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猪细小病毒 !"# 蛋白在昆虫细胞中的表达及其特性
"

吕建强 陈焕春"" 赵俊龙 肖少波 王革非
（华中农业大学畜牧兽医学院动物病毒室 武汉 !6$$2$）

摘 要：将猪细小病毒（7’/,89+ 7:/;’;8/<=，77&）!"" 基因重组到杆状病毒 >:,5?’5>:,表达系统

的 @A:=B>:,!质粒中，构建了 @A:=B5 !"" 质粒。在 *C%$ >:,大肠杆菌中，@A:=B5 !"" 与改造过的苜

蓿夜蛾核型多角体病毒（D,07&）基因组（>:,-8E）发生同源重组，从而获得重组穿梭载体 >:,5
-8E5 !""，转染 FG1细胞得到重组病毒 D,07&5 !""。F*F57DHI和 J+=B+/95.(’BB89K分析可见大小

约为 #!L*的特异性带，表明 D,07&5 !"" 在 FG1细胞中成功地表达了 77& &7" 蛋白。红细胞凝

集试验和间接 IMNFD进一步证实，表达的 &7" 蛋白具有与全病毒相同的血凝活性和相似的抗

原性。电镜观察 &7" 蛋白的粗提物，发现 &7" 蛋白可自行装配成许多病毒样粒子（&M7=）。
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猪细小病毒（7’/,89+ 7:/;’;8/<=，77&）是引起猪繁殖障碍的主要病原之一，导致母猪流
产、死胎、木乃伊胎，其中以胎儿木乃伊化为主，成年猪不表现明显临床症状，该病在世界

范围内广泛流行，造成了巨大的经济损失。大量研究发现，疫苗免疫接种是防治该病的关

键，许多学者成功研制了相应的灭活疫苗和弱毒活疫苗。此外，Q:/B89+R等还证实，体外表
达的 77& &7" 蛋白具有良好的免疫原性，免疫动物后可诱导产生保护性免疫反应，与商品

化疫苗的免疫效果相同［%］。

77&属于自主型细小病毒，能凝集多种动物的红细胞，其基因组为线状单股负链
*0D，大小约为 3L.，共有两个开放阅读框架（S@+9 T+:E89K A/:-+，STA），一个编码结构蛋
白（&7%、&7"），另一个编码非结构蛋白（0F%、0F" 和 0F6）。在 !"% 基因近 3U端存在一个非
编码区，!"" 基于重叠于 !"% 中，两者具有同一个终止子，编码的 &7% 和 &7" 蛋白分子量分

别为 V6L*和 #!L*，而 &76 蛋白则是 &7" 蛋白水解产生的
［"］。在 77&组织培养物中，完整

病毒粒子与不含 *0D的空衣壳病毒粒子同时存在，大小形态相同，密度分别为 %P61KW,-6

和 %P66KW,-6［6］。XY’8等报道，77&空衣壳可影响病毒在传代细胞和猪体内的增殖。体内
外试验表明，抑制作用依赖于空衣壳所占比例。当空衣壳与全病毒的比例超过 6$：%时，
接种的猪不表现临床症状，但 *0D杂交显示病毒存在的迹象［!］。为了对 77&的结构蛋白
进行深入研究，我们采用杆状病毒 >:,5?’5>:,表达系统成功表达了 &7" 蛋白，并对其特性

进行研究，为研究病毒形态发生及研制基因工程疫苗提供了理论依据。



! 材料和方法

!"! 载体和细胞
大肠杆菌 !"#!，!"$% &’( 菌株及 )*+ 细胞株均由本研究室保存；,-’./&’("载体为

0123/45671产品；含有 889 !": 全基因的 ,;!$<!": 质粒由本研究室构建。

!"# 试剂
限制性内切酶及工具酶均购自 =’>’?’公司；@4’(7’.培养基、胎牛血清及转染介质脂

质体均购自 @0&AB &?C公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗猪 06@抗体由本研究室制备。
!"$ 重组杆状病毒（%&’()*!"#）的构建

用 #$%"和 &"’"双酶切 ,;!$<!": 质粒，回收 :D%EF左右的目的片段，连接到 ,-’./G
&’("质粒的相应位点，转化大肠杆菌 !"#!得到 ,-’./G !": 质粒，酶切证实 !": 基因正向插
入到了杆状病毒多角体启动子（,85HI）下游。再将其转化大肠杆菌 !"$% &’(，在三抗平皿
上通过蓝白斑筛选阳性菌落，获得重组杆状病毒穿梭载体 !JK（&’(L3MG !":）。三次划线纯
化后，提取 &’(L3MG !": !JK，利用脂质体介导转染 )*+细胞，发生细胞病变后，收集重组杆
状病毒（K(J89G !":）。具体操作参照 &’(G=5G&’(杆状病毒表达系统操作手册。

