
A���B¡CDEF

Ｋ
+¨Ü/G�ÜHuv

úÙ¦

，
§�­

，
b}5

，
ú¨©

，
bªß

　（
§t©Ò®þ»þhä

，̧
&§t

５１５０４１）

./

　［
ý<

］
x�I�w

ＯｍｐＫ
«l<ì�Ã¬r­

，
&c_`��PQ�

。［
%z

］
mC�y�wä´

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
ó�����

w

，
®[

Ｎｉ－ＮＴＡ
¯F~ä4�wls��¯FÖ.�yì�Ã¬r­

（ｒＥＰＩＳ），
õ

ｒＥＰＩＳ
ö�P��P°¬X±

，
4

ｒＥＰＩＳ
���P�

îI�PRSîAB

，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
å&

ｒＥＰＩＳ
<�PÛ�î

。［
ôv

］ｒＥＰＩＳ
DPfn<�P�î

，
NO�²�{l$ÖW�ûE{

，
ó

óNORS

９０％
<°¬X±³E

１０ＬＤ５０kº´îµç<�V

，
DPfn<�PRSQ�

，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
ôvØ��y

ｒＥＰＩＳ
NO'�P

O±´¶��g¾îôc

，
DPfn<�PÛ�î

。［
ôÉ

］
ÔABGN<�y

ｒＥＰＩＳ
DPfn<�Pgî

，
ökº´µçì�ÃP!

<ABÊe×säáâ

。

012

　
kº´îµç

；
ì�Ã¬r­

；
�Pgî

34567

　Ｒ３７８．３　　
89:;<

　Ａ　　
8=>7

　０５１７－６６１１（２０１８）２３－００６１－０４

ＭｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅＣｏｎｃａｔｅｎａｔｅｄＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｕｔｅｒＭｅｍｂｒａｎｅＰｒｏｔｅｉｎＫｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
ＺＨＡＮＧＹｕｑｉｎｇ，ＷＡＮＧＴｉａｎｊｉｅ，ＸＵＸｉａｏｓｈｅｎｇｅｔａｌ　（ＳｈａｎｔｏｕＥｎｔｒｙＥｘｉｔＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＱｕａｒａｎｔｉｎｅＢｕｒｅａｕ，Ｓｈａｎｔｏｕ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
５１５０４１）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　［Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ］ＴｈｅｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅｔａｎｄｅｍｐｅｐｔｉｄｅｏｆＯｍｐＫｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄ，ａｎｄｉｔｓｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｗａｓｅｖａｌｕ
ａｔｅｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｌｌｙ．［Ｍｅｔｈｏｄ］ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｏｌｙｅｐｉｔｏｐｅｔａｎｄｅｍｐｅｐｔｉｄｅｒＥＰＩＳＮｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇＮｉ－ＮＴＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ．ＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈｒＥ
ＰＩＳ．ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｒＥＰＩＳｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒＥＰＩＳ．［Ｒｅ
ｓｕｌｔ］ｒＥＰＩＳｈａｓｇｏｏｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｃａｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｔｈｅｂｏｄｙｔｏｐｒｏｄｕｃｅａｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｏｆａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔ９０％ｏｆＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅ
ａｇａｉｎｓｔＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ１０ＬＤ５０ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒＥＰＩＳｃｏｕｌｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｂｉｎｄｔｏｔｈｅ
ｓｅｒｕｍｏｆｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅａｎｄｈａｄｇｏｏｄｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ．［Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ］ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒＥＰＩＳｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｈａｓｇｏｏｄｉｍｍｕｎｅｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｗｈｉｃｈｌａｙｓａｍａｔｅｒｉａｌｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｐｏｌｙｅｐｉｔｏｐｅｖａｃｃｉｎｅｏｆＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ；Ｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅｔａｎｄｅｍｐｅｐｔｉｄｅ；Ｉｍｍｕｎｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

?@AB

　
¸øNONPi����¤ý

（２０１６ＧＤＫ４４）。
CDEF

　
úÙ¦

（１９８８—），
þ

，
§²·-¨

，
#¬

，
­®)�EsYî

ZmNONPAB

。?*r+

，
ABª

，
#¬

，
­®Es

NP

、
Zm�$sNOAB

。

GHIJ

　２０１８－０４－２６

　　
&��

，
ß�jKÐsØÒ^«=O

，
-y8�?É�

Ç*èé

，
mo@AR ��KyÐs,´µBÜIßV¯

�

。
G¶jI<f¶mo!

