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要!以构建的含有编码猪流行性腹泻病毒
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株核衣壳蛋白"

+

#基因的阳性质粒
,

-./!"0!+

为模板!用

含有
.
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和
0,+
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酶切位点的上&下游引物扩增获得
1

基因!该
1(2

产物经
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和
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双酶切后定向克隆

到经相同双酶切的真核表达载体
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3.+4'5"
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#中!经过酶切鉴定和测序鉴定!将构建的重组质粒命名为
,

3.!

+4'5"
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!且未发现碱基的缺失和插入'用脂质体法将
,
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转染
)789:;

细胞!在
<0=

后!以

针对猪流行性腹泻病毒核衣壳蛋白的鼠源
>

多抗血清进行
?7@A78BCD9A

&免疫荧光检测!并运用共聚焦显微镜分析
+

蛋白的亚细胞定位'结果表明
1

基因能在真核细胞
)789:;

中正确表达!共聚焦分析结果表明
+

蛋白在细胞质

和细胞核中定位'
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猪流行性腹泻 "
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#是由猪流行性腹泻病毒"
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!

1:.)

#引起的以严重的肠炎&呕吐和

水样腹泻为主要特征的猪的一种急性肠道传染病'

各年龄段的猪均易感!尤其对幼龄仔猪表现高的致

死率*

"

+

'

1:.

首先报道于比利时和英国!此后在中

国&加拿大&匈牙利&德国&日本和韩国等国相继报

道*

#

+

!是世界范围内发生的猪病之一!给养猪业造成

了重大的经济损失'
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1:.)

属于尼多病毒目"

+IX9WI8HD7@

#冠状病毒

科"

(989BHWI8IXH7

#冠状病毒属"

(989BHWI8U@

#抗原

!

群的成员*

'
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!是有囊膜的不分节段的单股正链

2+4

病毒!基因组全长约
#0&''C
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#!

%_

端有帽子结构"

3H

,
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端有一个
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#尾'主要结构蛋白包括纤突蛋白"

E

,

I\7

!

E

#&

膜蛋白"

-7GC8HB7

!
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#&核衣壳蛋白"

+U3D793H

,
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@IX

!

+

#和小膜蛋白"

@GHDD-7GC8HB7

!

@-

#'其中

+

蛋白除和基因组
2+4

缠绕形成核糖核蛋白"

2I!

C9BU3D79

,

89A7IB

!

2+1

#复合体外!还参与病毒的复

制和转录*

<

+

'此外!在对冠状病毒一些成员
+

蛋白

亚细胞定位的研究中表明
+

蛋白在细胞核"或核

仁#中定位的特征!进而也阐明了
+

蛋白的一些功

能$

+

蛋白作为一个调节蛋白起作用!能够干扰宿主

细胞周期!参与细胞通信!

+

蛋白还可以抑制干扰素

的产生!诱导细胞调亡*

%

+

'而对
1:.)+

蛋白亚细

胞定位特征的研究还没有报道'

!!

作者以
1:.)()***

株的
+

蛋白基因为研究

对象!应用基因重组技术构建含有编码
1:.)

()***1

基因的真核表达载体并进行真核表达!并

对该蛋白在细胞中的亚细胞定位特征进行了初步分

析!旨在为后续的
+

蛋白核定位信号的鉴定和在细

胞中功能的研究奠定基础'

'

!

材料与方法

'G'

!

质粒$菌种和细胞株

!!

真核表达载体
,

3.+4'5"

"
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#&菌种
F5"+:(

.P%

#

和
)789:;

细胞由本实验室保存%含有编码

1:.)()***

株核衣壳蛋白基因的阳性重组质粒

,

-./!"0!+

由本实验室构建并保存%抗
1:.)

核衣

壳蛋白的鼠源多克隆抗血清由本实验室制备并保存%

感受态细菌的制备和质粒转化参照文献*
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+进行'
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主要试剂
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.-:-

培养基&

1̀/Q!-:-Q

培养基和胎牛

血清均购自
OQZ(̀

公司%

NQ/(

标记的山羊抗小鼠

Q

K

O

"

P6L

#购自北京中杉金桥生物技术有限公司%

Q2.

R

7

/-

*&&.V(9B

M

U

K

HA7X4JJIBIA

R

1U8IJI7XHBAI!

-9U@7Q

K

O

"

P6L

#购自
2̀ (aL4+.

公司%限制性

内切酶
.

/

)

!

&

0,+

!

购自
/HaH2H

%

/<.+4

连接

酶&

:]G$

H

.+4

聚合酶和
X+/1@

均购自
N78G7B!

AH@

公司%质粒抽提试剂盒&凝胶回收试剂盒购自

bQ4O:+

公司%

LI

,

9AHGIB7

/-

#&&&

购自
QBWIA89

K

7B

公司%细胞培养板购自
O87IB78CI9!9B7

公司'

'GH

!

