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兔出血症病毒 YL株衣壳蛋白 V P60基因
在原核系统中的高效表达

3
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[摘　要 ]　为了在原核系统中高效表达兔出血症病毒 ( R HDV)衣壳蛋白 V P60 ,应用 RT2PCR方法从兔出血症

病毒 (R HDV)西北分离株 YL 中克隆出了衣壳蛋白 V P60基因并测序 ,结果显示 , YL 株 V P60基因全长 1 740 bp , GC

含量为 55. 3 % ,已在 GenBank中注册 (登录号为 DQ530363) ,V P60基因与中国 R HDV最早期分离株 WX84的 V P60

基因核苷酸序列同源性为 93. 0 % ,氨基酸序列同源性为 95. 8 %。构建成功 YL 株 V P60基因原核表达载体 V P602
p ET32a ,转化到大肠杆菌表达菌株 BL21 (DE3)中。1 mmol/ L IP T G诱导表达 ,SDS2PA GE检测结果显示 ,V P60融合

蛋白分子质量约为 75 ku ,其表达量占总菌体蛋白的 39. 8 %。Western blot 检测结果表明 ,V P60 融合蛋白可以和

R HDV抗血清发生特异反应。本研究结果显示 ,兔出血症病毒在干旱半干旱条件下的遗传变异和免疫学特征无较大

变化。
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Abstract : The aim of t his paper was to st udy the high expression of rabbit hemorrhagic disease virus

( R HDV) cap sid p rotein V P60 in E. col i. The cap sid p rotein V P60 gene of R HDV YL St rain was cloned by

employing the met hod R T2PCR and t hen sequenced. YL St rain was t he first R HDV st rain being sequenced

in t he nort hwest of China. The result showed that t he nucleotide sequence of V P60 gene was 1 740 bp . The

sequence had been submit ted to GenBank (t he accession number is DQ530363) . Compared with the earliest

Chinese R HDV isolated WX84 ,the homology of V P60 gene was 93. 0 % in nucleotide sequence and 95. 8 %

in amino acid sequence and t he proportion of GC was 55. 3 %. The prokaryote expression plasmid V P602
p ET32a of V P60 gene was successf ully const ructed , and t hen inserted into the expression E. col i st rain

BL21 (DE3) . The target p rotein was highly expressed under the induction wit h 1 mmol/ L IP T G. SDS2
PA GE analysis showed t hat t he molecular weight of t he recombinant V P60 protein was about 75 ku. The

proportion of t he recombinant V P60 protein reached 39. 8 % of t he total bacterial p roteins. Western blot a2
nalysis demonst rated t hat t he recombinant V P60 had a specific reaction with antiserum of R HDV.
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pression ;Western blot

　　兔出血症 ( Rabbit Hemorrhagic Disease ,R HD)

