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摘要! 为构建基于杆状病毒表达系统的445新型亚单位疫苗!将445的囊膜蛋白基因)+/<

克隆至杆状病毒转座载体 U/HJRCHP

]b

& 质粒中!并将阳性重组转座质粒转化进含穿梭载体

CHPGIO的感受态细胞@2&%CHP中!获得重组子LCHPGIOF)+/<$ 在脂质体介导下将该重组子

转染JZ> 昆虫细胞!获得重组杆状病毒-4F)+/<$ -4F)+/< 感染的JZ> 昆虫细胞!经超薄切片

电镜观察!可见重组杆状病毒呈多粒包埋!经间接免疫荧光(oNJRNLQFf76RRIQT 检测!445的

)+/< 蛋白可以在感染了-4F)+/< 的 JZ> 细胞中表达$ 研究表明!获得了插入 )+/< 基因的

重组杆状病毒!并且该基因可以在重组杆状病毒介导下在昆虫细胞中表达!从而为基于 445

)+/< 的杆状病毒亚单位疫苗研究奠定了基础$

关键词! 斑点叉尾 病毒% )+/< 蛋白% 杆状病毒% 昆虫细胞% 表达

中图分类号! [#?=% 1>"&8"&'''''''文献标识码)-

''斑点叉尾 病毒 "PKHQQN7PHRZIJK gIL9J!

445#属于
"

疱疹病毒!由 jNQ 于 &>#& 年首次

报道*&+

!是严重危害斑点叉尾 养殖的一种重

要病原) 该病毒主要感染斑点叉尾 "M/+'&$)$4

.$"/+'+$4#鱼苗!引起严重的急性出血性疾病!并

可导致 "%Y >̂%Y的鱼苗死亡) 虽然!该病毒

对成鱼的致病力较弱!但成鱼仍可隐性感染!并

成为传染源*$+

)

我国于上世纪 ?% 年代从美国引进斑点叉尾

!目前许多地区开展了斑点叉尾 的养殖!并且

规模在不断扩大*!+

) 尽管我国目前尚无 445的

正式报道!但近年来!国内已有疑似疾病的大面积

流行和发病*"+

!因此!开展445疫苗研究!对于该

病的预防和控制具有重要意义)

杆状病毒表达系统是当今基因工程四大表达

系统之一) 其表达产物可进行翻译后加工!其抗

原性(免疫原性和功能等生物活性与天然蛋白相

似!在疫苗研制中具有良好前景) 目前已有大量

的重组蛋白在昆虫细胞中得以表达!并且验证具

有很好的免疫原性!许多产品已完成临床实验!并

很有可能通过美国/@-批准*=+

)

)+/< 是445的重要囊膜蛋白*<+

!具有较好

的免疫原性!是疫苗和诊断试剂研发的主要靶蛋

白) 本研究利用 CHPFR6FCHP杆状病毒表达系统!

在昆虫细胞中表达了 445)+/< 基因!从而为基

于 )+/< 基因的杆状病毒亚单位疫苗研制奠定

基础)

&'材料与方法

!"!#材料

质粒$菌株及细胞''含 445)+/< 重组质

粒 UW3bF])+/< 本实验室刘玉林博士构建%载体

质粒 U/HJRCHP

]b

& 及 @2&%CHP由华中农业大学

肖少波博士赠送%昆虫细胞 JZ> 由中国科学研究

院武汉病毒所王华林博士赠送%@2=

"

购自北京

全式金生物技术有限公司)
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工具酶及化学试剂等''.-FA'C 酶(限制

酶(]" @,-连接酶均购自大连宝生物工程有限

公司%2+BF@-C底物显色试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司%昆虫细胞培养基及脂质体

转染试剂!/0]4标记的羊抗兔荧光二抗购自美国

0QgIRL6TNQ公司%抗445)+/< 蛋白的多抗血清由

本实验室制备)

!"$#重组转移载体FB*076](BJ 的构建

用 :/*+

%

和 F2*

%

双酶切 UW3bF])+/<

质粒!将切下来的目的基因 445)+/< 连接到

U/HJRCHP

]b

& 质粒的相应位点!转化感受态@2=

"

细胞得到重组质粒 U/HJRF)+/<!用 :/*+

%

酶切

鉴定!将酶切鉴定正确的质粒!送至英骏生物技术

有限公司测序鉴定)

