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犬细小病毒 !"# 蛋白在真核细胞中的分泌表达及特性
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摘要：【目的】利用真核细胞分泌表达犬细小病毒 NO’ 蛋白和研究其特性。【方法】为构建犬细小病毒（0):>:D
5)9P7P>98<，0ON）NO’ 基因的真核分泌型表达载体，首先通过酶切从含有人 0Q# 信号肽序列的质粒中将 0Q#
信号肽基因片段切出，将其连接到真核表达载体 5@Q.RAM/R 的多克隆位点上，构建成 5@Q.RAM/F0Q#<5 质

粒。然后再通过 O0S 方法从含有犬细小病毒 NO’ 基因的质粒中扩增 NO’ 基因，并将其插入到 5@Q.RAM/F
0Q#<5 载体中 0Q# 信号肽的下游，构建成 NO’ 基因的真核分泌型表达载体 5@Q.RF0Q#<5FNO’。经磷酸钙介

导转染 ’"AC 细胞，使其在真核细胞中进行分泌表达，并通过 GT,-R 检测表达的 NO’ 蛋白与犬转铁蛋白受体

（CHS）结合的活性。【结果】序列分析结果表明，本实验构建的犬细小病毒 NO’ 基因真核分泌型表达载体结构

正确，将该表达载体转染的 ’"AC 细胞，在培养基中通过 UD<4D9:FV;74 检测到有 NO’ 重组蛋白的存在。经

GT,-R 检测表明表达的重组 NO’ 蛋白具有与犬转铁蛋白受体结合的活性。【结论】利用人的 0Q# 信号肽实

现了犬细小病毒 NO’ 蛋白在真核细胞中的分泌表达，表达的 NO’ 蛋白具有与犬转铁蛋白受体结合的活性。
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犬 细 小 病 毒 病 是 由 犬 细 小 病 毒（ 0):>:D
5)9P7P>98<，0ON）引起的一种急性传染病。此病主要

