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牛疱疹病毒 I型 gB 基因原核表达载体
的构建和高效表达
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　　 [摘　要 ]　用 PCR 法扩增了牛疱疹病毒É 型Bartha N uö67 株 gB 基因, 将其插入原核表达载体 pBAD ö

TO PO 中构建重组质粒 pBAD 2gB。将pBAD 2gB 质粒转化大肠杆菌 TO P10 后进行了诱导表达, 对表达产物进行了

纯化和抗原性检测, 并通过改变诱导剂L 2A rab ino se 的浓度和诱导时间对诱导表达条件进行了优化。结果表明, 重

组质粒 pBAD 2gB 构建成功, gB 蛋白获得了高效表达, 并以包涵体形式存在, 纯化后 gB 蛋白的纯度达 90% 以上,

gB 蛋白抗原性良好, 最佳诱导表达条件: L 2A rab ino se 终浓度为 0. 2 göL , 诱导时间为 5 h。
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Abstract: T he gB gene fragm en t of bovine herpesviru s21 Bartha N uö67 stra in w as amp lif ied by PCR

and in serted in to p rokaryo t ic exp ressing vecto r pBAD öTO PO. T he recom b ined p lasm ids w ere then tran s2
fo rm ed in to E. coli TO P10 fo r exp ression. T he exp ression w as op t im ized w ith p roper inducing condit ion s of

0. 2 göL L 2A rab ino se and 5 hou rs induct ion. T he SD S2PA GE assay show ed that the recom b ined p lasm ids

cou ld be exp ressed in inclu sion body at a h igh level w hen induced w ith L 2A rab ino se. T he pu rity of fu sion

p ro tein s w h ich w as pu rif ied by m agneh is p ro tein pu rif ica t ion system w as mo re than 90%. W estern2b lo t

show ed the good an t igen icity of the target p ro tein s.
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　　牛传染性鼻气管炎 ( Infect iou s bovine rh ino tra2
cheit is, IBR ) 又名牛疱疹病毒É 型 (Bovine her2
pesviru s21,BHV 21)感染症, 是一种急性、热性、接触

性传染病, 给全球牛、羊养殖业造成了巨大的经济损

失, 被世界动物卫生组织 (O IE) 列为B 类疾病, 属我

国进境动物和国际动物贸易重点检疫对象。本病主

要的临床特征是高热、呼吸困难、鼻炎、鼻窦炎和潜

伏感染, 可引起牛生长发育不良、产乳量和生殖力下

降、流产、死亡率和淘汰率增高, 而且急性 IBR 呼吸

道感染可继发牛致命性细菌性肺炎。本病在世界范

围内流行[1 ] , 除南美部分国家外, 世界各国均已分离

到该病毒, 在我国部分省市有蔓延趋势[2 ]。牛传染性
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鼻气管炎的病原为BHV 21, 是疱疹病毒科 Α2疱疹病

毒亚科成员, 系有囊膜双股DNA 病毒[3 ]。gB 蛋白是

IBR 的主要抗原蛋白[4 ] , 具有良好的免疫原性和反

应原性[526 ] , 能诱导产生高水平的体液和细胞免疫,

这为本病的诊断提供了重要的分子生物学及免疫学

依据。为了评价 gB 重组蛋白在牛传染性鼻气管炎

生物检测技术中的利用价值, 本试验构建了BHV 21

Bartha N uö67 株 gB 基因的高效原核表达载体, 并

将其在大肠杆菌中进行了高效表达, 对表达产物进

行了纯化和抗原性检测, 以期为建立 IBR 新的诊断

方法创造良好的物质条件。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　牛传染性鼻气管炎病毒Bartha N uö67 株、牛肾

传代细胞 (M adin darby bovine k idney,M DBK) 由天津出

入境检验检疫局王建华博士惠赠; 牛传染性鼻气管

炎阳性血清、阴性血清, 购自中国兽药监察所; T aq

酶、LA 酶均购自 T akara 公司; pBAD öT h io2TO PO

表达试剂盒 (含表达宿主菌 TO P10 及诱导剂

L 2A rab ino se ) 购于 Invit rogen 公司; DAB , BSA ,

T ris 碱、甘氨酸及HR P 标记的羊抗牛二抗, 购自天

津联星公司; M in icycle PCR 仪, 购自美国基因公

司; 凝胶成像系统购自美国B IO 2RAD 公司;M agne2
H isTM P ro tein Pu rif ica t ion System 试 剂 盒 购 于

