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*目的+克隆传染性造血器官坏死症病毒!

HR0B

"

I

基因'构建其重组腺病毒载体'为
HR0

预防及疫

苗的研制提供参考(*方法+通过
][DeU]

和
eU]

技术扩增
HR0BI

基因'将
I

基因插入到腺病毒穿梭载体中'再用

带有目的基因的腺病毒载体与骨架载体在大肠杆菌
(̀#&'E

中同源重组'构建重组腺病毒质粒'通过
eU]

扩增及
,+#

#

和
.8"

#

双酶切鉴定'经
=+-

#

酶切后转染
R@XD$NE

细胞进行包装'获得带有目的基因的重组腺病毒'通过观察

绿色荧光蛋白表达情况来监控重组腺病毒'用
4̂514+,DZ.)1

法检测糖蛋白的表达'并测定重组腺病毒的
[UHF

#%

(*结

果+成功克隆出
HR0BI

基因'其长度为
&#EEZ

L

(成功构建了
HR0BW

蛋白重组腺病毒载体(

W8e

监测显示'重组

腺病毒转染成功(重组腺病毒能在
R@XD$NE

细胞中表达出分子质量约
#'K*

的产物'与预期相符'其
[UHF

#%

达到

&=%a&%

&%=!

MS

O&

(*结论+成功构建了带有
HR0BI

基因的重组腺病毒载体'重组腺病毒能高效表达'滴度较高(
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传染性造血器官坏死症!
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'

HR0

"是一种以引起鲑鳟鱼类肾脏和

脾脏造血组织坏死为主要特征的高度接触性传染

病%

&D!

&

(

HR0

主要危害鱼苗和种鱼'发病鱼死亡率

通常在
N%_

以上'是鱼类口岸第一类检疫对象'被

我国列为二类动物疫病%

#

&

(

HR0

给北美,欧洲和亚

洲等各国鲑鳟鱼养殖业造成了毁灭性的打击'严重

阻碍了各国水产养殖业的发展%

"D&%

&

(我国于
&NN%

年在辽宁暴发
HR0

'死亡率近
&%%_

%

#

&

(近年来'我

国养鳟业发展迅速'因此深入研究
HR0

病原对于更

好地防控此病具有重要的现实意义(其病原为传染

性造血器官坏死症病毒!
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L
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HR0B

"'是一种负链
]06

病毒'隶

属弹状病毒科诺拉弹状病毒属(

HR0B

长度约为

&&KZ

'共编码
#

种结构蛋白和
&

种非结构蛋白'分

别是核衣壳蛋白,磷酸化蛋白,基质蛋白,表面糖蛋

白,聚合酶蛋白和非结构蛋白'其中表面糖蛋白!

W

"

可诱导中和抗体的产生'通常用于
HR0BF06

疫

苗的研究%

&&D&!

&

(

重组腺病毒载体作为一种宿主广泛,易于培养,

转导效率高以及繁殖滴度高的理想基因转移系统'

常被用于基因工程疫苗的接种,基因的转移等(在

动物机体内外'可以通过构建重组腺病毒将特异性

的外源靶基因转移到哺乳动物细胞系%

&#D&"

&

'进而获

得高效目标蛋白%

&I

&

'刺激机体产生强烈的体液和细

胞免疫反应'是转导目的基因的理想工具之一%

&'

&

(

本试验克隆了
HR0BI

基因'以腺病毒作为目的基

因转移载体'构建表达
HR0BW

蛋白的重组腺

病毒载体'旨在为
HR0

的预防及疫苗的研制提供参

考(

&
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材料与方法

&=&

!

材
!

料

&=&=&

!

病毒与细胞系
!

HR0

阳性病料!肾脏,脾

脏"'采集自甘肃省永登县某虹鳟鱼养殖场)

R@XD

$NE

细胞系'由中国农业科学院兰州兽医研究所草

食动物病毒病团队提供(

&=&=$

!

质粒与感受态细胞
!

e-AD[+-?KDUCB

穿梭

载体,

L

6AD4-5

<

D&

骨架载体,

FR#

(

感受态细胞,

FR&%̀

感受态细胞和
(̀#&'E

感受态细胞'均购自

武汉金开瑞生物科技有限公司(

&=&=E

!

试
!

剂
!

]06

提取试剂盒,

F06

提取试剂

盒,

h*:?KD8*5:),

快速克隆试剂盒,质粒提取试剂

盒,

F06

聚合酶和限制性内切酶'均购自美国纽英

伦生物技术!

