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摘要 根据草鱼呼肠孤病毒广东株GCRV-GD108编码VP5的 M5基因的cDNA序列,分别设计合成带特

定酶切位点的特异引物,进行PCR扩增;通过酶切与连接,构建2种重组表达载体pET30c-M5和pColdⅡ-M5,

分别转化于大肠杆菌并进行诱导表达;对培养基、诱导时间、诱导剂浓度和温度等条件进行优化,确定最适表达

体系。通过SDS-PAGE和 Westernblot对表达产物进行鉴定。结果显示,所构建的2种 VP5蛋白原核表达载

体,均在大肠杆菌中成功表达了分子质量大小(约80ku)与预期相符的重组蛋白,表达产物主要存在于包涵体

中。诱导表达后的菌体经离心、洗涤与超声破碎,离心收集包涵体。包涵体通过变性、透析与复性,获得纯化的

重组蛋白,其中pET30c-M5/BL21(DE3)工程菌的目的蛋白占全菌蛋白的22.5%,纯化后获得了高纯度的重组

蛋白(>95%)。比较2种表达载体的表达结果,pET30c-M5具有诱导表达耗时少、获得重组蛋白量大的优势,

可为下一步的研究提供足量的蛋白。
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  草鱼呼肠孤病毒(grasscarpreovirus,GCRV)
是我国分离鉴定的第1株鱼类病毒[1],是水生呼肠

孤病毒属(Aquareovirus,AQRV)中致病力最强的

病毒[2]。GCRV主要感染、危害草鱼种鱼和一龄草

鱼[3],引起草鱼出血病,导致草鱼大量死亡,给草鱼

养殖生产造成巨大损失。
草鱼呼肠孤病毒是迄今研究的最系统的水生呼

肠孤病毒[4],其基因组由11条分节段双链 RNA
(doublestrandRNA,dsRNA)组成[5]。病毒颗粒呈

二十面体对称球形,可分为外衣壳、中间层、内衣壳

和核心4个层次[6]。笔者所在研究室人员近年来开

展广东草鱼出血病研究,已获得草鱼呼肠孤病毒广

东株 GCRV-GD108的全基因组序列[7]。GCRV-
GD108株的M5基因编码分子质量约80ku的VP5
结构蛋白。该VP5蛋白与水生呼肠孤病毒属中包

括草鱼呼肠孤病毒、金体美洲鳊呼肠孤病毒(golden
shinerreovirus,GSRV)、美洲草鱼呼肠孤病毒(A-
mericangrasscarpreovirus,AGCRV)和胭脂鱼呼

肠孤病毒(goldenidereovirus,GIRV)等的核衣壳

蛋白VP5的氨基酸同源性为24%~25%,与哺乳

动物正呼肠孤病毒(mammalianreovirus,MRV)的

μ2及禽呼肠孤病毒(avianreovirus,ARV)的μA也

有较高同源性(20%)[7]。μ2蛋白含有一段μ2样

NTP结合保守区域[8-9],在VP5蛋白中也存在类似

保守区域。为进一步确定GCRV-GD108株的VP5
是否也具有NTPase活性,笔者开展VP5的原核表

达,构建2种原核表达载体pET30c-M5和pColdⅡ-
M5,并对表达和纯化条件进行优化与比较,旨在为

进一步开展VP5的功能研究提供试验材料。

1 材料与方法

1.1 材 料

限制性内切酶、pMD19-T 载体克隆试剂盒、

TaqDNA聚合酶与T4DNA连接酶均购自TaKa-
Ra公司;质粒抽提纯化试剂盒购自天根公司;大肠

杆菌DH5α、BL21(DE3)和BL21(DE3)pLysS,原核
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表达载体pET30c与pColdⅡ由笔者所在实验室保

