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·实验研究·

汉坦病毒N蛋白的重组表达及其用于IgM
直接捕捉ELISA的建立和应用
朱函坪 姚苹苹 徐芳 翁景清 谢荣辉 陆群英 朱智勇 严杰

【摘要】 目的 克隆并表达汉坦病毒(HV)zlo株(HV—zlo)N蛋白(NP)编码基因，建立基于辣

根过氧化酶(HRP)标记重组NP(rNP)的rNP～IgM直接捕捉EI。ISA，检测肾综合征出血热(HFRS)患

者血清并评价其检测效果。方法 PcR扩增Hv—zlo株NP编码基因，基因工程方法构建NP编码基

因原核表达系统pET28a—z10N～E．∞zi BL21DE3。sDSPAGE了解rNP表达情况，离子交换法和Ni—

NTA亲和层析法提纯rNP。western blot检测rNP的特异性免疫反应性。建立HRP标记rNP—I叠M

直接捕捉ELISA检测HFRs患者血清样品，并与常规HV—IgM问接捕捉ELISA进行比较。结果

pET28a—zloN—E．“澎BL21DE3高效表达rNP。提纯rNP s胍PAGE显示单一蛋白条带，HV—IgG能
有效识别rNP并与之结合。94．73％(90／95)HFRs患者血清样品rNP—IgM直接捕捉ELISA检测结果

阳性，HV～IgM间接捕捉ELISA阳性率为92．63％(88／95)。两种IgM捕捉ELISAS检测的HFRS患者

血清样品A。，。值分布及对多份不同稀释度血清检测的A。，。均值变化均相似。结论 成功构建了

HV—zlO株NP编码基因高效原核表达系统。所建立的rNP-IgM直接捕捉ELISA可作为HFRs简

便、安全、敏感、特异的血清学诊断新方法。

【关键词】汉坦病毒；N蛋白；重组表达；IgM捕捉EI。ISA
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【Abstract】 objective To clone the gene encoding nucieocapsid pmtein(NP)of hantav扫us strain

Z10(HV—Z10)，to construct its pmkaryotic expression system as well aS to establish a rNP—IgM direct

capture ELISA based on HRP—labeled recombinant NP(rNP)，in order to detect serum sampleS of patients

suffering fmm hemorrhagic fever with renal syndrome(HFRS)and to evaluate the effects of detection．

Methods Gene encoding NP of strain HV—ZlO was amplified by PCR and then its prokaryotic expression

system pET28a—Z10N—E co如BL21DE3 was constructed，using mutine genetic engineering method．SDS

PAGE was applied to measure the expression of rNP and ion—exchange plus Ni。NTA—affinity

chromatography was performed to punfy the recombinant product． WeStem blot aSsay was used to

detemine the specific immuno—reactivity of rNP while HRP—labeled rNP—IgM direct capture ELISA was

estabIished to detect the serum samples from 95 cases of confirmed HFRS patients．The detection effect was

compared with that by routine HV—IgM indirect capture ELISA method．Results pET28a—Z10N—E．∞如

BL21DE3 was able to express rNP with high efficiency．The purified rNP only showed a single protein

fragment in the gd after SDS—PAGE． HV—IgG could efficiently recognize rNP and h)南ridize with the

recombinant protein．94．73％(90／95)of HFRS patients’serum samples were positively confirmed by rNP—

IgM direct capture EI，1SA，while a positive rate of 92．63％(88／95)in the same samples was confimed by

HV—IgM indirect capture EI．ISA．The distributions of A450 values of the serum samples detected by the two

IgM capture ELISAs as weU as the changes of the A 450 mean values fmm several serL王m samples with

different diIutions were similar． Conclusion We successfuIIy constructed a high efficient prokaryotic

expression system of NP encoding gene of hantavirus strain HV—Z10．The rNP—IgM direct capture EI。ISA

that established in this study could be used as a new serol()gical test fbr王_IFRS diagnosis because of its

simplicity，safety，with high sensitivity and specificity．

【Key words】 Hantavirus；Nucleocapsid pmtein；Recombinant expression；IgM antibody；capture

enzyme—linked immunoSorbent assay
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汉坦病毒(HV)感染引起的肾综合征出血热

