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猪圆环病毒２型 ＯＲＦ１和 ＯＲＦ３Ｔ淋巴细胞
抗原表位的克隆与原核表达

高　娟，王艳玲，蒋再学，竺　薇，罗满林
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：　根据Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ筛选出来的３个具有活性的Ｔ淋巴细胞抗原表位（Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅ，ＴＣＥ）合成 ｔｃｅ基因
（１８０ｂｐ），成功插入到ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载体中，筛选获得重组质粒，命名为ｐＭＤＴＣＥ．将ｔｃｅ酶切产物亚克隆到原核
表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）中，获得重组质粒，命名为ｐＥＴＴＣＥ．用ＩＰＴＧ进行诱导表达，收集菌液进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测，
结果显示合成基因在ｐＥＴ３２ａ（＋）中获得了高效融合表达，其表达蛋白相对分子质量约为２５０００，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分
析结果表明，获得的融合蛋白可与猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）阳性血清发生特异性反应，具有良好的免疫原性．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＣＶ２；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅ；ｃｌｏｎｉｎｇ；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　 猪圆环病毒感染已经成为严重危害世界养猪业
的一种重要传染病．该病于 ２００１年在我国首次发
现，目前在猪群中广泛流行．猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒ
ｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）有２个血清型，即ＰＣＶ１和ＰＣＶ２．ＰＣＶ２
对猪的危害极大，可引起一系列相关的临床病征，其

中包括猪断奶后多系统衰弱综合征（ＰＭＷＳ）、皮炎
肾病综合征（ＰＤＮＳ）、母猪繁殖障碍等．ＰＣＶ２基因组
全长为１７６７ｂｐ或１７６８ｂｐ，含有多个开放式阅读框

（ＯＲＦ），其中 ＯＲＦ２编码主要的结构蛋白（Ｃａｐ蛋
白）．其他阅读框均编码非结构蛋白，其中 ＯＲＦ１有
９４５个碱基，编码病毒ＤＮＡ复制相关的蛋白（Ｒｅｐ蛋
白），ＯＲＦ３长３１５ｂｐ，编码非结构蛋白，其性质与功
能目前尚不十分清楚．华丽等［１］利用生物信息学软

件分析，发现ＰＣＶ２ＳＣ株ＯＲＦ３编码蛋白含有１２个
潜在的磷酸化位点；ＯＲＦ３成熟蛋白有４个主要的抗
原位点，可能与病毒的致病性有关．２００７年，Ｓｔｅｖｅｎ



ｓｏｎ等［２］研究 ＰＣＶ２Ｔ淋巴细胞抗原表位时证明
ＯＲＦ１（８１～１００位氨基酸和２０１～２２０位氨基酸）与
ＯＲＦ３（３１～５０位氨基酸）编码的３个多肽均可以诱
导外周血液单核细胞中 Ｔ淋巴细胞的增殖能力．
２０１０年，Ｍｅｎｇ等［３］研究识别ＰＣＶ２Ｒｅｐ蛋白Ｎ′端的
单克隆抗体时发现，ＰＣＶ２ＲｅｐＮ上８０～１１０位氨基
酸是３Ｄ１０的抗原表位．本研究根据 Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ等［２］

发表的翻译３个多肽的序列合成抗原表位的基因，
成功克隆了此段基因并在大肠埃希菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
中进行了融合表达，这不仅可以更深入了解 ＰＣＶ２
ＯＲＦ１和ＯＲＦ３等编码的非结构蛋白功能与应用，还
为研制ＰＣＶ２基因工程疫苗和抗体检测试剂盒奠定
了基础．

１　材料与方法
１．１　菌株、载体与血清

大肠埃希菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＭＤ１８ＴＳｉｍ
ｐｌｅＶｅｃｔｏｒ、ｐＥＴ３２ａ（＋）、猪圆环病毒阳性血清为自
制并保存：用华南农业大学兽医学院传染病实验室

自主分离的ＰＣＶ２平洲株进行猪的攻毒试验，待抗体
滴度最高时抽血分离得到血清．
１．２　主要分子生物学试剂

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＬ２０００、ＤＬ５０００、ＤＬ１５０００
Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接
酶为大连宝生物工程有限公司产品；预染蛋白Ｍａｒｋ
ｅｒ（相对分子质量为１００００～２５００００）为美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司产品；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（相对分子质量为
１００００～１７００００）为深圳中晶生物技术有限公司产
品；Ｅ．Ｎ．Ｚ．Ａ质粒小抽、胶回收试剂盒为 Ｏｍｅｇａ公
司产品；６×ＨｉｓＴａｇｇｅｄＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ为广州
建阳生物技术有限公司产品；蛋白 Ａ（ＨＲＰＰｒｏｔｅｉｎ
Ａ）为武汉博士德生物工程有限公司产品．

