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犬瘟热病毒水貂分离株 F基因真核表达
载体的构建与表达

3

苏凤艳 ,宗春苗 ,王卓聪 ,丁庆东 ,王全凯
(吉林农业大学 中药材学院 ,吉林 长春 130118)

[摘　要 ]　为了构建犬瘟热病毒 F基因真核表达载体 ,利用 RT2PCR方法扩增出水貂源犬瘟热病毒分离株的 F

基因 ,将其克隆至 pMD218 T载体上 ,用 B am H Ⅰ和 KpnⅠ进行双酶切 ,回收目的基因。将目的基因亚克隆至 pcD2
NA3. 1 ( + )中 ,获得真核重组质粒 pcDNA3. 12CDV F。通过脂质体介导法将 pcDNA3. 12CDV F转染至 B H K221细胞

中 ,并利用间接免疫荧光试验和 RT2PCR法检测 pcDNA3. 12CDV F在 B H K221细胞中的表达情况。结果表明 ,真核

重组表达质粒 pcDNA3. 12CDV F构建成功 , F基因可在 B H K221细胞中表达。
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Abstract : In order to const ruct eukaryotic expression plasmid for F gene of canine distemper virus ,t he

F gene of CDV st rain isolated f rom mink was amplified by reverse t ranscription polymerase chain reaction

( R T2PCR) . The amplified f ragment s were cloned into p MD218 T simple vector . Objective gene was obtained

by digesting t he cloning plasmid wit h B am HⅠand K p nⅠ,and the eukaryon recombinant expression plas2
mids was const ructed by re2cloning t he objective gene into pcDNA3. 1 ( + ) vector . Eukaryon recombinant

expression plasmid pcDNA3. 12CDV F was t ransfected into B H K221 cell by using lipoplast mediate method

and it was proved wit h indirect fluorescent antibody technique and R T2PCR detection t hat t he objective

gene was successf ully expressed in B H K221 cell . The result s of the st udy provided f undamental information

for t he f urt her st udy on the prevention of mink CD and new generation vaccine.
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　　犬瘟热 ( Canine distemper , CD)系由副粘病毒

科麻疹病毒属的犬瘟热病毒 ( Canine distemper vi2
rus ,CDV)引起的急性、热性、高度接触性传染病[1 ] ,

是当前对经济动物养殖、野生动物保护、观赏动物及

养犬业危害较大的疫病之一。目前 ,预防犬瘟热的

方法主要是弱毒疫苗接种 ,但是弱毒疫苗对不同种

属动物的安全性差异很大 ,甚至可引起某些动物出

现犬瘟热临床症状 ,具有散毒的危险[ 223 ]。特别是近

年来 ,CDV 在不断发生变异 ,不同地域来源的 CDV

的生物学特性存在差异 ,说明 CDV可能具有基因多

样性[4 ]。现已证明 ,目前流行的野毒株与标准的

Covac、Rockborn、Onderstepoort 和 Lederle 等疫苗
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株在抗原性、致细胞病变类型 ( CPE)和毒力等生物

学特性方面存在部分差异[527 ]。欧洲一些地区和日

本等在已免疫过的犬中爆发过犬瘟热[6 ,829 ]。因此 ,

开发新型、安全、高效的抗犬瘟热疫苗 ,已成为控制

该病的当务之急。

犬瘟热病毒是负链单股不分节的 RNA 病毒 ,

主要由 6 种结构蛋白基因构成 ,分别编码核衣壳蛋

白 (Nucleocap sid p rotein ,N 或 N P) 、磷蛋白 ( Phos2
p ho protein ,P) 、膜蛋白 (Mat rix ,M) 、融合蛋白 ( Fu2
sion p rotein ,F) 、血凝蛋白 ( Hemagglutinin p rotein ,

H或 HA) 、大蛋白 ( The large p rotein ,L ) ,其中 F

蛋白可介导病毒与感染细胞、感染细胞与非感染细

胞间的融合 ,使病毒在宿主体内具有扩散的能

力[10 ] ,是犬瘟热病毒的主要保护性抗原之一 ,亦是

近年来研制犬瘟热疫苗的首选抗原。本研究构建了

表达水貂源犬瘟热病毒 F 基因的真核表达载体

pcDNA3. 12CDV F ,并体外转染 B H K221细胞 ,用间

接荧光抗体法和 R T2PCR 法检测了目的蛋白的表

达情况 ,以期为新型 CDV疫苗的研制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　毒株、菌株与细胞 　CDV 由吉林农业大学

