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猪瘟病毒 E O 蛋白的原核表达及其重组蛋 白活性测定
王生育

,
颜江华

2
张长弓

“
李文珠

4 庄国洪“
黄印尧

3 *

1
.

厦门波生生物技术有限公 司 2
.

厦 门大学医学院抗癌研究中心

3
.

厦 门出入境检验检疫局 4
.

厦 门大学生命科学院 福建 厦门 3 61 00 5

摘 要 通过 重叠PC R 合成猪瘟病毒研基因
,

将 该片段定 向括入到 pET
一 22h 载体 中

,

构建原核表达载 体 pE’r
一 2 2b/ 印

,

转化 大肠杆菌 B 12 1

(D E3 )
,

】界C 诱导表达
,

比较不 同诱导条件 下的蛋白表达
,

确定其最佳表达条件
。

重组蛋 白主要以 包涵体 的形式表达
,

Ni Z 十 亲和层析柱纯化蛋

白
,

逐步透析法复性
。

通过方阵试验确定包被抗原 的最适工作浓度
,

为 了测定 印 蛋 白的活性
,

本文初步建立 了检测猪 瘟血清抗体 水平的间接

El」SA 方法
,

为开发检测猪 瘟杭体诊断试剂莫定基拙
。

关键词 EO 基 因 表达 包涵体 纯化 间接 ELlsA
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1 文献标识码

: A 文章编号
: 1(Xj 3 一 4 331 (2仪巧)02 刊1 1)1 一 03

猪瘟病毒(Clas s ie al Swi n e fe v e r v iru s ,

CS卿 )属于

黄病毒科(R avi vi ri d a e )瘟病毒属 (Pe sti vi I’u
、 , 。

病毒基

因组为单股正链 R N A 分子
,

长约 I2
.

3k b
,

含有一个

大的开放性阅读框(ORF )
,

编码 3 8 98 个氨基酸残基

的多聚前体蛋白
。

从 5
’

到 3
’

端
,

ORF 可顺次翻译衣

壳蛋 白 C 和高度糖基化的囊膜糖蛋白 E 0( 或称

E n 拐)
、

El
、

EZ 等四种蛋 白
,

以及 3 到 5 种非结构蛋

白仁
’五2了

。

其中 E0 和 E Z 参与病毒感染细胞过程
,

并

且诱导宿主机体产生保护性免疫应答
。

在病毒粒子

中 E0 通常以同源二聚体的形式存在
,

分子量约 为
loo kn[

’〕
。

E0 缺乏膜锚定结构
,

大量的 EO蛋白从感

染的细胞中分泌到细胞外川
。

并具有 RN A 酶活性
,

可降解病毒和细胞的 RN A
。

E0 能够导致机体的免

疫抑制
,

引起动物的淋巴细胞和上皮细胞凋亡 [’〕
。

CSFV 感染的猪出现白细胞减少和免疫抑制
,

这一现

象提示 E0 在 CSFV 的致病过程中起重要作用
。

为了进一步研究 E0 的生物活性及建立 cs Fv

抗体检测系统
,

本文利用 pET
一
22 b 载体构建 EO 的

高效表达系统
,

且对重组蛋白的活性作初步鉴定和

为构建抗体检测试剂进行初步探索
。

l 材料与方法

1
.

1 实验材料 大肠杆菌 BU I (DE3 )由厦门大学

医学院抗癌研究中心 提供 ; pET
一 22b 载体为 N o -

v

age
n
公司产品 ;引物由上海生工生物工程有限公司

合成
。

两 DNA 聚合酶
、

限制性内切酶
、

T4 DN A 连接

酶为 NE B 产品
。

NiZ
+ 一 H IT ra l〕 Chelat in g HP 树脂为

A n lers ham Ph

~
ia Bi o

tec h 公司产品
。

液体猪瘟正

向间接血凝抗原试剂盒购自中国农科院兰州兽医研

究所
。

猪抗猪瘟病毒高免血清
、

待检血清
、

猪瘟阴性

血清由厦门出人境检验检疫局提供
。

辣根过氧化物

酶标记的兔抗猪鳞 抗体由厦大抗癌中心制备
。

1
.

