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O 型口蹄疫病毒 VPl 基因的克隆与表达

林瑞庆，罗满林，黄毓茂，刘镇明，辛朝安

(华南农业大学兽医学院，广东广州 51创42)

摘要:以 O 型口蹄疫病毒(FMDV)流行毒株为研究对象，通过 RT-PCR 扩增出 VP1 基因，克隆至表达载体 pEf-32a 中，

分析比较不同地区 O 型口蹄疫病毒 VP1 基因序列，为构建 VP1 重组基因工程苗奠定基础.经测序表明，目的基因

VP1 巳以正确的阅读框架整合至表达质粒中，应用大肠杆菌 B12I( DE3)为宿主菌，通过IPfG诱导方法，表达包含

VP1 基因产物的融合蛋白，经 SDS-PAGE 和 Westem-blotting 分析，表明表达蛋白表达量高，反应原性良好.
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Cloning and expression of foot-and-mouth disease virus type 0 VPl gene 

LIN Rui叮i吨， LUO Man-lin , HUANG Yu-mao , UU Zhen-ming , XIN Chao-an 

(College of Veterinary Medicine , Sou出 China Agric. Univ. , Guangzhou 51师毡， China) 

Abstract:四e subject of study was a fj∞t-and-mouth disease virus(FMDV) type 0 prevalent strain. The VP1 

gene of FMDV was amplified by RT-PCR and subsequently inserted into the expression vector pET-32a. 咀le

VP1 gene was sequenced and compared 白白 other published FMDV type 0 strains isolated from different 缸­

e出.哑巴 success in cloning of the VP1 gene laid down a basis for the construction of a recombinant genetical­

ly-engineered vaccine. Analysis of the se伊ence revealed 由at the reading frame of the VP1 gene insert was 

correct. The protein corresponding to the VP1 gene was expressed in E. coli BL21 (DE3 ) after induction with 

IP1巳. SDS-PAGE and westem-blotting showed 由at 出e VP1 fusion protein was expressed efficiently and had 

good antigenicity. 
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口蹄疫(foot-and-mouth disease , FMD)是口蹄疫病

毒感染引起的偶蹄动物的急性、热性、高度接触性传

染病.本病在世界分布广，感染率高，传播迅速，不但

直接危害畜牧业生产，其爆发和流行引致的国际贸

易屏障所造成的政治影响和间接损失，更是难以估

计[I]如 1999 年发生于英国及 2C览。年发生于韩国和

日本的口蹄疫，使发病国家和地区畜产品无法进入

高质量畜产品市场，造成巨大损失.由于口蹄疫的危

害，国际兽疫局( OIE) 将其列为 A 类家畜传染病之

首.口蹄疫的病原为口蹄疫病毒 (fj∞t-and-mou出 dis­

ease VlnιFMDV) ，是小 RNA 病毒科，口蹄疫病毒属

成员.病毒粒子为二十面体，直径 20 - 30 nrn，结构比

较简单，完整的病毒颗粒包括衣壳和 RNA 两部分，

衣壳由 VPl 、 VP2、VP3、 VP4 各 60 分子组成.其中，

VP1 是诱导产生中和抗体的主要成分，是最重要的

抗原位点以及抗原变异的关键，因此，多年来，在

FMD 分子流行病学调查、疫源的追踪、毒株分型、基

因工程苗的研制、诊断方法的建立等领域， VP1 基因

均得到众多研究人员的关注.在重组疫苗的研究中，

Dennis 与Kleid 首先应用重组 DNA 技术，使 VP1 基因

在大肠杆菌中表达，表达产物证实可诱导牛和猪的

中和抗体应答[2) 随后，类似的研究在国内外均有进
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行[3斗近年在国内研制的以 VP1 的 21 - 40 位及