!"%#重组子,X*@.-26](BJ 的构建

用重组转移质粒 U/HJRF)+/< 转化感受态

@2&%CHP细胞!在含有卡那霉素(庆大霉素(四环素

三种抗性及0B]W(lFTH7的平板上!通过蓝白斑筛选

重组子) 将挑取的白色菌落!经含有相同抗生素的

液体 .C培养基摇菌过夜!提取重组子 LCHPGIOF

)+/<!用0QgIRL6TNQ 公司CHPFR6FCHP表达系统操作

手册提供的通用引物B*4Ab&! 进行B4+鉴定!获

得正确的重组子!命名为LCHPGIOF)+/<)

!"<#重组杆状病毒的制备

用碱法提取重组子LCHPGIOF)+/< @,-及野

生型 fHPGIO @,-!按 0QgIRL6TNQ 公司 CHPFR6FCHP

表达系统操作手册!将 LCHPGIOF)+/< @,-与

fHPGIO @,-分别在脂质体介导下转染对数生长

期的JZ> 昆虫细胞!经过三轮感染!获得高滴度重

组杆状病毒和野生型杆状病毒)

!"I#重组杆状病毒超薄切片电子显微镜观察

将重组杆状病毒感染 JZ> 细胞 #$ K 后!弃掉

培养液!加 $8=Y的戊二醛固定 &= GIQ) 将JZ> 细

胞刮集于 &8= G.的 3B管中!$ %%% LAGIQ 离心

&= GIQ!弃上清!将细胞沉淀送由中国科学研究院

武汉病毒研究所完成切片及电子显微镜操作)

!"J#间接免疫荧光分析目的蛋白的表达

重组杆状病毒感染 JZ> 细胞 #$ K 后!用 BC1

洗 ! 次!&%%Y甲醇固定 &= GIQ) BC1洗 ! 次后!

用含 &Y的C1-与 =Y羊血清于室温封闭 %8= K

后!加入抗 445)+/< 兔多抗血清"&p=% 稀释#

室温作用 $ K!BC1洗 ! 次!加/0]4标记的羊抗兔

荧光二抗"&p$=% 稀释#室温作用 & K!再经 BC1

洗 ! 次!加@-B0"&p=%% 稀释#!BC1洗 ! 次!于倒

置荧光显微镜下观察) 同时!设野生型杆状病毒

感染的JZ> 细胞作对照)

!"\#^/07/,96+5477-9E鉴定表达的目的蛋白

用获得的重组杆状病毒和野生型杆状病毒!分

别接种于对数生长的JZ> 昆虫细胞!经 #$ K 感染!

收集感染的JZ>昆虫细胞!BC1洗三次后加入裂解

液裂解细胞!经1@1FB-W3电泳后!转至硝酸纤维

薄膜!用含 =Y脱脂牛奶与 &YC1-的]C1]封闭 &

K后!加入抗445)+/<兔多抗血清"&p=% 稀释#!

于室温摇床孵育 $ K!]C1]洗 ! 次!每次= GIQ!然

后加入2+B标记的羊抗兔0TW"&p"%% 稀释#!于室

温摇床孵育 & K!后经 ]C1]洗 ! 次后!加入 @-C

显色!用成像系统进行拍照)

$'结果

$"!#重组转座载体 FB*076](BJ 的构建及酶切

鉴定

将 UW3bF])+/<质粒用:/*+

%

和F2*

%

双酶

切后!得到约"$% fU的目的片段445)+/<) 将该

片段连结到用相同内切酶酶切的 U/HJRCHP

]b

& 质

粒上!构建得到重组转移载体 U/HJRF)+/<) 将

U/HJRF)+/<载体经:/*+

%

单酶切后!切出约 = $%%

fU的片段!与预期的大小相符"图 &#) 经测序通过

序列分析!进一步验证目的基因正确的插入到载体

中!并且)+/<基因序列无误)

图 !#重组质粒FB*076](BJ 的酶切鉴定

b$@.&= %%% bHLENL% &$U/HJRF)+/< 载体 :/*+

%

单酶切

产物)

B-E"!#T2/97-3-@*7-4943F5*0.-2FB*076](BJ

b$@.&= %%% bHLENL% &$U/HJRF)+/< OITNJRNO f: :/*+

%

8

'%!#
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$"$#重组子,X*@.-26](BJ VD?的构建

用重组转移载体 U/HJRF)+/< 转化 @2&%CHP

细胞!通过蓝白斑筛选得到重组子LCHPGIOF)+/<)

提取 LCHPGIOF)+/< @,-!用通用引物 B*4Ab&!

