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　　【摘要】　目的　构建人偏肺病毒（ｈＭＰＶ）Ｎ蛋白（ｈＭＰＶＮ蛋白）的原核表达载体，研究其表达效果，为临床抗

体检测及预防提供基础资料。方法　根据ｈＭＰＶＮ基因的全序列设计引物，扩增目的基因片段，连接质粒载体

ＲＳＥＴＡ，转化大肠埃希菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导以ｈｉｓ为标签的目的蛋白表达，并用人血清进行检测。结果　重组质粒

转化诱导后，出现了与预期分子量相符的蛋白条带；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，检测了１０２份呼吸道感染住院患儿血

清标本中的抗ｈＭＰＶＮ蛋白ＩｇＧ抗体，阳性率为５３．９％。结论　成功获得了ｈＭＰＶＮ蛋白的表达，为临床血清学

检测奠定基础。
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　　人偏肺病毒（ｈＭＰＶ）是２００１年荷兰学者ｖａｎｄｅｎＨｏｏｇｅｎ

等［１］在长达２０年的研究中从呼吸道感染儿童鼻咽分泌物标本

中分离鉴定出的一种新的呼吸道病原，基因组序列分析和基因

结构分析将该病毒归于副黏病毒科肺病毒亚科偏肺病毒属。

其基因组ＲＮＡ长约１３０００个核苷酸（ｎｔ），主要含有８个基

因，编码９个蛋白，顺序为３′ＮＰＭＦＭ２ＳＨＧＬ５′。Ｇ

蛋白变异最大，但它参与病毒与宿主细胞之间的吸附作用，是

主要的中和抗原，可诱导保护性的特异性中和抗体［２］。Ｎ蛋白

也可诱导机体细胞免疫应答，发挥病毒清除作用。因此，对

ｈＭＰＶ这两种蛋白质表达的研究有助于深入了解其致病机制

和进一步血清学诊断。

１　材料与方法

１．１　标本采集　收集２００９年１月至２０１０年１０月深圳市福

田人民医院及汕头大学医学院第二附属医院儿科呼吸道感染

住院患儿鼻咽抽吸物１１３７例。患儿入院后２ｈ用一次性吸痰

管吸取鼻咽抽吸物（ＮＰＡ）２～３ｍＬ于病毒保护液中（１００Ｕ／

ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素，２０００Ｕ／ｍＬ两性霉素Ｂ），置

－８０℃冰箱冻存备用。解冻后置螺旋振荡器振荡混匀，

１３４００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀２００μＬ提取病毒核酸。另

外，采集患儿血清标本１０２份，健康儿童血清标本５３份。采样

均获患儿家属签字同意。

１．２　试剂　Ａｘｙｇｅｎ体液病毒ＤＮＡ／ＲＮＡ小量提取试剂盒；

ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝回收剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ公司）；Ｏｎｅｓｔｅｐ逆

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）；高保真

ＰＣＲ酶复合物；Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＴＯＰ１０、大

肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）（天根生物技术有限公司）；ＲＳＥＴＡ载

体（厦门大学惠赠）；限制性核酸内切酶ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ（美

国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；抗 Ｈｉｓ标签单抗（北京Ｓｉｎｏｐｃｒ有限公司）；

抗鼠ＩｇＧＨＲＰ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；显色试剂盒（北京宜安泰医

疗技术公司）。

１．３　引物设计　参考ＧｅｎＢａｎｋ中ｈＭＰＶ基因序列及蛋白编

码序列位，用Ｐｒｉｍｅｒ５．０引物设计软件辅助设计扩增编码基因

全长的引物，引物５′端引入酶切位点，分别以编码的蛋白命名

Ｎ。引物由上海生物工程公司合成。引物序列如下，ＮＦ：５′

ＧＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＧＴＣＴＣＴＴＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣ３′，

ＮＲ：５′ＣＣＧ ＧＡＡ ＴＴＣＣＧＧ ＣＡＧ ＧＧＡ ＡＴＧ ＣＡＡ ＴＴＴ

ＴＧＡＣＴＴＧＴ３′１２３１ｂｐ。

１．４　ｈＭＰＶ核酸的提取　用Ａｘｙｇｅｎ体液病毒ＤＮＡ／ＲＮＡ小

量提取试剂盒提取病毒核酸，严格按照说明书操作，核酸洗脱

液在６５℃预热，提高洗脱效率。

１．５　Ｎ全基因片段扩增及纯化　选取筛查并确定为阳性的

ｈＭＰＶ作为扩增模板，反应体系按照试剂盒说明书配置，反应

条件：５０℃３０ｍｉｎ；９５℃１５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将上一步反应液稀释１００倍，

