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禽流感病毒 凡N l
为甲型 禽流感病毒 (刀

H 6 n g Kon 岁巧6/ 97 )
,

血凝素亚 型为 氏
,

神经氨

酸酶亚型为 N I
,

它是一种可以直接传染人体的禽

流感病毒
,

199 7 年从一个因流感导致死亡的三岁

小孩的气管组 织中分离获得
。

由于人体缺乏针对

它的免疫力
,

人们担心其可能导致流感的大暴发
,

曾在香港引起 了社会的极大关注
。

本研究的主要

目的
:

¹ 表达 玩N ,
的基因片段

,

进一步用于诊

断和研制疫苗 ; º利用植物表达 践N l 的基因片

段
,

探索植物基因工程在预防病毒性流行病中的

应用
。

根据 玩N I cD NA 序列
,

设计引物
,

FV 下; 5
’

一 CA G G T TG A CACAA T AAT G G 一 3
’ ; 和 F、很 ;

5
’

一 CCC(汀A A〔汇汇汇汇T ACCA 一 3
’ 。

以 残N I R t

一 PCR 产物 (由香港大学吴文翰教授馈赠 ) 为模

板进行扩增
。

扩增片段 (约 8 0 Obp ) 经回收
,

补

平后插入 pGE X 一 20 T 的 Sm a l 位点
,

构建 p〔犯X

一 20 T 一 践Nl 表达质粒
,

并转化 E
.

col i BL2 1。 但

是
,

可 能 因 为合 成引 物 的 问题
,

未能检测 到

I义二E X 一 20 T 一 践 N ;
的表达蛋白

。

利用 PCR 扩增

片段上游约 200 b p 处 E c d R I 位点
,

切下 pGE X -

20 T 一 践 N l 中部分 践N I 片段
,

插人 pG E X 一 SX

一 1 构 建 表 达 质粒 pGE x 一 sx 一 践Nl
,

转化

E
.

col i BL2 1 后
,

预期的约 4O kD 的蛋 白获得 了表

达
。

经过三代筛选出表达稳定且产量较高的工程

菌株进行大量表达
。

表达蛋白主要 以包含体形式

存在
。

用国际流感中心提供的 4 株 践N l 单克隆

抗体进行 W es te m 一 blot ti ng 分析
,

结果呈阳性
,

说明我们纯化的蛋白的确是 氏N I 基因所表达的

蛋白
,

并且具有免疫学活性
。

目前已将纯化的

氏Nl 蛋白免疫小鼠
。

从 pG E x 一 sx 一 残N l
中用 E c 0 R I 切下 践Nl

片段插人到 CA州[B IA 1301 (含有 G U S 基因和潮

霉素抗性基因
,

由华中农业大学张启发教授馈

赠
。

) 载体
,

转化农杆菌 L BA4404
。

取珊西烟无

菌苗叶片与农杆菌在 MS 基本培养基上
,

26 一

28℃暗培养 Z d
,

感染叶片经洗涤后转到 MS +

K长 m g/ L + IAA 0
.

2m g/ L + 梭卞青霉素 300 m g /
L + 潮霉素 30 m g/ L 培养基上

,

26 一 28 ℃
,

光照

12 d 进行培养
,

约两周后可见叶片边缘长出小芽
。

经继代
,

取 G U S 检测显阳性植株的 中片抽提

D NA
,

以质粒 pG E X 一 20T 一 Hs N I 的 E co R I 酶切

片段探针
,

进行斑点杂交
,

在检测 的烟草植株中

90 % 呈阳性
,

说明 践Nl 的基因片段已插入到了

烟草基因组中
,

豁ut he m 一 b lo t ting 和表达蛋白的

检测工作正在进行中
,

另外转化百脉根和胡萝 卜

的工作也正在进行中
。
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牛泡沫病毒 (氏
v in e Fo am y v ir u s ,

BF V ) 基

因组全长 12
.

0 kb
,

除编码 g ag
,

po l
,

en v 3 个结

构基因外
,

在 en v
与 3

’

LT R 之间存在 2个重叠

的开放阅读框架 OR F 一 1
,

OR F 一 2。

其中 OR F 一


