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园 引 言

苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒 渊粤糟酝晕孕灾冤是
杆状病毒科核型多角体病毒属的典型代表袁该病毒

的基因组为 员猿源 噪遭 的环状单一双链 阅晕粤 分子 .
由于 粤糟酝晕孕灾 阅晕粤 含有大量多克隆序列袁这些序

列不是病毒 阅晕粤 复制所必需的袁能容许基因缺失

或替换袁 故常用作外源基因的表达载体 咱员原猿暂. 粤糟酝
晕孕灾悦 在感染宿主后有非包涵体病毒渊月灾冤 和包涵

体病毒渊韵灾冤 两种表现型咱源原缘暂. 郧责远源 蛋白是 月灾 的

重要组成部分袁由 缘员圆 个氨基酸残基构成袁其分子

量约为 远源 噪阅. 郧责远源 蛋白是第三类过滤性的膜融

合蛋白袁 主要以二硫键相连的三聚体形式存在于

杆状病毒 月灾 颗粒的一端袁郧孕远源 基因是杆状病毒

结构蛋白基因中唯一既有早期启动子又有晚期启

动子的基因袁是病毒通过吸附尧包吞作用进入宿主

细胞的关键功能蛋白基因之一咱远原苑暂袁在病毒吸附内

吞进入宿主细胞的过程中袁 依赖环境中的酸性

责匀袁通过与膜融合使病毒粒子进入细胞咱愿暂. 本研究

通过 孕悦砸 扩增 粤糟酝晕孕灾 郧责远源 基因中长度为 怨远猿
遭责 的 阅晕粤 片段袁 利用软件计算其编码的蛋白质

分子量约 源园 噪阅袁将该基因克隆到原核表达系统中

并成功表达截短的 郧责远源 基因袁用透析袋电洗脱法

对表达的目的蛋白进行纯化袁获得较纯净的 郧责远源
蛋白袁 利用该蛋白进行大白兔免疫实验制备抗

郧责远源 蛋白抗体咱怨暂.
员 实验部分

员援员 材料

大肠杆菌质粒 责耘栽圆愿葬 由华中农业大学生命

科学院提供袁苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒 粤糟酝鄄
晕孕灾 月葬糟皂蚤凿 由南阳理工师范学院提供袁大肠杆菌

月蕴圆员渊阅耘猿冤和克隆型 阅匀员园月 菌株由本实验室

保存.
实验过程所需要的限制性内切酶袁栽源 阅晕粤 连

接酶袁阅晕粤尧蛋白质 酝葬则噪藻则 以及 责郧耘酝原栽 耘葬泽赠
灾藻糟贼燥则渊栽 载体冤均购自宝生物有限公司.
员援圆 方法

员援圆援员 有 粤糟酝灾孕灾 月葬糟皂蚤凿 全基因组提取 具体

粤糟酝灾孕灾 月葬糟皂蚤凿 阅晕粤 抽提方法参见 郧怎蚤凿藻 贼燥
月耘灾杂 葬灶凿 陨灶泽藻则贼 糟藻造造 糟怎造贼怎则藻 栽藻糟澡灶蚤择怎藻泽.
员援圆援圆 引物设计及 孕悦砸 根据在 晕悦月陨 上面搜索

出的 员缘园园 遭责 大小 郧责远源 基因的 阅晕粤 序列袁去掉其

跨膜区域周围约 缘园园 个碱基. 利用 阅晕粤皂葬灶 分析

其酶切位点袁通过 韵造蚤早燥远援园 设计 员 对特异性引物袁
引物两端分别添加 耘糟燥砸 陨 和 杂葬造 陨 限制酶切位点袁
由武汉安基生物公司合成院 上游引物为 缘爷原悦郧鄄
郧粤粤栽栽悦郧栽粤粤郧悦郧悦栽粤栽栽郧栽栽栽栽粤原猿曰下游引物为院
缘爷原悦郧悦郧栽悦郧粤悦栽栽粤粤粤栽郧栽栽悦粤栽栽栽栽悦粤郧悦粤粤原猿鸳.
用实验室保存的菌种提取的 粤糟酝晕孕灾 月葬糟皂蚤凿 质

苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒 郧责远源 基因的原核表达

张佑红 员袁圆袁 熊 瑶 员袁圆袁周 锋 员袁圆袁徐智鹏 员袁圆袁谌 颉 员袁圆袁陈杏洲 员袁圆
1.武汉工程大学化工与制药学院袁湖北 武汉 源猿园园苑源曰

圆.绿色化工过程教育部重点实验室渊武汉工程大学冤袁湖北 武汉 源猿园园苑源
摘 要院苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒囊膜蛋白 郧责远源 是杆状病毒感染宿主细胞的重要功能蛋白之一. 通过

韵造蚤早燥远援园 设计一对特异性引物袁用于扩增 郧责远源 基因的部分 阅晕粤 片段袁对聚合酶链式反应扩增得到的 阅晕粤
片段进行纯化袁并对纯化后的双酶切 阅晕粤 片段与经同尾酶双酶切后的原核表达载体 责耘栽圆愿葬 进行连接曰对
捕获有重组质粒 责耘栽圆愿葬原郧责远源 的大肠杆菌 月蕴圆员渊阅耘猿冤 细胞进行异丙基硫代半乳糖苷诱导袁通过 杂阅杂原孕粤郧耘
对诱导产物进行电泳分析袁结果表明扩增的目的片段获得了表达曰采用电透析的方法纯化了该蛋白袁为进

一步制备抗 郧责远源 蛋白抗体做准备.
关键词院苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒曰郧责远源 蛋白曰郧责远源 基因曰表达曰纯化
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粒为模板袁通过 孕悦砸 合成 郧责远源 基因袁扩增的目的

片段大小为 怨远猿 遭责. 阅晕粤 变性温度为 怨缘 益 猿 皂蚤灶曰
孕悦砸共进行 猿员个循环院怨源益员皂蚤灶袁缘园益员皂蚤灶袁苑圆益
员 皂蚤灶袁最后再在 苑圆 益 进行延伸反应 员园 皂蚤灶袁源 益保

存备用.
员援圆援猿 郧责远源 基因表达载体的构建 将特异性片

段进行 栽葬 克隆袁 验证得到的正确克隆产物进行

杂葬造 陨 和 耘糟燥砸 陨 双酶切袁对酶切产物进行凝胶回收

纯化后与经过 载澡燥造 陨尧耘糟燥砸 陨 双酶切和凝胶回收

的原核表达载体 责耘栽圆愿葬 进行连接反应袁反应体系

员园 滋蕴. 将连接产物转化到 阅匀员园月 感受态细胞袁培
养 员圆 澡 后对平板上的菌落进行鉴定袁包括菌 孕悦砸
检测袁酶切验证和测序验证袁对目的重组质粒命名

为 责耘栽圆愿葬原郧责远源咱员园暂. 其中 阅晕粤 纯化过程参见天根

凝胶回收试剂盒袁其它实验步骤参见第三版分子克

隆手册.
员援圆援源 郧责远源 基因的诱导表达及电透析纯化 制

备野生型 耘援 糟燥造蚤 月蕴圆员渊 阅耘猿冤 感受态细胞袁用于重

组质粒 责耘栽圆愿葬原郧责远源 的转化. 培养 员圆 澡 后挑取鉴

定正确的目的克隆菌接种于 员园 皂蕴 蕴月 培养基中袁
猿苑 益 摇床培养过夜袁 次日按体积比 员园豫转接到

员园园 皂蕴 的 蕴月 培养基中培养 猿 澡袁并向菌液中加入

终浓度为 园援猿 皂皂燥造/蕴 的 陨孕栽郧咱员员暂袁在此作对照试验袁
其中选择相同的样品不加入诱导剂. 猿园 益袁圆园园 r/min
诱导表达 缘 澡 后袁收集菌液并处理样品咱员圆暂. 对处理

后的样品进行 杂阅杂原孕粤郧耘 分析. 收集表达细菌袁
远 园园园 r/min 离心 员园 皂蚤灶 后称重. 员 早 细菌量用 圆园 皂蕴
的缓冲液 孕月杂 重悬 . 混匀后超声破碎细胞超声

