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摘要：首次对犬冠状病毒大熊猫株（))* +,）核蛋白（-）基因进行了克隆和序列测定。本实验根据 +./01/2 中

报道的 ))* $/3145 6 " 株 - 蛋白基因序列，设计了一对特异性引物，对分离的 ))* +, 野毒株进行了 78 6 ,)7 扩

增。将扩增的 ,)7 产物纯化回收后与 9+:;<8 连接得到重组质粒 98-，进行核苷酸序列测定。结果该基因全长

" "=’ >9，编码 %(# 个氨基酸；与 ))!标准毒株 ?/3145 6 $ - 基因相比，核苷酸的同源性为 @#A’B，推导的氨基酸的

同源性为 @%A#B。在推导的 - 蛋白 - 端 "C’ 6 "D@ 位存在一个 E7FF 富集区，与小鼠肝炎病毒 - 蛋白相应区域相

同，推测可能是 7-G 结合区。预测的 +, 株 - 蛋白疏水性和抗原表位与 ?/3145 6 $ 株 - 蛋白存在细微的差异。将

98- 双酶切，回收目的基因片段克隆到大肠杆菌表达载体 9:8#( 1 中构建了重组质粒 9:8-，转化大肠杆茵 &’#"，

用 ?,8+ 进行了诱导表达。结果重组菌菌体裂解物经 EHE 6 ,G+: 电泳可检测到相对分子量为 =( IH 的重组蛋白，

免疫印迹法证实该重组蛋白可以与 ))* 多克隆抗体发生特异性反应。经凝胶薄层扫描分析，重组 - 蛋白表达量

可占菌体蛋白的 =@A%B，表达的蛋白纯化后可用于建立检测大熊猫 ))* 抗体间接 :J?EG 用的包被抗原。
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根据血清学试验和种属发生规律，已知的冠状

病毒可分为 5 个血清群，犬冠状病毒（!"#$#% &’(’6
#")$(*+，!!7）属血清!群，它是引起犬发生以胃

肠炎为主要特征的急性传染病的病原［8 9 :］，也是血

清!群中研究最少的病毒之一。近几年，通过研究

发现，犬冠状病毒感染的宿主范围有不断扩大的趋

势，甚至大熊猫（!"#$%&’&() *+#),&#+$-)）和小熊猫

（ !"#$%$. /$#0+,.） 等 野 生 珍 稀 动 物 也 可 感 染 此

病［; 9 <］，给我国养犬业和珍稀野生动物保护业带来

很大的威胁。8<<; 年，胡桂学等从四川某大熊猫

保护中心病死的 8 只大熊猫肝脏中分离出 8 株冠状

病毒，经过系统的理化学和病毒分子生物学鉴定证

实为 8 株 !!7（命名为 => 株）。鉴于该病毒病原生

态学日趋复杂化和目前对该病毒分子生物学背景了

解甚少，我们首次对 => 野毒株第二大结构蛋白—

核蛋白基因进行了全基因克隆和序列分析，以期探

讨 => 株的遗传演化规律，同时也为此病的特异性

诊断和安全有效的基因工程疫苗研究奠定良好的基

础。

8 材料与方法

8?8 病毒

!!7 => 株是本实验室胡桂学博士从四川某大

熊猫保护中心病死的 8 只大熊猫肝脏中用 @A8 和

!B@C 猫肾传代细胞分离得到的，经系统的病毒学

鉴定后保存。

8?D 质粒、菌株及主要试剂

反转录酶 E F EG7、B1"+% $#H$I$-’(、JKL1M 连

接酶及 /1J>+ 购自 ENO 生物公司；J"3.0*+ L1M 聚

合酶和 L1M 凝胶回收试剂盒购自上海生物工程公

司；LEPE 培养基为 =0N!Q 产品；.=PE F J 载体购

自 >(’R%," 公司；限制性内切酶为大连宝生物公司

产品。大肠杆菌表达载体 .PJDA "、克隆宿主 菌

128S< 和表达宿主菌 34D8 由本室保存。

8?5 引物的设计

根据 =%#N"#T 中报道的 !!7 O#+")&6!株 1 基因

序列，设计了一对特异性引物。上游引物 >8：:U6
JM=MMJJ!M!!MJ==!!J!J!M===M!MM!=J=6 5U；
下游引物 >D：:U F MJ=!==!!=!=JJ!=JJM!!J!MJ6
!MMJMMJ! F 5U。为下一步克隆需要，分别在上、下

