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猪瘟病毒石门株N S 3 基因在大肠杆菌中的表达
α
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　　[摘　要 ]　采用PCR 技术, 扩增了猪瘟病毒石门株N S 3 基因的丝氨酸蛋白酶、N T Pase、RNA 解螺旋酶活性功

能区长度为 2 000 bp 的片段, 将其克隆到pET 232a 中, 构建了原核表达载体pET 2N S3, 并将其在大肠杆菌Ro setta

(D E3)中进行了表达, 同时对表达产物进行了SD S2PA GE 和W estern b lo tt ing 检测。结果表明, IPT G 诱导表达得到

的pET 2N S3 融合蛋白的相对分子质量约为 97 ku, 与预期结果一致, 且该重组蛋白能被CSFV 阳性血清所识别。
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Abstract: Serine p ro tease and N T PaseöRNA helicase funct ional dom ain s, 2. 0 kb of N S 3 gene of CSFV

Sh im en stra in w ere amp lif ied by PCR , and cloned in to p rokaryo t ic exp ression vecto r pET 232a. T he target

p ro tein w as exp ressed in E. coli Ro set ta (D E3) induced w ith IPT G, and detected by SD S2PA GE and

W estern b lo t t ing. T he resu lts ind ica ted that the 97 ku exp ressed p ro tein cou ld be recogn ized by CSFV

po sit ive serum as expected.
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　　猪瘟病毒 (C lassica l sw ine fever viru s, CSFV )

属于黄病毒科瘟病毒属, 该属还有牛病毒性腹泻病

毒 (BVDV ) 和绵羊边界病病毒 (BDV ) [1 ]。CSFV 基

因组含有一个大的读码框, 编码 4 种结构蛋白 (C

(p 14)、E rn s (gp 48)、E1 (gp 33) 和E2 (gp 53) )、7 种非

结构蛋白 (N p ro、P7、N S223 (p 125)、N S4A、N S4B、

N S5A 和 N S5B )。 在 非 致 细 胞 病 变 型

(noncytopathogen ic, nCP ) 瘟病毒感染的细胞内,

N S223 蛋白 (p 125) 不能进一步被加工, 而在致细胞

病变型 (cytopathogen ic, CP) 瘟病毒感染的细胞中,

N S223 蛋白被加工成N S2 (p 54) 和N S3 (p 80) , 因此

非结构蛋白N S3 可作为CP 型瘟病毒在蛋白质水平

上的分子标志[224 ]。N S3 蛋白具有丝氨酸蛋白酶[5 ]、

N T Pase [6 ]、RNA 解螺旋酶活性[7 ] , 其丝氨酸蛋白酶

活性与下游一系列非结构蛋白的加工有关,

N T Pase、RNA 解螺旋酶活性在病毒基因组复制中

起一定的作用[8 ]。为了进一步研究 N S3 蛋白与

CSFV 致细胞病变效应 (CPE) 的关系, 需要研制出

N S3 蛋白的单克隆抗体, 以检测CSFV 感染时N S3

蛋白在发生与不发生CPE 的细胞中的表达情况。

本试验构建了CSFV 石门株N S 3 基因的原核表

达载体, 并对其表达情况进行了研究, 对表达产物进

行了W estern b lo t t ing 检测, 以期为下一步制备N S3

单克隆抗体提供基础材料, 同时为进一步深入研究

非结构蛋白N S3 在CSFV 复制及CSFV 致细胞病变

中的作用奠定基础。
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1　材料与方法

1. 1　菌株、质粒及主要试剂

　　大肠杆菌 DH 5Α、JM 109、BL 21 (D E3) 、载体

pET 232a 和CSFV 石门株N S 3 真核表达质粒, 均由

西北农林科技大学动物疫病防治与畜产品安全实验

室保存; 大肠杆菌Ro set ta 菌株, 由武汉大学病毒所

馈赠; pM D 182T 载体、T aq DNA 聚合酶、dN T P s、

各种限制性内切酶、T 4 DNA 连接酶、DNA M arker

DL 2000、IPT G 和蛋白标样, 均购自T aKaR a 公司;