141 - 160 位基因片段与卢半乳糖昔基因的重组的表

达载体[6] 或以猪重链恒定区为抗原载体的 DNA 疫

苗 [7] 经动物实验均证明有良好效果.在国外，有学

者正在研究利用转基因植物来表达重组蛋白，并已

取得初步成效[8] 这些研究，都为寻求一种对口蹄疫

而言安全有效的疫苗作出有益的探索.另外，口蹄疫

的快速检测是控制和消灭该病的前提，现已建立了

多种检测方法，包括血清学诊断方法、生物学试验、

分子生物学诊断技术等，以病原相关蛋白的表达产

物作为诊断抗原，在一些疾病包括口蹄疫在内均有

研究[弘 11] 基于 VP1 基因对 FMDV 的重要意义，本试

验从 FMDV 基因组中扩增出结构蛋白 VP1 基因片

段，并进行克隆、表达与鉴定，为 VP1 重组疫苗的研

制及以表达产物作为诊断抗原的研究打下基咄.

1 材料与方法

引物 12:5'一 CCGCTCGAGCGAAGTTCAGAAGCT­

G-3'. 

均由上海博亚生物技术有限公司合成引物.

1.5 病毒基因组提取与反转录

细胞毒经450∞ r/min 超速冷冻离心 1.5 h ，病毒

沉淀以适量 DEPC 水榕解后按华美公司的总阳\lA 提

取系统田说明书进行.反转录按 AMV 产品说明书进

行.

1.6 VPl 基因片段的 pα 扩增

以重组质粒 pGEM-1C2B 为模板，扩增 VP1 基因

片段， PCR 程序为:先 94 "c预变性 4 min ，再按 94 "c 

30 s , 58 "c 30 s , 72 "c 30 s 运行 25 个循环，再 72 "C延

伸 7 min ,4 "c保存.

1.7 重组表达载体的构建

VP1 基因片段通过 NcoI、刀ωI 双酶切与巳同样

酶切后的 pET-32a 载体连接.

1.8 VPl 基因序列比较及表达产物的鉴定

1. 1 细胞和病毒 重组质粒 pET-VP1 送上海博亚生物技术有限公

BHK21(仓鼠肾传代细胞) ，广州市出入境检验检 司测序，所得 VP1 基因序列以 DNASTAR 软件进行序

疫局惠赠 jFMDV O-L 病毒株，为 O 型口蹄疫流行毒

株细胞培养毒.

1.2 质粒和工程菌

pGEM-T Easy 载体试剂盒为 Promega 公司产品;

pET-32a 表达质粒由南京农业大学动物医学院传染

病教研室惠赠 j B1-21 (DE3)表达宿主菌为家畜传染

病教研室保存.

1.3 试剂

灿1v反转录酶为大连宝生物工程有限公司产

品 j 1ì.叫酶为加拿大真达公司产品 RNA 酶抑制剂、

T4DNA 连接酶为 Promega 公司产品;总 RNA 提取试

剂盒皿，购自广州华美公司.

1.4 引物的设计与合成

参照基因库已发表的 O 型 FMDV 基因序列，在

保守区域设计 1 对目的片段包含 VP1 基因在内的引

物:

引物 1C: 5' 一GACCACAAACGTACAGGGATG一

3F , 

引物 2B:5' -AGCTTGTACCAGGGTITGGC-3'. 

列比较.重组质粒 pET-VP1 转化至表达宿主菌 BL-

21 ，经 1 mmo1/L 的 IPTG 诱导表达 6 h ，产物经 SDS

PAGE 蛋白电泳和 westem-blotting 分析.