!"+ )(# 蛋白的粗纯化

在刚长成单层的 )*+细胞上以 N O #,*PQ(7HH的感染复数接种 K(J89G !":，NM后收集病
变细胞，用 8&)洗两次，$%% R 6 $#L31离心，重悬于 #%LL5HQC J’"ABN（,"<SN）中，超声波裂
解后，:T %%% R 6离心 $#L31，上清液中含有表达的 98: 蛋白。收集的上清中加入硫酸铵至

终浓度 :%U，TV搅拌过夜进行沉淀，然后 :% %%% R 6离心 $%L31，沉淀重悬于 8&)中，透
析、除盐即为 98: 蛋白的粗提物。

!", -.%*(%/0和1234256*78944:6;检测
分别收集 K(J89G !": 感染后 T<I和 W:I的病变细胞，8&)洗三次，参照文献［#］中的方

法进行，分离胶浓度为 $:U。
!"< 红细胞凝集试验
参照文献［X］稍加改进，使用 %DWU豚鼠红细胞的 8&)悬液。

!"= 间接酶联免疫吸附试验（0>?-%）
利用粗纯化的 98: 蛋白包被酶联板，TV过夜后置于 Y :%V备用，试验操作按常规。

!"@ 电镜观察
将 98: 蛋白的粗纯化物在 T%U的硫酸铵溶液中再沉淀，$% %%% R 6离心 $%L31，取上清

透析除盐后，用聚乙二醇 X%%%浓缩。然后负性染色，利用 "W%%%透射电子显微镜进行观
察并照相。此外，我们通过 :%U O X%U的蔗糖密度梯度离心进一步纯化 98: 蛋白。

# 结果

#"! 构建重组杆状病毒 %&’()*!"#

,;!$<!": 质粒中的 889 !": 全基因带有自身的 ,5HZ（K），在定向克隆至 ,-’./&’("载
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体的 !"#!和 $%&!位点之间，由于目的基因的第 !"#个碱基处及 $%&’()&*!载体插入位
点下游均存在 ’(&+"单一位点，酶切产生大小约为 # ,!-.$及 ! /--.$的两条带，证实 )%0
基因处于杆状病毒强的晚期启动子 $1234 下游（图 #）。56#- )&* 大肠杆菌中含有携带

*+,7基因的杆状病毒穿梭载体（)&*89+），在 :;<&3和 =1>?存在下形成兰色菌落，当 $%&’(;
)%0 转化 56#-)&*大肠杆菌后，通过将 )%0 表达盒转入到 )&*89+中，造成 *+,7基因的插入
失活而形成白色菌落，对阳性菌进行三次划线纯化。小量制备重组 )&*89+; )%0 5@A，经脂
质体介导直接转染 BCD 细胞，发生细胞病变后收集上清液，从而获得重组杆状病毒（A*;
@1E; )%0）。

!"! 表达蛋白 #$! 的鉴定

收集 A*@1E; )%0 感染后 ,"4和 F04的病变细胞，经 B5B;1A?G后，考马斯亮兰染色，在

3&HI /和 ,中均出现一条大小约为 J,K5的特异性蛋白质带，与 11E E10 蛋白分子量一致，

而阴性对照 3&HI #和 0中未出现，其中感染后 F04的表达量明显高于感染后 ,"4的（图 0;
A）。按常规方法进行 LI’(IMH;.32((9H<检测，在 3&HI /、, 中出现特异性杂交带，其位于约
J,K5处，3&HI 0中则没有出现杂交带（图 0;)）。

图 % 酶切鉴定 &’()*+ !"! 质粒

%9<N# OI’(M9*(92H &H&3P’9’ 2C (4I $%&’(; )%0
QN#5@AR-,.O! S ’(&+"；

BN $%&’(; )%0 R’(&+" N

图 ! #$! 蛋白的 ,-,+$./0，12)*234+567**849分析
%9<N0 AH&3P’9’ 2C E10 $M2(I9H .P B5B;1A?G，LI’(IMH;.32((9H<

AN B5B;1A?G &H&3P’9’ 2C E10 $M2(I9H；)NLI’(IMH;.32((9H< &H&3P’9’ 2C

E10 $M2(I9HN

QN 1M2(I9H 8&MKIM；3&HI # N 1M2+T*( 2C A*@1E $2’(;9HCI*(92H ,"4；3&HI

0 N 1M2+T*( 2C A*@1E $2’(;9HCI*(92H F04；3&HI / N 1M2+T*( 2C A*@1E; )%0
$2’(;9HCI*(92H ,"4；3&HI , N 1M2+T*( 2C A*@1E; )%0 $2’(;9HCI*(92H F04N

!": 红细胞凝集试验
将接种 A*@1E和 A*@1E; )%0 的病变 BCD细胞，于 U 0-V反复冻融后进行血凝试验，发

现表达的 11E E10 蛋白具有类似于全病毒的血凝活性，血凝价可达到 # W#-0,，与全病毒的
血凝价相当，而 A*@1E对照的血凝价低于 # W,。
!"; 酶联免疫吸附试验（0<=,.）
利用表达的 11E E10 蛋白的粗提物包被酶标板，同时用 A*@1E感染的 BCD细胞作为

