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Ẑ %H

"

&*

层析柱
%

根#装入约
%EQ8=]-

层析填料%依次用
=5?CJ@;D!7JRR?A

和
=5B;!P;!

N

7JRR?A

平衡层

析柱至基线%将样品溶液上样#流速
HQ8

"

Q;!

'并收集穿透

液%上样完毕后用
=5B;!P;!

N

7JRR?A

平衡层析柱至基线%柱子用

含
16_C

溶液进行线性梯度洗脱#各片段用
%EG/0/5-2:3

分

析'

=

洗脱样品合并后补加
16_C

#调节
#

]

'

EG

洗脱后再

%**G

洗脱'收集
%**G

洗脱组分'每个收集管各取
%E

(

8

液

体后进行
/0/5-2:3

#用
7_2

法测定其浓度#并置
`$* a

贮存'

A(B(C

"

>?"@?A!BCD@

鉴定
"

纯化蛋白进行
/0/5-2:3

后电转

移至
-T0Y

膜上用
EG

脱脂奶粉封闭
'M

后加入
-../T

猪抗

血清$

%b%***

稀释&#

)a

孵育过夜#洗膜#加入
].-5

羊抗猪

9

N

:

$

%b&)***

稀释&#室温振荡
'M

#洗膜#显影#压片'

A(B(D

"

389/2

法鉴定
"

用碳酸盐包被液将获得的重组
!"

#

$

蛋白和无关蛋白
%bH*

稀释包被于
,H

孔酶标板#每孔
%**

(

8

#

'$a%M

#弃掉封闭液后洗涤并拍干%

EG

羊血清封闭各孔
)a

过夜#用
*(%G -7/4

液洗板#每孔加入待测血清
%**

(

8

#

&*a

温育
'*Q;!

#洗板后加入
].-5

羊抗猪
9

N

:

各
%**

(

8

#

&*a

温育
'*Q;!

后洗板#用
4X7

显色系统显色后用酶标仪

于
)E*!Q

处测定各孔
[0

值'

A(B(E

"

血清
-../T

测定
"

重庆动物
_0_

提供的
%'E

份血

清#分别采用
!"

#

$5389/2

和商业化试剂盒
8/95389/2

进行测

试#统计两种方法的符合率'

A(B(F

"

统计学处理
"

所有检测的血清样本实验采用双复孔'

采用
/-//%*(*

统计软件处理数据'以
D

$

*(*E

为差异有统

计学意义'

B

"

结
""

果

B(A

"

重组质粒的构建及
!"

#

$

表达
"

见图
%

(

&

'

""

X

!

X6AV?A

%

%

!

#

345&+6

%

&

!

!"

#

$5

#

345&+6

'

图
%

""

琼脂糖凝胶电泳鉴定
#

345&+6

$

!"

#

$

构建情况

""

X

!

X6AV?A

%

%

!

78&%

"

#

345&+6

"

!"

#

$9-4:

未诱导表达%

&

%

)

!

78&%

"

#

345&+6

"

!"

#

$

诱导表达'

图
&

""

/0/5-2:3

分析重组
!"

#

$

蛋白诱导表达

B(B

"

!"

#

$

的纯化
"

纯度达
,EG

#见图
'

%

E

'

""

X

!

X6AV?A

%

%

!

*(EX

咪唑洗脱%

&

!

E*QX

咪唑洗脱%

'

!

&EQX

咪

唑洗脱%

)

!穿透液%

E

上清液'

图
'

""

/0/5-2:3

分析镍金属螯合层析纯化
!"

#

$

蛋白

B(C

"

!"

#

$

的特异性

B(C(A

"

>?"@?A!BCD@

鉴定
"

见图
H

'

B(C(B

"

389/2

法鉴定
"

见图
$

'

,

H&*%

,

国际检验医学杂志
&*%&

年
E

月第
''

卷第
,

期
"

9!@\86BX?P

!

X6

O

&*%&

!

TDC(''

!

1D(,



B(D

"

临床样本检测
"

用获得的重组
!"

#

$

蛋白作为抗原检测

临床样本
%'E

份#结果显示与商业化试剂盒符合率达
,%G

'

""

%

!

*(EX

(

E*QX

咪唑合并%

&

!蛋白质标准%

'

!

'*QX

氯化钠洗

脱%

)

%

,

!

+*QX

氯化钠洗脱%

%*

!

*(%*X

氯化钠洗脱%

%%

%

%&

!

*(%&X

氯化钠洗脱%

%'

!蛋白质标准%

%)

!

*(%EX

氯化钠洗脱%

%E

!

*(&*X

氯化

钠洗脱%

%H

%

%$

!

*()*X

氯化钠洗脱%

%+

!

%(**X

氯化钠洗脱'

图
)

""

/0/5-2:3

分析
=

阴离子交换层析纯化
!"

#

$

蛋白

""

X

!蛋白质标准%

%

!

*(EX

咪唑浓缩%

&

!

%(**X

氯化钠洗脱%

'

!

+*

(

%**

(

%&*QX

氯化钠洗脱合并#未浓缩'

图
E

""

/0/5-2:3

分析镍金属螯合层析浓缩
!"

