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猪瘟病毒 E 2基因乳腺特异表达载体的构建
Ξ

顾　玲,王　强,郑月茂,安志兴,马利兵,张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所,陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　为进一步研究基因疫苗的免疫机制与免疫效果, 探讨外源基因在乳腺中的定位表达, 应用重组

PCR 方法,将猪瘟病毒 (CSFV ) E 2 基因与牛 Β2乳球蛋白 (BL G) 5′部分调控序列连接起来,并插入到真核表达载体

pEGFP2C1上,构建了含有CSFV E 2基因的乳腺特异表达载体。
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　　猪瘟是由猪瘟病毒引起的一种A 类传染病,对

养猪业危害严重。猪瘟病毒 (C lassica l sw ine fever

viru s, CSFV )属于黄病毒科瘟病毒属, 是一种含有

囊膜的正链RNA 病毒[1 ]。E 2 囊膜蛋白是CSFV 的

主要保护性抗原蛋白,含有高度保守的抗原决定簇,

为CSFV 吸附和进入敏感细胞所必需,在整个免疫

应答和致病过程中起着极其重要的作用[2 ]。许多研

究表明[3, 4 ] ,应用真核细胞表达系统表达的 E 2 蛋白

免疫动物,对强毒攻击有较好的保护作用。

乳腺生物反应器以其成本低、表达量高、表达产

物生物活性好而备受人们关注。高效乳腺定位表达

载体的构建是制备转基因动物乳腺生物反应器的基

础和关键。Β2乳球蛋白 (Β2lactoglobu lin , BL G)是反

刍动物乳汁中的主要乳清蛋白。W h itelaw 等[5 ]指

出,羊BL G 基因 5′侧翼序列长为 406 bp 时,即可启

动BL G 基因的特异表达,而牛BL G 基因与羊BL G

基因有 89%的同源性,其基因组织方式和剪切位点

与绵羊BL G 基因完全相同[6 ]。因此,一定长度的牛

BL G 基因 5′调控序列应该也可启动外源基因的特

异表达。

为了生产乳腺特异性表达的 E 2 蛋白,本试验在

已有研究的基础上, 应用重组 PCR 技术将牛BL G

5′部分调控序列与CSFV E 2 基因相连,再与真核表

达载体 pEGFP2C1 (增强型绿色荧光蛋白质粒)重

组,构建了含有CSFV E 2 基因的乳腺特异表达载体

(图 1) ,为进一步探讨利用乳腺生物反应器生产基

因疫苗奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　基因和载体　CSFV E 2 基因 (E 2 基因来自

中国猪瘟兔化弱毒C 株兔脾组织毒,编号为 E 221)

由本室保存; 1 449 bp 的牛BL G 5′调控序列 (含有

645 bp 的 5′侧翼序列及 804 bp 的第一外显子、第一

内含子,编号为BL G21)由本室硕士生石玉强提供;

克隆载体 pM D 182T 购自大连宝生物公司; 真核表

达载体 pEGFP2C1购自C lonetech 公司。

1. 1. 2　菌株及细胞系　E. coli DH 5Α由本室保存,

感受态细胞自制。

1. 1. 3　工具酶及主要试剂　各种限制性内切酶、

pfu T aq 酶、M arker 购自M B I公司; T 4 DNA 连接

酶购自 P rom ega 公司; Ex T aq酶、小牛肠碱性磷酸

酶 (Calf In test ine A lkaline Pho sphatase, C IA P )购

自大连 T akara 公司; DNA Gel Ex tract ion K it,

P lasm id M in ip rep s K it 购自上海生物工程公司; 其

余试剂均为进口或国产分析纯试剂。

1. 2　方　法

1. 2. 1　CSFV E 2 基因和BL G 5′部分调控序列的扩

增　根据CSFV E221基因序列、牛BL G21序列和载

体 pEGFP2C1 的物理图谱, 分别设计 2 对引物

EF1, ER 1和BF1,BR 1。利用引物EF1和ER 1,可扩

增出 E 2 基因不含信号肽和跨膜区序列约 1 017 bp

的片段。利用引物BF1和BR 1,可扩增出BL G21从

5′端到信号肽约 737 bp 的片段。引物的序列及酶切
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位点如下,有下划线者为基因组中的序列。