中药材学院经济动物基因工程实验室 ,用 Vero 传代

细胞从 1只临床疑似犬瘟热的病死水貂肝脏中分离

获得 ,经系统的病毒学鉴定后保存[11 ] ; E. col i

J M109由吉林农业大学中药材学院经济动物基因工

程实验室保存 ;Vero 细胞和 B H K221细胞由吉林大

学和平校区 (原解放军军需大学)胡微博士惠赠。

1. 1. 2　载　体　pMD218 T 载体为 Ta KaRa公司产

品 ,pcDNA3. 1 ( + )由清华大学庞海教授惠赠。

1. 1. 3 　主要试剂 　RNAgent sR Total RNA Isola2
tion System Kit 为 Promega 公司产品 , R T2PCR试

剂盒、B am H I、K p nⅠ、核酸分子量标准和棱华2So2
fast TM基因转染试剂盒为 Ta KaRa公司产品 ,琼脂糖

为 Spanish公司产品 , X2gal 为 Bebco 公司产品 ,氨

苄青霉素 ( Amp ) 、IP T G为 Sigma 公司产品 ,DNA

凝胶回收纯化试剂盒、质粒 DNA 回收和纯化试剂

盒为杭州维特洁生化技术有限公司产品 ,酵母浸出

粉、胰蛋白胨为 Oxoid公司产品 , FITC标记的山羊

抗兔 Ig G为北京鼎国生物技术有限公司产品 ,兔抗

CDV阳性血清由吉林省左家特产研究所赠送。

1. 2　CDV F基因的 R T2PCR扩增

1. 2. 1 　引物的设计与合成 　根据 GenBank 中的

CDV Onderstepoort 株 F基因序列 (A F378705) ,设

计 1对扩增 CDV F基因的 PCR引物 ,上游引物 :5′2
GGGTACCTCCAACCTCAATGCTCAA G23′;下游引

物 :5′2CGGATCCA GA GCGCCTAACCGTCTC 23′。

上、下游引物 5′端分别引入 K p nⅠ和 B am H Ⅰ

酶切位点 ,预期扩增的基因片段长度为 1 067 bp。

引物由上海生物工程公司合成。

1. 2. 2　CDV的增殖及 RNA 的提取 　弃去长满单

层非洲绿猴肾细胞 ( Vero 细胞) 的培养液 ,接种

CDV 水貂分离株 ,37 ℃感作 1 h后 ,弃去病毒液。加

入含体积分数 2 %胎牛血清的 RPMI 1640培养液 ,37

℃培养 72 h。按试剂盒说明提取总 CDV RNA ,用无

RNase去离子水溶解后 , - 20 ℃保存。

1. 2. 3　R T2PCR扩增及产物的纯化 　以犬瘟热病

毒 RNA为模板 ,对 F基因进行扩增。R T反应的总

反应体系为 10μL ,其中 MgCl2 2μL ,10×R T 缓冲

液 1μL ,dd H2 O 0. 75μL ,dN TP 1μL ,RNase 抑制

剂 0. 25μL ,AMV 0. 5μL ,下游引物 0. 5μL ,模板

RNA 4μL。反转录条件 : 42 ℃ 20 min , 99 ℃ 5

min ,5 ℃5 min。PCR反应体系为 50μL :5 ×PCR

缓冲液 10μL ,Ex TaqE 0. 25μL ,上游引物 0. 5μL ,

dd H2 O 34. 25μL , R T产物 5μL。反应条件为 : 94

℃预变性 2 min ;94 ℃热变性 30 s ;60 ℃退火 30 s ;

72 ℃延伸 1 min ,共 35 个循环 ;最后 72 ℃延伸 10

min。扩增产物用 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,并

以 DNA凝胶回收纯化试剂盒进行纯化 ,操作方法

按产品说明书进行。

1. 3　克隆质粒 pMD218 T2CDV F的构建与鉴定

纯化的 PCR产物与 pMD218 T simple vector于

16 ℃连接 8 h ,构建重组质粒 pMD218 T2CDV F ,连

接产物转化 E. col i J M109。E. col i J M109 感受态

的制备 (CaCl2 法)和转化参照文献 [ 12 ]进行。转化

产物于 37 ℃ 220 r/ min 培养 45 min ,涂布于含有

X2Gal 和 IP T G 的 LB 琼脂平板 (含 100 mg/ L

Amp)上 ,37 ℃培养过夜。通过异丙基2D2硫代半乳
糖苷 ( IP T G)诱导和 X2Gal显色进行初步筛选 ,挑取

白色菌落 ,接种于含 60μg/ mL Amp 的液体培养基

中 ,37 ℃振荡培养过夜。碱裂解法小量提取质粒 ,

并对提取的质粒进行 K p n Ⅰ和 B am H Ⅰ双酶切

及 PCR鉴定 ,选取阳性克隆送至大连宝生物公司测

序。

1. 4　真核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F的构建与重

组子的筛选

以 K p nⅠ和 B am H Ⅰ双酶切重组质粒 pMD2
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18 T2CDV F和 pcDNA3. 1 ( + )为载体 ,切胶回收后 ,

