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日本脑炎病毒 株 基因的

克隆
、

测序及表达
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陕西 杨凌

摘 要 〕 以 日本脑炎病毒
,

株的基因组 为模板
,

采用
一

技

术
,

克隆了 株的 基因
,

并对其进行了测序和序列分析
。

构建了
一

表达载体 转化表达宿主

大肠杆菌
,

并对其进行了诱导表达
,

对表达产物进行检测
。

结果表明
,

基因全长
,

其核酸序

列与 株同源性为 ”
,

与 和
一 一

等 个 毒株的核昔酸序列同源性为 表明 基

因的保守性很高
一

表达产物的相对分子质量约为
,

大小与预期结果相符
。

基因克隆表达成功
。

关扭词 〕 日本脑炎 株 基因
一
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日本脑炎是一种 由蚊虫传播的中枢神经 系统病

毒性人畜共 患传染 病
,

由 日本 脑 炎病 毒
,

引起
,

主要流行 于东亚和东

南亚各国
,

近年来流行分布范 围不断扩大
。

我 国是

世界上 日本脑炎发病人数最多的国家
,

占世 界发病

人数的 以上 〔’」。

猪是 日本脑炎的主要传染源
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其患病主要症状为怀孕母猪流产
、

产死胎
、

产弱仔
,

公猪辜丸炎及少数仔猪呈神经症状
,

常给养猪业造

成巨大的经济损失
。

属于黄病毒科黄病毒属
,

其核酸为单股正

链
,

长 度 约 为
,

由
‘

端 非 编 码 区
‘一

和一个几乎跨越整个基 因组 的单一开放

阅读框 和
‘

端非编码区 仁 构成
,

无亚

基因 组 结 构
。

基 因 编 码 的 蛋 白 顺 序 为
一 一 一 一 一 一 一 一

〔
一 ,

其中核心蛋白
、

囊膜蛋白 由前期膜蛋

白 水解而来 和囊膜糖蛋白 是 的结构

蛋白
‘

一

〕,

为非结构蛋白
。

基因长度

为
,

编码 个氨基酸
。

蛋 白是一种

分泌型糖蛋白
,

具有可溶性补体结合活性
,

可在不

出现中和抗体的情况下诱生保护力〔
一

幻 。

本研究 以

从武汉地 区 分 离 的 毒株 为材料
,

对 其

基 因进行 了克隆
、

鉴定及测序
,

构建了重组原

核表达质粒
,

并在大肠杆菌中进行了高效表达
,

为
基因工程疫苗的研制奠定了基础

。

材料与方法

材
·

料

病毒
、

菌株 及 试 验 动 物 强毒

株
,

由湖北省农业科学院畜牧兽医研究所兽医室分

离鉴定
。 和 大肠杆菌由湖北省农业

科学院畜牧兽医研究所生物室保存 日龄昆明乳

鼠
,

购 自湖北省疾病预防控制中心动物室
,

共 只
,

质量
,

雌雄随机
。

主 要 仪 器及 试 剂 仪 美 国

产品
,

电泳仪
、

凝胶成象系统 美 国

公 司产 品
,

高速 冷冻离 心 机 德 国

产品
。

试剂为 公 司产品
,

玻璃奶回收试剂盒为 公 司产品
, 一

反

转录酶
、

酶
、 、 、

和

为 公司产品
, 一

载体为上海生工产

品 质粒小量制备试剂盒为 公司产品
。

引物的设计与合成

参考 发表 乙 脑疫苗株 的核昔

酸序列 登 陆 号 为
,

用

软件设计 条引物
’一 一 ’