１．３　基因的合成

应用ＤＮＡＳｔａｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ４．０）基因分析软件，参照
Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ等［２］发表的 Ｔ淋巴细胞抗原表位（Ｔｌｙｍ
ｐｈｏｃｙｔｅｅｐｉｔｏｐｅ，ＴＣＥ）基因序列，并在其序列的上游
５′端加入 ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶位点，下游３′端加入
ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶位点，序列送上海英俊生物技
术有限公司合成．目的基因片段为１８０ｂｐ，合成目的
片段全长１９５ｂｐ，包括终止密码子 ＴＡＡ的 ＰＣＶ２Ｔ
细胞多表位成熟蛋白基因，转入 ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载
体，转化至大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态细胞中．目的片
段序列为：

５′ＧＡＡＴＴＣＴＧＣＣＡＣＡＴＣＧＡＧＡＡＡＧＣＧＡＡＡ
ＧＧＡＡＣＡＧＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＴＡＡＡＧＡＡＴＡＣＴＧＣ
ＡＧＴＡＡＡＧＡＡＡＡＧＴＧＧＴＧＧＧＡＴＧＧＴＴＡＣＣＡＴ

ＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＴＧＧＴＴＧＴＴＡＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＴ
ＴＡＴＧＧＣＴＧＧＣＣＣＡＧＧＴＧＧＣＣＣＣＡＣＡＡＴＧＡＣ
ＧＴＧＴＡＣＡＴＴＧＧＴＣＴＴＣＣＡＡＴＣＡＣＧＣＴＴＣＴＧ
ＣＡＴＴＴＴＣＣＣＴＡＡＡＡＧＣＴＴ３′．
１．４　目的基因的鉴定与序列测定

按照Ｏｍｅｇａ公司的 Ｅ．Ｎ．Ｚ．Ａ质粒小抽试剂盒
说明书抽提含目的基因的重组克隆质粒 ＤＮＡ，然后
经限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ 双酶切鉴定，挑选
阳性克隆子送上海英俊生物技术有限公司测序，并

命名为ｐＭＤＴＣＥ．
１．５　原核表达载体的构建

将克隆于ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载体中的 ｔｃｅ基因用
ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电
泳并进行胶回收．同样方法处理原核表达载体 ｐＥＴ
３２ａ（＋），常规方法连接，将连接产物转化至大肠埃
希菌ＢＬ２１感受态细胞中．重组表达质粒经过双酶切
鉴定，筛选出阳性重组质粒 ｐＥＴ３２ａＴＣＥ送上海英
俊生物技术有限公司测定，并命名为ｐＥＴＴＣＥ．

１．６　重组表达质粒 ｐＥＴＴＣＥ在大肠埃希菌 ＢＬ２１
中的诱导表达

　　吸取含阳性重组质粒 ｐＥＴＴＣＥ的 ＢＬ２１菌液按
１０ｍＬ／Ｌ接种量接种于４ｍＬ含Ａｍｐ＋（１００μｇ／ｍＬ）的
新鲜ＬＢ液体培养基中，１６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下振摇
培养至Ｄ６００ｎｍ为０６～０．８时（约３ｈ），加入终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ的无菌异丙基βＤ硫代吡喃半乳糖苷
（ＩＰＴＧ），３７℃１６０ｒ／ｍｉｎ继续振摇培养４～５ｈ．同时
设置空白菌 ＢＬ２１及含空白载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）的
ＢＬ２１作为阴性对照．取１ｍＬ菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｓ，弃上清液，用１００μＬ２×ＳＤＳＰＡＧＥ加样缓冲液
重悬菌体，反复冻融３次，于沸水中煮沸５～１０ｍｉｎ，
冷却至室温，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，其上清液可直
接进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析．
１．７　 包涵体的制备与蛋白纯化

３００ｍＬ含 Ａｍｐ＋（１００μｇ／ｍＬ）的新鲜 ＬＢ液体
培养基大量诱导蛋白，收集诱导表达的菌体，按常规

方法对菌体进行超声处理，包涵体的溶解以及蛋白

纯化．蛋白纯化方法步骤按 ６×ＨｉｓＴａｇｇｅｄＰｒｏｔｅｉｎ
ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ说明书进行，收集洗脱峰，用于 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析．
１．８　重组表达蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

将纯化的重组表达蛋白经电转移后转印到硝酸

纤维素膜上，用含有 ５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的 ＴＢＳ溶液
４℃条件封闭过夜，用 ＴＢＳＴ冲洗３次，与猪圆环病
毒阳性血清在室温环境下作用１ｈ，用 ＴＢＳＴ洗涤３
次，加入辣根过氧化物酶标记的 ＰｒｏｔｅｉｎＡ，室温轻摇
孵育１～２ｈ，用 ＴＢＳＴ洗涤５次，ＤＡＢ显色确定有无
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可识别的特异性条带．

