
high level． After the application of DDP combined with rapamycin，the migration ability and invasive ability of the
three cell lines decreased significantly( P ＜ 0. 01) ，moreover，the survival rate of the three cell lines was decreased
significantly，so did the IC50 ( P ＜ 0. 01) ． Western blot showed that rapamycin significantly down-regulated the ex-

pression of PI3K，AKT and mTOＲ proteins in PANC-1 and BxPC-3 cells，inhibited the phosphorylation of PI3K，
AKT and mTOＲ，decreased p-mTOＲ protein expression，but its effect on the expression of mTOＲ protein in
SW1990 was weaker． Conclusion Ｒapamycin can reduce the migration and invasion of pancreatic cancer cells，in-
crease the sensitivity of pancreatic cancer to cisplatin，and reverse the resistance of cisplatin． This process is a-
chieved by inhibiting the expression and phosphorylation of mTOＲ signaling pathway related proteins．
Key words mTOＲ inhibitors; pancreatic cancer; mTOＲ pathway; resistance
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风疹病毒 E1 抗原特异性片段在酵母系统中重组表达及应用
李秀义，高冬梅，张守柱，潘继文，温 和

摘要 目的 利用真核系统对 E1 蛋白进行表达并纯化，建
立一种以重组 E1 蛋白为包被抗原的风疹病毒抗体 ELISA

检测方法。方法 通过生物信息学预测 E1 优势抗原表位，

根据真核系统表达的特点进行序列优化，全基因合成获得风

疹病毒 E1 优势片段核酸序列，构建真核表达载体，在真核系
统内进行诱导表达并纯化，用 Western blot证实 E1 蛋白的抗
原性。建立 ELISA检测系统，并初步检测 100 份临床血清标
本。结果 SDS-PAGE 证实重组 E1 蛋白在酵母中高表达，
Western blot证实该 E1 蛋白具有良好的抗原性，成功建立了
检测 IgM间接 ELISA方法，对临床血清标本的初步检测显示
该试剂盒具有较好的敏感性和特异性。结论 本 ELISA 检
测试剂有较高敏感性和较强的特异性，可进一步开发用于检

测风疹病毒的早期感染的试剂盒。

关键词 风疹病毒; E1 蛋白; 酵母表达
中图分类号 Ｒ 392 － 33

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2019) 08 － 1210 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2019． 08． 009

风疹病毒( rubella virus，ＲV) 的主要危害在于
孕早期( 前 3 个月) 感染可导致胎儿严重的出生缺
陷，即先天性风疹综合征 ( congenital rubella syn-
dromes，CＲS ) ［1 － 3］。ＲV 有 3 个结构蛋白 C、E2 和
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E1，其中 E1 是主要的膜蛋白，为免疫显性［4 － 5］。
Bosma et al［6］和 Starkey et al［7］研究发现，E1 蛋白上
195 ～ 296aa 区域是 E1 蛋白的主要抗原区域，其相
应氨基酸序列高度保守，提示 E1 蛋白的此特异片
段可作为特异诊断抗原用于 ＲV抗体检测。目前血
清学特异性抗体检测是我国孕妇产前致畸因子筛查

的主要手段，新发 ＲV 感染的血清学诊断主要依赖
于 ＲV-IgM抗体的检测［8］。课题通过生物信息学预
测获得 E1 蛋白优势抗原表位序列进行全基因合
成，在毕赤酵母中表达，为研发特异性强和灵敏度高

