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摘"要!目的"通过杆状病毒表达系统!获取高纯度 B;;)- 型诺如病毒重组衣壳蛋白!为制备抗 B;;)- 型诺如病毒

单克隆和多克隆抗体提供免疫原" 方法"将 B;;)- 型诺如病毒衣壳蛋白基因片段修饰后插入 ]JR0表达载体中!

经测序鉴定!将鉴定正确的重组质粒转化到 Z0<G99=8=S@8O! :J!&e>8RZ感受态细胞中!获取表达杆粒并转染 VL5

细胞!表达 B;;)- 型诺如病毒重组衣壳蛋白" 重组蛋白用 K=2KR0J=P蛋白亲和柱纯化!十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳#V:V2a0BG$和蛋白免疫印迹#FSPTSU@ YN?T$方法鉴定" 结果"V:V2a0BG和 FSPTSU@ YN?T结果表达了分

子量约为 %& X:>的重组蛋白!动物试验表明重组蛋白具有较好的免疫原性!为制备抗 B;;)- 型诺如病毒单克隆抗

体和多克隆抗体’建立相应的免疫学检测方法奠定了基础" 结论"构建了 B;;)- 型诺如病毒衣壳蛋白表达载体!并

获得 B;;)- 型诺如病毒重组衣壳蛋白"
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""诺如病毒 #B)-)C2-+,"K?j$属于杯状病毒科诺
如病毒属"是一种单链 /K0病毒"主要污染牡蛎等
贝类产品+ K?j传播途径有多种"进食被 K?j污染
的食物是重要途径之一 )!* "此外"K?j也可通过被
污染的水(物品(气溶胶等传播"常在社区(学校(餐
馆(医院(托儿所(孤老院及军营等封闭或半封闭场

所引起疾病暴发 )#* + 据不完全统计"美国每年由

K?j引起的感染病例约有 # -&& 万 )-* "这一情况在

发展中国家更为严重"该病毒在发展中国家每年可
引起约 !&& 万儿童感染"#& 万儿童死亡 )1* + #&!# 年

以来"K?j已成为我国除细菌外其他感染性腹泻病
暴发的主要病原体"感染率可达 %&* f5%*"尤其
#&!1 年冬季以来"该病毒引起的暴发事件大幅度上
升"仅 #&!’ 年 ! 月 ! 日 f!! 月 !’ 日通过突发公共
卫生事件管理系统上报的由 K?j引起的食源性疾
病就有 33 起"主要发生在中小学校等集体场所"严

重危害消费者健康 )’* + 由于 K?j在食品中含量低"

且食品中干扰病毒检测的物质较多"因此"对食品
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中 K?j颗粒的富集和纯化是病毒检测的关键 )%23* +

目前对 K?j的富集和纯化方法主要有聚乙二醇
#aGB$沉淀法和利用带正电的超顺磁珠捕获样品
中带负电的病毒颗粒的阳离子磁珠富集法 )5* + 后
者在富集带负电荷 K?j的同时"也会使基质中其他
一些带负电荷的蛋白同时沉淀下来"从而影响检测
结果的灵敏度+ 近年来"基于抗原抗体特异性结合
的免疫磁珠方法可特异性的富集样品中的 K?j"提
高检测方法的灵敏度和特异性 )!&* "但其前提是要获
得 K?j衣壳蛋白并进一步制备抗 K?j衣壳蛋白的
单克隆或多克隆抗体+

K?j主要有 B;fBj’ 个基因组"各基因组内又
有不同的基因型)!!2!#* + 目前我国流行的基因型主要
为 B;;$1 型"其次为 B;;)- 和 B;;$’ 型+ #&&-!#&!#

