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　　[摘　要 ]　针对水疱性口炎病毒 (V SV )N 基因设计特异性引物, 在引物中分别加入 E coR É 和 X hoÉ 酶切位

点。R T 2PCR 扩增后得到目的基因, 将其克隆到表达载体 pET 30c, 连接产物转化于DH 5Α菌株, 在含 Kan+ 的平板

上 37 ℃培养 24 h, 然后挑取白色菌落, 鉴定为阳性者, 转化于BL 21 菌株, 再经异丙基硫代2Β2D 2半乳糖苷 ( IPT G)诱

导获得高效表达。表达融合蛋白分子质量为 53 ku (目的蛋白大约 47 ku) , 同预期蛋白大小相近。W estern b lo t 检测

表明, 其能与本病毒阳性血清发生特异性反应, 表达蛋白有望成为有价值的V SV 诊断抗原。
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　　水疱性口炎病毒 (V esicu lar stom at it is viru s,

V SV ) 是弹状病毒科、水疱病毒属成员, 可引起多种

哺乳动物的一种急性、高度接触性传染病[1 ] , 以舌、

唇、口腔黏膜、乳头和蹄冠等处上皮发生水疱为主要

特征[1, 2 ]。V SV 为不分节段的单股负链RNA 病毒,

从 3′到 5′端依次排列着N , P,M , G 和L 5 个不重叠

的基因, 分别编码N , P, M , G 和 L 5 种不同的蛋

白[2 ]。其中, N 蛋白在本病的鉴别诊断上有重要意

义[3 ]。N 蛋白为核衣壳蛋白, 其基因的核苷酸序列比

较保守[4 ] , 有良好的抗原性, 可激发机体产生非中和

抗体[3, 5 ] ,N 蛋白基因还在病毒的复制转录调节中发

挥着重要的作用[3 ]。用N 蛋白抗原不但可以避免使

用高效价活毒可能产生的危险, 而且还可以作为感

染毒与用重组 G 蛋白疫苗免疫的鉴别诊断[6 ]。

国外已有表达N 蛋白的相关研究报道。早在

1983 年, Sp rague 等[7 ]就尝试给N 基因加入 SV 40

后启动子在 CO S 细胞中表达, 但此法表达效率较

低。Jones 等[8 ]1986 年报道,N 蛋白重组疫苗对人及

小鼠表现较高抗原性, 但表达效率仍很低。

Shabb ir 等[9 ]建立了在昆虫 SF9 细胞及幼虫中高效

表达N 蛋白 (N J 型) , 在多角启动子控制下, 非融合

N 蛋白表达率 (60% ) 较融合性N 蛋白 (41% ) 要高,

非融合N 蛋白表达在幼虫中高达 68%。Katz 等[10 ]

报道了用杆状病毒构建载体, 将N 蛋白 ( IN 21 型)高

效表达在昆虫细胞中。

由于N 蛋白缺乏糖基化位点, 故重组后可在原

核细胞中大量表达, 并维持抗原的完整性。由于

V SV 在国内很少研究, 如果能够建立起一种在原核

细胞中高效表达N 蛋白的成熟路线方法, 不但可为

V SV 重组抗原的研究提供进一步的资料, 还能填补

国内有关本病毒的研究空白, 有着很重要的意义。本

研究旨在建立一种在原核中高效表达N 蛋白的试

验方法, 为进一步建立以重组蛋白为检测抗原的水

疱性口炎的诊断方法奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　病毒、菌株和质粒

　　V SV RNA ( Indiana 型) 由加拿大温哥华病毒

研究中心宫云浩博士提供, 大肠杆菌DH 5Α、BL 21

(D E3) 菌种和载体 pET 30c 由质检中心病毒室提

供。

1. 2　酶与试剂

反转录酶 (MM LV )及反转录试剂, T aqDNA 聚

合酶, PCR 试剂, 各种限制性内切酶, T 4DNA 连接

酶和M ark DL 2000, 均购自大连宝生物工程公司,

DNA 回收试剂盒, pGEM 2T V ecto r 试剂盒和标准
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蛋白M ark 为 P rom ega 公司产品; H ybond2N 膜为