按照载体∶插入片段 = 1∶3 (体积比) ,取适量线性

化载体 pcDNA3. 1 和 CDV F基因片段混匀 ,加入

T4 DNA连接酶于连接反应体系中 ,16 ℃连接 8 h ,

构建真核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F。连接产物转

化 E. col i J M109 感受态细菌 ,将转化产物涂布于

LB琼脂平板中。以碱裂解法小量提取质粒进行

K p nⅠ单酶切鉴定及 K p nⅠ、B am HⅠ双酶切鉴定。

1. 5　真核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F转染 B H K2
21细胞

参照梭华2Sofast TM基因转染试剂说明书 ,通过

脂质体介导法将 pcDNA3. 12CDV F转染至 B H K221

细胞中。具体过程为 :将 B H K221 细胞传至放有盖

玻片的 6孔细胞培养板中 ,待细胞生长至 80 %左右

汇合时 ,加入梭华2Sofast TM / DNA复合物 ,并轻轻摇

动使其混合均匀 ,置于 37 ℃、体积分数 5 %CO2 培

养箱中孵育 24～48 h。同时设 pcDNA3. 1 ( + )转染

B H K221细胞对照组。

1. 6　CDV F基因在 B H K221细胞中的表达及鉴定

1. 6. 1 　间接免疫荧光抗体检测 ( IFA) 　取出转染

的细胞飞片 ,晾干后 ,用丙酮固定细胞 5 min , PBS

洗涤 ,加入兔抗 CDV阳性血清 ,37 ℃感作 1 h , PBS

洗涤后加入 FITC标记的山羊抗兔 Ig G ,37 ℃感作

1 h ,于荧光显微镜下观察并照相。

1. 6. 2 　R T2PCR 鉴定 　收集转染细胞 ,提取总

RNA ,进行 R T2PCR鉴定。

2　结果与分析

2. 1　CDV F基因的获得

由图 1可见 ,以病毒 RNA 为模板 ,应用作者所

设计的引物扩增出了约 1 000 bp 的基因片段 ,与预

期 DNA片段大小基本相符。

图 1　F基因 RT2PCR扩增的结果

1. CDV分离株 F基因的 R T2PCR产物 ;2. DL2000 DNA 标样

Fig. 1　RT2PCR amplification result of F gene

of CDV isolated st rain

1. R T2PCR product of F gene of CDV isolated st rain ;

2. DNA Marker DL2000

2. 2　重组质粒 pMD218 T2CDV F的鉴定
以 K p n Ⅰ和 B am H Ⅰ双酶切 pMD218 T2CD2

V F ,得到约 2 700 bp 的 pMD182T 线性片段和约
1 000 bp 的插入片段 (图 2) 。

图 2　pMD218 T2CDV F的酶切鉴定结果

1. pMD218 T2CDVF B am HⅠ+ KpnⅠ双酶切产物 ;

2. 250 bp DNA标样

Fig. 2　Restriction endonudeases analysis

of pMD218 T2CDV F

1. pMD218 T2CDVF digested by B amHⅠ+ KpnⅠ;

2. DNA Marker 250 bp DNA Ladder

图 3　pcDNA3. 12CDVF的酶切鉴定结果

1. pcDNA3. 12CDVF KpnⅠ单酶切产物 ;2. pcDNA3. 12CDVF

B amHⅠ+ KpnⅠ双酶切产物 ;3. 250 bp DNA 标样

Fig. 3　Restriction endonudeases analysis of

pcDNA3. 12CDV F

1. pcDNA3. 12CDVF digested by KpnⅠ;2. pcDNA3. 12CDVF

digested by B amHⅠ+ KpnⅠ;3. DNA Marker 250 bp DNA Ladder
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　　应用特异性引物 ,以重组质粒为模板进行 PCR

