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口蹄疫病毒 !"基因在大肠杆菌中的高效表达"
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摘 要：将口蹄疫病毒（9’’,8:;<8=’>,? @AB.:B. &A/>B，9=@&）的 6C基因克隆到线形化的原核表
达载体 DE/’FG8HI-中，转化大肠杆菌 JK"%和 @H#!，经氨苄抗性筛选得到阳性克隆，LEI1诱
导表达。M@M8EC1F和 N.B, -’(,结果证实大肠杆菌菌体不可溶性蛋白中富含 6C蛋白，说明
6C蛋白在表达产物中以包涵体的形式存在，所表达的蛋白含量占菌体蛋白的 "2O"P。
关键词：口蹄疫病毒，6C基因，克隆，表达
中图分类号：Q375 文献标识码：C 文章编号：$$$%85"$2（"$$"）$#8$#628$!

口蹄疫（9’’,8:;<8=’>,? @AB.:B.，9=@）是由小核糖核酸病毒科（EA+’/;:RA/A<:.）口蹄疫病
毒属（CD?,?’RA/>B）的口蹄疫病毒（9=@&）引起的偶蹄动物传染病，被国际兽疫局（*LF）列为
C类传染病之首，9=@感染后的主要危害是使家畜生产力下降和种畜经济价值丧失，对畜
产品出口贸易造成严重影响［%］。9=@&为单股正链无囊膜的 S0C病毒，其宿主范围宽广，
遗传变异频率高，抗原差异大，现已有七种血清型（C、*、T、CBA:(、MCI%、MCI"、MCI6）和百余
种血清亚型，并且每年还有为数众多的新变异株出现［"，6］，9=@&的这一特性给 9=@的免
疫防制带来了很大困难。通过研究 9=@&的基因结构与功能，认识病毒的感染和复制机
制，以寻求新的防制办法，已成为当前国内外研究 9=@&的方向之一。

9=@&基因组包含结构蛋白基因 &E%、&E"、&E6、&E! 和非结构蛋白基因 K、"C、"J、
"T、6C、6J、6T、6@，非结构蛋白主要参与病毒的复制、聚蛋白的裂解和病毒的装配过程。
已有的研究表明，非结构蛋白 6C在病毒复制中起重要作用，在复制起始时与宿主细胞成
分相互作用，并诱发细胞内膜增生，这是病毒 S0C复制的一个前提条件，并可作为宿主细
胞受小 S0C病毒感染的标志［!］。6C可能在宿主特异性和病毒毒力方面起决定作用，6C
基因发生的变异与宿主动物或细胞对病毒的选择优势相关［#，5］。研究还发现，9=@&经乳
鼠、鸡胚、鸭胚、细胞培养传代后，6C基因可发生不同程度的缺失，1/:><’等在两个适应于
鸡胚的 9=@&毒株中分别观察到了 #3个和 5$个核苷酸的缺失。谢庆阁等发现 9=@&毒
株经乳鼠传代后，在 6C基因发生 !#个核苷酸缺失的同时，病毒对不同种动物的致病力也
发生明显变化。对自然流行毒 6C基因分析表明，存在两种分子组成的 6C基因，一种由



!"#个氨基酸构成，一种由 !$#个氨基酸构成。
本研究旨在利用基因重组技术将两种分子组成的 #%基因分别克隆到大肠杆菌表达

载体中，表达出 #%蛋白，为进一步研究 #%蛋白的结构差异与病毒毒力、宿主嗜性等方面
的相关作用打下基础，为 &’()多肽疫苗和基因疫苗的研制开发提供一些可借鉴的资料。
目前国内尚无此方面研究报道。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 毒株、菌株及表达系统：毒株 *+,-.//（%01 #）、*+,-.23（%$1 $），其中 %01 #的 #%基因为

!"#个氨基酸，%$1 $的 #%基因为 !$#个氨基酸。大肠杆菌 450!和 (6"!为本室保存。原
核表达系统 789:;<=6>?为本室保存。
!"!"# 酶和试剂：限制酶、>$ (@%连接酶等工具酶均为 89:ABC.公司产品；6D?:-E=@膜为
%AB9F+.A公司产品；&’()阳性血清、兔抗猪 GCH=6I8为本室自制。

表 ! 引物序列
>.?JB ! >+B FBKLB-MBF :N 79,AB9F

89,AB9F OBKLB-MBF

#%=!

#%=0

"P=HH%>**%>*>*%%>>**>>***%%#P

"P=>*>%H%>>*%H*>*H>HH>>H>>*#P

!"!"$ 引物合成：由宝生物（大连）有限公
司合成。引物设计见表 !。
!"# 方法
!"#"! #% 基因的克隆及鉴定参照文献
［Q］。
!"#"# #%基因与 789:;<=6>?重组表达质

