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Hl 亚型猪流感病毒广东株 HA 基因的原核表达

用庆丰，马静云，曹永长，谢青梅，杜礼琴，毕英佐
(华南农业大学动物科学学院，广东广州 510642)

摘要:为了研制猪流感检测试剂和流感亚型特异性单抗筛选所需的重组抗原，本研究克隆和原核表达了 H1N1 亚

型猪流感病毒的血凝素( hemagglutinin ，且)基因.首先采用 RT-PCR 方法扩增了H1亚型猪流感病毒( SIV) 广东株

的剧基因，测序结果表明，扩增的 SIV HA 基因 cDNA 长度为 1 701 个核昔酸，共编码 566 个氨基酸. BLAST 分析表

明，H1 N1 亚型 SIV 广东株 HA 基因核昔酸序列与 GenBank 中已发表的中国香港特别行政区、中国大陆、美国分离的

经典 H1 亚型毒株相近，核昔酸序列同源性在 89'1毛以上.然后将 HA 基因的 cDNA 片段亚克隆至 pET32a( +)表达载

体中，构建重组质粒 pET32a - H1，转化大肠杆菌 BL2 1 (DE3) 并进行诱导表达. SDS - PAGE 和凝胶扫描分析表明，

且基因在大肠杆菌中获得了高效表达，重组融合蛋白的表达量占菌体总蛋白的 25.2%. 经免疫印迹证实重组蛋白

可以被 SIV 特异性抗体所识别.
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Prokaryotic Expression of the HA Gene of 
Swine Influenza Virus Hl Nl Subtype 

ZHOU Qing-feng , MA Jing-yun , CAO Yong-chang , XIE Qing-mei , DU Li-qin , BI Ying-zuo 

(College of Animal Science , South China Agric. Univ. , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: To ohtain a recomhinant influenza antigen , the HA gene of H1 N1 suhtype swine influenza virus 

( SIV) isolated frori1 Gua吨do吨 Province was successfully amplified hy RT -PCR and the sequence has 

heen suhmitted in GenBank. The result showed that the HA gene of this SIV isolate is most closely related 

to that of SIV strains isolated in China mainland , Hongkong and the United States (with homology rate 

more than 89% ). The PCR product was then cloned into pET-32a( +) to generate a prokaryotic recom­

hinant plasmid pET32a-Hl. Mter induced with IPTG , the HA gene was successfully expressed in the E. 

coli BL21 (DE3). The highest expression content of the target protein added up to 25.2% of the total 

hacterial protein. W estem -hlotting analysis revealed 出at the recomhinant protein could he recognized hy 

H1 N1 suhtype SIV positive serum. 
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猪流感( swine influenza , SI) 是由 A 型流感病毒

引起的猪的一种急性、传染性呼吸道疾病.其特征

为突发，咳嗽，呼吸困难，发热，衰竭及迅速康复.猪

流感不仅影响猪的生长和成活率，造成巨大的经济

损失，而且还具有重要的公共卫生意义. 1918 年世

界上首次报道猪流感，但直到 1930 年， Shope 才鉴

定了猪流感病毒( swine influenza virus , SIV) [1 J .猪
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流感流行的报道见于世界许多国家和地区，已发现

的猪流感病毒包括H1N1 、 H1N2 、 H1N7 、 H3N2 、

H3阳、H4N6 、 H9N2 等 7 种亚型，但以经典 H1N1 、

类禽 HINl 和类人 H3N2 亚型毒株为主[2.4 J 猪 H1

亚型流感病毒是国内外广泛传播和流行的 SIV 毒

株，多个国家都分离到相应病原.中国 1991 年首次

从猪群中分离到 H1N1 亚型 SIV ，并分析和研究了
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其血凝素 (HA)基因的核昔酸全序列 [5]. HA 基因易

发生变异，在分子流行病学调查、疫源的追踪、毒株

型与亚型的分析、基因工程疫苗的研究方面具有重

要意义.猪流感的监测和诊断，常用的有病毒分离

鉴定和血清学检测特异性的抗体.血清学方法检测

用的抗原来自于经纯化浓缩处理的流感病毒，该病

毒来源的抗原不仅制备工艺复杂和成本较高，而且

存在散毒的危险，在应用中存在局限性.对于制备

流感病毒亚型特异性的单克隆抗体，用全病毒等复

杂抗原来筛选特异性的单克隆抗体存在一定的难

度，如果用一种具有良好免疫原性的重组蛋白来筛

选单克隆抗体，就相对简单得多.本研究采用 RT­

PCR 技术扩增了 HINl 亚型猪流感病毒完整的 HA

基因，利用基因工程的方法对其进行了原核表达，

并对其免疫反应原性进行了研究，为我国猪流感分

子流行病学的研究以及新型诊断试剂的研制奠定

了基础.

