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摘要：【目的】寻找 LMNG$OP$C 激酶催化中心，并体外表达 OP$C，以便研究 OP$C 蛋白激酶的功能。【方法】

用 Q3R 方法从 3N0"FF 疫苗株基因组中扩增 OP$C 基因，利用 SH2HTRD（UUU? VB,-? K)）分析 OP$C 在大肠杆菌

中表达时密码子的偏嗜性；通过 M2T>8-+ 抗原性分析确定 OP$C 的高抗原性片段，进行原核表达，并以切胶免

疫方法免疫小鼠制备多抗血清；通过 23W0 的 9+;8)@< *=->8 功能及 3<CM !X$ 在线软件分析 OP$C 保守结构域。

【结果】Q3R 扩增出 OP$C 基因，序列分析结果表明，OP$C 的 #4" Y !// --、!C$ Y 4$C -- 两个片段抗原性强，且

稀有密 码 子 较 少；保 守 结 构 域 分 析 发 现 OP$C 催 化 中 心 主 要 位 于 $4# Y #"’ 氨 基 酸 残 基 间，且 在 激 酶

1,*K;A-@< !的保守甘氨酸残基被丝氨酸替代，1,*K;A-@<"的保守非极性脯氨酸残基被极性半胱氨酸残基替

换。利用大肠杆菌表达的 OP$C 第 #4" Y !// -- 片段免疫小鼠制备出多抗血清能与真核表达产物反应。【结

论】LMNG$ OP$C 催化中心主要位于 $4# Y #"’ 氨基酸残基间，体外表达的基因产物诱导机体产生了抗 OP$C
激酶的特异性抗体。
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马立克氏病病毒 OP$C 基因大小为 $4!# *9，编

码 4$! 氨基酸的被膜蛋白。该蛋白属于疱疹病毒

OP"’ 蛋白激酶亚家族，为病毒自身编码的丝氨酸5
苏氨酸蛋白激酶［$］。疱疹病毒共编码两类病毒蛋白

激酶 O1C 亚家族及 OP"’ 亚家族，其中 O1C 仅在#G
疱疹病毒中保守，而后者则属于整个疱疹病毒科的

保守蛋白激酶。近几年的研究表明，包括 OP$C 在

内的 OP"’ 蛋白激酶亚家族成员对病毒基因组的复

制［# & C］、转录及翻译细胞因子的修饰［! & 4］、病毒核衣

壳的生成［% & ’］以及病毒水平传播［F］均有调节作用。

2V 等利用人巨细胞病毒 OP"’ 基因替换了单纯疱疹

病毒 0 型 OP$C 基因，发现 OP"’ 能够部分替代 OP$C
的功能，进一步说明了该家族成员的功能保守性［"］。

尽管如此，R;A-Z)+ 等［$/］认为，OP"’ 蛋白激酶家族

成员仅仅在部分而非全部功能上保守。他们通过序

列分析、体外活性实验、对宿主细胞蛋白磷酸化等实

验发现人巨细胞病毒 OP"’ 与鼠巨细胞病毒 9R"’
间的功能相似性较大，而与艾伯斯坦G巴尔病毒的

WSP(! 及单纯疱疹病毒 OP$C 则存在较大差异，提示

病毒编码的该家族蛋白激酶可能存在各自的生物学

调节功能。

目前，有关 LMN OP$C 的功能研究还很少，OP$C
编码的蛋白激酶是否也具有某种生物学活性，特别

是对病毒的复制和游离病毒产生的影响如何仍不清

楚。本研究在分析 LMNG$ OP$C 编码氨基酸的抗原

性、表达的偏嗜性及蛋白激酶的保守结构域的基础



上，在大肠杆菌中对 !"#$ 成功进行了分段表达，并

利用表达产物制备了多抗血清，为后期该蛋白功能

的研究奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 毒株和菌株：%&’())*+,-./0- 疫苗株属于血

清!型 12& 弱毒株，由本实验室保存；345%6!"#$
重组杆状病毒系 !"#$ 基因片段通过 47869:6478 系

统重组插入杆状病毒基因组获得（资料待发表）；! ;
"#$% 4"<#（2=$）工程菌购于美国 >3:?/@7 公司；! ;
"#$% A1#B( 工程菌由 97C7+7 公司购得。

