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#核衣壳蛋白

"
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蛋白#的表达是通过非连续性转录合成的亚基因组"

60;

<

,+'7*)

!

4

<

#

7-9=

翻译而来%但

位于亚基因组前导序列中的
"

个
=>?

均不能作为
9

蛋白翻译的起始位点!其翻译使用的是
9

开放阅读框"

@-A

#

中的首个
=>?

!因此!本研究旨在感染性克隆的基础上研究
9

蛋白的翻译起始位点%作者实验室已有在
@-AB

和

@-AC

之间插入酶切位点的感染性克隆
.

@-ABCD

!该突变克隆中含有
D

个潜在的
=>?

!分别构建了
.

@-ABCD

中
9

蛋白的其中
"

个潜在的起始密码子
=>?

突变的全长克隆!转染
E3()!%$F

细胞%这些突变体都能够拯救出子代病

毒!其中
"

个突变病毒的
9

蛋白的前
%%

个氨基酸完全改变!这些突变病毒都能够在
E3()!%$F

细胞上稳定传代%

经
-G!&H-

分析子代病毒的
.

基因序列及其亚基因组序列!结果表明
9

蛋白的翻译偏向于使用其
@-A

的第
%

个

潜在的
=>?

%如果后者移码!则病毒可以自身修复!这是首次发现病毒有矫正
@-A

的功能%本研究为
9

蛋白
9

端插入标签作为标记疫苗以及进一步研究
9

蛋白结构与功能奠定了基础%
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!!

猪繁殖与呼吸综合征自
%KIC

年在美国发现以

来)

%

*

!已经蔓延至世界各地!给全世界的养猪业造成

了巨大的经济损失%该病的病原为猪繁殖与呼吸综

合征病毒"
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&--68

#!属于套式病毒目动脉

炎病毒科的成员!同属于该科的还包括马动脉炎病

毒+鼠乳酸脱氢酶病毒和猴出血热病毒)

"

*

%

&--68

包括
"

个基因型!欧洲型"

"

型#

)

D

*和北美型 "

#

型#

)

$

*

!代表株分别为
\8

株和
8-"DD"

株%

&--68

基

因组包含至少
K

个开放阅读框"

@

.

,+ -,3/*+

<

A(37,

!

@-A

#!

@-A%

通过
!%

核糖体移码机制合成

..

%3

和
..

%3;

两个病毒的多聚蛋白!

@-A"

$

C

编

码病毒的结构蛋白!其中
@-A"3

+

@-AD

+

@-A$

+

@-AF

分别编码囊膜糖蛋白
?&"3

"

?:

5

)'

.

('1,*+

"3

#+

?&D

+

?&$

+

?&F

%

@-AB

编码非糖基化的膜蛋

白"

E,7;(3+,

.

('1,*+

!

E

蛋白#!

@-AC

编码核衣

壳蛋白"

90):,')3

.

4*/

.

('1,*+

!

9

蛋白#!还有新确

立的由
@-A";

编码的膜蛋白"

N+2,:'

.

,

.

('1,*+

!

N

蛋白#

)

F

*

%

9

蛋白是病毒粒子中含量最高的结构蛋白!在

病毒粒子的包装中起重要作用%一般地!

"

型和
#

型的
9

蛋白分别含有
%"I

和
%"D

个氨基酸%但是

613/,

Z

,]

等研究表明
"

型
9

蛋白具有广泛的长度

多态性!其氨基酸残基数目为
%"$

$

%D#

个)

B

*

%尽管

9

蛋白的序列在基因型内相对保守!但在两基因型

间!如
\8

和
8-"DD"

!在氨基酸水平上只有
B$̂

的

一致性)

C

*

%

套式病毒目是由其非连续性转录的特性而得

名!结构蛋白的合成是通过一系列共
F_

和
D_

的亚基

因组"

60;

<

,+'7*)7-9=

!

4

<

7-9=

#翻译而来)

"

*

!

它们共有的
F_

前导序列中含有
"

个可能的起始密码

子
=>?

!但它们在各个结构蛋白的翻译中并没有起

作用%动脉炎病毒基因组的另一个重要特点是其各

个
@-A

之间存在着不同程度的重叠!这些重叠在

一定程度上影响了对单个
@-A

编码蛋白的研究%

为了进一步研究各个结构蛋白的功能!作者实验室

曾构建了一系列将各个
@-A

拉开并插入酶切位点

的感染性克隆!这些全长质粒的生长特性与亲本病

毒基本没有差异!因此可以用来研究各个结构蛋白

的特性)

I

*

%同样!

