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猪繁殖与呼吸综合征病毒 ! 蛋白的原核表达、纯化与结构分析
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摘 要：将猪繁殖与呼吸综合征病毒（EFFG&）HI;! 毒株 0 基因克隆至原核表达载体 J<5#:8 中，得到重组表达载体

J<5#:;0，转化 !"#$%&’#$’( #)*’ HK#%（*<3）细胞，获得可溶性表达，表达量占菌体蛋白的 #:L。经 E/’.8?D 0=# M 亲和层

析获得重组蛋白 E#:;0，圆二色谱（N*）测定结果表明，E#:;0 重组蛋白螺旋占 #"O%L，折叠占 #3O2L，转角 %1O:L，

卷曲占 3$O3L。并进一步绘制出 EFFG& 0 蛋白的二级结构图。
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猪繁殖与呼吸综合征是引起猪流产、呼吸道病

及增长缓慢的高度传染性的病毒病，造成严重的经

济损失［%，#］。EFFG& 可感染肺泡巨噬细胞，导致细

胞凋亡和免疫抑制［3，!］。EFFG& 基因组 RF72 编码

0 蛋白，0 蛋白是感染细胞内含量最丰富、占病毒粒

子组成 !$L，免疫原性最强的蛋白；0 蛋白与病毒

基因组 F0Q 结合并折叠，在病毒粒子内可能形成

#$ S 3$?- 的球形二十面体结构［P］，0 蛋白上具有核

仁定位信号，与病毒的转录调节密切相关［"，2］，0 端

含有较多的赖氨酸、谷酰胺和天冬酰胺残基，可能与

F0Q 结合有关，N 端组成壳形域，其 N 端 %% 个氨基

酸对衣壳的形成具有重要意义［:］。最近，*’8? 等［1］

得到 0 蛋白 N 端 P2 个氨基酸的蛋白结晶，并解析

了其三维结构，但目前仍缺乏完整 0 蛋白结构的认

识。本研究克隆并可溶性表达了猪繁殖与呼吸综合

征病毒 HI;! 的 0 蛋白，经亲和纯化后，分析了其二

级结构，为进一步认识 0 蛋白的功能提供依据。

" 材料和方法

"#" 质粒和菌株

表达载体 J<5#:8 购于 0’T8@+? 公司，IU%$1、大

肠杆菌 !"#$%&’#$’( #)*’ HK#%（*<3）菌株购于 Q-+/VA;
,=8 EA8/-8,=8 H=’W+,A 公司；EFFG& HI;! RF72 阳性重

组质粒 J4<U;RF72 由高 云等［%$］构建。

"#$ 酶和相关试剂

+(, *0Q 聚 合 酶、-./ *0Q 聚 合 酶、D05E 为

G8?@’? 公司产品；限制性内切酶 !#)F!、0(1X!，

购自 58Y8F8 公司；5! *0Q 连接酶为 H=’(8.V 公司产

品；*0Q 快速纯化回收试剂盒购自博达泰克生物工

程公司；EFFG& 阳性血清由 EFFG& HI;! 毒株免疫

GE7 猪制备。

"#% 引物设计和合成

根据 EFFG& HI;! 株 0 基因序列（4+?H8?Z 收录

号：Q733%:3%）［%%］，采用 R(=@’ !O$ 软件，设计合成如

下特异性引物（斜体表示引入的酶切位点），E2[：P\;
5Q223+44Q54NNQQQ5QQNQQN4;3\，E2K：P\;54N;
N5NQQ233++44Q4NNNQ5NQ;3\，以 E2[ 和 E2K 为