#

$

蛋白

""

%

!纯化的重组
!"

#

$

蛋白%

&

!无关蛋白'

图
H

""

>?"@?A!BCD@

鉴定
!"

#

$

蛋白

""#

!阳性血清%

!

!阴性血清'

图
$

""

389/2

法鉴定
!"

#

$

特异性

C

"

讨
""

论

本研究通过基因重组技术构建了重组表达载体
#

345&+65

!"

#

$

#优化表达条件#通过酶切鉴定#证明基因合成和表达载体

的构建完全正确'通过
9-4:

诱导表达在大肠杆菌中获得高

产量可溶性表达#与真核表达相比#原核表达具有表达量高(条

件较简单(成本低等特点#且克服了真核表达系统表达量较低(

生产过程复杂(且纯化较困难(不利于规模化生产等不利因素#

既可以达到简化抗原生产的方法(提高工作效率#又利于大量

生产和实际应用'

在
389/2

法检测中抗原纯度非常重要#如何针对
!"

#

$

蛋

白特点选择高效蛋白分离纯化方法是获取高纯度
!"

#

$

蛋白的

关键'目前在蛋白分离纯化的过程中有多种方法如凝胶过滤

层析(离子交换层析(疏水层析和亲和层析等#本研究采用以

镍金属螯合层析(

=

柱(镍金属浓缩过程将重组蛋白进行纯化#

经
/0/5-2:3

分析表明重组蛋白表达与纯化是成功的#并且

纯度大于
,EG

#且
>?"@?A!BCD@

鉴定结果显示重组蛋白具有

较高免疫原性'

总之#本研究成功建立了
!"

#

$

原核表达和纯化系统#获得

高纯度且免疫原性良好的
!"

#

$

蛋白'在此基础上以高纯度

!"

#

$

为抗原建立了间接
389/2

法#对
%'E

份血清样品进行检

测#并与进口
8/95389/2

试剂盒进行比较#其符合率达
,%G

'

为
-../

大规模简便(快捷(准确和灵敏检测奠定了基础#并且

给中国
-../

监测和普查带来极大便利#具有十分广阔的应用

前景'

参考文献

*

%

+

>?!"SDDA@:

#

4?A

#

"@A6_

#

-DC\X2

#

?@6C(X

O

"@?A

O

"L;!?P;"?6"?

;!@M?1?@M?AC6!P"

!

@M?;"DC6@;D!DR8?C

O

"@6PS;AJ"

*

\

+

(T?@=

#

%,,%

#

%'

$

'

&!

%&%5%'*(

*

&

+

/@A6L73

#

c;QQ?AQ6!\\

#

0d2CC6;A?/

#

?@6C(0;"?6"?DR"L;!?

*

X

+

(

,@M?P(9DL6

!

>;C?

O

57C6KVL?CC

#

&**H

!

'+$5)%$(

*

'

+

]DCKV\4

#

c;QQ?AQ6!\

#

eDD! \̂(Y;!6!K;6C9Q

#

6K@DR-../(9!

!

-../ _DQ

#

?!P;JQ

*

X

+

(&!P ?P(16@;D!6C-DAV 7D6AP

!

0?"

XD;!?"

#

92

#

&**'

!

E%5E+(

*

)

+

Y?AA;!1]

#

Y6!

N

e

#

\DM!"D!_.

#

?@6C(T6C;P6@;D!DR67CDKV;!

N

3!W

O

Q?58;!V?P9QQJ!D"DAB?!@2""6

O

RDA0?@?K@;D!DR2!@;BDP5

;?"6

N

6;!"@-DAK;!?.?

#

ADPJK@;S?6!P.?"

#

;A6@DA

O

/

O

!PADQ?T;AJ"

*

\

+

(_C;!T6KK;!?9QQJ!DC

#

&**)

#

%%

$

'

&!

E*'5E%)(

*

E

+

>?!"SDDA@:̂

#

CJ

O

S?A3-0(8?C

O

"@6PS;AJ"

#

@M?K6J"?DR

#

DAK;!?

?

#

;P?Q;K6BDA@;D!6!PA?"

#

;A6@DA

O

"

O

!PADQ?

!

6A?S;?LDRQ

O

"@?A

O

"L;!?P;"?6"?A?"?6AKM6@8?C

O

"@6P

*

\

+

(T?@X;KADB;DC

#

%,,&

#

''

$

%5

)

&!

%+E5%,'(

*

H

+

eDD!9\

#

\DD]/

#

_MA;"@;6!"D!>4

#

?@6C(2!;!P;A?K@RCJDA?"K?!@

6!@;BDP

O

@?"@RDA@M?P?@?K@;D!DR6!@;BDP

O

@D"L;!?;!R?A@;C;@

O

6!P

A?"

#

;A6@DA

O

"

O

!PADQ?S;AJ";!"L;!?"?A6

*

\

+

(\T?@0;6

N

!9!S?"@

#

%,,&

#

)

$

&

&!

%))5%)$(

*

$

+

1DP?C;

I

V:

#

>?!"SDDA@:

#
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