P rom ega 公司。参照 GenBank 公布的牛疱疹病毒É
型Bartha N uö67 株核苷酸序列, 设计 1 对特异引物:

上游引物 P1: 5′2GT T CTC GCT GCT CTA CGC23′;

下游引物 P2: 5′2CCA CT T CT T GTC CA C CA G23′。

引物由大连 T akara 公司合成。

1. 2　BHV 21 Bartha N uö67 株 gB 基因的提取与扩

增

　　将Bartha N uö67 株接种于单层M DBK 细胞

上, 置 37 ℃温箱中培养 2～ 3 d, 待其产生典型细胞

病变 (Cytopath ic effect, CPE) 后提取病毒核酸。吸

取 1 ΛL 病毒核酸, 50 倍稀释后取 2 ΛL 进行 PCR 扩

增。PCR 反应体系为 50 ΛL : 病毒核酸 2 ΛL , 10

mmo löL dN T P 1. 5 ΛL , 2×GC BufferÉ 25 ΛL , 上、

下游引物各 2 ΛL , ddH 2O 16. 7 ΛL , LA 酶 0. 8 ΛL。

瞬时离心后进行 PCR 扩增。反应程序为: 94 ℃预变

性 3 m in; 94 ℃变性 30 s, 65 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸

45 s, 30 个循环; 最后 72 ℃延伸 10 m in。PCR 产物

用 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 3　TO P10 细胞的转化和鉴定

取 PCR 产物 2 ΛL , 盐溶液 1 ΛL , 加双蒸水至 5

ΛL , 然后再加 TO PO 载体 1 ΛL , 轻弹混匀试剂, 室

温下连接 5 m in 后置于冰上。将 2 ΛL 连接产物加到

一管 TO P10 感受态细胞中, 轻弹混匀, 冰浴 30

m in, 42 ℃热激 30 s 后迅速转移到冰上, 加 250 ΛL

SOC 培养基 (室温) , 37 ℃、200 röm in 摇菌培养 1

h, 吸取 200 ΛL 均匀涂布含氨苄 100 ΛgöL 的LB 平

板, 37 ℃温箱培养过夜。随机挑取 8 个菌落, 于 37

℃在含氨苄 (100 ΛgöL )LB 液体培养基中 100 röm in

震摇培养 12 h。取 1 ΛL 菌液作模板进行菌液 PCR

鉴定, 将阳性质粒命名为 pBAD 2gB。

1. 4　TO P10 的诱导表达及最佳诱导条件的确定

1. 4. 1　诱导表达　取含 pBAD 2gB 的 TO P10 细菌

6 管, 于 37 ℃摇床培养至OD 600值为 0. 4～ 0. 5 (细菌

密度约为 10×107 CFU ömL ) , 加入L 2A rab ino se (终

浓度为 0. 2 göL ) , 37 ℃诱导 4 h, 诱导产物用 120

göL 分离胶进行 SD S2PA GE 电泳分析, 筛选出能够

表达的阳性菌株。

1. 4. 2　最佳诱导条件的确定　 (1) 最佳诱导时间。

取其中 1 个表达阳性菌株用上述相同条件诱导, 分

别在 3, 4, 5 和 6 h 时取样进行 SD S2PA GE 电泳分

析, 确定最佳诱导时间。 (2)L 2A rab ino se 的最佳浓

度。在最佳诱导时间下分别以 0. 002, 0. 02, 0. 2 和 2

göL L 2A rab ino se 诱导表达, 确定其最佳浓度。

1. 5　BHV 21 gB 基因序列测定

将正向连接且能表达的 TO P10 工程菌送

T akara 公司测序, 所测序列与 GenBank 中Bartha

N uö67 株相应核酸序列进行比对, 以确定扩增片段

的可靠性。

1. 6　pBAD 2gB 融合蛋白的纯化

取最佳诱导条件下诱导表达的基因工程菌 200

mL , 4 ℃、5 000 röm in 离心 10 m in, 弃上清, 收集并

称湿菌体质量。向沉淀中加菌体裂解液 (3 mL ög)悬

浮菌体, 再加入溶菌酶 (终浓度为 100 ΛgömL ) , 混匀

后冰浴 10 m in, 然后超声裂解 12～ 20 次[7 ] (裂解次

数根据菌体浓度和体积确定, 每次超声 30 s, 间隔

30 s)。12 000 röm in 离心 30 s, 取上清和沉淀分别进

行 SD S2PA GE (120 göL 分离胶) 电泳分析。参考

M agneH isTM P ro tein Pu rif ica t ion System 蛋白纯化

试剂说明书并稍做改动 (用超声后的沉淀代替菌

液) , 纯化融合蛋白。

1. 7　pBAD 2gB 融合蛋白的W estern2b lo t 检测

取融合蛋白纯化产物, 用 120 göL 分离胶进行

SD S2PA GE 电泳, 70 V 电压转移 2 h, 用 50 göL 脱

脂乳于 4 ℃条件下封闭过夜, IBR 阳性血清按1∶200
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于 37 ℃振摇 2 h, HR P 标记的二抗按1∶300于 37