游引物中引入 5-&6!和 7&8!酶切位点（下划线部

分），并加有两个保护性碱基。引物由大连 J"C"B"
公司合成。

8?K 病毒培养及总 B1M 提取

病毒培养按常规方法进行。总 B1M 提取参照

!H’R&V4#+T$ 等［8S］报道的“异硫氰酸胍 F 酚 F 氯仿抽

提分离 B1M 的一步法”进行。

8?: !!7 => 株 1 基因 BJ F >!B 扩增、克隆及序列

测定

BJ 反应参照乔军等［88］进行。>!B 采用 :S"0 反

应体系。取反转录产物 D"0，8S W >!B I*XX%( :"0、D:
RR’0YG E,!8D K"0、引 物 >8（D: .R’0Y"0）、>D（D:
.R’0Y"0 ）各 0"0，D?: RR’0YG /1J>+ 各 K"0，水 5D?Z

"0，J"3.0*+ L1M 聚合酶 S?5"0（: [Y"0 ）混匀。反应

条件为 <; \预变性 8AS +；<K\，KS +；:;\，5S +；
ZD\，08S +，5: 个循环；然后 ZD\ 再延伸 8S R$#。

>!B 产物用 8?D ]琼脂糖凝胶电泳分析。目的 L1M
片段用 L1M 凝胶回收试剂盒进行回收，并将回收

L1M 片段与 .=PE F J 载体 8;\连接过夜。将连接

产物转化大肠杆菌 128S<，然后按常规方法涂在预

制好的含适量 MR. 的 GN 琼脂平板上培养 8; H。用

限制性内切酶酶切和 >!B 方法鉴定获得阳性重组

质粒（命名为 .J1），送上海联合基因生物公司进行

序列测定。所测序列用 L1MEM1 和 L1M+-"( 进行分

析。

8?; 原核表达载体 .PJ1 的构建

用 5-&6!和 7&8!同 时 分 别 双 酶 切 .J1 和

.PJDA "，然后回收目的片段，用 JK 连接酶连接进

行定向克隆，构建原核表达载体 .PJ1。

8?Z 重组质粒在大肠杆菌中的表达及表达产物的

鉴定

将 .PJ1 转化感受态菌 34D8 后，挑选单菌落，

接种含卡那霉素（5S R,YG）的 GN 培养基中，5Z \摇

荡培 养 至 QL;SS ^ S?; 9 8?S，加 O>J=（终 浓 度 为

0 RR’0YG）诱导 5 9 Z H。离心收集菌体，重悬于DSS"0
JP 中，加等量 D 倍上样缓冲液，8SS \煮沸变性

: R$#，按卢圣栋［8D］方法于 8D]的 2L2 F >M=P 上检

测目的蛋白的表达情况，并用双波长非点扫描仪对

上述 2L2 F >M=P 凝胶电泳的蛋白带进行扫描。将

2L2 F >M=P 凝胶电泳的各蛋白区带转移至硝酸纤
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维素膜，然后一抗用 !!" 免疫犬多价血清、二抗用

辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 #$% 进行 &’()’*+ ,
-./))0+$ 分析［12］。

3 结果

341 !!" %5 株 6 基因 78 , 5!7 扩增结果

经 143 9琼脂糖凝胶电泳，!!" %5 株 78 , 5!7
产物大小约为 1 1:; -<，与预期 6 基因大小相符（图

1）。

343 阳性重组质粒 <86 的鉴定

扩增产物连接到 <%=> , 8 载体上，得到重组子

<86。将重组子 <86 用 !"#$!和 %#&!双酶切，可

得到 2 ??? -< 和 1 1:; -< 两个片段，与预期结果一

致（图 3）。以重组子 <86 为模板，用 5!7 方法进行

扩增，可得到 1 1:; -< 的核酸片段，表明目的基因

已克隆到 8 载体中（图 2）。

图 1 5!7 扩增结果

@0$A1 BC<.0D0EF)0/+ /D 5!7

>：G，H , 1I??? J 3???

1：!!" #+(FKE , 1

3：!!" %5

图 3 <86 酶切鉴定结果

@0$A3 #L’+)0D0EF)0/+ /D <86 -M ’+NMC’ L0$’()0/+

>：G，H , 1I??? J 3???

1：<86；3：<86O!"#$ #

2：<86O!"#$ # J %#& #

图 2 5!7 鉴定结果

@0$A2 #L’+)0D0EF)0/+ /D <86 -M 5!7

>：G，H , 3???