是由兔出血症病毒 ( Rabbit Hemorrhagic Disease

virus ,R HDV)所致的一种急性、高度传染性、高度

致死性疾病 ,它以全身实质器官水肿、淤血及出血性

变化为主要特征 ,其发病率和致死率都很高 ,是兔的

一种毁灭性传染病。该病于 1984 年春在中国江苏

无锡、江阴等县市首先暴发[1 ] ,其后世界各养兔地区

都相继发生 ,给养兔业造成了巨大的经济损失。

R HDV属于嵌杯样病毒科兔病毒属 ,为单链正

义 RNA 病毒 ,其基因组由 7 437 个核苷酸组成 ,拥

有两个开放阅读框 (ORF) [ 2 ] ,分别编码多个蛋白 ,如

2C解旋酶、3C样蛋白酶、3D 样聚合酶和衣壳蛋白

(Cap sid Protein) ,其中衣壳蛋白是 R HDV 的主要

结构蛋白 ,称为 V P60 ;2. 4 kb的亚基因组 RNA 也

编码衣壳蛋白 V P60。一方面 ,V P60与诱导抗病毒

感染的免疫反应直接相关[223 ] ,是病毒免疫保护性抗

原 ;另一方面 ,由于 R HDV只有一个血清型[ 4 ] ,注射

疫苗是预防 R HD的最有效方法 ,但由于 R HDV 迄

今未能稳定地适应于任何细胞培养 ,现行组织灭活

疫苗只能用感染 R HDV致死的兔肝脾组织制备 ,存

在着诸多弊端 ,如抗原制备麻烦 ,纯化过程繁琐 ,且

抗原特质难免会发生一些变化。而用 V P60 制备

R HD亚单位疫苗是疫苗生产的一个新途径。近年

来 ,国内外学者在 R HDV的分子生物学方面进行了

大量的探索性工作[529 ] ,已经成功地在不同的表达系

统中表达了 R HDV V P60重组蛋白。

中国西北地区一直未见 R HDV 西北分离株分

子生物学特征的报道 ,这是 R HDV分子流行病学的

一个空白。本研究报道了 R HDV 西北分离株 YL

的 V P60 基因全序列 ,在此基础上 ,用原核系统对

V P60基因进行了高效表达 ,并研究了重组 V P60的

免疫原性 ,以期为兔出血症病毒亚单位疫苗的研制

提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　病毒、质粒、菌株及抗血清　兔出血症病毒

YL 分离株是近年从陕西省户县某养兔场分离获

得 ,经鉴定为 R HDV 病毒 ,由西北农林科技大学动

物科技学院预防兽医学研究室保存 ;克隆载体为

p GEM2Teasy ,购自 Promega 公司 ;表达载体为

p ET32a ,购自 Novagen公司 ;克隆菌株为大肠杆菌

( Escherichi a col i ) D H5α、表达菌株为大肠杆菌

( Escherichi a col i) BL21 (DE3) ,均由西北农林科技

大学生命科学学院生物化学与分子生物学研究室保

存 ;R HDV高免抗血清 ,由中国农业科学院哈尔滨

兽医研究所提供。

1. 1. 2　试　剂　Trizol试剂为 Invit rogen产品 ;M2
ML V、RNA 酶抑制剂 Rnasin、限制性内切酶 ,均购

自 Promega公司 ;DNA聚合酶 Ex T aq购自 Takara

公司 ; PVDF膜购于 Amersham公司 ;山羊抗兔 Ig G

酶标二抗为华美生物技术公司产品 ; HRP2DAB (辣

根过氧化物酶 DAB 底物)显色试剂盒购自 TIAN2
GEN生物技术公司。

1. 2　YL 株病毒 RNA的提取

取 R HDV 感染的病死兔肝脏 ,加 5 倍体积的

PBS ,再加少许液氮研磨至匀浆状 , - 40 ℃冻融 3

次 ,在 0 ℃、3 000 g离心 20 min ,取上清液加 1倍体

积的氯仿处理 15 min ,在 0 ℃、3 000 g离心 20 min ,

取上清液在 10 000 g离心 2 h ,上清液即为病毒粗

提液。RNA 提取按照 Invit rogen 公司的 Trizol 试

剂说明书进行 ,所得 RNA 融于 D EPC (焦炭酸二乙

酯)处理水中。

1. 3　YL 株 V P60基因的扩增、克隆和测序

1. 3. 1　引物设计　根据 GenBank上已发表的序列

以及构建原核表达质粒的需要 (正确的阅读框、限制

性酶切位点) ,设计了 V P60基因的上游引物 F和下

游引物 R。

F : 5′2CC A T G GA G GGC AAA GCC CGC

AC23′;

R :5′2T TA TCA GAC A TA A GA AAA GCC

A T T GG23′。

引物由上海英骏生物技术公司合成。

1. 3. 2　R T2PCR扩增　取提取的 YL 株病毒 RNA

2μL 作为模板 ,R T体系为 20μL ,以反转录引物 R

进行反转录[10 ]。然后取 R T产物 cDNA 0. 5μL 作

为 PCR的模板 ,PCR反应体系为 50μL ,反应条件 :

94 ℃预变性 2 min ; 94 ℃变性 40 s ,55 ℃复性 1

min ,72 ℃延伸 1. 5 min ,循环 35次 ;最后 72 ℃末端

补齐 10 min。

1. 3. 3　R T2PCR扩增产物的克隆及测序　将1. 3. 2

的 PCR产物切胶后 ,用凝胶 DNA 回收试剂盒回收

纯化 ,按照 p GEM2Teasy 载体操作手册说明 ,连接

到 p GEM2Teasy载体上 ,用 KCM 法转化大肠杆菌
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感受态细胞 D H5α[11 ]。通过 IP T G诱导 ,X2gal蓝白