的国产 ＲV-IgM 抗体 ELISA 试剂盒提供基础，以改
善试剂长期依赖进口的局面。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 质粒和菌株 质粒 pGAPZαA、E． coli XL1-
blue、毕赤酵母 KM17 和 JM109 由合肥市第一人民
医院检验科免疫室留存。
1． 1． 2 血清 100 份由合肥市 CDC 提供的经酶联
免疫捕获法( 珠海海泰制药有限公司) 检测 IgM 可
疑阳性血清，300 份合肥市第一人民医院正常体检
经检测( 同上) IgM阴性血清。
1． 1． 3 实验试剂 限制性内切酶 EcoＲⅠ和 Xba
Ⅰ、T4DNA连接酶、PCＲ Marker、Taq DNA 聚合酶购
自日本 TaKaＲa 公司; 质粒提取试剂和琼脂糖凝胶
电泳 DNA 纯化回收试剂均购自北京道普生物科技
有限公司; 化学发光试剂( ECL) 购自美国 Pierce 公
司; 其余试剂均为国产分析纯。
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1． 2 方法
1． 2． 1 全基因合成 由 Pubmed 的 Nucleotide 数据
库得到风疹病毒编码结构蛋白 C、E2、E1 的 24s mＲ-
NA 亚 基 因 组 序 列 共 3 382 bp ( GenBank:
X05259. 1) ，编码的蛋白质为 992 aa。其中编码 E1
蛋白序列为氨基酸 581 ～ 992 aa( 共 412 aa) 。本实
验拟研究 E1 蛋白主要抗原区域 195 ～ 296 aa。据此
设计目的片段( 2 464 ～ 2 769 bp，共 306 bp) 的 DNA
序列，同时考虑与质粒 pGAPZα 重组时必须有 DNA
序列的相应限制性内切酶，在设计目的片段 DNA序
列时在两条链上分别加上内切酶 EcoＲⅠ和 XbaⅠ
的酶切位点( pGAPZα 亦含此两酶的酶切位点) ，因
此设计 DNA 序列为: 正链: 5'-CTAGACAGGTC-
CCGCCCGACCCTGGGGACCTGGTCGAGTACATTAT-
GAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTGGGGC-
CTCGGGAGCCCGAATTGTCATGGCCCCGATTGGGC-
CTCCCCGGTTTGCCAACGCCACTCCCCTGACTGCTC-
GCGGCTTGTGGGGGCCACGCCAGAGCGTCCCCGGC-
TGCGCCTGGTCGACGCCGATGACCCCCTGCTGCGC-
ACTGCCCCCGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC-
TGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCC-
ACATACGTGCTGGACCGTACG-3' ( 下划线标注为
XbaⅠ酶切位点) ; 负链 5'-AATTCGTACGGTCCAG
CACGTATGTGGAGTCCGCACTTGCGCGCCTGAGAG -
CCTATGACAGGCGTGACCCACACCTCGCCGGGCCC-
GGGGGCAGTGCGCAGCAGGGGGTCATCGGCGTCG -
ACCAGGCGCAGCCGGGGACGCTCTGGCGTGGCCC -
CCACAAGCCGCGAGCAGTCAGGGGAGTGGCGTTG -
GCAAACCGGGGAGGCCCAATCGGGGCCATGACAA -
TTCGGGCTCCCGAGGCCCCACCGGGACTGTTGGTT -
GCCGGTGTAATTCATAATGTACTCGACCAGGTCCC-
CAGGGTCGGGCGGGACCTGT-3' ( 下 划 线 标注 为
EcoＲⅠ酶切位点) 。将以上设计的两条 DNA 单链
送上海生物工程有限公司合成。
1． 2． 2 pGAPZαA-E1 特异片段的重组 将合成的
两条 DNA单链经变性、退火，生成 DNA 双链，以内
切酶 EcoＲⅠ和 XbaⅠ将质粒 pGAPZαA 进行双酶
切; 通过 T4 DNA连接酶将目的 DNA序列和线性化
的 pGAPZαA载体连接，构建重组质粒。
1． 2． 3 pGAPZαA-E1 转化大肠杆菌 JM109 及鉴定
采用氯化钙法制备感受态大肠杆菌 JM109，将重
组质粒转化至感受态细菌中，取少量涂于含抗生素

