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猪瘟病毒p80基因丝氨酸蛋白酶功能

区的原核表达及小鼠免疫试验

鲁 絮“2，许信刚“，张彦明2，张淼涛2，李少方2
(1．中国农业科学院兰州兽医研究所，农业部畜禽病毒学重点开放实验室

兰州730046}2．西北农林科技大学动物科技学院，陕西杨凌712100)

摘要：根据已发表的猪瘟病毒Alfort株的全基因组序列，设计2对引物以Shimen细胞毒株为材料．一步法

提取总RNA，利用RT-PCR和套式PCR，成功扩增出p80全长基因，包括丝氨酸蛋白酶以及NTPase／RNA

解旋酶功能区，太小约为2．0kb。将p80基因中的丝氨酸蛋白酶基周克隆到原核表达载体pET-32a中，获得

重组质粒pET-p80。将重组质粒转化大肠杆菌Rosetta(DE3)中，IPTG诱导表达得到分子量约为43ku的目

的蛋白，与理论大小相符。将菌体蛋白经Ni柱纯化，获得纯化重组p80蛋白，Western blot检测表明．表达的

目的蛋白能与CSFV阳性血清发生反应。用纯化的p80蛋白免疫Bal b／c小鼠，成功制备了抗pSO蛋白的抗

血清。
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Expression of Serine Proteinase Functional Domain of p80 Gene

of CSFV in E．coil and Mice Immune Test
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Abstract：Two pairs of primers were designed based on the sequence of CSFV Alfort strain．Serine

protease and NTPase／RNA heliease functional domain，about 2．okb of p80 genes of CSFV Shimen

strain were amplified by RT—PCR and nPCR．Serine protease gene was cloned into prokaryotic expres—

sion vector pET一32a．The inserted position，the orientation and the ORF of the recombinant plas—

mids pET—p80 were proven to be correct by PCR，restriction enzyme digestion and sequence analysis．

The about 42ku target protein was expressed in E．coli Rosetta(DE3)induced with IPTG．Western—

blotting showed that the expressed proteins could be recognized by CSFV positive serum．Balb／c mice

were injected in abdomen with purified p80 protein and its antiserum was made successfully．

Key words：CSFV；Shimen strain；p80 gene；Prokaryotic expression；Immune

猪瘟病毒(Classical swine fever virus，CS—

FV)是影响畜牧业生产最重要的病原体之一。

CSFV属于黄病毒科(Flaviridae)瘟病毒属(Pes—

tivirus)，其RNA是线状单股正链，约12．3 kb，

含有单一的开放阅读框架(ORF)，从5’端到3’

端，CSFV的ORF可顺次翻译C(P 14)、Erns

(gP 48)、E1(gP 33)和E2(gp 55)4种结构蛋白

以及七种非结构蛋白Npro、P7、NS2—3、NS4A、
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NS4B、NS5A和NS5B。NS3蛋白具有丝氨酸蛋