上下 游 引 物 扩 增 RF72，预 期 扩 增 产 物 长 度 为

!$%.J，克隆至 J<5#:8 载体，理论上表达一含 %P2 88、
分子量约 %2O$:Z*、0 端带有 X=V;W8@ 的融合蛋白。

"#& 目的基因的克隆

以阳 性 重 组 质 粒 J4<U;RF72 为 模 板，利 用

E2[、E2K 引物 ENF 扩增含有 0(1X!6!#)F!酶切

位点的 RF72 基因。ENF 反应条件：1!] 3-=?；1!]
!PV，PP] !$V，2#] !PV，共 3$ 个循环；2#] P-=?。

%L琼脂糖凝胶电泳检查 ENF 产物。用限制性内切

酶 !#)F!60(1X!分别对目的基因 ENF 产物和表

达载体质粒 J<5#:8 32]水浴双酶切，按照 *0Q 片

段玻璃奶回收试剂盒说明，纯化回收目的 *0Q 片

段。将酶切载体与目的片段用 5! *0Q 连接酶连

接。转化 IU%$1 感受态细胞，利用 Y8? 抗性筛选重

组转化体。

"#’ 重组质粒的鉴定

挑取单个卡那霉素抗性转化子，接种含 Y8? 的



!" 培养基，过夜培养，用碱裂解法提取质粒。分别

用 #$%&’( 载体 %) 上游引物、*)! 下游引物和 *)+、

*)! 特异性引物进行 *,- 扩增，电泳鉴定扩增片段；

用 !"#-!.$%&/!双酶切重组质粒，电泳检查插入

片段的大小；序列测定由华大中生生物科技有限公

司完成。

!"# 基因工程重组表达菌的诱导表达

将鉴定后的重组表达质粒转化 "!&0（1$2）感受

态细胞，利用 3(4 抗性筛选重组转化子。按照文献

［0&］的方法进行靶蛋白的诱导表达及 5156*78$ 分

析。

!"$ %&’(&)* +,-( 分析

参照文献［0&］的方法，应用 5*9 猪制备的 *--5
阳性血清、/-*6兔抗猪 :;8 酶标结合物进行 <=>?=@4
ABC? 分析。

!". 可溶性重组蛋白 /0.12 的亲合纯化

将 &DE诱导培养 FG 的重组菌 &HHI! 离心后，

按约 0：0H（J.K）的比例加入预冷的含 0L %@M?C4 N6
0HH，0IICB.! *J59，&IICB.! 1%%，DHHIICB.! O(,B 的

&HI! 磷酸盐缓冲液（#/’PH），超声裂解、离心处理的

上清经 HP&&"I 的滤器过滤后，加入 0I! 镍亲合层

析基质，装柱 FE作用 2HIM4。依次用 0H Q &H 倍柱床

体积、含 0HIICB.! 咪唑和 &HIICB.! 咪唑，DHHIICB.!
O(,B 的磷酸盐缓冲液洗涤 2 次；并用考马斯亮兰 86
&DH 检测试剂（"@(RSC@R 法）间隔检测洗脱液。再用

含 0HH Q DHH IICB.! 咪唑的磷酸盐缓冲液洗脱含

/M>6?(; 的重组蛋白 *&’6O，分管收集，洗脱流速控制

在 D Q )I!.G。

5156*78$ 检验纯化蛋白的纯度，合并仅有目的

蛋白的收集管，经分子截量 2 T1 的蛋白浓缩管（UJ6
2 型，JMBBM#C@= 产品）浓缩后，FE下磁力搅拌 *"5 液

快速透析 FG，收集蛋白 V )HE保存。

!"3 重组蛋白 /0.12 的 45 分析

应用 W(>XC W)&H 光谱仪在 &DE恒温下记录测定

数据，比色杯光径为 HP0XI，测定 0YH Q &DH 4I 范围

的光谱值，所有 ,1 光谱用平均残基椭圆度［#］J-<表

示，单位 R=;·XI&·RICB V 0。通过计算在 &&&4I 的平

均残基椭圆度计算$螺旋含量（’(）。

’( Z
［!］&H’