2 引物设计 经 (沈1侣歇】k 检索分析
,

参照已公布

的猪瘟中国石 门毒株(Cl as si cal swi ne fever vi ru “ st 面
n

Sh ime 可HV R I
, c o n lple te ge

~
.

A、7 7 5 178 )选取 E0 基

因
,

根据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜好性

原则
,

在不影响氨基酸序列的前提下
,

修改 E0 序列中

部分稀有密码子
。

将其分为 巧 条长引物
,

各长引物

之间设计 12 个互补序列
,

经重 叠PC R 得到 E O基 因

(见 1
.

3)
。

利用引物 P1 6 : 5
’

灯CGC C灯(汇羌CG 儿气AAY
-

尤门A C 3
’ ,

P1 7: 5
’

A r】人CTC G AG( 芜AG I⋯AAOG IX; 月队G

3
’

引人酶切位点 Nc
0 I和X ho l

。

1
.

3 重叠PC R 合成基因 经 4 轮重叠 PC R 将 巧 个

长引物片段拼接成完整 的 E0 基因序列
。

反应条件

均为
: 95 ℃预变性 4 而n; 95 ℃变性 40

5 ,

53 ℃退火 45

S ,

7 2℃ 延伸 l 而 n ,

循环 10 次 ; 95 ℃ 预 变性 4 而n ;

9 5℃变性 40
5 ,

5 8 ℃退火 4 5 5 ,

7 2 ℃延伸 1 m in
,

循环

3 0 次 ; 72 ℃延伸 10 m in
。

按如下示意图 1 进行

P
,

P: P3 P; PS P6 P, P。 P
,

P.。 P, , P. : P
, 3
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图 l 重亚 PC R 合成基因示意图

1
.

4 重组表达质粒的构建 将合成的 E0 基因与载

体 pET
一 22b 分别用 Nco 工

,

Xh
。 工消化

,

胶纯化 回

收
。

用 T4 D NA 连接酶将 E0 基因克隆至质粒 pET
-

22 b 中
,

构建重组质粒 薛T 一 2 2b/ E o
,

转化 E
.

Co h

Bu l( D E3 )
,

重组子质粒经酶切鉴定
,

阳性克隆送上

海英俊生物技术有限公司测序
,

将测序正确的重组

质粒命名为 p ET
一 2 2b/ E 0

。

1
.

5 重组基因的诱导表达
、

纯化 将阳性单菌株接
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种含 Am p 的 出液体培养基中
,

振荡培养过夜后
,

按

比例放大培养至 O D庆X) nm 值约 0
.

6 一 0
.

8 时
,

加人

Ily] 心进行诱导表达
,

确定最佳的诱导浓度和诱导时

间
。

目的 蛋 白 的 纯 化 参 照 Am e

汕am Ph

~
ia

Bi ot ec h公司提供的 Ni Z 十

柱蛋白纯化操作手册进行
。

采用透析法复性
。

12 % SD S 一 PAG E 分析结果
。

1
.

6 印蛋白的活性鉴定和最适工作浓度的建立

选用已知猪瘟阳性血清 (反向血凝效价为 1 : 5 12 )
、

阴性猪血清对包被的抗原进行检测
。

经初步活性检

测
,

选用 E0 蛋 白 20 拜『nil
、

10 拼g/ 耐
、

5 拜g/ 耐
、

2
.

5

拜岁时 四种浓度分别包被 % 孔酶标板
,

100 拼F孔(每

种浓度各包被一块板 )
,

ro % 兔血清封闭包被板
,

同

时把酶标兔抗猪 I多(二抗 )按 1 : l。以〕
、

1 二2仪刃
、

卜

4 (XX)
、

1 : 8 (X 瓦)四种不同浓度做 E U [S A 方阵试验
,

TM B

(四甲基联苯胺 )显色
,

用 ZN 盐酸中止反应
,

在 45 0

nIn 波长读 O D 值
。

选定阴性值小于 0
.