反应 ,亦扩增出约 1 000 bp 的目的片段 ,序列分析

结果证实 ,该 DNA 片段大小为 1 067 bp ,与 Gen2
Bank中 0122601 株、25442Han95 株、5804P株、25259

株、A75217 株、DO GD K91C 株、ON P 株、PDV22 株

和 9822646株核苷酸序列的同源性分别为 95. 4 % ,

93. 8 % ,93. 9 % ,94. 3 % ,94. 5 % , 93. 9 % , 97. 3 % ,

94. 7和 94. 1 % ;推导的氨基酸序列的同源性分别为

97. 4 % , 96. 6 % , 97. 7 % , 98. 0 % , 97. 4 % , 97. 4 % ,

97. 2 % ,98. 0 %和 96. 6 %。

2. 3　真核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F的鉴定

图 3 结果表明 ,pcDNA3. 12CDV F 经 K p nⅠ、

B am HⅠ双酶切后 ,得到约 5 400 bp 的 pcDNA3. 1

( + )线性片段和约 1 000 bp 的插入片段 ,以 K p nⅠ

单酶切 ,可得到约 6 400 bp 的线性片段。

2. 4 　真核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F 在转染的

B H K221细胞中的表达

2. 4. 1　间接荧光抗体检测 　由图 4 可见 ,转染重

组质粒 pcDNA3. 12CDV F 的 B H K221 细胞出现特

异性的亮绿色荧光 ,而转染 pcDNA3. 1 ( + )空载体

的 B H K221细胞则无特异性的亮绿色荧光出现。表

明 CDV F基因在 B H K221细胞中得到表达。

2. 4. 2　R T2PCR 鉴定结果 　提取 pcDNA3. 12CD2
V F转染细胞总 RNA进行 R T2PCR反应 ,扩增出了

约 1 000 bp 的DNA片段 ,而空载体转染的B H K221

细胞和正常的 B H K221均未见目的条带 ,仅有引物

二聚体条带出现 (图 5) 。

图 4　pcDNA3. 12CDV F转染 B H K221细胞荧光抗体检测结果

A.转染 pcDNA3. 12CDVF的 B H K221细胞 ;B.转染 pcDNA3. 1 ( + )的 B H K221细胞

Fig. 4　Result s of fluorescence antibody assay for B H K221 cell t ransfected with pcDNA3. 12CDVF

A. B H K221 cells t ransfected wit h pcDNA3. 12CDVF ;B. B H K221 cells t ransfected wit h pcDNA3. 1 ( + )

图 5　pcDNA3. 12CDV F转染 B H K221细胞的

RT2PCR鉴定结果

1. DL2000 DNA标样 ;2. pcDNA3. 12CDVF转染 B H K221

细胞的 R T2PCR产物 ;3. pcDNA3. 1转染 B H K221细胞的

R T2PCR产物 ;4.正常 B H K221细胞的 R T2PCR产物

Fig. 5　RT2PCR identification results for B H K221 cells

t ransfected with pcDNA3. 12CDV F

1. DNA Marker DL2000 ;2. R T2PCR product of B H K221

t ranfected wit h pCDNA3. 12CDVF ;3. R T2PCR product

of B H K221cell t ransfected wit h pcDNA3. 1 ;

4. R T2PCR product of normal B H K221 cell ;

3　讨　论

由于 CDV呈世界性分布 ,自然感染宿主种类广

泛 ,且可在大量的不相关动物种类间交叉感染[13 ] ,

因此 ,消灭 CDV几乎是不可能的 ,但可以利用疫苗

通过主动免疫进行控制。目前 ,常用的犬瘟热疫苗
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有 CDV 死毒苗、MV 疫苗、CDV 弱毒疫苗 ,但是

CDV 死毒苗和 MV 疫苗不能提供动物持久的保护

力 ,而 CDV弱毒疫苗的热稳定较差 ,接种后易受母

源抗体的干扰 ,对某些免疫缺陷犬和野生动物不安

全 ,且具有散毒的危险。多年来 ,在犬瘟热的控制方

面 ,尽管采取了许多措施 ,但仍未能从根本上得以控

制 ,近年来反而呈上升趋势 ,其根本原因是目前尚无

安全有效的疫苗 ,所以人们已开始研制新型疫苗 ,如

核酸苗、基因工程亚单位苗、重组病毒苗等[14 ]。犬

瘟热病毒 F基因编码产生的融合蛋白 ,可诱导机体

产生特异性免疫应答反应 ,是犬瘟热病毒的主要保

护性抗原 ,亦是构建病毒亚单位疫苗或重组疫苗的

主要蛋白之一。本研究成功地克隆了犬瘟热病毒的

F蛋白基因 ,通过序列测定和 DNASTA R 分析发

现 ,所克隆的 F基因与 GenBank 中其他 CDV 毒株

F基因核苷酸序列的同源性为 93. 8 %～97. 3 % ,推

导的氨基酸序列的同源性为 96. 6 %～98. 0 %。表

明该基因在犬瘟热病毒中是相对保守的 ,这与其他

学者的研究结论一致[15 ]。采用脂质体介导法将真

核表达质粒 pcDNA3. 12CDV F 转染至 B H K221 细

胞中 ,并进行间接免疫荧光抗体法和 R T2PCR法检

测 ,结果表明 ,犬瘟热病毒融合蛋白 ( F) 基因在

B H K221细胞中得到了表达 ,表明 F基因具有作为

DNA疫苗预防 CD 的应用价值。在今后的研究工

作中 ,可进一步以构建的真核重组质粒免疫实验动

物 ,观察其在动物体内的免疫活性 ,从而为 CDV

DNA疫苗的研发奠定基础。
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