! "! "# 主要试剂：.D=169 载体购自 >3:?/@7 公司；

.D=E6F.6# 原核表达载体购自 %G:0H/8I 公司；凝胶回

收试剂盒购于 J’5D=K 公司；9L 连接酶购于美国

>3:?/@7 公司；&’(M!、!"#+!及 )’$!限制性内切

酶购于上海生物工程技术服务有限公司；NK9>、*’+
酶等购自 97C7+7 公司；’>9D 购自 O,@?7 公司；转印

用 K% 膜购自 5?/3-I7? 公司；P/-H/30 QG:H 检 测 用

DO9 多抗血清为本实验室自行制备保存；M+> 标记

兔抗鼠 ’@D 及 R’9% 标记的羊抗鼠 ’@D 为 O,@?7 公司

产品。

!$# %&!’ 基因的扩增及克隆

根据 K%4’ D/0470S 提供的 12& %&’())*+,-./0-
疫苗株全基因组序列（登录号 2JT$B$L)）设计引物，

为方便以后克隆和表达，在引物中引入 &’(M!、

!"#+!酶切位点及 C:U7S 序列，引物如下：上游：TV6
%D9DD59%%55559DD595%9D559%6$V，下 游：TV6
DD%D5599%%95D99%%5955%556$V。引物由申能博

彩公司合成。12& %&’())*+,-./0- 基因组采用常规

方法从感染 %&’()) 的 %=R 细胞中制得（组织细胞消

化液 #BB ??:G*" K7%G、#B ??:G*" 93,-·%G、<T ??:G*"
=295、BWTXO2O，消化感染 %&’()) 的 %=R 细胞，同

时加入 #X蛋白酶 C 及 #X +K7-/，$YZ温育 $ I，等

体积苯酚氯仿抽提两次后离心取上清，预冷无水乙

醇沉淀后用灭菌双蒸水溶解备用）。!"#$ 基因的

>%+ 扩 增 条 件 是：(TZ T ?,0；(LZ # ?,0，TBZ #
?,0，Y<Z < ?,0；$B 循环；Y<Z #B ?,0，>%+ 产物经凝

胶回收后连入 .D=169 载体，并送上海生物技术服

务有限公司测序鉴定。

!$’ 序列分析

通过 D=K=5+9（[[[; @8\7; N/）提供的在线稀有

密码子分析软件对 !"#$ 基因在大肠杆菌中表达的

稀有密码子进行分析，并利用 2K5-H73 对其抗原性

进行分析，选择抗原性较高、稀有密码子丰度较低的

片段进行原核表达。同时利用 K%4’ 提供的在线

.3:H/,0 QG7-H 功能及 %0$2 LW# 在线软件分析 !"#$ 氨

基酸序列，确定其激酶结构域及亚结构域，并分析其

激酶结构域内保守氨基酸残基的变化。

!$( %&!’ 在大肠杆菌中的分段表达

针对大肠杆菌中 !"#$ 密码子表达的偏嗜性分

析结果，分别扩增 !"#$ # ] ##L77、<T( ] LBB 77 及 L$#
] T#$77 片段，命名为 !"#$K、!"#$O 和 !"#$M。引

物如 下：!"#$K 上 游：TV6%D9DD59%%55559DD595
%9D559%6$V，!"#$K 下 游：TV659%D9%D5%%95%
DD955DD5%DD6$V，!"#$O 上 游：TV6%D9DD59%%55
%D9D9%99D96$V， !"#$O 下 游： TV6DD%D9%D5
%9955%9DD5559%%%6$V；!"#$M 上 游：TV6959DD59
%%%%559D5%%%%%6$V； !"#$M 下 游 TV6DD%D
9%D5%995%95D99%%59556$V。 将 上 述 片 段 通 过