２　结果与分析
２．１　重组克隆质粒 ｐＭＤＴＣＥ的双酶切鉴定及测

序结果

　　抽提重组克隆质粒琼脂糖凝胶电泳能检测到１
条大约为２９ｋｂ的条带，与预期结果相符，且对该质
粒经限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，能检测
到１条约１８３ｂｐ的条带，与预期结果相符，表明ｔｃｅ基
因成功插入到ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ中（图１）．

Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１：重组克隆质粒

ｐＭＤＴＣＥ的双酶切产物；２：重组质粒ｐＭＤＴＣＥ．

图１　重组克隆质粒ｐＭＤＴＣＥ双酶切鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｉｎｇｐｌａｓ

ｍｉｄｐＭＤＴＣＥｏｆｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

　　ｔｃｅ基因序列全长为 １８３ｂｐ，并且该序列与
“１３”合成的基因序列完全相同．
２．２　重组表达载体构建的结果

将从ｐＭＤＴＣＥ质粒切下的 ｔｃｅ基因片段纯化产
物插入到ｐＥＴ３２ａ（＋）载体的ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ位点
之间，经筛选获得重组表达质粒 ｐＥＴＴＣＥ．用１０ｇ／Ｌ
琼脂糖凝胶检测重组表达载体的双酶切产物，能检

测到１条约１８３ｂｐ的目的条带．试验结果与预期结
果一致，从而表明目的片段 ｔｃｅ基因成功亚克隆到
ｐＥＴ３２ａ（＋）载体中，且方向正确（图２）．
　　ｔｃｅ基因的序列测定结果同样与１．３合成的基因
序列完全相同，序列全长为１８３ｂｐ．
２．３　表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

收集重组菌诱导表达产物，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
结果显示，与诱导的 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌体蛋白、诱导的
ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＢＬ２１（ＤＥ３）菌体蛋白显示的蛋白条带
比较，重组表达质粒 ｐＥＴＴＣＥ／ＢＬ２１（ＤＥ３）在相对

分子质量２５０００附近有１条蛋白条带，与预期大小
相符（图３），表明 ｔｃｅ基因在大肠埃希菌 ＢＬ２１中已
初步成功获得表达．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１：重组表达载体 ｐＥＴＴＣＥ的双酶切产物；
２：重组表达载体ｐＥＴＴＣＥ．

图２　重组表达载体ｐＥＴＴＣＥ的双酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｌａｓｍｉｄｐＥＴＴＣＥｏｆｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：诱导的 ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＢＬ２１（ＤＥ３）
菌体蛋白；２：诱导的 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌体蛋白；３：重组表达质粒 ｐＥＴ
ＴＣＥ／ＢＬ２１（ＤＥ３）菌体蛋白．

图３　表达蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　目的蛋白的纯化
对诱导表达的蛋白进行纯化，收集得到的洗脱

峰经ＳＤＳＰＡＧＥ分析，得到清晰单一的条带（图４）．
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Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：重组表达质粒ｐＥＴＴＣＥ／ＢＬ２１（ＤＥ３）

菌体蛋白；２：纯化产物．

图４　纯化蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　表达蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
将重组蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转移至 ＮＣ

膜上进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，并设阴性对照，结果显示，在
相对分子质量２６０００附近出现１条清晰反应带（图
５），说明表达蛋白与猪圆环病毒２型阳性多抗特异
性结合，有良好免疫原性．

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：纯化好的重组表达蛋白；２：阴性对照．

图５　重组蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析
Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨论
原核的大肠埃希菌表达系统具有表达高效、经

济方便以及遗传背景清楚的优点．虽然此系统具有
局限性，当所表达的蛋白是复杂的真核来源的蛋白

时，大肠埃希菌常常是形成不溶性、多肽链折叠错误

以及没有活性的包涵体，而不能形成天然构象的蛋

白质［４］．但是，人们从多年的实践中得到了诸多经
验，譬如：选择合适的表达菌株、优化适合表达自己

目的蛋白的条件．另外 Ｔｏｂｉａｓ等［５］在研究猪圆环病

毒复制需要Ｒｅｐ和Ｒｅｐ′２种蛋白时表明猪圆环病毒
主要蛋白上抗原表位多为线性的，因此蛋白质的加

工无需复杂的加工与修饰．所以本试验选择此系统
表达ＰＣＶ２Ｔ淋巴细胞抗原表位基因，简单快捷地表
达了目的蛋白．根据氨基酸平均相对分子质量是
１２８，计算大肠埃希菌表达的融合蛋白的相对分子质
量应该是２４７６８，但是本试验 ＳＤＳＰＡＧＥ结果则显
示稍大于２６０００．当外源蛋白在表达系统中表达时，
影响表达蛋白大小的因素有很多：如二硫键的形成、