Am ersham 公司产品; V SV 阳性血清 (牛) 购自美国

国家兽医实验室; 羊抗牛 IgG2HR P 酶标二抗购自

Bethyl 公司。

1. 3　引物的设计与合成

参考标准序列, 应用DNA star 软件, 选择保守

性较好的两端区域, 设计的引物既包含整个N 基

因, 又加入了N 基因中没有而载体中含有的E coR É
和X hoÉ 双酶切位点。引物由上海博亚有限公司合

成, 引物序列如下:

V SVN F42 GAAA CTTTAA CA GGAA TTCAAA TGTC (E coR É )

V SVN R 1351 GTGA TCTGA GAA TTCTCGA GTCA T (X hoÉ )

1. 4　N 基因的获得

采用 R T 2PCR 法获得目的基因。反转录体系

(20 ΛL ) 为: RNA 液 (RNA 溶于 10 ΛL 三蒸水) 10

ΛL , 5×Buffer 4 ΛL , dN T P (25 mmo löΛL ) 3 ΛL , 引

物 1 ΛL , RNA sin 1 ΛL ,MM LV ase 1 ΛL。混匀后 37

℃水浴 1 h 即得 cDNA。在反转录完成后, 100 ℃水

煮 1～ 2 m in 终止反应。PCR 扩增体系 (30 ΛL ) 为:

10×buffer 3 ΛL , dN T P 3 ΛL ,M gC l2 (25 mmo löL )

2 ΛL , 引物 1 ΛL , cDNA 模板 1 ΛL , T aq 酶 0. 5 ΛL ,

灭菌三蒸水 19. 5 ΛL。PCR 程序: 95 ℃变性 3 m in;