#

型
&--68

的
@-AB

和
@-AC

之间也存在着
%%

个核苷酸的重叠!

.

@-ABCD

即是

将这重叠的
%%

个核苷酸拉开并插入
D

个酶切位点

的全长感染性克隆!其拥有和野生型感染克隆
.

=&!

--6

)

K

*相同的生长特性)

I

*

%

前人的研究已表明
&--68

的
@-AC

具有
"

条

亚基因组!分别为
4

<

7-9=CJ%

和
4

<

7-9=CJ"

)

%#

*

!

.

@-ABCD

同 样 也 不 例 外)

I

*

%

.

@-ABCD

在 拉 开

@-AB

和
@-AC

时在
@-AB

的终止密码子后插入了

包含
D

个酶切位点的
"F

个碱基!紧跟其后的是重叠

的
%%

个核苷酸!这样在
9

蛋白的编码区前引入了
D

个潜在的起始密码子
=>?

!

"

个位于重叠的
%%

个

核苷酸中!另一个位于插入的酶切位点"图
%

#%为

了更好地研究
9

蛋白的翻译起始位点!作者在感染

性克隆
.

@-ABCD

的基础上分别构建了各个
=G?

突变的突变体!转染
E3()!%$F

细胞后研究它们对于

病毒复制的影响%

#

!

材料与方法

#E#

!

细胞$质粒

E3()!%$F

细胞由本实验室保存!生长液为含

%#̂

胎牛血清"

A,13:;'2*+,4,(07

!

AL6

#的
ENE

"

E*+*707,44,+1*3:7,/*3

#!维持液为含
"̂ AL6

的
ENE

!培养于含
F̂ H@

"

的
DC`

培养箱中%

.

@-ABCD

为基于亲本全长感染性克隆
.

=&!

--6

)

K

*构建的将
@-AB

和
@-AC

之间重叠的
%%

个

核苷酸拉开并插入
D

个酶切位点"

:$"

"

+

-;$

"

和

!2"

"

#的全长质粒!且已证明其具有感染性)

I

*

%重

叠区及插入的序列见图
%

%

#E!

!

分子生物学试剂

限制性内切酶及
G$M9=

连接酶购自
9NL

公

司!感受态细胞
G'

.

%#

购自
GT=9?N9

公司!质粒

提取试剂盒购自华舜公司+

aT=?N9

公司!胶回收

试剂盒购自华舜公司%提取病毒上清
-9=

的

aT=37

.

8*(3:-9=E*+*b*1

购自
aT=?N9

公司%

\=<$

=

聚合酶+反转录酶
=E8

购自
G=b=-=

公

司%转染试剂
A0?,+,RM

购自
-')P,

公司!

G-!

TU':

%

-,3

<

,+1

购自
T+2*1('

<

,+

公司!二抗
=:,W3

A:0'(FBI

羊抗鼠
T

<

?

"

Rc\

#购于
T+2*1('

<

,+

公

司%

#E(

!

全长突变体的构建

构建突变体
.

C&E%7

时!上游引物为
6&NA

"基

因组
+1%D%%C

处!表
%

#!含
-

>

&

"

酶切位点!下游引

物为
&6-%$KKI7%

!含
:$"

"

酶切位点&

.

C=E"

构

建时!在上游引物
=6A%$KKI7

中引入突变位点!且

含
:$"

"

酶切位点!下游引物
a41

!位于病毒基因组

D_

末端
&':

5

"

=

#的后面!含有
?,+

"

酶切位点%利

FFI



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
$%

卷
!

用
\=<$

=

聚合酶通过
&H-

扩增获得含有目的突

变的片段后!通过测序鉴定突变位点%将
&H-

片段

和载体
.

@-ABCD

分别用上+下游引物所含的酶切

位点进行双酶切!回收相应的片段!由
G$M9=

连

接酶连接获得相应的全长突变体%利用
:$"

"

和

?,+

"

分别酶切
.

C&E%7

和
.

C=E"

!将
.

C=E"

的

:$"

"

!?,+

"

之间片段连入载体
.

C&E%7

即得到

全长突变体
.

C=&E

%所有构建的质粒经克隆+筛

选!最后通过
-7$

"

酶切鉴定和测序鉴定%

#E$

!

