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摘要! 根据已测定完成的栉孔扇贝急性病毒性坏死病毒"FPQU9YGZF7I9PZ6OGOYGZQO!-5,5#基

因组序列!设计特异性引物!以提取的发病扇贝组织总 >,-为模板!B4+扩增得到编码

-5,5R*SBFO9的开放阅读框)+/%?@!将产物克隆至原核表达载体 :3S!$F" W#中!构建表

达质粒 :3S!$FDRQU$ 然后!将其转化至PH1-0'C.$&">3!#进行诱导表达$ 1>1DB-T3检测显

示!诱导表达蛋白分子量约为 @< fQ!与预期表达蛋白大小一致$ 经 _9OU9ZIDV76UUGIJ 及质谱分

析鉴定!所表达蛋白即为重组 R*SBFO9$ 表达产物经 46

$ W柱纯化后进行酶学活性测定$ 结果

显示!重组 R*SBFO9能特异性催化 R*SB!3>S-可以抑制 R*SBFO9的活性!而 ]J

$ W可以增强

其活性$

关键词! 栉孔扇贝% R*SB焦磷酸酶% 急性病毒性坏死病毒% 原核表达% 酶学活性

中图分类号! g?="% 1#&?'''''''文献标志码'-

''急性病毒性坏死病毒 #FPQU9YGZF7I9PZ6OGO

YGZQO"-5,5$是引起我国北方沿海养殖栉孔扇贝

#4,0"#2&("../.'$夏季大规模死亡的致病病原"为

双链>,-病毒"病毒颗粒为具囊膜的二十面体

结构"直径大小为 &!% &̀?% IE

(& ;")

' 通过对

-5,5全基因组序列的测定分析"预测-5,5基

因组中含有 &$! 个潜在的开放阅读框 # 6:9I

Z9FRGIJ HZFE9O")+/$"其中 @@ 个 )+/具有一定

的结构和功能"推测可能与病毒 >,-复制&核酸

代谢&修饰以及病毒与宿主相互作用等有关' 而

)+/%?@ 推测为编码脱氧尿苷焦磷酸酶 # R*SB

:[Z6:L6O:LFUFO9"R*SBFO9$的基因"主要与病毒

>,-复制有关(<)

'

R*SBFO9是>,-合成中的一种重要的酶"广

泛存在于真核&原核细胞和病毒等生物有机体中"

它通过催化水解脱氧尿苷三磷酸# R*SB$"减少

尿嘧啶在 >,-合成中的错误掺入"降低细胞中

的 R*SBARSSB比例"保证 >,-复制的正确性和

顺利进行(?)

' 病毒 R*SBFO9与病毒的毒力和高

效复制密切相关' 研究发现
"

型疱疹病毒

R*SBFO9基因的缺失可导致病毒的神经毒性&神

经侵染力和从潜伏期再激活能力的相应减弱(=)

%

逆转录病毒的 R*SBFO9可以降低逆转录过程中局

部 R*SB水平"减少 R*SB在逆转录过程的错配

及降低基因重组突变频率和点突变的发生水

平(#)

%4)SS),3等(&%)发现痘病毒#)ZHYGZQO$强

毒株 R*SBFO9活性明显高于弱毒株 R*SBFO9活

性' 由于 R*SBFO9在病毒感染&复制中的独特作

用"多种哺乳动物病毒的 R*SBFO9已被广泛研

究(&& ;&")

' 但在水产动物病毒中"类似的研究报道

仅涉及对虾白斑综合征病毒(&<)和沼泽绿牛蛙虹

彩病毒(&?)