0@̀

")

]06

反转录试剂盒'购自德国

罗氏公司!

])?24

")脂质体
$%%%

'购自美国英杰生命

技术有限公司!

H,;:1+)

Y

4,

"(其他化学试剂均购自

美国
>HWC6

生物科技有限公司(

&=$

!

HR0BI

基因的扩增与
][DeU]

根据
W4,̀-,K

上发表的
HR0BI

基因序列

!

W4,̀-,K

登录号#

9#%!%&=&

"'应用
F06>1-+

设

计
I

基因特异性引物'上游引物增加了同源序列和

,+#

#

酶 切 位 点#

#iD6[U[U[6W6UU6[WW

W[UW6UWUU6UU6[W[6U6UU6[WDEi

'下游引

物增加了同源序列和
.8"

#

酶切位点#

#iD[6W6

[U[[UW66[UUU[UW6W[[6WW6UUWW[[[D

WUU6WDEi

'序列中下划线部分为相应的酶切位点(

引物由苏州金唯智生物科技有限公司完成'预期扩

增序列长度为
&#EEZ

L

(

按照
]06

提取试剂盒说明书提取
HR0

病料

总
]06

'以提取的
]06

为模板'采用
]06

反转录

试剂盒进行反转录反应'合成
?F06

'反转录反应体

系
$%

%

S

#

&

%

Y

总
]06

'

$=#

%

M).

$

S-,?2)+4AD).:

Y

)

!

A[

"

&'

引物'

&%9

反转录酶'

&a

反转录酶
Z*//4+

'

$%

9

蛋白酶抑制剂'

&MM).

$

S

脱氧核苷酸混合物'加

AAR

$

G

至总体系为
$%

%

S

)反应条件#

"#d&%M:,

'

##dE%M:,

'

'#d#M:,

(

以反转录合成的
?F06

为模板进行
eU]

扩增(

eU]

反应体系#

?F06

模板
$

%

S

'

WTSF06

聚合

酶!

&=$#9

$

%

S

"

&

%

S

'

#aWTSF06Z*//4+&%

%

S

'

A0[eC:Q1*+4

!

$%%

%

M).

$

S

"

!

%

S

'上,下游引物!

&%

%

M).

$

S

"各
&=#

%

S

'加
AAR

$

G

至
#%

%

S

(反应条

件#

N!d$M:,

)

N'd&%5

'

"!dE%5

'

I$d&M:,

'

共
E&

个循环)

I$ d

延伸
&% M:,

(

eU]

产物用

&=#_

琼脂糖凝胶电泳检测'同时设置空体系对照(

eU]

产物置于
O$%d

保存备用(
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基因的快速克隆和腺病毒载体的构建

将
eU]

产物电泳鉴定后切下目的片段'按照

F06

胶回收试剂盒说明书回收和纯化目的片段'用

,+#

#

和
.8"

#

双酶切腺病毒载体
e-AD[+-?KD

UCB

使之线性化(按照快速克隆试剂盒说明书'

I

基因的快速克隆体系为#

eU]

产物
!%,

Y

'

e-AD

[+-?KDUCB

载体
$%,

Y

'

&=%

%

S

快速克隆酶'

&%a

快速克隆酶
$=%

%

S

'加
AAR

$

G

至
$%

%

S

(反应条

件#

EId

水浴锅孵育
E%M:,

(反应结束后立即将连

接产物转化至
FR#

(

感受态细胞'涂布于含
#%

%

Y

$

MS

卡那霉素的
S̀

平板上'

EId

培养
&$

"

&"2

(

挑取白色菌落培养后进行
eU]

鉴定'同时设空载体

对照(对阳性培养物提取质粒'用
,+#

#

和
.8"

#

进行双酶切鉴定'鉴定为阳性的质粒立即送往苏州

金唯智生物科技有限公司测序(将测序结果在
0UD

H̀

上进行同源性比对(

&=!

!

e-AD[+-?KDUCB

载体与
L

6AD4-5

<

D&

骨架载

体的同源重组

将
L

6AD4-5

<

D&

骨架载体转化到
(̀#&'E

感受态

细胞中'之后将带有
L

6AD4-5

<

D&

骨架载体的
(̀#&'E

大肠杆菌细胞做成电转化感受态细胞'置于
O'%d

保存备用(

将
&=E

中鉴定合适的带有目的基因的腺病毒载

体
e-AD[+-?KDUCB

用
=*$

#

酶切线性化后'按照

胶回收试剂盒说明书回收产物'再将
&%

%

S

线性化

的重组腺病毒载体!