DNA 凝胶回收试剂盒及质粒微量提取试剂盒购自

安徽优晶公司; 猪瘟阳性血清购于中国兽药监察所;

辣根过氧化物酶标记的鼠抗猪 IgG 购自北京博奥森

公司; PVD F 膜 (0. 45 Λm )购自M illipo re 公司。

1. 2　引物设计与合成

利用P rim er 5. 0 引物分析软件, 根据CSFV 石门

株全基因序列中N S 3 的编码区序列设计一对引物

P1、P2, 引物两端分别设有S acÉ 和X hoÉ 酶切位点,

可扩增出CSFV 开放阅读框5 142～ 7 191 bp (长度为

2 049 bp )的基因片段。引物序列分别为:

上游引物 P1: 5′2GA G CTC GGG CCT GCC GT T

T GC AA G A 23′;

下游引物 P2: 5′2CTC GA G CTA GA C CAA CTA

CCT GT T T TA GT G CTC T GC23′。

上、下游引物均由上海生工生物工程技术有限

公司合成。

1. 3　重组质粒pM D 182T 2N S3 的构建

以CSFV 石门株N S 3 真核表达质粒为模板, 用

特异性引物P1öP2 进行PCR 扩增。PCR 反应体系为

50 ΛL , 其中质粒 1 ΛL , 10×PCR 缓冲液 5 ΛL , 25

mmo löL M g2+ 3 ΛL , 10 mmo löL dN T P s 4 ΛL , 引物

P1öP2 各2 ΛL , 超纯水32. 5 ΛL , T aq DNA 聚合酶0.

5 ΛL。反应程序为: 98 ℃预变性 8 m in 后加入 T aq

酶; 98 ℃ 30 s, 57 ℃ 45 s, 72 ℃ 2 m in, 35 个循环;