'

目前国内外很少有关于 -5,5功能基因研

究的相关报道"本研究在本实验室完成的 -5,5

全基因组测序基础上"尝试对-5,5致病相关的

R*SBFO9基因展开研究"以便在分子水平上加深
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对-5,5感染扇贝机制的认识"并为从分子水平

探究 -5,5的致病机理及急性病毒性坏死症

#FPQU9YGZF7I9PZ6OGORGO9FO9"-5,>$的防治提供

可能的理论依据'

&'材料与方法

!"!#主要材料

表达载体 :3S!$F# W$ 由本实验室保存%

>2"

#

菌株&C.$& #>3!$菌株为天根公司产品%

限制性内切酶&S

@

连接酶&PC7"8 酶分别购自

]C0公司&北京全式金公司和 SFfF+F公司%脱氧

核苷酸为BZ6E9JF公司产品%C4-蛋白定量测定

试剂盒购自博迈德公司%46

$ W琼脂糖凝胶纯化柱

为476IU9PL公司产品%胶回收及质粒提取试剂盒

均为)]3T-公司产品%B4+引物合成和 >,-

的测序由上海生工生物有限公司完成'

!"$#)/(/粗提液的制备与总+()提取

取 $%%# 年 = 月采自青岛沙子口具典型发病

症状的栉孔扇贝冻存样品"将扇贝组织在冰上用

海水反复冲洗解冻"加 &% 倍体积除菌海水后"用

高速匀浆机 $% %%% ZAEGI 匀浆 @ "̀ 次"每次 &

EGI%将匀浆液以 & %%% bJ&@ c离心 $% EGI"弃沉

淀"将上清 $ "%% bJ&@ c"离心 & L"弃沉淀"将其

上清 ? "%% bJ&@ c"离心 !% EGI"取上清即为

-5,5粗提液" ;=% c保存备用'

-5,5病毒粗提液总 >,-提取按照天根公

司生产的 S0-,FE: T9I6EGP>,- ĜU说明书要

求的方法进行'

!"%#-.'引物设计&)/(/2+̀ 0基因的克隆及

重组表达载体的构建

根据本实验室测定完成的 -5,5基因组序

列中的)+/%?@ 序列"运用 BZ9EG9Z" 设计上&下

游引物"由上海生工物物有限公司合成' 上游引

物/&!"jDTT-S44-ST-TSSS4-S-TS4T-T-D

!j"划线部分为添加的E"#2

"

酶切位点"下游引

物 +&!"jD--T4SSSS----4S4-S--S--4SSD

!j"划线部分为添加的F')R

(

酶切位点'

以提取的病毒粗提液总>,-为模板"B4+反

应条件!#@ c预变性 " EGI%#@ c !% O""% c !% O"

?$ c !% O"共 !" 个循环%最后 ?$ c延伸 &% EGI'

&d琼脂糖凝胶电泳观察 B4+扩增结果' 将扩增

出的约 ?"% V: 的 B4+产物切胶回收并连接至

:3FO[DS&载体中"做S-克隆并测序' S克隆质粒

经限制性内切酶E"#2

"

和F')R

(

双酶切后回收

目的片段"与经E"#2

"

和F')R

(

双酶切的原核表

达载体 :3SD!$F# W$连接&转化至PH1-0'>2"

#

感

受态细胞中"小量提取质粒酶切鉴定' 鉴定正确的

重组表达载体命名为 :3S!$FDRQU'

!"&#重组蛋白的诱导表达&纯化

验证的 :3S!$FDRQU质粒转化大肠杆菌 C.$&

#>3!$"接种于含氨苄青霉素#&%%

$

JAE.$的.C

培养液"!? c培养过夜"次日按 &s&%% 接种到新

鲜.C培养液#含-E: &%%

$

JAE.$中"待培养至

)>

<%%

e%8< 左右时"取 & E.另行培养#不进行诱

导$"其余菌液加入 0BST至终浓度为 & EE67A."

!? c诱导培养 @ "̀ L"收集菌液离心"弃上清"沉

淀中加入裂解 CQHH9Z超声破碎"&% %%% ZAEGI"离

心 &% EGI"上清及沉淀分别取样加入1>1上样缓

冲液"?" c煮沸变性 &% EGI"&$d1>1DB-T3电

泳观察表达情况'