&

%

Y

"与
!%

%

S

含有
L

6AD4-5

<

D&

骨架载体的
(̀#&'E

电转化感受态细胞置于直径为

$=%MM

的电转杯中进行电击(电击条件为#电压

$#%%B

'电阻
$%%

*

'电容
$#

%

8

'电击时间
#M5

(

将电击后的腺病毒重组质粒按照
&%%

'

$%%

'

E%%

'

!%%

%

S

分别涂布于含
&%%

%

Y

$

MS

卡那霉素的
S̀

平板

上'

EId

培养
&"

"

$%2

(挑取培养平板上培养的较

小菌落'提取质粒并进行
eU]

扩增'用
%='_

琼脂

糖凝胶电泳对
eU]

产物进行鉴定'对疑似阳性的质

粒再用
=+-

#

酶切鉴定'酶切体系为#

&

%

S

限制性

内切酶
=+-

#

,

#

%

S&%aZ*//4+

,

&

%

Y

重组质粒'加

AAR

$

G

至
#%

%

S

)

EId

作用
!2

并用
%='_

琼脂糖

凝胶电泳鉴定(

通过与上述中相同的电击条件'将阳性重组腺

病毒质粒转化到感受态细胞
FR&%̀

中'以获得高

表达的重组质粒'并用限制性内切酶
=+-

#

酶切鉴

定(然后从大肠杆菌
FR&%̀

中大量提取重组腺病

毒质粒'用
=+-

#

消化以切除
)+:

和卡那霉素抗性

原件(

&=#

!

重组质粒转染
R@XD$NE

细胞

转染前
$!2

将
R@XD$NE

细胞以
&=%a&%

"

MS

O&的密度分散于
$#?M

$ 细胞培养瓶中'置于
EI

d

培养箱中培养(将
!

%

Y

线性化重组质粒
F06

加

入
!"%

%

S8&$DFC@C

中制成悬浮液
6

'将
$%

%

S

脂质体
$%%%

加入到
!'%

%

S8&$DFC@C

中混匀制

成悬浮液
`

'再将悬浮液
6

与悬浮液
`

混匀加入到

培养好!汇合度达
#%_

"

I%_

"的
R@XD$NE

细胞

中'置于
EId

培养箱中培养
!2

'补加细胞培养液后

置于培养箱中继续培养(转染
'A

后'通过监测绿

色荧光蛋白!

W8e

"来确定转染的结果'待细胞出现

绿色荧光时'弃去上层
#MS

细胞培养液并收集下

层培养液
#MS

'收集的病毒液反复冻融
$

次后'在

R@XD$NE

细胞中复制'复制
#

代后对重组病毒中的

糖蛋白进行
4̂514+,DZ.)1

检测(

&="

!

重组腺病毒糖蛋白表达的
4̂514+,DZ.)1

检测

收集上述重组病毒液样品'同时取空白
R@XD

$NE

细胞'加入
]He6

蛋白裂解液于冰上裂解
#

M:,

'收集到
@e

管后进行超声破碎!

!%^E5

'间隔

E5

'重复
$%

次"'然后于
!d

下
&$%%%+

$

M:,

离心
#

M:,

'取上清'加入蛋白上样缓冲液'

N# d

作用
&%

M:,

'制备样品(将蛋白样品加入
>F>De6W@

孔中

进行电泳'电泳条件#先在
"%B

电压下反应
"%

M:,

'再将电压调到
&$%B

直至结束(参考蛋白分

子质量标准将电泳结束后的凝胶切下'以
'

D-?1:,

为

内参'用
eBF8

膜进行
$%%M6&$%M:,

的转膜操

作(转膜结束后用
#%

Y

$

S

的牛血清白蛋白封闭
&

2

'用
è >[

洗
E

次'每次
&%M:,

)于封闭好的膜上加

入
&b$%%%

倍稀释好的兔抗
H

Y

W

孵育
&2

'用
è >[

洗
E

次'每次
&%M:,

)小心取出膜置于稀释好的羊抗

兔二抗中孵育
$2

'用
è >[

洗
E

次'每次
&%M:,

'之

后加入配好的显色液进行化学发光反应(

&=I

!

重组腺病毒半数组织细胞感染量!