年间"I.=U>X?[PX>=>等)!-*收集了 ! &53 份儿童急性腹
泻病例样本"其中K?j的检出率为 !-)!*"在K?j的
检出病例中"B;;)- 型占 ’!*"因此 B;;)- 型正逐渐成
为主要流行株+ 鉴于 K?j目前很难进行体外培养"
利用杆状病毒表达系统表达重组的 K?j样颗粒"具
有与天然病毒粒子相同的结构和性质"可以替代天然
病毒粒子用于免疫原的制备+ 本研究旨在通过杆状
病毒表达系统"获取高纯度 B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋
白"为制备抗 B;;)- 型 K?j单克隆和多克隆抗体提供
免疫原"并利用制备的抗体建立检测 B;;)- 型 K?j的
酶联免疫吸附#GE;V0$方法(制备免疫磁珠"对食品
中的 K?j进行提取(分离与富集+

!"材料与方法
!)!"主要仪器与试剂

凝胶成像系统#美国 e=?2/>Q$(电子天平(微量
核酸蛋白测定仪#美国 K>@?:U?]$(恒温培养箱(恒
温水浴锅(水平摇床(离心机(电泳装置(全温摇床+

R1 :K0连接酶(限制性内切酶 ;*)/"(D&?"均购
自 KGe#北京$公司"大肠埃希菌)宝生物工程#大连$
有限公司*"质粒提取试剂盒(杆状病毒表达系统(
Z0<G99=8=S@8O! :J!&e>8RZ感受态细胞(VL5 细胞(
J=P标签蛋白纯化试剂盒(辣根过氧化物酶#J/a$标
记的抗 J=P标签抗体均购自英潍捷基#上海$贸易有
限公司"胶回收试剂盒(异丙基2!EF2硫代吡喃半乳糖
苷#;aRB$均购自天根生化科技#北京$有限公司"肉
汤#Ee$培养基(Ee琼脂均购自北京陆桥技术股份有
限公司"预染蛋白 Z>UXSU(GEH化学发光底物均购自
美国 LSUWS@T>P"其他化学试剂均购自北京化工厂+
!)#"方法
!)#)!"重组 GH7I 杆粒的构建

根据杆状病毒表达基因偏好性"修饰 B;;)- 型

K?j的 GH7I 基因"在两端分别引入 ;*)/"和 D&)"
限制性内切酶位点"由英潍捷基#上海$贸易有限公
司进行序列合成+ 将合成的质粒用 ;*)/"和 D&)"
进行双酶切"同时将表达载体 ]L>PTe>8JR0进行双
酶切+ 将二者酶切产物用 R1 :K0连接酶连接"转
化到大肠埃希菌感受态细胞 bZ!&5 中"命名为 ]Le
JR02B;;)- bZ!&5" 转 化 后 的 菌 液 涂 布 于 含 有
!&& !A6WN氨苄青霉素的Ee平板上"-4 (培养 !1 .+
挑取单克隆菌落接种于含 !&& !A6WN氨苄青霉素的
Ee培养基中"-4 ( ##& U6W=@ 培养过夜后"测序鉴
定+ 将测序正确的菌液提取质粒"所得质粒转化到
Z0<G99=8=S@8O! :J!&e>8RZ感受态细胞中"将转化
后的菌液涂布于含有 4 !A6WN庆大霉素(’& !A6WN卡
那霉素(!& !A6WN四环素(!&& !A6WN<2B>N(1& !A6WN
;aRB的 Ee琼脂上"-4 (培养 13 .+ 挑取白色菌落"

再次涂布于上述培养基"-4 (过夜培养"将仍然为白
色的单菌落接种于含有 4 !A6WN庆大霉素(’& !A6WN
卡那霉素(!& !A6WN四环素的 Ee中"-4 ( ##& U6W=@

过夜培养后"进行 aH/鉴定+
!)#)#"重组杆状病毒的构建

aH/验证正确的菌株提取杆粒"根据 HSNN9S8T=@
;;/S>AS@T转染试剂说明书"将杆粒转染 VL5 细胞"

获得病毒储藏液"命名为 B;;)- a!+ 将 B;;)- a! 病
毒储藏液接种新鲜的 VL5 细胞"获得 # 代病毒储藏
液"命名为 B;;)- a#"用噬斑法测定病毒滴度+
!)#)-"重组蛋白表达条件的优化

以感染复数#WMNT=]N=8=TO?9=@9S8T=?@"ZD;$为 !"