按476IU9PL 公司 46

$ W亲和层析说明书进行

重组 R*SBFO9的纯化' 先将超声裂解的菌液

&% %%% bJ&@ c离心 ! "̀ EGI"弃上清%加洗涤

VQHH9Z#SZGOD247:2e=8%""% EE67A.%3>S-&

EE67A.%,F47"% EE67A.%尿素 $ E67A.%SZGU6I

iD&%% %8"d$反复吹打"充分洗涤菌液"&% %%% b

J&@ c离心 $ EGI"弃上清"重复 ! 次%加 -液

#,F2

$

B)

@

%8$ E67A.%,F

$

2B)

@

%8$ E67A.%TQFD

247< E67A.%,F47%8! E67A.%:2e?8%$溶解"

&% %%% bJ&@ c离心 $ EGI"收集上清并用 %8@"

$

E滤膜过滤%用 -液洗柱"至洗出液 $=% IE光

吸收为 %"加溶解的重组蛋白"用 -液洗柱"至洗

出液 $=% IE光吸收再次为 %%加 4液#,F2

$

B)

@

%8$ E67A.%,F

$

2B)

@

%8$ E67A.%TQFD247"8@

E67A.%,F47%8$? E67A.%0EGRFK679%8&" E67A.%

:2e?8%$"当吸收值升高开始收集"收集至吸收

值不再变化"收集液中即含纯化的重组蛋白'

!",#重组蛋白包涵体的复性

将纯化的蛋白先在透析复性 CQHH9Z

"

#,F47

"% EE67A.%3>S-& EE67A.%甘油 &%d%尿素 @

E67A.%甘氨酸 &d%SZGOD247:2e=8%""% EE67A

.$中透析 $@ L"再转移至透析复性 CQHH9Z

'

#,F47"% EE67A.%3>S-& EE67A.%甘油 &%d%

尿素 $ E67A.%SZGOD247:2e=8%""% EE67A.$中

透析 $@ L"最后在透析复性 CQHH9Z

(

#,F47"%

EE67A.%3>S-& EE67A.%SZGOD247:2e=8%""%

#!$#
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EE67A.$中透析 $@ L"超滤离心"" %%% bJ"!%

EGI' 将浓缩后的重组蛋白;=% c保存备用'

!"D#重组 =̀ 0-3;:的鉴定&含量测定

将纯化的重组 R*SBFO9进行 &$d1>1DB-T3

凝胶电泳"用抗 2GO标签的抗体进行 _9OU9ZID

V76UUGIJ验证并将重组蛋白送交上海博苑进行质

谱分析'

重组 R*SBFO9蛋白含量的测定参照博迈德

公司C4-蛋白测定试剂盒操作说明"测定分离纯

化后的重组 R*SBFO9的蛋白含量'

!"P#重组 =̀ 0-3;:的酶学活性分析

BBG标准曲线的绘制''参照 T+0,>3h

等(&=)的方法绘制焦磷酸的标准曲线"先配制 &%%

EE67A.的焦磷酸储存液"待用时 &s&%% 稀释成 &

EE67A.的工作液' 取 &% 个 &8" E.离心管"分

别加入 %&&%&$%&00#%

$

.焦磷酸工作溶液#&

EE67A.$"补加双蒸水至 =%%

$

."混匀' 每管依

次加入 "%

$

.钼酸试剂&&%%

$

.亚硫酸试剂#-$

及 "%

$

.&%d

!

;巯基乙醇"混匀"室温下显色 &%

EGI' 再依次加入 &%%

$

.亚硫酸试剂#C$&"%

$

.

&%d

!

;巯基乙醇及 &%%

$

.无水乙醇并混匀"测

定 "?" IE处的)>值"绘制吸光值与焦磷酸浓度

的线性相关曲线'

重组 R*SBFO9的底物特异性试验''将分

离纯化的重组 R*SBFO9!? c预热 " EGI"在 &$ 个

&8" E.离心管中加入 !

$

.R*SBFO9和 !8"

$

.

