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Abstract: S ite-d irected m utagenesis was pe rform ed a t the codon 15 o f the MS2 bac te riophage coa t pro te in

gene, wh ich had been c loned to the virus- like pa rtic les expression vecto r con ta in ing non-se lf RNA fragmen .t The

p roduced exp ress ion vecto r, te rmed pARSC, w as transfo rmed toE. co liDH5 . The positive c lones were se lected

and p ro life ra ted. The ha rvested ce lls were trea ted w ith sonication and the supernatant was then sub jected to lin-

ea r sucrose density g rad ients centrifuga tion ( 15% to 60% ) a t 32 000 r /m in fo r 4 h a t 4 . The v irus-like pa rt-i

c les, VLP-Cy, w ere co llec ted a t 35% sucrose density. The pa rtic les were exam ined by transm ission e lectron m-i

croscopy and the sphe rica l v ira l pa rtic les o f app roxmi a te ly 27 nm in diame ter were found. The th io lated VLP-Cy

w as then chem ica lly mod ified w ith fluo resce in-5 -ma lemi ide. The cova len t fluo rescent labe lingw as con firmed by

abso rp tion ana lysis, SDS-PAGE and MALD-I TOF mass spectroscopy. Th is is the first repo rt o f prepa ra tion o f

RNA-con ta in ing natura l fluorescen t nanoparticles. The study h igh ligh t the ve rsa tility o f MS2 bacte riophage cap-

s ids as bu ild ing b locks for functiona l nanom ater ia ls construc tion fo r a varie ty o f app lica tion pu rposes.

Key words: virus-like nanopa rticles; MS2 bacteriophage; coat pro te in; cyste ine residue; fluorescen t deco ration

装载 RNA 病毒样 纳米颗粒表面巯基化
表达载体的构建及荧光修饰
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摘 要: 以本实验室构建的能够装载外源 RNA片段的 MS2噬菌体 病毒样 颗粒表达载体为基础,利用定点突变

技术将衣壳蛋白基因的第 15位密码子由编码苏氨酸突变为胱氨酸。表达产物在 35%蔗糖密度梯度处有一目的产

物,目的产物在透射电镜下呈球形,直径大小约为 27 nm。用马来酰亚胺-5-荧光素对表达产物进行化学修饰,经
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光谱分析、SDS-PAGE分析和 MALD -I TOF MS鉴定,证明巯基在表达产物的外表面,并能与马来酰亚胺-5-荧光

素进行反应。这种携带外源 RNA片段的荧光修饰的天然纳米颗粒为制备各种功能性纳米材料提供了新途径。
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具有天然纳米结构的微生物 (如病毒 ),可以自

组装成多种形状的生物功能纳米颗粒。根据病毒表

达载体的特点通过基因工程改造,可以制备出多种

功能性生物纳米材料。最近,这些天然纳米颗粒在

靶向性药物载体开发、基因差异分析、细胞定位、分

子诊断等方面都已引起人们的兴趣
[ 1~ 3]
。MS2噬

菌体具有材料易得、基因组小等优点,在制备功能性

生物纳米材料方面倍受研究者的青睐
[ 4]
。

MS2噬菌体是正义单链 RNA病毒,基因组全

长为 3 569 bp,共编码 4个蛋白,从 5端到 3端依

次是成熟蛋白、衣壳蛋白、裂解酶和复制酶
[ 5]
。通

过基因工程的方法将成熟蛋白基因、衣壳蛋白基因

和衣壳蛋白基因下游长 19 bp的发夹结构克隆到表

达载体 pSE380上
[ 6]
,该载体能够将插入的片段转

录成 RNA,同时合成的衣壳蛋白单体与成熟蛋白及

特异 RNA结合 (含有 19 bp的发夹结构 ),自发组

装成 180个衣壳蛋白单体包裹成熟蛋白和 RNA的

病毒样 颗粒
[ 7~ 9]
。该 病毒样 颗粒与 MS2噬菌

体类似,能够耐受核酸酶的降解,具有极强的稳定

性
[ 10]
。

本文通过定点突变的方法对 病毒样 颗粒表

达载体 pARS上衣壳蛋白基因的第 15位密码子进

行突变,使其由编码苏氨酸残基突变为编码半胱氨

酸残基,并用马来酰亚胺-5-荧光素对其进行共价

修饰
[ 11, 12]