蛋白的异常迁移以及糖基化的发生等．原核表达系
统的主要特点就是表达产生的蛋白质不能进行糖基

化、磷酸化等修饰，难以形成正确的二硫键配对和空

间构象折叠，并且在ＳＤＳ电泳时，把蛋白样品和上样
缓冲液混合后在沸水中煮了１０ｍｉｎ，尽量使蛋白的
空间结构完全打开变性．Ｂａｎｋｅｒ等［６］发现异常蛋白

质在进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳时，蛋白质的表观相对分
子质量会随着凝胶中丙烯酰胺浓度的改变而发生变

化．本研究中，多次将蛋白样品进行凝胶电泳，分离
胶的丙烯酰胺质量分数在１２％ ～１５％范围内变动，
但是融合蛋白的凝胶电泳结果均相同，因此排除了

以上的３种可能．该试验表达的融合蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果阳性，有很好的免疫原性，所以究其原因可
能是蛋白平均相对分子质量不精确导致的计算误

差．
抗原表位（Ｅｐｉｔｏｐｅ）又称抗原决定簇（Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ），是指抗原分子上的一个免疫活性区，
具有特殊结构和免疫活性的化学基团，是具有刺激

机体产生抗体或致敏淋巴细胞并能够被其识别的部

位．按与抗原受体细胞结合的不同，分为Ｂ细胞抗原
表位和Ｔ细胞抗原表位．Ｂ细胞抗原表位介导体液
免疫，Ｔ细胞抗原表位介导细胞免疫．单纯的Ｂ抗原
细胞表位不能介导有效的体液免疫应答，须有 Ｔ抗
原细胞表位介导细胞免疫应答的参与．因此 Ｔ细胞
抗原表位在免疫应答反应中发挥着非常重要的作

用．为了更深入地了解Ｔ细胞抗原表位的功能，本试
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验结合 Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ等［２］的研究对发表的 Ｔ细胞抗原
表位基因进行了原核表达．

目前国内外研究 ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白的文献比比皆
是，尤其是对此蛋白抗原表位的鉴定与分析．Ｓｈａｎｇ
等［７］在研究猪圆环病毒抗原表位时，筛选了５个 Ｂ
细胞线性表位，包括ＰＣＶ２特有的氨基酸残基２３１～
２３３和１９５～２０２位，ＰＣＶ１特有的氨基酸残基９２～
１０３位，以及ＰＣＶ１和ＰＣＶ２共有的氨基酸残基１５６～
１６２和１７５～１９２位；郭龙军等［８］对ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白上
抗原表位进行鉴定时发现核心序列为２６ＲＰＷＬＶＨ
ＰＲＨＲＹ３６的优势抗原表位位于 Ｃａｐ蛋白核定位信号
区上，这些研究都有利于猪圆环病毒ＯＲＦｓ功能的研
究以及得到有鉴别诊断价值的抗原表位．相比而言
国内外研究ＰＣＶ２ＯＲＦ１和ＯＲＦ３等编码非结构蛋白
功能与应用的文章较少，大部分研究用基因工程菌

表达的Ｒｅｐ蛋白均可与 ＰＣＶ２阳性血清发生特异性
反应，亦具有良好的免疫原性．杨晓农［９］在对 ＰＣＶ２
ＯＲＦ１、ＯＲＦ３和ＯＲＦ５基因部分功能的研究中，用酶
切缺失方法分别构建 ＯＲＦ１、ＯＲＦ３、ＯＲＦ５缺失突变
毒株 ｍＰＣＶ２Ａ、ｍＰＣＶ２Ｃ和 ｍＰＣＶ２Ｅ，然后接种于
２８～３０日龄健康仔猪，结果表明基因缺失对病毒的
细胞免疫功能未产生影响，三基因缺失突变毒株仍

有诱导仔猪细胞免疫应答的趋势，说明 ＯＲＦ１、
ＯＲＦ３、ＯＲＦ５上均有诱导细胞免疫的抗原表位．因此
本文对ＰＣＶ２ＯＲＦ１和ＯＲＦ３上的具有细胞免疫活性
的部位进行了研究，融合表达了ＯＲＦ１与ＯＲＦ３上的
Ｔ淋巴细胞抗原表位，且得到了预期的效果，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示融合蛋白与猪圆环病毒２型阳性血
清发生特异性反应，有良好的免疫原性．

鉴于不清楚融合表达的ＴＣＥ抗原表位是否可以
诱导外周血液单核细胞中 Ｔ淋巴细胞的增殖能力，
目前本研究正着手用纯化好的ＴＣＥ表达蛋白免疫小

鼠，探讨其是否有更好的 Ｔ细胞免疫功能，希望为
ＰＣＶ２基因工程疫苗的制备奠定基础．
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