1：<86 1

3：<86 3

342 !!" %5 株 6 蛋白基因 EG6B 序列测定结果及

推导的氨基酸序列

重组质粒 <86 经序列测定表明，!!" %5 株 6

蛋白基因 EG6B 阅读框全长 1 1:; -<，编码 2P3 个氨

基酸，与 #+(FKE , 1 株 6 蛋白大小相同（图 :，%’+Q
RF+S 登录号为 BT:2;;2;）。

图 : !!" %5 株 6 蛋白基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列；阴影部分为启始密码子；下划线部分为推测的 U7VV 富集区

@0$A: EG6B (’WX’+E’ /D 6 <*/)’0+ /D !!" ()*F0+ %5 F+L L’LXE’L FC0+/ FE0L (’WX’+E’A 8Y’ 0+0)0F)0/+ F+L ()/< E/L/+ Z’*’ (YFL/Z’L4

8Y’ L’LXE’L U7VV *’$0/+ ZF( X+L’*.0+’L
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用 !"#$#" 对所测序列进行了分析。与 %&’(
)*’+ 中 ,,- 标准毒株 .’/*01 2 3 " 基因相比，两者

核苷酸的同源性为 4567 8；推导的氨基酸序列的同

源性为 49658。同时在 %: 株 " 蛋白 " 端 3;7 2 3<4
位存在一个 =>?? 富集区，与小鼠肝炎病毒相应区

域相同，推测可能是 >"# 结合区。用 )@ABC@D 软件

对推导的 %: 株 " 蛋白氨基酸组成进行了分析，发

现赖氨酸（EF/）占所有氨基酸残基的 46GH 8（97I
9J5）；丝氨酸（=&K）占 463G 8（9;I9J5）；精氨酸（#KL）
占 J697 8（95I9J5），远高于其他氨基酸含量。另

外，用 !"#/D*K 分析发现 ,,- %: 株 " 蛋白与 .’/*01
2 3 株在疏水性及抗原表位上存在细微差异。

56G 原核表达载体 MBN" 的构建

重组子 MBN" 分别用 !"#$!和 %#&!双酶切，

可得到 ; 974 OM 和 3 3G7 OM 两个片段；用 ’()!酶切

线性化大小与预期结果一致，表明该重组质粒构建

正确（图 ;）。

图 ; MBN" 酶切鉴定结果

P@LQ; .C&’D@R@1*D@A’ AR MBN" OF &’SFT& C@L&/D@A’

$：!，E 2 3;HHH U 5HHH

3：MB"N

5：MBN"I!"#$ . U %#& .

9：MBN"I’() .

5 6; ,,- %: 株 " 基因在 ! 6 "#*+ 中的表达

56;63 重组菌菌体裂解物的 =!= 2 :#%B 及 V&/D&K’
2 OWADD@’L 分析

由图 7 可见，MBN" 转化菌的诱导产物在约 GJ
X! 处有一条特别浓的蛋白带，与预期值相符；而

MBN5J * 转化菌的诱导产物和 MBN" 转化菌的非诱

导产物在该处只有很浅的蛋白带。V&/D&K’(OWADD@’L
可见在 GJ X! 处的 蛋白可以与抗 ,,- 多克隆抗体

发生明显的血清学反应，表明所表达的蛋白是 ,,-
特异性的（图 7 第 < 道）。

图 7 MBN" 转化菌表达产物 =!= 2 :#%B 电泳及

V&/D&K’(OWADD@’L 分析

P@LQ7 =!= 2 :#%B &W&1DKAMYAK&/@/ AR MBN" DK*’/RAKT*’D &ZMK&//&C

*’C @D[/ V&/D&K’(OWADD@’L *’*WF/@/

$：低分子量蛋白 EA\ TAW&1]W*K MKAD&@’（4<，77，G9，93，5H，3G X!）

3：未诱导的空载体 MBN5J * 转化子 "A @’C]1&C MBN5J * DK*’/RAKT*’D

5：诱导的空载体 MBN5J * 转化子 .’C]1&C MBN5J * DK*’/RAKT*’D

9：未诱导的 MBN" 转化子 "A @’C]1&C MBN" DK*’/RAKT*’D

G 2 7：诱导的重组质粒 MBN" 3 ^ 9 转化子 .’C]1&C MBN" 3，5，9 DK*’/(

RAKT*’D

<：V&/D&K’(OWADD@’L 分析 V&/D&K’(OWADD@’L *’*WF/@/

56;65 不同诱导时间对重组蛋白表达量的影响

从图 < 中可以看出，在 .:N% 诱导 9 Y 后重组蛋

白就开始表达，在 7 Y 时表达量达到很高。凝胶薄

层扫描分析表明，MBN" 转化的 ,-53 菌在 .:N% 诱导

7 Y 后表达量可占菌体总蛋白量的 G469 8。

图 < 不同诱导时间对重组 " 蛋白表达量的影响

P@LQ< BRR&1D AR C@RR&K&’D @’C]1&C D@T& A’ &ZMK&//&C MKAD&@’ 1A’D&’D/

$：低分子量蛋白 EA\ TAW&1]W*K MKAD&@’（4<，77，G9，93，5H，3G X!）

3：9 Y 诱导 9 YK/ @’C]1D@A’；

5：G Y 诱导 G YK/ @’C]1D@A’；

9：; Y 诱导 ; YK/ @’C]1D@A’；

G：7 Y 诱导 7 YK/ @’C]1D@A’

