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摘要:用 RT-PCR 方法从水泡性口炎病毒( vsv)扩增印第安纳(Indiana) 和新泽西( New Jersey) 血清型核蛋白 N 基

因，分别克隆至 pMD20-T 载体进行序列鉴定及生物信息学分析.构建重组表达质粒 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pB­

CX，并经 SDS-PAGE 和 Western-blot 鉴定表明 2 种血清型病毒核衣壳蛋白 N 基因在 B121 (DE3) 宿主菌中成功表

达，重组蛋白相对分子质量约为 82α泊，并能够与各自对应血清型阳性血清反应.这表明 2 个重组蛋白具有良好的

抗原性，可作为用于建立水泡性口炎血清学诊断方法的诊断抗原.
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Abstract: The nucleoprotein genes of vesicular stomatitis virus (VSV , Indiana type and New Jersey type) 

were amplified by reverse transcription polymerase chain reaction ( RT-PCR) , and then cloned into 

pMD20-T vector for sequencing and bioinformatics analysis. These genes were inserted into the prokaryotic 

expression plasmids pBCX. The recombinant plasmid VSV-IN-pBCX and VSV-NJ-pBCX were transfo口ned

into Escherichia. ωli B121 ( DE3) cells. The relative molecular mass of the recombinant protein was 

82 仪泊， which was detected by SDS-PAGE and reacted with VS positive serum in Western-blot. The re­

combinant nucleoproteins can be used as 由e specific diagnosis antigens for immunoassay such as ELISA. 
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水泡性口炎 (Vesicular stomatitis , VS) 是由水泡

性口炎病毒(Vesicular stomatitis virus , VSV) 所引起

的、人畜共患高度接触性传染的病毒性疾病.国际兽

医局( OIE)将该病列为动物 A 类传染病，是国际动

物贸易中的重要检疫对象，也是我国重点防范的外
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来动物疫病. VSV 分成 2 种血清型:印第安型(IND)

和新泽西型(NJ) .核蛋白 (N) 由 422 个氨基酸组成，

具高度保守性，由 VSV 所共有;VSV 呈现群特异性，诱

导产生非中和抗体，与其他弹状病毒无任何交叉反应;

在病毒 RNA 复制和转录调控中起核心作用[叫.
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1 材料与方法

1. 1 病毒和血清

VSV 由广东出人境检验检疫局从澳大利亚国家

动物健康实验室引进. VS 阳性血清由广东出人境检

验检疫局保存.

1. 2 主要试荆

RNA 提取试剂盒 TRIzol LS Reagent 为 Gibco­

BRL 公司产品;山羊抗豚鼠 IgG 辣根过氧化物酶

(HRP)标记抗体为 Merck 公司产品;原核表达载体

pBCX、克隆菌 DH5α、表达菌 BI2 1 (DE3) 均由华南

农业大学动物科学学院家禽实验室保存.

1. 3 病毒 RNA 的提取

按 Gibco-BRL 公司 TRlzol LS Reagent RNA 提取

试剂盒的使用说明书进行.提取的 RNA 直接用于

RT-PCR 或- 80 "c保存备用.

1. 4 N 基因的克隆及其推导氨基酸序列生物信息

学分析

用 Primer premier5. 0 和 DNAStart 软件设计的 2

对引物进行 RT-PCR 扩增，将 PCR 产物克隆到 T 载

体上构建克隆质粒，送上海英骏生物技术有限公司

进行测序.

采用 Hoop&Woods 亲7]('性参数分别对 VSV 2 种

血清型的核蛋白进行生物信息学分析(http://附w.

expasy. org/ cgi -bin句rotscale. pl) [3] ，并采用 antigenic.

pl 服务器( http://bio. dfci. harvard. edu /Tools/ anti­

genic. pl) 预测抗原位点[4].

1. 5 原核表达重组质粒的构建及鉴定

将测序正确的 VSV 的 N 序列分别与质粒 pBCX

进行重组质粒构建.将经酶切鉴定和序列测定正确的

质粒命名为 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pBCX，分别转化

感受态表达菌 B口l(DE3) ，并进行 SDS-PAGE 鉴定，

1. 6 N 基因原核表达 SDS-PAGE 检测及 Western­

blot 鉴定

将 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pBCX 分别转化感

受态表达菌 B口1 ( DE3). 诱导表达后进行 SDS­

PAGE 鉴定，并按照常规方法进行 Westem-blot.