对照，以已知的猪细小病毒阳性血清作为一抗，兔抗猪 =<?酶标抗体作为二抗进行检测。
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结果显示，!"# 蛋白包被孔的 !" 值可达到 $%#，对照孔的 !" 值为 &%’，两者的差异达到
显著水平。

图 ! ""#类病毒粒子的电镜图
()*+, -./01234 5)023*2678 39 !:";

<+< ;)4*./ !:" =6; 657.)9)/> ?@ A’& &&& B )4 18/

()*+ C；C+D64@ !:"; =/2/ 657.)9)/> ?@ ,&& &&& B；

E06./ ?62 2/72/;/41; $&&45+

$%& 电镜观察
对杆状病毒表达的 ""! !"# 蛋白进行纯化、负

性染色后，在电子显微镜下可以看到许多病毒样粒

子（!)2F;G:)H/ "621)0./，!:";）存在，呈典型的二十面
体，无囊膜，直径为 #&45左右，其形态大小均与全
病毒粒子的相近（图 ,）。利用 D-EA’ 型超速离心
机进行蔗糖密度梯度离心，,I &&&2J5)4（$I& &&& B *）
#%’8，共出现三条蛋白质带，分别收集、脱糖后、电
镜观察，在第二条蛋白质带中依然可以看到大量

!:";，而且纯度有明显提高。

! 讨论
近年来，我们对猪细小病毒进行了大量研究，

成功的建立了猪细小病毒乳胶凝集快速诊断试剂

盒，同时获得了猪细小病毒中国株的全基因组序

列。对 #$# 基因进行克隆测序，与 K/4C64H中收录
的猪细小病毒 #$# 基因比较，发现同源性均达到 LA%#MN以上。而且利用 #$# 基因构建了
猪细小病毒 OP<疫苗，动物试验证实其具有良好的免疫效果，尤其是可诱导高水平的细
胞免疫。为了深入研究猪细小病毒 !"# 蛋白的功能，我们利用杆状病毒 C60GQ3GC60表达
系统成功的表达了 !"# 蛋白。

杆状病毒表达系统具有与动物细胞相似的转录、翻译及翻译后加工等功能，表达产生

的外源蛋白基本保持原有的生物学活性，迄今已成功的用于表达多种病毒抗原，有些病毒

结构蛋白可形成病毒样粒子（!)2F;G:)H/ "621)0./;，!:";）［A，R］。C23=4等报道人细小病毒的
!"# 蛋白可以单独形成病毒空衣壳

［L］。在本研究中证实，体外表达的猪细小病毒 !"# 蛋

白也可自行装配成病毒样粒子，电镜观察呈二十面立体对称结构，直径约为 #&45左右，
形态大小均与全病毒粒子相似。<0P"!G #$# 感染 ;9L细胞后，重组病毒大量存在于上清液
中，尤其以感染后 MR8时的滴度最高，而表达的 !"# 蛋白则存在于细胞内，EOEG"<K-显示
感染后 A#8的表达量明显高于感染后 MR8的。S/;1/24G?.311)4*和 -:TE<结果表明，表达产
生的 !"# 蛋白具有生物学活性，可以与抗猪细小病毒血清发生特异性反应。红细胞凝集

试验发现，其具有与猪细小病毒相同的凝集豚鼠红细胞活性，凝集价与全病毒的相当，从

而揭示猪细小病毒的血凝位点可能在 !"# 蛋白上。据报道，在猪细小病毒组织培养物中，

空衣壳粒子在 U;U.梯度中的密度为 $%,,*J05,，全病毒粒子的密度为 $%,L*J05,。这一试

验结果揭示，""!空衣壳可能还包含 !"$ 或 !", 蛋白，但是其形成并不依赖于 !"$ 蛋白、

病毒 OP<或 !", 蛋白，可以由 !"# 蛋白单独形成，而且 !:";中的 !"# 蛋白不显示自我水

解形成 !", 的活性，进而揭示 !", 蛋白的形成机制尚需深入研究。
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在此之前，!"#$%&等证实携带外源多肽的杂合 ’’( ) (*’，在不加佐剂的情况下，可以
诱导机体产生针对外源多肽的强烈 +,-.和 +,/. 0细胞免疫反应，其免疫水平比结合在
乳胶微粒上产生的高 122倍。进一步研究发现，利用携带淋巴细胞脉络从脑炎病毒（*+3
4(）+,/. 0细胞多肽的 ’’() (*’，免疫小鼠可激发抵抗 *+4(攻击的免疫反应［12 5 16］。由
此可见，’’( (*’7可以作为外源免疫原性多肽的细胞免疫载体，具有安全高效的特点，为
研制多价基因工程疫苗提供了有力的工具，具有诱人的应用前景。同时也为研究病毒形

态发生及研制基因工程疫苗提供了理论依据。
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@MAA 期 吕建强等：猪细小病毒 (’6 蛋白在昆虫细胞中的表达及其特性




