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Expressional Optimization of Prokaryotic Expression Vector of MS2 Phage and
Assay of the Stability of Virus-like Particles
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Abstract： Virus-like particle of MS2 bacteriophage was widely used as a kind of positive control in detection of RNA
virus. Several expressional conditions of pCPHA vector that pack hemagglutinin (HA) gene segment of avian influenza virus
were optimized inside E. coli BL21 (DE3) cell. The results showed coat protein expression level reaches the maximum at the
broth OD600 of 0.9, IPTG induction 6h and LB liquid medium. Expression product morphological structure was the same as MS2
bacteriophage virus particles under scanning electron microscope. The structure of virus-like particle was stable at normal
temperature for at least 60d and 64℃ for at least 30min.
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摘 要： MS2 噬菌体病毒样颗粒广泛用于构建 RNA 病毒检测中的阳性对照品 . 本文基于已构建的 表 达 载 体

pCPHA，优化了表达载体在 BL21(DE3)细胞中的表达条件 . 结果 表 明 在 LB 培 养 基 中，菌 液 OD600=0.9 时，加 入

IPTG 诱导 6h，外壳蛋白的表达量达到最大，电镜下观察到表达出的产物呈现 MS2 噬菌体病毒颗粒结构，该病毒

样颗粒在常温下至少可以保存 60 d，64℃温度时 30 min 内结构保持稳定.
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大肠杆菌 MS2 噬菌体是一种球状病毒，其基因组是全长 3659 bp 的单链 RNA 构成，基因组上主要由

四种蛋白基因组成，分别为编码成熟酶蛋白(或 A 蛋白)、外壳蛋白、复制酶蛋白和裂解蛋白的基因，蛋白质

是病毒外壳的主要成分，180 拷贝的外壳蛋白和一拷贝的成熟蛋白组成一个完整的病毒外壳， 基因组

RNA 被包裹在外壳蛋白内[1]. 研究文献报道构建出的原核表达载体中在多克隆位点按照顺序插入 5′非编

码序列、 成熟酶蛋白基因和外壳蛋白基因序列后，IPTG 诱导能够得到和野生噬菌体形态相同的病毒样颗

粒（virusal like particle, VLP），该颗粒内部能够包裹 RNA 分子，且具有耐核酸酶的特性 [2-7]. 如果将一段外

源基因片段插入到包装位点的下游，对表达载体进行诱导表达，在表达出蛋白的同时可以将噬菌体自身

基因组和外源基因片段转录成 RNA， 而后进行的病毒颗粒组装时可以将上述转录出的 RNA 包装入病毒

颗粒内形成所谓的盔甲 RNA（Armored RNA）[2-7]. 盔甲 RNA 技术被广泛应用于 RNA 病毒检测中质控品的
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构建[2-7]，人们认为这种蛋白-RNA 复合体的结构与 RNA 病毒相似，在进行病毒检测操作时基本能准确体

现病毒 RNA 的提取过程，能大大减少操作过程中出现的错误率，另外这种病毒样颗粒自身无法复制，具

有很好的生物安全性. 之前按照文献[2-6]步骤在构建高致病性 H5N1 禽流感病毒实时荧光 PCR 检测的质控

品时发现[7]，构建的载体在原核细胞内诱导表达时假病毒颗粒产量较低，本文探讨了几种因素对原核细胞

基因工程表达菌株 MS2 外壳蛋白表达量的影响，同时测试了诱导表达出的假病毒颗粒的稳定性能.
1 材料与方法

1.1 实验材料

BL21(DE3) E.coli，pCPHA[7]表达载体为之前构建保存于本实验室；DNaseⅠ、RNaseA 和 DNA Marker
等试剂购自大连宝生物工程有限公司；IPTG、氨苄青霉素和 Protein Marker 购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；5×蛋白缓冲液、SDS-PAGE 配制溶液、磷酸盐缓冲液和电转缓冲液等均按分子克隆实验指南[8]
进行配制.