存;SDS-PAGE标准蛋白为普欣生物公司的产品;
胶回收试剂盒(E.Z.N.AGelExtractionKit)为美

国Omega公司产品;其他化学试剂为进口或国产分

析纯试剂。
1.2 目的基因的扩增及克隆

为构建 M5的pET30c表达载体,通过Primer
等软件对 M5基因和pET30c载体质粒(抗卡那霉

素)序列进行分析,选择XbaⅠ和XhoⅠ限制性内切

酶酶切位点作为表达载体构建的位点,同时为去除

pET30c质粒载体上非必需的S·Taq标签、His·

Taq标签等[10],设计了1对特异引物:在正向引物中

引入核糖体结合位点(粗黑体部分)和XbaⅠ(划线部

分)识 别 位 点:5′-CCCCTCTAGAAGGAGATATA-
CATATGCTACTCATTCTGCCC -3′;在反向引物中

引入XhoⅠ(下划线部分)识别位点:5′-TTACTC-
GAGATCCCCATGTGGAAGCGG-3′。

为构建M5的pColdⅡ表达载体,根据M5序列

及笔者所在实验室已构建的插入特定片段pColdⅡ
重组质粒(抗氨苄霉素)pColdⅡ1700,该质粒的插入

片段约1700bp,带有1对特异限制性内切酶SacⅠ
和XhoⅠ酶切位点,设计1对引物:正向引物5′-
GGAGCTCATGCTACTCATTCTGCCCAC-3′,反

向 引 物 5′-CCGCTCGAGTTAATCCCCATGTG-
GAAG-3′,分别在引物的5′端引入SacⅠ和XhoⅠ
酶切位点。

以笔者所在实验室构建的pMD18T-M5克隆

载体,分别用上述2对引物对目的基因片段进行

PCR扩增,扩增条件为:95℃预变性5min,94℃变

性35s,53℃退火30s,72℃延伸2min20s,33个

循环后,再于72℃延伸7min。PCR产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定后,用胶回收试剂盒回收纯化。回收

产物克隆入pMD19-T载体,转化于大肠杆菌DH5α
感受态细胞,在含氨苄霉素(Amp+)的LB平板上

挑选阳性克隆,经 PCR 鉴定后送上海英骏公司

测序。
1.3 重组质粒 pET30c-M5 和 pColdⅡ-M5 的构建

与鉴定

  对测序鉴定正确的2种阳性克隆提取质粒

DNA,分别用XbaⅠ/XhoⅠ和SacⅠ/XhoⅠ进行双

酶切;pET30c和pColdⅡ1700质粒同样分别进行

双酶切。胶纯化回收各目的片段,按T4DNA连接

酶说明,建 立 连 接 反 应。连 接 产 物 转 入 E.coli

DH5α宿主菌,分别在LB(Kan+)及LB(Amp+)平
板上筛选培养。挑取单个阳性克隆,扩大培养后进

行菌液PCR,提取质粒酶切鉴定,并送上海英骏公

司测序。
1.4 重组质粒诱导表达条件优化

1)宿主菌、培养基及诱导时间的优化。将经测

序验证正确的重组质粒pET30c-M5和pColdⅡ-M5
分别转化于大肠杆菌BL21(DE3)菌株中。pET30c-
M5工程菌分别接种于含卡那霉素的LB和TB液

体培养基;pColdⅡ-M5工程菌分别接种于含氨苄霉

素的LB和TB液体培养基。于摇床中200r/min、

37℃振荡培养至吸光值D600为0.4~0.6,然后加入

终浓 度 为 1 mmol/L 的IPTG 进 行 诱 导 表 达。

pET30c-M5工程菌于37℃诱导,时间梯度设置为

3~8h,每隔1h取样1mL;pColdⅡ-M5工程菌于

15℃诱导,时间梯度为4~24h,每隔1h取样

1mL。SDS-PAGE 电 泳 检 测 样 品 中 目 的 蛋 白 的

表达。

2)诱导温度的优化。pET30c-M5/BL21(DE3)
工程菌在含 Kan抗性的 LB培养基中诱导表达,

IPTG终浓度为1.0mmol/L,诱导温度梯度为16、

20、24、28、32、37℃;诱导时间为4h;pColdⅡ-M5/

BL21(DE3)工程菌在含Amp抗性的LB培养基中

诱导表达,IPTG终浓度为1.0mmol/L,诱导温度

梯度为15、18、20℃。SDS-PAGE电泳检测。

3)诱导剂浓度的优化。根据上述试验结果,确
定pET30c-M5/BL21(DE3)工程菌和pColdⅡ-M5/

BL21(DE3)工程菌的诱导时间分别为4h和10h;
诱导温度分别为37℃和15℃。均采用7个IPTG
梯度浓度进行诱导表达,各取8支15mL离心管,
每管装5mL上述含菌培养液。分别加入终浓度