1 材料与方法

1. 1 病毒

SIV 广东分离株 A/Swine/Guangdong/2/0 1 

(HIN1) ，由华南农业大学家禽研究室分离[6] 北京

国家流感中心鉴定.

1.2 引物、载体和细菌

RT-PCR 引物参照 GenBa出收录的 SIV 毒株

Hl 亚型 HA 基因 cDNA 序列设计，由上海博亚生物

工程有限公司合成.引物的核昔酸序列为:上游引物

(Pl) : 5'-AAAACAACCAAAATGAAGGCAA- 3' ，下游

引物(P2) :5 '-TCAGATGCATATTCTGCACT-3'. 2 条引

物的理论跨幅约为1. 7 kb ，包括整个 HA 基因.大肠

杆菌表达载体克隆所用上游引物 (P3): 5'-ATG­

GATCCGACACAATATGTATA-3' ，下游引物 (P4) : 5'­

ATGTCGACGATGCATATTCTGCACT-3' 分别含有限

制性内切酶 BαmH 1 和 Sα1 1 位点， 2 条引物的理论

跨幅包括去掉 N 端 17 个氨基酸信号肤编码序列的

HA 基因.克隆所用载体 pMD18-T 购自大连宝生物工

程有限公司，大肠杆菌 DH5α 、 B口1 (DE3) 和原核表

达载体 pE口2a( + )由华南农业大学家禽研究室保
存.

1. 3 工具酶与常用试剂

AMV 反转录酶、RNA 酶抑制剂、Ex 1'，αq DNA 聚

合酶、 dNTPs 、 IPTG 、 DNA marker 和限制性内切酶

BamH 1 , Sal 1 均购自大连宝生物工程有限公司;

RNA 抽提试剂 TRIzol LS Reagent 为 Invitrogen 公司

产品 ;DNA 片段凝胶快速回收试剂盒以及质粒提取

试剂盒购自 Omega 公司 ;6 x His 蛋白质纯化树脂 Ni-

NTA 购自 QIAGEN 公司;鼠抗日V HINl 高免血清为

华南农业大学家禽研究室制备和保存;预染色蛋白

质相对分子质量标准为 New England Biolabs 产品;

其他试剂均为国产分析纯.

1. 4 病毒 RNA 抽提和 HA 基因的 RT-PCR

按 TRIzol Reagent RNA 抽提试剂盒说明书进行，

所用器皿和试剂经 DEPC 水处理. RT - PCR 参照文

献[7]操作.PCR 扩增程序为: 94 "c 40 s , 54 "c 40 s , 

72 "c 2 min , 30 个循环后， 72 "c 10 min. 扩增产物

经 0.01 g/mL 琼脂糖凝胶电泳鉴定.

1. 5 目的 DNA 的克隆与测序

琼脂糖凝胶电泳纯化 PCR 产物，并克隆至

pMD1 8 -T 载体，PCR 法筛选阳性克隆，送上海博亚

生物工程有限公司进行序列测定，并将测序结果提

交到 GenBank. 用 DNAstar 软件分析其推导的氨基酸

序列，并与 GenBank 中已发表的同亚型 SIV HA 基因

核昔酸序列进行同源性比较.

1. 6 重组表达载体 pET32a-H1 的构建

按质粒提取试剂盒说明书的方法制备质粒

pET32a( + ) ，利用引物对自/P4 PCR 扩增去掉信号

肤的 HA 基因，将 HA 基因 PCR 产物提纯后用

BαmH 1 ， Sα1 1 酶切，酶切产物回收后与经同样酶切
回收的质粒 pET32 a( + )用 T4 连接酶进行连接，连

接产物转化感受态细胞 DH元，用 Amp 筛选阳性菌

落，经 PCR、酶切方法对重组质粒进行鉴定.重组质

粒命名为 pET32a - Hl ， HA 基因和载体的硫氧还蛋

白基因构成一融合表达阅读框.

