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对不同表达系统的猪圆环病毒 2 型 Rep 蛋白的

电泳特性分析

张停婷，程晓亮，林文耀，陈薇薇，张桂红，廖 明，樊惠英

(农业部动物疫病防控重点实验室，华南农业大学兽医学院，广东广州 510642)

摘要:利用特异性引物从圆环病毒 2 型( PCV2)毒株克隆出 Rep 基因，并将其插入到原核表达载体 pET28a 和杆状

病毒转移载体 pFastbacHT( B) 上，利用大肠杆菌 B口1 (DE3)株原核系统以及 Bac-to-Bac 杆状病毒系统表达 Rep 蛋

白. Westem-blotting 表明，原核和真核表达裂统均能表达出圆环病毒 2 型 Rep 蛋白，电泳分析表明，不同系统表达得

到的 Rep 蛋白有不同的电泳特性，揭示 Rep 蛋白存在翻译后修饰.
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Electrophoretic Characterization of PCV2 
Rep Proteins Expressed by Different Expression Systems 
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CHEN Xiao-wei , ZHANG Gui-hong , LIAO Ming , FAN Hui-ying 

( Key Laboratory for Prevention and Control of Animal Diseases of the Ministry of 

Agriculture , College of Veterinary Medicine , 50uth China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: Rep gene of PCV type 2 was amplified , and further inserted into the prokarγotic expression vec­

tor (pET28a) and the eukaryotic transfer vector (pFastbacHT( B) ). Rep protein was expressed by both 

Escherichia coli BI21 (DE3) and by baculovirus infected Sf9 cell line. Western-blotting indicated that" 

prokaryotic and eukarγotic Rep proteins were successfully expressed with different electrophoretic charac­

teristics , which revealed that there may be post-translational effects on Rep protein. 
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圆环病毒 (Porcine circovirus , PCV )属圆环病毒

科，圆环病毒属，基因组为单股环状 DNA ，为 2000

bp. 分为 2 型，即圆环病毒 1 型 (PCV1)[IJ 和圆环病

毒 2 型 (PCV2) [2J . PCVl 是机体和细胞的常在病毒，

不具备致病性，而 PCV2 则是多系统衰竭综合症

(PMWS) 的病原. PCV2 有 2 个蛋白，分别是 Cap 蛋
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自和 Rep 蛋白， Cap 蛋白是病毒的结构蛋白，具有良

好的抗原性，而 Rep 蛋白是非结构蛋白，在所有的圆

环病毒里高度保守，参与病毒复制，对圆环病毒繁殖

起重要作用. Rep 基因翻译成 2 个蛋白，一个是 Rep

基因全长阅读框的 312 个氨基酸的蛋白，即 Rep 蛋

白，相对分子质量为 35 700. 另一个是 168 个氨基酸
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的 Rep，蛋白 [31 研究表明 2 种蛋白都能结合病毒

DNA，对启动病毒 DNA 复制是必要的，对 2 种蛋白

定位试验表明，他们都定位于细胞核[4]. 目前发现 3

种参与病毒周期的细胞蛋白与 Rep 蛋白作用[剖，研

究也表明，PCV2 的 Rep 蛋白结合到 Cap 蛋白和中间

纤毛样蛋白上[6]. 本研究目的主要是利用原核和真

核系统表达出 PCV2 的 Rep 蛋白，为进一步研究 Rep

蛋白的功能作准备.

1 材料与方法

1. 1 材料

本试验相关的 PCV2 毒株、细胞、菌种和质粒均

由华南农业大学兽医学院传染病教研室保存.

体的表达菌(泳道 34) 相比，含 pET-28a--Rep 的表

达菌(泳道 1-2 )经诱导后产生了相对分子质量约

400∞的条带.

70000 l 

55000 卢

35000 架

M 2 3 4 

M:蛋白质相对分子质量标准;l 、 2: 含重组质粒 pET-28a-Rep 的表达

菌诱导 4h 后的样品 ;3 、4: 含 pET-28a 空载体的表达菌诱导 4 h 后的

1. 2 方法 样品

1. 2. 1 原核表达质粒的构建以及 Rep 蛋白的原核 图 l 原核表达 Rep 蛋白的 SDS-PAGE

表达与纯化 根据 PCV2 GD 株序列设计合成 1 对扩 Fig. 1 SDS-PAGE of Rep proteins expressed in the Esc.加时.hia coli 

增 ORF1基因的引物， RepF :5'-ATCGATggatccATGC­

CCAGCAAGAAGAAT-3'和 RepR: 5'-ATCGATctcgagT­

CAGTAATITATITCATA-3' ，其 5'端分别引人限制性

内切酶 BamH 1 和 Xho 1. 构建重组表达质粒 pET-

28a-Rep，并将其转化 B口1 ( DE3) 菌， IPTG 诱导表

达，最后用 GE 蛋白纯化柱，按操作说明书纯化 Rep

蛋白.

1.2.2 杆状病毒转移载体、重组穿梭载体的构建

参照 Bac-to-Bac 表达系统于册，将用品时n和 XhoI

双酶切后的 ORF1基因，与转移载体 pFastBacHT( B) 

( Invitrogen) 连接，构建 pFastBacHT-Rep. 并将其转化

DHlOBac 大肠杆菌，通过蓝白斑筛选、纯化阳性菌

落.将阳性菌落接种于高盐 LB 液体培养基中进行扩

增，提取重组穿梭载体 Bacmid-Rep.

2.2 原核表达 Rep 蛋白的纯化和 Western-blotting

分析

对 Rep 蛋白进行纯化，用 SDS-PAGE 进行分析，

结果如图 2A 所示.