)*+
V FHHH

22HHH V FHHH ，［!］&H’
)*+

Z !",-.
·
)*+

0HH ，

)*+ Z )
氨基酸残基数

，!"：,/ 观察值（度）；

,[：蛋白浓度（I;.I!）；B：样 品 杯 光 径（RI）；

［#］&H’
J-<

：平均残 基 椭 圆 度；J-<：平 均 残 基 分 子 量；

J：分子量（J.!）。

!"!6 重组蛋白 /0.12 的二级结构预测

应用 $N*75U 服 务 器（G??#：..[[[\ =]#(>^ \ XG .
?CCB>.）上的 5_*J7 方法［02］预测 *&’6O 重组蛋白的

二级结构。

0 结果和分析

0"! 目的基因原核重组表达载体的鉴定

分别用 #$%&’( 载体 %) 上游引物、下游引物

*)! 和 *)+、*)! 特异性引物进行 *,- 扩增，电泳结

果显示 *,- 产物及酶切片段的大小与预期结果一

致。利用位于 #$%&’( 载体 %) 启动子上下游引物对

重组质粒 #$%&’6O 进行测序，结果表明重组质粒

#$%&’6O 中的插入序列与 *--5K "W6F 株的 _-9) 基

因完全一致。

0"0 重组菌的诱导表达和纯化

5156*78$ 检测表明重组蛋白的表达量随诱导

时间的延长而增加，在诱导后 FG 表达量达到高峰

（&’L），超声裂解上清中含有可溶性的 *&’6O 蛋白。

每管 0I! 依次收集高浓度咪唑洗脱的重组蛋

白，经 5156*78$ 检测蛋白纯度。结果表明（图 0），

经约 0H Q 0D 倍基质体积的洗脱液洗涤后，收集的洗

脱液出现单一条带。

图 ! 纯化 /0.12 蛋白的 7571/89: 分析

9M;\0 5156*78$ (4(B^>M> CS ?G= #‘@MSM=R @=XCIAM4(4? #@C?=M4 *&’6O

0P5‘#=@4(?(4? CS M4R‘X=R *&’6O @=XCIAM4(4? A(X?=@M(；&P :4R‘X=R A(X?=6

@M(；2P+4M4R‘X=R A(X?=@M(；J\ *@C?=M4 I(@T=@；F，DP *‘@MSM=R @=XCIAM6

4(4? #@C?=M4\

0"; 重组蛋白的鉴定

<=>?=@4 ABC? 检测结果显示 *&’6O 在约 0)T1 处

出现一清晰的特异性反应条带，而诱导的 #$%&’( 菌

体无此蛋白条带。表明重组蛋白在大肠杆菌中得到

了正确表达并保留了与 *--5 病毒阳性血清反应的

抗原性（图 &）。
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图 ! 重组蛋白的 "#$%#&’ ()*% 分析