1. 7 目的基因在大肠杆菌中的表达

用质粒提取试剂盒从含重组质粒 pET32a - Hl 

的大肠杆菌 DH5α 中抽提质粒 pET32a - Hl ，转化受

体菌 B口1 (DE3) 得到表达工程菌，挑取单个菌落接

种于 3 mL 含 Amp (100 mg/L) 的 LB 培养基， 37 "c 

过夜培养，次日按 1: 100 比例扩大培养，待细菌培养

到 D制m值达 0.6 左右加人终浓度为 1 mmoVL 的

IPTG 进行诱导表达，4 h 后收获菌体，取样进行 129毛

的 SDS-PAGE 并以薄层扫描确定表达的目的蛋白占

菌体蛋白的百分比.

1. 8 表达蛋白的 Western-blotting 鉴定

W estern -blotti吨参照文献[7 ]的方法进行.

2 结果

2.1 目的基因的 RT-PCR 扩增

对 Hl 亚型的 SIV HA 基因进行 RT-PCR 扩增，

产物用 0.01 g/mL 琼脂糖凝胶电泳进行检测，研究

发现在约 1 700 bp 出现特异性条带(图 1 ) ，与预期

的大小相符，初步表明用RT - PCR方法成功扩增了
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图 1 血凝素基因 HA 的 RT 一 PCR 扩增

Fig.l RT啕PCR amplification of hemagglutinin gene ( HA ) 

SIV HA 基因.

2.2 HA 基因的克隆与测序

将 RT-PCR 产物纯化后，克隆人 pMD1 8 -T 载

体，转化大肠杆菌 DH旬，经含 Amp 的 LB 平板筛选

出阳性克隆后，对重组质粒进行序列测定.测序结果

表明，克隆的 Hl 亚型 HA 基因 cDNA 全长 1 701 bp , 

包含 1 个完整阅读框，编码 566 个氨基酸，其中 N 端

17 个氨基酸为信号肤.将本研究克隆测序得到的 Hl

亚型 HA 基因序列提交到 GenBank , GenBank 登录号

为 DQ058215.

2.3 目的基因序列分析

将所测定的 SIV HA 基因序列通过 BLAST 程序与

GenBank 中收录的核昔酸序列进行比较.结果表明，与

广东分离株田基因同源性最高的前 90 个序列均为

SIV Hl 亚型的 HA 基因，且多为美国和香港毒株基因，

核昔酸同源性在 89% 以上.其中与广东分离株

A/ swine/Guangdongl71112001 (HIN1) 同源性最高，核

昔酸序列同源性为 98% ，与美国毒株A/WIl4755/94 、

A/WV 4754/94 、A/Svñne/lndiana/I726/88 、A/MD/12/91

(HINl )等的核昔酸同源性约为 94% - 959毛.

2.4 重组表达质粒的鉴定

PCR 扩增的 HA 基因经过酶切后连接同样经过

酶切的 pET32a，转化大肠杆菌 DH5α.PCR 鉴定得到

阳性克隆，抽提阳性重组质粒 pET32a - Hl. 重组表

达质粒双酶切产物电泳后，得到一大一小 2 个片段，

其中小片段与目的基因片段大小一致，表明重组质

粒 pET32a - Hl 已构建成功(图 2) . 

2.5 融合蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

含重组质粒 pET32a - Hl 的 B口1 ( DE3 )用

IPTG 诱导表达 4 h 后， SDS - PAGE 结果显示(图

3) ，与诱导前相比，在相对分子质量约 81 000 处出现

明显的表达蛋白条带，与预期一致.凝胶扫描分析结

果表明，最佳表达状态时融合蛋白的表达量占菌体

nr ku 

1: DNA marker DL 15 000; 
2: pET32a-Hl 重组质粒
BamH 1 + Sal 1 酶切鉴定
1: DNA marker DL 15 000; 
2: pET32a-Hl digested by 
BamH I+SaII 

7500 
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图 2 双酶切鉴定重组质粒

Fig. 2 Identification of recombinant plasmids by digestion of re­

striction endonuclease 
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after IPTG induction for 4 , 3 , 2 , 1, 0 h respectively 

图 3 融合蛋白 Trx - Hl 的 SDS -PAGE 分析

Fig.3 Analysis of the expressed fusion protein Trx-Hl by SDS­

PAGE 

总蛋白的 25.2%.