Zeocin( 质粒 pGAPZαA 含编码 Zeocin 的基因，可作
为重组是否成功的选择标记) 的 LB 琼脂平板皿上，

干燥后，倒置，存放于 37 ℃的培养箱中过夜，次日，
观察是否出现菌落。挑选单一菌落，在含抗生素的
LB培养液中培养扩增，之后提取质粒 DNA，以内切
酶 EcoＲⅠ和 XbaⅠ酶切重组质粒进行鉴定，将酶切
鉴定正确的质粒，进行 DNA测序分析。
1． 2． 4 将重组质粒 pGAPZαA-E1 转化至毕赤酵母
提取重组成功的质粒并用 AvrⅡ线性化，纯化线
性化后的质粒，电转入毕赤酵母 KM17 细胞中，之后
涂布于含抗生素 Zeocin的固态培养基平板上，30 ℃
培养，至单菌落出现。
1． 2． 5 重组酵母的鉴定、目的蛋白的表达、纯化及
鉴定

1． 2． 5． 1 重组酵母的鉴定、目的蛋白的表达、纯化
挑取重组阳性的菌落发酵，收集上清液经 SDS-

PAGE分析，观察是否在 11 ku 处( 根据氨基酸序
列，以软件预测蛋白的分子量为 11 ku) 出现目的蛋
白的表达，利用 Ni2 + -NTA 树脂柱对表达的重组蛋
白进行纯化并鉴定。
1． 2． 5． 2 Western blot检测重组蛋白的抗原性 纯
化的重组 E1 蛋白常规进行 SDS-PAGE。用半干湿
法将凝胶上蛋白电转移至 NC 膜，加封闭液室温封
闭 2 h，PBS 洗膜后，分别加急性 ＲV 感染者混合血
清( 1 ∶ 800 稀释) 与正常人混合血清( 1 ∶ 800 稀释)
室温作用 1 h，然后再用 PBS洗膜，加 HＲP标记的羊
抗鼠二抗室温作用 1 h，PBS 振洗后，最后通过化学
发光法( 按试剂使用手册) 检测抗原抗体反应。
1． 2． 6 以重组蛋白作为包被抗原建立 ELISA 检测
方法

1． 2． 6． 1 确定重组抗原包被浓度、血清稀释度 将
重组蛋白抗原用包被液依次稀释为 1 ∶ 1 ( 10 μg /
ml) 、1 ∶ 2、1 ∶ 4、1 ∶ 8、1 ∶ 16、1 ∶ 32，每个稀释度 6
孔，将阳性血清和阴性血清用包被液依次稀释为 1
∶ 1、1 ∶ 25、1 ∶ 50、1 ∶ 100、1 ∶ 200、1 ∶ 400，每个稀释
度设复孔，实验步骤为: 包被 －封闭 －加入血清 －加
入 HＲP-鼠抗人 μ链单克隆抗体 －加底物 －加入终
止液，同时设置空白对照孔，测量 A450 /630的值。以重
组 ＲV蛋白抗原包被稀释度为横坐标，阳性血清和
阴性血清与空白对照 A450 /630的差值之比 P /N = ( 待
测样品 A450 /630值 －空白对照 A450 /630值) / ( 阴性对照
A450 /630值 －空白对照 A450 /630值) × 100%为纵坐标作
图，选取 P /N值最大时重组 ＲV 蛋白抗原的浓度为
包被稀释度，阴性血清 A450 /630值开始缓慢下降时的

稀释度为待测血清稀释度。
1． 2． 6． 2 HＲP-鼠抗人 μ链单克隆抗体工作浓度的
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确定 将 30 份急性 ＲV 感染者混合血清( 阳性血
清) 及 30 份正常人混合血清( 阴性血清) 进行预实
验，然后将 HＲP-鼠抗人 μ链单克隆抗体倍比稀释 1
∶ 500、1 ∶ 1 000、1 ∶ 2 000、1 ∶ 4 000、1 ∶ 8 000，在确
定最佳抗原包被浓度和血清稀释度的情况下，测量