[UHF

#%

"的

测定

将复制
&%

代后收集的病毒按照
&%

O&

"

&%

O&$连

续稀释成
&$

个梯度'然后将稀释的病毒接种在培养

好
R@XD$NE

细胞的
N"

孔板中'每个稀释度重复
'

孔'每孔接种
&%%

%

S

(每天观察细胞病变情况并记

录结果'按照
]44ADC*4,?2

法%

&N

&计算病毒
[UHF

#%

(

$

!

结果与分析

$=&

!

HR0BI

基因的
eU]

扩增

将
HR0BI

基因的
eU]

产物加入
&=#_

琼脂

糖凝胶中进行电泳'获得了长
&#EEZ

L

的片段!图
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第
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&

"'与预期片段长度相符(

&=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

)

$=I

基因)

E=

空白对照

&=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

)

$=I

Y

4,4

)

E=̀.-,K?),1+).

图
&

!

HR0BI

基因的
eU]

扩增

8:

Y

=&

!

eU]-M

L

.:/:?-1:),

L

+)A*?1)/HR0B3:12I

Y

4,4

$=$

!

HR0BI

基因重组载体
e-AD[+-?KDUCB

的

鉴定

HR0BI

基因的重组腺病毒载体经
eU]

鉴定

获得了
&#EEZ

L

的片段'经
,+#

#

和
.8"

#

双酶切

鉴定获得了
&#EEZ

L

和
N$%%Z

L

的片段!图
$

"'均

与预期结果一致(测序分析结果显示'本试验中
I

基因的开放阅读框 !

G]8

"与
HR0B U2V9I'

,

U26ZI"

,

X)C)I&

,

]10-

P

'$

和
RBI"%&

株的同源

性为
NN_

(结果表明'重组腺病毒载体
e-AD[+-?KD

UCB

构建成功(

&=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

)

$

'

!

'

"=,+#

#

和
.8"

#

双酶切产物)

E

'

#=

空载体
eU]

扩增产物)

I=

重组腺病毒载体
eU]

扩增产物

&=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

)

$

'

!

'

"=e+)A*?15)/+4?)MZ:,-,1

L

.-5M:A5

Z

<

,+#

#

-,A.8"

#

)

E

'

#=eU]-M

L

.:/:?-1:),

L

+)A*?1)/

4M

L

1

<

;4?1)+

)

I=eU]-M

L

.:/:?-1:),

L

+)A*?15)/+4?)MZ:,-,1

L

.-5M:A

图
$

!

HR0BI

基因重组载体
e-AD[+-?KDUCB

的

eU]

和
,+#

#

$

.8"

#

双酶切鉴定

8:

Y

=$

!

HA4,1:/:?-1:),)/+4?)MZ:,-,1e-AD[+-?KDUCB;4?1)+

Z

<

eU]-,AA)*Z.4A:

Y

451:),

L

.-5M:A53:12,+#

#

$

.8"

#

$=E

!

HR0BI

基因重组腺病毒质粒的鉴定

重组腺病毒质粒的
eU]

扩增和
=+-

#

限制性

内切酶的消化结果!图
E

"表明'

eU]

扩增获得了

&#EEZ

L

的片段'符合预期)

=+-

#

内切酶消化获得

了长约
EE

和
!=#KZ

的
$

条清晰条带'与试验预期

结果相符(由此得知重组腺病毒质粒构建成功(

&=I

基因
eU]

扩增)

$=

内切酶
=+-

#

消化结果)

E=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

&=eU]-M

L

.:/:?-1:),)/I

Y

4,4

)

$=]4?)MZ:,-,1

L

.-5M:A5Z

<

=+-

#

)

E=#%%%Z

L

F06 C-+K4+

图
E

!

HR0BI

基因重组腺病毒质粒的鉴定

8:

Y

=E

!

>?+44,:,

Y

)/+4?)MZ:,-,1-A4,);:+*5;4?1)+

)/HR0B3:12I

Y

4,4

$=!

!

重组腺病毒糖蛋白表达的
4̂514+,DZ.)1

转染的重组腺病毒经
R@XD$NE

细胞复制
#

代

后'以
'

D-?1:,

为内参'通过
4̂514+,DZ.)1

分析糖蛋

白表达情况'结果!图
!

"显示'相比空白
R@XD$NE

细胞'重组腺病毒在分子质量约
#'K*

处有蛋白条

带'表明转染的重组腺病毒中糖蛋白能够表达(

&

'

$

'

E=

重组腺病毒糖蛋白)

!=

空白
R@XD$NE

细胞

&

'

$

'

E=@Q

L

+455:),)/

Y

.