1.2 实验方法

1.2.1 pCPHA 的原核表达、表达产物的纯化及颗粒形态观察

将保存的测序正确的 pCPHA 表达载体转化 BL21(DE3) E.coli，挑取阳性克隆扩大培养，加入 IPTG 诱

导表达 6h；离心收集菌体沉淀，用 PBS 缓冲液重悬，冰浴中超声破碎至清亮，离心收集上清，得到 pCPHA
的诱导表达产物， 即溶解于上清液中的包裹 H5N1 HA 片段 RNA 的 MS2 VLP. VLP 初步纯化方案采用文

献[8]从大规模裂解物中制备 λ 噬菌体颗粒章节中用 PEG 沉淀噬菌体颗粒的步骤进行. 将初步纯化的产

物用蔗糖密度梯度离心进一步纯化后，用醋酸铀染色 5 min，自然干燥 2 h，在扫描电镜（JSM6390）下观察

其形态，以上操作参考文献[4].
1.2.2 病毒样颗粒发酵产量的优化

病毒样颗粒发酵产量的优化中外壳蛋白表达量的比较是通过 SDS-PAGE 电泳后，观察凝胶上外壳蛋

白条带亮度的方法进行. 不同条件表达出的蛋白均经过 PEG 初步纯化后，取样品溶液 20 μL 与蛋白上样

缓冲液混匀，沸水中煮 5 min，取 10 μL 进行 SDS-PAGE 电泳，在操作过程中保持所有步骤的同步性与可

比性，SDS-PAGE 操作步骤参照文献[8].
1.2.2.1 不同培养基对外壳蛋白产量的影响

将活化的 pCPHA 菌株分别培养在高浓度肉汤培养基，LB 液体培养基，pMAL 液体培养基及 SOC 液

体培养基中，均振荡培养至 OD600 为 0.9 后加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，相同条件下，诱导表达 6 h.
1.2.2.2 IPTG 加入时菌液 OD 值及诱导时间对外壳蛋白产量的影响

在 LB 液体培养基中（氨苄青霉素抗性）接种活化的 pCPHA 菌株，37℃振荡培养，在 OD600 值为 0.5、
0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 时，分别加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，诱导表达 6 h. LB 液体培养的 pCPHA 菌株

振荡培养至 OD600 值为 0.9 时加入 IPTG，在相同条件下，分别诱导表达 3 h、4 h、5 h、6 h、7 h、16 h.
1.2.3 病毒样颗粒的时间稳定性和热稳定性测试

将 15 管 100 μL 经过初步纯化的 VLP 溶液分别放置于三种温度条件下（室温、4℃、-20℃），分别在第

9 d、18 d、30 d、60 d 和第 90 d 时，通过凝胶电泳观察颗粒中所包裹的 RNA 的条带亮度，判断 VLP 的时间

稳定性. 将超声破碎后表达产物于 37℃、45℃、64℃、72℃水浴中各放置 30 min 后琼脂糖凝胶电泳观察其

所包裹的 RNA 的条带亮度，判断 VLP 的热稳定性.
2 结果与分析

2.1 pCPHA 表达载体的表达

pCPHA 表达载体转化 BL21(DE3) E.coli 后构建的工程菌株加入 IPTG 诱导表达 6 h 后的产物，经系列

纯化后在扫描电镜下可以观察到直径大约为 26 nm 的颗粒状蛋白粒子(图 1)，其形态与 MS2 病毒颗粒类

似，表明本研究构建的 pCPHA 工程菌株经诱导后可以表达出预期的 VLP.
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2.2 病毒样颗粒表达量的优化

2.2.1 培养基对外壳蛋白表达量的影响

pCPHA 菌株在高浓度肉汤、LB、pMAL、SOC 四种培养基中诱导表达 6 h 后， 表达产物 SDS-PAGE 电

泳结果表明培养基对 MS2 外壳蛋白的表达量有一定影响（图 2 箭头所示），高浓度肉汤培养基中外壳蛋白

表达量很小，另外 3 种培养基中外壳蛋白的表达量差别不明显.

2.2.2 诱导初始菌液 OD 值对外壳蛋白产量的影响

pCPHA 菌株不同 OD600 时加入 IPTG 诱导 6 h， 表达产物 SDS-PAGE 电泳结果表明在 OD600 值为 0.9-
1.0 时加入 IPTG 得到的外壳蛋白量较大（图 3 箭头所示）.