粒的构建：通过 8*I方法在 #%基因的 "P端引入 !"#6G酶切序列，在其 #P端引入 $%"G酶
切序列。把此 #% 基因与 8H;’=>B.FD 载体相连接，转化大肠杆菌，小量制备质粒。用
!"#6G和 $%"G双酶切，回收小片段，与线形化的 789:;<=6>?连接，构建重组表达载体。
!"#"$ 感受态细胞的转化及阳性克隆的筛选参照文献［Q］。重组表达载体转化感受态细
胞 450!，把转化菌涂布于含氨苄的 54琼脂平板，过夜培养后小量制备质粒，经酶切、8*I
及测序鉴定后，命名阳性克隆分别为 789:;<=#%0 1 #、789:;<=#%$ 1 $。

!"#"% 重组质粒在大肠杆菌中的表达及其产物的鉴定：挑取含 789:;<=#%0 1 #和 789:;<=

#%$ 1 $的单个转化菌接种于 #A5含 !RR"CSA5氨苄青霉素的 54培养基中过夜培养后，取

0RR"5接种于 0RA5 0 T U>培养基中于 #QV培养至 &’3RR达 RW3 后，加 G8>H至终浓度为

!AA:JS5继续培养分别在 #、$、"+收集菌体，同时培养诱导含 789:;<=6>?的受体菌。
诱导菌处理方法参照试剂盒操作进行，样品处理后分为可溶性蛋白和不可溶性蛋白，

将其置于 1 0RV保存备用。
!"#"& 表达产物的检测：O(O=8%H;和XBFYB9- ?J:Y检测重组 #%抗原方法参照［Q、2］进行。
所采用的酶标抗体为辣根氧化物酶标记的兔抗猪 &’() GCH（本室标记）。

# 结果和讨论
经 I>=8*I得到了与预计大小相符的扩增片段（图 !），经测序表明该片段为 #%基因。
构建重组载体 789:;<=#%0 1 #，789:;<=#%$ 1 $，经酶切，片段大小与预期结果相符，结果
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见图 !。再经测序证明重组载体阅读框架正确，序列无误。这表明我们成功的克隆了 "#$
%& ’(基因，并准确将其建入表达载体。

图 ! "#$扩增 %&基因的琼脂糖凝胶电泳图
")*+, (*-./0 01023-.45.-/)/ .6 789 ’(

#+%:( #;-<0- %=!>>>；

, + ’( *?0 .6 (! @ ’；

! + ’( *0?0 .6 (A @ A +

图 ’ 重组质粒的酶切及 "#$鉴定结果
")*+! BC0?3)6)2;3).? .6 -02.DE)?;?3 41;/D)C/ F)35

789 ;?C -0/3-)23).? C)*0/3).?

#+ %:( D;-<0- %=!>>>；

,+ 789 )C0?3)6)2;3).? .6 7-.GH$’(! @ ’；

!+ 90/3-)2;3).? )C0?3)6)2;3).? .6 47-.GH$’(! @ ’；

’+ 789 )C0?3)6)2;3).? .6 47-.GH$’(A @ A；

A+ 90/3-)2;3).? )C0?3)6)2;3).? .6 47-.GH$’(A @ A +

以 47-.GH$’(! @ ’、47-.GH$’(A @ A、47-.GH$IJE转化诱导的 K=!, 菌体蛋白作 L%L$7(MG
电泳结果见图 ’。从图可以看出，47-.GH$’(! @ ’和 47-.GH$’(A @ A分别转化诱导的 K=!,菌体
蛋白中的不可溶性成份均比对照组多出一条蛋白带，且大小与预期蛋白相符。含量占菌

体蛋白的 !NO!P Q !!O,P。这说明所表达蛋白以包涵体形式存在。对上述样品作 R0/3$
0-? E1.3检测，结果见图 ’。在图中可见，在 !’<%左右有与 I97$抗 "#%&抗体反应的区带，

图 % ("()"&*+电泳（&）及,-./-01)234/516（7）的结果
")*+’ L%L$7(MG（(）;?C R0/30-? E1.3（K）C03023).? .6 4-.3;)? 0S4-0//0C )? ! + "#$%

#+ 7-.30)? D;-<0-； ,，T+ 47-.GH($IJE（)?CU20C F)35 B7JM）；

!，V + 47-.GH$’(! @ ’ ;?C 47-.GH$’(A @ A（E06.-0 )?CU20C F)35 B7JM）；

’，A + 47-.GH$’(! @ ’（;630- )?CU20C F)35 B7JM ’、A 5）；

W，X + 47-.GH$’(A @ A（;630- )?CU20C F)35 B7JM ’、A 5）+
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而阴性对照则没有区带。可见构建的两种 !"基因重组表达质粒在 #$%&中经诱导后均
能成功表达 !"抗原，重组 !"抗原经纯化后可用作 ’$()"诊断抗原，用于鉴别诊断免疫
动物与感染动物。

综上所述，我们已成功地得到了 *+,- !"基因在大肠杆菌中表达的蛋白。该蛋白在
大肠杆菌中含量较高，且又可以与 *+,阳性血清结合，表达产物融合有 .个组氨酸残基，
可用带有抗组氨酸抗体的亲合层析柱方便地纯化表达产物。下一步将是对表达的 !"蛋
白进行纯化，通过对 !"蛋白三维结构的分析，研究由于基因缺失所引起的 !"蛋白结构
变化，进而研究由于 !"蛋白结构变化所引起的病毒株在宿主嗜性和毒力方面的变化。
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