，
�fm÷�] LöºÐs!

- ��Imo�`

，
j!�%¤�f

（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉ
ｃｕｓ，ＶＰ）

L}~jKÐsy,I�ÖmÕf�`

，
�KyÐ

s,È�S~OIAèNO

［１］。
öf§Ð

４８
~jKöº�

j

，
Bm¬é

，
«$Ço¸

，
ôo��

，
L@�Á"j¶öº

、

ÆºÅj¶AèùÌÐs,BÜI-ÔÖ¯��`

。

�Uß²-0KwIèé

，
jvKyq´kÛdÍ­

®ÏÐFG)éßð

，
JMIKyÐsÑò±ú=k~?

$ÞÌ%ymoIÑò+�+º[´¨

。
;~hi^Õ�

7%KyùÌhmB-

［２］，
0ÇÏÐ­®

、
æÞÌWç

，
L

vK-ùÌIhiIå/0*+R l&

，
o;~hi�

@R "ï�8KyÐs,IØÇ¶-yüý

。
j!ûÕ

�¦LÆBµ·¶�h�¡I-³÷ÓsÍ�^¥¦

。
�

¦hiuûÕ�¦å hiI�hÕ

，
}Z�hæß

、
�h

��:�hm)ÅGÛ

，
]Õ�ñò�h�¡º»

，
OO'

G�å=

，
U¼vÚôI�h����

［３］。
ö/07�*

,S�%¤�fI��¶ûÕÙ³bc

（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｍｐ）Ｋ

I

６
Â

Ｂ
<¡È¶�¦

，
G/�å³tn

，

<ª

ＯｍｐＫ
Ij�¦�2ô

，
,_$ÕQ��

，
vj_$�

hµ¶/0

，
 �=¤»j�¦hiIÁB/0Ã¸`¸

I³t

。

１　
ö÷½ÚÛ

１．１　
ö÷

　
�%¤¶�füýf÷

ＡＴＣＣ１７８０２、Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）

N§t©Ò®þ»þhäìí!Ôî»��

h

；
ÕQ��ßô

ｐＥＴ－３２ａ（＋）
�/

Ｎｏｖａｇｅｎ；
�%¤¶�f

?¶¤w

、
ã¶¤w

、
�.

ＯｍｐＫ
bcÍ

Ｈｉｓ－Ｔａｑ
ü&bc

ÍNÂ"1Gî»��Ò

。

１．２　
5/ù:

　
Q3@�¶H��

（ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ）、
ＥｘＴａｑ

n4�Í

Ｔ４};��/w)G-Ììí

（
'r

）
Õ@

�:

；
<f³¯.

ＤＮＡ
è1ºi»

、ＤＮＡ
¿óIJºi»Í

´d�?ºi»�/¾Î-?#ì

（
'r

）
Õ@�:

；
>7Ð

üýbcÍ7Ðüýbc 'rµ ¯©-Ì#ìÕ@�

:yq

；Ｎｉ－ＮＴＡ
�?E´�/ÌrÚ�ö-Ì#ìÕ@�

:

；
qI3ª

、ＴＥＭＥＤ、β－«³��Å�/Ë"

ＢＢＩ
�:

