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+目的,克隆分析羊口疮病毒!

DU7A

"榆林株!

DU7ABM)-9+

"的
!%"

基因序列(通过昆虫杆状病毒表

达
##"

和
!%"

串联基因)+方法,采用
VWU

方法扩增
DU7ABM)-9+

株
!%"

全长基因(测序后对其进行序列分析和遗

传进化分析)扩增
DU7ABM)-9+

株
##"

融合基因!

*##"

"和
!%"

融合基因!

>!%"

"(利用碱基
-9+I3*

连接(通过重叠

VWU

方法扩增获得
DU7A*##"$-9+I3*B>!%"

重组基因!

*##">!%"

"(将其与昆虫杆状病毒表达载体
J

X,>S

连接构建

表达载体
J

X,>B*X#Y>7%Y

)将
J

X,>B*X#Y>7%Y

包装出杆状病毒(侵染
4.L

细胞(通过
=C=BV5Z?

-

[3403*+B\-(009+

R

以

及质谱鉴定等方法验证目的基因
*##">!%"

的表达)+结果,克隆获得了
%$#L\

J

的
!%"

全长基因(该基因高度保

守(与
7'B] #̂$%S

株的序列相似性最高(核苷酸和氨基酸的相似性分别为
LL<$_

和
LL<!_

)系统进化分析表明(

DU7ABM)-9+

株与
V̀

!

N8%LL&!$<%

"-

7'B] #̂$%S

!

N]"GS!$L<%

"以及
=1,+a9

!

^b##%L"!<%

"株同处于一个分支)

VWU

扩增获得了
&SS\

J

的
>!%"

基因-

%%&$\

J

的
*##"

基因及
%L&F\

J

的
*##">!%"

基因(成功构建了
J

X,>B

*X#Y>7%Y

载体(并包装出相应的杆状病毒)

##"

和
!%"

串联基因通过昆虫杆状病毒表达系统获得成功表达(表达产

物的分子质量为
&$I)

(且有部分重组蛋白能分泌到细胞培养基中)+结论,

DU7ABM)-9+

株的
##"

和
!%"

串联基因

在昆虫杆状病毒系统表达成功)
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羊口疮病毒'

!%"

基因'
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串联表达'昆虫杆状病毒'基因表达
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羊口疮病毒!

D*.:9*)4

(

DU7A

"又称为接触传

染性脓疱皮炎病毒!

W(+0,

R

9()4

J

)40)-,*@3*K,09094

:9*)4

(

WVCA

"(是人畜共患-接触性-嗜上皮性传染

病羊口疮的病原%

%

&

)

DU7A

属于痘病毒科脊索动物

痘病毒亚科的副痘病毒属(病毒粒子呈椭圆形(大小

约
#"$+Ke%"$+K

(外面包绕着螺旋丝状结构(病

毒粒子外常有囊膜包裹%

#

&

)

DU7A

基因组庞大(约

有
%FS

个基因
G-

*

$$%QG-

*

%FS

(其中
G-

*

$$%Q

G-

*

$$&

及
G-

*

%%#QG-

*

%FS

为末端反向重复序列

区域(

G-

*

$$LQG-

*

%%%

为中央区基因组区域%

FB!

&

)

这些基因片段编码多种不同的蛋白(主要有抗细胞

凋亡蛋白-羊口疮病毒干扰素抗性蛋白!
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*34940,+>3
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"-粒细胞
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激因子!
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;
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R

)3

(

:EYB%$

"-血管内皮生长

因子!

A,4>)-,*3+@(013-9,-

R

*(201.,>0(*

(

A?Z7

"-

@8OV,43

蛋白-锚蛋白!

5/N

"重复蛋白-趋化因

子结合蛋白!