为0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0mmol/L的

IPTG进 行 诱 导 表 达。诱 导 后 取 样 进 行 SDS-
PAGE检测。
1.5 重组蛋白的大量表达、纯化及 Western blot
分析

  选择pET30c-M5/BL21(DE3)工程菌,在经上

述试验所确定的合适诱导条件(IPTG终浓度0.4
mmol/L、37℃、4h)下进行大量诱导表达。诱导表

达结束后,收集菌体,以结合缓冲液(20mmol/L
Tris-HCl(pH7.9),500mmol/LNaCl,5mmol/L
Imidazole)悬 浮,超 声 破 碎,离 心 后 包 涵 体 用 含

2mol/L脲的结合缓冲液悬浮,洗涤2次;再经含4、
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6mol/L脲的结合缓冲液各洗涤1次,分别保留上

清和沉淀;然后用含8mol/L脲的结合缓冲液溶解

包涵体。采用逐步透析方法复性蛋白。纯化的重组

蛋白进行SDS-PAGE电泳,考马斯亮蓝染色,Alpha
Image凝胶成像系统成像后,Gel-Proanalyzer软件

分析纯度。采用湿转法进行 Westernblot检测,一
抗为鼠抗His单克隆抗体,二抗为辣根过氧化物酶

标记羊抗鼠。

2 结果与分析

2.1 M5 基因序列分析

通过Blast比较,GCRV-GD108的 M5基因编

码的VP5蛋白与 MRVμ2蛋白及几种已报道的水

生呼肠孤病毒属的同源蛋白的同源性均在20%以

上。Vector软 件 比 较 显 示,在 GCRV-GD108 的

VP5中存在类似于 MRVμ2蛋白保守区域A的氨

基酸序列,405-KGSFKSTI-412,且在VP5的433位

置存在1个类似于μ2的444位区域B:dSDxyG。
参考Nibert等[9]的研究,将区域A和区域B的序列

整理为表1。
2.2 M5 基因原核表达载体的构建

用实验室已获得的 M5基因克隆载体pMD18-
T-M5为模板,设计合成2对引物,经PCR扩增,得
到预期大小约为2200bp的特异性条带(图1-A)。
克隆于pMD19-T载体后的测序结果显示与已知的

ORF序列相同,无碱基突变。2种重组表达质粒分

别进行单酶切和双酶切,酶切产物电泳结果显示获

得的条带与预期相符(图1-B);测序结果也证实 M5
序列具有正确的编码框,表明2种重组表达质粒均

构建成功。
表1 呼肠孤病毒科几个成员VP5/μ2蛋白NTP结合保守区域

Table1 ConservedNTPbindingregionsinReoviridaemembers

病毒

Virus
基因编码蛋白序号

GenPept
区域A

MotifA(KgsgKs)
区域B

MotifB(dSDxyG)
蛋白/大小

Protein/Size
MRV AAL99936 415-KGSFKSTIM-423 444-DSDEVGEQM-452 μ2/736aa
GCRV AAM92736 410-KGSYKSTII-418 438-DSDALGDSL-446 VP5/728aa
GIRV AAM93416 410-KGSFKSTMI-418 438-DSDHLGDSL-446 VP5/728aa
GSRV AAM92748 410-KGSYKSTII-418 438-DSDALGDSL-446 VP5/728aa

GCRV-GD108 ADT79737 405-KGSFKSTIL-413 433-DSDDAGNTV-440 VP5/726aa

 A:M.DNA markerⅢ;1.PCR 产 物 PCRproductofM5;

B:M.DL10000DNAmarker;1~3.pET30c-M5质粒、单酶切、

双酶切产物 RestrictionenzymedigestionofplasmidpET30c-M5;

4~6.pColdⅡ-M5质粒、单酶切、双酶切产物 Restrictionenzyme

digestionofplasmidpColdⅡ-M5.

