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[摘  要] 山羊地方性鼻内肿瘤(enzootic nasal adenocarcinoma, ENA)是由山羊地方性鼻内肿瘤病毒

(enzootic nasal tumor virus of goats,ENTV-2)所引起的一种传染性肿瘤。其在世界范围内广泛存在,对山

羊产业造成严重的经济损失。为获得山羊地方性鼻内肿瘤病毒衣壳蛋白(Capsid protein,CA)及抗CA蛋白

的多克隆抗体,本研究根据GenBank中公布的CA基因序列化学合成CA基因,并连接至pET-30a(+)质粒

载体中,构建pET-30a-CA重组原核表达质粒,经测序验证正确后转化大肠杆菌BL21株进行诱导表达,在

成功表达重组蛋白后,使用His-tag亲和层析法纯化蛋白。以纯化的CA重组蛋白作为抗原免疫新西兰大

白兔制备多克隆抗体。使用ELISA方法检测其抗体效价,用Western blot验证多抗的特异性。结果表明,

成功在原核表达系统中表达纯化了CA重组蛋白,原核表达纯化的CA蛋白能够与兔抗CA蛋白多克隆抗

体特异性结合。表达的CA蛋白有较好的抗原性,为制备ENTV-2特异性单克隆抗体及建立血清学方法奠

定了基础。 
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[Abstract] Goat enzootic nasal adenocarcinoma (ENA) is a contagious neoplastic disease caused by enzootic 

nasal tumor virus of goats (ENTV-2). It is widely distributed worldwide and causes significant economic 

losses to the goat industry. To obtain the capsid protein (CA) of ENTV-2 and polyclonal antibodies against 

the CA protein, this study chemically synthesized the CA gene based on the sequence published in GenBank 

and ligated it into the pET-30a(+) plasmid vector. The recombinant prokaryotic expression plasmid 

pET-30a-CA was constructed and verified by sequencing before being transformed into Escherichia coli 

BL21 for induced expression. After successful expression of the recombinant protein, the protein was purified 

using His-tag affinity chromatography. The purified CA recombinant protein was used as an antigen to 

immunize New Zealand white rabbits for the preparation of polyclonal antibodies. The antibody titer was 

detected by ELISA, and the specificity of the polyclonal antibodies was verified by Western blot. The results 

showed that the CA recombinant protein was successfully expressed and purified in the prokaryotic 

expression system, and the prokaryotically expressed and purified CA protein could specifically bind to rabbit 

anti-CA polyclonal antibodies. The expressed CA protein exhibited good antigenicity, laying a foundation 

for the preparation of ENTV-2-specific monoclonal antibodies and the establishment of serological 

detection methods. 
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引言 

山羊地方性鼻内肿瘤(enzootic nasaladenocarcinoma,ENA) 

是由山羊地方性鼻内肿瘤病毒(enzootic nasal tumor virus of 

goats,ENTV-2)引起的一种慢性、进行性、接触性传染病[1]。临

床表现出浆液性鼻液,呼吸困难,体重减轻,因肿瘤组织的增生

使得山羊面部甚至颅骨变形及穿孔,眼球突出,剖检可见鼻腔

内单侧或两侧类似菜花状肿瘤[2,3]。该病发病率为1%～5%,死亡

率为100%,潜伏期长,自然感染动物的潜伏期从数月到数年不

等[4,5]。发病初期无临床症状很难诊断,因此对山羊产业造成严

重威胁。[6-8] 