W13K(I9+3B\9+@9+

RJ

*(039+

(

WXV

"-

!#

I)

蛋白-

FLI)

蛋白-

%$I)

蛋白-

C/5

聚合酶以及

U/5

聚合酶等%

SBL

&

)目前(国内外学者对
DU7A

的

研究主要集中在与病毒毒力-免疫调节以及免疫原

性相关的蛋白方面(如与病毒毒力和免疫逃避有关

的
EYB%$

和
A?Z7

等(与宿主免疫防御机制和免疫

逃避有关的免疫调节蛋白
DA

*

E7/U

-

ZE7

-

:EYB%$

和
A?Z7

等(以及能刺激机体产生强烈免疫反应且

具有免疫原性的
FL

和
!#I)

蛋白等%

%$B%F

&

)

DU7A

免疫反应以细胞免疫反应为主(但体液

免疫反应也发挥着一定的作用%

%!B%S

&

)

!#I)

蛋白由

G-

*

$%%

!

##"

"基因编码(又称为
X#Y

蛋白(是病毒

表面囊膜的组成成分之一(能够刺激机体产生强烈

的体液免疫应答(同时还可引起淋巴细胞的增殖分

化%

%"

&

(被 广泛 应用于副痘 病毒 属的 实 验 室 检

测%

%GB%&

&

)

FLI)

蛋白又称为
7%Y

蛋白(由
G-

*

$SL

!

!%"

"

基因编码(

!%"

基因长
%$$S\

J

(位于
DU7A

基因

组比较保守的中部区域%

%L

&

)有研究证实(利用纯化

的不同
DU7A

毒株分别制备单克隆抗体(然后通过

免疫荧光技术成功检测到
F

种单克隆抗体均与病毒

颗粒表面的囊膜特异性结合(而
7%Y

蛋白和
##I)

蛋白则是
DU7A

单克隆抗体的主要结合位点)蛋

白免疫印迹试验发现(利用
DU7A

制备的兔抗羊口

疮病毒多克隆血清(也能检测到
7%Y

蛋白和
##I)

蛋白条带(这表明
7%Y

蛋白为免疫原性蛋白%

#$

&

)同

时还有研究表明(宿主体液免疫产生的抗体主要与

7%Y

蛋白结合(该蛋白是病毒表面微管的组成成分

之一(能够刺激宿主产生中和抗体(该结果进一步证

实
7%Y

蛋白是免疫原性蛋白%

#%

&

)此外(该蛋白能够

与表达于大多数哺乳动物细胞表面的硫酸乙酰肝素

!

=̂

"受体结合(在病毒吸附和侵入过程中起重要作

用%

%#

&

)鉴于此蛋白的重要性(国内外学者对其高度

关注(以期将其应用于基因工程疫苗的研制及疾病

的诊断等方面)

目前(疫苗接种被认为是预防和控制该病可靠

且有效的手段)国外已有羊口疮弱毒疫苗(但我国

市场上尚无口疮弱毒疫苗供应)由于弱毒疫苗本身

存在毒力返强-病毒扩散等缺陷)因此(研制使用简

单-方便-免疫效果确实的羊口疮基因工程亚单位疫

苗已成为防控羊口疮疫病的必然趋势)目前(

DUB

7A

的
#

种主要抗原基因
##"

和
!%"

已经在不同

.
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的系统中获得了单独或共同表达(如原核系统和真

核表达载体
J

WC/5F<%

-

J

A5̀ %

等%

##B#S

&

)此外(国

内已经研发出
##"

基因的重组菌(该重组菌可以传

代且高效表达
X#Y

蛋白%

#"

&

)然而(原核系统表达的

蛋白缺乏相关的翻译后修饰(而目的蛋白在
J

WCB

/5F<%

-

J

A5̀ %

质粒中的表达具有水平低-费用高-

操作复杂-周期长等缺点)

本课题组从陕西榆林发病的陕北白绒山羊病料

中分离出
DU7ABM)-9+

株(并在杆状病毒表达系统

中对其
##"

全长基因进行了表达%

#G

&

(本研究拟进一

步对
DU7ABM)-9+

株的
!%"

全长基因进行扩增和

序列分析(并采用杆状病毒表达系统对
##"

和
!%"

进行串联表达(以期为羊口疮基因工程亚单位疫苗

的研制奠定基础)

%

!

