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摘  要: 为了获得猪繁殖与呼吸综合征病毒 (PRRSV) nsp4 的抗体，根据 HP-PRRSV TA-12 株 (GenBank Accession 

No. HQ416720) 的 nsp4基因序列，设计并合成一对引物。用 RT-PCR扩增后克隆到原核表达载体 pET-28a(+) 中，

构建重组质粒 pET28a-nsp4，转化至 Trasseta(DE3)，经 IPTG 诱导重组蛋白获得了高效可溶性表达，大小约为

26 kDa。经镍离子亲和柱 (Ni+-NTA) 纯化获得了高纯度重组蛋白，将纯化的 nsp4 蛋白免疫新西兰大白兔制备

了多克隆抗体。ELISA 检测抗体效价可达 106，Western blotting 和 IFA 检测结果表明所制备的多克隆抗体具有良

好的免疫反应特异性，能够识别 PRRSV 感染宿主细胞中的 nsp4 蛋白。本研究成功制备了针对 nsp4 的多克隆

抗体，为进一步研究 nsp4 的功能及 PRRSV 致病机制奠定了基础。 
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Abstract:  To obtain specific antibodies against nsp4 protein of porcine reproductive and respiratory syndrome virus 

(PRRSV), nsp4 gene was amplified by RT-PCR and cloned into pET-28a(+) vector, designated pET28a-nsp4. pET28a-nsp4 

·新方法· 
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was transformed into Escherichia coli Trasseta (DE3) cells and expressed after induction of IPTG. SDS-PAGE analysis 

showed that the recombinant protein was expressed in soluble form with the molecular weight of 26 kDa. The soluble fusion 

protein in the supernatant was purified using Ni+-NTA affinity chromatography. New Zealand rabbits were immunized by the 

purified nsp4 and anti-sera against nsp4 were obtained. The titer of polyclonal antibodies was about 106 and showed good 

specificity and sensitivity in the immunofluorescence assay and Western blotting analysis. The polyclonal antibodies also 

recognized native nsp4 form PRRSV infected Marc-145 cells, providing a useful tool in PRRSV replication mechanism study. 

Keywords:  porcine reproductive and respiratory syndrome virus, nsp4, polyclonal antibody, identification 