上游引物 几

‘

下游引物 气

一 ‘ 。

引物由 公司合成
。

株 的提取

用 溶解 株乙脑病毒干粉
,

脑内接种

日龄昆明乳 鼠
,

每只注射 拌 ,

接种后挑取第

出现 明显神经症状的小 鼠
,

无菌采取其

脑组织
,

以每 鼠脑组织加 试剂

的比例与 试剂混合
,

按试剂说明书操作步骤

提取
,

沉淀的 加人
,

体积分

数 乙醇
,

一 ℃保存备用
。

株 基因的
一

扩增

反应 取 支 管
,

依次加人

一 拼 总
,

拌 引物 拌 碑 ,

拌
,

拌
,

拌

,
拜

一
拌

,

拌
。

在 仪中进行 合成
,

作

为下一步 扩增的模板
。

反应程序为 ℃
,

℃
,

℃保存
。

反应 反应体系为 拌

拌
,

拌 ,

上
、

下游引物 拌 各 拜
, 拌 模

板
,

聚合酶
。

反应条件为 ℃预变性

℃变性
,

℃退火
,

℃延伸
,

个循环 ℃延伸
。

产物进行

琼脂糖电泳鉴定
,

澳化乙锭染色
,

凝胶成像

系统观察电泳结果
。

株 甚因 扩增产物鉴定

用玻璃奶试剂盒 回收 基 因
,

与 克隆
一

载体 ℃连接过夜
,

连接反应体系为

拌 , 一 拌
,

拌 , 拜 拜 , 拼 ,

拼
。

取连接产物 拌 转化感受态 。 涂布

含 抗生素的 琼脂平板
,

置 ℃

温箱培养
。

用兰 白斑初步筛选
,

挑取 白斑

单个菌落
,

接种含 的 液体培养

基
,

在 的摇床上培养 后
,

用质粒小量制备试剂盒提取纯化质粒
,

进行

和 尸 双酶切鉴定
,

将阳性克隆质粒命名为
,

并送 公司序列测定
。

株 甚因及 蛋白序列分析

将 基因的核昔酸序列及据其推导 的氨基

酸序列与 收录的其他 株序列进行 比

对
,

使用 软件进行同源性分析
。
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、

测序及表达

株 墓 因
一

原核表

达质粒的构建及鉴定

测序验证后
,

用 和 双酶切
,

得到 自带起始密码子和终止密码子的完整的

基因
。

用 和 双酶切
一

质粒
。

将 和
一

双酶

切产物分别进行 琼脂糖电泳
,

并用 胶

内回收试剂盒 回收 目的产物
,

溶 于 砂 灭菌去离

子水
,

℃连接过夜
,

构建原核表达质粒
。

连接反应体系 、

拌 , 一 拌
砂 , 拼 ,

, “
碑 。

取连接产物
,

转化

感受态
,

接种于卡那霉素 抗性平板上
,

挑取单菌落
,

小量提质粒后进行 ’ 和 召“ ,

双酶 切 鉴 定
。

基 因 原 核 表 达 质 粒
一

的构建策略见图
。

户 ,

由
沉

白、、一

从

脚

入七。

,

图 基因原核表达质粒
一

的构建示意图
一

一

的转染与诱导表达

取鉴 定 好 的 原 核 表 达 质 粒
一

拼 ,

转化 拜 大肠杆菌 感受态细胞
,

然后涂布 琼脂平板 含 抗生素
,

挑菌
、

扩大培养
、

酶切鉴定等一 系列操作与 节
一

鉴 定相 同
。

将 鉴 定 好 的含

的 菌液按 ,

体积 比 加人含

有 的 液体培养基中
,

℃ 摇床

上培养至
。。

值为 约
,

加人

至终浓度
,

℃继续振荡培养扭 后

收集沉淀菌体
。

同时设 未诱导

对照和 对照
。

一

表达产物的
一

检测

取诱导表达菌液各
,

离心
,

弃 上 清
,

收 集 诱 导 表 达 的 菌 体
,

加 川

凝胶电泳上样缓 冲液重悬
,

沸水浴
,

参照文献 进行 检测
。

基因组
,

以此为模板进行
一 ,

琼脂糖凝

胶电泳检测结果显示
,

在约 朽 处有

一电泳带 图
,

与预期相符
。

表明该扩增 产物包

括了 基因上游的 基因 末端 个核昔酸
。

结果与分析

株 基因
一

扩增结果

从感染 株的鼠脑 中成功地提取

图 株 基因的
一

扩增产物电泳图

入 皿 、 一

〔
’

产物 性 对照

入 , 一 , ’