95 ℃变性 40 s, 50 ℃退火 40 s, 72 ℃延伸 1 m in, 共

35 个循环; 72 ℃延伸 10 m in。

1. 5　重组表达质粒的构建

通过 PCR 法在N 基因两端分别加入E coR É 和

X hoÉ 酶切位点, 纯化后与 pGEM 2T 载体相连, 转

化DH 5Α, 小量制备质粒。用 E coR É 和 X hoÉ 双酶

切阳性质粒, 纯化回收目的片段, 与经 E coR É 和

X hoÉ 双酶切的 pET 30c 载体连接, 构建重组表达

载体。

1. 6　感受态细胞的转化和阳性克隆的筛选

感受态细胞的制作参见文献[ 11 ]。先将重组表

达载体转化到DH 5Α感受态细胞中, 再将转化产物

涂布于含 Kan+ 的LB 琼脂平板上, 过夜培养后, 筛

选阳性表达质粒。阳性表达质粒再被转化于BL 21

感受态细胞中, 涂板, 提质粒, 再经 PCR、酶切和测

序鉴定后, 命名为 pETV SV 2N。

1. 7　重组质粒在大肠杆菌中的表达及产物的鉴定

挑取含 pETV SV 2N 的单个转化菌落, 接种于 3

mL 含 50 ΛgömL Kan+ 的 LB 培养基中过夜培养

后, 按 1∶100 比例接种于 50 mL 2×YT 培养基中,

于 30 ℃继续培养 3 h, 加入 IPT G 至终浓度为

1 mmo löL 继续培养, 每隔 2 h 收菌 1 次。同时诱导

含空载体 pET 30c 的受体菌。

1. 8　SD S2PA GE 电泳

取收取的菌液 1 mL , 8 000～ 12 000 röm in 离心

2～ 5 m in 后弃上清液, 用 PBS 液洗 1 次, 将沉淀重

悬于 1×SD S2PA GE 上样缓冲液中, 水煮 5～ 10

m in, 12 000 röm in 离心 5 m in, 取上清液作为加样样

品。积层胶浓度为 5% , 分离胶浓度为 12% , 每个加

样孔上样 15 ΛL , 120 V 电压, 电泳结束后考马斯亮

蓝R 250 染色, 脱色后分析。

1. 9　W estern b lo t 分析

样品的处理及电泳方法参照 1. 8 所述。将样品

在同一块凝胶上重复点样, 一半用于转膜, 另一半用

来染色。将预先在电转缓冲液中浸泡润湿的滤纸、海

绵、N C 膜按 1 层海绵, 3 层滤纸、凝胶、N C 膜, 3 层

滤纸, 1 层海绵的顺序依次放入塑料夹中后, 含N C

膜的一端面向阳极, 100 mA 转移 3 h。转移结束后,

取出N C 膜, 一半用 10 göL 氨基黑染色以观察转移

效果, 另一半用 30 göL BSA 室温封闭 1 h 或过夜,

用 TBST ( 20 mmo löL , pH 7. 5 T ris2HC l, 500

mmo löL N aC l, 0. 05% Tw een220) 洗涤 3 次, 加入

V SV 阳性血清 (1∶1 000稀释)于室温结合 2 h 后用

TBST 冲洗 3 次, 然后加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗牛 IgG (1∶5 000稀释) , 室温结合 2 h, 用TBST

洗涤 3 次后, 加底物显色。

2　结果与分析

2. 1　质粒 pETV SV 2N 的 PCR 及酶切结果

　　质粒 pETV SV 2N 的 PCR 及酶切结果见图 1。

图 1　质粒 pETV SV 2N 的 PCR 及酶切结果

M. 标准分子质量; 1. PCR 结果; 2. 酶切结果

F ig. 1　PCR and restrict ion analysis of

recom binan t p lasm id pETV SV 2N
M. M ark DL 2000; 1. PCR iden tification of

pETV SV 2N ; 2. Restriction analysis of pETV SV 2N
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由图 1 可以看出, 用表达引物经 PCR 可扩增出

1 300 bp 的目的基因, 酶切结果与 PCR 结果相一

致。测序结果表明V SV N 基因的插入位置、大小和

读码框均正确, 表明N 基因已正确克隆到载体中。

2. 2　SD S2PA GE 检测结果

SD S2PA GE 检测结果见图 2。由图 2 可见, 在约

53 ku 位置出现了额外条带, 与预测的表达重组融

合蛋白大小相一致。pETV SV 2N 在 30 ℃与 37 ℃均

可被诱导表达, 表达量的多少无明显差别, 而且在

IPT G 诱导 10 h 时仍可表达。在优化表达条件的试

验中, 当 IPT G 的量分别为 1～ 5 mmo löL 时, 其诱

导表达量间仍无明显差别。可见, 构建的含V SV N

基因的重组表达质粒转化BL 21, 经诱导后能表达N

蛋白。

图 2　表达蛋白的 SD S2PA GE 结果

M. 蛋白分子质量标准; 1, 2. pET 30c 空白质粒对照

( IPT G 诱导后 2, 4 h) ; 3～ 5. 37 ℃时 pETV SV 2N
诱导表达产物 ( IPT G 诱导后 2, 4, 6 h) ;

6～ 10. 30 ℃时 pETV SV 2N 诱导表达产物

( IPT G 诱导后 2, 4, 6, 8, 10 h)

F ig. 2　SD S2PA GE detection of p ro tein

exp ressed in E. coli

M. P ro tein M ark; 1, 2. pET 30c transfo rm ed BL 21 (D E3)

(A fter being induced w ith IPT G 2, 4 h) ;

3- 5. pETV SV 2N transfo rm ed BL 21 (D E3)

(A fter being induced w ith IPT G 2, 4, 6 h at 37 ℃) ;

6- 10. pETV SV 2N transfo rm ed BL 21 (D E3)

(A fter being induced w ith IPT G 2, 4, 6, 8, 10 h at 30 ℃)