转染及病毒拯救

经酶切和测序鉴定的全长质粒用
aT=?N9

试

剂盒提取!在
E3()!%$F

细胞长到
I#̂

时进行转染%

转染试剂为
A0?N9NRM

!转染的质粒为
%

&

<

!参

考其说明书操作%吸附
BP

后弃上清!加入含
"̂

AL6

的
ENE

!每天观察
%

次%转染后有细胞病变

"

H

5

1'

.

31P*),OO,)1

!

H&N

#出现的!收取细胞上清命

名为
&#

代病毒%

&#

代病毒经
%##

倍稀释后感染

E3()!%$F

细胞!待出现
H&N

后收取细胞上清命名

为
&%

代病毒!以同样的方法相应获得
&"

+

&D

+

&$

+

&F

代病毒%

#E'

!

免疫荧光试验

突变体转染
E3()!%$F

细胞后!分别在转染后的

$I

+

C"P

用免疫荧光法检测细胞内非结构蛋白
+4

.

"

和结构蛋白
9

蛋白的表达%首先弃去转染的上清!

用冰甲醇固定
%#7*+

!磷酸盐缓冲液"

&P'4

.

P31,

L0OO,(,/63:*+,

!

&L6

#洗
"

次后!用
%̂

牛血清白蛋

白"

L'2*+,4,(07=:;07*+

!

L6=

#封闭
D#7*+

!

&L6

洗
"

次!再分别加
+4

.

"

和
9

蛋白特异的单克隆抗

体在
DC`

孵育
"P

!

&L6

洗
F

次后加入羊抗鼠的

T

<

?

二抗!

DC`

孵育
%P

后在显微镜下进行观察%

#EF

!

;)G:2;

法检测突变病毒
!

基因的序列

收取的病毒上清
-9=

用
aT=37

.

8*(3:-9=

试剂盒提取!参考其说明书操作%用
=E8

反转录

获得
)M9=

%

&H-

扩增引物为
6A%$$%D

,

6-%F$KC

!

引物序列见表
%

%扩增出的
&H-

产物经胶回收后

直接送桑尼公司测序%

&%

$

&F

每代的病毒上清都

进行检测!以观察突变病毒的稳定性%

#E%

!

突变病毒亚基因组的检测

转染后的
E3()!%$F

细胞!每孔加入
%7\G-!

TU':

!按照其说明书提取细胞总
-9=

%同样用

=E8

反转录获得
)M9=

%扩增
4

<

7-9=C

的引物

为
6A%"

,

6-%F"I$

!其中上游引物
6A%"

位于病毒的

F_>G-

中!下游引物
6-%F"I$

位于
@-AC

中!具体

序列见表
%

%

#E&

!

突变病毒的一步生长曲线

拯救出的病毒在体外传至第
F

代后先经

GHTM

F#

测定病毒的滴度!然后以
%E@T

"

E0:1*

.

:*)*!

1

5

'O*+O,)1*'+

#的量感染
E3()!%$F

细胞!分别在感

染后不同的时间点"

$

+

I

+

%"

+

%B

+

"#

+

"$

和
"IP

#收集

细胞上清!每次收取
"##

&

\

!同时补充
"##

&

\

新的

维持液%收取上清进行
GHTM

F#

试验!计算出病毒滴

度!并用
?(3

.

P&3/

软件绘制病毒的生长曲线%

表
#

!

突变体构建及
;)G:2;

所用引物

)+B.7#

!

:*0?7*-5-7931*?5/+,/-61,-/*56/01,+,9;)G:2;

引物
&(*7,(

序列"

F_!D_

#

6,

X

0,+),

用途
>43

<

,

6&NA ?==??HH=HGG?=HG=?G?GGG=H?

构建
.

C&E%7

的上游引物

&6-%$KKI7% ?HGG==GG==?GG=GGG??H?G=GGG==H==??G

构建
.

C&E%7

的下游引物

=6A%$KKI7" GG??H?H?HHG=H?HH===G==H==H??H

构建
.

C=E"

的上游引物

a41 ?=?G?=H?=??=HGH?=?H?H=G?HGGGGGGGGGGGGGG

构建
.