2 结果

2.1 病毒基因组的 RT-PCR 扩增

以提取的 FMDV O-L 株病毒基因组为模板，用下

游引物进行反转录，获得 CDNA 作模板，进行 PCR 扩

增，得 2B-1C 基因片段，1O giL 琼脂糖凝胶电泳，可

见约 l ∞o bp 条带(图1)，与预期-致.
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1C-2B 产物片段连接 pGEM-T Easy 载体后测序 M:2∞ bp 分子:E标记; 1: 空白.xl!!!\ ;2: 2B-I C 基因 n 段

根据所测序列针对 VP1 基因片段重新设计 1 对引 M:2∞ bp DNA Marker; 1 : Negative conbu\ ;2:2B.IC gene 

物，上游引物引人 NcoI 酶切位点，下游引物引入 图 1 FMDV 的 2B-IC 基因片段的 RT-PCR 扩增产物

XhoI 酶切位点 Fig.l Result of 2B-IC gene of FMDV amp!ified by RT-PCR 

引物 11 :5'一 CA冗CCATGGAAACCACCTCTGCG- 2.2 VPl 基因的 PCR 扩增、转化与鉴定

GGTG-3' , 2B-1C 基因片段连接至 pGEM-T Easy 载体，转化
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鉴定后测序，以阳性的重组质粒为模板，以L1、12 为

引物，扩增 VPl 基因片段. 10 glL 琼脂糖凝胶电泳，

可见约 650 bp 条带(图 2) ，与预期一致.扩增产物经

纯化和以 XIw I ， NcoI 双酶切回收，质粒 pET-32a 同样

经双酶切回收，两者以合适的浓度进行连接，连接产

物转化后，经菌落 PCR 鉴定，电泳得 I 条约 650 bp 的

特异性条带;提取重组质粒 pET-VPl 以 XIw I 单酶

切，电泳得65∞ bp 条带(图 3) ，以泪。I 、 NcoI 双酶

切，电泳可得目的基因(约 650 bp) 及载体(约59∞

bp) ，见图 3 ，结果均与预期一致.

bp M 2 

lm 

200 

M:2∞ bp 分子量标记 1:空白对J!ft; 2:VPl 基因片段

M:2∞ bp DNA Marker; 1: Negative control; 2: VPl gene 

图 2 VPl 基因片段的 PCR 扩增产物

Fi!!.2 H阳lllt ()[ VPl gene amplified by PCR 

2 3 M2 bp 
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Ml: 2∞ bp 分子量标记; M2 :1 α)() bp 分子量标记 l:VPl 基因片段;

2. 重组质粒双酶切 (NcoI + 刀ωI) ;3 重组质粒单酶切( Xho I) 

Ml: 2∞ bp DNA Marker; M2: 1α)() bp DNA Marker; 1: VPl gene; 2: Dou­

ble digesteJ products of pET-VPl v.'Ï th NcoI andλ丑。 1; 3: Single digested 

products of pET -VPl v.i由 A元。 I

图 3 重组质粒 pEI'-VPl 鉴定

Fig. 3 Identifìcation of recombinant plasmid 

2.3 VPl 基因片段的核昔酸和氨基酸的序列分析

经序列测定，证实插入表达载体 p盯-32a 的 VPl

片段阅读框架正确，用 DNASTAR 软件，与其他不同

地区的 O 型 FMDV 毒株 VPl 基因片段比较(见表1).