=8:+’ 和 O7G’ 酶切位点引入 .D=E6F>6#，分别命名为

.D=E6!"#$K，.D=E6!"#$O，.D=E6!"#$M。将上述

阳性菌以 # ^#BB 接种 < ?" < _ ‘9 液体培养基，<)Z
分别培养 <、$、L I 后加入 #BB ??:G*?" ’>9D #T""，

继续培养 L I 后 O2O6>5D= 电泳分析诱导表达情况，

同时设置 .D=E6F>6# 空载体对照。

!$) *+,-+./ 012- 分析

利用 DO9 多抗对 !"#$M 及 !"#$O 原核表达产

物进行 P/-H/30 QG:H 检测，同时设置 .D=E6F.6# 空载

体菌诱导产物对照。经 O2O6>5D= 分离，TB & 恒压

转印至 K% 膜（5?/3-I7? 公司），TX 脱脂乳封闭过

夜，>4O9 洗涤后加入 # ^ #BB 稀释的 DO9 多抗血清，

二抗为 # ^#BBBB 稀释的 M+> 标记兔抗鼠 ’@D（O,@?7
公司），以 254*M<a< 显色后蒸馏水终止反应。

!$3 多抗血清制备及分析

经 O2O6>5D= 分离的 DO96!"#$O 条带，切胶免

疫 F 周龄 47GQ*% 小鼠，间隔 Y N 免疫一次，连续免疫

F 周后，采取小鼠血液，分离制备多抗血清。感染

345%6!"#$ 的昆虫细胞经丙酮 ^ 乙醇（$ ^ <）LZ固定

T ?,0，>4O 洗涤后以上述制备的多抗血清为一抗进

行间接免疫荧光检测。

# 结果

#$! 456 扩增获得完整的 %&!’ 基因

以提 取 的 %&’()) 基 因 组 为 模 板，>%+ 扩 增

!"#$ 片段，扩增产物经 #X琼脂糖凝胶电泳分析，证

明本 研 究 成 功 扩 增 出 !"#$ 基 因 片 段，大 小 约 为

#TBB Q.。凝胶回收目的片段连接入 .D=169 载体后

<F# %I/0b/, cI70@ /H 7G ; *,"-’ .%"/#0%#$#1%"’ )%2%"’（<BB(）L(（<）



送至上海生物技术服务有限公司测序，测序结果显

示扩增的 !"#$ 片段序列与 %&’( )*+’,+- 上发布的

序列完全相同。

!"! #$%& 基因的序列分析

利用 ).%./01（2223 456,3 7*）提供的在线稀有

密码子分析软件分析 !"#$ 碱基序列在大肠杆菌中

表达的偏嗜性，结果显示在 !"#$ 全序列中存在多

个大肠杆菌中表达的稀有密码子，这些稀有密码子

主要集中在序列的 % 端和编码 899 到 8$# 位氨基酸

的碱基之间，且含有多个连续的编码精氨酸的稀有

密码子（/))、/)/）（图 #），这些稀有密码子将严重

影响目的基因表达［## : #;］，作者用完整的 !"#$ 基因

未能在大肠杆菌中获得表达的结果也证明了这一点

（资料未发表）。

图 % #$%& 密码子偏嗜性分析

<=43# &>7>+ ?=,@ ,+,AB@=@ >C !"#$3 ,：!"#$%（#D##8,,）；?：!"#$E（;FGD899,,）；5：!"#$H（8$#DF#$,,）；“!”，

I,I* 5>7>+@ *+I=5J*7 CI,4K*+L@ >C !"#$3

图 ! #$%& 蛋白抗原性分析

<=43; /+L=4*+=5=LB ,+,AB@=@ >C !"#$3 !"#$ 4*+* =+5A67*@ LJI** @LI>+4 ,+L=4*+=5=LB CI,4K*+L@，#D##M,,，$9FD$N;,, ,+7 8$ND

8O#,,；>+* >C LJ*K，#D##M,, 5>+L,=+@ 5>+L=+6>6@ I,I* 5>7>+@ C>I ! 3 "#$%，2J=5J K,B =+L*IC*I* !"#$ *PQI*@@=>+3

R%/@L,I 软件对 !"#$ 蛋白的抗原性分析结果显

示（图 ;），!"#$ 全序列中存在 $ 段抗原性较强的区

域，分别位于 % 端 # S ##M ,,、$9F S $N; ,, 及 8$N S
8O# ,,（图 ;）。结合上述稀有密码子分析结果，这 $
段氨基酸片段仅 % 端 # S ##M ,, 中存在较多且连续

的稀有密码子，而 ;FG S 899 ,,（!"#$E，尤其 $9F S
$N; ,, 片段抗原性强）和 8$# S F#$ ,,（!"#$H，8$N S
8O# ,, 抗原性强）所含稀有密码子较少，适合进行原