(HFRs)是全世界流行的病毒性传染病u’2【，我国流

行最为严重¨1。尽管RT—PCR可用于HFRS的早期

诊断。4’引，但急性期患者因HV体内持续时间短、滴

度低而难以检出M。，故检测特异性抗体仍是目前

HFRS的主要确诊方法。引，主要有基于病毒抗原的

HV—IgM捕捉EI。ISA法，但该方法操作繁琐、费时。

因此，建立快速简便、安全、高敏感性和特异性的

HFRS血清学诊断新方法有其重要意义。

HV属布尼亚病毒科‘8'⋯，其基因组为负单链

RNA，含大(I。)、中(M)和小(s)3个基因片段。其中

L和M基因片段分别编码多聚酶、糖蛋白

(glycOprotein，GP)GPl和GP2；S基因片段编码N

蛋白(nucleocapsid protein，NP)’8’10。。NP能诱导机

体产生HV特异性IgM抗体n1112]，因而是HFRS血

清学诊断的必需抗原。不少国外学者构建了不同表

达系统表达NP，以作为HFRS的血清学诊断抗

原儿3。”o。本研究中，我们从我国用于生产HFRS灭

活疫苗的HV—zlo毒株基因组克隆了s基因编码区

并构建了NP原核表达系统¨6|，以提纯的重组NP

(rNP)为抗原，建立IgM直接捕捉EI。ISA，检测了

95份HFRS患者血清，并对其检测效果与HV为抗

原的常规IgM捕捉EI．ISA法(HV—IgM间接捕捉

EI。ISA法)进行了比较。

材料与方法

1．血清样品：经IFA检测HV—IgG抗体阳性的

95份HFRS血清来自2004—2006年浙江省各医院

就诊的HFRS患者。发热非HFRS患者血清40份，

60份对照血清样品来自健康体检者，IFA检测HV

IgG抗体阴性。

2．NP原核表达系统的构建及rNP表达：采用

自行设计的引物用于扩增S基因蛋白编码区：上游

5 7一CAAAGCTT(HindⅢ)CAA TGG CAA CTA

TGG～3 7，下游5 7一CACTCGAG(Xho工)TTC AAA

GGC TCT TG一3’。以pUCm—zloS为模板，DNA聚

合酶PrimeSTAR HS DNA Polvmerase(TaKaRa)用

于PCR扩增，反应条件：95℃预变性5 min，95℃

45 s，55℃45 s，72℃60 s，共30个循环，72℃保温

10 min。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，目的

扩增片段用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(Agarose

Gel DNA Purification Kit，Sangon)回收，用T-A克隆

试剂盒(Sangon)连接于pUCm—T并转化入E．∞zi

DH5a。经蓝白筛选、限制性内切酶(Fermentas)分

析后获得含有目的基因的重组质粒pUCm—zloN，测

序(Sangon)后与原基因进行比较。HindⅢ和Xho 1