；
³

¯GÛ4RN#=-ÌLM

（
Ûp

）
Õ@�:ìR

；
¼Ì4R

ÍÿGN-�-Ì�É

（
nj

）
�ðÕ@�:ìR

。

１．３　
ÚÛ

１．３．１　ＯｍｐＫ
bcj�¦�2¬I<ª

。
î»�7�#q

�=

ＤＮＡＳｔａｒＰｒｏｔｅａｎ
¦�7ÿ�%¤¶�füýf÷

ＡＴＣＣ１７８０２
I

ＯｍｐＫ
bcI

６
Â

Ｂ
<¡È¶�¦

，
uö

６
Â

�¦GÛ=

ＧＧＧＳ（
OB3

－
OB3

－
OB3

－
gB3

）
;t}

;û

，
�? Q�3GÛ

（
aÙ 

ｒｅｐｉｓ），
,GGÛ

５′
Vn

ＢａｍＨⅠ��¦À

、
��¶Q³

（ＣＧＣ）
Í�~zY°

（ＡＴＧ），
G

３′̂
Vn

ＨｉｎｄⅢ��¦À

，
��¶Q³

（ＧＧＧ），
0AzY

°'?û

，
u-X<ªIQ�3GÛ­�#=-ÌLM

（
Û

p

）
Õ@�:4R,îï�´d

ｐＥＴ－３２ａ（＋），
²R�.´d

PQRSTU

，Ｊ．ＡｎｈｕｉＡｇｒｉｃ．Ｓｃｉ．２０１８，４６（２３）：６１－６４ 　　　



ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ。
１．３．２　ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ

IÕQ��:�?

。
u�.´d

ｐＥＴ
－３２ａ－ｒｅｐｉｓ

�?�

Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
!

，
gx´d�?º

i»X�®è1�.��´d

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
_$

ＰＣＲ
�

¸

。
n[¼Ì

Ｐ１
 

５′－ＡＴＧＧＡＴＡＴＣＣＡＣＡＡＡＡＡＣＧＡＴ－３′；
l[¼Ì

Ｐ２
 

５′－ＡＧＡＴＴＣＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＣＣＡＧＡＡＣＣ－３′。
ＰＣＲ

Y�ôL

（５０．０μＬ）DE

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，ｄＮＴＰ
４．０μＬ，Ｐ１／Ｐ２k１μＬ，ＥｘＴａｑ�０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３７．８μＬ，́
dÒ�

１．０μＬ。ＰＣＲY��� 

９５℃
7>¶

４ｍｉｎ；９４℃
>¶

１ｍｉｎ，５０℃
�O

３０ｓ，７２℃
×¶

３０ｓ，
g

２５
ÂS­

；

７２℃
ûÎy

１０ｍｉｎ。
u

ＰＣＲ
?¶´d­�nj-Ì�É

ìíÉßÕ@�:_$ÿG�¸

。

¯1�¸?¶I�.f

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
¥

fñ]

５ｍＬ
©

１００μｇ／ｍＬＡｍｐIＬＢ¥ô�Ð³!

，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ

�Ð

１２～１４ｈ
û

，
1

２ｍＬ
f¥VÒ[

２００ｍＬＬＢ
�Ð³

（Ａｍｐ＋Ｃｌ
û¶

）
!=O°±�Ð�

ＯＤ６００ ０．４～０．５
�

，
VÒÆBi

ＩＰＴＧ
�X�� 

１ｍｍｏｌ／Ｌ，
�

１６℃
ZÌ°

±�Ð

１６ｈ。
\ÔJ8fô¦ÿ

，
=

ＰＢＳ
�R¦ÿ

，
VÒ

ＰＭＳＦ（
�å�� 

１ｍｍｏｌ／Ｌ）
Í%f�

，
Y×|v

３
ìû_

$p¡|�

（
ú=

３００Ｗ，
p¡

４ｓ，
�

８ｓ，̀
ª

２０ｍｉｎ），
ef

ô�K�Y

。
up¡ûI)÷\ÔK\¦ÿ*nw

，
nwt

 ]%¶JK

，
¦ÿ DïôJK

，
=È)ô¨

２０ｍＬ
I

ＰＢＳ
�R

。
¦ÿÍnwk1

８μＬ_$

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
þÿ

，
_

$��yÌI�¸:��²òK\

。
e=

Ｎｉ－Ｈｉｓｒｅｓｉｎ
T4

\\0v��yÌ_$TÍ�?

。

１．３．３　ＯｍｐＫ
j�¦�2¬

ｒＥＰＩＳ
I�h��¶

。
u¤�

tT�ÚK 

５
.

，
�

１～４
.K� 

ｒＥＰＩＳ
.

、
�.

ＯｍｐＫ
bc.

、
¢0�%¤¶�ffi.Íü&bc.

，
�

５
. 

ＰＢＳ
vx.

，
�.

２０
ø

。３
~bcI�hik 

２μｇ／ｇô
�

，
êì�h�

，
¢0fiI�hik 

１×１０８ＣＦＵ／
ø

，
�h

() ²�ðÙ

，
bc*PýÇìd³igx

１∶１
¼4P?