缘 泽袁间隙 缘 泽袁员园 皂蚤灶 后 远 园园园 r/min室温离心 员园 皂蚤灶.
再用 圆园 皂蕴 的漂洗缓冲液渊圆 mol/L 尿素袁质量分数

园援缘豫曲拉通袁员 皂mol/L 耘阅栽粤冤重悬后混匀将得到的

较纯净的 郧责远源蛋白染色后点样袁大概点样 缘园园 滋蕴袁
将得到的胶块考马斯亮蓝染色 员缘 皂蚤灶. 脱色过夜

至蛋白胶无蛋白位置无色. 将目的蛋白所在的区

域用洁净的小刀切下来袁装入处理好的透析袋中袁
加入 员 皂蕴 栽则蚤泽原郧造赠 缓冲液袁置 源 益 猿园 皂蚤灶. 取事先

放置在 源 益的 栽则蚤泽原郧造赠 缓冲液加入到核酸电泳

仪袁将含有目的蛋白的透析袋放入袁电泳 圆耀猿 澡袁
每间隔员 澡 更换预冷的缓冲液.电泳结束后袁将透析

袋放入 责匀愿援园 的 孕月杂 缓冲液中透析过夜. 透析结

束后袁取透析液蛋白电泳分析纯化结果咱员猿暂.
员援圆援缘 抗 郧责远源 蛋白抗体制备及特异性检测 以

郧责远源 蛋白为抗原袁进行大白兔免疫实验 . 汲取

员 皂蕴 蛋白溶液渊源园园~远园园 灶早/皂蕴冤对大白兔进行双

腿静脉注射. 在饲养间隔 员源 d 和 圆愿 d 后进行第 1

次和第 2 次加强针注射. 继续培养 员员 d 后取静脉

血袁 收集抗体进行抗体利用蛋白印记进行特异性

检测. 其中特异性一抗 员颐源 园园园 进行稀释. 羊抗兔

二抗 员颐愿 园园园 进行稀释.
圆 结果和分析

圆援员 重组质粒 责耘栽圆愿葬原郧责远源 的构建

图 员尧圆 为重组质粒 责耘栽圆愿葬原郧责远源 的构建的电

泳图.

孕悦砸 后通过电泳得到截短 郧责远源阅晕粤 图袁结果

显示与预期结果相同袁在 员 园园园 遭责左右位置有亮带.
所需要的目的 阅晕粤 经过凝胶电泳纯化袁通过 阅晕粤
电泳可知纯化得到的较纯净的 阅晕粤袁用于做连接反

应袁目的在于增加连接效率.
圆援圆 重组质粒 孕悦砸检测和酶切检测

挑选 猿个重组子做菌落 孕悦砸检测袁 其结果如图

猿 所示袁都能扩增出很明显的目的片段. 然后袁将选

择 员尧圆号进一步进行酶切检测袁分别采用耘糟燥砸 灾 和

注院1援中在 1 000 bp 处有明显条带曰2援中在 1 500 bp 处有

图 1 全长和截短 Gp64DNA序列 PCR电泳图

Fig.1 PCR-Electrophoreses about Gp64 and truncate
Gp64 DNA sequence

1 2 3

4 000 bp3 000 bp
2 000 bp1 500 bp
1 000 bp
500 bp

图 2 Gp64 和 pET28a 凝胶回收后电泳图

Fig援2 Electrophoreses after gel extraction
about Gp64 and pET28a

注院1 为 500 bp Marker曰2尧3 为截短 Gp64 片段曰4 为 pET28a 载

体曰5 为 姿Hind III

1 2 3 4 5

4 000 bp3 000 bp2 000 bp1 500 bp1 000 bp
500 bp

23 130 bp9 416 bp6 557 bp4 361 bp
2 322 bp2 027 bp

12
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耘糟燥砸 陨 双酶切袁耘糟燥砸 陨 和 耘糟燥砸 灾 单酶切. 根据质粒

图谱分析重组子采用 耘糟燥砸 陨 和 耘糟燥砸 灾 单酶切出

现 远 猿园园 遭责 左右条带曰采用 耘糟燥砸 灾 和耘糟燥砸 陨 双酶

切出现 员 猿愿员 遭责 和 源 怨员源 遭责条带. 选择正确的重组

子进行测序检测袁捕获所需要的目的重组子.
圆援猿 目的蛋白的表达及纯化

通过诱导实验袁对样品进行相同处理后袁采用

质量分数 员圆豫 杂阅杂原孕粤郧耘 电泳图得到如下图 缘 所

示袁 其中加入诱导剂进行诱导的菌种在 圆怨~源源 噪阅
之间明显产生大量的蛋白质袁 与理论上目的蛋白

源园 噪阅 相符合. 所以目的蛋白成功诱导表达. 图 远
显示袁经过电透析纯化的蛋白纯度较高袁符合下一

步实验的要求.
圆援源 抗体的制备及特异性检测

利用制备的抗体进行 宰月 实验结果如下图所

示袁 其中检测抗原为电透析纯化的 郧责远源 蛋白. 图
苑 说明制备的抗体具有识别 郧责远源 蛋白能力袁该图

中抗原按照一定的稀释度点样袁当样品量高时袁得
到的条带不单一表明抗体的纯度不高. 由于免疫

试验所提供的蛋白纯度不够袁杂蛋白对抗体的特异

性有一定的影响. 可以利用电透析纯化的目的蛋

白对所制备的抗体进行纯化袁增加抗体的特异性.