猪繁殖与呼吸综合征 (Porcine reproductive 

and respiratory syndrome，PRRS) 是由 PRRS病

毒 (PRRSV) 引起的一种急性传染病。该病以母

猪繁殖障碍、各年龄段猪呼吸系统障碍等为主

要特征。该病 1987年在美国首次报道[1]，随后迅

速在北美洲和欧洲蔓延[2]，我国于 1996年由郭宝

清等首次从疑似 PRRS病例中分离到 PRRSV，从

而证实了本病在我国的存在[3]。2006年 6月我国

江西等地出现了高致病性猪繁殖与呼吸综合征 

(Highly pathogenic PRRS，HP-PRRS)[4-6]，感染

猪临床特征表现为持续高热、精神萎靡、食欲

废绝、呼吸困难、腹部皮肤发绀、耳朵变蓝、

眼睑水肿等症状。各日龄猪表现出高发病率 

(50%−100%) 和高死亡率 (20%−100%)。之后我

国其他多个省份也相继出现该病。造成 300多万

头猪发病，死亡猪只达到 50多万头，严重影响

我国养猪产业的经济效益[7-8]。2008年底我国农

业部将 HP-PRRS列为一类动物疫病[9]。 

PRRSV 属于动脉炎病毒科动脉炎病毒属。

PRRSV基因组为单股、正链 RNA，长约 15 kb，

共含有 9个相互重叠的开放读码框 (Open reading 

frame，ORF)[10]，即 ORF1 (ORF1a和 ORF1b)、

ORF2 (ORF2a和 ORF2b)、ORF3、ORF4、ORF5 

(ORF5a)、ORF6 和 ORF7[11-13]。PRRSV 基因组

编码 7个结构蛋白和 14个非结构蛋白 (nsp)。其

中，nsp4由 ORF1a编码，是具有两种酶活性的丝

氨酸蛋白酶，可以切割前体多聚蛋白 pp1a 和

pp1ab裂解产生多个非构蛋白 (nsp3-12)，这些非

结构蛋白在 PRRSV病毒复制与增殖过程中起着

决定性的作用[14-16]。因此，nsp4 在 PRRSV 感染

过程中起着决定性的作用，但具体作用机制尚不

明确。为了研究 nsp4的生物学功能及其在 PRRSV

感染过程中的作用机制，本研究制备了高效价

的抗 nsp4的抗体。 

1  材料与方法 

1.1  毒株、菌株与载体 

HP-PRRSV TA12株 (GenBank Accession No. 

HQ416720)、PRRSV 疫苗株 CH-1R、非洲绿猴

肾细胞 Marc-145 细胞、pET-28a(+) 原核表达载

体均由山东农业大学临床病理实验室保存，克隆

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、表达菌株 Trasseta 

(DE3) 感受态均购于 TranGen Biotech公司。 

1.2  主要试剂 

T4 DNA连接酶、预染蛋白分子量标准均购

于 Thermo公司；限制性内切酶 NheⅠ和 XhoⅠ、

Trans2K Plus DNA 分子量标准均购自大连

TaKaRa公司；高纯度质粒小提试剂盒、琼脂糖

凝胶 DNA回收试剂盒、抗 His鼠单克隆抗体均

购于康为世纪生物科技公司；卡那霉素 (Kan+)、

氨苄青霉素 (Amp+) 均购自索莱宝公司；增强

型 HRP-DAB底物显色试剂盒购自北京 Tiangen
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公司；Clarity Max™ Western ECL Substrate购于

Bio-Rad公司；HRP标记的羊抗鼠 IgG (H+L) 抗

体购于 Beyotime 公司；Cy3 标记的羊抗兔 IgG

抗体及 FITC 标记的羊抗猪 IgG 抗体购自

Jackson公司；弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂

购自美国 Sigma 公司；硝酸纤维素膜 (PVDF) 