2 结果

2.1 N 基因的扩增及克隆

采用 RT-PCR 技术，用特异性引物扩增获得 1 条

大小约为1. 2 kb 的产物，与预期 N 基因大小相符，

结果见图1.将产物克隆至 pMD20-T 载体进行序列

测定和分析，结果证实得到的 2 种血清型的 N 基因

与 GeneBank 登录的基本一致.
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M: DNA Marker DUOOO; 1 ，2 为 VSV-IN-N;3 、4 为 VSV-NJ-N

图 1 VSV N 基因的 RT-PCR 电泳图

Fig. 1 Gel electrophoresis of N gene RT-PCR products 

2.2 原核表达重组质粒的构建及鉴定

将构建好的重组质粒 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ­

pBCX 进行酶切鉴定，双酶切产物在 5000 bp 以上及

1.2 kp 左右出现条带，均与预期大小相符，结果见图 2.
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Mj : DNA Marker DL1 5∞0; M2 : DNA Marker DU删;1 、2 为 VSV-IN­

pBCX 和 VSV同时 pBCX 质粒酶切结果 ;3 、4 为 pBCX 空质粒:5 为 VSV

的 N 基因

图 2 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pBCX 质粒酶切结果

Fig.2 Restriction analysis of plasmid VSV-IN-pBCX and VSV­

NJ-pBCX 

2.3 N 基因在大肠杆菌表达及 SDS-PAGE 检测

取 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pBCX 转化大肠杆

菌 BI21 (DE3)诱导表达后进行 SDS-PAGE 检测，可

分别检测到相对分子质量约为 82000 的表达产物，

如图 3.
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M:蛋白质相对分子质量标准;1:为空质粒 pBCX 在 BUl (DE3)中诱

导表达产物;2 、 3: 分别为 VSV-IN-pBCX 和 VSV剖J-pBCX 在 BUl

( DE3) 中诱导表达产物

图 3 VSV-IN-pBCX 和 VSV-NJ-pBα表达产物的 SDS-PAGE 检测

Fig.3 SDS-PAGE detection of recombinant plasmid VSV-IN-

pBCX and VSV-NJ-pBCX expression products 
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2.4 重组蛋白 Western-blot 鉴定

用 VSV 的 2 种血清型的豚鼠阳性血清进行免疫

印迹分析，结果如图 4 所示.在预染蛋白质相对分子

质量标准的 83 ∞o 附近出现一条抗原活性带，大小

与 SDS-PAGE 检测的蛋白一致.
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M:预染蛋白质相对分子质量标准; 1 ，2 为 VSV-IN-pBCX 表达产物 ;3

为 VSV-NJ-pBCX 表达产物

图 4 VSV-IN-pBCX 、VSV-NJ-pBCX 表达产物W臼tem-blot 鉴定

Fig.4 Westem-blot analysis of recombinant plasmid VSV -IN-

pBCX and VSV -NJ-pBCX expr'臼sion products 

3 讨论

VSV 核蛋白 N 较保守，其诱导的抗体为非中和

抗体，可用 ELISA 检测出来.花群义等[506]构建的

VSV N 基因重组表达载体 pBAD/ThioToPo ， 生产的

重组核蛋白抗原可以代替完整病毒作为 ELISA 检测

用的标准抗原.本文利用在 pET43a 载体基础上改

造的 pBCX 载体，通过基因重组方法对 VSV 的核蛋

白 N 基因进行大肠杆菌表达，为之后建立快速、特

异、简便的 ELISA 方法诊断 VS ，也为将来 VS 其他血

清学诊断试剂的制备和新型疫苗构建做好前期

准备.

现已被大众认可并具有较好抗原表位预测效果

的参数，主要有亲水性参数( H)巾ophilicity) ，其中应

用最广泛的是 Hopp & Woods 方案.在机体内，疏水

性残基一般埋在蛋白内部，而亲水性残基位于表面，

因此蛋白的亲水部位与蛋白的抗原位点有密切的联

系，最高亲水性区域常位于抗原决定簇内部或其附

近[4]. 据此标准，亲水性图中最高峰成为抗原表位

的可能性为 1∞%. Hoop&Woods 亲水性参数分析结

果都与通过 antigenic. pl 服务器(http://b皿 dfci. har­

vard. edulTools/antigenic. pl) 预测抗原表位得到的结

果是一致的，通过对 VSV 2 种血清型的核蛋白的生

物分析，初步可以预测核蛋白作为抗原来检测 VSV

对应阳性血清型.

大肠杆菌易于培养，而且表达量大，作为 ELISA

的检测抗原使用更具有优势.本文 pBCX 载体上的

msyB 多肤作为载体蛋白可与外源蛋白一道分泌到

的胞止中表达，大大增加了外源蛋白的可

溶性，表达的目的蛋白与天然产物在构象及生物活

性等方面没有区别.本文将 2 种血清型核蛋白基因

片段重组至在 pET43a 载体基础上改造的 pBCX 载

体，使核蛋白获得高效表达.

VSV 有着广泛的宿主群，可感染家畜和其他多

种野生动物，临床症状与水泡彦( VE) 、猪水泡病

(SVD) 和口蹄疫 (FMD) 不易区别，必须进行快速鉴

别诊断[7]. 随着加人 WTO 后国际贸易的增加， VSV

传人风险越来越大. 2 种血清型的 N 基因在大肠杆

菌中的高效表达为建立一套快速有效的血清学检测

方法奠定了基础.今后的研究包括重组蛋白的纯化

以及检测 2 种血清型 ELISA 方法等血清学诊断方法

的建立.
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