&% EE67A.R*SB&R-SB&RTSB&R4SB或 RSSB的

不同组合#正常体系$"同时设相应的只加酶或底

物的阴性对照 #对照体系$' 用 SZGOD247#%8%"

E67A.&:2=8%$补齐反应总体积至 <%

$

."混匀"

!? c水浴 &% EGI"再加双蒸水至 =%%

$

.并混匀"

其它步骤同+&8","检测 "?" IE处的)>值'

重组 R*SBFO9的活力"活力单位和比活力的

测定''取 " 个 &8" E.离心管分别加入 &%&$%&

!%&@% 和 "%

$

.重组 R*SBFO9#$8=<! EJAE.$"

!? c预热 " EGI' 各管分别加入 &

$

.R*SB#&%%

EE67A.$"!? c水浴 & EGI 后终止反应"再加双

蒸水至 =%%

$

.并混匀"检测 "?" IE处的)>值'

金属离子和 3>S-对重组 R*SBFO9活力的

影响''取 &! 个 &8" E.离心管"在酶反应体系

中加入不同量组合的 3>S-#%8" EE67A.$和金

属离子#& EE67A.$"其它步骤同+BBG标准曲线

的绘制,"检测 "?" IE处的)>值'

$'结果与分析

$"!#)/(/=̀ 0-3;:基因-.'扩增及鉴定

以提取的 -5,5病毒粗提液总 >,-为模

板"B4+扩增得到一条约 ?"% V: 大小的片段"与

预期大小一致#图 &$' S-克隆并测序"经证实扩

增条带即为目的条带'

图 !#)/(/=<4基因编码框的-.'扩增结果

]8>,-EFZf9Z% &8B4+产物'

H5I"!#-.'39C@5>5*345?6C8?=<*4;?>4A:

)/(/=<4?C:68:3=56I >839:#R'H$

]8>,-EFZf9Z%&8B4+:Z6RQPUO8

$"$#重组 =̀ 0-3;:的诱导表达及鉴定

将经E"#2

"

和F')R

(

双酶切&测序验证正

确的重组质粒 :3S!$FDRQU转化至表达菌 C.$&

#>3!$"0BST诱导重组蛋白表达"经 &$d 1>1D

B-T3电泳"在 @< fQ处出现一条预期大小的蛋白

条带#图 $$' 图 $ 显示重组蛋白主要以包涵体形

式存在于沉淀中' _9OU9ZIDV76UUGIJ#图 !$及质谱

分析证实所表达蛋白即为重组-5,5R*SBFO9'

图 $#CQ0%$32=<4重组蛋白表达产物的

T+T2-)1Q#!$L$电泳图

]8蛋白分子量EFZf9Z% &8诱导后重组阳性菌超声沉淀% $8诱

导后重组阳性菌超声上清% !8未诱导重组阳性菌% @8纯化后

的重组蛋白'

H5I"$#T+T2-)1Q#!$L$363@J;5;?>8:*?9756364

C8?4:56CQ0%$32=<4

]8:Z6U9GI E679PQ7FZEFZf9Z% &8:Z9PG:GUFU9FHU9ZO6IGPFUG6I 6H

:3S!$FDRQU% $8OQ:9ZIFUFIU6HGIRQP9R :3S!$FDRQUFHU9ZO6IGPFUG6I%

!8:3S!$FDRQUQIGIRQP9R% @8:QZGHG9R Z9P6EVGFIUR*SBFO98

!!$#
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图 %#a:;4:8627@?4456I检测重组蛋白

以X5;标签抗体作为一抗

]8蛋白分子量EFZf9Z% &8重组 R*SBFO9'

H5I"%#':*?9756364C8?4:56=:4:*4:=7J

a:;4:8627@?4456I <;56I X5;243I 36457?=J

]8:Z6U9GI E679PQ7FZEFZf9Z% &8+9P6EVGIFIUR*SBFO98

$"%#=̀ 0-3;:纯化和蛋白含量的测定

表达产物经46

$ W琼脂糖凝胶分离纯化"得到

一条约 @< fQ 的特异蛋白条带"其纯度可达 #%d

以上' 用 C4- 蛋白测定试剂盒测定纯化

R*SBFO9的蛋白含量为 $8"! EJAE.'