将重组杆状病毒接种新鲜的 VL5 细胞"分别于 #1(13(
4#(5%(!#& . 取少量细胞悬液"! ’&& U6W=@ 离心
!& W=@ 收集细胞"向细胞内加入十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺#V:V$缓冲液"反复冻融 # 次后"! ’&& U6W=@
离心 !& W=@ 取上清进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳#V:V2a0BG$分析+ 确定重组蛋白的分子
量并选择确认表达量最高的时间点"收集细胞+
!)#)1"表达产物的纯化

]L>PTe>8JR0载体前段有 J=P标签"针对这一特
性"本试验选用 J=P标签蛋白纯化试剂盒"利用试剂
盒中提供的 K=2KR0J=P蛋白亲和柱进行重组蛋白+
!)#)’"B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋白的鉴定

采用蛋白免疫印迹#FSPTSU@ YN?T$方法对 B;;)-

型 K?j重组衣壳蛋白进行鉴定+ 具体为 V:V2a0BG

电泳后"将胶块卸下"按照负极2滤纸2胶2膜2滤纸2正
极的顺序将胶块夹好"1&& W0转印 ! .+ 以鼠抗J=P

单抗为一抗"J/a标记的山羊抗小鼠抗体为二抗进
行反应"加入显色液进行显色+
!)#)%"重组衣壳蛋白免疫原性的鉴定



B;;$- 型诺如病毒重组衣壳蛋白的表达和纯化鉴定!!!王佳慧"等 ! !!""" !

以 !&& !A6只的免疫量对 - 只 3 周龄 e>NY68小
鼠进行免疫"免疫间隔为 # 周"- 次免疫后"取小鼠
血清+ 将纯化后的 B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋白以
&)’ !A6孔的蛋白包被量包被酶标板"小鼠血清从
!m#&& 开始进行倍比稀释"加入酶标板中"以 !m’ &&&
稀释的 J/a标记的山羊抗小鼠抗体作为二抗"加入
底物显色后"在 1’& @W波长下测定吸光度#D:$+

#"结果与分析
#)!"重组表达载体的构建

将目的片段与表达载体连接后"转化到 bZ!&5
感受态细胞中"经含氨苄青霉素的 Ee培养基筛选
后进行测序验证"结果表明插入片段正确+
#)#"重组杆粒的构建

将测序正确的重组表达载体转化到 Z0<
G99=8=S@8O! :J!&e>8RZ感受态细胞中"经含庆大霉
素(卡那霉素(四环素(<2B>N及 ;aRB培养基筛选"
进行 aH/验证"结果如图 !+ 由图 ! 可见"待测扩增
产物在约 ! 4&& Y] 处有一明显条带"扩增条带片段
大小符合目的片段大小+

注%! 为 :#&&& W>UXSU&# 为目的条带

图 !"aH/电泳图
L=AMUS!"/SPMNT?9aH/

#)-"重组蛋白的表达及条件优化
将杆粒转染 VL5 细胞"获得 ! 代杆状病毒

B;;)- a!"将该病毒接种新鲜的 VL5 细胞"获得 #
代杆状病毒 B;;)- a#"利用噬斑法测定病毒滴度"

结果为!)# n!&3 aLC6WN+ 以 ZD;o! 接种新鲜的
VL5 细胞"分别于 #1(13(4#(5% 和 !#& . 收集细胞
并进行 V:V2a0BG电泳"结果见图 #+ 由图 # 可
见"5% . 时"重组蛋白表达达到高峰"且在 %& X:>
处有明显蛋白条带"因此后续试验中选择 5% . 为
最终表达时间+
#)1"重组蛋白的鉴定

利用 FSPTSU@YN?T方法对表达的重组蛋白进行
鉴定"结果见图 -+ 由图 - 可见"膜上有一条明显的
特异性条带"经比对大小与目的条带相当+
#)’"重组蛋白的纯化