。

１４ｄ
ûV¼�h

１
ì

，
V¼�h�

，
bc*Pýìd³ig

x

１∶１
¼4P?

，
ikÈ`�

，
vx.ðÙÅk

ＰＢＳ。
K�]

�h7Í�hû

１４ｄ
Í

２８ｄ，
vkî».tT_$|´ú

¤

，
ú=�;

Ｅｌｉｓａ
þÿ¤w!ûôKw

。
�h

３０ｄ
ûß�

nÐ�%¤�f

，
nÐik 

１０ＬＤ５０。²yî»tT

１４ｄ
I

h0CM

，
ªÓ�h��¬

＝（１－
�h.ßÇ¬

／
vx.ßÇ

¬

）×１００％。
１．３．４　

�.j�¦¬

ｒＥＰＩＳ
I�hY�¶

。
�?�.

ｒＥ
ＰＩＳ

bcë_$

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，
mµÓ"û_$

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
K\

。
m�.

ｒＥＰＩＳ
bc�h.êì�hû

２８ｄ
tT|´

ú¤K\Iû¤w `û

，
v�?�.

ｒＥＰＩＳ
bc_$

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
K\

。

２　
mû½5¯

２．１　ＯｍｐＫ
EF¨Ü/G�I+ÓÔ

　
u

６
Â�¦

（
B³

3GÛ 

ＤＩＨＫＮＤＹ、ＮＥＫＧＹＡＥＳＳＨＤＹ、ＰＧＳＤＫＡＧ、ＹＤＧＮＫＫ
ＤＷ、ＤＤＤＫＧＮＫ、ＧＨＫＰＥＳ）

=

ＧＧＧＳ
};û

，
�? Q�3G

Û

（
�

１）。

4

１　
¨Ü/G�I

ｒＥＰＩＳ
+áJ�§K

Ｆｉｇ．１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅｔａｎｄｅｍ ｐｅｐｔｉｄｅ

ｒＥＰＩＳ

２．２　ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
+UáÜHZL}

　
u�.´d

ｐＥＴ－
３２ａ－ｒｅｐｉｓ

�?�

Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
û_$

ＰＣＲ
�¸

，
�a

k¿ómµ=>G

２１６ｂｐ
x&Õ

１
�µ·¶I

ＤＮＡ
�È

（
�

２），
���.´d�?R�

。
�.fA

ＩＰＴＧ
ÆB�Ð

û

，
v��bc_$S

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
mµ�¸Í��²òIþ

ÿ

，
ÓÔ±�

３
1>

，
ÆBûI

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
nw¥!

，
G

３０ｋＤ
è·¦l©��Ðbc�È

（
µA

５），
ë

47�I

ｒＥＰＩＳ
bcK°k

，
¦ÿ!�Õö�Ðbc�È

（
µA

６），
X�öÆB��l�.

ｒＥＰＩＳ
I��²ò ]%

¶bc

。

ð

：Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．
�.��´d

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
I

ＰＣＲ
=U

yÌ

；２．
�´d

ｐＥＴ－３２ａ
I

ＰＣＲ
=UyÌ

Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ

３２ａｒｅｐｉｓ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ－３２ａ

4

２　
·ÕÜHXó

ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
+

ＰＣＲ
QÈ

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａｒｅｐｉｓ

２．３　ＯｍｐＫ
¨Ü/G�I

ｒＥＰＩＳ
+��ô�uv

　
êì�

hû�

１４
¾Í�

２８
¾

，
ók.�hT|´ú¤K\¤w

，

K�m�?I�.

ｒＥＰＩＳ
bc

、
�.

ＯｍｐＫ
bc:ü&bc

Ｈｉｓ－Ｔａｑ
 D÷ûÕ

，
ú=�;

Ｅｌｉｓａ
ÑÒÿ¸µ·¶ûôK

w

。
ÓÔ±�

１
1>

，
�.

ｒＥＰＩＳ
bcÍ�.

ＯｍｐＫ
bcÍ

^9Ï(þÿÚôy-âéKwIûô

，
ü&bc�^þÿ

Úôy-Þ�ûô

，
ÝLjûôKwËËG]û�.

ｒＥＰＩＳ
bcÍ�.

ＯｍｐＫ
bcûôKw

，
t

２
.�h¤w!Iûô

mû�.