材料与方法

%<%

!

材
!

料

%<%<%

!

载体!菌株与主要试剂
!

]CXN

细胞-昆虫

杆状病毒表达系统质粒
J

X,>S

-线性化的
X,>K9@

-

陕北白绒山羊
DU7A

榆林株
DU7ABM)-9+##"

基

因
O

载体!

J

ZOB##"

"(均由本实验室保存'

O(

J

%$

大 肠 杆 菌 感 受 态 细 胞-预 染 蛋 白
],*I3*

!

W[$L&"]

"-

=C=BV5Z?

上样缓冲液!

W[$$#G5

"(

购自康为世纪生物科技有限公司'

VWU

反应试剂-

J

Z?]BO3,4

;

载体-

V*9K3=O5U

"

=̂

高保真聚合

酶-总
C/5

提取试剂盒-

C/5 ],*I3*

(均购自

O,N,U,

公司'质粒
C/5

小量制备试剂盒和
C/5

凝胶回收试剂盒(购自
D]Z5

公司'细胞转染试剂

!

=(.,40

(

%%%$F

"(购自梭华公司'抗
9̂4BO,

R

]()43

!

N]&$$%

"-

^UV

标记的山羊抗鼠二抗!

YN#$$F

"(

购自天津三箭生物科技有限公司'昆虫细胞培养基

=7̀ BE+43>0

!

=̂ F$#G&<$#

"(购自
^

;

W-(+3

)

%<%<#

!

引物设计
!

参照
Z3+X,+I

中登录的
DU7A

!%"

基因序列!

Z3+X,+I

登录号
N8%LL&!$<%

"设计

引物
%7

$

%U

(用于扩增
!%"

基因)根据
##"

%

#G

&和

!%"

的测序结果(分别设计串联的杆状病毒表达引

物
#7

$

#U

和
F7

$

FU

(引物均由中美泰和公司合成(

其序列见表
%

)

表
%

!

本研究中所用到的引物及其序列

O,\-3%

!

V*9K3*4,+@0139*43

d

)3+>34)43@9+019440)@

;

引物
V*9K3*

序列!

Sf

"

Ff

"

=3

d

)3+>3

用途
843

!!

%7 5OZZ5OWW5WWWZ555OW5WZ !%"

克隆

!%"W-(+3

%U OW5W5WZ5OZZWWZOZ5WW

#7 ZZ5WZWO5ZW5OZOZZWWZOOWOWWOWW *##">!%"

克隆

*##">!%">-(+3

#U ZZZZOZWZZWZWZZZ5ZZWZ5WWW5WWZWW5OOO5OOZZOOOZW5Z55W

F7 W555WW55O555OZZWZZOZZZOWZWWOWWWZWZWWZW5WWWW55Z *##">!%"

克隆

*##">!%">-(+3

FU ZW5Z555ZWOOW5WZ5OZZWWZOZ5WW5ZW5ZWWWZ

!!

注#

#7

和
FU

序列中的下划线部分分别是
H<(

#

和
;./@

$

酶切位点)

/(03

#

O13)+@3*-9+3@9+43

d

)3+>34(.#7,+@FU*3

J

*343+0013>-3,:,

R

349034H<(

#

,+@;./@

$

(

*34

J

3>09:3-

;

<

%<#

!

!%"

全长基因的扩增

用总
C/5

提取试剂盒从
DU7ABM)-9+

株转染

细胞中提取
DU7A

的
C/5

(以之为模板(用表
%

中

的克隆引物
%7

$

%U

进行
VWU

扩增)

VWU

反应体系

为
S$

%

Y

#

SeV*9K3=O5U

"

X)..3*

!

]

R

#c

J

-)4

"

%$

%

Y

(

@/OV4

!

#SKK(-

$

Y

"

!

%

Y

(引物
%7

和
%U

!