ENTV-2病毒粒子呈圆形,直径大约100 nm。病毒可以分为三

层结构,最外层是囊膜,表面有大量纤突,直径约9nm；中层为核

衣壳,由核糖核酸和衣壳蛋白质构成,形状为正二十面体；最内

层为核酸芯髓(约47 nm),主要是基因组核蛋白复合物[9]。ENTV 

-2属于β反转录病毒属,为线性单股正链RNA病毒,基因组大小

约7500 bp,其结构类似于真核细胞内的mRNA[5],5端为甲基化的

帽结构、3端为多聚A,基因组的两端为非编码区,中间编码区由

一个相互重叠的Gag、Pro、Pol和Env组成[6,10]。Gag基因位全长

1839 nt,编码的多肽由612个氨基酸残基组成,分子质量预测为

69 kDa。Gag编码的多肽一般在病毒合成的蛋白酶的作用下,才能

水解并加工成为几种成熟的蛋白：基质蛋白(Matrix proteins, 

MA)、衣壳蛋白(Capsid protein,CA)和核衣壳蛋白(Nuclear 

capsid protein,NC)。CA氨基酸序列保守,抗原性强[9,11,12],根据

氨基酸序列预测CA蛋白的分子质量为24 kDa。因此,深入研究CA

蛋白对了解ENTV的感染和致瘤机制以及建立诊断方法具有重要

意义。 

1 实验材料与方法 

1.1实验材料 

摇床、离心机、恒温金属浴锅、培养皿、层析柱、SDS-PAGE

电泳仪、酶标仪、移液器、一次性加样槽、超净工作台、涡旋

振荡器、超声波细胞碎裂仪、ELISA 96孔板、水平摇床。 

1.2实验方法 

细菌培养、SDS-PAGE电泳、间接ELISA、Western blot。 

2 实验操作 

2.1质粒构建 

根据Gen Bank中公布的CA基因序列,交由上海生工生物有

限公司化学合成CA基因,并连接至pET-30a(+)质粒载体中,构建

出pET-30a-CA重组原核表达质粒。 

2.2质粒转接 

首先将2.1获得的pET-30a-CA重组原核表达质粒在无菌条

件下加入到大肠杆菌BL21株感受态细胞内,在冰上冰浴30min,

将冰浴结束的感受态细胞放置42℃的恒温金属浴锅中温浴90s,

再次放在冰上冰浴2min。其次在无菌条件下,加入无抗的LB培养

液,放置37℃、220r/min摇床培养1h。然后在无菌条件下,将培

养好的菌液接种到固态的LB培养基上培养过夜。最后在无菌条

件下,挑出单菌落,加入含卡拉霉素的LB培养液中扩大培养。 

2.3重组蛋白表达 

将扩大培养的菌液使用控制变量法优化蛋白原核表达的诱

导表达的时间和IPTG浓度,获得最佳表达条件,再将最优条件表

达的菌液进行超声裂解菌体。离心获取的上清和沉淀,通过

SDS-PAGE实验分析表达情况,确定目标蛋白的表达量和可溶性。 

2.4重组蛋白纯化 

蛋白纯化采用His-tag亲和层析法。首先将2.3离心收集上

清加入镍柱中,在冰浴的条件下,让其充分结合2h,然后用不同

浓度咪唑的洗脱液进行洗涤,并收集洗脱液。通过SDS-PAGE电泳

分析目的蛋白能在多少浓度咪唑的洗脱液中纯化出来。最后用

BCA蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。 

2.5多克隆抗体制备 

将纯化后的重组CA蛋白按照1:1的比例与弗氏完全佐剂进

行乳化,接种到新西兰大白兔背部及臀部皮下,间隔10天后,再

将后的重组CA蛋白与弗氏不完全佐剂进行乳化,进行二次接种,

连续接种3次。采集血清检测抗体。 

2.6多克隆抗体效价鉴定 

多克隆抗体效价的鉴定采用间接ELISA的方法鉴定。将纯化

后的重组CA蛋白稀释成100ng/100ml加入一次性96孔板中在4℃

的条件下进行过夜包被。包被结束后用PBST洗涤3次,再加入封

闭液在37℃的条件下封闭1h。封闭结束后继续用PBST洗涤3次。

将采集的兔血清倍比稀释8个梯度,每个梯度做3个重复,加入检

测板中在37℃的条件下反应0.5h。反应结束后,用PBST洗涤3次

加入酶标二抗(山羊抗兔IgG)继续在37℃的条件下反应0.5h。反

应结束后,用PBST洗涤3次加入底物在37℃的条件下进行显色

10mis。最后加入终止液读取OD450值。 

2.7多克隆抗体特异性鉴定 

多克隆抗体特异性的鉴定采用Western blot的方法鉴定。

将纯化的重组CA蛋白进行SDS-PAGE电泳。电泳结束后,先将PVDF

膜在甲醇下激活1min,随后按顺序组装好“三明治”结构,放置

在电转膜仪上4℃、100V转膜1h。转膜完成后,把PVDF膜置于5%

的脱脂奶粉封闭液中,在室温摇床上封闭2 h。封闭完成后,再用

TBST对PVDF膜洗涤3次,每次洗涤10min。以制备的兔抗CA蛋白多

克隆抗体作为一抗,在4℃摇床上,孵育PVDF膜过夜。一抗孵育结

束,再次用TBST洗涤PVDF膜3次。之后用山羊抗兔IgG作为二抗,

在室温摇床上,孵育PVDF膜2 h。二抗孵育完毕,用TBST洗涤PVDF

膜3次。最后用ECL显色液均匀覆盖PVDF膜显色1min,放置在ECL

显影仪上进行曝光拍照。 

3 实验结果 

3.1质粒转接 

将上海生工生物有限公司构建的pET-30a-CA质粒,通过

热激发转接到大肠杆菌BL21株感受态细胞中,获得重组CA蛋

白菌液。 

3.2 CA蛋白表达 

将获得重组CA蛋白菌液分别在浓度为0.1mmol/L、0.2mmol/L、

0.4mmol/L、0.6mmol/L、0.8mmol/L、1.0mmol/L的IPTG条件下
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诱导表达中,4h后收集1ml菌液,通过SDS-PAGE电泳,结果得出