C=E"

的下游引物

6A%$$%D HG?=GH?=HHGH====?=?GG?G?HGG? -G!&H-

检测
@-AC

6-%F$KC H==GG===GHGG=HHHHH=H=H??GH? -G!&H-

检测
@-AC

6A%" ?G?GG??HGHG=G?HHGG?=H -G!&H-

检测
4

<

7-9=C

6-%F"I$ HGHH=H=?G?G==HGG=GHHGHH -G!&H-

检测
4

<

7-9=C

序列中下划线所示为酶切位点所在位置

6*1,4'O,+U

5

7,/*

<

,41*'+3(,P*

<

P:*

<

P1,/;

5

0+/,(:*+,

!

!

结
!

果

!E#

!

全长突变体的构建及鉴定

本文在
.

@-ABCD

的基础上!分别构建了
D

个

=G?

突变的全长质粒!如图
%

所示!分别命名为

.

C&E%7

+

.

C=E"

和
.

C=&E

%

.

C&E%7

为将酶切

位点前的
=G?

突变为
=H?

!

.

C=E"

将酶切位点后

的
=G?

突变为
=H?

%

.

C=&E

将这
"

个
=G?

同

时突变!仅保留酶切位点中的
=G?

%

所有全长突变体用
-7$

"

进行酶切鉴定!见图

"

!

D

个全长突变体
.

C&E%7

+

.

C=E"

+

.

C=&E

切出

的带型与野生型
.

=&--6

和亲本
.

@-ABCD

完全一

BFI
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斜体代表
@-AB

和
@-AC

之间插入的
DB

个碱基&实线框中

的为突变的位置!均为将
=G?

突变为
=H?

&虚线框中为可

能的
@-AC

的起始密码子

GP,*13:*)+0):,'1*/,*+/*)31,41P,*+4,(1*'+4,

X

0,+),)'7!

.

3(,/1'[*:/!1

5.

,=&--6JGP,=G?*+4':*/;'W*+/*)31,4

1P,70131,/

.

'4*1*'+

&

1P,=G?*+/34P;'W*+/*)31,41P,

.

'44*;:,1(3+4:31*'+413(1)'/'+

图
#

!

野生型及
A)H

突变的全长克隆的构建

I0

J

K#

!

>6L7?+/0690+

J

*+?13D0.9G/

=8

7:;;>@1*?5/+,/-

D0/LA)H?5/+/01,

致%

F

条带的大小分别为
%#$F$

+

$%$D

+

"CIC

+

KF$

和
%IC;

.

%

图
!

!

所有构建的全长质粒的
"#$

!

酶切鉴定图谱

I0

J

K!

!

;7-/*06/01,7,M

=

?7"#$

!

90

J

7-/01,13+..35...7,

J

/L

6.1,7-

!E!

!

突变体对病毒复制的影响

所有突变体转染后!分别在第
"

天和第
D

天进

行免疫荧光检测细胞内
+4

.

"

和
9

蛋白的表达!分

别能够反映突变体的复制和转录特性%如图
D

所

示!所有的突变体都能够检测到
+4

.

"

和
9

蛋白的

表达%荧光结果表明所有的突变体都没有影响病毒

的复制和转录%

!E(

!

子代病毒的拯救及
!

基因序列的鉴定

为了验证这些突变体对病毒感染性的影响!转

染后的细胞置于培养箱中进行观察!阳性对照

.

@-ABCD

在转染后第
D

天即出现了明显的
H&N

!

.

C=E"

在第
$

天出现
H&N

!而
.

C&E%7

出现
H&N

的时间则延迟到了第
F

天%出现细胞病变的突变

体!收 取 其 细 胞 上 清!分 别 命 名 为
2@-ABCD

+

2C&E%7

和
2C=E"

%利用
-G!&H-

方法检测病毒

的
.

基因序列%如图
$

所示!

2@-ABCD

和
2C=E"

的突变位点在
&%!&F

中都能够保持稳定存在%其中

第
D

处的
G

插入为拯救出的病毒
2C&E%7

所特有%

!!

2C&E%7

病毒序列在保留其突变位点外!在

@-AC

中又插入了
%

个碱基
G

!经分析若
@-AC

的

翻译从酶切位点之后的
=>?

"图
%

#开始!则
9

蛋白

的序列从第
%%

个氨基酸开始就会完全移码!对于在

病毒包装中起重要作用的
9

蛋白!移码的
9

蛋白是

不能够完成包装的%因此作者推断在
2C&E%7

中!

@-AC

的翻译利用的是插入的酶切位点序列中的

=>?