细胞培养

! !

)789 :;

细 胞 生 长 在 含 有 青 霉 素 "

"&&

T

,

GL

c"

#)链霉素"

"&&T

,

GL

c"

#的
"&d

胎牛血

清的
.-:-

培养基中!

'*e%d (̀

#

培养箱培养'

'G$

!

真核表达载体的构建及鉴定

!!

根据
1:.)()***

株核衣壳蛋白基因的全序

列设计引物
+T

和
+L

'

+T

$

%_!4O4OO/4(!

(4/OO(//(/O/(4O(///(4O!'_

含
.

/

)

!

酶

切 位 点 和 起 始 密 码 子
4/O

%

+L

$

%_!

O(O(/(O4O//44///((/O/4/(O44O4/!

'_

!含
0,+

!

酶切位点和终止密码子'

1(2

反应体

系$

"&fZUJJ78#5%

$

L

!

X+/1@

"

"&GG9D

,

L

c"

#

#

$

L

!

+T

和
+L

引物各
"

$

L

"各
"&

,

G9D

,

L

c"

#!模

板重组质粒
,

-./!"0!+&5"

$

L

!

:]G$

H

.+4

聚

合酶
&5#%

$

L

!加水至
#%

$

L

'反应条件$

F%e

预变

性
%GIB

%

F<e;&@

!

;#e;&@

!

*#eF&@

!共
'&

个

循环%再
*#e

延伸
"&GIB

'

1

基因
1(2

产物与真

核表达载体
,

3.+4'5"

"

6

#分别用
.

/

)

!

和
0,+

!

双酶切后!凝胶回收酶切产物!按
'g"

的分子比

于
";e

连接过夜!转化
F5"+:(.P%

#

感受态细胞!

涂
aHB

6抗性的
LZ

平板!

'*e

培养
"#

%

";=

!挑取

单个菌落进行摇菌!提取质粒
.+4

!而后进行酶切

鉴定并选
'

个初步鉴定为阳性的质粒送上海英俊生

物技术有限公司测序'

'G%

!

转染
D5-/)&

细胞

!!

在转染前一天!用含无抗生素的
"&d

胎牛血清

#F;
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%

期 吕茂杰等$猪流行性腹泻病毒
+

蛋白的真核表达及其亚细胞定位的初步分析

.-:-

培养基接种细胞于
;

孔细胞培养板中!在转

染当天细胞达到
;&d

%

0&d

时铺板%按
LI

,

9!

J73AHGIB7

/-

#&&&

"

QBWIA89

K

7B

!

TE4

#说明书操作步

骤进行细胞转染'

'G&

!

间接免疫荧光试验

!!

转染后
<0=

!弃培养液!细胞用冰预冷的
%&d

甲醇和
%&d

丙酮的固定液室温固定
"%GIB

!用
1ZE

漂洗
'

次!每次
%GIB

!自然干燥%用
&5#d /8IA9B!V

"&&

透化处理细胞
%GIB

!再用
1ZE

漂洗
'

次!每次

%GIB

!自然干燥%而后在孔中加入
"g"&&

倍稀释的

鼠源抗
+

蛋白多抗血清!于
'*e

湿盒内作用
"=

!

再用
1ZE

漂洗
'

次!每次
%GIB

!自然干燥%加入
"g

"&&

倍稀释的
NQ/(

标记的羊抗鼠
Q

K

O

二抗!于湿

盒内
'*e

作用
"=

%用
1ZE

漂洗
'

次!每次
%GIB

!

自然干燥%最后在各孔中加入适量的灭菌水!于倒置

荧光显微镜下观察'

'GI

!

J5605-7:;/0

分析

!!

转染后
<0=

!收集
)789:;

)

,

3.+4'5"

"

6

#

!+

和
)789:;

)

,

3.+4'5"

"

6

#细胞!于
#&e

反复冻

融后!分别取上清和沉淀进行
"#d E.E!14O:

蛋

白凝胶电泳!参考文献*

;

+进行'在恒压
"%)'&

GIB

条件下将分离的蛋白转移到硝酸纤维素膜上!

用
%d

脱脂乳在摇床上室温封闭
'=

!然后加入
"g

"&&

稀释的鼠源抗
+

蛋白多克隆抗血清!

<e

过夜!

而后用
1ZE

漂洗
'

次!加入
"g%&&&

稀释的

Q2.

R

7

/-

*&&.V(9B

M

U

K

HA7X4JJIBIA

R

1U8IJI7XHBAI!

-9U@7Q

K

O

二抗!室温避光轻摇孵育
<%GIB

!室温

下用足量的
1ZE

轻柔洗膜
<

次!每次
%GIB

!避光操

作'利用近红外双色激光成像系统
X̀

R

@@7

R

进行

扫描!分析
+

蛋白的反应活性'

'GK

!