表现急性出血性胃肠炎和急性心肌炎。传染性强，

发病率和死亡率高，对我国养犬业和经济动物养殖

业造成极大的危害［/ & ’］。

0ON 是一类结构简单的单链线状 Q.R 病毒，病

毒颗粒直径约为 ’#:?，无囊膜，成二十面体。病毒

基因组全长为 #A’A:4，含有 ’ 个 WSX，#Y端主要编码

早期转录的调节蛋白（.-/ 和 .-’），AY端编码晚期转

录的结构蛋白，即病毒衣壳蛋白（NO/ 和 NO’），NO’
是衣壳蛋白的主要成分。NO’ 不仅具有较强的免疫

原性，可用于制备亚单位疫苗或 Q.R 疫苗［A］，同时

NO’ 可以与宿主细胞膜上的转铁蛋白受体（CHS）结

合介导细小病毒的感染［! & $］。基于 NO’ 与 CHS 这种

特异结合的特性，研究利用 CHS 蛋白（细胞外结构

域）阻断细小病毒的感染有一定的理论和应用价值。

为此本室通过基因工程方法已制备了犬 CHS 细胞外

结构域蛋白。本研究将利用真核表达系统通过分泌

性表达方式制备具有生物活性的 NO’ 蛋白，为研究

NO’ 与 CHS 的相互作用及阻断细小病毒的感染机制

创造条件。

犬细小病毒属无囊膜病毒，NO’ 结构蛋白基因

不含有信号肽序列。人们曾采用大肠杆菌表达 NO’
蛋白，制备亚单位疫苗［B & %］。但要研究 NO’ 蛋白与



!"# 的相互作用，表达的重组 $%& 蛋白必须具有天

然的分子构象。用大肠杆菌表达动物蛋白和病毒蛋

白由于缺少翻译后的加工过程，表达的重组蛋白往

往不能形成原有的分子构象，从而影响重组蛋白的

生物活性。为此本实验将采用真核表达系统表达

$%& 蛋白。通过构建分泌型表达载体，使 $%& 蛋白

在真核细胞进行分泌表达，这样利于表达产物的分

离纯化。

用于介导外源基因在真核细胞进行分泌性表达

的信号肽较多，如人 ’() 信号肽和生长激素信号

肽，酿酒酵母!因子信号肽等。人的 ’() 信号肽被

认为是一种较为理想用于介导蛋白进行分泌性表达

的信号肽序列。本实验通过构建含有人 ’() 信号

肽的 $%& 分泌型表达载体，实现了 $%& 在 &*+! 细胞

中的分泌性表达，同时表达的 $%& 蛋白具有与犬转

铁蛋白受体结合的活性，这为进一步研究 $%& 与

!"# 的相互作用机制奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 载体、菌种、细胞株及 !"# 重组蛋白：真核表

达载体 ,-(./+01/ 购自美国 23456789:3 公司；含有人

’() 信 号 肽 序 列 的 ,’8$; 载 体 由 美 国 哈 佛 大 学

<5-=>:? @>7A>3 教授赠送；大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）
(B)!为本实验室保存菌种；人胚胎肾细胞 &*+! 由

中科 院 微 生 物 所 惠 赠。含 犬 细 小 病 毒 $%& 基 因

（C:3D>3E /D1&FG&G）的质粒由中国农业大学贺英博

士惠赠。!"# 重组蛋白由本实验室制备。

!"!"# 主要试剂：+,- (./ 聚合酶，限制性内切酶

./("、0*%1)2、031"、4’15#、6$%"、73("、!H

(./ 连接酶均购自 %78I:9> ’87,87>6583；琼脂糖凝胶

(./ 回收试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公

司；小 鼠 抗 <J- 单 克 隆 抗 体 购 自 ;>36> ’7KA
D586:-=38?89J，23-；碱性磷酸酶标记马抗小鼠 29C 抗

体和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 29C 购自 $:-687
L>M87>6875:N L6O；预染蛋白分子量 <>7E:7 为 D58P#>O
L>M87>6875:N 产 品；(<Q< 培 养 基 为 C5M-8 D#L L5":
!:-=38?895:N 产品；小牛血清为北京元亨圣马公司产

品；其它试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 主要仪器：/!’&F1 型 %’# 仪为美国阿波罗

公司产品；RSF 酶标仪、凝胶自动成像系统和半干式

转移电泳装置均为美国 D58P#>O 产品；双稳电泳仪、

小型垂直板电泳槽为北京六一仪器厂产品；超净工

作台为北京东联哈尔仪器制造有限公司产品；倒置

显微镜重庆光电仪器总公司产品；恒温气浴摇床

（!BTP’ 型）太仓市实验设备厂产品；扫描仪为上海

中晶科技有限公司产品。

!"# 带有人 %&’ 信号肽的 ()&*+$"!,%&’-( 质粒

表达载体的构建

利用常规方法将人 ’() 信号肽序列从 ,’8$;
质 粒 中 转 移 到 ,-(./+01/ 质 粒 中，构 建 成

,-(./+01P’()N, 重组质粒。

!"$ ./# 基因的 /%0 扩增

根据 C:3D>3E 中 ’%$ 的 $%& 序列（/D1&FG&G）

设计 1 对引物：上游引物：)U’!C’C’!/C’（6$%"）

’/C!C/!CC/C’/C!!’//’’/C， 下 游 引 物： )U
’’CCCC’’’（ 73("）/!/!//!!!!’!/CC!C’!/C!
!C。然后通过 %’# 方法从含有 $%& 基因的质粒中