其 A450 /630的值，阳性值在 1. 0 左右、阴性值在 0. 2 左
右时的 HＲP-鼠抗人 μ链单克隆抗体稀释度为其工
作浓度。
1． 2． 6． 3 Cut-off值的确定 用建立的 ELISA 方法
检测 300 份 ＲVIgM阴性血清，对 A450 /630值进行频数

分布分析，确定阴性均值( 珋x) 及标准差( sd) ，以 珋x ± s
计算 Cut-off 值。
1． 2． 6． 4 重组目的蛋白诊断 ＲV的灵敏性、特异性
和符合率 利用意大利索林公司的化学发光定量试

剂检测前述的 100 份待测血清进行确认，然后利用
合肥市第一人民医院检验科免疫室初步建立的重组

ＲV蛋白抗原 ELISA试剂和一种国产 ELISA试剂同
时检测( 操作按说明书进行) 上述血清。计算不同
试剂的检测结果，并以索林化学发光定量试剂为金

标准，计算并比较不同试剂之间的灵敏度和特异性。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析。
计数资料及等级资料的比较采用 χ2 检验，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 pGAPZαA-E1 重组质粒酶切及表达鉴定结果
重组 pGAPZαA-E1 经 EcoＲⅠ和 XbaⅠ酶切，1%
琼脂糖凝胶电泳结果显示，出现一条大小与 E1 扩
增条带迁移率相同的电泳带，其酶切图谱与预期一

致，利用通用引物对重组质粒进行测序分析，结果与

所合成的序列完全一致，见图 1A。纯化的重组 E1
蛋白经 12% SDS-PAGE 凝胶电泳检测，约 11 ku 处
见明显的特异性单一条带，与预期一致。见图 1B。
2． 2 SjE1 蛋白质免疫印迹分析 纯化蛋白能够被
急性 ＲV感染者混合血清识别而不被正常人血清识
别，见图 2。
2． 3 重组 ＲV蛋白最适包被液浓度、待测血清与酶
标二抗的稀释度 当随着重组 ＲV 蛋白抗原浓度减
少和血清稀释度的增大，血清的 A450 /630值不断减少，

当重组 ＲV蛋白抗原包被稀释度为 1 ∶ 16 ( 浓度为
0. 625 μg /ml) ，血清稀释倍数为 1 ∶ 100 时，阳性血
清的 A450 /630值在 1. 0 左右，且阴性值低，P /N 值高，
据此确定重组 ＲV 蛋白抗原包被液的浓度为 0. 625
μg /ml，血清稀释倍数为 1 ∶ 100。HＲP-鼠抗人 μ链

图 1 pGAPZαA-E1 重组质粒酶切及表达鉴定结果
A: pGAPZαA-E1 重组质粒酶切核酸电泳图; 1: 重组 pGAPZαA-

E1 质粒经 EcoＲⅠ和 XbaⅠ酶切结果; 2: 重组 pGAPZαA-E1 质粒经
EcoＲⅠ和 XbaⅠ酶切结果; 3: pGAPZαA-E1 被 EcoＲⅠ酶切结果; M:

DNA分子量标准品; B: 重组 E1 蛋白电泳图; M: 蛋白质分子量标准

品; 4: 纯化蛋白

图 2 重组 E1 蛋白质免疫印迹分析
1: 正常人血清; 2、3: 不同急性风疹病毒感染者混合血清

单克隆抗体的稀释度仍为 1 ∶ 2 000。
2． 4 Cut-off值的确定 30 份正常体检 ＲV( － ) 抗
血清标本检测结果如下: A450 /630平均值为 0. 21，标准
方差是 0. 088，故阴阳性临界值 =珋x ± 2sd = 0. 21 + 2
× 0. 088 = 0. 386，为了应用方便将临界值定为 0. 4。
在上述的实验条件下，血清标本作 1 ∶ 100 的稀释，
A450 /630值≥0. 4 即可判断为阳性，否则为阴性。
2． 5 重组目的蛋白诊断 ＲV 的灵敏性和特异性
以索林公司的化学发光定量分析为金标准，自制重