<

?)

L

+)14:,)/124+4?)MZ:,-,1-A4,);:+*5

)

!=R@XD$NE?4..5

图
!

!

重组腺病毒糖蛋白表达的
4̂514+,DZ.)1

分析

8:

Y

=!

!

4̂514+,DZ.)1-,-.

<

5:5),4Q

L

+455:),)/

Y

.

<

?)

L

+)14:,)/124+4?)MZ:,-,1-A4,);:+*5
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$=#

!

重组腺病毒的
[UHF

#%

转染重组腺病毒的
R@XD$NE

细胞第
#

天时出

现绿色荧光蛋白'第
'

天时有
'%_

的细胞可以清楚

观察到绿色荧光蛋白!图
#

"(根据
]44ADC*4,?2

方

法计算得知'重组腺病毒的
[UHF

#%

为
&=%a&%

&%=!

MS

O&

(

图
#

!

重组腺病毒转染
R@XD$NE

细胞第
'

天后
W8e

的表达

8:

Y

=#

!

@Q

L

+455:),W8e)/124+4?)MZ:,-,1-A4,);:+*5

'A-

<

5-/14+1+-,5/4?1:,

Y

E

!

讨
!

论

传染性造血器官坏死症!

HR0

"是一种主要危害

鲑鳟鱼的病毒性疫病'其引发的极高死亡率给国内

外冷水鱼养殖业造成了严重的经济损失%

$%D$&

&

(我国

自
&NN%

年辽宁发现
HR0

以来'该病的传播范围不

断扩大(另外'我国对于
HR0

的研究相对落后'该

病爆发基本无法控制'因此给鲑鳟鱼养殖业造成了

严重的影响(疫苗免疫是目前防控该病的主要措

施%

$$

&

'因此研制
HR0

疫苗成为我国防控该病的重

中之重(表面糖蛋白能够诱导中和抗体产生并刺激

细胞免疫'在免疫保护机制中起着重要作用%

$E

&

(

X*+-12

等%

$$

&构建了
HR0B

L

HR03DWF06

疫苗'

用其免疫虹鳟鱼苗
E

个月后可以检出中和抗体(本

试验利用糖蛋白构建了重组腺病毒载体'通过测序

分析得知'

HR0B

的
I

基因仍保留着关键抗原位

点'未发生关键内氨基酸的突变(

!!

重组腺病毒具有较高的转染效率'且不会整合

到宿主基因组中'是用于动物体内和体外转染疫病

靶基因的有效病毒载体之一(重组腺病毒在
@E

和

@!

中的突变'使得其与靶基因组可以通过包装病毒

在
R@XD$NE

细胞中转染'由于转染高效,宿主广泛

和病毒滴度较高'因此重组腺病毒载体被广泛应用

于疫苗的研发%

$!D$#

&

(与传统疫苗的研发相比'重组

腺病毒良好的免疫原性及安全性'促使其广泛地成

为建立疫苗平台的理想基因转移载体%

$"D$I

&

(本研究

首先运用快速克隆方法将
HR0BI

基因快速插入

到
e-AD[+-?KDUCB

载体中'代替了传统依靠
[

载

体连接目的基因的复杂操作'提高了载体的构建效

率(此外'同源重组在大肠杆菌内进行'比传统的细

胞内重组效率更高'使得阳性质粒的筛选更为简

便%

$'

&

(本研究首先用化学方法将
L

6AD4-5

<

D&

骨架

载体转入大肠杆菌
(̀#&'E

感受态细胞中'再将带有

目的基因的腺病毒载体电转入感受态
L

6A4-5

<

D

(̀#&'E

中进行同源重组'相比于双质粒同时电转化

至大肠杆菌
(̀#&'E

感受态细胞更为简便'显著提高

了重组效率(另外'利用
e-AD[+-?KDUCB

载体携

带的
W8e

可直接观察到目的蛋白在细胞内的表达

情况'使得观察转染成功与否更为简便(

综上所述'本研究利用重组腺病毒系统'通过在

大肠杆菌中同源重组'成功构建了带有
HR0BI

基

因的重组腺病毒'转染
R@XD$NE

细胞后'重组腺病

毒能高效表达'且病毒滴度较高(糖蛋白在细胞中

的高效表达'增加了鱼类免疫应答和体内抗体的产

生可能'为研制
HR0

的针对性疫苗奠定了基础(
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