05
、

阳性值与

阴性值比值最大(P/ N 值最大
,

计算时阴性 OD 值如

果小于 0
.

05 时按 0
.

05 计算)的配对作为包被及酶

标使用条件
,

确定最适抗原包被浓度和酶标稀释倍

数
。

1
.

7 间接 E LISA 检测方法的建立 以方阵滴定试

验确定的抗原包被浓度作为抗原工作浓度
,

同时取

两孔分别加入按最适倍数稀释的阳性
、

阴性血清作

为对照
,

初步建立检测猪瘟血清抗体的间接 EllS A

方法
,

对收集的 犯 份猪血清进行检测
,

并且用液体

猪瘟正向间接血凝抗原试剂盒作比较
。

2 结果

2
.

1 合成基因的鉴定 用各层引物扩增的产物
,

经

琼脂糖凝胶电泳检测
,

得到与预期大小相符的各层

D N气条带(图 2 )
。

片段
,

与预期结果相符
,

结果见图 3
。

测序结果证明

EO基因插入的位置
、

大小和读码框均正确

图3 重组质粒PE T 一 22b /E 。的酶切鉴定

Fig
.

3 Id en比
ea6 o n o fre e o

mb in an t

Plasmi d PET 一2 2b / Eo by
res tri eti o n

e l议yll le an目ysis

M : D N A ma
rk e : : 1: N eo l和 Xh

o l双酶

切 pE T 一 2 2 b / E o 质粒

2
.

3 切 蛋 白 最佳 的诱导表达 条件 的建 立 用

1

~
1/ 1终浓度的 IP] 心

,

对培养至 0 】万(X) Iun 为 0
.

6

一 0
.

8 的细菌培养物于 37 ℃诱导
,

并且在不同时间

取出
,

其后进行 SDS
一

以GE 电泳
。

在确定最佳诱导

时间的基础上
,

将不同浓度 1刊U
、

不同时间诱导的

细菌培养物再进行 SD S 一 PAG E 电泳(图 4)
,

由图 4

可见
,

诱导 4 h 表达量最高
,

与诱导 s h 的表达量相

当
。

同时 IPTG 终浓度为 0
.

4

~
F L 表达产量最

高
。

图 4 不同浓度 IP T G 和不同诱导时间蛋白产物的表达
4 P ro tein in d u e e d wi

th di玉re n t IPT G c o n e e n
tra ti o n an d 咖

e几g 滩 Pro 比in

M : p功之e ln M
l、6 : IP T C 妞P T C 妞跟度为 0 2

、

()
.

4
P T G 诱导表达 3

、

4
、

sh

ark e r; 】刹l e

浓度为 几2
、

、

住6
、

a s
、

1
.

0

~
oI /L 诱导表达

;

图 2 PC R 产物电泳图(1
.

7%琼脂精)

Figl 1
.

7% A gar
o se g e l e le tro Pho resis o f PC R

M
: D N A 服

rke r ,

1 : P 一空 10 6 bP
,

2 : Pl 科 2 0 0bP
,

3 : P ; 、

2 ()()bp
,

4 : l
, ·卜 . 2

2 ()()bp
,

5 : p
l于 !、 1 3 5bP

,

6 : p l翎 3 88bp
,

7 : p 一15

32 3 bP
.

8 : P 卜! * 6 9 9 bP

2
.

2 重组质粒的构建 pE F 一
22 b/ E0 重组菌株提

取 E
.

Coli Bu l质粒酶切得到约为 S Kb 和 7(X) bP 的

2
.