斑和菌落 PCR 方法筛选阳性克隆[10 ] ,所得阳性克

隆过夜培养 ,提取质粒 ,以 EcoRⅠ酶切重组子验证 ,

经验证的阳性克隆菌穿刺培养后 ,送上海英骏生物

技术公司测序。

1. 4　V P60基因表达质粒的构建与转化

选择 1. 3. 3 中含有 V P60 基因的阳性克隆菌 ,

震荡培养提取质粒 V P602T ,用 N coⅠ、EcoRⅠ过夜

双酶切 V P602T , 电泳回收目的基因片断 ; 将

p ET32a 表达载体也按同样方法处理 ,回收载体片

断。16 ℃过夜连接表达载体 p ET32a 和目的基因

V P60[10 ] ,连接产物用 KCM 法转化克隆菌株

D H5α[11 ] ,通过氨苄青霉素抗性和限制性内切酶筛

选鉴定阳性克隆 ,经鉴定的阳性克隆送上海英骏生

物技术公司测序 ,以验证原核表达阅读框架的正确

性。将验证后的阳性克隆提取质粒 V P602p ET32a ,

再转化表达菌株 BL21 (DE3) 。

1. 5　V P60的诱导表达

挑取含有质粒 V P602p ET32a 的表达菌 BL21

单克隆 ,于含有 Amp (80 mg/ L )抗生素的 LB 液体

培养基中 ,37 ℃过夜培养 ,次日 ,按照体积比 1∶100

接种到新 LB液体培养基中 ,37 ℃扩大培养 ,2 h后

加入 1. 0 mmol/ L IP T G诱导表达 ,分别于诱导 2 ,

3 ,4和 5 h取 1 mL 菌液 ,8 000 r/ min离心 1 min收

集菌体。同样方法处理含有 p ET32a 表达载体的

BL21表达菌 ,作为阴性对照。

1. 6　重组表达 V P60的 SDS2PA GE检测

将 1. 5中离心所得菌体 ,用 300μL 重蒸水重

悬 ,取出 30μL 混合液 ,加入 10μL 4 倍的 loading

buffer混匀 ,100 ℃煮沸 5 min ,然后 13 000 r/ min

离心 5 min ,取上清液 10μL 进行 SDS2PA GE凝胶

电泳 ;同时取 30μL 菌体重悬液 ,用冻融法 ( - 40 ℃

10 min ,37 ℃ 5 min ,反复 4 次)裂解细胞 ,13 000

r/ min离心 5 min ,取上清液 ,加入 10μL 4 倍的

loading buffer 混匀 ,煮沸后取 10μL 混合液进行

SDS2PA GE凝胶电泳 ,以检查 V P60 的可溶表达情

况。用 Bandscan软件分析 V P60蛋白含量。

1. 7　Western blot 检测[12 ]

重组表达蛋白 VP60经 SDS2PA GE电泳分离后 ,

半干转移 (转移条件为 1 mA/ cm2 ,2 h)至 PVDF膜 ;

PVDF膜于室温下在封闭液 [ 100 g/ L 脱脂奶粉的

TBS(100 mmol/ L Tris ·Cl ,p H7. 5 ,9 g/ L NaCl) ]中

封闭 2 h后 ,与 500μL 一抗兔抗 R HDV 血清 (稀释

500倍)和二抗辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 Ig G

(稀释 1 000 倍)反应 ;最后用 HRP2DAB 显色试剂

盒显色。

2　结果与分析

2. 1　YL 株 V P60基因的扩增、克隆和测序

图 1表明 , YL 株扩增出 1条约 1. 7 kb的 V P60

基因条带 ,与预期的扩增片段大小相符。测序结果

显示 , YL 株 V P60基因完整阅读框长 1 740 bp , GC

含量 55. 3 % ,已将测序结果在 GenBank 中注册 (登

录号为 DQ530363) ,其与 R HDV 中国最早期分离

株 WX84 的 V P60 基因核苷酸序列同源性为

93. 0 % ,氨基酸序列同源性为 95. 8 %。

图 1　R HDV YL 株 V P60基因的 PCR扩增结果
1. DNA 标准 3 ;2 ,3. V P60基因扩增产物

Fig. 1　Result s of V P60 gene PCR
1. DNA Marker 3 ;2 ,3. Product s of PCR

图 2　重组质粒 V P602p ET32a的酶切鉴定结果
1. DNA 标准 3 ;2.重组质粒 VP602p ET32a ;

3.重组质粒 VP602p ET32a N coⅠ、EcoRⅠ双酶切产物

Fig. 2　RE analysis of recombinant V P602p ET32a
1. DNA Marker 3 ;2. Recombinant VP602p ET32a ;