购自美国 Millipore公司；Ni+-NTA 镍离子亲和

层析介质购自南京金斯瑞生物科技有限公司。 

1.3  引物的设计与合成 

根据 GenBank 发表的 HP-PRRSV TA12 株

全基因组序列 (Accession No. HQ417620)，设计

并合成了一对用于扩增 nsp4基因片段的引物。

在上游引物中引入了 NheⅠ酶切位点，在下游引

物中引入了 XhoⅠ酶切位点，上、下游引物间距

离为 612 bp。上游引物序列：5-CCCGCTAGCG 

GTGCTTTCAGAACTCA-3；下游引物序列：

5-CCCTCGAGTTCCAGTTCGGGTTTGGC-3。

引物由生工生物工程 (上海) 股份有限公司合成。 

1.4  病毒 RNA 提取及 RT-PCR 

取出感染 HP-PRRSV TA-12 株的 Marc-145

细胞病毒液加入 TRIzol 试剂，充分混匀后，按

照说明书提取 RNA。反转录体系为 20 μL，包括：

5×反转录酶缓冲液 2 μL、0.01 mol/L dNTPs 4 μL、

RNA酶抑制剂 1 μL、Oligo(dT)18 primer 1 μL、

AMV反转录酶 1 μL、RNase-free dH2O 1 μL、模

板 RNA 10 μL；反应条件：42 ℃ 60 min，70 ℃   

5 min。PCR 反应体系为 50 μL：上下游引物各   

1 μL，TaKaRa Premix Taq DNA 聚合酶 25 μL，

cDNA 2 μL，补 ddH2O水至 50 μL。反应条件：

94  5 min℃ ；94  30 s℃ ，62  30 s℃ ，72  45 s℃ ，

共 31个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃终止。PCR

产物经胶回收试剂盒回收、纯化。 

1.5  重组表达质粒的构建  

将 pET-28a(+) 原核表达载体与 nsp4扩增片

段分别利用 NheⅠ和 XhoⅠ进行双酶切、胶回收

纯化、连接、转化至 DH5α感受态细胞。用 Kan+

筛选重组转化子，挑取单个菌落接种于 5 mL含

Kan+抗性 LB培养基中，37 ℃摇菌 5 h，对菌液

进行 PCR鉴定，将菌落 PCR鉴定为阳性的菌株

扩大培养后提取重组质粒，并对质粒进行 NheⅠ

和 XhoⅠ双酶切鉴定，酶切鉴定正确的质粒送至

生工生物工程 (上海) 股份有限公司测序。测序

成功的阳性重组质粒命名为 pET28a-nsp4。 

1.6  重组蛋白表达、纯化及 SDS-PAGE 分析 

重组表达质粒 pET28a-nsp4 转化至表达菌

Trasseta(DE3) 感受态细胞，然后涂布于含 Kan+

抗性的 LB 平板，37 ℃培养过夜，挑取单菌落

于 LB 培养基中活化过夜，按 1%比例转接到新

鲜含有 Kan+抗性的 LB 培养基中培养至 OD600

约为 0.6时，加入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG，

诱导 5 h。4 ℃、10 000 r/min离心 5 min收集菌

体，将收集的菌体经超声破碎后进行 SDS-PAGE

鉴定。参照金斯瑞 Ni+-NTA 亲和层析介质说明

书进行蛋白纯化。 

1.7  Western blotting 鉴定结果 

将纯化的 nsp4蛋白进行SDS-PAGE并转印至

PVDF膜上，以 1∶2 000稀释抗 His标签鼠单克

隆抗体为一抗，再加入 1∶3 000稀释的 HRP标记

的羊抗鼠 IgG抗体为二抗，利用Bio-Rad公司ECL

发光试剂盒或 DAB试剂盒进行显色。 

1.8  nsp4 蛋白多抗血清的制备 

将纯化的 nsp4蛋白按照 1∶1体积比与弗氏

完全佐剂混合，充分乳化后，背部皮下多点注射

新西兰大白兔 3 只，剂量为 1 mg/只。以后每隔
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3周用纯化的蛋白与弗氏不完全佐剂 1∶1混合、