表 1 不同 FMDV 毒株 VPl 基因编码的核营酸序列及推导

的氨基酸序列同源性比较

Tab. 1 Homology of nucleotide sequenc臼 and deduced amino 

acid 能quences of VP1 of FMDV 

基因库代码 核昔酸同源性氨基酸同源性
the homlolgy the homlolgy 

毒株 GenBank 
of nucletide o[ deduced amino 

S甘ams accesslOn 

nwnber 
sequences acid se甲lenCßS

ofVPl 。[ VPJI% 

。/因创/99 AJ294925 95.5 98.6 

。'/TaiWanl97 NC∞4∞4 92.8 97.2 

O/GD/Clliν86 AJ131468 85.1 92.0 

O/UKG/6/2∞1 AJ∞539141 79.8 90.1 

。I/JPN/2α)() AB05佣78 80.1 89.7 

。I/HN/CHAl99 AJ318833 80.3 88.7 

。'/KEN/95 AJ303514 78.6 87.3 

O/PHIl96 AJ294926 78.6 86.9 

OJK x∞871 75.1 84.5 

。/MYA/98 AJ303521 75.9 82.6 

2.4 pET-V凹的诱导表达及 W臼tem-blo创ng 鉴定

转化重组质粒后的 B121 (DE3)菌株以 1 mmoVL 

IPTG 诱导表达 6 h，取表达宿主菌处理后进行 SDS­

PAGE 电泳，考马斯亮蓝染色，可观察到约在相对分

子质量360∞处明显的表达产物条带(图 4) .以牛抗

FMDV 高免血清和猪抗 FMDV 高免血清进行 westem­

blotting 鉴定，结果在表达蛋白的位置出现明显的颜

色反应条带，表明该表达产物为预期产物(图 5).

97400 I 
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14400 

M 2 3 4 

翻F

M:蛋白相对分子质量 Marker; 1. B121 + pET-VPl 诱导表达，

2. B121 + pET-VPl; 3. B121; 4. pET-32a 

M: Ma:rker; 1.ηle induced products of pET-VPl ; 

2: B121 + pET-VP1; 3:B1214:pET-32a 

图 4 pET-VP1 表达蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig. 4 SDS-P AGE analysis of expressed pr叫ucts
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M 2 3 

97400 

66200 
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M: 蛋白相对分子质量 Marl:er; 1. 猪血泊的蛋白印迹;

2. 牛血清的蛋白印迹 3.空载体菌

M: Marker; 1. The westem-blotting of swine serum; 

2.'币口血le we白酣g吼tem盯m卧1卜吨田七blo幽t眈ttl吨r

图 5 表达蛋臼的 W阴es蜘t怡em曰I-blottin鸣1吕分析

Fig. 5 Westem-blotting of expressed procluct 

3 讨论

口蹄疫缺乏有效的治疗方法，发达国家成功扑

灭的经验是扑杀销毁政策，但对目前大多数流行口

蹄疫的发展中国家来说，计划免疫和免疫监控仍是

主要手段.由于传统的灭活疫苗存在着灭活不彻底

以及防护不当而致病毒从生产车间散播的危险，国

内外研究者一直在研制更为安全有效的新型疫苗并

取得一定的成绩，主要为合成肤疫苗和基因工程苗，

在这些研究中，VPl 作为 FMDV 产生中和抗体的主要

成分，无论是整个 VPl 片段或其重要的抗原表位序

列，一直是国内外研究者关注的热点.由于口蹄疫病

毒抗原变异性大，亚型之间差异也大，往往造成了诊

断的困难和免疫的失败.因此，在口蹄疫的研究中，

强调以流行毒株进行研究，以便选择合适的种毒制

成疫苗和检测抗原[12] 本试验选用了新分离的流行

毒株为研究对象，以 pET-32a 为表达载体成功表达

VPl 融合蛋白.

按照 Rice-Heasse 对小 RNA 病毒科脊髓灰质炎

病毒的研究理论，毒株间核昔酸序列同源性差异小

于 5%为亲缘关系密切[13] 序列分析表明本研究所

用毒株与 1999 年香港分离株 O/HKN/99 、 1997 年台

湾分离株 O/TaiWan/97 同源性极高，为亲缘关系密

切，其 144 、 148 、 154 和 208 位关键氨基酸没有变化，

显示其可能有相同的抗原性.

pET 系统可表达可溶性蛋白，表达的融合蛋白带

6 个组氨酸，其肠激酶酶切位点可用于切除融合部

分，方便纯化和研究.本试验以 pET 系统构建的重组

质粒 pET-VPl 以 IPTG 诱导，在大肠杆菌中过量表

达，通过 SDS-PAGE 电泳，发现在细菌裂解后的上清

中，也含部分可熔性表达蛋白，降低培养温度至30 "c 

后，表达的可榕蛋白含量增加.

本试验克隆的 VPI 基因片段，将为构建以伪狂

犬病毒等为载体的重组疫苗奠定基础和提供材料.

表达的 VPl 融合蛋白，可用于探索以表达产物作为

诊断抗原的 FMD 检测方法的建立.
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