取１μＬ作为模板，加入１０×含有镁离子的高保真ＰＣＲ缓冲液

２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｍｉｘ０．５μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ０．３μＬＰｒｉｍ

ｅｒＲ０．３μＬ，高保真ＰＣＲ酶复合物０．２μＬ，无核酸酶的纯水

２０．２μＬ（冰上操作），总体积２５μＬ。反应程序：９４℃３ｍｉｎ；
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９４℃１ｍｉｎ，５７℃１ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０

ｍｉｎ。按照ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明书回收纯化目

的ＤＮＡ。

１．６　目的 ＤＮＡ 和质粒 ＤＮＡ 的双酶切及连接　分别用

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ在３７℃下酶切３ｈ，纯化后在Ｔ４ＤＮＡ连

接酶的作用下１６℃，连接过夜。

１．７　重组质粒的转化与筛选　将连接产物加入ＴＯＰ１０感受

态细胞，同时用质粒ＤＮＡ分别作阴阳对照，以质粒ＤＮＡ加入

ＴＯＰ１０细胞为阳性对照，以ＴＯＰ１０细胞作阴性对照。冰浴３０

ｍｉｎ，热激９０ｓ，冰浴２ｍｉｎ．加入ＬＢ培养液（不含 Ａｍｐ）３００

μＬ，３７℃振荡培养１ｈ，平铺于含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ的ＬＢ培养

板，３７℃倒置培养１２ｈ。挑取单克隆菌落于３ｍＬ含１００μｇ／

ｍＬＡｍｐ的ＬＢ培养液，３７℃翻转培养，检测Ａ６００ｎｍ≈１，收菌，

提取质粒，分别用双酶切和ＰＣＲ筛选阳性重组子，并送测序鉴

定。

１．８　重组蛋白的表达　将鉴定为阳性的重组质粒加入大肠埃

希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取单克隆于３７℃振荡培养３ｈ左右，测定

Ａ６００ｎｍ≈０．６，取出一半菌液于灭菌试管中，按１∶１０００的比例

向试管加入１ｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，余下的一半不加ＩＰＴＧ，作为诱导

菌的对照，收菌。

１．９　聚丙烯酰胺凝胶电泳检测　根据预期的蛋白分子量选择

合适的分离胶与浓缩胶浓度，进行ＳＤＳＰＡＧＥ。

１．１０　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测表达产物　诱导表达的菌体总蛋白

经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胺电泳，转入ＰＶＤＦ膜，３％

的脱脂奶封闭２ｈ，洗膜，先后加入一抗、二抗，最后显色５ｍｉｎ。

１．１１　人群中血清抗体的检测　分别检测小于２岁患儿血清

标本１０２份及健康儿童血清５３份，后者样本来自汕头大学医

学院第二附属医院儿保科。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，一抗用人

血清，二抗仍用羊抗鼠ＩｇＧ．。

２　结　　果

２．１　目的基因的扩增　Ｎ蛋白基因的ＰＣＲ扩增显示，在预期

大小的位置出现了明显的条带。见图１。

　　注：１、２为Ｎ蛋白基因扩增产物；Ｍ 为ＤＮＡ相对分子质量标准；

Ｍ从下往上依次为２００、５００、８００、１２００、２０００、３０００、４５００ｂｐ。

图１　ｈＭＰＶ目的基因扩增产物电泳图

２．２　重组质粒的酶切鉴定　目的基因与表达载体连接后，用

ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ内切酶消化鉴定，出现了目的基因与载体两

条条带，见图２。

２．３　目的基因的诱导表达　筛选出的阳性重组质粒转入

ＢＬ２１感受态细胞，挑去单克隆后经ＳＤＳＰＡＧＥ，Ｇ、Ｎ相对分

子量大约为２３．６×１０３、４３×１０３，在相应处出现诱导条带，同预

期结果一致，见图３。

　　注：１～６为Ｎ基因重组质粒鉴定图；Ｍ 为ＤＮＡ相对分子质量标

准；Ｍ从下往上依次为２００、５００、８００、１２００、２０００、３０００、４５００ｂｐ。

图２　重组质粒酶切电泳图