!"#$% &’()’*+ ,-.) /+/-0("( .1 )2’ *’3.4,"+/+) 5*.)’"+ 6%789

:$ 6*.)’"+ 4/*;’*；<=6%789 5*.)’"+；%= 9.) "+>?3’> ,/3)’*"/$

!+, 重组 - 蛋白的 ./ 结构解析

对纯化的可溶性重组蛋白 6%789 经圆二色谱测

定，应用 @*$ A $ B$ C/+# 的解析软件（0/+#$ D(*）分析

表明，重组蛋白 6%789 中螺旋占 %E=<F（G< 个氨基

酸），折叠占 %H=IF，转角 <J=7F，卷曲占 HK=HF。

应用 L6M:N 分析 6%789 蛋白的结构，结果表明其中

!螺 旋 约 为 <J=<<F（即 HK 个 氨 基 酸），"转 角 占

<K=<JF（<E 个氨基酸），延伸链 <G=EOF（约 %H 个氨

基酸），无规则蜷曲占 OE=KOF（约 77 个氨基酸）。

!+0 12234 567, - 蛋白 !/ 结构的分析

@./+［I］最近解析了 6PPLQ QP%HH% 毒株 9 蛋白

R 端 OI 个氨基酸的三级结构，其中 R 端 OI 个氨基

酸中!螺旋所占氨基酸为 %E 个。结合 L6M:N 二级

结构的预测结果绘制出 6PPLQ SA8G 9 蛋白的二级

结构图。9 蛋白含有 G 个!螺旋，% 条"链，多处转

角，!螺旋所占氨基酸约为 GK 个，与对 6%789 的 R@
测定结果（!螺旋为 G< 个氨基酸）基本一致。

8 讨论

获得高纯度、可溶性、稳定的重组蛋白对 R@ 分

析非常重要［<G，<O］。5TB%7/ 表达系统是一种方便而

且有效的原核表达载体，含有 BI-/3 启动子，可用

U6BV 诱导产生高表达、含小分子量融合肽的融合蛋

白，有利于蛋白的提纯。本研究应用该系统，通过构

建 9 端带有 W"(8)/# 的融合表达载体，获得了可溶性

的重组表达蛋白。研究中发现，重组 6%789 蛋白很

不稳定，对蛋白水解酶高度敏感，极易发生降解。通

过采取一些措施减少了蛋白降解［<E］。用K=% 44.-XY
U6BV 在 %7Z诱导 G2，低温离心沉淀后加入蛋白酶抑

制剂 6:L!，尽快超声裂解及其后续的纯化过程，可

有效的防止降解；纯化蛋白也要尽快低温浓缩透析

以除去洗脱液中高浓度的咪唑，[ IKZ冷冻保存。

本研究通过单一的纯化步骤和迅速的低温冻存获得

了高度均一的重组蛋白，有效防止了蛋白降解，这为

蛋白结构的分析奠定了基础。

9 蛋白是 6PPLQ 功能最为复杂的蛋白。前期

的研究表明，9 蛋白上至少有 I 个抗原决定簇，是

6PPL 病毒粒子中含量最多的结构蛋白，约占病毒粒

子的 GKF，是形成病毒核衣壳的基础，研究推测 9
蛋白可能形成 %K \ HK+4 的二十面体的核衣壳核心。

根据 9 蛋白的二级结构以及 @./+ 解析的 9 蛋白 R
端部分二聚体的 H@ 结构，可以了解 6PPLQ 核衣壳

形成的基本骨架。每个 9 蛋白 R 端"<、"% 在较长!H
螺旋的同一侧形成反平行的"链，9 蛋白二聚体通

过 G 个"链形成扁平的反相"层，两个较短的!%、!G
螺旋则分别位于"层的两侧，这样，9 蛋白通过同源

二聚体"折叠层形成衣壳内表面，9 蛋白 9 端则为

病毒 P9N 结合域，位于衣壳内侧，从而形成蛋白衣

壳的骨架。这样形成的 9 蛋白二聚体也使两个邻

体上 O< \ EI，7K \ JK 位的氨基酸残基更加接近，从

而形成 9 蛋白的构像型表位［<I，<7］。R 端形成蛋白的

壳形域，与衣壳的形成与稳定有关［7］。含有 <%H 个

氨基酸的 9 蛋白的 9 端（HG \ O<// 碱性区域）富含

Y0(、V-+ 和 N(+，可能与病毒 P9N 的结合有关［I］。9
蛋白通过 H< \ HI// 间的非共价结合、通过 %H 位 R
二硫键的共价结合形成规则有序的同源二聚体［E，I］。

大多数 9 蛋白单抗识别 9 蛋白中心区域 O% \
EJ// 之间的序列。分析表明该区域在 6PPLQ 间相

对保守，折叠后形成卷曲环状域，主要暴露于表面，

从而形成主要的抗原表位。9 蛋白上包含一潜在的

核定位信号 9YL8<、一个功能性的 9YL8%，一个核仁

定位信号序列 9.YL，一个可能的核输出信号基元

（9TL）。这些功能基元只有与细胞内相应的转运蛋

白结合，从而实现在核膜内外的穿梭转运［E］。从 9
蛋白结构来看，富含碱性氨基酸的 9YL 位于亲水区

域，并位于已暴露的无规则蜷曲处，可能利于其与其

它转运分子的作用；9 蛋白 <KE \ <<I// 的 9TL 基元

BQPYUP，位于!螺旋区，这样可以形成螺旋内疏水、

亲水的外表面。这样在结构上利于该序列与 RP:<
蛋白 作 用，使 9 蛋 白 通 过 核 膜 从 核 内 向 胞 浆 转

运［E］。

以上分析表明，9 蛋白 H 个!螺旋区及"链对 9
蛋白衣壳的形成与结构起重要作用，其它卷曲结构

则与其抗原性等功能密切相关。9YL 等功能域位于

富含碱性氨基酸的亲水区域，并位于已暴露的无规

则蜷曲处，可能利于其与其它转运分子的作用。

JHIE 期 黄金海等：猪繁殖与呼吸综合征病毒 9 蛋白的原核表达、纯化与结构分析
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