核表达（图 ;）。

进一步利用 %&’( 提供的在线 QI>L*=+ ?A,@L 功能

对 &T(GOO !"#$ 的氨基酸序列分析，并比较 !"#$ 氨

基酸序列中的激酶结构域，结果显示 &T(GOO !"#$

中这些结构域高度保守，并且其催化中心主要位于

#F; 到 ;GN 氨基酸残基之间（图 $）。

通过 %&’( 提 供 的 &+$R 8U# 在 线 软 件 分 析

!"#$ 的结构域时发现，!"#$ 存在与多数蛋白激酶

如 &DV6+ % 末端蛋白激酶相似的激酶亚结构域（图

8），进一步与真核生物蛋白激酶的基序［#$］比较后发

现，蛋白激酶 E6?7>K,=+ !中保守的甘氨酸残基在

!"#$ 中被丝氨酸残基替代，在 E6?7>K,=+ "中虽然

保守的谷氨酸残基在 !"#$ 中未改变，但该残基前

位较保守的非极性脯氨酸残基在 !"#$ 中则被极性

半胱氨酸替代。
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图 ! "#$! 蛋白激酶结构域分析

!"#$ % &’()*+,*- -’./"( /(/01)") ’2 345%$ 67* 8’()*+,*- -’./"( ’2 -"22*+*(9 :+’9*"( ;"(/)*) )7’<*- 0")9 /=’,*，"(9*+."99*(9 )*>?*(8* )9+*987*) <*+* ./+;*-

=1 71:7*()$ 5@A 9’ ABC /."(’ /8"- +*)"-?*) 8’?0- =* 8/9/019"8 8*(9*+ ’2 345%D

图 % 以 &’()* +’,-./0*12 30*14- 为模型的 "#$! 的亚结

构域分析

!"#$E 345% ;"(/)* )?=-’./"( /(/01)") =/)*- ’( 97* 9*.:0/9* &FG?( HF

9*+."(/0 ;"(/)*$ I’97 345% /(- &FG?( HF9*+."(/0 ;"(/)*) )7’< /0.’)9

)/.* )?=-’./"($ J’<*,*+ 97* 8’()*+,/9",* #018"( "( )?=-’./"( ! ")

+*:0/8*- =1 )*+"(* /(- 8’()*+,/9",* :+’0"(* "( K?=-’./"(" ") +*:0/8*-

=1 81)9*"(* "( 345%D

56! "#$! 偏嗜性片段在大肠杆菌表达

根据上述密码子及抗原性分析结果，L&M 扩增

出了 345%H（H 端 5 N 55E //，345%H 含多个连续的稀

有密码子区域）、345%K 及 345%J 基因片段并插入

:OPQFRLF5 原核表达载体，酶切鉴定正确后将阳性菌

接种 A S T6 进行诱导表达，诱导产物经超声裂解并离

心后，上清及沉淀均以 KUKFLVOP 电泳分析，结果如

图 @。WL6O 诱导前培养 A 7 345%K 及 345%J 获得高效

表达，但目的蛋白以包涵体的形式表达，而同样条件

诱导的 345%H（大小约 %B ;U/）未获得表达（图 @）。

56% 表达产物诱导出抗 "#$! 蛋白血清抗体

利用 OK6F345%K 融合蛋白多次免疫小鼠，结果

制得抗 345% 蛋白多抗血清，X*)9*+( =0’9 方法检测

345%J及 345%K 表达产物，结果在约 %C ;U/ 及 EA

图 7 "#$!8、"#$!9 及 "#$!+ 原核表达产物分析

!"#$@ KUKFLVOP /(/01)") ’2 345%K，345%J /(- 345%H *Y:+*))*- "(

! $ "#$% $ 4/(* V5，V%，IA，)?:*+(/9/(9 ’2 :OPQF345%J，:OPQF

345%K /(- :OPQF345%H 01)9/*) +*):*89",*01； 0/(* VA， VE， I5，

:+*8":"9/(9 ’2 :OPQF345%J，:OPQF345%K /(- :OPQF345%H 01)9/*)

+*):*89",*01；0/(* V@，I%，:+*)9/"(*- :+’9*"( .’0*8?0/+ <*"#79 Z/+;*+；

0/(* VRD :OPQFR:F5 2’+ 8’(9+’0 $

;U/ 大小处出 现 特 异 性 条 带，符 合 OK6F345%J 及

OK6F345%K 融合蛋白大小（图 R），证明了该血清能与

原核表达产物反应，同时也证实了 345%J 及 345%K
的表达。

ER5 &7*(2*" [7/(# *9 /0 $ \&"’( )%"*#+%#$#,%"( -%.%"(（A]]B）EB（A）
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图 ! "#$%#&’ ()*% 检测 +,-./ 及 +,-.0 的表达

!"#$ % &’()’*+ ,-.) /+/-0("( .1 23456 /+7 23458 ’9:*’((".+ ;")<

/+)"(’*=> ). ?6@A23456$ 4 $ :*’()/"+’7 :*.)’"+ >.-’B=-/* ;’"#<) C/*D’*；
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以 23456 片段切胶免疫的小鼠血清作 4 J EKK 稀