将表达后的 Rep 蛋白，经 129毛 SDS-PAGE 电泳

并转印 NC 膜，以抗 PCV2 的阳性血清为一抗， HRP

标记的羊抗猪 IgG 为二抗进行 Westem-blotting ，结果

表明 Rep 蛋白具有较好的抗原性，能与 PCV2 阳性血

清发生反应，Rep 蛋白的相对分子质量约为 40000 ，

结果如图 2B 所示.

M M 

70000 70000 

1. 2. 3 重组杆状病毒 Ac-Rep 的获得 参照文献 55 ∞o 
55000 

[7-8] ，提取纯化 Bacmid-Rep ， ftJ用 Cellfectin 转染 S19

细胞，于 28 "c培养，待出现细胞病变，收集上清液即 40000 35000 

获得重组杆状病毒 Ac-Rep.

1. 2. 4 Rep 蛋白的 Westem -blotting 分析收集 Ac­

Rep 感染 72h 后的细胞以及原核表达的 Rep 蛋白，

经 129毛 SDS-PAGE 电泳并转印 NC 膜，以抗 PCV2 的

阳性血清为一抗， HRP 标记羊抗猪 IgG 为二抗进行

Westem-blotting 分析.

2 结果

2.1 原核表达 Rep 蛋白的表达

经测序结果证实所构建的 pET-28a-Rep 正确元

误，将其转化至 B口1 (DE3) ，将诱导 4h 后的产物进

行 SDS-PAGE ，结果如图 1 所示:与含 pET-28a 空载

35000 27000 

M:蛋白质相对分子质量标准;1 :Rep 蛋臼.

图 2 原核表达 Rep 蛋白纯化后的 SDS-PAGE (A) 与 West­

em-blotting 分析( B) 

Fig.2 SDS-PAGE (A) and Westem-blotting (B) analysis of 

Rep protein after purification 

2.3 Rep 蛋白的真核表达及 Western-blotting 分析

收集 Ac-Rep 感染 72h 后的细胞，进行 Westem­

blotting 分析，结果表明在 Ac-Rep 感染的产物中出现

约 36000 的条带(图 3) . 
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M:蛋白质相对分子质量标准;1:真核表达的 Rep 蛋白.

图 3 真核表达 Rep 蛋臼的 Western-blotting 分析

Fig. 3 Western-blotting analysis of Rep protein expressed in Eu-

karyotic system 

3 讨论

Bratanich 等[9] 在 PK-15 上对 PCV2 病毒进行转

录分析初步发现 ORF1 编码的 Rep 蛋白的 mRNA 能

切割成 3 种 Rep 相关 mRNA ，其中 2 个转录体与

PCV1 病毒的对应转录体具有很高相似性，而另一个

转录体则是 PCV2 病毒特有 Cheung 等[叫研究人员
在 PK-15 上也对 PCV2 病毒进行了转录分析，进一步

发现。RF1 编码的 Rep 蛋白的 mRNA 能切割成 5 种

Rep 蛋白相关 mRNA，并命名为 Rep 、 Rep ，、 Rep3a 、

Rep3b 和 Rep3c. 这些研究均表明 Rep 蛋白有不同的

转录体，其中某些转录体与病毒复制高度相关.
Mankertz 等问， 11] 构建不同转录体 Rep 和 Rep，的

瞬时表达质粒与以 PCV2 复制起始点为启动子表达

荧光素酶( Luc) 的瞬时表达质粒分别共转染细胞，

证明 Rep 和 Rep，的转录体所表达的转录的蛋白均能

起始 PCV1 和 PCV2 复制起始点的复制，并且对不同

的基因组的复制效率有所不同.以上研究证明 Rep

和 Rep，的转录体所表达的转录蛋白是参与 PCV2 基

因组复制起始的蛋白.

Timmusk 等[6] 证明 PCV2 病毒的 Rep 蛋白能与

PK-15 的中间纤毛样蛋白和转录调控子 c-myc 作用，

Rep 蛋白也可以与 Cap 蛋白作用.P岳rez-Martín 等[口]

成功用杆状病毒系统表达出 PCV2 的 Rep 蛋白并建

立以 Rep 蛋白为包被抗原的 ELlSA 方法，以应用于

检测动物感染 PCV2 后产生抗 Rep 蛋白抗体的水平.

Zhang 等[口]应用原核表达系统表达出 PCV2 病毒的
Rep 蛋白并制备出单克隆抗体. Finsterbusch 等[5] 用

酵母杂交试验证明 PK-15 的 ZNF265 、TDG 和 VG5Q

蛋白能与 PCV2 的 Rep 蛋白作用.以上研究揭示 Rep

蛋白与宿主细胞的作用均以 Pι15 为基础而不是

PCV2 的天然宿主细胞肺泡巨噬细胞，同时这些研究

还提示 Rep 蛋白能被原核系统和真核系统所表达，

这为在蛋白水平上研究 Rep 蛋白提供良好的工具

本试验成功用原核和真核系统表达出 PCV2 的

Rep 蛋白，从电泳结果来看，原核的 Rep 蛋白与真核

、

的 Rep 蛋白相对分子质量不同，可能是真核的 Rep

蛋白存在翻译后修饰，这个结果提示 Rep 蛋白序列

上存在糖基化或磷酸化等位点，应用 2 种蛋白分别

进行蛋白质水平的试验然后进行差异质谱分析可以

发现新的蛋白结合位点，应用真核的 Rep 蛋白制备单

克隆抗体能得到抗 Rep 蛋白空间表位的单克隆抗体.
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