#S

J

K(-

$

%

Y

"各
%

%

Y

(

C/5

模板
!

%

Y

(

V*9K3=O5U

"

=̂

高保真聚合酶
$<S

%

Y

(加
@@̂

#

D

补足
S$

%

Y

)

扩增条件为#

L&g%K9+

'

L&g%$4

(

SSgF$4

(

G#

g&$4

(

FS

个循环'

G#g%$K9+

)

VWU

产物用
%_

琼脂糖凝胶进行电泳检测)

%<F

!

!%"

全长基因的遗传变异分析

用
C/5

凝胶回收试剂盒回收
VWU

产物(将其

与
J

Z?]BO3,4

;

载体连接后(转化
O(

J

%$

大肠杆菌

感受态细胞(挑单菌落进行
VWU

鉴定!

VWU

反应程

序同上"(提取阳性菌落质粒送中美泰和公司测序(

将阳性质粒命名为
J

ZOB7%Y

)从
Z3+X,+I

中选取

其他
%S

株
DU7A

毒株!表
#

"的
!%"

基因序列(利

用
C/5=0,*

分析本试验分离毒株与这
%S

株参考毒

株核苷酸和推导的氨基酸序列的相似性并构建遗传

进化树)

%<!

!

融合基因
*##">!%"

的
VWU

扩增与
J

ZOB

*X#Y>7%Y

的构建

分别以
J

ZOBX#Y

和
%<F

中获得的阳性质粒

J

ZOB7%Y

为模板(用表
%

中的表达载体引物
#7

$

#U

和
F7

$

FU

(分别扩增
##"

融合基因!

*##"

"和
!%"

去

掉编码
%QG$

位氨基酸信号肽的核苷酸融合基因

!

>!%"

"(反应体系和程序同上)

*##"

和
>!%"

融合基

因的
VWU

产物经
%_

琼脂糖凝胶电泳检测后(回收纯

化(送中美泰和公司测序后进行融合
VWU

扩增)

/

第
"

期 冯
!

平(等#羊口疮病毒榆林株
##"

和
!%"

串联基因在昆虫杆状病毒系统的表达



表
#

!

本研究中用到的其他
DU7A

毒株信息

O,\-3#

!

E+.(*K,09(+(.DU7A40*,9+4)43@9+019440)@

;

毒株

A9*)440*,9+

分离国别

W()+0*

;

(.94(-,09(+

分离年份

M3,*(.94(-,09(+

!%"

基因序列登录号

5>>3449(++)K\3*

宿主

(̂40

DA#$

意大利
E0,-

;

#$$% 5M$!$$&S<%

绵羊
=133

J

'9-9+

中国吉林
'9-9+

(

W19+, #$$& 7'&$&$GS<%

绵羊
=133

J

=1,+a9

中国
W19+, #$$L ^b##%L"!<%

山羊
Z(,0

7'B=Y

中国
W19+, #$%# NWS"&!$L<%

山羊
Z(,0

DAB̂ /F

$

%#

中国
W19+, #$%# NWS"LGS%<%

绵羊
=133

J

9̀+

H

9,+

R

#

中国
W19+, #$%F N7"""S"%<%

山羊
Z(,0

9̀+

H

9,+

R

$

=̂ P%

中国
W19+, #$%# N7G#"&S%<%

山羊
Z(,0

V̀

中国福建
7)

H

9,+

(

W19+, #$%! N]"GS!$&<%

山羊
Z(,0

C̀

中国福建
7)

H

9,+

(

W19+, #$%F N]"GS!$L<%

山羊
Z(,0

4@

H

+$SL

中国
W19+, #$%! NVFF"G%$<%

山羊
Z(,0

7'B] #̂$%S

中国
W19+, #$%S N8%LL&!$<%

山羊
Z(,0

ZMB5 7̂

中国
W19+, #$%F Ǹ $#L##L<%

山羊
Z(,0

'9-9+B/(+

R

,+

中国
W19+, #$%% 'b#G%SFS<%

绵羊
=133

J

/5%B%%

中国
W19+, #$%% 'b"%LL$!<%

绵羊
=133

J

Z,+4)#$%$

中国
W19+, #$%$ '̀%!#%&F<%

绵羊
=133

J

!!