利用试剂盒对表达的蛋白进行纯化"纯化后产

注%! 为 ]U?TS=@ W>UXSU&# f% 分别为 #1(13(4#(5%(!#& . 的

细胞裂解液

图 #"表达时间对重组蛋白表达量的影响
L=AMUS#";W]>8T?9Ŝ]USPP=?@ T=WS?@ T.SŜ]USPP=?@ NS[SN

?9US8?WY=@>@T8>]P=Q ]U?TS=@ ?9B;;)-

图 -"FSPTSU@ YN?T鉴定结果
L=AMUS-"/SPMNT?9FSPTSU@ YN?T

物进行 V:V2a0BG电泳"结果见图 1+ 由图 1 可见"
纯化后的重组蛋白在 %& X:>处有一明显条带+

注%! 为全细胞裂解液&# 为纯化的重组蛋白&

- 为穿流液&1 为 ]U?TS=@ W>UXSU

图 1"B;;)- 型诺如病毒重组衣壳蛋白纯化结果
L=AMUS1"aMU=9=8>T=?@ ?9US8?WY=@>@T?9B;;)- B)-)C2-+,8>]P=Q

#)%"B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋白免疫原性的鉴定
B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋白免疫原性鉴定结果

如表 ! 所示"GE;V0临界值大于 &)!3 即为阳性+ 选
择大于 &)!3 的最大稀释倍数作为小鼠的血清滴度+
结果显 示" - 只 小 鼠 的 血 清 抗 体 滴 度 分 别 为
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!m!&# 1&&(!m1&5 %&& 和 !m!# 3&&+

表 !"小鼠血清滴度表
R>YNS!"R=TTSU?9T.SW?MPSPSUMW

稀释比例
D:1’& @W

! 号小鼠 # 号小鼠 - 号小鼠
!m#&& -)#4! -)#!4 -)&’!
!m1&& -)#’% -)#5- #)435
!m3&& -)&3& -)#-- !)5&#
!m! %&& #)’3& -)!%& !)!%5
!m- #&& !)%4’ #)5#1 &)%44
!m% 1&& !)!!! #)’&# &)1&4
!m!# 3&& &)’5& !)%15 &)#’!
!m#’ %&& &)1-! !)&-& &)!%3
!m’! #&& &)#4# &)%#% &)!##
!m!&# 1&& &)#55 &)1!5 &)&51
!m#&1 3&& &)!11 &)#%& &)&31
!m1&5 %&& &)!-# &)#&5 &)&44
!m3!5 #&& &)!!& &)!%1 &)&4’
!m! %-3 1&& &)!&! &)!’3 &)&3#

-"讨论
K?j是世界范围内引起急性病毒性胃肠炎的

主要病原体 )!1* "由 K?j导致的感染性腹泻在全世
界范围内均有流行+ 在美国"K?j平均每年可以引
起 ! 5&& 万人 f# !&& 万人发病"导致 3&& 例死亡和
4! &&& 例住院 )!’* + 我国每年由 K?j引起的聚集性
腹泻暴发案例逐年攀升"#&!1 年仅北京市就发现
K?j聚集性疫情 -5 起"3&4 例病例"涉及 #- 所幼儿
园(!’ 所小学(! 所大学"严重危害消费者健康 )!%* +

本试验采用杆状病毒表达系统"该系统属于真
核表达系统"由于野生型 K?j衣壳蛋白基因的密码
子与杆状病毒表达系统真核细胞的密码子使用频
率不同"因此需要将野生型 K?j衣壳蛋白的部分密
码子进行替换"以期提高蛋白表达量"本试验根据
杆状病毒表达的基因偏好性"对 B;;)- 型 K?j衣壳
蛋白 GH7I 基因进行修饰并人工合成"修改后的基
因片段连接到 JR0表达载体上"转化到 Z0<
G99=8=S@8O! :J!&e>8RZ感受态细胞中"并获得了表
达杆粒+ 利用转染试剂盒将所得杆粒转染到 VL5 细
胞上"并进行传代"获得了表达 B;;)- 型 K?j重组衣
壳蛋白的杆状病毒+ 所获蛋白经 FSPTSU@YN?T鉴定"
在 %& X:>有明显条带"与预期结果相符合+ 本试验
中"由于缺乏针对抗 B;;)- 型 K?j的抗体"因此
FSPTSU@YN?T鉴定选用抗 J=P标签抗体"与 V:V2a0BG
电泳图进行比对后"重组蛋白大小符合预期设想+
将所获重组蛋白用 J=P标签蛋白 K=2KR0亲和柱进
行纯化"纯化后最终获得较高纯度的 B;;)- 型 K?j
重组衣壳蛋白+