图1 VP5基因的PCR产物及2种重组质粒的酶切鉴定

Fig.1 PCRproductofVP5andidentificationof
recombinantplasmidsbyrestrictionenzymedigestion

2.3 重组蛋白的诱导表达及条件优化

分别对诱导表达过程中的培养基、宿主菌、诱导

时间、诱导温度和诱导剂浓度等进行优化。SDS-
PAGE凝胶电泳结果显示,在LB和TB培养基中2
种基因工程菌在80ku位置附近均有目的条带,说

明VP5蛋白得到正确表达,但表达量没有明显差

异。上清中未检测到目的条带,表明表达产物主要

以包涵体形式存在。pET30c-M5工程菌在37℃下

诱导,自4h后表达量没有明显增加;pColdⅡ-M5
工程菌在15℃下诱导,在诱导4~10h时,表达量

随诱导时间有所增加,诱导10~24h时表达量无明

显增加。
温度条件梯度诱导结果显示,温度对pET30c-

M5工 程 菌 表 达 重 组 蛋 白 的 量 无 明 显 影 响。

pColdⅡ-M5工程菌的诱导温度在20℃时,重组蛋

白表达量有较明显的下降(图略)。诱导剂IPTG的

终浓度在0.4~1.0mmol/L时重组蛋白均有表达,
且在不同IPTG 浓度下诱导表达量无明显差别

(图2)。
2.4 重组蛋白的纯化

基因工程菌经诱导表达、超声破碎后,离心收集

包涵体。包涵体经2、4、6mol/L脲洗涤除去杂蛋白

后,用含8mol/L脲的结合缓冲液溶解变性;再通过

透析复性,得到纯化的重组蛋白,纯度达95%以上。
纯化样品的SDS-PAGE及 Westernblot结果见图3。
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 A:M.Proteinmarker;1.pET30c-M5未诱导 Non-inducedofpET30c-M5;2~8.pET30c-M5经0.4~1.0mmol/LIPTG诱导(梯度

为0.1mmol/L)TheinducedexpressionofpET30c-M5withdifferentIPTGconcentration;B:M.Proteinmarker;1~7.pColdⅡ-M5经

0.4~1.0mmol/LIPTG诱导(梯度为0.1mmol/L)TheinducedexpressionofpColdⅡ-M5withdifferentIPTGconcentration.

图2 不同浓度IPTG对重组蛋白表达的SDS-PAGE
Fig.2 SDS-PAGEanalysisfortheexpressionproductofVP5withdifferentIPTGconcentrations

 A:M.Proteinmarker;1.包涵体经2mol/L脲洗涤Inclusion

bodieswashedbybufferwith2mol/Lurea;2.蛋 白 溶 解 于

8mol/L脲 TheVP5proteindissolvedinbufferwith8mol/L

urea;3.纯化的蛋白 Purifiedprotein;B:M.Proteinmarker;

4.纯化的蛋白PurifiedVP5protein.