利用碱基
-9+I3*

连接(通过重叠
VWU

扩增获得

DU7A*##"B-9+I3*B>!%"

融合基因!

*##">!%"

")

融合
VWU

扩增体系为
S$

%

Y

#

SeV*9K3=O5U

"

X)..3*

!

]

R

#c

J

-)4

"

%$

%

Y

(

@/OV4

!

#SKK(-

$

Y

"

!

%

Y

(

*##"

和
>!%"

融合
VWU

模板各
!

%

Y

(

V*9K3B

=O5U

"

=̂

高保真聚合酶
$<S

%

Y

(加
@@̂

#

D

补足

S$

%

Y

)扩增程序为#

L&g%K9+

'

L&g%$4

(

S"g

F$4

(

G# g G$4

(

%$

个循环)然后取
%

%

Y

前述

VWU

产物作为第
#

次
VWU

的模板(以
#7

和
FU

为

引物进行
VWU

扩增(反应体系为
S$

%

Y

#

SeV*9K3B

=O5U

"

X)..3*

!

]

R

#c

J

-)4

"

%$

%

Y

(

@/OV4

!

#S

KK(-

$

Y

"

!

%

Y

(模 板
%

%

Y

(引 物
#7

-

FU

!

#S

J

K(-

$

%

Y

"各
%

%

Y

(

V*9K3=O5U

"

=̂

高保真聚合

酶
$<S

%

Y

(加
@@̂

#

D

补足
S$

%

Y

)扩增程序为#

L&

g%K9+

'

L&g%$4

(

SSgF$4

(

G#g%#$4

(

FS

个

循环'

G#g%$K9+

)

VWU

产物用
%_

琼脂糖凝胶进

行电泳检测)

切胶回收
*##">!%"

基因(将其与
J

Z?]B

O3,4

;

载体连接后(转化
O(

J

%$

大肠杆菌感受态细

胞(挑取单菌落进行
VWU

鉴定!反应体系和反应程

序同第
#

次
VWU

"(提取阳性菌落质粒进行
H<(

#

和
;./@

$

双酶切鉴定后(送中美泰和公司测序(将

阳性质粒命名为
J

ZOB*X#Y>7%Y

)

%<S

!

*##">!%"

在昆虫杆状病毒表达系统中的

表达

%<S<%

!

昆虫杆状病毒表达载体
J

X,>B*X#Y>7%Y

的

构建
!

将
J

ZOB*X#Y>7%Y

和杆状病毒表达载体

J

X,>S

分别用
H<(

#

和
;./@

$

双酶切后连接(均转

化
O(

J

%$

大肠杆菌感受态细胞(挑取单菌落进行

VWU

鉴定!反应体系和反应程序同
%<!

节第
#

次

VWU

扩增"(提取阳性菌落质粒进行
H<(

#

和

;./@

$

双酶切鉴定(将鉴定正确的质粒送中美泰和

公司测序)将阳性质粒命名为
J

X,>B*X#Y>7%Y

)

%<S<#

!

昆虫杆状病毒的包装
!

取
"

孔细胞培养板(

以
%e%$

"

KY

Q%的细胞密度接种生长状态良好的

4.L

细胞(置于
#Gg

培养
#1

(待细胞的融合度达到

&$_

左右时进行转染)用
%$$

%

Y

无血清培养基将

F

%

RJ

X,>B*X#Y>7%Y

与
F

%

R

线性化的
X,>K9@

混

匀(作为溶液
#

'用
%$$

%

Y

无血清培养基稀释
S

%

Y

的梭华转染试剂后(缓慢滴加到溶液
#

中(混匀(静

置
#$K9+

)将混合液加入到上述接种了
4.L

的细胞

板中(

#Gg

孵育
S

&

G@

(荧光显微镜下观察报告基

因
>Z7V

的表达情况(待病变细胞达到
L$_

以上后

收获细胞上清液于
%KY

离心管中(标注为
V%

代重

组杆状病毒(

Q&$g

长期保存)

%<S<F

!