分别双酶切质粒pUCm—zloN和表达质粒pET28a

(Invitrogen)，回收S基因编码区序列片段和线性化

pET28a并连接，转化人E．∞zi BL21DE3，PCR筛选

出阳性克隆，该重组表达质粒命名为pET28a—

Z10N。pET28a—Z10N转化入感受态E．∞zi

BL2lDE3，构建原核表达系统pET28a—Z10N—E．cozi

BL21DE3。从平板上挑取单菌落，接种于100 m1含

100扯g／ml卡那霉素的LB培养基中，37℃旋转培养

增菌。当培养液光密度A㈣约为o．9时，加入终浓

度为1 mm01／L的IPTG，诱导rNP表达。以含有

pET28a载体的菌同时表达作为阴性对照。

3．rNP鉴定和纯化：采用ELIsA了解不同诱

导时间对表达量的影响。于诱导1、3、5、7、9、12和

16 h，各取样10 ml，测A。，值，离心收集细菌，以o．1

A㈣加20肛l PBs悬浮细胞，300 W超声破碎100 s，

12 000 r／min离心10 min后收集上清和沉淀，上清用

20 mm01／L Tris—HCl缓冲液(pH值8．o)以1：1000稀

释后，37℃包被凹孔板2 h，洗板后，加1：2000稀释的

HRP标记兔抗HV免疫血清‘1川，37℃反应O．5 h，再

次洗板后加显示液显色，测A。，。值。离心收集

IPTG诱导12 h的菌体，300 w超声破碎100 s，

12 000 r／min离心10 min取上清，经o．45肛m微孔滤

膜除去细菌碎片，滤过液过HisTrap DEAE离子交

换柱(Amersham)，收集流出液再过HisTrap 6×His

亲和层析柱(Amersham)提纯rNP。将HV—rNP表达

前、表达后及纯化后样品SDs—PAGE后用半干转印

法将表达产物转移至硝酸纤维素膜，用含1％BSA、

NaCl 150 mmol／I。20 mm01／L Tris—HCl封闭液(pH

值7．5)室温作用1．5 h，再用1：2000稀释的HRP标

记兔抗HV IgG室温作用2 h，充分洗涤后加TMB

显色液避光显色10 min。

4．HRP标记rNP：参考改进后的过碘酸钠标记

法¨8|。即5 mg HRP(Sigma)加o．5 m1双蒸水及

O．5 m1 60 mm01／I。Nal04反应20 min，加o．5 m1

o．16 m01／L乙二醇反应50 min，加预冷的2倍体积

乙醇沉淀标记蛋白，2000 r／min离心10 min，取沉淀

用o．5 ml o．01 m01／L碳酸盐溶液(pH值9．5)溶解，

加等体积浓度为1 mg／ml rNP，4℃反应过夜，次日加

终浓度为5 mg／ml的NaBH。o．2 ml，4℃反应4 h，加
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pH值7．8等体积饱和硫酸铵沉淀已标记的rNP，沉