图3 纯化重组蛋白的SDS-PAGE及 Westernblot分析

Fig.3 SDS-PAGEandWesternblot
analysisofthepurifiedprotein

3 讨 论

呼肠 孤 病 毒 科 中 哺 乳 动 物 正 呼 肠 孤 病 毒

(MRV)的μ2蛋白已有较多的研究。MRVμ2蛋白

在每个病毒颗粒中约20个拷贝,是位于核衣壳内部

的结构蛋白;μ2具有 NTPase活性,在病毒核内转

录中也起到一定作用[11-14];Parker等[15]研究发现

μ2与微管相连并促进其稳定,且影响包涵体的形

成。MRV的μ2和λ1蛋白、轮状病毒(rotavirus)的

NSP2蛋白、禽呼肠孤病毒的μA蛋白为具有同源性

的蛋白,并均已被证实具有 NTPase和RNAase活

性[11,16-19]。水生呼肠孤病毒属中已知的几种呼肠孤

病毒GCRV、GIRV、GSRV等的VP5蛋白与μ2同

源,也被推测具有 NTPase和 RNAase活性[3,20]。
本研究中GCRV-GD108的 M5基因编码的蛋白序

列与 MRVμ2蛋白及上述水生呼肠孤病毒属的

VP5的同源性均在20%以上,且具有相似的 NTP
结合保守区域。μ2的该保守区域中的2个赖氨酸,

Lys415和(或)Lys419被证实对于μ2的 NTPase
活性是必需的[20]。本研究的VP5中也存在相应的

2个赖氨酸(Lys405和Lys409),因此推测 VP5也

应具有NTPase活性。
大肠杆菌原核表达系统具有表达量高、培养周

期短及价格低廉等特点。pET系统是目前在大肠

杆菌中表达重组蛋白的最常用系统,试验中用到的

pET30c表达载体是采用T7lac启动子;pCold系统

是利用大肠杆菌冷休克基因CspA 启动子序列的蛋

白质表达系统,在T7系列中许多蛋白可以在pCold
系统中得到可溶表达[21]。笔者构建了 M5基因的

pET30c-M5和pColdⅡ-M5表达载体,并分别在

BL21(DE3)宿主菌中表达;还将所构建的2种表达

载体分别转化到BL21(DE3)pLysS菌株中进行诱

导表达。与BL21(DE3)相比,BL21(DE3)PLysS含

有表达T7溶菌酶的基因,被认为能够降低目的基

因的背景表达水平[22],但本试验结果显示2种宿主

菌的目的蛋白及其背景表达并无明显差别。TB培

养基是一种通用培养基,配制中加入了磷酸盐缓冲

液并引入碳源,比LB培养基营养更丰富,有研究显

示,使用LB培养基没有获得可溶性表达,但在TB
培养基中则可得到可溶表达[23]。本试验也试用了

001
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TB培养基进行工程菌的培养与诱导表达,但仍然

未能获得可溶性的目的蛋白。
温度对本试验中pET载体系统的VP5蛋白表

达无明显影响;pCold系列载体是采用低温诱导的

方法,使大肠杆菌自身的蛋白质合成受到抑制,诱导

后非目的蛋白条带较pET系统的少。与pET系统

相比,pCold系统被认为可提高蛋白质的可溶性[21]。
本试验中pCold系统的诱导温度在15℃时蛋白表

达水平较高,同时pCold系统的非目的蛋白的表达

量也较pET系统的少,但由于低温培养诱导,单位

体积的细菌量较少,1L培养基中诱导后的总菌量

仅1.5g左右,而pET的总菌量可达5g,目的蛋白

的量也偏低;再者pCold系统低温诱导需要较长时

间(10h以上),而pET系统只需要4h即可达到最

大表达量。综合对耗时与表达产物产量的研究结

果,笔者认为pET 系统更适用于大量表达 VP5
蛋白。
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ProkaryoticexpressionofGCRV-GD108VP5protein
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Abstract Grasscarpreovirus(GCRV)hasagenomeconsistingof11double-strandedRNA,and
possessesseveralstructuralproteins.TheVP5proteinisoneofthestructuralproteinsinthecorecapsid
encodedbytheM5geneofGCRV-GD108,areovirusstrainwhichwasisolatedfromgrasscarpcultured
inGuangdongandhadbeenidentifiedbyourlabrecently.Primerswithrestrictionenzymedigestingsites
weredesignedbasedonthecDNAofM5gene.TheamplificationproductsofM5geneweredigestedand
clonedintoprokaryoticexpressionvectors.Tworecombinantproteinexpressionvectors,pET30c-M5and
pColdⅡ-M5,whichhadbeenidentifiedbyPCR,enzymedigestionandsequenceanalysis,weretrans-
formedintoE.colistrains,respectively.Thentherecombinantexpressionstrainswereinduced.The
effectsofculturemedium,inductiontime,temperatureandIPTGlevelswereanalyzed,andsuitablecon-
ditionsfortheexpressionofthetargetproteinwereproposed.TheresultsofSDS-PAGEandWestern
blotshowedthatthetargetproteinVP5withmolecularweightaround80kuwasobtained,butthere-
combinantproteinwasmainlypresentedininclusionbodies.Theinclusionbodieswerethendenatured,

dialyzedandrenaturedtogettherecombinantprotein.Thetargetprotein,whichwasexpressedby
pET30c-M5/BL21(DE3)accountedfor22.5% ofthetotalbacteriaproteins,andwashighlypurified
(>95.0%).ThepET30c-M5isconsideredtobeanengineeringstrainsuitableforlargescaleexpression
foritcostlesstimeofinducingandgothigherproductionthanpColdⅡ-M5.

Keywords GCRV-GD108;M5gene;Westernblot;prokaryoticexpression;purification

(责任编辑:边书京)

201