3. VP602p ET32a by N coⅠand EcoRⅠ
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2. 2　重组质粒 V P602p ET32a的鉴定

图 2显示 ,通过 Amp 抗生素、菌落 PCR筛选出

阳性菌落 ,震荡培养 ,用质粒回收试剂盒回收的质粒

V P602p ET32a ,经 N coⅠ、EcoRⅠ双酶切后 ,扩增产

物中出现 1条 1. 7 kb左右和 1条 5. 9 kb的条带 ,表

明 V P60基因已插入到 p ET32a 载体上 ,阳性克隆

的测序验证了阅读框架的正确性。

2. 3　V P60的表达和 SDS2PA GE检测

重组质粒 V P602p ET32a 和表达载体 p ET32a

转化表达菌株 BL21 (D E3) ,并在其中进行了表达 ,

表达的 V P60蛋白在菌体中基本上以包涵体形式存

在 (细菌裂解液上清未检测到目的蛋白) ,经 SDS2

PA GE电泳检测 ,表达出约 75 ku 的蛋白 V P60 ,与

预期值相符 (图 3) 。Bandscan软件分析 V P60蛋白

含量达 39. 8 %。

2. 4　重组表达 V P60的 Western blot 检测

BL21中表达的重组蛋白 V P60 经 SDS2PA GE

电泳 ,转到 PVDF膜上 ,再经与一抗兔抗 R HDV 血

清和二抗山羊抗兔 Ig G反应 ,在 75 ku位置处 ,可看

到 1条杂交条带 ,而阴性对照未出现特异条带 (图

4) 。试验表明 ,BL21 (D E3)中表达的重组 V P60 蛋

白有很好的免疫原性 ,可被兔抗 R HDV 血清识别 ,

V P60基因所连有的促折叠标签蛋白基因对 V P60

的免疫原性无较大影响。

图 3　V P60基因融合表达产物的 SDS2PA GE检测结果

1～4. VP602p ET32a转化菌经 IP T G诱导 2 ,3 ,4和 5 h的表达产物 ;

5. VP602p ET32a转化菌经 IP T G诱导后冻融法裂解菌的上清液 ;

6. p ET32a转化菌的 IP T G诱导产物 ;7.蛋白分子质量标准

Fig. 3　SDS2PA GE analysis of V P60 gene expression

1 - 4. E. coli BL21 containing plasmid VP602p ET32a under

induction wit h IP T G in 2 ,3 ,4 and 5 h ;5. Bacterial lysate

supernate of E. coli BL21 containing plasmid VP602p ET32a

under induction wit h IP T G;6. E. coli BL21 containing

plasmid p ET32a under induction wit h IP T G;7. Protein Marker

图 4　V P60基因融合蛋白的 Western blot 检测结果

1.预染蛋白分子质量标准 ;2～4. VP602p ET32a转化菌经 IP T G

诱导产物 ;5. p ET32a转化菌的 IP T G诱导产物

Fig. 4　Western blot analysis of V P60 gene

1. prestained protein Marker ;2 - 4. E. coli BL21 containing plasmid

VP602p ET32a under induction wit h IP T G;5. E. coli BL21

containing plasmid p ET32a under induction wit h IP T G

3　讨　论

兔病毒性出血症是 20 世纪末新暴发的兔烈性

传染病 ,危害性很大 ,对其进行研究有重要的理论和

经济价值。本研究对 R HDV 中国西北分离株 YL

的衣壳蛋白基因进行了克隆和测序 ,在此基础上 ,将

V P60基因构建到 p ET32a载体上 ,利用原核表达系

统对 V P60 基因进行了高效表达 ,同时 ,用兔抗

R HDV 血清验证了表达的融合蛋白 V P60 的免疫

原性 ,这对于研究 R HDV在干旱半干旱条件下的遗

传变异和免疫学变异特征有重要的参考价值。

从 1984年江苏无锡首先暴发兔病毒性出血症

并分离出毒株 WX84到现在 ,时间跨度达 20 多年 ,

空间跨度达大半个中国 ,但 R HDV YL 株与 WX84

株 V P60基因核苷酸序列同源性依然达到 93. 0 % ;

此外 ,用作 Western blot 的抗体来自 R HDV哈尔滨
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分离株 TP灭活苗免疫兔的抗血清 ,和 YL 株 V P60

融合蛋白依然有很好的免疫反应 ,这进一步验证了

R HDV只有一个血清型 ,这在 RNA 病毒中十分罕

见。这可能是由于 :首先 ,R HDV 的基因组很小 ,仅

7 437个核苷酸 ,所有的编码蛋白都相互作用并彼此

影响 ,因此所有蛋白都对病毒的生存极为重要 ,故而

任何重要的基因组变化都使 R HDV 无法存活 ;其

次 ,R HDV的感染常常导致一个以急性、高死亡率

(感染后 2～3 d)为特征的病理过程 ,使 R HDV未产

生有意义突变的足够时间。

应用大肠杆菌表达外源基因具有高效等诸多优

点 ,但由于原核生物表达系统缺乏翻译后的高级修

饰 ,细胞内部还原性过高 ,表达的目的蛋白难以正确

折叠等 ,同时 ,外源蛋白在宿主细胞内可能会被蛋白

酶降解 ,这使得重组蛋白在生物活性上存在着种种

缺陷。为了克服以上问题 ,许多表达性载体都构建

成以融合蛋白表达的形式 ,然而 ,这对重组蛋白的生

物学功能会产生一定影响。本研究以 p ET32a 为载

体 ,表达的 V P60 会在目的蛋白 N 端融合一个 15

ku的促折叠硫氧还蛋白 , Western blot 杂交显示这

对 V P60 的免疫原性无较大影响 ,本研究使 V P60

蛋白获得了高效表达 ,表达量达 39. 8 % ,这为研制

R HDV的亚单位疫苗奠定了一定的理论和应用基

础。
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