淀溶于o．01 mol／L PBS(pH值7．4)中，并在相同浓

度PBS溶液中透析过夜，以去除剩余的硫酸铵，即

为HRP标记的rNP(HRP—rNP)，加40％甘油后

一20℃保存备用。

5．抗人IgM抗体及HRP—rNP工作浓度的确

定：以不同稀释度的羊抗人IgM抗体(Sigma)为包

被抗体、1：100稀释的患者血清及阴性对照血清各3

份、不同稀释度的HRP—rNP，用棋盘测定法确定

HRP_rNP最佳工作浓度，阳性血清对阴性血清的

P／N>2为最佳羊抗人IgM抗体及HRP—rNP的工作

浓度。

6．不同IgM捕捉ELISAs对血清样品检测：①

HV—IgM间接捕捉ELISA见文献[19]。即1：2000稀

释的羊抗人IgM抗体为包被抗体，4℃孵育16 h，洗

涤后加入1：100稀释的HFRS患者待检血清，37℃

孵育1 h，洗涤后加入1：100稀释的HV抗原，37℃孵

育1 h。洗涤后加入1：600稀释的HRP标记兔抗

HV IgG，37℃孵育1 h，洗涤后加显色液37℃反应

5 min，加终止液中止反应，测定A。，。值。②

rNP—IgM直接捕捉ELISA：1：2000稀释的羊抗人

IgM抗体为包被抗体，4℃孵育16 h，洗涤后加1：100

稀释的HFRS患者待检血清，37℃孵育1 h，洗涤后

加入1：1000稀释的HRP—rNP，37℃孵育1 h，此后检

测步骤与rNP—IgM问接捕捉EI。ISA相同。患者血

清A。，。值≥2．1×阴性血清A。，。均值，判定为阳性，

否则为阴性。

7．IgM捕捉ELISAs检测效果比较：用

rNP—IgM直接或HV—IgM间接捕捉EI．ISA检测的95

份HFRS患者血清样品，A。如值经Excel处理后形

成点阵图，以观察各样品检测值分布情况。另取

HFRS患者血清和阴性对照血清各3份进行连续稀

释，观察rNP—IgM直接或HV—IgM问接捕捉ELISA

检测值的变化情况。

结 果

1．S基因编码区的扩增及其表达质粒的鉴定：S

基因编码区扩增及表达载体pET28a—Z10N酶切结果

见图1。测序结果表明，克隆的S基因编码区与

pUCm—Z10S中相应核苷酸序列同源性为100％。

2．rNP表达及提纯效果和免疫反应性：SDS—

PAGE和Western blot结果分别显示，所构建的重

组表达系统pET28a—Z10N—E．∞zi BI。21DE3能有效

地表达目的重组蛋白rNP，主要存在于菌体超声裂

解后离心收集的上清液中，经提纯后可获得单一的

rNP条带，rNP能与HFRS患者HV抗体阳性血清

发生免疫结合反应(图2)。根据ELISA结果，

1 mmol／L IPTG诱导12 h和16 h时，rNP表达量最

高(图3)。

M：DNA标准相对分子质量；1：zlo株s基因编码区扩增产物

3：重组表达质粒pET28a—zloN酶切结果

图l 汉坦病毒Hv-z10株S基因编码区扩增片段

及其表达质粒核酸酶切结果

M：蛋白标准相对分子质量；1：未诱导；2：诱导后；3、4：表达菌

超声裂解后上清与沉淀；5：纯化的rNP；6：rNP western blot结果

图2 rNP表达和提纯效果及western blot结果

图3 不同诱导时间对rNP表达量的影响

3．抗人IgM肛链抗体和HRP-rNP最佳工作浓

度：抗人IgM抗体1：2000稀释、HRP—rNP 1：1000稀

释时，其阳性血清对阴性血清P／N>2(图4)。
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1 looO 1 2000 1：4000 l：8000 1：1 000 1 2000 1 4000 1 8000