乳化进行 2次加强免疫，免疫剂量均为 1 mg/只。

3 次免疫之前新西兰大白兔均通过耳缘静脉采

血，4 ℃离心分离血清，–80 ℃保存备用。 

1.9  ELISA 效价的测定 

采用间接 ELISA方法测定抗体效价，免疫前

兔血清作阴性对照。用纯化的 nsp4蛋白包被抗

原 200 ng/孔，4 ℃过夜、封闭，免疫兔血清经

1∶102−1∶108稀释后按 100 μL/孔加入，37 ℃

孵育 1 h，再加入 1∶3 000稀释的 HRP标记的

羊抗兔 IgG 100 μL，37 ℃孵育 1 h。利用 3 mol/L 

H2SO4终止反应后，使用酶标仪在 OD450处读取

吸光值。 

1.10  多抗血清特异性检测 

1.10.1  Western blotting 分析 

将 HP-PRRSV、经典 PRRSV 分别感染

Marc-145细胞，以未接毒的细胞作为阴性对照， 

24 h 后收集细胞裂解液经 SDS-PAGE 分离后转

入 PVDF 膜上，加入 1∶200 稀释的制备的兔多

克隆抗体，加入 1∶2 000稀释的 HRP标记的羊

抗兔 IgG抗体为二抗，DAB显色。 

1.10.2  IFA 

将 Marc-145 细胞以 105个/cm2的密度铺 96

孔板。待细胞长成单层时进行接毒，培养 24 h

后用 4%多聚甲醛固定，1% trixon-100透化，以

1∶200、1∶600、1∶800稀释兔多抗血清后 37 ℃

孵育 1 h，分别加入 Cy3标记的羊抗兔、FITC标

记的羊抗猪二抗避光 37 ℃作用 1 h，荧光显微镜

和共聚焦显微镜下观察结果。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的获取 

以提取的 HP-PRRSV TA-12毒株总 RNA为

模板，反转录合成 cDNA，经 PCR 特异性扩增

得到大小约 612 bp的片段，与预期目的片段大

小相符 (图 1)。 

2.2  表达载体的构建与鉴定 

构建的重组质粒经 NheⅠ、XhoⅠ双酶切鉴

定，1%琼脂糖电泳分析，得到两个片段分别为

5 400 bp和 612 bp，与预期大小相同 (图 2)；测

序结果分析与原序列核甘酸同源性为 100% (结果

未展示)，表明重组质粒 pET28a-nsp4构建成功。 

 

 
 

图 1  HP-PRRSV TA-12 株 nsp4 的扩增 

Fig. 1  Amplification of PRRSV nsp4 gene by PCR. M: 
DNA marker 5000; 1: PCR product of the nsp4 gene;    
2: negative control. 
 

 
 

图 2  重组质粒 pET28a-nsp4 酶切鉴定结果 

Fig. 2  Identification of the recombinant plasmid pET28a- 
nsp4. M: DNA marker 5000; 1: undigested pET28a- 
nsp4; 2: pET28a-nsp4 digested by NheⅠand XhoⅠ. 
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2.3  nsp4 重组蛋白的表达 

将诱导表达的细菌裂解液用 12% SDS-PAGE

胶分离，考马斯亮蓝染色后结果显示重组表达

质粒 pET28a-nsp4在 Trasseta(DE3) 中获得了高

效表达，得到了大小约为 26 kDa的可溶性重组

蛋白 (图 3)。 

2.4  nsp4 的纯化 

将诱导后的菌体超声破碎后收集上清，按

照镍离子亲和柱 (Ni+-NTA) 说明书进行蛋白纯

化，得到纯度较高的可溶性重组蛋白 (图 4)。 

2.5  重组蛋白 nsp4 抗血清的 ELISA 效价测定 

采用间接 ELISA方法测定抗体效价，将纯化

的 nsp4蛋白包被抗原，以自制的兔血清为一抗，

HRP标记的羊抗兔抗体为二抗。酶标仪读数表明

第 3次免疫后的兔血清效价可达到 106 (图 5)。 

 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析 nsp4 在 Trasseta(DE3) 表达 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of recombinant nsp4 
expressed in Trasseta (DE3). M: protein marker; 1: the 
whole bacteria of pET-28a(+)transformed Trasseta 
(DE3) before induction; 2: the whole bacterium of 
pET-28a(+) transformed Trasseta (DE3) after induction; 
3: the whole bacterium of pET28a-nsp4 transformed 
Trasseta (DE3) before induction; 4: the whole bacterium 
of pET28a-nsp4 after induction; 5: supernatant of 
pET28a-nsp4 after induction; 6: precipitation of 
pET28a-nsp4 after induction; 7: Western blotting 
analysis of the recombinant nsp4 protein after 
induction; 8:  Western blotting analysis of the whole 
bacteria of pET-28a(+) after induction. 

 
 

图 4  nsp4 纯化产物 SDS-PAGE 及 Western blotting

鉴定 

Fig. 4  SDS-PAGE and Western blotting analysis of the 
recombinant protein. M: protein marker; 1: supernatant 
before purification; 2: supernatant after purification;     
3: wash buffer; 4–9: the purified recombinant nsp4   
protein 3.1 mg/mL, 2.3 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.5 mg/mL, 
0.35 mg/mL, and 0.21 mg/mL; 10: Western blotting 
analysis of the recombinant nsp4 protein. 

 

 
图 5  用间接 ELISA 检测兔抗 nsp4 抗体滴度 

Fig. 5  Titration of the rabbit anti-nsp4 sera by ELISA.  
 