X#Y

和
7%Y

重组蛋白在
4.L

细胞中的表达

与验证
!

将
4.L

细胞按照
#<Se%$

"

KY

Q%的细胞总

数铺入
O#S

方瓶(待细胞贴壁
#1

后(用
%KY

注射

器将
%$$

%

YV%

代病毒盲接到
O#S

方瓶中(培养
S

&

G@

(观察荧光(收取细胞上清液和细胞样品备用)

向细胞样品中加入适量的
=C=BV5Z?

上样缓冲液(

沸水浴
S

&

%$K9+

后(以
&$$$*

$

K9+

离心
SK9+

(取

上清液)对细胞上清液和细胞处理后的样品(用

%#_

的
=C=BV5Z?

检测重组蛋白的表达情况)切

取凝胶上的目的蛋白条带(送华大基因公司进行质

谱鉴定)与此同时(将上述样品经
=C=BV5Z?

电泳

后转印至硝酸纤维素膜!

/W

膜"上(分别以
9̂4

标签

抗体为一抗-

ÛV

标记的山羊抗鼠
E

R

Z

为二抗进行

0
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孵育(用
?WY

显色液进行显色(最后在化学发光仪中

曝光)

#

!

结果与分析

#<%

!

!%"

全长基因的
VWU

扩增及序列分析

琼脂糖凝胶电泳结果!图
%

"显示(扩增产物条

带长度为
%$#L\

J

左右(与预期结果相符)序列分

析结果显示(

DU7ABM)-9+

株的
!%"

高度保守(与

表
#

中
%S

株参比毒株核苷酸的相似性为
L"<G_

&

LL<$_

(氨基酸的相似性为
L"<%_

&

LL<!_

(其中

与
DU7A7'B] #̂$%S

株
!%"

序列核苷酸和氨基酸

的相似性最高(分别为
LL<$_

和
LL<!_

)

!%"

基因

的遗传进化分析结果!图
#

"显示(该毒株与参考毒

株
V̀

!

N]"GS!$&<%

"-

7'B] #̂$%S

!

N8%LL&!$<%

"以

及
=1,+a9

!

b̂##%L"!<%

"株处于同一进化分支上)

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<!%"

基因全长扩增产物

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<5K

J

-9.9>,09(+

J

*(@)>0

(..)--B-3+

R

01!%"

R

3+3

图
%

!

DU7ABM)-9+

株
!%"

基因的
VWU

扩增结果

79

R

<%

!

VWU,K

J

-9.9>,09(+(.!%"(.DU7ABM)-9+

图
#

!

DU7ABM)-9+

株
!%"

基因的遗传进化分析

79

R

<#

!

V1

;

-(

R

3+309>0*33,>>(*@9+

R

0(!%"

R

3+3(.DU7ABM)-9+

#<#

!

*##">!%"

融合基因的扩增

#<#<%

!

>!%"

融合基因的扩增
!

由图
F

可知(

>!%"

扩增获得了
&SS\

J

的片段(与预期结果相符)将纯

化后的
VWU

产物送中美泰和公司测序(结果正确)

#<#<#

!

*##"

融合基因的扩增
!

图
!

显示(

*##"

扩

增获得了
%%&$\

J

的片段(与预期结果相符)将纯

化后的
VWU

产物送中美泰和公司测序(结果正确)

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<>!%"

基因扩增产物

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<5K

J

-9.9>,09(+

J

*(@)>0(.>!%"

R

3+3

图
F

!

DU7ABM)-9+

株
>!%"

基因的
VWU

扩增

79

R

<F

!