白酶⋯、NTPase[“、RNA解螺旋酶活性‘“，它的

丝氨酸蛋白酶活性与下游一系列非结构蛋白的加

工有关，NTPase、解螺旋酶活性在病毒基因组复

制中起一定的作用o]。非致细胞病变型(noncy—

topathogenic，nCP)瘟病毒在其感染宿主细胞内

只表达Ns2—3聚蛋白(P 125)，而在致细胞病变型

(cytopathogenic，CP)瘟病毒感染的细胞中，

Ns2—3聚蛋白被加工成NS2(p 54)和NS3(p80)，

因此非结构蛋白p80可作为CP型瘟病毒在蛋白

质水平上的分子标志[6“]。为了进一步研究p80

蛋白与CSFV致CPE的关系，需要研制出p80蛋

白的单克隆抗体，来检测CsFV感染时p80蛋白

在发生CPE的细胞与不发生CPE的细胞中的表

达情况。本试验克隆了pS0基因的全长基因将其

进行了原核表达，Western blotting检测表明该

重组蛋白能与猪瘟阳性血清中的pS0抗体特异性

结合，同时用纯化的重组蛋白免疫Bal b／c小鼠，

成功制备了抗p80蛋白的抗血清。为下一步制备

p80蛋白单克隆抗体提供了基础材料，也为进一

步深人研究非结构蛋白p80在CSFV复制以及

CSFV致细胞病变中的作用奠定了基础。

1聩料与贵法

1．1毒株、菌株、质粒及试验动物

CSFV Shimen株购自中国兽药监察所。受

体菌DH5a、JMl09、载体pET-32a为农业部畜禽

病毒学重点开放实验室保存。大肠杆菌Rosetta

菌株由武汉大学病毒所馈赠。pMD-18一T Vector

购自大连宝生物工程有限公司。Balb／c小鼠购自

西安交通大学医学院。

1，2主要试剂

TRIZOL试剂盒购自Invitrogen公司。Ex—

TaqDNA聚合酶、dNTPs、限制性内切酶Sad、

X^o I、T4 DNA连接酶、DNA MarkerDL2000、蛋

白低分子量Marker购自大连宝生物工程有限公

司。X gal、IPTG、溶菌酶、反转录酶(M_MLV)

购自Promega公司。DNA快速纯化回收试剂盒

及质粒微量提取试剂盒购自安徽优晶公司。猪瘟

阳性血清购自中国兽药监察所。辣根过氧化物酶

标记的鼠抗猪IgG及羊抗鼠IgG购自北京博奥

森公司J His-Bind purification Kit购自Novagen

公司。

1．3引物设计与台成

根据Shimen株全基因序列，分别在p80基

因的起始密码子上游和终止密码子下游设计两对

引物Pl、P2和P3、P4，进行PCR和套式PCR扩

增p80基因。上游引物P1：5，-TAGAGTTCTG—

TAACACCTTGGCTG-3’，下游引P2：5’一AGGC—

TAcTATcAAcGCATTCTCAG-3。。套式PCR

上游引物P3：5 7一 GAGCTCGGGCCTGC—

CGTTTGCAAG A一3’，(下划线处为Sac I酶切

位点)下游引物P4 5，-CTCGAGCTAGAC—

CAACTACCTGTTTTA GTGCTCTGC一3’(下划

线处为XhoI酶切位点)。

1．4病毒RNA提取、p80基因RT-PCR扩增及

其产物鉴定

依据参考文献[9]的方法．参照Invitrogen公

司的TRL ZOLR LS Reagent的Total RNA iso—

lation system进行。在0．5 mL PCR反应管中加

入总RNA悬液10．5“L、P2(50 pmol／FL)1．0

“L，混匀后65℃水浴10 rain，迅速冰浴5 min后

加入5×反转录酶缓冲液4“L、RNasin(50 u／pL)

0．5肛L、2．5 mmol dNTP Mixture 2 pL、反转录

酶(AMV)(10 u／vL)1 FL、DEPC处理水2“L，

42℃水浴反应1 h。取反转录产物5 vL，10×

PCR buffer 59L，25 mmol／L MgCl2 3ⅡI。．10

mmol／L dNTP 4弘L，弓J物P1和P2各1 pL，加

水至50“L，进行PCR扩增。反应条件98"(2

8 min后加0．5FL TaqDNA聚合酶，然后95℃

1 min，48℃l min，72℃2 min，32个循环，最后在

72℃延伸10 min。二扩反应条件取一扩产物

5弘L，加人引物P3和P4各1 pl。。反应条件为：

98℃10 S，55℃30 S，72℃2 min，35个循环，最

后在72℃延伸10min。

1．5原核表达载体pET-p80的构建及原核表达

纯化回收PCR产物，与pMDl8-T载体连接

并转化感受态细胞DH5a，筛选阳性克隆。将阳

性重组质粒用Sac I和Hind III进行双酶切，凝

胶回收丝氨酸蛋白酶基因片段580 bp，再将丝氨

酸蛋白酶基因亚克隆到原核表达载体pET 32a

上，并进行PCR及酶切分析鉴定。阳性克隆送宝

生物工程(大连)公司测序，以确定插人位置、方

向、读码框的正确性。含正确插入目的基因的重

组质粒分别命名为pET—p80。阳性质粒转化到

大肠杆菌Rosetta(DE3)申，接种含氨苄青霉素

(100．ug／mL)和氯霉素(34 Fg／mL)的LB培养
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基，37℃摇床中以220 r／rain振培至OD600达到