扩增出了约 $ #%% ff的目的条带!以野生型杆状病

毒CHPGIO @,-作对照扩增出了 !%% fU 的片段!

与预期相符!表明 U/HJRF)+/< 载体与野生型

CHPGIO成功发生转座!将目的基因445)+/< 正

确的整合到了杆状病毒基因组上"图 $#)

图 $#重组子,X*@.-26](BJ VD?&'(鉴定

b$@.= %%% bHLENL% &$LCHPGIOF)+/< B4+产物% $$野生型

CHPGIO B4+产物)

B-E"$#T2/97-3-@*7-4943,X*@.-26](BJ +; &'(

b$@.= %%% bHLENL% &$B4+HGU7IZIPHRI6Q UL6O9PR6ZLCHPGIOF

)+/<% $$B4+HGU7IZIPHR6Q UL6O9PR6ZiI7O R:UNfHPGIO8

$"%#重组杆状病毒的获得及鉴定

重组子LCHPGIOF)+/< @,-通过脂质体介导

转染JZ> 细胞!经 ! 轮感染后!获得高滴度的重组

杆状病毒!取 $%%

$

.含重组杆状病毒的培养液!

提取重组杆状病毒基因组!经通用引物B*4Ab&!

扩增出了约 $ #%% fU 的片段!证明正确获得了重

组杆状病毒"图 !#!将该病毒命名为 -4F)+/<)

用获得的-4F)+/< 感染JZ> 细胞 #$ K后!可以看

到细胞有明显的病变"如图中箭头所示#) 病变

的细胞变圆变大!有许多细胞裂解"图 "#)

图 %#重组杆状病毒?'6](BJ 的&'(鉴定

b$@.= %%% bHLENL% &!$$-4F)+/< B4+产物)

B-E"%#T2/97-3-@*7-4943?'6](BJ +; &'(

b$@.= %%% bHLENL% &!$$B4+HGU7IZIPHRI6Q UL6O9PR6Z-4F

)+/<8

图 <#?'6](BJ 感染昆虫细胞后与正常细胞的对照$<__ %̀

-$未被-4F)+/< 感染的昆虫细胞% C$感染-4F)+/< #$ K后的昆虫细胞)

B-E"<#'4.F*,-0494319-93/@7/2@/550*92-93/@7/2@/550+; ?'6](BJ $<__ %̀

-$*QIQZNPRNO JZ> PN77J% C$1Z> PN77JIQZNPRNO f: -4F)+/<8

$"<#重组杆状病毒超薄切片观察

-4F)+/<感染JZ> 细胞后!经超薄切片!电子

显微镜观察) 本研究所使用的杆状病毒表达载体

属于多粒包埋型!在感染的细胞核中复制) 从图 =

中可以看到"如图中箭头所示#!大量的杆状病毒在

JZ>细胞核中复制!并且每个囊膜包裹着多个病毒

(%!#



# 期 黄锋涛!等$斑点叉尾 病毒囊膜蛋白)+/< 在昆虫细胞中的表达 ''

粒子!说明成功地获得了大量的重组杆状病毒

-4F)+/<)

图 I#?'6](BJ 感染03a 细胞电镜观察

B-E"I#H5/@7,49.-@,40@4F-@*9*5;0-043

?'6](BJ -93/@7-494303a @/550

$"I#表达产物的间接免疫荧光检测

用收集的第三代重组杆状病毒 -4F)+/< 感

染JZ> 细胞 #$ K后!进行间接免荧光试验!同时以

野生型杆状病毒"-P,B5#感染的 JZ> 细胞作对

照!结果显示!感染 -4F)+/< 的细胞呈现出强的

绿色荧光"如图 < 中箭头所示#!而感染野生型杆

状病毒的细胞只有很弱背景荧光"图 <#!说明

)+/< 基因在JZ> 细胞中得到了表达)

$"J#表达产物的^/07/,96+5477-9E

收集经第三代重组杆状病毒-4F)+/<感染 #$

K后病变的细胞!经1@1FB-W3电泳后!转醋酸纤维

薄膜!经oNJRNLQFf76RRIQT 分析!结果可以看到约 &<

E9处有一条带!略大于目的蛋白 &"8< E9的理论值!