,最后成功获得了装载有外源 RNA片段

的 病毒样 荧光纳米颗粒。

1 材料和方法

1. 1 质粒和菌株

装载 SARS病毒 RNA片段的 病毒样 颗粒表

达载体 pARS由本实验室构建 (文另发 ), E. co li

DH5 菌株由本实验室保存。

1. 2 酶及试剂

马来酰亚胺-5-荧光素购自 Pierce 公司; Z ip-

T ipc-18购自 M illipore公司; Taq DNA聚合酶、

dNTPs和限制性内切酶 XbaⅠ、Bg lⅡ、T4 DNA连

接酶等均购自 TaKaRa公司;低熔点琼脂糖、Gene-

Ruler
TM

1 kb DNA Ladder和蛋白质分子量标准购

自上海 Sangon公司;其他化学试剂均为国产分

析纯。

1. 3 表达载体 pARSC的构建

利用定点突变技术对 pARS中衣壳蛋白基因

的第 15位密码子进行改造,使其由编码苏氨酸残

基突变为编码半胱氨酸残基。引物由上海 Sangon

公司合成,序列如下:

p rmi er-up: 5-AACTGGCGCGTACGTAAAG-

TC-3;

prmi er-cy-down: 5-CACGTCGCCACATCCG-

CCATTGT-3;

prmi er-cy-up: 5-ACAATGGCGGATGTGGC-

GACGTG-3;

prmi er-down-Bg lⅡ: 5- GGATTCTGCAGCG-

AATCCAATGATACGGATGAA-3 (下划线部分为

酶切位点 )。

质粒提取, PCR扩增,重组, DNA片段的回收、

酶切、连接、转化及重组子的鉴定参照文献 [ 13]进

行。

1. 4 超声波破碎和蔗糖梯度离心

挑取阳性克隆单菌落在含有氨苄青霉素的液体

LB培养基中过夜培养,取 2 mL过夜培养的菌液接

种到 200 mL含有氨苄青霉素的液体 LB培养基中,

200 r /m in振荡培养 4 h(OD 600 = 0 6~ 0 8)后,加

入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG,于 37 、200 r/m in

诱导培养 16 h, 4 000 r/m in离心 10 m in,收集菌体

沉淀,用 STE洗涤两次后,重新悬于 5 mL超声波

缓冲液中 ( 5 mmol/L MgSO4、0. 1 mol/L NaC l、50

mmol/L Tris, pH 8 0)。超声波处理 20 s ( 50%

duty cycle, Power= 5 watt),冰上放置 1 m in,再重

复处理两次。13 000 r/m in离心 10m in,沉淀细胞碎

片,收集上清,用 15% ~ 60%的蔗糖梯度密度离心。
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1. 5 透射电镜观察

巯基化的 病毒样 颗粒 ( VLP-Cy)经蔗糖梯度

密度离心后,用 PBS( pH 7 4)透析处理,取 5 L透

析好的样品经 1%的醋酸双氧铀 ( pH 7 0)染色 5

m in后,在 100 000 透射电镜下观察形态结构。

1. 6 马来酰亚胺-5-荧光素对 VLP-Cy进行化学

修饰和分析

1. 6. 1 化学修饰

在 100 L含 50 mmol/L的 K3PO4, 1 mmol/L

的 EDTA, 1 mmol/L马来酰亚胺-5-荧光素 (MW

427)、pH 7 4的反应液中加入终浓度相当 1~ 2 5

mg/mL蛋白量的 VLP-Cy,室温下避光反应 6 h后

加入 50 mmol/L的 DTT终止反应,并用 Sephadex

G-25 (Pharmacia)分离除去未反应的马来酰亚胺-

5-荧光素。修饰后的 病毒样 颗粒我们称它为荧

光标记的 病毒样 颗粒 (VLP-Cy-F) (图 1)。对照

用未突变的 病毒样 颗粒 ( VLP)按同样方法处

理。

图 1 马来酰亚胺-5 -荧光素对巯基化改造后的 病毒样 颗粒进行共价荧光修饰 ( n 180 )

F ig. 1 The cova lent reac tion between the VLP-Cy and fluoresce in-5-male im ide

1. 6. 2 紫外可见光谱和 SDS-PAGE分析

取 VLP-Cy-F和用马来酰亚胺-5-荧光素处理

的对照各 30 L用于紫外可见吸收光谱分析,同时

各取 10 L用于 15%的 SDS-PAGE电泳分析。

1. 6. 3 MALD-I TOF-MS分析

取 VLP-Cy-F和 VLP-Cy各 10 L,用 M illipore

公司的 Z ipT ipC-18纯化后用于质谱分析。

2 结 果

2. 1 蔗糖梯度密度离心

通过蔗糖梯度密度离心在 35%的蔗糖密度梯

度处有一条浅而宽的产物,用 6号针头穿壁取出该

层 (约 300 L)备用。

2. 2 透射电镜观察

取出目的层经过透析处理后,用 1%醋酸双氧

铀 ( pH 7. 0)染色后,在 100 000 透射电镜下可以

观察直径约 27 nm、近似球型的形态均一的结构

(图 2),说明突变后的衣壳蛋白仍然能够自组装成

病毒样 颗粒。

图 2 VLP-Cy经 1%的醋酸双氧铀 ( pH 7. 0)染色,

100 000 透射电镜形态结构图

F ig. 2 The TEM image of the VLP-Cy, sta ined

by 1% urany l ace ta te ( pH 7. 0)

