操作方法见文献 [ 5] .

1.2.6　酶联免疫吸附试验 (ELISA) 　用 0.05 mol/L

pH9.6碳酸盐缓冲液 (包被液 ) 稀释纯化蛋白混合

液 F1-1 ( 1∶1600稀释 ).微孔板每孔加 100 μL, 4℃

过夜.弃液体,每孔加入封闭液 (含 100 mL/L小牛血

清的 PBS) 200 μL, 37℃封闭 2 h, 洗液洗 4遍,拍干.

每孔加入 1∶200稀释的待检血清 100 μL(稀释液为

含 50 mL/L小牛血清和 0.5 mL/L吐温的 PBS) , 37℃

孵育 30 min.洗液洗 4遍,拍干.每孔再加入 1∶200稀

释的辣根过氧化物酶标记的抗人 IgG100 μL, 37℃孵

育 30 min.洗液洗 4遍,拍干.加 TMB显色 10 min, 1

mol/L硫酸终止反应,于 450 nm测 A值.结果判定临

界值 (Cut-off值 ) 以最佳工作条件检测 56份阴性血

清样品, 将 x±s作为结果判定临界值 ( Cut-off值 ),故

大于临界值 0.12为 RSV病毒抗体阳性, 反之为

阴性.

2　结果

2.1　F蛋白基因片段的体外扩增及重组表达载体的

构建　PCR产物经 15 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定,在

678 bp左右可见特异性扩增条带.将 RT-PCR扩增

得到的 RSV病毒 F1-1目的基因纯化后, 与 pMD18-T

Vector连接,得到中间质粒,经双酶切凝胶回收目的片

段,进一步和相同酶切的表达质粒 pET32a连接,命名

为 pET32F1-1.表达质粒经双酶切鉴定,得到 678 bp长

度的目的基因片段.与预期大小一致 (图 1).序列测

定结果表明插入序列与目的片段完全一致.

A:重组表达质粒;B:双酶切重组表达质粒 ( BamHⅠ , HindⅢ ) ;M:

marker.

图 1　重组表达质粒酶切鉴定结果 (pET32F1-1)
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2.2　目的蛋白的诱导 、表达与纯化 　将表达质粒

pET32F1-1转化 E.coliBL21,得到表达菌株, 经 IPTG

诱导表达后,进行 SDS-PAGE电泳和凝胶扫描分析,

显示表达的外源蛋白 F1-1表达量约占全菌体蛋白量

的 50%左右.菌体破碎离心后, 取上清和沉淀进行

SDS-PAGE分析,发现表达产物主要位于沉淀中, 通

过变性复性, 利用 Ni-NATAgarose金属鏊合亲和层

析柱纯化目的蛋白 (图 2) .所有初步纯化产物再进

一步经凝胶过滤层析柱.

A:标准蛋白 marker;B:pET32-BL21;C:pET32-F1-1- BL21未经

IPTG诱导;D:pET32-F1-1-BL21经IPTG4 h诱导;E:纯化蛋白.

图 2　表达和纯化蛋白的 SDS-PAGE检测结果

2.3　WesternBlot　用诱导表达蛋白纯化后经 SDS-

PAGE电泳, 电转移到硝酸纤维素膜上,进行 Western

Blot分析 (图 3) .结果在相应位置出现特异性抗原 -

抗体反应条带,表明表达蛋白与其抗体有良好的反应

原性.

A:标准蛋白;B:pET32-BL21;C:pET32-F1-1-BL21未经 IPTG诱

导;D:pET32-F1-1-BL21经 IPTG 4 h诱导.

图 3　表达蛋白的 WesternBlot检测结果

2.4　与其他检测 RSV病毒抗体的试剂盒的比较　

用 3种试剂盒检测 RSV血清 91份, Euroimmun的阳

性率是 38.5%;维润的阳性率是 39.5%;本室的阳性

率是 43.9%,统计分析表明,与欧盟试剂盒比较 P>

0.05;与维润试剂盒比较, P>0.05;说明本实验室建

立的 ELISA检测方法与 Euroimmun和维润试剂盒相

比,检测结果差异无统计学意义.本实验检测结果与

Euroimmun试剂检测结果的符合率为 83.5%, 而与维

润检测结果的符合率为 80.2%.如果以维润试剂检

测结果作为 “金标准”,则本实验室检测方法的敏感

度和特异度分别为 83.3%和 78.2%.

3　讨论
G和 F蛋白是 HRSV仅有的两个保护性抗原

[ 6]
,

针对 G蛋白或 F蛋白的抗体能中和病毒的传染性,

在抵抗 HRSV感染的保护性免疫反应中起重要的作

用.但 G蛋白在 HRSV各分离株中存在广泛的变异.

而 F蛋白的基因变异很小, 亚型间 F蛋白的抗原高

度相关, 系数为 50%
[ 7]

.因此, 无论从诊断试剂研制

还是从亚单位疫苗开发的角度, F蛋白都比 G蛋白

具有优势.

本研究结果证实 HRSV的 F蛋白基因片段以融

合蛋白形成得到了正确表达,并具有较好的免疫反应

性.本研究建立了融合蛋白表达和纯化的流程.该

方法突出优点是流程短,成本较低,技术成熟,可靠性

高.将克隆的外源性基因用融合蛋白表达系统, 则可

将转录和翻译的起始由大肠杆菌序列所控制,既保证

了较强转录, 又保证了翻译的起始, 从而使克隆的外

源性基因得到高效表达.HRSVF1-1融合蛋白成功

表达为进一步研制重组蛋白诊断试剂盒及开发基因

工程疫苗奠定了基础.此外,也为研究 F蛋白的结构

功能提供了有利条件.