ｒＥＰＩＳ
bc

、
�.

ＯｍｐＫ
bc Ô

。

２６ 　　　　　　　　　　
§²fg�³

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８
f



ð

：Ｍ．
bc´

ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ－３２ａ
>ÆB

；２．ｐＥＴ－３２ａ
ÆBnw

；

３．ｐＥＴ－３２ａ
ÆB¦ÿ

；４．ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
>ÆB

；５．ｐＥＴ－３２ａ
－ｒｅｐｉｓ

ÆBnw

；６．ｐＥＴ－３２ａ－ｒｅｐｉｓ
ÆB¦ÿ

；７．
�?I�.

ｒＥＰＩＳ
bc

Ｎｏｔｅ：Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＮｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａ；２．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａ；３．ＳｅｄｉｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａ；４．Ｎｏｎ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａｒｅｐｉｓ；５．ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａ

ｒｅｐｉｓ；６．ＳｅｄｉｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐＥＴ３２ａｒｅｐｉｓ；７．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｒＥＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎ

4

３　
·Õ

ｒＥＰＩＳ
EFZ:MEF+NOÜHZL}

Ｆｉｇ．３　ＩｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒＥ

ＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｌａｂｅｌｐｒｏｔｅｉｎ

kî».tTG�hû�

３０
¾

，
K�=

１０ＬＤ５０�%¤

¶�f

ＡＴＣＣ１７８０２
÷_$¶xî»

，
ÓÔB�ü&bc.

Í

ＰＢＳ
vx.

２０
øtTdJßÇ

，
�.

ｒＥＰＩＳ
.tTh0

１８
ø

，
Þv��¬ 

９０％；
�.

ＯｍｐＫ
.tTh0

１７
ø

，
Þ

v��¬ 

８５％；
¢0f.tTh0

１８
ø

，
Þv��¬ 

９０％（
�

２）。
ßÇtT²J�·

，̧
þû]?©¹�O0l

i>â

，
ÊAHÕâi¨¥

，
=©¹�§ôûw�

，
�ÆPÈ

K\<f

，
A-?�¸ �%¤¶�f

。

２．４　
·Õ¨Ü/I

ｒＥＰＩＳ
+��PÊ�

　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
Ó

Ô=>

，
�?I

ｒＥＰＩＳ
bc^*Tû�.

ｒＥＰＩＳ
ûôB-µ

·¶Ó4Y�

，
G

３０ｋＤ
°©�

１
�µ·¶�hY��È

（
�

４），
��ö�.bcíÕpÏI�hY�¶

。

３　
+è

JMhiDE£x0hiÍ¢0hi

。
£x0hi�

h�Ô°Ï

，
Ý£xÇ�K

，
hGT6nÐIzõ

。
¢0h

i°|2âÛd

，
Ý�Õ`¸Ix�å=

。
&��

，
�UK

°-Ì$*K°�h$IBÜ

，
©�Sj~R8JMhiI

¤²òK°hi

，
±³¯�ÉÉ¥¦hi

、
j�¦hi

、
Q3

him:³¯ûOhiÅ

。
j�¦hiNjÂ��¶ûÕ

�¦�R

，
L`~¤»É¥¦hi

，
*JMhiÞ2

，
jíÕ

Ûdæx

、
�¸]òÅ'(

。
Á"Kyhi/0ÁB�aâ

»

，
d"�Õ&

３０
À#/¥¦ÁÜKyhiÞß/0

，
f:

mx

、
<fÍº-nÅmÕ

２７
~

（
º

）［４］。
[ë7 À

，
øÕ

４
Â�=hi�Q"À¤»Þ´®

，
�=hiI/0ÁB7

¦2âÁ[

。

Ü

１　
QR©S��!�T3�â��

ＥＬＩＳＡ
°±mû

Ｔａｂｌｅ１　ＥＬＩＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｓｉｎＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

D÷ûÕ

Ｅｎｖｅｌｏｐｅａｎｔｉｇｅｎ

�.

ｒＥＰＩＳ
bc�h.¤w

Ｓｅｒｕｍｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｒＥＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
１４ｄ ２８ｄ

�.

ＯｍｐＫ
bc�h.¤w

Ｓｅｒｕｍｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＯｍｐＫｐｒｏｔｅｉｎｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

１４ｄ ２８ｄ
�.