B;;)- 型 K?j重组衣壳蛋白的纯化对后续制备
抗 B;;)- 型 K?j单克隆抗体和建立 GE;V0检测方

法至关重要+ 纯化过程中存在重组蛋白的流失"穿
流液中可能含有大量目的蛋白"这可能与上样量有
一定关系"在试验中"可将穿流液收集后再次上样"
以提高重组蛋白的纯化效率+ 将纯化后的重组蛋
白免疫小鼠"- 次免疫后"小鼠血清中可检测到针对
重组蛋白的高滴度抗体"说明重组蛋白具有良好的
免疫原性"可用于后续单克隆抗体和多克隆抗体的
制备"为获得抗 B;;)- 型 K?j单克隆抗体(制备用于
分离和富集食品中 B;;)- 型 K?j的免疫磁珠奠定良
好的基础+ 此外"本试验中所获得的 K?j样颗粒"
可作为包被抗原直接包被酶标板"用于检测人血清
中抗 B;;)- 型 K?j抗体"调查人群中 B;;)- 型 K?j
的感染情况"为 K?j流行病学调查提供数据支持+
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总局办公厅关于开展婴幼儿配方乳粉标签标识规范和监督检查工作的通知
食药监办食监一%#&!%&!%3 号

各省’自治区’直辖市食品药品监督管理局!新疆生产建设兵团食品药品监督管理局&
)中华人民共和国食品安全法*#以下简称)食品安全法*$’)乳品质量安全监督管理条例* )食品标识管理规定*等法律

法规及今年 !& 月 ! 日施行的)婴幼儿配方乳粉产品配方注册管理办法*均对婴幼儿配方乳粉标签标识使用作出明确规定"
近期!各地食品药品监管部门在食品安全日常监管中发现婴幼儿配方乳粉标签标识在产品名称’标示内容’含量和功能声称
等方面违反法律法规及不规范现象仍十分突出" 为进一步规范婴幼儿配方乳粉标签标识!为婴幼儿配方乳粉产品配方注册
工作奠定良好基础!更好地维护广大消费者的合法权益!总局决定近期开展婴幼儿配方乳粉标签标识规范和监督检查工作"
现就有关要求通知如下&

一’各地要按照)食品安全法*)乳品质量安全监督管理条例* )食品标识管理规定* )婴幼儿配方乳粉产品配方注册管理
办法*等法律法规和)食品安全国家标准 预包装食品标签通则*#Be44!3(#&!!$’)食品安全国家标准 预包装食品营养标签
通则*#Be#3&’&(#&!!$’)食品安全国家标准 预包装特殊膳食用食品标签*#Be!-1-#(#&!-$’)食品安全国家标准 婴儿配
方食品*#Be!&4%’(#&!&$’)食品安全国家标准 较大婴儿和幼儿配方食品*#Be!&4%4(#&!&$等食品安全国家标准!并参照
)婴幼儿配方乳粉产品配方注册管理办法*申请材料项目与要求对婴幼儿配方乳粉的标签标识开展规范和监督检查工作"

二’婴幼儿配方乳粉生产企业要对照法律法规及食品安全国家标准!对本企业的婴幼儿配方乳粉标签标识开展自查" 主要
检查以下几个方面!一是产品名称方面!婴幼儿配方乳粉的标签标识应真实’准确!不得利用字号大小或色差误导消费者%二是原
辅料来源方面!不得使用+进口奶源,+源自国外牧场,+生态牧场,等模糊信息%三是配料表和营养成分表方面!其标注方式应按
照 Be!-1-#(#&!- 及其他有关要求进行标示%四是标示内容方面!婴幼儿配方乳粉的标签标识应当标注食品生产许可证编号等
应当载明的事项%五是含量声称方面!对按照食品安全标准不应在产品配方中含有的物质!不得以+零添加, +不含有,等字样强
调%六是功能声称方面!不得明示或者暗示具有益智’增加抵抗力或者免疫力’保护肠道等功能性表述%七是标签中存在的夸大’
误导或未经证实的其他方面问题!以及标签上不得使用+人乳化, +母乳化,或近似术语表达"