℃下振摇 1 h,DAB 显色至能看到清晰条带为止。

2　结果与分析
2. 1　BHV 21 gB 基因的扩增

　　取 PCR 产物进行 10 göL 琼脂糖电泳。结果显

示, 在 580 bp 处出现一条亮度很高的特异条带 (图

1) , 与预期长度一致。

2. 2　重组质粒 pBAD 2gB 的 PCR 鉴定

图 2 结果显示, 有 6 管菌液能扩增出特异性条

带, 阳性克隆率为 75%。

图 1　BHV 21 gB 基因 PCR 扩增产物的电泳图

1. 阴性对照; 2. gB PCR 产物; 3. DL 2000 M arker

F ig. 1　PCR p roducts of gB gene

1. N egative con tro l of PCR; 2. gB PCR; 3. DL 2000 M arker

图 2　pBAD 2gB 质粒的 PCR 鉴定

1～ 5, 7. 阴性克隆; 6, 8. 阴性克隆; 9. DL 2000 M arker

F ig. 2　 Iden tificat ion of pBAD 2gB w ith PCR

1- 5, 7. Po sit ive clone; 6, 8. N egative clone; 9. DL 2000 M arker

2. 3　融合蛋白的诱导表达

6 个阳性克隆经终浓度为 0. 2 göL 的L 2A rab i2
no se 诱导 4 h 后, 有 2 个在 35 ku 处有一条特异性

条带 (图 3) , 大小与预期结果相符, 正向插入率为

33%。0, 3, 4, 5 和 6 h 取样, SD S2PA GE 电泳结果显

示, 诱导 5 h 表达量最高 (图 4) , 表明最佳诱导时间

为 5 h。诱导 5 h, L 2A rab ino se 终浓度为 2 和 0. 2

göL 时的表达量比 0. 02 和 0. 002 göL 大 (图 5) , 考

虑成本因素, 诱导剂最佳浓度为 0. 2 göL。

图 3　阳性克隆 TO P10 诱导 4 h 表达产物的 SD S2PA GE 分析
1～ 6. 阳性克隆; 7. PCR 鉴定为阴性克隆;

8. 空载体对照; 9. L ow MW p ro tein M arker

F ig. 3　A nalysis of the TO P10 exp ressed

p roducts by SD S2PA GE
1- 6. Po sit ive clone of PCR; 7. N egative clone; 8. Con tro l of

bacteria w ith pBAD; 9. L ow MW p ro tein M arker

　

　

图 4　阳性克隆 TO P10 诱导不同时间表达
产物的 SD S2PA GE 分析

1. 空载体诱导 5 h; 2～ 6. 分别为阳性克隆诱导 0, 3, 4, 5, 6 h 的产物;

7. L ow MW p ro tein M arker

F ig. 4　SD S2PA GE analysis of the TO P10

exp ressed recom binan t p ro tein pBAD 2gB
1. Exp ression p roduct of TO P10 w ith pBAD induced 5 h w ith

L 2A rab ino se; 2- 6. Exp ression p roduct of TO P10 w ith pBAD 2gB in2

duced 0, 3, 4, 5, 6 h w ith L 2A rab ino se; 7. L ow MW p ro tein M arker
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图 5　不同浓度L 2A rab ino se 诱导 TO P10

表达产物的 SD S2PA GE 分析
1. 空载体诱导 4 h; 2～ 5. 分别为 0. 002, 0. 02, 0. 2 和 2 göL L 2A rab i2
no se 诱导 5 h 的产物; 6. L ow MW p ro tein M arker

F ig. 5　A nalysis of the exp ressed p roducts w ith

L 2A rab ino se of differen t concen tra t ions by SD S2PA GE
1. Exp ressed p roducts of TO P10 w ith pBAD induction fo r 4 h; 2- 5.