ｒＥＰＩＳ
bc

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒＥＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎ １∶２０４８００ １∶１６３８４００ — —

�.

ＯｍｐＫ
bc

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＯｍｐＫｐｒｏｔｅｉｎ — — １∶４０９６００ １∶６５５３６００
Ｈｉｓ－Ｔａｑ

bc

ＨｉｓＴａｑｐｒｏｔｅｉｎ １∶１２８００ １∶２５６００ １∶２５６００ １∶５１２００

Ü

２　
£ú©S�����ùúmû

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｏｕｓｅｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

.�

Ｇｒｏｕｐ
�h`�

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｉｍｍｕｎｅ

¶xûk.k��ÀßÇ�

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｄｅａｔｈｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔａｆｔｅｒｔｈｅａｔｔａｃｋ
１ｄ ２ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ

ßÇ`�

Ｄｅａｔｈｓ
h0¬

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ
％

Þv��¬

Ｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ∥％

ｒＥＰＩＳ ２０ １ ０ １ ０ ０ ２ ９０ ９０
ＯｍｐＫ ２０ ２ １ ０ ０ ０ ３ ８５ ８５
¢0f

Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａ ２０ １ １ ０ ０ ０ ２ ９０ ９０
ü&bc

Ｔａｇｐｒｏｔｅｉｎ ２０ １５ ３ ２ ０ ０ ２０ ０ ０
ＰＢＳ ２０ １７ ３ ０ ０ ０ ２０ ０ ０

　　ＯｍｐＫ
L`~�GI�fgÈûÕ

，
m

ＯｍｐＫ
 ûÕ³

¯I�f�=hi]^íÕâéI�h���¬

［５－８］。
ö/

0,1�%¤�f��¶ûÕ

ＯｍｐＫ
 ¼ü

，
u7ÿQ[I

ＯｍｐＫ
bcI

６
Â

Ｂ
<¡È¶�¦=B³3;t};

，
<ª

j�¦�2ô

。
G_$�¦�2<ª�

，
Þ��¦B³3I

êºJKÓ4]^üy-¤I;4�¦

，
ü��ÕÕ�¦Æ

BI�h�¡

，̄
/áÖGÞ��¦�¼Ò4 I��G

Û

。
mOB3;t 8�IÍ¶;tyÜ¶Ï

，
/øÓs@

¥

，
};

２
ÂOK°bc�½½Ç|}k/bcI¾|s

n

。２００７
�

，Ｗａｎｇ
Å

［９］
u¾JÐ¶¿mmxI

５
ÂûÕ�

¦=

ＧＧＧＳ
};û_$ÕQ��

，
Q[I�.bc

ｒ５ＥＰＩＳ
]

ÆBÚôy-âéKwIµ·¶ûô

，
,íÕpÏI�h�

�¶

。２０１３
�

，Ｔｉａｎ
Å

［１０］
e=;t

ＧＧＳＳＧＧ
uÀÁmxD

³kbcI

Ｂ
<¡�¦_$�2��

，
�Q�.j�¦bc

ＧＳＴ－ＢＴ２２，̂
ý*ûÀÁI¤wûôµ·¶Ó4

，
0Õ9¼

ITÍ�

。
ö/0�2�¦I;t,=IL

ＧＧＧＳ，
AÕQ

��Q[I�.bc

ｒＥＰＩＳ
�htTû

２８ｄ，ＥＬＩＳＡ
þÿû

ô�`é�

１∶１６３８４００，
,0]��

９０％
I¤�tTúû

３６４６́ ２３
�

　　　　　　　　　　　　　　　　
úÙ¦0

　
kº´îµç}¸«l

Ｋ
<ì�Ã¬r�wAB



ð

：Ｍ．
bc´üýK°k

；１．
�?I

ｒＥＰＩＳ
bc

Ｎｏｔｅ：Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＰｕｒｉｆｉｅｄｒＥＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎ

4

４　ｒＥＰＩＳ
EF+

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
mû

Ｆｉｇ．４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｏｆｒＥＰＩＳｐｒｏｔｅｉｎ

１０ＬＤ５０�%¤¶�fInÐ

，
íÕpÏI�h����

。

op89

［１］
;ÐÚ

，
N;!