图 1 pCPHA 载体表达产物的电镜观察结果

图 3 pCPHA 在不同 OD600 值下诱导表达结果

图 2 pCPHA 诱导表达受培养基的影响效果

注：1 和 5 均 为 高 浓 度 肉 汤 培 养 基；2 和 6 均 为 LB 培 养 基；3 和 7 均 为 pMAL 培 养 基；4 和 8 均 为 SOC 培 养 基；M 为
protein Marker
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2.2.3 诱导时间对外壳蛋白产量的影响

IPTG 诱导表达开始后外壳蛋白的产量随着诱导时间的增加而缓慢增加，从蛋白条带的亮度比较诱导

6 h 后表达量达到最大，因此最佳诱导表达时间为 6 h（图 4 箭头所示）.

2.3 病毒样颗粒的时间稳定性实验结果

PEG 初步纯化的 VLP 时间稳定性实验结果表明，该颗粒在室温条件下放置 30 d(图 5)，4℃条件下放

置 60 d，-20℃条件下保存 90 d， 然后用 RNase A 或/和 DNase I 酶切后， 凝胶电泳仍然可以观察到约

1000bp 的目标荧光条带，说明本研究表达的 VLP 对内部包裹 RNA 有很好的保护，即该颗粒结构具有良

好的时间稳定性.

2.4 病毒样颗粒的热稳定性实验结果

表达菌株诱导表达后， 超声破碎上清于室温、37℃、45℃、64℃、72℃水浴中各放置 30 min 后琼脂糖凝

胶电泳结果表明， 病毒样颗粒在室温、37℃、45℃和 64℃的温度中放置 30 min 仍然存在清晰的约 1000 bp
的目的荧光条带(图 6)，说明表达的 VLP 有很好的热稳定性，即使在 64℃的高温中也至少在 30 min 内能够

保持颗粒的稳定. 同时也观察到只有在 45℃时候细菌自身 RNA 在 30 min 内能被自身的核酸酶消化掉，
温度高于或低于 45℃的处理中泳道内都呈现有细菌自身 RNA 的残留， 推测细菌自身的核酸酶最适温度

在 45℃左右.

图 4 不同诱导时间对 pHACP1 诱导表达效果的影响

注：1-6 分别指诱导表达 3 h、4 h、5 h、6 h、7 h、16 h，7 没有加入 IPTG，8 蛋白 Marker

图 5 病毒样颗粒室温、4℃、-20℃保存 30 d 后单双酶消化电泳结果

图 6 病毒样颗粒的热稳定性实验
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3 结论与讨论

MS2 噬菌体被广泛用于制备 RNA 病毒检测的质控品，但其在大肠杆菌中的表达量却需要提高，本研

究对之前构建的 pCPHA 工程菌株表达量进行了优化，探讨了培养基、加入诱导物时菌液浓度及诱导表达

时间对外壳蛋白表达的影响，LB、pMAL、SOC 培养基均适合用于该工程菌株表达， 工程菌株的初始诱导

OD600 为 0.9 时开始加入 IPTG，诱导 6h 后外壳蛋白的表达量可以达到最大，经过优化后假病毒颗粒的产量

得到一定程度的提高. 病毒样颗粒的时间稳定性和耐热性检测结果表明该病毒样颗粒在长时间存放和高

温处理中能有效对其内部包裹的 RNA 进行保护. 根据本文对 VLP 热稳定性的研究结果优化了工程菌超

声破碎上清液中 RNA、细胞碎片及杂质蛋白去除这一步骤. 采用将细胞破碎液 45℃静置 30 min 或 37℃中

放置 8 h，用菌体破碎液中细菌自身的核糖核酸酶消化其中的 RNA；然后放入 64℃水浴中处理 30 min，在

64℃温度下细胞碎片及其它一些杂蛋白也会很快变性而沉淀下来，有利于后续对假病毒颗粒的纯化. 文献

[2-6]一般都是通过加入过量 RNase A 后 37℃消化除去的细菌菌体破碎液中 RNA 杂质的，大量制备中添

加过量 RNase A 进行 RNA 的消化会增加成本，采用优化方案后既降低了纯化成本又简化了操作.
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