扩增 $%& 基因的编码序列。上下游引物的 )’端分

别引入的 .=:2 和 /,>2 酶切位点利于 $%& 基因与载

体的连接。鉴于目前缺少 $%& 的特异性抗体，在下

游引物设计时去除 $%& 基因的终止密码子，使 $%&
基因与 ,-(./+01/ 载体上的 <J-PB5N 标签融合，这

不仅便于后续 V:N6:73 M?86 的检测，同时也利于表达

产物的分离纯化。引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。%’# 反应条件为：*HW ) I53；

*HW 1 I53，)SW 1 I53，G&W & I53，循环 +F 次；G&W
1F I53。

!"1 ./# 基因真核表达载体的构建

将上述扩增的 %’# 产物和 ,-(./P’()N, 质粒

载体分别用 .=:2 和 /,>2 双酶切，用回收试剂盒分

别回收双酶切的目的片段和载体，然后通过与构建

,-(./+01P’()N, 质粒相同的方法构建 $%& 基因的

真核表达载体 ,-(./P’()N,P$%&。重组质粒的鉴定

采用 ./("和 73("双酶切法。

!"’ 质粒表达载体在 #2$3 细胞中的转染

采用磷酸钙转染法［*］。用重组的真核表达载体

,-(./P’()N,P$%& 转 染 &*+! 细 胞，同 时 以 空 载 体

,-(./+01/ 转染 &*+! 细胞作为阴性对照。

!"4 重组 ./# 蛋白的鉴定

采用 V:N6:73 M?86 法。当细胞转染 HS = 后，收集

培养基，用三氯乙酸沉淀法浓缩培养基中的蛋白质。

取蛋白溶液进行 ;(;P%/CQ 凝胶电泳，转膜后在含

有 )X脱脂奶粉的 !D;! 中 HW封闭过夜。然后用 1
Y)FF 倍稀释的小鼠抗 <J- 单克隆抗体在室温杂交

&=，再以 1 Y1FFF 倍稀释的碱性磷酸酶标记的羊抗小

鼠的 29C 为二抗杂交 1 =，最后加入 1 IL 显色液

（.D!ZD’2%）显色 ) [ 1F I53，自来水冲洗终止反应，
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根据在膜上的显色带来判断结果，最后用扫描仪记

录显色结果。

!"# 重组 $%& 蛋白的大量制备与纯化

用上述同样的方法平行转染 ! 瓶 "#$% 细胞

（%&! 细胞瓶），’( ) 后收集培养基，加入 *+,*%- 琼

脂糖凝胶颗粒吸附含有 ./012+3 标签的重组 45" 蛋

白，然后利用含有咪唑的洗脱缓冲液将 45" 蛋白洗

脱，最后用透析袋和 5678"999 浓缩 45" 蛋白。蛋

白浓度采用 :;<=>?;= 蛋白定量试剂（%+<@AB@ 公司）进

行测定。

!"’ $%& 蛋白与 ()* 蛋白结合的分析

采用 6CDE- 方法。用 F2#GH 的碳酸钠缓冲液

（8G! A1C *<"IJ$ 和 "G# A1C *<2IJ$）将 %>K 蛋白质

或 :E-（阴性对照）配成 !!A1LC 浓度。在聚苯乙烯

#H 孔板每孔中加 899!C，’M过夜（包被）。次日用

%:E% 洗涤缓冲液洗 $ 次。加入用 %:E% 洗涤缓冲液

倍比 稀 释 的 45" 蛋 白（!、"G!、8G"!、9GH"!、9G$8$、

9G8!H、9G9&(、9G9$#!A1LC）899!C，’M过夜，%:E% 洗

$ 次。每孔加入小鼠抗 ./0 单克隆抗体（"!9 倍稀

释）899!C，在 $&M摇床放置 " )，%:E% 洗 $ 次。每

孔再加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 DA7（!99 倍

稀释）899!C，在 $&M摇床放置 8 )，%:E% 洗 ’ 次。

甩干孔中残留的洗液，加新鲜配置的底物溶液（在磷

酸,柠檬酸缓冲液含有 9G’ LA1LC 邻苯二胺和 9G"N
2"J"）899!C，$&M反应 89 O $9 L+@。每孔加入 !9!C
终止液终止反应，用酶标仪读取 !"’#"值。