而在野生型杆状病毒"-P,B5#感染的JZ>细胞和正

常JZ>细胞作对照组!此处无特异性的带!证明目的

蛋白成功的在昆虫细胞中得到表达"图 ##)

图 J#间接免疫荧光检测''G](BJ 在昆虫细胞中的表达$<__ %̀

-$感染-4F)+/< #$ K后的昆虫细胞% C$被野生型杆状病毒感染的昆虫细胞)

B-E"J#''G](BJ F,47/-9N/,/2/7/@7/2+; -92-,/@7-..1943514,/0@/9@/*00*; -903a @/550$<__ %̀

-$JZ> PN77JIQZNPRNO f: -4F)+/<% C$JZ> PN77JIQZNPRNO f: iI7O R:UNfHP976gIL9J8

图 \#^/07/,96+5477-9E分析''G](BJ

在昆虫细胞中的表达

&$-4F)+/< 感染的昆虫细胞% $$野生杆状病毒感染的昆虫细

胞% !$正常昆虫细胞)

B-E"\#T2/97-3-@*7-4943''G](BJ F,47/-9

+; ^/07/,96+5477-9E -903a @/550

&$IQZNPRNO JZ> PN77Jf: -4F)+/<% $$IQZNPRNO JZ> PN77Jf: iI7O

R:UNfHP976gIL9J% !$9QIQZNPRNO JZ> PN77J8

!'讨论

本研究利用杆状病毒表达系统成功构建了重

组杆状病毒 -4F)+/<!并表达了 445)+/< 蛋

白!通过电镜观察!可以看到杆状病毒呈多粒包

埋!并且在细胞核中大量的复制) 同时!通过间接

免疫荧光和 oNJRNLQFf76RRIQT 检测到了目的蛋白

质) 说明获得了重组杆状病毒!并且 445的

)+/< 蛋白实现了在昆虫细胞中的表达)

在进行 oNJRNLQFf76RRIQT 试验时!我们发现

)+/<表达蛋白的实际大小约为 &< E9!比理论值

&"8< E9略大!这可能是由于蛋白质糖基化造成的)

)%!#
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因为杆状病毒表达系统!可以对表达的蛋白同时进

行,F和)F两种糖基化*#+

) 同时!我们也发现利用

该表达系统所表达的蛋白质含量并不高!以至于在

1@1FB-W3电泳后的胶通过考马斯亮蓝染色并不

能观察到明显的目的蛋白带) &>>? 年!j9P9ERHJ

等*?+利用杆状病毒表达系统表达 445)+/=> 蛋

白时!也发现目的蛋白质的表达量不高) 我们推测

这可能与JZ>细胞密码子偏爱性有关!可以通过基

因的密码子优化来提高表达产量*>+

)

斑点叉尾 适应范围广!易饲养!味道鲜美!

是一种优良的养殖品种) 为防治 445!国外早在

上个世纪就有了关于 445疫苗的研究) 先后有

445基因缺失疫苗(弱毒疫苗和 @,-疫苗的研

究报道*<!&% ;&&+

) 自上个世纪 ?% 年代我国首次引

进斑点叉尾 以来!其养殖面积迅速扩大!并成为

我国出口创汇的重要鱼类品种之一!但我国在

445疫苗的研究尚处于起步阶段) 尽管我国尚

无 445流行爆发的正式报道!但近年来已有

445疑似疫情发生!并造成了巨大经济损

失*! ;"+

!因此!研制445疫苗!对于保障斑点叉尾

的健康养殖迫在眉睫)

目前杆状病毒表达系统以独特的优点在哺乳

动物疫苗研究中展示了十分广阔的应用前景) 迄

今为止!杆状病毒表达载体系统已应用到多种疫

苗研究中!尤以病毒疫苗为多!包括针对乙脑病

毒(猪瘟病毒(口蹄疫病毒(猪圆环病毒等多种病

毒的疫苗!其中针对猪瘟病毒的亚单位疫苗已被

批准进行商品化生产!针对猪圆环病毒二型的疫

苗已通过加拿大食品监督部门评估*&$ ;&=+

) 同样!

近年来!人们也已把杆状病毒载体用于鱼类疫苗

的研究) 目前!已有报道利用杆状病毒载体表达

的传染性造血器官坏死症病毒"02,5#糖蛋白在

浸泡条件下能够诱发极小鱼苗的保护性免疫反

应*&<+

!罗卫等*&#+在1Z> 细胞中成功的表达了病毒

性神经坏死病毒"5,,5#的衣壳蛋白!其具有良

好的免疫学活性) 这些研究表明!利用杆状病毒

表达系统研制鱼类疫苗将可能是鱼类疫苗创制的

一个新领域) 本研究利用杆状病毒表达系统成功

的表达了 445)+/< 蛋白!从而为制备 445新

型疫苗奠定了基础)
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