，
º=ê

，
?

．
taÃ=�aæy`JK??ª�12

34

［Ｊ］．
��ÝM���ÑÒ

，２０１８，８（２）：４９－５６．

［２］ＰＬＡＮＴＫＰ，ＬＡＰＡＴＲＡＳＥ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｆｉｓｈｖａｃｃｉｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔａｌ＆ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１，３５（１２）：１２５６－１２６２．

［３］
NSÞ

，
*ÓÓ

．
bÃ½%�nÿ1234¡ÑßÈ��+p

［Ｊ］．
¿

'àAßÈ

，２０１７，３８（６）：７６－７８．
［４］

¡�á

，
âwï

，
ãê

，
?

．
Ýp%�ï4��¡mK

［Ｊ］．
��ÝM�

��ÑÒ

，２０１４，４（１）：１－１３．
［５］ＰＥＮＧＢ，ＬＩＮＰＸ，ＷＡＮＧＳＮ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｖａｌｅｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｓｉ
ｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓａｎｄ
ｔｈｅｉｒｉｎｄｕｃｅｄｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
２０１８，７２：１０４－１１０．

［６］ＰＥＮＧＢ，ＹＥＪＺ，ＨＡＮＹ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｖａｌｅｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｉｍ
ｍｕｎｏｇｅｎｓｆｒｏｍｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｔｏｐｒｏ
ｔｅｃｔｆｉｓｈａｇａｉｎｓｔｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１６，
５４：２０４－２１０．

［７］ＬＩＣＣ，ＹＥＺＣ，ＷＥＮＬＹ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉ
ｄａｔｅｂｙｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１４，３２（４６）：６１１５－６１２１．

［８］ＭＡＯＺＪ，ＹＵＬ，ＹＯＵＺＱ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｔｙａ
ｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｉｖｅｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｚｊ２００３
［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ｓｈｅｌｌｆｉｓｈｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００７，２３（３）：５６７－５７５．

［９］ＷＡＮＧＹＳ，ＦＡＮＨＪ，ＬＩＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｍｕｌｔｉ－ｍｉｍｏｔｏｐｅｐｅｐ
ｔｉｄｅａｓａｖａｃｃｉｎｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｆｏｒｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｖａｃ
ｃｉｎｅ，２００７，２５（２２）：４４４７－４４５５．

［１０］ＴＩＡＮＨ，ＨＯＵＸＭ，ＬＩＵＸＴ．ＲｅａｌｔｉｍｅＳＰＲｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒ
ａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈＲｅｓＣｏ，２０１３，４３１（２）：３１５－３２０．

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪
（
ã^·

５６̧ ）

SÕr!]%¶k©kÇ{IûM

，
G¼On¿q´�¸q

É!B�_VûIãOrÞ2éSRàû¥/ãOI

ｐＨ
Õ

�=l'Iö(

；
¼OûIãOG8à:´(n�Õ9OÉ

�Ièé

，
óoÊçSéSRàûGãOqÉ!In¿

q´

。

B.C©kLãOr;Ðq´I`Â�Öªü

，
GãO

[r!B.C©k+é

，
X�ãO[r!bc´ÍB³3÷

s-ÌK�É�+é

，
ãOrI´k+Çv

，
ãOr!In

¿q´:;Ð`�%+G

。
Gº».

Ｂ
!

，
�UGéSRà

û!_Vd÷1£I23+éjB.C©k+G

，
X��U

_VkIUV

，
bc´ÍB³3÷'�IÉ�*+'G

，
j

!;ÐÌ´IN5k�'G

，
ãOrIq´Õ9OÉ�Iè

é

；
Gº».

Ｃ
!