VWU,K

J

-9.9>,09(+(.>!%"(.DU7ABM)-9+

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<*##"

基因扩增产物

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<5K

J

-9.9>,09(+

J

*(@)>0(.*##"

R

3+3

图
!

!

DU7ABM)-9+

株
*##"

基因的
VWU

扩增

79

R

<!

!

VWU,K

J

-9.9>,09(+(.*##"(.DU7ABM)-9+

1

第
"
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!

平(等#羊口疮病毒榆林株
##"

和
!%"
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#<#<F

!

*##">!%"

融合基因的扩增
!

利用
#<#<%

和
#<#<#

中获得的
VWU

模板进行融合
VWU

(获得目

的片段!

%L&F\

J

"后与
J

Z?]BO3,4

;

载体连接(获

得载体
J

ZOB*X#Y>7%Y

)对
J

ZOB*X#Y>7%Y

进行

H<(

#

和
;./@

$

双酶切鉴定(结果获得了
F$$$

和

%L&F\

J

的片段!图
S

"(与预期结果相符)将该质

粒送美泰和公司测序(结果正确)

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<

质粒
J

ZOB*X#Y>7%Y

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<O13

J

-,4K9@

J

ZOB*X#Y>7%Y

图
S

!J

ZOB*X#Y>7%Y

的
H<(

#

和
;./@

$

双酶切鉴定

79

R

<S

!

C()\-3@9

R

3409(+(.

J

ZOB*X#Y>7%Y2901

H<(

#

,+@;./@

$

#<F

!J

X,>B*X#Y>7%Y

载体的鉴定

菌落
VWU

鉴定获得了
%L&F\

J

的片段!图略"(

与预期结果一致)

J

X,>B*X#Y>7%Y

载体经
H<(

#

和

;./@

$

双酶切后获得了
""!$

和
%L&F\

J

的片段

!图
"

"(其 长 度 与 预 期 结 果 相 符(质 粒
J

X,>B

*X#Y>7%Y

测序鉴定结果正确(表明
J

X,>B*X#Y>7%Y

载体构建成功)

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<

质粒
J

X,>B*X#Y>7%Y

]<CYS$$$C/5 ],*I3*

'

%<O13

J

-,4K9@+,K3@

J

X,>B*X#Y>7%Y

图
"

!

昆虫杆状病毒表达重组质粒
J

X,>B*X#Y>7%Y

的

H<(

#

和
;./@

$

双酶切鉴定

79

R

<"

!

C()\-3@9

R

3409(+(.*3>(K\9+,+0\,>)-(:9*)4

3a

J

*3449(+:3>0(*

J

X,>B*X#Y>7%Y2901H<(

#

,+@;./@

$

#<!

!

*X#Y>7%Y

融合蛋白在昆虫杆状病毒表达系

统中的表达

#<!<%

!

表达
*X#Y>7%Y

的昆虫杆状病毒的包装
!

将质粒
J

X,>B*X#Y>7%Y

转染
4.L

细胞(

#Gg

孵育
S

@

后即可观察到报告基因
4I!B

的表达(细胞可见

绿色荧光!图
G

"(表明杆状病毒包装成功(获得了表

达
*X#Y>7%Y

融合蛋白的杆状病毒)

图
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!

表达融合蛋白
*X#Y>7%Y

的昆虫杆状病毒

4I!B

基因的表达!
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在
4.L

细胞中的表达
!

=C=B

V5Z?

结果显示(细胞培养上清-细胞样品中均有
%

条明显的条带(分子质量约为
&$I)

!图
&

"(表明融

合蛋白
*X#Y>7%Y

在
4.L

细胞中得到了表达(且表达

的蛋白有一部分可分泌到细胞外)
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细胞中的表达
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R

结果!图
L

"和后续的谱鉴定

结果均证实(

X#Y>7%Y

表达成功)
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在
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细胞中

表达的
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F

!

讨
!

论

李雯丽%

#&

&对陕西省
!