2. 3　W estern b lo t 检测结果

W estern b lo t 检测结果见图 3。在约 53 ku 位

置, 诱导后的菌体蛋白中有明显的特异性条带。表达

的蛋白有抗原特性, 能够与V SV 阳性血清发生特

异性反应。曾用 6×H is 酶标进行抗体试验, 结果与

本试验结果一致, 而空白对照无此条带。

图 3　表达蛋白 SD S2PA GE (左)和

W estern b lo t (右)检测

1. M ark; 2. pETV SV 2N 诱导表达产物

(30 ℃时 IPT G 诱导 6 h) ; 3. W estern b lo t 结果

F ig. 3　SD S2PA GE (left) and W estern b lo t (righ t)

detection of p ro tein exp ressed in E. coli

1. M ark; 2. pETV SV 2N transfo rm ed BL 21 (D E3)

(A fter being induced w ith IPT G 6 h at 30 ℃) ;

3. Resu lt of W estern b lo t

3　讨　论

由于N 蛋白在V SV 引起的传染病的诊断上具

有重要意义[11 ] , 因此自 20 世纪 80 年代就引起了学

者们的广泛重视, 人们至今仍在设法提高其表达含

量。近年来, 随着各种新型原核表达系统的出现, 为

高效表达和纯化N 蛋白提供了崭新的途径。PET 融

合表达系统采用迄今为止最强的 T 7 lac 原核启动

子, 能高效表达外源蛋白, 且 PET 系统的融合伴随

蛋白较短, 对外源基因的活性影响较小。本试验采用

的 Pet30c 属于硫氧还蛋白融合型表达载体。硫氧还

蛋白是一种高效的融合蛋白配偶体, 它可使目的蛋

白的稳定性加强, 同时可有效防止包涵体的形成。同

时, 表达产物含有 6 个组氨酸残基, 可用带有组氨酸

抗体的亲和层析柱结合, 从而方便纯化表达产物。大

肠杆菌表达系统具有产量高、生长速度快、操作容

易、成本低等[11, 12 ]优点, 使得N 基因能够得到很好

表达。

作者尝试了不同温度 (27～ 37 ℃)及不同 IPT G

浓度 (0. 5～ 5. 0 mmo löL ) 下N 蛋白的表达情况, 发

现蛋白表达量变化不大, 可见温度及 IPT G 浓度对

之影响不大。为了尽可能减少包涵体的形成, 诱导温

度应控制在 30 ℃以下。由图 2 可知, 所表达的目的

蛋白为 53 ku, 其中融合蛋白约 6 ku,N 蛋白约为 47

ku, 与预期大小一致。W estern b lo t 结果表明,N 蛋
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白有抗原特性, 可与V SV 阳性血清发生反应。本研

究获得在大肠杆菌中成功表达的V SV N 蛋白, 该

蛋白表达量较高, 且表达产物含有 6 个组氨酸残基,

产物极易纯化, 为下一步开发以重组蛋白作为检测

抗原的V SV 诊断方法奠定了基础。

虽然表达取得初步成功, 但如何进一步提高表

达蛋白含量、解决蛋白的进一步纯化技术, 或尝试其

他表达系统 (如: 杆状病毒、酵母)以比较各系统间的

优劣性, 以及建立以表达蛋白为检测抗原的诊断方

法等, 均有待于进一步研究。
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Con struct ion and exp ression of vesicu la r stom at it is viru s

N gene in p rokaryo t ic vecto r

ZHENG Zeng-ren 1, 2,W ANG Ha i-x ia1, GONG Zhen -hua2, ZHANG Yan -m ing1,L IW e i2,L IU Jun -hui2
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Abstract: T he N gene of V SV w as amp lif ied by R T 2PCR. A fter the amp lif ied fragm en t w as cloned in to

the exp ression vecto r pET 30c, the in sert po sit ion, the size and the reading fram e of the in sert ion w ere iden2
t if ied by PCR , rest rict ion digest ion and sequence analysis of the recom b inan t p lasm ids. SD S2PA GE and

W estern b lo t show ed the recom b inan t p lasm ids induced by IPT G cou ld exp ress the N gene of V SV , the ex2
p ression p ro tein cou ld be recogn ized by the po sit ive serum of V SV. T he recom b inan t N p ro tein is po ten t ia l2
ly valuab le an t igen fo r sero logica l test and imm unop roph lax is of V SV.

Key words: vesicu lar stom at it is viru s; N gene; p rokaryo t ic exp ression vecto r
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