猿 讨 论

郧责远源 蛋白是核型多角体病毒囊膜上的一个

经糖基化修饰的功能蛋白袁 在病毒入侵宿主细胞和

出芽型病毒转运过程中都起重要作用咱员源暂. 为了进

一步研究杆状病毒 郧责远源 蛋白在病毒感染宿主过

程表达检测及寻找其相互作用蛋白袁 制备高效价的

抗 郧责远源 蛋白抗体是极为重要的一步 . 我们对

郧责远源 基因的完整读码框进行扩增袁 并将构建的重

组载体导入 月蕴圆员渊 阅耘猿冤表达菌袁多次对诱导条件

进行摸索袁 同时更换表达菌等尝试无法获得原核

表达的 郧责远源 蛋白渊结果未显示冤. 分析原因可能是

郧责远源 蛋白为囊膜蛋白袁它的跨膜区域会阻止蛋白

质的折叠袁从而影响目的蛋白的合成咱员园原员员暂曰其次稀

有密码子对蛋白翻译的影响袁目标蛋白跨膜区域周

图 3 PCR检测重组子电泳图片
Fig.3 PCR electrophoreses about recombination

bacterial colony
注院图中 1 000 bp 处的亮带为目的 DNA 所在位置

1 2 3 4

4 000 bp3 000 bp2 000 bp1 500 bp1 000 bp
500 bp

图 5 目的蛋白诱导表达

Fig.5 Expression about purpose protein
注院图中 1 为表达菌种加入诱导剂后的样品曰2 为表达菌种未加

如诱导剂后处理样品.M 为 Marker

1 2 M

97.2 kDa66.4 kDa
44.3 kDa

29.0 kDa

20.1 kDa14.3 kDa

图 6 目的蛋白纯化图片

Fig.6 Purification about purpose protein
注院其中 M 为 Marker,1 为目的蛋白

M 1
170 kDa130 kDa95 kDa72 kDa55 kDa43 kDa
34 kDa
26 kDa
17 kDa
10 kDa

图 7 蛋白印迹

Fig.7 Western Blot
注院1~6 为不同浓度 Gp64 蛋白曰7 为 marker 泳道

1 2 3 4 5 6 7

图 4 酶切检测重组子电泳图片
Fig.4 Electrophoreses about recombination DNA

注院 图 4 中 1尧2尧3 分别为 1 号质粒 EcoR V 和 EcoR I 双酶切袁
EcoR I 和 EcoR V 分别单酶切结果曰4尧5尧6 分别为 2 号质粒 EcoR
V 和 EcoR I 双酶切袁EcoR I 和 EcoR V 分别单酶切结果 7 为

姿Hind III袁8 为 500 bp Marker

1 2 3 4 5 6 7 8

4 000 bp3 000 bp2 000 bp1 500 bp
1 000 bp
500 bp

张佑红袁等院苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒 郧责远源 基因的原核表达 13
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围存在较多的稀有密码子袁在翻译时出现了翻译障

碍导致蛋白合成终止而无法正常合成目的蛋白咱怨暂.
通过分析袁切除其跨膜区域后袁将重新构建的重组

子导入到 月蕴圆员 表达菌中实现了 郧责远源 截短蛋白基

因在大肠杆菌中的表达. 对表达的蛋白进行电透

析纯化. 其中使用 远伊匀蚤泽 标签进行纯化袁但是表达

的蛋白为包涵体蛋白袁在洗涤变性过程中袁高盐浓

度对于镍柱吸附效率影响很大袁纯化量及纯度远远

达不到要求渊结果未显示冤袁故采用电透析纯化. 利
用该蛋白进行大白兔免疫实验得到了特异性结合

郧责远源 蛋白的抗体袁为 郧责远源 蛋白后续的表达检测及

研究其相互作用的蛋白奠定了基础.
致 谢

感谢湖北省科技厅的资助浴
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