$"&#=̀ 0-3;:酶活性测定

标准曲线的绘制''焦磷酸的量与 "?" IE

光吸收值的标准曲线#图 @$"各组数据间的相关

性为 %8#=% ='

图 &#--5物质的量与在 ,P, 69处吸光度的标准曲线

H5I"&#0A:;436=38=*<8U:?>--5=:4:8956:=34,P, 69

''底物特异性试验''R*SBFO9与 R*SB&

R-SB&RSSB&RTSB&R4SB等不同底物的催化反应

结果见图 "' 结果表明"R*SBFO9对 R*SB的催化

活性与其他几种脱氧核苷酸之间存在显著差异"

能比较特异的催化 R*SB'

R*SBFO9的活力测定''计算表 & 中 " 组

R*SBFO9添加量与产物BBG之间的相关性"& "̀ 组

数据中酶的添加量与代谢产物BBG之间的线性相关

系数是 %8#=! @' 重组 R*SBFO9每分钟水解 & IE67R

*SB所需的酶量为 &?8$&% #

$

J"纯化的 R*SBFO9&

个酶活力单位为 &?8$&% #

$

J%因此纯化的-5,5重

组 R*SBFO9的比活力为 "=8&%$? *AEJ'

图 ,#=̀ 0-3;:的底物特异性反应

+

"

,表示差异显著#>k%8%"$'

H5I",#TC:*5>5*54J ?>4A:8:*?9756:==̀ 0-3;:>?8

=5>>:8:64;<7;4834:;

-FOU9ZGOf#

"

$GIRGPFU9OOGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9O#>k%8%"$8

表 !#不同浓度重组 =̀ 0-3;:,P, 69处的光吸收值

037"!#)7;?87:6*J ?>8:*?9756:==̀ 0-3;:34,P, 69

R*SBFO9A

$

J

:

"?"IE

BBGA#IE67A.$

& $"8! %8%"< <<# $8%<? <

$ "%8< %8%"? ="! $8"@& $

! ?"8# %8%"# "&? !8$%< =

@ &%&8$ %8%<% %# !8@!<

" &$<8" %8%<& =?? @8&"% =

''不同金属离子和 3>S-对重组 R*SBFO9活

力的影响''根据图 < 结果可知"3>S-可以抑

制-5,5R*SBFO9的活性"使 R*SBFO9的活性降

低了 &?8??d%]J

$ W

&lI

$ W和 4F

$ W可以增强其活

性%其中 ]J

$ W对 R*SBFO9活性的增强作用最明

显"使 R*SBFO9的活性增加了 $<8?d' 同时金属

离子可以恢复被 3>S-抑制了的 R*SBFO9的活

性"其中以]J

$ W的效果最明显"可以使抑制了的

R*SBFO9恢复 ##8??d的活性"lI

$ W

&46

$ W和4F

$ W

的恢复能力分别依次为 =?8=d& =?8"!d&

=?8#d'

图 D#Q+0)和金属离子对重组 =̀ 0-3;:活性的影响

字母不同表示差异显著#>k%8%"$'

H5I"D#0A::>>:*4?>Q+0)36=9:43@5?6?64A:

3*45U54J ?>=̀ 0-3;:
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!'讨论

通过对本实验室测定完成的 -5,5全基因

组序列分析"发现了可能编码 R*SBFO9的基因'

R*SBFO9具有重要作用"它可以减少>,-复制过

程中尿嘧啶的错误掺入"保证 >,-复制过程的

正确性和顺利进行"且与病毒的毒力和高效复制

密切相关(?"$@)

' 为进一步从分子水平上探究扇贝

大规模死亡的暴发机制"在对-5,5全基因组分

析的基础上"作者设计了特异性引物"扩增出编码

-5,5R*SBFO9的基因"进行了原核表达&纯化并

进行了 1>1DB-T3&_9OU9ZIDV76UUGIJ 及质谱分析

鉴定' 鉴定结果表明"我们表达和纯化所得的重

组 R*SBFO9与 预 期 相 符' 本 实 验 中" 重 组

R*SBFO9主要以包涵体形式存在于细胞裂解后的

沉淀中"对重组 R*SBFO9包涵体复性后"重组

R*SBFO9能以可溶形式存在"并且复性后的重组

R*SBFO9显示了一定的活性"用 46

$ W琼脂糖凝胶

对复性后的重组 R*SBFO9进行纯化"得到纯度达

#%d以上的重组 R*SBFO9' 对重组 R*SBFO91>1D

B-T3分析可知"-5,5重组 R*SBFO9具有一个

或多个相同的亚基"根据]4T332-,等(&#)的报

道"包括无脊椎动物&鱼类&两栖动物等的疱疹病

毒在内的
"

