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摘要 通过逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)获得编码病毒性出血性败血症病毒(Viralhemorrhagicsep-
ticemiavirus,VHSV)核蛋白基因,将其克隆至原核表达载体pET28a,并在E.coliBL21(DE3)中得到表达,用

SDS-PAGE与 Western-blot对表达产物进行鉴定。结果表明,通过RT-PCR扩增获得长度为1221bp核蛋白基

因片段,诱导表达重组质粒pET28a-N,经SDS-PAGE检测,IPTG终浓度为1mmol/L时,诱导5h蛋白表达量

最高,获得的目的蛋白大小与N蛋白的预测分子质量一致,约为48ku。诱导后的菌液进行超声波破碎后,将
沉淀和上清分别用于SDS-PAGE电泳,结果表明目的蛋白主要以包涵体的形式存在。表达蛋白经过复性、纯
化,得到了较高纯度的可溶性蛋白。经 Western-blot检测表明,该表达产物能被羊抗 VHSV阳性血清特异性

识别。
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  病毒性出血性败血症(viralhemorrhagicsepti-
cemia,VHS)是一种以暴发性流行为主的传染病,
常引起鲑鳟鱼类和多种海水鱼类发病[1-5],死亡率高

达90%[6],该病对世界水产养殖业的发展造成巨大

经济损失。病毒性出血性败血症病毒(viralhemor-
rhagicsepticemiavirus,VHSV)是该病的致病因

子,属于弹状病毒科粒外弹状病毒属。迄今为止,由
于没有VHSV商用疫苗,甚至缺乏有效防控措施,

VHS一旦进入我国引起暴发流行,无疑将给水产业

造成重大威胁。核蛋白是VHSV的主要结构蛋白。
相关研究表明VHSV核蛋白具有良好的免疫原性,
并且与负链RNA基因组具有密切的关系,构成了

病毒粒子的核心结构[7]。Lorenzo等[8]用抗VHSV
N蛋白单克隆抗体建立了VHSV快速中和免疫过

氧化物酶测定方法,表明核蛋白在激发宿主的免疫

反应 时 也 具 有 较 好 的 抗 原 性。Carolina等[9]用

VHSV感染虹鳟单核细胞系(RTS-11),其研究结果

表明,在蛋白水平上,相对于糖蛋白,能更早地检测

到核蛋白。因此,针对VHSV核蛋白建立相关免疫

学检测方法具有一定的意义。本研究通过原核表达

系统对VHSV核蛋白基因进行了表达,该表达产物

能被羊抗VHSV阳性血清特异性识别,可为进一步

开展VHSV 的侵染机制及亚细胞定位分析奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)毒株、细胞、菌株与质粒。VHSV 毒株、E.
coliDH5a、E.coliBL21(DE3)菌株、pET28a载体

和鲤鱼上皮瘤细胞(Epitheliomapapulosumcyp-
rini,EPC)等由笔者所在实验室保存,pMD18-T载

体购自大连宝生物公司。

2)主要试剂。AMV-反转录酶、LaTaqDNA
聚合酶、T4DNA连接酶、各种限制性内切酶以及小

量胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自大连宝生物

公司,病毒RNA提取试剂盒购自 QIAGEN公司,

HisTag融 合 蛋 白 纯 化 柱 购 自 默 克 公 司,羊 抗

VHSV血清由中国检科院赠送,HRP标记的鼠抗
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羊IgG购自Sigma公司。

3)引物。根据GenBank发表的序列(登录号:

FJ362514.1),利用Primer5.0和Oligo6.0设计针

对核蛋白(N蛋白)基因的特异性序列。上游引物P1
5′-CATATGGACGGAGGACTTCGTGC-3′ (含 有

NdeⅠ酶切位点)和下游引物P25′-GGATCCTTA-
ATCGGAGTCTTCGGGGTAGTCCTC-3′(含 有

BamHⅠ酶切位点),由大连宝生物公司合成。
1.2 核蛋白 VHSV-N 基因的克隆

VHSV病毒由 EPC进行增殖。取增殖后的

VHSV病毒悬液,反复冻融3次后用试剂盒提取病

毒总RNA。再以总RNA为模板进行反转录,合成

第一链cDNA。以反转录产物为模板及合成的上下

游引物进行PCR扩增,反应条件为94℃预变性

5min,然后按照94℃ 变性30s,54℃退火30s,

72℃延伸1min,30个循环,再72℃10min。经

1.5%琼脂糖凝胶电泳分离后,用胶回收纯化试剂盒

回收目的片段。将回收产物与pMD18-T 载体连

接,16℃连接4h,再将连接产物转化到 E.coli
DH5a感受态细胞中,并涂布于含100μg/mL氨苄

青霉素的LB平板,37℃过夜培养,随机挑取单菌

落,提取质粒,进行双酶切初步鉴定结果后,将阳性

克隆送往测序公司进行DNA测序。阳性菌株命名

为pMD18-T-N。测序结果用 DNAstar等软件进

行分析。
1.3 重组表达质粒 pET28a-N 的构建

将重组质粒pMD18-T-N和载体pET28a,分别

用NdeⅠ和BamHⅠ双酶切后,经1.5%琼脂糖凝

胶电泳分离,再用胶回收纯化试剂盒切胶回收目的

片段,然后用T4DNA连接酶16℃连接4h,构建表

达质粒pET28a-N,并转化到E.coliDH5a感受态

细胞中。涂布含50μg/mL的卡那霉素的LB平板,

37℃过夜培养。次日随机挑取单菌落,提取质粒,
进行PCR、酶切鉴定后,将pET28a-N/DH5a重组

质粒进行测序验证。
1.4 核蛋白的诱导表达

将 pET28a-N/DH5a 重 组 质 粒 转 化 BL21
(DE3)感受态细胞,挑取阳性重组菌pET28a-N/

BL21(DE3)单菌落于5mL含50μg/mL的卡那霉

素的LB液体培养基中,37℃,250r/min,振荡过夜

培养。将过夜培养菌液按1∶20的比例接种到LB
液体培养基中,37℃振荡培养。当菌液 D600值达

0.6时加入终浓度为1.0mmol/L的IPTG,诱导

6h,每隔1h收集菌液,诱导后菌液4℃,5000
r/min离心5min,沉淀用PBS洗涤2次,再用PBS
重悬后经超声波破碎,进行SDS-PAGE分析,观察

表达量的变化。另外,将诱导后的菌液进行超声波

破碎,4℃,5000r/min离心5min后将上清和沉淀

进行SDS-PAGE电泳分析。
1.5 表达蛋白的复性及纯化

在1LLB培养基中加入10mL过夜培养的菌

液,37℃振荡培养至D600值达0.6时加入终浓度为

1.0mmol/L的IPTG,诱导5h,收集菌体,用PBS
重悬后加入终质量浓度为1mg/mL的溶菌酶,冰
浴作用30min,然后冰浴超声 波 破 碎,再4℃、

14000r/min离心15min,收集沉淀,沉淀再用PBS
重悬、超声波破碎、离心,如此重复洗涤包涵体几次,
沉淀最后用浓度为8mol/L的尿素进行溶解,4℃、

14000r/min离心15min,上清即为可溶性包涵体。
将用8mol/L的尿素溶解的包涵体装入透析袋内,
依次在浓度为6、4、2mol/L的尿素溶液和PBS(pH
9.0)中 透 析12h。将 透 析 后 获 得 的 产 物4℃、

14000r/min离心15min,取上清,以镍离子亲和

层析的方法进行纯化,步骤按说明书进行。
1.6 表达蛋白抗原性的检测

将诱导表达的核蛋白经SDS-PAGE电泳后转

印到PVDF膜上,再用2%BSA封闭,4℃过夜。次

日用PBST洗膜。将制备的羊抗 VHSV全病毒血

清作为一抗,1∶20000稀释,37℃作用1h,将鼠抗

羊HRP-IgG作为二抗,1∶2000稀释,37℃作用

1h,最后用TMB底物显色液进行显色。

2 结果与分析

2.1 VHSV-N 基因的扩增及重组质粒的鉴定

通过 RT-PCR方法对VHSV-N 基因进行扩

增,并对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定,结果表

明扩增到了大小为1221bp的目的片段(图1)。其

测序结果表明扩增的目的片段没有碱基突变等现

象,与模板基因序列相同。
2.2 重组表达质粒 pET28a-N 的鉴定

将获得的重组表达质粒pET28a-N经NdeⅠ和

BamHⅠ双酶切,酶切结果可见有大小约为1221
bp的目的片段和5369bp的载体片段(图2),表明

目的片段已经正确插入了表达载体,从而成功地构

建了表达质粒pET28a-N。
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 1.RT-PCR产物RT-PCRproduct;2.DNA分子质量标准DNA

markerDL2000.