最后在72 ℃延伸10 m in。PCR 产物用8 göL 琼脂糖

凝胶进行电泳后, 切下目的条带, 用DNA 凝胶回收

试剂盒回收目的片段。将回收产物与pM D 182T 载体

用T 4 DNA 连接酶 16 ℃连接过夜, 构建重组质粒

pM D 182T 2N S3。连接产物转化DH 5Α[9 ] , 涂布于含氨

苄青霉素 (100 ΛgömL )的LB 琼脂平板, 培养12～ 15

h 后挑选单菌落, 用质粒微量提取试剂盒提取质粒,

进行 PCR 分析, 并用S acÉ 和X hoÉ 进行双酶切鉴

定。

1. 4　CSFV 石门株N S 3 基因原核表达载体pET 2
N S3 的构建

　　将上述鉴定为阳性的重组质粒pM D 182T 2N S3

与原核表达载体pET 232a 均用S acÉ 和X hoÉ 双酶

切, 用8 göL 琼脂糖凝胶进行电泳后回收目的片段,

回收产物用T 4 DNA 连接酶16 ℃连接过夜。连接产

物转化DH 5Α, 涂布于含氨苄青霉素的LB 琼脂平板,

培养12～ 15 h 后挑单菌落, 小量提取质粒, 用S acÉ
和X hoÉ 进行双酶切鉴定。将经S acÉ 和X hoÉ 双酶

切产生的片段长度与预期结果完全相符的阳性克隆,

送上海生工生物工程技术有限公司测序, 以确定N S 3

基因插入位置、方向、读码框的正确性。目的基因插入

正确的重组质粒命名为pET 2N S3。

1. 5　CSFV 石门株N S 3 基因在大肠杆菌中的表达

将pET 2N S3 转化到大肠杆菌Ro set ta (D E3)中,

挑单菌落接种含氨苄青霉素 (100 Λg ömL ) 和氯霉素

(34 ΛgömL )的LB 培养基, 培养至OD 600为0. 6～ 1. 0,

1∶50 (体积比)转接入50 mL 2×YT 培养基, 培养至

OD 600为0. 4～ 0. 6, 取1 mL 作为对照, 其余加入IPT G

至终浓度0. 8 mmo löL , 置37 ℃诱导培养4 h [9 ]。

1. 6　融合蛋白pET 2N S3 的SD S2PA GE 检测

按常规方法制备120 göL 的分离胶和50 göL 的

浓缩胶[10 ]。取 1. 5 节中诱导后的细菌悬液 1 mL ,

12 000 röm in 离心3 m in, 菌体沉淀加PBS 液 50 ΛL

悬浮, 再加等体积的 2×SD S 上样缓冲液, 煮沸裂解

10 m in, 以5 000 röm in 离心10 m in, 取上清20 ΛL 上

样, 做SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳, 电压先用80 V , 待

溴酚蓝进入分离胶后, 将电压增至120 V。电泳完毕

后取下凝胶, 考马斯亮蓝R 250 染色2 h, 脱色液脱色

5 h。以未经 IPT G 诱导的重组质粒转化菌为对照。

1. 7　融合蛋白pET 2N S3 的W estern b lo t t ing 分析

表达蛋白的电泳同 1. 5 节。电泳结束后用B io2
rad 电转移装置将其转印于PVD F 膜上 (湿法转移

100 V , 1. 5 h ) , 转印结束后, 按常规方法进行

W estern b lo t t ing [10 ] , 一抗为猪瘟阳性血清 (体积比1

∶40 倍稀释) , 二抗为辣根过氧化物酶标记的鼠抗

猪 IgG (体积比 1∶4 000 倍稀释) , 最后用DAB 显

色。

2　结果与分析
2. 1　N SFV 石门株N S 3 基因的PCR 扩增

　　扩增出长度约为2 000 bp 的1 条条带 (图1) , 与

预期的基因片段长度相符。
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图 1　N SFV 石门株N S 3 基因PCR 扩增产物的电泳图谱

M. M arker DL 2000; 1. N S 3 基因的PCR 产物

F ig. 1　PCR p roducts of N S 3 gene

M. M arker DL 2000; 1. PCR p roducts of N S 3

2. 2　重组质粒pM D 182T 2N S3 的鉴定

重组质粒pM D 182T 2N S3 经 PCR 扩增, 产物长

度大约为2 000 bp; 经S acÉ 和X hoÉ 双酶切, 得到长

度约为 2 000 bp 的目的片段和pM D 182T (图 2) , 与

预期结果一致。表明含 N S 3 基因的重组质粒

pM D 182T 2N S3 构建成功。

2. 3　重组原核表达载体pET 2N S3 的鉴定

将插入N S 3 基因的重组原核表达载体 pET 2
N S3 用S acÉ 和X hoÉ 双酶切, 结果得到约为 5 900

bp 和2 000 bp 的两个片段 (图3) , 与预期结果一致。

阳性克隆结果显示, 基因插入位置、方向、读码框均

正确, 证明含有N S 3 基因的原核表达载体pET 2N S3

构建成功。

图 2　重组质粒pM D 182T 2N S3 的鉴定
M. M arker DL 2000; 1. pM D 182T 2N S3 双酶切产物;

2. pM D 182T 2N S3 的PCR 产物

F ig. 2　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm id pM D 182T 2N S3
M. M arker DL 2 000; 1. Restriction analysis of

pM D 182T 2N S3; 2. PCR p roducts of pM D 182T 2N S3

图 3　重组原核表达载体pET 2N S3 的双酶切鉴定
M 1. M arker DL 2000;M 2. M arker DL 15000;

1. pET 2N S3 酶切产物; 2. 重组质粒

F ig. 3　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm id pET 2N S3
M 1. M arker DL 2000; M 2. M arker DL 15000; 1. Restriction

analysis of pET 2N S3; 2. Recom binan t p lasm id pET 2N S3

图 4　融合蛋白pET 2N S3 的SD S2PA GE 检测结果
M. 低分子量蛋白M arker; 1. 未诱导对照;

2～ 4. pET 2N S3 诱导表达产物 (37 ℃ IPT G 诱导4 h)