4 表达产物的 SD S 一 PAG E 电泳 将表达物和沉

淀超声裂解物上清液分别电泳
,

结果显示在 28 kD

处有一表达带
,

与预期的目的蛋白带大小一致
,

表明

动基因获得表达
,

而未诱导菌
、

空载体菌没有 出现

相同的条带
,

同时可 以看出目的蛋白绝大部分出现

在超声沉淀中
,

这说明融合蛋白主要 以包涵体的形

式表达
。

结果见图 5
。

2
.

5 表达蛋 白的亲合纯化 包涵体处理后
,

过 Ni Z ‘

亲和柱
,

用 El u te b证巍r
(20 mM Tri

s 一 HCL pH7
.

9
、

IM

俪d姗le
、

0
.

5 M NaC L )洗脱亲和蛋白
,

收集的蛋 白呈

正态分布
,

见 图 6
,

胶上几乎 只出现 一条蛋 白质条
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带
,

说明经亲和层析纯化到较高纯度含 6 x Hi 。的 E0

融合蛋白
。

通过紫外分光光度计扫描
,

计算蛋白质

浓度(C)
: C 二 1

.

45 OD Zso 一 O
.

74 O D Z以〕,

测得纯化样品

浓度为 0
.

8 m岁m L
。

图 5 表达蛋白的SD s一PA G E 分析

牲艺鉴翼豁瞥集群矍璐
f

上清液 5 :
超声波沉淀 M

:

蛋白M ark

图 6 纯化蛋白的 SD S 一PAG E 分析

潦豁袱霖贯恕瓮瑟瓮奚夕番孩翁轰
2

.

6 E0 蛋白活性鉴定和 EH SA 最适工作浓度的建

立 ELISA试验表明
,

纯化后的重组 E0 蛋白可以与

猪瘟阳性血清发生特异性结合
,

3 次测得结果均相

同
。

方阵实验结果确定抗原稀释最佳浓度为 1 : 160
,

即抗原包被浓度为 5 拜g/ mL
。

2
.

7 样品 E LISA 检测结果 应用方阵试验所建立

的间接 E LISA 方法和间接血凝检测试剂盒
,

对收集

的 32 份猪瘟血清样品进行检测
,

结果间接 EH SA 检

测方法检出的抗体效价均高于间接血凝方法所得到

的效价
。

说明间接 EH SA 方法比间接血凝方法具有

更好敏感性
。

3 讨论

以往国内外表达猪瘟 E0 蛋白均采用 RT
一

PC R

获得 E0 基因
,

本试验首次采用重叠 PC R 方法直接

获得基因
,

即在保持 E0 基因所编码的氨基酸不变的

前提下
,

修改部分稀有密码子
,

使得 EO 基因在大肠

杆菌中高效表达
。

本试验采用 p ET 一 22b 载体
,

其 N 端带有 6 x

Hi s ,

这为纯化蛋白提供了方便
。

实验证明重组蛋 白

以包涵体的形式表达
。

利用高浓度的尿素溶解包涵

体
,

并直接用 N产
+

柱纯化
,

获得了较纯的重组蛋白
。

所用的镍金属层析柱是依据 6 个组氨酸中咪哩基与

Ni Z +

的鳌合而使表达蛋白得到纯化
,

具有快速
、

特异

的优点
。

国内外同行专家都把是否产生 E0 蛋白抗体作

为是否感染猪瘟病毒的依据困
。

目前
,

国内用 于检

测猪瘟抗体水平的方法所用抗原大多为完整的病毒

粒子
,

以全病毒作为检测抗原存在较多的缺点川
。

利用原核表达系统高效表达 的 印 蛋白
,

具有 CSFV

E0 抗原的特异性
。

同时通过方阵试验初步建立 的

间接 ELIS A方法可用于猪瘟血清抗体检测
,

说明表

达的猪瘟 E0 蛋白具有很好的活性
,

而且 E LI SA 试剂

的敏感性远高于间接血凝试剂
。

以此说明本试验表

达的猪瘟 E0 蛋白完全可以作为构建猪瘟抗体检测

试剂的理想的抗原
。
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