三’婴幼儿配方乳粉经营者要建立进货查验记录制度!查验婴幼儿配方乳粉的标签标识!保证包装完好!并按照保证食品
安全的要求贮存" 销售的进口婴幼儿配方乳粉!应当有中文标签%有说明书的!还应当有中文说明书" 标签’说明书应当符合
我国有关法律法规的规定和食品安全国家标准的要求!并载明食品的原产地以及境内代理商的名称’地址’联系方式"

四’自本通知下发之日起 - 个月内!婴幼儿配方乳粉生产经营者要严格按照有关要求开展自查自纠!自查过程中发现生
产经营的婴幼儿配方乳粉标签标识明显不符合)食品安全法* )乳品质量安全监督管理条例* )食品标识管理规定*等法律法
规和食品安全国家标准规定的!要立即停止生产经营!做好相关记录!并及时向生产经营所在地食品药品监管部门报告%对于
婴幼儿配方乳粉标签标识不符合)婴幼儿配方乳粉产品配方注册管理办法*等有关规定和要求的!食品生产经营者应当提出
整改计划和方案" 婴幼儿配方乳粉生产经营者要在自查整改结束后 !’ 日内将相关情况向所在地食品药品监管部门报告" 向
中国出口婴幼儿配方乳粉的境外生产企业亦应遵照上述有关规定!通过在中国的销售代理商将自查整改情况报代理商所在
地食品药品监管部门"

五’各级食品药品监管部门要以婴幼儿配方乳粉生产企业’主要从事婴幼儿配方乳粉经营业务企业等为重点检查对象!
以生产婴幼儿配方乳粉的包装车间’成品仓库!经营婴幼儿配方乳粉的商场超市’批发市场’母婴店等为重点检查场所!对婴
幼儿配方乳粉标签标识进行监督检查" 重点检查婴幼儿配方乳粉标签标识的产品名称’标示内容’含量和功能声称等问题!
严厉打击虚假标注婴幼儿配方乳粉生产日期’保质期等欺诈行为!生产经营营养成分不符合食品安全国家标准及利用食品标
签标识分装’伪造冒用他人品牌生产销售婴幼儿配方乳粉等违法行为"

六’对于生产经营的婴幼儿配方乳粉标签标识不符合)食品安全法*)乳品质量安全监督管理条例* )食品标识管理规定*
等法律法规和食品安全国家标准规定的!由县级以上食品药品监管部门责令改正!拒不改正的!根据违法情况!作出行政处
罚%对于利用食品标签标识制假售假等严重违法行为!涉嫌犯罪的!移送司法机关追究刑事责任" 在检查过程中发现的不正
当竞争’虚假广告等问题!要移交相关主管部门查处" 中国乳制品工业协会要发挥行业协会作用!组织开展+清洁标签,行动!
加强有关婴幼儿配方乳粉标签标识的法律法规’食品安全国家标准及规范性文件的宣传贯彻培训!督促婴幼儿配方乳粉生产
经营企业对照法律法规’食品安全国家标准及规范性文件的要求开展自查整改"

七’各省级食品药品监管部门要制定严格周密的工作方案!确定工作要求’实施步骤’治理重点’检查措施!积极开展监督
检查工作" 要畅通举报投诉渠道!认真处理消费者的投诉’举报!督促生产企业改进标签标识!形成合理有效的社会监督机
制" 各级食品药品监管部门要主动公开查处的案件信息!及时通报工作中发现的风险信息和隐患问题!并及时向本级政府和
上级食品药品监管部门报送相关信息" 请各省级食品药品监管部门于 #&!4 年 % 月 -& 日前将监督检查工作情况报送总局食
监一司"

食品药品监管总局办公厅

二〇一六年十二月七日
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