组 ＲV蛋白抗原 ELISA试剂与某种国产试剂的敏感
性和特异性结果分别为 95. 29%、94. 33% 和
88. 24%、80. 00%，重组 ＲV蛋白抗原 ELISA 试剂明
显优于某种国产试剂( 表 1、2 ) 。经 χ2 检验，重组
ＲV蛋白抗原 ELISA 试剂与某种国产试剂比较，灵
敏度差异无统计学意义( χ2 = 2. 08，P = 0. 146 ) ，特
异性差异无统计学意义( χ2 = 0. 50，P = 0. 500 ) 。见
表 3。

表 1 自建重组 ＲV蛋白抗原 ELISA试剂盒的灵敏度和特异性( 例)

项目
索林化学发光( 金标准)

阳性 阴性
合计

自建重组 ＲV蛋白抗原 ELISA试剂盒
阳性 81 1 82
阴性 4 14 18
合计 85 15 100
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表 2 某一种国产 ELISA试剂盒的灵敏度和特异性( 例)

项目
索林化学发光( 金标准)

阳性 阴性
合计

某一种国产 ELISA试剂盒
阳性 75 3 82
阴性 10 12 18
合计 85 15 100

3 讨论

ＲV 为披膜病毒科风疹病毒属的惟一成员，其
核酸是一单正链 40s的 ＲNA。基因组包含 3 个 UTＲ
和 2 个长且不重叠的 OＲF，3'-端的 OＲF 转录 24 s
mＲNA，后者翻译成多聚蛋白前体 p110，经宿主细胞
的蛋白酶水解加工，形成膜表面蛋白 E1、E2 和衣壳
蛋白 C。其中 E1 蛋白是主要的膜蛋白，含有主要的
抗原表位［9］，激发体液免疫和细胞免疫反应的抗原

性最强［6］; 在第 76、177、209 位包含三个 N-联糖基
化位点，对维持 E1 蛋白固有的折叠、构象稳定以及
抗原表位在 E1 上正确表达起重要作用。

ＲV的检测方法有: 病毒分离、血清学诊断和分
子生物学检测等技术［1］。病毒分离培养是金标准，
但在疾病早期阳性率低、周期长，只适用于病原学研
究; 分子生物学检测快速、灵敏，但成本高易污染不
适合临床筛查; 血清学诊断方法适用于 ＲV 感染的
实验室诊断和大规模临床调查［10］，其技术主要有:

ELISA、免疫荧光分析［11］和化学发光免疫分析［12 － 13］

等。国内 ＲV 抗体筛查主要通过 ELISA 方法［14］检
测血清中 ＲV 的 IgM、IgG 抗体。国产试剂品牌较
多，结果差异较大，缺乏统一的标准; 进口试剂虽然

灵敏度高、特异性强，但价格昂贵。随着对 ＲV蛋白
的结构、功能和免疫学特性的深入研究和分析，应用
蛋白质工程技术，根据研究者的意愿在基因水平上

切割、拼接和修饰，重组表达 ＲV 特异性抗原，这样
既可保留天然抗原的特异性和主要生物学活性，又

可去除或减少非特异性反应，提高 ELISA 检测 ＲV
抗体的特异性［15］。Nedeljkovic et al［16］研究发现 E1

糖蛋白在病毒感染细胞时引发免疫反应和强烈的抗

体亲和力成熟; Bosma et al［6］和 Starkey et al［7］分析
发现 E1 蛋白上 195 ～ 296 aa区域是 E1 蛋白的主要
抗原区域，其相应核苷酸序列高度保守。提示 E1
蛋白的此特异片段可作为特异诊断抗原用于 ＲV 抗
体检测。目前对 ＲV诊断抗原的研究普遍存在两方
面的问题:① 大多采用原核表达体系［15］，生成的 E1
蛋白抗原均以包涵体的形式存在，不能对表达蛋白