图1 RT-PCR产物琼脂糖电泳

Fig.1 AgarosegelelectrophoresisofRT-PCR

 1.DNA 分 子 质 量 标 准 DL100-6000DNA markerDL100-
6000;2.NdeⅠ和 BamHⅠ 酶 切 DigestedwithNdeⅠ/BamHⅠ;

3.NdeⅠ单酶切 DigestedwithNdeⅠ;4.BamHⅠ单酶切 Diges-
tedwithBamHⅠ.

图2 重组质粒pET28a-N酶切结果

Fig.2 Restrictionenzymedigestion
resultsofpET28a-Nplasmid

2.3 核蛋白的诱导表达

将重组质粒pET28a-N转化BL21(DE3)感受

态细胞后,以1mol/LIPTG诱导后1~6h均表达

了预期大小的融合核蛋白,在分子质量37~49ku
处出现了表达的目的蛋白,与DNAStar软件预测

的理论值48ku相符,且在一定范围内随着诱导时

间的延长表达量逐渐增多,在诱导5h时表达量最

大(图3)。超声波处理诱导后菌体,经SDS-PAGE
分析表明,重组蛋白主要在沉淀中,以不溶性的包涵

体形式存在(图4)。
2.4 表达蛋白的复性与纯化

重组蛋白N主要以包涵体的形式存在,将包涵

体进行复性和纯化后获得了可溶性的重组核蛋白。
经SDS-PAGE分析,纯化的蛋白为单一条带,分子

质量约为48ku(图5)。

 1.蛋白分子质量标准 Proteinmarker;2.诱导的空载体pET28a

InducedbacteriacontainedpET28a;3.诱 导 前 Uninducedbacteria;

4~9.诱导后1~6hProductsbyinducedfrom1hto6h.

图3 重组菌pET28a-N/BL21(DE3)

表达蛋白SDS-PAGE鉴定结果

Fig.3 SDS-PAGEprofileofexpressedprotein

 1.蛋白分子质量标准Proteinmarker;2.诱导的空载体pET28a

InducedbacteriacontainedpET28a;3.诱导前 Uninducedprod-
ucts;4.诱导后Inducedproducts;5.超声上清Supernatantafter

supersonic;6.超声沉淀Precipitationaftersupersonic.

图4 重组菌诱导表达后超声上清和沉淀SDS-PAGE分析

Fig.4 SDS-PAGEsupersonicofexpressedprotein

 1.诱导前 Uninducedproducts;2.诱导后总蛋白Inducedprod-
ucts;3.透析后的 N蛋白 DialyzedpruductofNprotein;4.纯化

后的N蛋白PurificationofNprotein;5.蛋白分子质量标准Pro-
teinmarker.

图5 纯化后N蛋白的SDS-PAGE鉴定

Fig.5 TheidentificationofNprotein

purificationbySDS-PAGE
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2.5 表达蛋白抗原性的检测

Western-blot结果如图5,诱导后的菌体蛋白

和纯化的核蛋白在37~49ku处出现了一条明显的

特异性条带,且大小与SDS-PAGE出现的目的蛋白

相符,而作为对照的未经诱导的菌体蛋白无条带产

生(图6)。结果表明目的蛋白在大肠杆菌中得到了

正确表达,且表达的核蛋白保留了与羊抗VHSV阳

性血清发生特异性反应的抗原性。

 1~2.纯化蛋白PurifiedNprotein;3~4.诱导后Inducedprod-
ucts;5.诱导前 Uninducedbacteria.