2. 3 紫外可见吸收光谱分析和 SDS-PAGE分析

VLP-Cy能与马来酰亚胺-5 -荧光素反应,在

492 nm处出现特征吸收峰;而 VLP表面没有半胱

氨酸残基,不会与马来酰亚胺-5-荧光素反应,因此

在 492 nm处没有特征吸收峰 (图 3, A)。荧光标记

的 病毒样 颗粒 ( VLP-Cy-F )用 15% 的 SDS-

PAGE电泳,直接在紫外光下可观察到单一条带;未

标记马来酰亚胺-5-荧光素的 病毒样 颗粒,在紫

外光下观察不到条带 (图 3, B右 )。用考马斯亮蓝
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染色后,可观察到 VLP-Cy-F的主要条带稍微滞后,

这是因为标记荧光素的衣壳蛋白分子量增大,其前

面有一条较浅的带,则对应于 VLP,说明 VLP-Cy中

有部分衣壳蛋白没有标记上荧光素 (图 3, B左 )。

图 3 光谱和 SDS-PAGE分析

A中虚线为 VLP加马来酰亚胺-5-荧光素 ( VLP + F)处理,实线为 VLP-C y加马来酰亚胺-5-荧光素 ( VLP-Cy+ F)处理; B

中的左边用考马斯亮蓝染色,右边是染色之前直接在紫外光下观察的结果。M:蛋白质 marker; 1: VLP-Cy + F; 2: VLP+ F。

F ig. 3 Spectra l ana lys is and SDS-PAGE ana lysis

A, the dash dot line is VLP + F; the solid is VPL-C y+ F. B is the gel sta ined w ith

coom ass ie brilliant b lue and at right it s illum inated in the UV ligh.t M: Prote in m arker; 1: VPL-C y+ F; 2: VLP+ F.

2. 4 MALD-I TOF-MS分析

通过基质辅助激光解吸附离子化飞行时间质谱

(Matrix assisted laser desorption ionization tmi e

of flightmass spectrometry, MALD-I TOF-MS)分别

检测了 VLP-Cy衣壳蛋白和 VLP-Cy-F衣壳蛋白的

分子量,它们分别是 13 728 37 D和 14 155 53 D

(图 4),与二者的理论分子量 (分别是 13 727 89 D

和 14 155 29 D)在误差范围内一致,并且荧光标记

的 病毒样 颗粒在 13 728 37 D处还出现了一个

小的单电荷峰,这和 SDS-PAGE时出现两条带的

结果吻合,因为对 VLP-Cy的 180个衣壳蛋白单体

的荧光标记很难做到 100%。

图 4 MALD -I TOF MS结果

A:表面巯基化 病毒样 颗粒衣壳蛋白单体 MALD-I TOFMS图谱; B:荧光标记的 病毒样 颗粒壳蛋白 MALD-ITOFMS图谱。

Fig. 4 MALD -I TOF MS results

A: The spec tra of the coat prote in of VLP-Cy; B: T he spec tra of the coat protein of VLP-Cy labeled w ith the fluorescein.
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3 讨 论

野生 MS2噬菌体的衣壳蛋白单体由 129个氨

基酸残基组成,其中的 2个半胱氨酸残基分别由衣

壳蛋白基因的第 46位密码子和 101位密码子编

码,由于它们都包埋在 病毒样 颗粒三维结构的内

部
[ 14]

,无法与马来酰亚胺-5-荧光素反应。重组产

生的第 15位半胱氨酸残基位于MS2噬菌体衣壳蛋

白 A链和 B链形成的 折叠的环中,衣壳蛋白自组

装形成 病毒样 颗粒后,能把第 15位半胱氨酸残

基展示在 病毒样 颗粒的表面
[ 15]

,因此能与巯基

特异性试剂如马来酰亚胺-5-荧光素发生共价结合

反应,从而形成荧光纳米颗粒。从本研究可知,对

VLP-Cy的 180个衣壳蛋白单体的荧光标记很难做

到完全,关于荧光标记反应产率方面的研究有待进

一步深入。

表面巯基化 病毒样 颗粒的直径大小约为 27

nm,其表面含有 180个巯基,如果在 病毒样 颗粒

表面修饰上亲和配体,可以用亲和层析的方法对

病毒样 颗粒进行快速纯化,也可以用多种不同的

亲和配体和巯基特异荧光物质 (如 FAM、Texas

red、Cy5等 )同时对表面巯基化 病毒样 颗粒进行

修饰,使它们标记上一种荧光物质的同时也标记上

一种相应的配体,这样就可以得到一种荧光物质对

应一种配体的功能性纳米颗粒,应用于免疫诊断等

方面的研究。

病毒样 颗粒能够包裹特异的 RNA片段,但

19 bp发夹结构的下游序列特异性不强,通过基因

工程的方法还可以进行序列替换,使 病毒样 颗粒

携带多种 RNA片段
[ 16]

(如 SARS、HCV、HIV等

RNA片段 ),进一步通过表面修饰 (如结合上亲和配

体 ),最终获得功能性 病毒样 纳米颗粒,这些多功

能的天然纳米颗粒在靶向性基因治疗、功能基因分

析、细胞定位、分子检测等方面都有独特的应用价

值,这方面的研究正在进行中。
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