BF1: 5′A T TAA TCCCA CGT GCCT GCA CGG3′;
A seÉ

BR 1: 5′T GTAA TCT TCCT T GCA GGCTA GCCGGGCCT GGGCGCCA CAA GT 3′;
EF1: 5′A CT T GT GGCGCCCA GGCCCGGCTA GCCT GCAA GGAA GA T TA CA 3′;
ER 1: 5′A T TAA T T TA GAA GTAA TCCGA GT GGCGGTCA GTC3′。

A seÉ

图 1　猪瘟病毒 E 2 基因乳腺特异表达载体构建示意图

F ig. 1　Construction of m amm ary2specific exp ressed vecto r con tain ing CSFV E 2 gene

　　引物合成由上海生物工程公司完成,合成的引

物以灭菌的 ddH 2O 稀释至使用浓度 10 Λmo löL ,

- 20 ℃保存备用。

分别以 E 221和BL G21为模板,以 EF1, ER 1和

BF1, BR 1 为引物,用 pfu T aq 酶进行 PCR ,循环参

数均为 94 ℃ 30 s, 59 ℃ 50 s, 72 ℃ 1 m in, 30个循
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环后, 72 ℃延伸 10 m in, 用 0. 8%琼脂糖凝胶电泳

鉴定 PCR 产物,并按 PCR 产物回收试剂盒说明进

行回收纯化。所得产物分别编号为 E 222,BL G22。

1. 2. 2　BL G 5′部分调控序列与CSFV E 2 基因的重

组 PCR 连接　以 E 222,BL G22为模板,以BF1,BR 1

为引物,用 Ex T aq酶进行重组 PCR ,循环参数为 94

℃ 30 s, 59 ℃ 50 s, 72 ℃ 1 m in, 30个循环后, 72 ℃

延伸 10 m in,用 0. 8%琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产

物,并回收纯化。所得片段命名为BE。

1. 2. 3　BE 片段的克隆及序列测定　参照文献[ 7 ],

将BE 片段克隆到 pM D 182T 载体 T 位点, 连接产

物全量转化至感受态 E. coli DH 5Α, 蓝白斑筛选疑

似菌落提取质粒酶切鉴定。阳性菌落穿刺培养,交由

上海华大生物公司测序,并命名为pM BE。

1. 2. 4　BE 片段与 pEGFP2C1 载体的连接　由于

pM D 182T 载体上有 3 个 A se É 酶切位点, 因此

pM BE 质粒经H ind Ë , X baÉ 双酶切和A seÉ 单酶
切后,才能将BE 片段从 pM BE 质粒上卸下,编号为

ABE。pEGFP2C1 质粒上有A seÉ 单酶切位点, 经

A seÉ 单酶切、5′端去磷酸化处理后,用 T 4 DNA 连

接酶, 按 1∶4 体积比与ABE 片段混合, 室温 (22

℃)连接 3 h,转化至感受态 E. coli DH 5Α,提取质粒

并酶切鉴定。阳性质粒命名为 pEBE。

2　结果与分析

2. 1　BL G 5′部分调控序列与 CSFV E 2 基因的扩

增、连接及序列测定

利用设计的引物和已有的片段,分别扩增BL G

5′部分调控序列和 CSFV E 2 基因, 再经重组 PCR

方法将二者连接为BE 片段, 取 5 ΛL PCR 产物电

泳,发现与预期的产物大小一致,结果见图 2。BE 片

段测序后,用BLA ST 软件进行同源性分析,结果表

明,所扩增出的BL G22 和 E 222 与 Genbank 中已有

序列同源性均大于 98% ,推测这可能是由于 T aq聚

合酶缺乏校正功能所致。这说明CSFV E 2 基因被正

确连接到BL G 5′调控序列下游。

2. 2　CSFV E 2 基因真核表达质粒的构建

质粒 pM BE, pEGFP2C1 经酶切修饰后, 用 T 4

DNA 连接酶连接, 并转化感受态 E. coli DH 5Α, 提

取质粒酶切鉴定,结果见图 3。由图 3可以看出,用

A seÉ 酶切重组质粒, 得到了要求的约 1 800 bp 的

条带和 1条约 4. 7 kb 的载体条带。用M luÉ单酶切
后得到了 1条约 6. 4 kb 的条带。说明pEBE 重组质

粒含有设计要求的 E 2 基因,即成功构建了含有猪瘟

病毒 E 2 基因的载体质粒。

3　讨　论

本研究通过 PCR 技术扩增出了牛BL G 5′部分

调控序列与CSFV E 2 基因,并将其进行酶切、连接