;：未诱导的 MBN" 转化子 _’@’C]1&C MBN" DK*’/RAKT*’D

3;59 期 乔军等：犬冠状病毒大熊猫株核蛋白基因的克隆、序列分析及其在 ! Q "#*+ 中的高效表达

万方数据



! 讨论

!"# 冠状病毒 $ 蛋白的生物学功能

$ 蛋白是犬冠状病毒第二大结构蛋白，是一种

磷蛋白，它包绕着基因组 %$&，呈螺旋式结构，构

成 病 毒 的 核 衣 壳。 经 测 序，$ 蛋 白 基 因 全 长

# #’( )*，编码 !+, 个氨基酸，分子量为 ’+ -. 左右。

在保守性研究方面，我们研究结果表明，$ 蛋白是

结构蛋白中保守性很高的蛋白（保守性顺序为 $ /
0 / 1），这与其基本的功能是相符的。在对 $ 蛋白

结构和组成研究方面，02324565 等［#’］对猪传染性胃

肠炎病毒（7859:;<::<)=> ?5:382>93>8<3<: @<8A:，7BCD）$
蛋白进行了研究，发现其氨基酸残基缠绕在一起，

E 端呈酸性，丝氨酸残基占氨基酸残基总数的 +F
G #HF，缠绕程度与丝氨酸的专一磷酸化有关。我

们研究发现 BI 株 $ 蛋白丝氨酸和赖氨酸远远高于

其他氨基酸含量。由于赖氨酸是易于形成!J 螺旋

结构的氨基酸，丝氨酸是易于形成"J 转角的氨基

酸，因此结果提示 $ 蛋白具有高度缠绕和螺旋的结

构，这与 02324565 等［#’］的研究结果一致。在对 $
蛋白功能研究方面，K5AL> 等［#M］报道，在体外复制

时，7BCD $ 蛋白制备的抗血清能抑制 NHF的基因

%$&的合成，说明它在 %$& 复制加工过程中起重

要作用。B586>: 等［#(］在研究 7BCD 时发现 $ 蛋白含

有 , 个主要抗原位点 & 和 O，分别位于 $ 蛋白的 $
端和 E 端。1>2 和 1>5P［#Q，#+］等在研究鸡传染性支气

管炎病毒（&@<59 <9R>S3<2A: )829SP<3<: @<8A:，&TOD）时发

现，$ 蛋白 E 端含有 E7K 表位和多数免疫原性 O 细

胞表位。I>9? 等［#N］在研究嵌合小鼠肝炎病毒（0AU
8<9> P>*53<3<: @<8A:，0VD）时发现，$ 蛋白第 !H( J !+(
位氨基酸之间存在一个区域与病毒的组织嗜性有

关；是否 EED $ 蛋白也具有相似的功能尚需进一步

研究。另外，在推导的 BI 野毒株 $ 蛋白 $ 端 #M(
J #QN 位存在一个 1%WW 富集区，与小鼠肝炎病毒

$ 蛋白相应区域相同，推测可能是 %$& 结合区。因

此，$ 蛋白不仅起结构蛋白及调节 %$& 合成作用，

而且在致病性、复制及翻译过程中可能也起到重要

作用。

!", 研究 EED BI 株主要结构蛋白及其基因的意

义

冠状病毒科的病毒是目前已知感染宿主范围较

广的病毒，不但可感染哺乳动物，且可感染禽类［#］。

大熊猫是国家一级保护动物，虽然国家在大熊猫饲

养和繁育方面投入了大量的人力、物力和财力，使

得它的数量不断增多，但在大熊猫疫病防治方面研

究较少。近年来，有研究证实，大熊猫可感染犬瘟

热、犬冠状病毒、犬腺病毒、细小病毒、副流感等病

毒［( G N，,H］；国内夏咸柱和胡桂学等相继从大熊猫肝

脏中分离出犬瘟热病毒和冠状病毒，但目前国内尚

无预防这些疫病的有效疫苗，因此积极开展大熊猫

重要疫病诊断与防治研究对于保护我国大熊猫已迫

在眉睫。我们首次对 EED BI 株进行了详细的分子

生物学研究，对该毒株 1、0、$ ! 种主要结构蛋白基

因进行了克隆和序列分析（关于 1 和 0 基因的克隆

与序列分析另文发表），并进行了原核和真核表达，

其目的一方面是为探讨其病原生态学改变的生物学

意义和遗传演化规律；另一方面为进一步研制出快

速诊断试剂和安全有效的基因工程疫苗以防治大熊

猫犬冠状病毒病奠定良好的基础。
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