Exp ressed p roducts of TO P10 w ith pBAD 2gB induced fo r 5 h w ith

0. 2 göL L 2A rab ino se; 6. L ow MW p ro tein M arker

　

图 6　纯化 pBAD 2gB 融合蛋白的 SD S2PA GE 检测

1. pBAD 2gB 阳性菌裂解产物; 2. 第一次洗涤上清液; 3. 第三次

洗涤上清液; 4. 融合蛋白的洗脱上清; 5. L ow MW p ro tein M arker

F ig. 6　Purificat ion of pBAD 2gB fusion p ro teins

using the M agnellisTM

1. Bacterial cell lysate exp ressing pBAD 2gB ; 2. F irst w ash ing

supernatan t; 3. T h ird w ash ing supernatan t; 4. E lu ted supernatan t

pBAD 2gB fusion p ro teins; 5. L ow MW p ro tein M arker

2. 4　BHV 21 gB 基因测序结果

将测序结果用DNAM AN 软件与 GenBank 中

Bartha N uö67 株的核酸序列进行比对, 结果发现其

序列与Bartha N uö67 完全一致, 表明 gB 基因具有

高度的保守性。

2. 5　pBAD 2gB 融合蛋白的纯化

pBAD 2gB 融合蛋白纯化结果见图 6。图 6 表

明, 在 37 ℃条件下, 融合蛋白几乎均形成包涵体, 经

一步亲和层析纯化, 得到了高纯度的重组蛋白。

图 7　表达产物的免疫印迹分析
1. 空载体对照; 2. 融合表达产物; 3. L ow MW p ro tein M arker

F ig. 7　A nalysis of the exp ressed p roducts by W estern b lo tting
1. Exp ressed p roduct of TO P10 w ith pBAD; 2. Exp ressed p roducts

of TO P10 w ith pBAD 2gB ; 3. L ow MW p ro tein M arker

2. 6　pBAD 2gB 融合蛋白的抗原性

W estern2b lo t 检测结果显示, 在目标条带 35 ku

处出现一棕红色印迹, 而空载体对照没有 (图 7) , 表

明表达产物特异性良好。

3　讨　论

表达载体是实现外源基因表达的一个重要的因

素。本试验采用的pBAD öTO PO 是一个高效率的表

达系统, 一步法直接插入 T aq po lym erase 扩增的

PCR 产物到构建的表达载体只需要 5 m in, 在 PCR

程序后不需要连接酶, 就能直接进行转化, 并能进行

简单的纯化。因此, 从基因扩增到表达产物的纯化仅

需一周左右, 大大提高了工作的效率。根据 gB 蛋白

的特点 (主要抗原表位集中在胞外域[8 ]) 和分子生物

学软件分析的结果, 本研究选用BHV 21 gB 抗原区

的特定基因片段作为目的基因, 构建了重组原核表

达载体 pBAD 2gB , 并优化了表达条件。由于菌液

PCR 阳性菌株只能说明细菌中含有目的基因, 不能

说明 gB 基因插入位点是否正确, 而能够实现表达

的 PCR 阳性菌株才含有正确插入的 gB 基因片断。

因此, 本试验先对 PCR 阳性菌株进行诱导表达, 再

对能够表达的阳性菌株进行序列测定, 节省了测序

成本。

目前, 病毒中和试验和 EL ISA 是国际贸易双边

协定认可的 BHV 21 检测方法[9 ]。直接荧光抗体

法[10 ] , 免疫酶试验和放射免疫测定等方法[11 ]也可用

于BHV 抗原的检测, 这些方法的主要缺点是耗时

耗力且易受不确定因素影响。EL ISA 检测速度快,
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对实验要求不高, 不需要无菌操作, 可以自动化操

作, 检测灵敏, 结果可靠, 适于实验室血清学诊断、海

关检疫及大规模疫病普查。当前诊断 IBR 的 EL ISA

试剂盒是利用全病毒粒子作为包被抗原, 存在成本

高和生物安全性差的缺点。本试验中, 作者对编码

BHV 21 gB 蛋白主要抗原区域的核苷酸序列进行了

原核高效表达,W estern2b lo t 检测结果表明, 该重组

蛋白具有很好的反应原性和特异性, 有望替代全病

毒粒子作为检测抗原, 从而降低抗原生产成本, 解决

全病毒粒子作为包被抗原时散毒的潜在威胁。

由此可见, BHV 21 gB 基因片断在大肠杆菌中

的高效表达, 是获得重组 gB 抗原蛋白的有效途径。

本试验为进一步应用以BHV 21 主要抗原区基因表

达蛋白作为抗原, 建立 IBR EL ISA 检测方法的研究

奠定了基础。
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