0．6～1．0，加入IPTG至终浓度为2．5 mmol／L，

继续培养。

1．6表达蛋白的SDS—PAGE和Western blot检

测

取诱导后的细菌悬液1 mL，离心后加PBS

液50“L悬浮，再加等体积的2 XSI)S上样缓冲

液，煮沸裂解10 min后上样20“I。，进行SDS-

PAGE电泳并进行考马斯亮蓝染色(以未经

IPTG诱导的重组质粒转化菌为对照)。将SDS-

PAGE凝胶，直接用Bio-rad电转移装置将其转

印于PVDF膜(0．45 ttm)上(100 V湿法转移

1．5 h)，转印结束后，进行Western blotting。一

抗使用猪瘟高免血清(1：100)，二抗使用辣根过

氧化物酶标记的鼠抗猪IgG(1：2000)，最后用

DAB显色。

1．7表达蛋白的纯化及动物免疫试验

应用Novagen公司的His—Bind purification

Kit纯化目的蛋白，具体步骤参照试剂盒说明书

进行。用纯化的融合蛋白免疫6周龄Balb／c小

鼠8只。免疫剂量和免疫程序如F：第1 d，50 ug

抗原加弗氏完全佐剂两侧腹股沟皮下注射；第14

天，100 ug抗原加弗氏不完全佐剂颈背皮下多点

注射；第28天，100 gg抗原不加佐剂腹腔注射；7

d后采血测抗体效价，当效价符合要求后(以间接

ELlSA法检测，抗体效价在105以上)，最后再用

100 Pg抗原尾静脉加强免疫，3 d后摘眼球放血

收集抗血清，分装冻存于一70℃备用。应用间接

ELISA检测小鼠血清抗体的效价。用2#g／mL

抗原包被酶标板，倍比稀释的待测血清作为一抗，

二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠lgG(1：

1 000)，最后用TMB显色，于波长450 rim处，用

TECAN酶标仪测各孔A值，A值>阴性对照的

2．1倍，即为阳性。

2 结果与分析

2．1 p80基因PT-PCR扩增

用特异性引物P1／P2和P3／P4，做RT PCR

和nPCR扩增出了约2．0 kb大小的一条带(图

1)，与预期扩增的基因片段大小相符。

2．2克隆载体pMDl8一T—p80的PCR和酶切鉴

定

从平板上挑单菌落．提取质粒，经PCR扩增，

产物大小大约为2 000 bp。经Sac I和Xho I双

酶切，得到大小约为2 000 bp和2 600 bp的两个

片段，与预期结果一致，证明含p80基因的重组质

粒pMDl8一T—p80构建成功(图2)。

DNA分于质量标准，DL2000 makerI pS0基因的RT PCR

扩增产物，RT PCR product of p80

国1 NS3的RT-PCR扩增产物

Fig．1 RT-PCR product of pSO gene

M；DI。2 000 DNA分r质量标准，Marker DL2 000Il：pMDl8-

T_pso取酶切产物．Restriction analysis of pMDl8-T-PS0；2：pMDl8一

-p80的PCR产物，PCR producl_s of pMDl8一T-pS0

圈2重组质粒pMDl8-T-p80的鉴定

Fig．2 Identification of recombinant

plasmid pMDl8一T-p80

2．3 重组原核表达载体pET-p80的酶切鉴定

将插入p80丝氩酸蛋白酶基因的重组质粒以

Sac I和Hind Ill双酶切，结果得到约为5 900

bp和580 bp的两个片段(图3)。测序结果表明

插人基因的位置、方向以及读码框均正确。

2．4 p80蛋白的诱导表达、SDS-PAGE电泳及蛋

白纯化

用IPTG诱导后4 h表达量达到最高。SDS—

PAGE分析结果显示，在43 ku处可见一条含量

丰富的蛋白条带，与推测的目的蛋白大小相符(图

4)，初步表明p80丝氨酸蛋白酶基因表达成功。

将经Ni柱亲和层析纯化的融合蛋白，经SDS-

PAGE及薄层扫描分析表明，融合蛋白的纯度在
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00％以上(图4)。经紫外线吸收法检测表明