图6 表达目的蛋白的 Western-blot检测

Fig.6 Theidentificationofexpressedprotein
byWestern-blotting

3 讨 论

在过去20年,人们从越来越多的海水和淡水鱼

种类中分离到 VHSV。到2009年为止,已经从气

候温和的北半球,包括北美、亚洲和欧洲的82种鱼

体内 分 离 到 该 病 毒,这 其 中 最 易 感 的 种 类 是 虹

鳟[10]。鱼类感染该病毒后死亡率极高,鱼苗的死亡

率可高达100%,成鱼的死亡率较低,通常为30%~
70%,给鲑鳟鱼养殖业造成了巨大的经济损失[11]。
目前我国对于该病的研究较少,且研究主要集中在

分子生物学检测方法的建立方面[12-13],尚无关于核

蛋白以及利用其建立免疫学检测方法方面的研究。

VHSV核蛋白保守性较强,是完整病毒粒子和被感

染的细胞中病毒的主要成分[14],本研究成功表达出

VHSV核蛋白,对于该病毒的基础研究也具有一定

的意义。
本试验构建的原核表达载体系统表达的核蛋白

多以包涵体形式存在。包涵体主要是由于在重组蛋

白的表达过程中缺乏某些蛋白折叠的辅助因子或者

环境不适,无法形成正确的次级键等原因形成。本

试验将获得的包涵体多次洗涤、8mol/L尿素溶解、
透析复性和用镍离子亲和层析的方法进行纯化后,
获得了可溶性的重组蛋白,且得到了单一的较纯的

目的蛋白。在溶解包涵体之前,通常会用温和的表

面活性剂或低浓度的变性剂来除去其中的大部分脂

质和 膜 蛋 白,以 减 少 这 些 物 质 对 复 性 速 率 的 影

响[15]。本试验中只是用PBS对包涵体进行多次洗

涤,蛋白即得到了明显纯化。如果变性剂溶解的包

涵体只是简单地通过透析除去变性剂,不寻找其合

适的复性的条件,聚集体会重新形成。在复性过程

中,分别将PBS的pH调节为5.0、7.4和9.0,试验

结果表明,在PBS的pH 为9.0的条件下,减少了

蛋白凝聚物的形成,保证了蛋白以可溶形式存在,这
可能与目的蛋白的等电点有关,本试验所获得的目

的蛋白预测的等电点为5.01,将PBS的pH 调至

9.0,在碱性条件下有助于蛋白的溶解。虽然包涵体

通过尿素处理后可溶,蛋白的二硫键被打断,失去了

其天然结构,但是通过 Western分析表明,本试验

制备的核蛋白可被羊抗VHSV阳性血清识别,且反

应条带单一,说明蛋白复性成功,表达的蛋白具有良

好的抗原性。本试验制备的 VHSV核蛋白可为进

一步开展VHSV的侵染机制及亚细胞定位分析,以
及为将要进行的噬菌体展示奠定一定基础。
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Prokaryoticexpressionofrecombinantnucleoprotein
ofviralhemorrhagicsepticemiavirus(VHSV)

DUJuan1,2,3 LANWen-sheng2,3 LIUHong2,3 ZHENGXiao-cong2,3 CHENXiao-xuan1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.ShenzhenKeyLaboratoryofExoticPests,Shenzhen518045,China;

3.ShenzhenEntry&ExitInspectionandQuarantineBureau,Shenzhen518045,China

Abstract Viralhemorrhagicsepticemiavirus(VHSV),theetiologicagentofviralhemorrhagicsep-
ticemiainsalmonid,causedgreatlossinaquacultureindustry.Nucleoproteinisanimportantproteinfor
activationofhostimmunologicalreaction.ThenucleoproteingeneofVHSVwasamplifiedbyreverse
transcription-polymerasechainreaction(RT-PCR),andclonedintopET28avector.TherecombinantE.
coliBL21(DE3)containingpET28a-NwasinducedandtheexpressedproteinwasdetectedbySDS-
PAGEandWestern-blot.Thenucleoproteingenefragmentwas1221bpinlength.The48kutargetpro-
teinwasexpressedsuccessfullyafterinducedby1mmol/LIPTGat5hours.Buttheproteinwasmainly
intheformofinclusionbodiesafterSDS-PAGEdetection.Theinclusionbodieswasrefoldedwith
8mol/Lurea,anddilutedin0.01mol/LPBS(pH=9.0).Western-blotanalysisshowedthattheex-
pressedproductioncanbeidentifiedspecificallybythegoatanti-VHSVpositiveserum.

Keywords viralhemorrhagicsepticemiavirus;nucleoprotein;geneclone;prokaryoticexpression;

solubleprotein
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