，
_Vtí��IB.C©kÈ)�U_

V23IUV+�+t

，
È.��Þ2â

，
j_V23+é

，

ãOq´+Ï

。

４　
mè

éSRàûG¥/ãO�

，
ãOrIn¿q´âG

，
ª

zÉ�âé

，
téSRàûÇÐ¥/ãO

，
0¥/ãOrÇ

Ð][\ùÌ

。
GéSRàû!_Vd÷1£Ítí��

_$¼O

，
û�ãOrIn¿q´ÍB�µ¶ÍÕâOÉ�

Ièé

。
_Vd÷1£IãOrãO�Ôé]_Vtí�

�IãO�Ô

，
G1ÕIº»ÓÔ!m_V

７０％
d÷1£I

ãO�Ô-Ï

，
jì _V

７０％
tí��IãOr

。
#qº

»ÓÔ]R

，
qÖÕ�èééSRàûI<=¬

，
]#q_

Vd÷1£èéjãOIq´Í à¶

。

op89

［１］
Aä

．
wàåp�ÄÅ@»��

［Ｊ］．
�lM

，１９７９（１７）：２５．
［２］

áÀÜ

，̈
�æ

．
lç�ÄÅ@»è/Úévw

［Ｊ］．
àA�ÁËu7

，
２０１４，３５（２）：８３－８４．

［３］
;£e

，
;ê

．
ÁË7

［Ｍ］．
~�

：
��lMxyz

，２００３：１２２－１４１．
［４］

�Ð

．
y`ÂÃ7

［Ｍ］．
~�

：
��lMxyz

，２０００．
［５］ＭＣＤＯＮＡＬＤＰ，ＨＥＮＤＥＲＳＯＮＡＲ，ＨＥＲＯＮＳＪＥ．Ｔｈｅｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｓｉ
ｌａｇｅ［Ｍ］．２ｎｄｅｄ．Ｅｎｇｌａｎｄ：Ｃｈａｌｃｏｍｂｅ，ＰｕｂｌＭａｒｌｏｗ，１９９１．

［６］ＯＨＳＨＩＭＡＭ，ＫＩＭＵＲＡＥ，ＹＯＫＯＴＡＨ．Ａｍｅｔｈｏｄｏｆｍａｋｉｎｇｇｏｏｄｑｕａｌｉｔｙ
ｓｉｌａｇｅｆｒｏｍｄｉｒｅｃｔｃｕｔａｌｆａｌｆａｂｙｓｐｒａｙｉｎｇｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｆｅｒｍｅｎｔｅｄｊｕｉｃｅ［Ｊ］．
Ａｎｉｍａｌｆｅｅｄｓｃｉｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９７，６６（１／２／３／４）：１２９－１３７．

［７］
�MZ

，
;Ta

，
ëÎì

，
?

．
¬­Ø\`D�ÄÅ@»Úé¦�JK

L

［Ｊ］．
��)¥y`u7

，２０１５，３５（５）：３４－３８，４９．
［８］

N��

，
�(

，
¡Íg

，
?

．
æXí¢Z�áîfJÁÂÃÄ¡f7d

�12

［Ｊ］．
Î5`7§8

，２０１２，３９（１１）：１５８０－１５８８．
［９］

ï9©

，
;PË

，
�Ú

，
?

．
ðñOògþ �áîfKdJ�g12

［Ｊ］．
¥¦]M

，２０１１（６）：８０－８３．

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿
檿

殨

殨殨
殨

Tßè8éCêë

———
Zj¹

ú="ïn�=IVÝ�

。
±Ù�í�

ＤＮＡ（
¡�QkQ3

）、ＲＮＡ（
QkQ3

）、ＡＴＰ（
�D3Þ�

）、ＡＢＡ（
¡ñ3

）、

ＡＤＰ（
�D3Þ�

）、ＣＫ（
vx

）、ＣＶ（
>·L�

）、ＣＭＳ（
<¡´ë¶Ç�¶

）、ＩＡＡ（
ÂÃ�3

）、ＬＤ（
Cßik

）、ＮＡＲ（
¡È?

¬

）、ＰＭＣ（
��u<¡

）、ＬＡＩ（
û§¨ª�

）、ＬＳＤ（
-t=�¶

）、ＲＧＲ（
Þv-4¬

），
¥¦ÙVÝ�

ＩＲＲＩ（
"ïK*/0

1

）、ＦＡＯ（
24"v+.1

）
Å

。
v]³!Õ!áÖT�©RV©I�

（
±�:�!N]cpßLm:³!Aµ©�I�o

©��Ø94�

），
o]1kÔÖ�ê�u©RV©

，
ÝáG�`ì©�°©©dá

，
�:�!o=ð�²òGlÑð�

，
m

¬Ä")�

。

４６ 　　　　　　　　　　
§²fg�³

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８
f