& 结果

&"! 带有人 +,- 信号肽的 ./,012"!3+,-4. 质粒

表达载体的构建

构建的含有 IP! 信号肽序列的真核分泌型表

达载体 F0P*-$G8,IP!3F 经酶切鉴定表明结构正确。

由于在 靠 近 IP! 信 号 肽 序 列 的 上 游 和 距 该 序 列

(99QF 的下游存在 #$%"位点，所以用 #$%"酶切得

到预期的 #99 QF P*- 片段。

&"& $%& 基因真核分泌型表达载体的构建

采用 5IK 方法从含有 45" 基因的质粒中扩增

45" 基因（约 8&’9 QF）。然后将扩增的 45" 基因片

段插入到 F0P*-,IP!3F 质粒 IP! 信号肽序列的下

游，构建成 45" 基因的真核分泌型表达载体 F0P*-,
IP!,45"。表达载体经酶切鉴定证明 45" 基因插入

位点正确。经过测序表明扩增的 45" 基因序列与

模板 45" 基因的序列（-:8"9&"&）一致。

&"2 $%& 基因在 &52( 细胞中分泌表达

为证明构建的 45" 基因能否在培养的真核细

胞中进行分泌性表达，本实验采用磷酸钙转染法，将

F0P*-,IP!,45" 和 F0P*-$G8-（ 对 照 ）分 别 转 染

"#$% 细胞，转染后 ’( ) 收集细胞培养基，用三氯乙

酸沉淀法浓缩培养基中的蛋白质。用 RB3SB;@,QT?S
鉴定培养基中是否存在重组 45" 蛋白，结果显示转

染 F0P*-,IP!,45" 质粒的样品显示一条分子量约

为 H’ UP< 的杂交带；而转染 F0P*-$G8- 质粒（对照）

在相应位置上没有出现杂交带。表明 45" 基因在

"#$% 细胞中得到分泌性表达（图 8）。

图 ! ./,013+,-3$%& 的 674879: ;<=8 鉴定结果

V+AW8 D=B@S+>+0<S+?@ ?> F0P*-,IP!,45" BXF;B33+?@ Y+S) RB3SB;@ QT?S

8G F0P*-$G8-；"G F0P*-,IP!,45"；.W F;B3S<+@B= F;?SB+@ L<;UB;

&"> 重组 $%& 蛋白与犬转铁蛋白受体的特异结合

为了解通过本实验的表达系统表达的重组 45"
蛋白是否具有天然的生物活性，我们利用 6CDE- 方

法检测了 45" 蛋白与犬 %>K 蛋白结合能力。首先经

磷酸钙介导在 "#$% 细胞中瞬时表达 45" 蛋白，用

*+,*%- 琼脂糖凝胶颗粒从表达培养基中吸附和纯

化与 ./012+3 标签融合的重组 45" 蛋白。用犬 %>K
蛋白和 :E-（阴性对照）分别包被聚苯乙烯 #H 孔板，

然后加入含有 ./012+3 标签的 45" 蛋白使其与 %>K
进行特异结合，最后利用鼠抗 ./0 单克隆抗体和辣

根过氧化物酶标记的羊抗鼠 DA7 检测 45" 是否与犬

%>K结合及结合能力大小。图 " 为 45" 蛋白与犬

%>K 蛋白结合的动力学曲线。由图 ! 可见，犬细小

病毒 45" 蛋白能够与犬 %>K 蛋白进行特异结合，当

%>K 蛋白含量一定时，45" 的结合能力随 45" 的用

量增加而增加，这与文献报道的实验结果一致［’ Z H］。

由此可见，通过本实验构建的真核表达系统表达的

重组 45" 蛋白具有其天然活性，这对进一步研究细

小病毒 45" 蛋白与宿主细胞 %>K 受体相互作用的机

制创造了必要的条件。
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图 ! "#! 蛋白与犬 $%& 蛋白结合的动力学曲线