一, 。

’ ‘,

株 墓因核昔酸及 其推导 的甄

基酸序列分析

测序结果表明
,

基 因 长度为
,

编码 个氨基酸 残 基
。

序列分 析结 果 显 示
,
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株 基因核昔酸序列与 株的相似性为

”
,

仅有 个核昔酸差异
,

其编码的氨基酸序列

与 株 的 同源 性 达 与
、

和 等 株的氨基酸序列的相

似性达 与
、

一
一 一

等 个毒株的

核昔酸序列同源性均为
,

氨基酸序列的同源性

高达
。

表明 株的 基 因已经克隆

成功
,

该基因在 不同毒株中保守性很高
。

一

的鉴定结果
一

单酶切产物长度为
,

和 双酶切 产物长度为 和

图
。

测序结果显示
,

读码框完全正确
。

讨 论

图
一

酶切鉴定图
, 田

一

, 一 一

卜

卜 表达产物的 检测结果

株 基因原核表达质粒

表达产物的 电泳结果显示
,

在

处出现一条明显的特异性蛋 白条带 图
,

大小

与预期结果相符
。

本研究的 株是从武汉地 区两个规模

化猪场的母猪流产胎儿脑组织分离鉴定到的 株地

方性 强毒株
。

本试验根据 中的

野生型 株的全基因序列设计了一条第一链引

物 与 基因组的 区互补
,

并以提取的 株基因组 为模板
,

反转录了

株 区的
。

随后用引物
、

扩增 了 株 的 基 因 〔 基 因组 的

区
,

包括完整 基因及其上游的

基因 末端 个核昔酸
,

其长度为
。

蛋白的相对分子量约为
,

是分泌 型

糖蛋白
,

本试验表达的 蛋白质的相对分子质量

约为
,

推测这是由于其包含了 上游 蛋

白 末端 个氨基酸所致
。

常以同二聚体形

式存在于培养液和血清中
,

形成的二聚体对热极敏

感
,

煮沸可使二聚体转变为单体
。

有研究表明
,

以这种高分子质量形式出现是黄病毒感染的一个特

点〔’ 〕。

可能在病毒组装和释放 中起作用
,

是病

毒的主要抗原成分之一
,

具有可溶性补体结合活性
。

不组成毒粒
,

没有中和活性和血凝抑制活性
,

但

是其可在不 出现 中和抗体的情况下
,

诱导保护性免

疫
,

通过补体依赖途径水解被 侵染的细胞〔” 〕
。

用 作疫苗
,

因其没有常规疫苗抗体的依赖性而

引起人们的极大关注
,

并且把它作为研制亚单位疫

苗的良好材料川
,

现 在常用 于 各类疫苗的开

发
。

等仁”〕研究表明
,

黄病毒的主要免疫原性

基因 别 高度保守
,

其核酸序列可适用于 种黄病

毒 包括 在内
,

并有可能成为具有广泛作用

的黄病毒亚单位疫苗
。

本研究将
一

重组质粒转化表达

宿主大肠杆菌
,

成功地表达了 基因
,

表达的 蛋 白相 对 分 子 质 量 为
,

结果 为

单克隆抗体的制备
、

基因工程疫苗的研发

奠定了基础
。

图
一

诱导表达产物的 电泳图

未转化
一

的

诱导的
一

诱导的

一

一
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第 期 赵清梅等 组织工程化人工角膜上皮的构建

中和术后死亡
。

关中奶山羊的利用年限为 年
,

在人工角膜移植后可长期饲养
,

有利于长时间观察

人工角膜移植后眼睛的恢复状况
。

因此
,

关中奶 山

羊是角膜移植基础研究的理想试验动物模型
。

本试

验采用羊膜负载关中奶山羊角膜缘细胞构建组织工

程化人工角膜上皮
,

结果显示构建的人工角膜上皮

与正常的角膜结构相似
,

说明用该方法构建的人工

角膜上皮可以为关中奶山羊的自体角膜移植提供移

植材料
,

为用关中奶山羊作为试验动物模型来研究

人工角膜在角膜移植中的应用奠定了基础
。
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