释进行间接免疫荧光试验，检测感染 *LMNA2345 重

组杆状病毒的 61O 细胞，结果出现特异性荧光，而对

照正常细胞则未出现荧光，进一步说明血清中含有

特异针对 2345 的抗体（图 P）。

图 1 免疫荧光分析 +,-./ 多抗血清与昆虫细胞表达
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. 讨论

异源基因的表达是现代生物科技的基础，但是

往往一段异源基因的表达存在诸多困难，因为它们

序列中可能含有宿主的稀有密码子或者存在一些表

达抑制原件［4I］。当然，决定一段基因表达水平的因

素有很多，包括表达产物的毒性、目的基因 >STM 及

蛋白的稳定性以及基因本身的序列特性等。例如在

表达一段基因时，表达产物 T 端第 E 位上氨基酸残

基的侧链长度往往影响首位起始密码所编码的蛋氨

酸的脱落，从而影响整个蛋白的表达［4U］，尽管如此，

目的基因本身的密码子特性仍是影响原核表达的重

要因素之一，因为宿主细胞中转运特定密码子的

)STM 丰度直接决定了目的基因的翻译水平，从而决

定目的蛋白的表达［4I］。

本研究通过稀有密码子及抗原性分析，避开

2345 中稀有密码子富集区，选择强抗原性片段，结

果成功对选择的片段进行了表达并制备了多抗血

清，同时证明了稀有密码子对异源蛋白表达效率的

影响。

激酶的结构域是各类蛋白激酶执行催化功能的

基础，它们的序列高度保守，主要负责 M@H 结合、底

物结合及磷酸根转移等功能，这些结构域被划分为

4E个 亚 结 构 域，分 别 含 有 保 守 不 变 的 氨 基 酸 残

基［45］，在对蛋白激酶功能的研究中，这些功能结构

域的确定显得尤为重要。蛋白激酶 6=,7.>/"+!中

甘氨酸残基通过氢键与天冬氨酸残基相连，在 HVMA
N"中形成 M(:AH<’A?40 三联体，并通过天冬氨酸与

辅助 金 属 离 子 螯 合，帮 助 M@H 中#A磷 酸 根 的 转

移［45］。我们通过保守结构域的对比发现蛋白激酶

6=,7.>/"+!中的保守甘氨酸残基在 2345 中被丝氨

酸残基替代，而在 23OP 亚家族中，仅 L?3!I 中的甘

氨酸未被替换。究竟这一置换对该蛋白激酶的功能

有何影响，对 2345 的调节功能又有何意义，有待进

一步研究。除 6=,7.>/"+!外，蛋白激酶 6=,7.>/"+
$的保守非极性脯氨酸残基在 2345 中也被极性半

胱氨酸 残 基 替 换，有 趣 的 是，在 单 纯 疱 疹 病 毒 的

2345 中，该亚结构域也出现残基的替代，由丙氨酸

残基替代谷氨酸残基，这一替代恰好位于保守脯氨

酸残基后一位［4K］。在 HVMAN"中，6=,7.>/"+ $的谷

氨酸与 6=,7.>/"+ %的精氨酸形成离子键，稳定激

酶的构象。此外，6=,7.>/"+ $还负责底物的识别，

在某些蛋白激酶中，6=,7.>/"+ $甚至参与结合激酶

的假底物抑制肽［45］。近年研究表明，2345 对细胞蛋
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白和病毒蛋白都有磷酸化修饰作用，其底物包括细

胞的 延 伸 因 子、!"# 聚 合 酶!以 及 病 毒 蛋 白 如

$%&’’、(&’’、(&)* 及 +,- 等 等［)*.)/］，+0)- 在

,12345678 "上的变化，证实了 +0)- 与宿主细胞蛋

白激酶在底物结合上的差异。

目前对于病毒自身蛋白激酶的研究刚刚展开，

作为病毒与宿主细胞联系的纽带，病毒蛋白激酶的

研究意义显得更为突出。+0)- 作为疱疹病毒保守

的蛋白激酶，它对宿主细胞蛋白如细胞延伸因子

9:.)#［)/］、!"# 聚合酶!的修饰［);］以及在宿主细胞

信号转导［’<］中发挥的作用将是研究病毒感染的细

胞生物活性变化的重点。本研究研制的抗血清为今

后疱疹病毒同宿主关系的研究提供了工具。
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