!"#$% &"’()"*+ ,- ./% 0"’1"’# ), *2’"’( 3-4$

’ 讨论

犬细小病毒属无囊膜病毒，./% 是犬细小病毒

的一种结构蛋白，但 ./% 结构蛋白基因不含有信号

肽序列。过去人们利用大肠杆菌表达了 ./% 蛋白，

多数以非分泌的形式进行表达，表达产物存在细菌

的包涵体中；如果利用原核生物分泌型表达载体表

达 ./% 蛋白，表达出的 ./% 蛋白也只能被分泌到细

胞的周质中，而不能进入培养基中。但是无论通过

原核生物进行分泌性表达或非分泌性表达，表达的

重组蛋白均能保持原来的免疫原性，所以可用于制

备亚单位疫苗。但欲研究 ./% 与宿主细胞靶蛋白

的相互作用，制备的 ./% 重组蛋白必须具有天然生

物活性，所以需要通过真核表达系统进行表达。国

内外学者曾利用杆状病毒载体在昆虫细胞中表达了

./% 基因［56］。本实验则利用人的 78&%9:3 细胞表

达了 ./% 蛋 白，与 杆 状 病 毒 表 达 系 统 相 比，利 用

%9:3 细胞瞬时表达外源基因不仅成本低，而且操作

简便，是目前制备科研规模用量的重组蛋白的理想

表达系统。为使表达的 ./% 蛋白易于分离纯化，在

构建表达载体时，除在天然 ./% 基因的上游引入了

人 ;<= 信号肽序列，使其进行分泌表达；同时在基

因的下游融合了 >?*@7"+ 标签，这样可使表达的融

合蛋白通过镍离子金属螯合亲和层析法得到有效的

分离和纯化。

已知人 ;<= 蛋白分子质量为 ABC<，由 5 个 :DB
个氨基酸组成的胞外区、5 个含有 9: 个氨基酸的胞

内区和 5 个疏水的跨膜区组成。人 ;<= 信号肽序

列 富 含 有 疏 水 氨 基 酸，由 %D 个 氨 基 酸

（>/>EFGH/GI3GJGGE>G.IF;GE）组成。本实验构

建的 ./% 表达载体经在 %9:3 细胞的瞬时表达，证明

;<= 信号肽序列能够很好地介导 ./% 基因在真核细

胞的分泌性表达。

犬细小病毒感染宿主细胞据认为是通过 ./%
蛋白与宿主细胞表面上的 3-4 受体相互作用实现

的［D］。本实验通过 8GKFI 检测证明制备的重组 ./%
蛋白具有与犬 3-4 蛋白结合的活性。这为下一步研

究 ./% 与 3-4 的相互作用机制，筛选对 ./% 蛋白高

亲和力而对转铁蛋白低亲和力的 3-4 突变体，实现

利用重组 3-4 突变体蛋白阻断病毒的感染创造了必

要的条件。

L*<MI:N5I 是目前常用的真核表达载体，它具

有以下优点：可携带外源基因在多种哺乳动物细胞

内进行高效表达，表达的外源蛋白具有天然蛋白的

生物活性。该载体不仅含有较强的人巨细胞病毒

;>. 启动子，而且还含有用于构建融合蛋白的 >?*O
7"+ 标签（32#）。>?*O7"+ 标签利于融合重组蛋白的

鉴定和分离纯化［55］。同时该载体含有抗新霉素基

因，便于构建稳定表达细胞系。

本实验采用磷酸钙转染法转染 %9:3 细胞获得

了较高的转染效率，由于此方法比较经济，操作简

单，所以是一种较为理想在 %9:3 细胞进行暂态表达

的转染方法。
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