F ig. 4　SD S2PA GE detection of

p ro tein exp ressed in E. coli
M. L ow range p ro tein M arker; 1. pET 2N S3 transfo rm ed in to

Ro setta (un induced w ith IPT G) ; 2- 4. pET 2N S3 transfo rm ed

in to Ro setta (A fter induced w ith IPT G fo r 4 h at 37 ℃)

图 5　融合蛋白pET 2N S3 的W estern b lo tt ing 检测结果
M. 低分子量蛋白M arker; 1. 未诱导对照;

2～ 4. pET 2N S3 诱导表达产物 (37 ℃ IPT G 诱导4 h)

F ig. 5　W estern b lo tt ing detection of

p ro tein exp ressed in E. coli
M. L ow range p ro tein M arker; 1. pET 2N S3 transfo rm ed in to

Ro setta (un induced w ith IPT G) ; 2- 4. pET 2N S3 transfo rm ed

in to Ro setta (A fter induced w ith IPT G fo r 4 h at 37 ℃)

2. 4　融合蛋白pET 2N S3 的SD S2PA GE 分析

SD S2PA GE 结果显示, 在 97 ku 处可见 1 条含

量丰富的蛋白条带, 与预期的带有组氨酸标签的

N S3 融合蛋白的相对分子质量相符 (图 4) , 初步表
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明N S 3 基因表达成功。