合蛋自的浓度匏为0．5 mglmL。

融 2．5 Western blot分析及抗血清效价的测定

M：DL2000 DNA分子质量标准．MarkerDL2 000，1；pET'-

P80阳性重组质粒酶切产物，Restriction analysis of pET删pS0
cornblnantl2：pET一32a质牲酶切产物，Plasmid pET-pS0

图3原核表达载体pET-P80的藏酶切鉴定

Fig。3 Identification of recombinant plasmid pET-p80

M．蛋白Marker．Protein Markerf 1：未诱导对照，Non-in—

dated total bacterial]ysate F 2：诱导表达产物．Induced total bacte—

mlIysateI 3i曹体裂解后的上清，Supernatant of induced bacteri—

al lysate；4：茁体裂屏后的沉淀lPellet of induced bacterial；5：纯

化前目的蛋白．PuMled target protein

宙4表达蛋白的SDS-PAGE植剽结果

Fi‘4 SDS-PAGE detection of protein expressed in E．coli

M±蛋白Market rProtein Marker f l：未诱导对照，Non—in—

ducedtotal bacterial Jysatef 2．3：诱导表选产物，Inducedtotal

bacterial]yaate

圈5衰运叠白的Western blotting拴窝结果

Fig．5 Weslel-11 blotting deh!ction of

protein exlJIressed in E．coli

Western biotring显色结果表观，经诱导鹊重

组质粒转化菌，在43 kd处出现一条特异条带，而

对照的未诱导菌无条带(图5)。证明该融合蛋白

可被CSFV阳性血清中的p80抗体所识别。应

用间接ELISA法检测，结果表明小鼠抗血清效价

达到5×105以上。

3 讨论

猪瘟病毒NS3基因是一个高度保守的基因，

它编码的p80蛋白不仅在病毒RNA复制和多聚

糖蛋白的加工过程中具有重要作用，而且在病毒

与宿主细胞的相互作用中似乎也扮演了一个十分

重要的角色。Myers口“、Tautz[1”等在体外构建

了CT型和nCP型瘟病毒RNA复制子。并在俸

外经细胞转录来研究瘟病毒对细胞致病变作用的

机制，结果表明宿主细胞中p80的表达或者超量

表达与细胞发生病变之间有着非常重要的联系。

那么，究竟是瘟病毒p80蛋白单独表达或超量表

达就可以导致宿主细胞发生CPE，还是p80与病

毒其他蛋白共同作用而导致宿主细胞发生病变，

目前未见报道。笔者认为，猪瘟病毒感染猪血管

内皮细胞的病理变化，很可能是由CSFV基因表

达的P 125加工成pSO所引起的。那么，p125加

工成p80和P 54是由CSFV本身的蛋白酶或是

内皮细胞的酶在起作用呢?笔者认为，将p125加

工成p80和p54是由猪血管内皮细胞产生的酶在

起作用(不管这种酶起直接作用或是起间接作

用)。这个假设是不是成立，就需要通过试验来检

验猪瘟病毒感染猪血管内皮细胞后是否在其中能

产生p80蛋白，而感染其他猪源细胞不能在其中

产生p80蛋白。这就需要研制p80蛋白单克隆抗

体来进行检测。

本试验克隆了p80基因的全长基因将其进行

了原核表达。在原核表达过程中，目的基因的长

短是决定目的蛋白表达量的重要因素之一，在预

试验中本来想表达完整的p80全长蛋白，但是效

果不理想。最后实验选取了p80基因保守性极愠

的丝氨酸蛋白酶基因活性功能区段进行了表达。

Western blotting检测表明该重组蛋白能与猪瘟

阳性血清中的p80抗体特异性结合。而且表达产

量较高。同时用纯化的重组蛋白免疫Bal b／c小

鼠，成功制备了抗p80蛋白的抗血清。为下一步

制备p80蛋白单克隆抗体提供了基础材料，也为
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进一步深入研究非结构蛋白p80在CSFV复制

以及CSFV致细胞病变中的作用奠定了基础。
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