等修饰,成功构建了含CSFV E 2 基因的真核表达质

粒 pEBE,为验证表达载体构建的合理性和外源基

因的表达效率奠定了基础。

本研究扩增的 E 2 基因 5′端接有BL G 调控成分

的信号肽序列, 3′端没有编码跨膜区的序列。有研究

表明[3 ] ,无信号肽的质粒不能诱导CSFV 特异性的

免疫应答,同时缺乏信号肽的 E 2 糖蛋白不能成熟,

进而影响其抗原性;无跨膜区序列 E 2 基因的质粒与

有跨膜区序列的相比,能够诱导小鼠产生更高水平

的CSFV 特异性抗体。另外,由于 E 2 基因没有终止

密码子,须在设计引物时加入,因此利用该载体应该
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可以产生分泌型的 E2 蛋白。

本研究所选用的启动子是牛 Β2乳球蛋白基因
5′部分调控序列,该序列除含有完整的 645 bp 5′侧

翼序列外, 还含有包含信号肽编码区在内的 92 bp

的第一外显子序列。该启动子含有 TA TA 盒、GC

盒、N F1 结合位点等多个特异结合位点, 是指导外

源基因在乳腺细胞中表达的较为理想的调控元

件[8 ]。本研究所用 Β2乳球蛋白启动子含有第一外显
子部分序列,但其起始密码子A T G 事先已经突变

修饰为AA G,因此不会出现融合蛋白。目前,应用绵

羊或山羊BL G 基因 5′调控序列作为表达载体的启

动子获得转基因动物的报道较多,选用牛BL G 基因

5′调控序列构建表达载体的相对较少,而获得转基

因牛比转基因羊具有更大的经济价值。

猪瘟病毒是猪的自然性传染病,严重危害着我

国的养猪业。许多研究证明, E 2 基因是猪瘟病毒的

主要保护性抗原基因。国内外许多研究人员针对该

基因进行了基因疫苗及其诱导细胞免疫和体液免疫

方面的研究。但主要采用的是一些普通质粒载体,这

类质粒表达效率低、免疫用量大、成本相对较高。本

研究针对基因疫苗导入真核细胞效率不高的缺点,

首次将猪瘟病毒 E 2 基因与牛 Β2乳球蛋白 5′调控序

列进行重组连接,并插入到 pEGFP2C1 载体上。由

于该载体除具有可在哺乳动物细胞中高效表达的

CM V 强启动子、便于筛选的 Kanöneo 基因外,还含

有经过改造的荧光强度提高了 35倍的 EGFP [9 ] ,因

此更适合在哺乳动物细胞中表达和检测。

应用重组DNA 技术成功地将 CSFV E 2 基因

克隆到乳腺特异表达载体中,为下一步进行CSFV

E 2 基因的体外表达和基因疫苗的免疫研究,以及乳

腺生物反应器的研究奠定了基础。
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Con struct ion of m amm ary2specif ic exp ression p lasm id

con ta in ing CSFV E 2 gene

GU L ing,W ANG Qiang, ZHENG Y ue-mao, AN Zh i-x ing,M A L i-bing, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m amm ary2specif ic exp ression vecto r of pEBE w as con structed w ith pEGFP2C1 and BE

fragm en t. T he BE fragm en t w as gained w ith bovine beta2lactoglobu lin (BL G) 5′regu la t ion region and the

E 2 gene of classica l sw ine fever viru s (CSFV ) by the m ethod of recom b inen t PCR. T he resu lts show s that

w e cou ld successfu lly get a DNA vaccine of CSFV E 2 gene that can be exp ressed in m amm ary gland cell in

o rder to study the effect of DNA vaccine and m amm ary b io reacto r.

Key words: classica l sw ine fever viru s; E 2 gene; bovine Β2lactoglobu lin (BL G) ; exp ression vecto r
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