　　注：２、５是诱导株，１、４是未诱导株，３、６是空白对照，Ｍ为ＤＮＡ相

对分子质量标准；Ｍ从下往上依次是１４．４×１０３、１８．４×１０３、２５×１０３、

３５×１０３、４５×１０３、６６．２×１０３、１１６×１０３。

图３　蛋白表达产物电泳图

　　注：２、４、６是诱导蛋白Ｎ，１、３、５是未诱导菌体蛋白，Ｍ为ＤＮＡ相

对分子质量标准；从下往上依次是１４．４×１０３，２０．１×１０３，３１×１０３，

４３×１０３，６６．２×１０３，９７．４×１０３。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

图５　部分人群血清抗体检测结果

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将重组菌体蛋白电转移至ＰＶＤＦ膜

上，依次加入鼠抗 Ｈｉｓ标签单克隆抗体和羊抗鼠ＩｇＧ二抗，显
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色后可看到与预期大小一致的条带，见图４。

２．５　人群血清抗体检测　用原核表达的ｈＭＰＶＮ蛋白对小

于２岁患儿血清标本及健康儿童血清５３份进行ＩｇＧ检测，结

果见图５；患儿血清阳性率为５３．９％（５５／１０２），健康儿童的阳

性率为２３．８％。

３　讨　　论

ｈＭＰＶ生长缓慢，在宿主细胞复制十分困难，因此，要得到

大量的目的蛋白，必须利用基因工程方法对目的蛋白进行表

达。目前，大肠埃希菌的遗传背景及基因表达规律的研究较为

清楚，并且有大量可供选择利用的克隆和高效表达的载体和宿

主菌，因此大肠埃希菌表达系统是目前最常用的原核表达系

统［３］。外源基因在大肠埃希菌中的正确表达受多种因素的影

响，载体的选择至关重要。本研究根据目的基因和候选载体的

酶切位点及序列，将目的基因克隆入含有Ｔ７启动子带有 Ｈｉｓ

标签的融合表达载体ＲＳＥＴＡ中，并用ＩＰＴＧ诱导其表达。

基因变异对病毒在人群中的传播很重要，又给疫苗的研发

带来了困难。ｈＭＰＶ的Ｎ基因相对保守，而Ｇ蛋白基因变异

较大，其结果是致核苷酸替换、插入和转录终止密码的改

变［４６］。因此，作者选用Ｎ蛋白为靶基因，发现 Ｎ蛋白的表达

及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测比较稳定，为下一步实验改进打下基础。

文献报道儿童５岁时多数已经感染过ｈＭＰＶ，大于５岁儿

童的抗ｈＭＰＶＩｇＧ 抗体水平大于９０％。多数ｈＭＰＶ 的感染

发生在小于５岁的儿童，严重感染则发生在２岁以下儿童
［７８］。

利用本研究表达的 Ｎ蛋白检测２岁以下儿童血清抗ｈＭＰＶ

ＩｇＧ抗体，结果显示阳性率为５３．９％，低于文献［７８］所测值，

提示２岁以下儿童是易感人群，亦不排除抗体间交叉反应的存

在。健康对照组为２３．８％，说明有部分感染者可能无临床症

状或症状较轻。

综上所述，本研究利用原核表达系统成功获得了目的蛋白

的表达，并初步应用于人群血清抗体检测，为今后的相关研究

奠定了基础。
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轻度增多，有可能误认为分化好的癌；部分乳腺增生症和导管

内乳头状瘤伴上皮不典型增生的病例细胞具有一定的异形性，

容易导致误诊。（３）诊断仅仅局限于细胞学表现，没有结合肿

块大体特点、穿刺表现和临床病史。

３．３　ＦＮＡＣ的诊断体会　（１）严格执行ＦＮＡＣ“一体化”工作

程序，针吸、制片、诊断均由专人独立完成［８］。（２）详细询问病

史，仔细触摸乳腺肿块及腋下，对高危患者要高度重视；观察乳

房皮肤及乳头状况，认真触诊。（３）针吸时要注意体会针吸感

觉，观察针吸物的性状，肿块大时可多方向穿刺，以获取不同部

位足量的材料。（４）采集最佳针吸材料均匀涂片，避开坏死部

位，血液或黏液多时应取灰白色颗粒状物涂片，弹击出针头内

积存的抽吸材料尤其重要。（５）涂片厚薄应适当而均匀，减少

人为的细胞变形，尽量要多涂片，以免遗漏掉有意义的细胞。

（６）阅片要仔细观察和比较，严格掌握诊断标准，避免单纯依照

上皮细胞分化进行诊断分级的片面性［９］。（７）所有细胞学检查

及时与组织活检对照、随访患者、与临床医生沟通，及时分析漏

误诊原因，复阅细胞学涂片，总结经验，做好质量控制。
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