2.6 表达产物的 Western-blotting 鉴定

用猪流感阳性血清对表达的 Hl 亚型 SIV HA 融

合蛋白进行了蛋白质免疫印迹检测. Westem-blotting 

结果显示，出现了 1 条特异性反应条带，其相对分子

质量大小与融合蛋白的大小一致，说明融合蛋白具

有良好的反应原性(图的.

M 

M: 蛋白质预染色相对分子质量标准，
l 表达产物的 Westerm-blotting 结果
M: protein relative molecuJar mass marker; 
1 :analysis of Trx-Hl fusion protein by 
Westerm-blotting 

图 4 表达产物的免疫印迹分析

Fig.4 Analysis of the expressed product by West巳m-blotting
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3 讨论

A 型流感病毒囊膜上有 3 种突起的膜蛋白，即

血凝素、神经氨酸酶和离子通道蛋白 M2 ，根据病毒

囊膜表面 HA 和神经氨酸酶( neuraminidase , NA) 的

差别，A 型流感病毒又进一步分为不同的亚型，迄今

禽流感病毒已发现有 16 种亚型的血凝素和 9 种亚

型的神经氨酸酶[8 J • HA 是流感病毒的一种最主要的

囊膜糖蛋白之一，也是宿主免疫系统最主要的靶抗

原.流感病毒 HA 由 RNA 片段 4 编码，具有凝集多种

动物红细胞的性质.流感病毒 HA 主要有 3 个功能:

(1)在感染之前与宿主细胞表面病毒特异性受体结

合; (2)介导病毒囊膜与核内体膜的融合; (3) 剌激

机体产生中和抗体，产生免疫保护作用-

HA 是典型的 I 型膜蛋白，其一级结构含有 4 个

结构域:信号肤、胞浆域、跨膜域和胞外域. HA 以同

源三聚体的形式镶嵌在病毒囊膜上，每个单体糖蛋

白白 2 个经二硫键连接的蛋白亚单位组成，它们来

自于一条 HAO 前体肤链，经蛋白水解酶的切割而形

成，分别命名为 HA1 和 HA2 ， 2 个亚基之间以二硫键

形成一个单体. HA1 负责病毒与宿主细胞表面唾液

酸受体的结合.病毒吸附完成以后，病毒粒子通过宿

主细胞的内吞作用进入细胞.在内体的酸性环境中，

HA2 的疏水性融合多肤转移到膜的靶位上，从而介

导内体膜与病毒囊膜的融合[9 J • HA 是流感病毒最主

要的表面抗原，它能够诱导机体产生相应的中和抗

体以中和病毒的感染，流感病毒的流行与 HA 的变

异关系极为密切[ IOJ 因此， HA 的研究对病毒的防制

和诊断具有重要意义.

许多亚型的 HA 基因已经在多种系统中得到

成功表达，如大肠杆菌、杆状病毒、酵母、植物和哺

乳动物细胞等表达系统[11.14 J 每种表达系统都有

各自的优缺点，大肠杆菌表达系统虽然不能进行

加工后的修饰，但是如果能高效表达一种外源基

因，就是一种十分简单而且廉价的重组蛋白获得

途径.大肠杆菌不能识别和加工真核基因的信号

肤片段，故我们选择了去掉信号肤的 HA 基因进

行表达.本试验通过基因工程方法，利用表达载体

pET32a( + )成功地表达了 SIV H1 亚型的 HA 基

因，表达产量占菌体蛋白的 25.2% ，为进一步利

用重组蛋白研制检测 SIV H1 特异性抗体的血清

学方法，以及研制针对 SIV Hl 亚型的单克隆抗体

提供了基础. Western-blotti吨检测结果表明，表达

的 HA 融合蛋白能够与 Hl 亚型 SIV 阳性血清发

生特异性的反应，具有很好的反应原性，为建立

Hl 亚型 SIV 的特异性检测方法奠定了基础.
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