2.6  多抗血清特异性检测 

2.6.1  Western blotting鉴定结果 

用制备的 nsp4 兔多克隆抗体分别与

HP-PRRSV、经典 PRRSV感染后的 Marc-145细

胞裂解物进行反应。结果显示，HP-PRRSV和经

典 PRRSV自身产生的 nsp4蛋白均在 25 kDa处

出现特异性反应条带，而未感染 PRRSV的细胞

在相应位置没有出现条带 (图 6)。 
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2.6.2  IFA结果 

为进一步验证所制备抗体的特异性，对感

染 HP-PRRSV和经典 PRRSV后的 Marc-145细

胞进行了 IFA检测，荧光显微镜观察结果显示，

制备的抗体在 1∶800稀释时均能够检测到较强

的荧光信号 (图 7)。共聚焦观察结果表明，nsp4

位于细胞浆中，而用 PRRSV阳性血清检测的病

毒成分则分布于细胞浆和细胞核 (图 8)。 

 

 
 

图 6  用 Western blotting鉴定兔抗 nsp4血清特异性 

Fig. 6  Identification of the rabbit anti-nsp4 sera by 
Western blotting. M: protein marker; 1: TA-12-infected 
Marc-145 cell lysates; 2: CH-1R-infected Marc-145 cell; 
3: uninfected Marc-145 cell lysates. 
 

 
 

图 7  用 IFA 鉴定兔抗 nsp4 抗血清(200×) 

Fig. 7  Identification of the rabbit anti-nsp4 sera by IFA 
(200×).  

 
 

图 8  用共聚焦显微镜观察 nsp4 的亚细胞定位(630×) 

Fig. 8  Localization of the nsp4 protein in the PRRSV- 
infected cellsby confocal microscopy(630×). 
 

3  讨论 

PRRSV感染机体后，在 nsp4的作用下，可

产生多个非结构蛋白，在这些非结构蛋白中，

nsp1、nsp2、nsp4和 nsp7包含有 B细胞表位，

并且能刺激机体产生抗体[17-22]。其中 nsp2 和

nsp7可以作为PRRSV不同分离株鉴别诊断的方

法。nsp4 也包含 B 细胞表位，在 PRRSV 感染

的早期也能检测到抗 nsp4的抗体，说明 nsp4具

有较强的抗原性[23-27]。本研究中利用原核表达

系统成功表达纯化了 nsp4蛋白，通过对表达条

件的优化，获得了可溶性表达。可溶性表达的

蛋白更加接近天然构象，保留原有的线性表位

和构象表位，诱导产生的抗体水平较高，特异

性较强。将 nsp4免疫新西兰大白兔，经 3次免

疫后获得的抗 nsp4 抗体的效价能达到 106。并

且该抗体可应用于 IFA、Western blotting等常规

实验，具有较高的特异性和敏感性。 

通过用制备的抗 nsp4 抗体对感染的 HP- 

PRRSV 的 Marc-145 分析发现，nsp4 位于细胞

浆中，这与已报道的 nsp4可在细胞核中检测到
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不同[28]。其原因可能为 nsp4的表达方法不同，

我们的研究中是 PRRSV 感染的细胞，而已报道

的是将 nsp4基因克隆入带有 GFP标签的真核表

达载体中进行表达，GFP可在胞浆、胞核中均能

检测到，因此 nsp4 在胞核中检测到可能是 GFP

引导而导致的入核。 

nsp4具有复杂和重要的生物学功能，除了包

含有 B 细胞表位，可刺激机体产生高效价抗体

外，还可以作为蛋白酶裂解多聚蛋白产生多个非

结构蛋白，以及通过干扰 NF-κB 通路而抑制

IFN-β 产生而抑制机体的先天性免疫反应[29-30]。

但对于 nsp4 在 PRRSV 感染过程中的具体作用

未知。DNAStar对来自不同毒力的 nsp4氨基酸

序列分析发现，其同源性达到 97.5%。Western 

blotting和 IFA结果也证明，制备的抗体与经典

PRRSV 的 nsp4 也可以反应，扩大了其应用范

围，为进一步揭示 nsp4功能的研究提供了重要

平台。 
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