2. 5　融合蛋白pET 2N S3 的W estern b lo t t ing 分析

W estern b lo t t ing 分析结果显示, 经诱导的重组

质粒转化菌, 在 97 ku 处出现 1 条特异条带, 而对照

的未诱导菌无条带 (图 5)。表明该重组蛋白可被

CSFV 阳性血清中的N S3 抗体所识别。

3　讨　论

猪瘟病毒N S 3 基因中有 9. 86% 的密码子是大

肠杆菌稀有密码子, 且常有多个稀有密码子连续出

现的情况, 这在很大程度上影响了N S 3 基因在大肠

杆菌中的表达。在翻译过程中, 不充足的tRNA 库可

能导致翻译延迟、成熟前翻译终止和翻译移码等现

象发生, 影响基因的表达。尽管少量稀有密码子的出

现通常不会给目的蛋白的表达造成太大影响, 但如

果一个基因中含有成串或多个E. coli 稀有密码子,

外源蛋白在E. coli 的表达量将很低。Ro set ta 菌株含

有一种与 pET 相容的氯霉素抗性质粒, 能提供

AUA、A GG、A GA、CUA、CCC 和GGA 等 6 种稀有

密码子的 tRNA。故本试验使用Ro set ta 菌株, 改善

了外源基因由于稀有密码子造成的表达限制, 相对

于JM 109、BL 21 (D E3) , 表达量有明显提高。

M eyers 等[223 ]和Beate 等[4 ]研究表明, 在CP 型

CSFV 感染细胞内, N S223 和N S3 蛋白均出现, 但

N S3 蛋白的量明显高于N S223, 据此可推测细胞内

N S3 可能是导致细胞病变效应 (CPE)的因素。A ok i

等[11 ]发现, 感染CP 型CSFV 的细胞中CPE 现象越

明显,N S3 蛋白的含量越高, 说明N S3 与CPE 的发

生联系紧密。那么, 究竟是病毒本身编码的蛋白酶,

还是宿主细胞内的蛋白酶将N S223 裂解加工成N S2

和N S3 的, 目前尚不清楚。为了进一步了解CSFV 致

CPE 与非结构蛋白N S3 之间的关系, 洪海霞[12 ]研究

发现猪血管内皮细胞接种CSFV (石门株) 后可产生

病变。CSFV 不是对猪的所有体细胞均有CPE 效应,

目前还未见CSFV 感染的猪肾细胞中N S223 被加工

成N S3 的报道。作者推测CSFV 致猪血管内皮细胞

病变很可能是由CSFV 基因表达的N S223 被加工成

N S3 引起的, 在该加工过程中发挥作用的可能是某

种蛋白酶, 而这种蛋白酶又有可能是CSFV 感染后

刺激猪血管内皮细胞的“敏感基因”所表达的。到底

是否存在这种蛋白酶, 需要检测CSFV 感染后, N S3

蛋白在产生CPE 的猪血管内皮细胞与其他不产生

CPE 的细胞系 (如猪肾细胞)中表达的差异。这需要

研制N S3 蛋白的单克隆抗体来验证该假设。本研究

将 CSFV 石门株N S 3 基因在原核细胞中进行了表

达,W estern b lo t t ing 分析结果证明, pET 2N S3 融合

蛋白可被CSFV 阳性血清中的N S3 抗体所识别。将

该重组蛋白纯化继而制备出N S3 蛋白的单克隆抗

体, 就可以研制出用于诊断EL ISA 的试剂盒。此外,

本研究获得了同时包含丝氨酸蛋白酶、N T Pase 和

RNA 解螺旋酶活性功能区的重组N S3 蛋白, 有利

于更加全面地研究其在体内外的功能, 尤其是在病

毒复制及蛋白加工过程中的作用, 这些探索对于进

一步揭示猪瘟病毒的复制规律, 以及致细胞病变的

机制具有重要意义。

[参考文献 ]
[ 1 ]　F ranck i R I B, Fauguet C M , Knudson D L , et al. F laviviridae

[J ]. A rch V iro l Supp l, 1991, 2: 2232233.

[ 2 ]　M eyers G, T h iel H J. M o lecu lar characterization of pestivirus

[J ]. A dv V irus Res, 1996, 47: 532118.

[ 3 ]　M eyers G, T h iel H J , Rum enapf T. C lassical sw ine fever virus:

recovery of infectious viruses from cDNA constructs and

generation of recom binan t cytopathogen ic defective in terfering

particles[J ]. V iro l, 1996, 70: 158821595.

[ 4 ]　Beate M K,M eyers G. Co rrelation betw een po in t m utations in

N S2 and the viab ilityand cytopathogen icity of bovine viral

d iarrhea virus strain o regon analyzed w ith an infectious cDNA

clone[J ]. V iro l, 2000, 74: 3902400.

[ 5 ]　W iskerchen M M , Co llett M S. Pestivirus gene exp ression: p80

of the bovine viral d iarrhea virus is a p ro teinase invo lved in

po lyp ro tein p rocessing[J ]. V iro l, 1991, 184: 3412350.

[ 6 ] 　 T am ura J K, P W arrener, Co llett M S. RNA 2stim ulated

N T Pase activity associated w ith p80 p ro tein of the pestivirus

bovine viral d iarrhea virus[J ]. V iro l, 1993, 193: 1210.

[ 7 ] 　W arrener P, Co llett M S. Pestivirus N S3 ( p80 ) p ro tein

po ssesses RNA helicase activity [ J ]. V iro l, 1995, 69: 17202

1726.

[ 8 ]　Baohua G, L iu C B, Ju iliL G. T he RNA helicase and nucleo tide

tripho sphatase activit ies of the bovine viral d iarrhea virus N S3

p ro tein are essen tial fo r viral rep lication [J ]. V iro l, 2000, 74:

179421800.

[ 9 ]　萨姆布鲁克 J , 拉塞尔 D W. 分子克隆实验指南[M ]. 3 版. 黄

培堂, 王嘉玺, 朱厚础, 等译. 北京: 科学出版社, 2002: 96299;

123221236.

[10 ]　汪家政, 范　明. 蛋白质技术手册 [M ]. 北京: 科学出版社,

2000: 77290; 1662178.

[ 11 ]　A ok i H , Sakoda Y, N akam ura S, et al. Cytopathogen icity of

classical sw ine vever viruses that do no t show the exaltation

of new castale disease viruse is associated w ith accum ulation

of N S3 in serum 2free cu ltu red cell lines [J ]. J V et M ed Sci,

2004, 66 (2) : 1612167.

[ 12 ]　洪海霞. 猪脐静脉血管内皮细胞的分离培养及猪瘟病毒对其

的致病变作用[D ]. 陕西杨凌: 西北农林科技大学, 2004.

81 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 35 卷