共聚焦显微镜分析

!!

转染后
<0=

!同
"5*

进行间接免疫荧光试验!而

后加入碘化丙啶"

1Q

!

"&&

$

K

,

GL

c"

#!于
<e

避光

染核
"%GIB

!

1ZE

漂洗
'

次!利用
L7I3HDH@78@3HB!

BIB

K

39BJ93HDGI389@39

,R

"

O78GHB

R

#来分析表达的

+

蛋白在细胞内的定位情况'

!

!

结
!

果

!G'

!

!

基因的获得

!!

以
,

-./"0!+

阳性质粒为模板和设计的特异

引物扩增出预期大小的
1

基因片段"约为
"'<<

C

,

#"图
"

#'

"$.L#&&&GH8\78

%

#$

阴性对照%

'$1:.)1

基因

"$.L#&&& GH8\78

%

#$+7

K

HAIW739BA89D

%

'$1:.)

1

K

7B7

图
'

!

!

基因
>LM

扩增结果

N1

O

G'

!

!

O

575,?

4

;1A158:

.

>LM

!G!

!

真核表达载体
4

2B(@HG'

"

P

#

Q(

的构建

!!

凝胶电泳显示!

,

3.+4'5"

"

6

#

!+

经双酶切后

获得约
%<&&

和
"'<<C

,

的
#

个目的片段!证实
1

基因已插入质粒载体"图
#

#'测序结果表明$构建

在载体中的
1

基因的核苷酸序列在
*#;

&

FF;

&

"#<#

位发生点突变"表
"

#!没有发生缺失和插入'用

+77XD7
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细胞中表达后

的免疫活性分析
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间接免疫荧光试验结果显示!转染有重组质粒
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蛋白的细胞定位特征
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蛋白的真核表达及其亚细胞定位的初步分析

构蛋白之一!长度为
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个氨基酸!是一种多

功能的磷酸化蛋白质!表现为高的碱性和高的丝氨

酸含量!是冠状病毒在感染细胞中产生最多的病毒
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,

QF5F

'有关研究表明$

1:.) +

蛋白在碱性条件

"

,

PF

#下具有较高的溶解度*

'

!

"&

+

'

!!

对冠状病毒一些成员的
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蛋白磷酸化的研究
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作者的研究表明
+

蛋白在细胞核的存在!表明

了
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究表明
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蛋白借助核"或核仁#定位信号转移到细

胞核"或核仁#!参与核仁功能的调节!用来优化病毒

复制'而核仁参与一些宿主细胞进程的调节!包括

细胞周期&细胞调亡和抗病毒反应的诱导等'因而
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动物疫情快递

克罗地亚发生新城疫

#&&F

年
%

月
""

日!克罗地亚
EHB

M

HE7

,

H89WI3

博士向
Q̀:

通报了新城疫疫情'疫情始于
#&&F

年
<

月
F

日!于
%

月
0

日确诊'此次疫情是临床发病!病原是鸽
"

型副黏病毒"

11-)!"

#!属速发型毒株'依靠临床

检测&实验室检测作出诊断!克罗地亚家禽中心"国家实验室!位于萨格勒布#通过病毒测序确诊'疫区位于

斯普利特
!

达尔马提亚县
aHjA7DaHGC7D9WH3

的养殖场!易感动物是鸽子!有
"''

只易感鸽!病例
#

例!死亡
#

只!未销毁&扑杀'感染来自接触野生动物和引进活体动物'克罗地亚采取的控制措施有检疫&国内限制移

运&筛查和染疫场区消毒!未禁止免疫!未对动物进行治疗%即将采取紧急免疫措施'克罗地亚上一次发生新

城疫是
"FF"

年
'

月'

巴林发生口蹄疫

#&&F

年
%

月
"#

日!巴林
EHDGHB4CXUD+HCI

博士向
Q̀:

通报了口蹄疫疫情'疫情始于
#&&F

年
<

月
#&

日!于
%

月
""

日确诊'此次疫情是临床发病!病原是
4@IH"

型口蹄疫病毒'依靠临床检测和实验室检测作

出诊断!

1I8C8I

K

=A

实验室"

Q̀:

参考实验室#的
1(2

和抗原检测
:LQE4

结果均为阳性'疫区位于麦纳麦
4D

CH=HGH

的养殖场!易感动物是牛!该畜群在免疫
"X

后发病!有
;<

头易感牛!病例
;<

例!未出现死亡!未销

毁&扑杀'感染来自引进活体动物'巴林采取的控制措施有国内限制移运&区域化&紧急免疫和染疫场区消

毒!未禁止免疫!对动物进行了对症治疗"使用抗炎药物#'

"摘译自
Q̀:
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