IgM滴度

1 lOOO 1：2000 l 4000 1：8000

A～c：分别为1：500，1：1000和1：2000稀释的HRP rNP；a～c：3份汉坦病毒

抗体阳性的患者血清；d～f：3份汉坦病毒抗体阴性血清

图4 人IgM抗体和HRP—rNP最佳工作浓度

4．不同IgM捕捉ELISAs检测HFRS血清标

本：rNP—IgM直接捕捉ELISA阴性对照血清A。加均

值为o．128，故阳性判断标准值为o．269；HV—IgM间

接捕捉ELISA阴性对照血清A。如均值为O．110，故

阳性判断标准为O．231。两种不同IgM捕捉ELISA

法，平行检测HFRS患者、发热非HFRS患者及健

康人血清。95份HFRS患者血清中，rNP—IgM直接

捕捉ELISA检出阳性率为94．73％(90／95)，

HV—IgM间接捕捉ELISA检出阳性率为92．63％

(88／95)，符合率为97．78％。两种IgM捕捉

ELISAs对发热非HFRS患者及健康人血清检测结

果均为阴性。

5．不同IgM捕捉ELISAS检测值的分布和变

化：rNP—IgM直接捕捉ELISA检测95份HFRS患

者血清样品A。如值分布与HV—IgM问接捕捉ELISA

相似，但前法检测后A。，。值较高的血清样品数略多

于后者(图5)。rNP一19M直接捕捉ELISA与

HV—IgM间接捕捉ELISA检测不同血清稀释度的3

份HFRS患者A。，。均值变化相似，均随血清稀释度

；长◆◆：◆，◆◆ b◆- ◆

黪涵知。龃值
图5 不同IgM捕捉ELISAs检测95份HFRS患者

血清样品A。，。值的分布

增大而A。，。均值有所下降，但

相同血清稀释度时，前者A。，。

均值均略高于后者(图6)。

讨 论

以HV—Z10株制成的工型

HFRS疫苗投入实际应用已有

10余年，发现该株病毒抗原性

较强且稳定u 7I，这是选择从

HV—Z10株中克隆S基因编码

区序列的依据。本研究扩增S

基因编码区序列的模板为

pUCm—Z10S，该重组质粒中全

长S基因系从HV—Z10株基因组RNA中通过

RT—PCR扩增、克隆并经测序证实。

鬻
l 2

味：
寸o 6

04

慧

图6 rNP—IgM或HV—IgM捕捉ELISA检测不同稀释度

HFRs患者血清的A。，。均值变化

我们采用基因工程技术，成功地扩增、克隆了

HV—Z10株S基因编码区序列并构建了原核表达系

统。尽管扩增目的片段长达1290 bp，但测序结果证

实，所克隆的S基因编码区与原S基因相应区域的

核苷酸序列同源性为100％，表明我们采用的PCR

有较高的保真性。SDS—PAGE结果表明，若IPTG

诱导约12 h，目的重组蛋白表达量较高，rNP的高表

达为后续实验及其进一步开发应用提供了有利

条件。

有文献报道【20I，大肠埃希菌表达的汉坦病毒普

马拉型rNP与B一半乳糖苷酶的融合蛋白，不能被两

株HV单抗所识别，这可能是表达宿主细胞差异而

导致该融合蛋白分子有不同的空间结构，从而使

NP某些抗原决定簇失去原有的作用。本研究中

Western blot结果表明，HV—Z10株rNP能与HRP标

记兔抗HV—Z10株IgG发生很强的免疫结合反应，

rNP作为IgM直接捕捉ELISA抗原时，也未发现
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有漏检的阳性血清样品，这可能与Western blot中

使用多克隆IgG抗体、以可溶性rNP为抗原、采用

多种方法确保提取的rNP高纯度等因素有关。

本研究用HRP标记rNP，建立了rNP～IgM直接

捕捉EI。ISA检测新方法，并对部分HFRS患者血清

进行了检测。目前19M捕捉ELISAs通常采用间接

法，并以血清IgM≥1：100为阳性判断标准¨9『，但目

前尚无相应的商品化检测试剂盒。我们参照文献中

基于HV抗原的IgM问接捕捉ELIS甜19j，用于对

rNP—IgM直接捕捉ELISA检测效果进行比较。结

果，两种IgM捕捉ELISAs法的符合率为97．78％，

阴性率为100％，阳性率分别为94．73％和92．63％，

表明rNP．IgM直接捕捉ELISA与HV—IgM间接捕捉

ELISA对HFRS患者血清样品具有相同的检测

效果。

与HV—IgM间接捕捉EI。ISA比较，rNP—IgM直

接捕捉ELISA对不同血清稀释度的HFRS患者

A。，。均值变化及95份HFRS患者血清样品A。如值

分布均与之相似，仅相同血清稀释度A。。均值略高

于HV—IgM问接捕捉ELISA，A。；。值较高的血清样

品数也略多于HV—IgM间接捕捉ELISA，显示了

rNP—IgM直接捕捉EI。ISA检测的可靠性。此外，

rNP—IgM直接捕捉ELISA检测步骤较HV—IgM间接

捕捉ELISA为少，也不需要培养活的病毒以获得抗

原。因此，本研究中建立的rNP—IgM直接捕捉

ELISA具有简便、安全、敏感、特异、可靠等优点，似

可作为HFRS患者血清学诊断方法。
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