个区$县的白绒山羊和奶

山羊主要养殖基地进行了口疮病原的检测和发病率

调查(结果发现(检出率最高的达
&#<"_

(最低的也

达到了
#!<%_

(而且检出率最高羊场发生过相当严

重的羊口疮疫情(导致大批量新生羔羊被淘汰(这说

明陕西山羊口疮病毒携带率和发病情况不容乐观)

本研究以本课题组前期从榆林市某白绒山羊场分离

到的
DU7ABM)-9+

株为研究对象(对其
!%"

的全长

基因进行了克隆分析(发现
DU7ABM)-9+

株的
!%"

与参考毒株
7'B] #̂$%S

!

N8%LL&!$<%

"-

=1,+a9

!

b̂##%L"!<%

"及
V̀

!

N]"GS!$&<%

"

!%"

基因的相似

度均高达
LL<$_

(这表明羊口疮病毒的
!%"

基因高

度保守)系统发育进化树分析表明(

DU7ABM)-9+

株

与
7'B] #̂$%S

!

N8%LL&!$<%

"-

=1,+a9

!

b̂##%L"!<%

"

以及
V̀

!

N]"GS!$&<%

"株同属于一个分支(而
7'B

] #̂$%S

!

N8%LL&!$<%

"-

=1,+a9

!

^b##%L"!<%

"以

及
V̀

!

N]"GS!$&<%

"等毒株的宿主均为山羊)综

上所述(本课题组从白绒山羊疑似病例分离到的毒

株可能与近年来山羊的频繁流动(既跨地区引种等

因素有关)对
!%"

基因进行克隆和序列分析(有利

于从分子水平上了解
DU7ABM)-9+

株病毒(并且对

白绒山羊种群中
DU7A

的流行病学调查-分子生物

学研究及工程苗的研制和开发等具有重要意义)

由于
DU7A

具有免疫逃避机制(因此在动物感

染该病毒后(机体无法获得终身免疫力(而且容易引

起继发性感染)此外(由于羔羊免疫机制还未健全(

因此尚不能通过注射疫苗的方式提高新生羔羊抵抗

DU7A

感染的能力(而母源特异性抗体的保护时间

又较短(若
DU7

一旦流行(羔羊淘汰率势必增加)

现在国外临床生产中应用的羊口疮疫苗多为弱毒

苗(而羊口疮弱毒苗在生产和应用过程中会面临病

毒扩散-毒力返强的风险)为此(安全性能高-免疫

原性强-不存在宿主致病风险的羊口疮基因工程亚

单位疫苗的研制就显得极为迫切)已有研究表明(

7%Y

具有肝素结合活性(使该蛋白在细胞的吸附和

侵入过程中可能起重要的作用%

#%

&

)与之相一致(

Z,--9+,

等%

%#

&研究发现(

7%Y

重组蛋白能够刺激机体

产生功效高效的中和抗体(可能通过阻止
DU7A

对

宿主细胞的吸附而发挥免疫保护作用)而作为
DUB

7A

囊膜的重要组分(

X#Y

蛋白够诱导机体产生高

水平的
E

R

Z

(王延璞等%

#"

&将
##"

基因与
J

Z?]B!P

载体重组(获得了具有较高表达水平且能够传代的

重组菌(这为
DU7A

亚单位疫苗的研制奠定了良好

的基础)鉴于
7%Y

和
X#Y

蛋白的重要性(赵魁%

G

&构

建了
!%"

和
##"

基因单独表达以及串联表达的核

酸疫苗(免疫效果优于单独
!%"

或
##"

基因核酸

疫苗(这说明
!%"

和
##"

基因串联表达的重组蛋

白的免疫效果应该更好)本试验将去掉信号肽区域

的
!%"

和
##"

基因串联(并在昆虫杆状病毒表达

系统成功获得了部分分泌型的
7%Y

和
X#Y

串联重

组蛋白(为以后
DU7A

基因工程亚单位疫苗的批量

生产提供了一定的理论依据)
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