型疱疹病毒所编码的 R*SBFO9也说

明 -5,5病毒可能属于疱疹病毒"这与任伟成

等(<)从基因组水平推测的 -5,5病毒可能属于

疱疹病毒的推论相一致'

目前 R*SBFO9活性的测定方法有 ! 种!

#&$ 测定水解反应中 2

W释放量的酸碱指示光度

分析法%#$$ 用放射标记的 R*SB作薄层分析或

液相层析分析%#!$ 利用磷钼酸与产物焦磷酸的

显色反应来测定产物的量' 前两种方法虽然灵敏

度高"但操作麻烦"进行多次不连续的检测时很不

方便' 而第三种方法"通过实验确定反应体系后"

可以建立适合进行多次不定期检测的方法"且该

方法不需要特殊仪器"灵敏度较高"结果直观"可

对酶的比活和影响酶活性的各因素进行研

究($& ;$$)

' 鉴于这 ! 种方法的特点"结合本实验需

要"采用第三种方法进行 R*SBFO9活性的相关测

定' 本实验中"相对于其他几种单核苷酸来说"重

组 R*SBFO9对 R*SB显示了较强的催化活性"能

比较特异的催化 R*SB"这与之前关于 R*SBFO9

性质的相关报道相符(&<"$& ;$$)

' 另外"在本实验中

表达的 -5,5重组 R*SBFO9对包括 R*SB在内

的各种单核苷酸的催化活性都不是很强"这可能

与-5,5重组 R*SBFO9包涵体复性过程中造成

了重组 R*SBFO9部分活性丧失有关'

金属离子是 R*SBFO9维持空间结构稳定性和

发挥酶学活性的重要辅助因子"]J

$ W可以保持

R*SBFO9"j末端三磷酸亚基的正确空间构象"并

且在 R*SBFO9与底物结合的亲核攻击中起着定位

的作用($!)

' 3>S-竞争性的与金属离子形成螯

合物而减弱了 R*SBFO9的活性%再次加入金属离

子时酶的活性又能得到恢复' 金属离子与

R*SBFO9结合除了受离子所带电荷的影响外"金

属离子的离子半径大小也起到了一定的作用($@)

'

本文参考刘振勇等($&)的方法选取了与]J

$ W所带

电荷和离子半径都较接近的其它 ! 种离子"结果

表明]J

$ W

&4F

$ W

&46

$ W

&lI

$ W等金属离子均能增

强重组 R*SBFO9的催化活性"其中 ]J

$ W作用效

果最显著"影响效果由强到弱依次为 ]J

$ W

X

4F

$ W

X46

$ W

XlI

$ W

%3>S-能抑制重组 R*SBFO9

的活性"而]J

$ W

&4F

$ W

&46

$ W

&lI

$ W等金属离子能

在一定程度上解除这种抑制作用"研究验证了

]J

$ W是 R*SBFO9发挥酶学活性的重要辅助因子"

与刘振勇等($&)的相关报道结果一致'

目前"国内外尚未见关于 -5,5功能基因研

究的相关报道"而这些功能基因的研究对于从分

子水平探究 -5,5的致病机理具有重要作用'

本文首次对 -5,5致病相关的 R*SBFO9基因进

行了克隆&表达&纯化及酶活测定的相关研究"从

分子水平上加深了我们对 -5,5致病机制的认

识' 今后随着更多 -5,5功能基因的发掘与探

索研究的开展"必将在更高层次水平上揭示

-5,5的感染机制"也将为-5,>的防治提供必

要的理论基础'
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