目前对 RSV病毒的诊断方法有:病毒分离培养 、

病毒核酸 RT-PCR检测 、中和试验 、ELISA法等.病毒

分离培养方法操作复杂, 实验较长;RT-PCR方法操

作不当容易产生假阳性结果, 易受外界因素的影响,

对 RT-PCR阴性结果的病例也不能确诊未感染 RSV.

中和试验等检测周期较长, 一次检测样品数有限,不

利于大批量样品的快速检测
[ 8]

.而 ELISA检测方法

有较高的敏感性和特异性.我们将大肠杆菌表达的

融合蛋白包被 ELISA板并与其他商品化试剂盒一起
检测血清,结果表明,本室的 HRSV病毒 IgG抗体阳

性率是 43.9%, 高于 Euroimmun的 38.5%和维润的

39.5%,考虑可能为利用基因重组 F蛋白作包被抗原

时,少量的大肠杆菌蛋白污染导致的检测试剂产生较

高的本底,甚至假阳性的结果,但不排除 Euroimmun,

维润采用的是国外的 HRSV毒株很可能无法完全被

本土毒株感染机体后诱导产生的抗体所中和.本实

验检测结果与 Euroimmun和维润试剂检测结果的符

合率均大于 80%,其差异经统计检验无显著性, 但如

以维润试剂作为 “金标准 ”, 则本实验的敏感度和特
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异度均低于 85%,说明本实验还需进一步的改进.本

研究证明了 HRSV病毒 F蛋白片段具有很高的免疫

原性可以代替 F蛋白全长来建立免疫学诊断方法,

在 RSV的人群抗体水平监测和实验室诊断方面具有

潜在的应用价值.
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0　引言　窦道多为感染性伤口发展而成, 治愈难度较大, 传

统处理方法采用窦道搔刮 、换药 、切除 、带蒂肌皮瓣转移术等

治疗, 具有治疗周期长 、效果不佳 、患者痛苦 、医护人员工作量

大等缺点.我科采用封闭负压引流技术治疗此类患者 28例,

取得了较好效果.

1　对象和方法

1.1　对象　本组 28 (男 17, 女 11 )例, 年龄 17 ～ 65 (平均

36.1)岁.窦道深度 2 ～ 9(平均 4.6) cm,病程 1 ～ 15 mo, 均因

外伤后伤口感染或术后伤口感染形成窦道.导致窦道原因:

开胸术后感染 16例,腹部术后感染 6例, 乳房脓肿破溃 1例,

外伤后感染 5例.以上病例采用封闭负压引流治疗前均有应

用抗生素及外科换药治疗史.使用一次性负压引流专用敷

料 、多聚乙烯醇明胶海绵 (武汉维斯第医用科技有限公司 ) 、

生物半透性薄膜 ( 3M中国公司 ) 、XH120型可调式中心负压

器 (北京兴华仪器厂 ).

1.2　方法　①彻底清创:清除坏死组织 、脓液 、渗液,先用 30

mL/L双氧水注射器冲洗窦道,再用生理盐水冲洗 3遍.②按

创面形状剪裁海绵, 引流管带侧孔的一端插入海绵放入窦道,

引流管不能将窦道及空腔填塞得太紧,底部应稍留空隙, 引流

管另一端与负压引流器相接.③根据引流液及窦道闭合情

况, 每次换药向外将负压吸引管拔出 1 ～ 2 cm, 2 ～ 3 d换药 1

次.④封闭:清洁 、擦干窦道周围皮肤, 在 VAC敷料外覆盖生

物半透薄膜;⑤接中心负压吸引, 24 h持续吸引;负压为压值

-120 mmHg( 1 mmHg=0.133 kPa).

2　结果　本组 28例病例痊愈.23例患者经负压吸引治疗窦

道变浅,愈合时间 7 ～ 20(平均 16) d.3例封闭负压吸引治疗

后创面清洁, 肉芽生长良好, 1例行清创缝合术 , 2例行皮瓣移

植术.

3　讨论　封闭负压引流技术维持有效的负压 、保持引流通畅

是关键, 应注意经常观察中心负压引流装置连接部位是否严

密 、有无漏气和堵塞 、引流管有无扭转和折叠, 发现问题要及

时处理.若创面敷料隆起 、创面潮湿且有液体聚集, 提示引流

管堵塞或连接管压折, 应立即处理.如有小血块堵塞管道时

可用 9 g/L生理盐水 10 ～ 20mL冲洗管道,防止管道扭曲, 保

持引流管通畅.注意观察并记录引流的量 、性质, 换药时观察

创面肉芽组织的生长情况.我科对封闭负压引流促进创面愈

合的进行了系列深入的临床和基础研究, 发现其机制主要是:

显著提高创面血流量, 促进坏死组织和细菌清除, 能加速创面

肉芽组织生长和修复细胞增殖 [ 1] ;增加毛细血管流量,促进毛

细血管新生 [ 2] ;还能降低创面中基质免疫蛋白酶活性,增加纤

维连接蛋白含量 [ 3] .封闭负压引流技术护理方便, 透明的粘

贴薄膜极利于对伤口或创面的观察.通过我科 500多例各类

急慢性创面的治疗, 它能够显著加快感染腔隙的闭合和感染

创面的愈合, 缩短住院时间, 使患者免除频繁换药之苦, 减轻

医务人员换药工作量, 也使医疗费用得以降低.而且这种治

疗方法是一种纯物理方法, 完全避免了各种化学治疗 (例如抗

生素治疗 )可能引致的副作用,安全有效, 值得推广.
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