进行有效的翻译后修饰，生物学特性与天然蛋白存

在较大差异，检出率和特异性都比较低，同时存在复

性困难，不易纯化和难以大规模生产; ② 用真核系
统表达的 ＲV 蛋白，多为对 E1 蛋白片段的完整表
达，抗原活性更接近天然蛋白，但完整 E1 蛋白上带
有许多非抗原表位，用于临床检测或疫苗时会带来

非特异性反应。
由于原核表达系统及完整病毒基因真核表达存

在以上问题，本实验将 ＲV 的 E1 蛋白的 195 ～ 296
aa对应的优势序列进行全序列基因合成，并在真核
系统表达，成功获得了高质量的重组 E1 蛋白，抗原
性好。将重组表达的 E1 蛋白作为包被抗原建立
ＲV-IgM抗体间接 ELISA 检测方法，并与索林公司
的化学发光试剂和某种国产 ELISA 试剂同时检测
血清标本。索林化学发光试剂作为金标准，分别计
算重组 ＲV抗原、国产试剂检测的特异度和灵敏度，
χ2 检验结果显示，与国产试剂比较，重组 ＲV 抗原试
剂具有较高的灵敏度和较强的特异性，但差异无统

计学意义( P ＞ 0. 05) 。本实验所获得的重组抗原与
原核表达及完整病毒基因真核表达重组抗原相比有

着明显的优势，其特异性和敏感性相对较高，而且此

法操作简单、方便、成本较低，有利于市场开发。
本研究基因工程全合成的 E1 优势抗原表位在

酵母中可以高表达，获得的高纯度 E1 蛋白的抗原
性和特异性比较强，利用其建立的 IgM 间接 ELISA
方法，其敏感性和特异性相对较高，可开发试剂盒用

于检测风疹病毒的早期感染。

表 3 自建重组 ＲV蛋白抗原 ELISA试剂盒和某一种国产 ELISA试剂盒灵敏度和特异性比较( 例)

项 目
自建重组 ＲV蛋白抗原 ELISA试剂盒

+ + － －
某一种国产 ELISA试剂盒 索林化学发光( 金标准) + － + －

+ + 72 3
+ － 1 2
－ + 9 1
－ － 0 12
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Ｒecombinant expression and application of rubella virus E1
antigen specific fragment in yeast system

Li Xiuyi，Gao Dongmei，Zhang Shouzhu，et al
( Dept of Clinical Laboratory，The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

The First People＇s Hospital of Hefei，Hefei 230061)

Abstract Objective To express and purify E1 protein by eukaryotic system，and to establish the ELISA detection
method for rubella virus antibody with recombinant E1 protein as coating antigen． Methods The E1 dominant anti-
gen epitopes were predicted by bioinformatics． The nucleic acid sequence of the rubella virus E1 dominant fragment
was obtained by whole gene synthesis according to the expression characteristics of eukaryotic system，and the eu-
karyotic expression vector was constructed． The expression of E1 protein was induced in eukaryotic system and puri-
fied． The antigenicity of E1 protein was confirmed by Western blot． ELISA detection system was established，and
100 clinical serum samples were preliminarily detected． Ｒesults SDS-PAGE results confirmed that the recombi-
nant E1 protein was highly expressed in yeast． Western blot results confirmed that the E1 protein had good antigeni-
city． A method for detecting IgM by indirect ELISA was successfully established． The kit had both the good sensi-
tivity and specificity showed by the results of preliminary detection of clinical serum samples． Conclusion Our
self-built ELISA detection system has the high sensitivity and specificity，and it can be used to detect the early in-
fection of rubella virus．
Key words rubella virus; E1 protein; yeast expression

·4121· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Aug; 54( 8)