0.1mmol/L IPTG诱导表达量最高(图1)。然后在0.1mmol/L IPTG

诱导浓度下,诱导4h、6h、8h以及过夜收集1ml菌液,通过

SDS-PAGE电泳,结果得出6h诱导表达量最高(图2)。将1ml 

0.1mmol/L IPTG、6h诱导的菌液进行超声破碎,收集上清和沉

淀,通过SDS-PAGE电泳,分析得出重组CA蛋白主要在上清中表

达(图3)。 

 

 

 

 

3.3 CA蛋白纯化 

将收集的超声上清液加入层析柱中,在冰浴的条件下让His

标签充分与填料结合2h,之后进行流穿、流穿结束后用洗杂液进

行洗杂,洗杂结束后用20mmol/L、50mmol/L、100mmol/L、200 

mmol/L、500mmol/L咪唑的洗脱液进行洗脱并收集流穿液、洗杂

液及洗脱液,进行SDS-PAGE电泳,结果得出在50mmol/L咪唑洗脱

液与100mmol/L咪唑洗脱液中洗脱出目的蛋白(图4)。将目的蛋

白用BCA蛋白浓度测定试剂盒进行浓度检测,测出CA蛋白浓度为

0.4mg/ml。 

3.4多克隆抗体的制备 

对接种完3次乳化重组CA蛋白的新西兰大白兔进行采集血

清,得到兔抗CA蛋白多克隆抗体血清。 

 

 

3.5多克隆抗体效价的测定 

将未接种CA蛋白前采集的血清作为阴性对照和采集的兔抗

CA蛋白多克隆抗体血清倍比稀释至1：128 000.加入到重组CA

蛋白包被的一次性96孔检测板中,用酶标仪测定抗体效价。结果

显示其制备的兔抗CA蛋白多克隆抗体在稀释到1:128 000倍

时,P/N值>2.1(图5),得出兔抗CA蛋白多克隆抗体的效价高。 

3.6多克隆抗体特异性的测定 

Western blot试验分析结果显示,出现大小为24 kDa的条带

(图6),兔抗CA蛋白的多克隆抗体能与重组CA蛋白发生特异性反

应,表明制备的多克隆抗体特异性良好。 

4 讨论 

ENT发病特征是山羊鼻道筛骨上皮细胞发生肿瘤性转化,该

病一年四季均可发生,多呈散发,潜伏期长,致死率高,养殖场一

旦出现将会长期危害羊群,使该病在防控层面受到极大的挑战
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[3,7,8]。除了澳大利亚和新西兰以外,大部分国家均有该病的报道,

近年来,我国陕西、安徽、四川、重庆、福建、广西、广东和内

蒙古等多地报道该病的存在,严重影响了我国山羊产业的健康

发展[6,13,14]。从2006在湖南某羊场ENT发生并呈地方流行性[15]；

2011年四川某山羊养殖基地发生该病,确诊为山羊地方性ENT,

并首次报道了ENT的病原[16]；2013年1月至7月四川省攀枝花市

某羊场发生ENT[17]。山羊地方性ENT具有明显的接触传染性, 且

发病者多数为成年羊。由于该病毒无法体外培养,限制了ENTV-2

致瘤分子机理和免疫特性方面的研究。[18]目前,针对此病暂时

还没有有效的药物和疫苗来控制其发生和流行,羊群一旦出现

该病,难以清除,只能淘汰并且会造成长期危害[19]。 

因此,本次研究通过用不同浓度IPTG诱导剂在不同时间的

条件下诱导原核表达质粒pET-30a-CA后得到重组CA蛋白,进行

可溶性分析后发现重组CA蛋白以上清的形式表达。将纯化后的

重组CA蛋白免疫接种新西兰大白兔后,获得兔抗CA蛋白多克隆

抗体。经过间接ELISA方法测定兔抗CA多克隆抗体在稀释到

1:128 000倍时,P/N值>2.1,表明兔抗CA蛋白多克隆抗体效价很

高。经Western blot验证,兔抗CA蛋白多克隆抗体可与重组CA

蛋白结合,表明具有较好的特异性。由此得出CA蛋白有较好的抗

原性,为进一步研究制备ENTV-2特异性单克隆抗体及建立血清

学方法奠定了基础。 
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