!这样使得
9

蛋白的前
%%

个氨基酸完全改变!

且其
9

端多了
$

个氨基酸!但可以保证第
%%

个氨

基酸之后的序列保持不变!从而维持其功能%

为了更直接地证明
9

蛋白的翻译利用的是酶

切位点中的
=>?

!又构建了其前后
"

个
=>?

都突

变的突变体!即
.

C=&E

"图
%

#%转染后
.

C=&E

也

能拯救出活的病毒!子代病毒
2C=&E

的
.

基因序

列经检测后又在与
2C&E%7

同样的位置插入了
%

个碱基
=

"图
$

#!这样就直接证明
9

蛋白的翻译利

用的是酶切位点中的
=>?

%

!E$

!

突变病毒的稳定性

为了验证突变病毒在
E3()!%$F

细胞上的稳定

性!所有的拯救病毒在细胞上连续传
F

代!每代都提

取上清
-9=

!通过
-G!&H-

进行
@-AC

序列的测

定%测序结果表明所有突变病毒都能够在
E3()!

%$F

细胞上至少稳定传
F

代%

!E'

!

突变病毒亚基因组的检测

鉴于套式病毒独特的转录机制!其结构蛋白的

合成都是通过一系列共
F_

和
D_

的亚基因组翻译而

来!为了更直接地鉴定
9

蛋白的亚基因组序列!作

者收取细胞总
-9=

利用
-G!&H-

方法进行
4

<

7-!

9=C

的检测!检测结果见图
F

%扩增出的
"

条亚基

因组分别命名为
4

<

7-9=CJ%

和
4

<

7-9=CJ"

)

I

*

%

通过切胶回收测序!各个病毒
4

<

7-9=CJ%

的序列

如图
B

所示!其亚基因组的序列与拯救出的病毒基

因组序列完全相同!

2@-ABCD

和
2C=E"

序列与质

粒序列相同%说明在
2C&E%7

和
2C=&E

中!

9

蛋

CFI
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突变体对病毒复制和转录的影响

I0

J

K(

!

N,376/015-

8

*1

8

7*/07-13?5/+,/-

点表示与亲本
.

@-ABCD

一致&阴影部分为与
.

@-ABCD

不同!其中黑线框中的为构建时所做突变!而第
D

处的
G

插入为拯

救出的病毒
2C&E%7

所特有的!

=

插入为拯救病毒
2C&E

所特有

M'14*+/*)31,*/,+1*)3:;34,4[*1P1P,

.

3(,+141(3*+

.

@-ABCD

&

6P3/'[44P'[1P,7013+1;34,4

!

3+/1P,4,*+1P,L'W3(,/,!

4*

<

+,/70131*'+4

!

G3+/=*+4,(1*'+3(,4

.

,)*O*)1'(,4)0,/2C&E%73+/2C=&E

!

(,4

.

,)1*2,:

5

图
$

!

8

%:O#?

$

8

%AO!

$

8

%A:O

转染细胞后拯救出的病毒序列与亲本毒序列比对

I0

J

K$

!

>7

P

57,67+.0

J

,?7,/13*761<7*79<%:O#?

%

<%AO!+,9<%A:OD0/L

8

+*7,/+.<0*5-

白的翻译确是始于酶切位点中的
=>?

!即为核糖体

扫描时遇到的第
%

个
=>?

%

图
'

!

;)G:2;

方法检测
Q;I%

的亚基因组
-

J

?;4A%E#

和

-

J

?;4A%E!

I0

J

K'

!

R7/76/01,13-

J

?;4A%E#+,9-

J

?;4A%E!13Q;I%

B

=

;)G:2;

!EF

!

突变病毒的一步生长曲线

为了更好地研究所拯救病毒的体外生长特性!

传代至
&F

的病毒经滴度测定后!用相同的
E@T

感

染
E3()!%$F

后!分别在不同的时间点收集细胞上清

进行病毒滴度测定!绘制一步生长曲线"图
C

#%突

变病毒
2C&E%7

+

2C=E"

+

2C=&E

达到高峰的时间

分别为感染后
"$

+

"I

+

"#P

!野生型病毒
2@-ABCD

达到高峰的时间为感染后
"$P

%突变病毒的滴度

与野生型基本没有差别!从图
C

中可以看出野生型

病毒
2@-ABCD

的滴度峰值略高于其它的突变病

毒!为
%#

BJI"

GHTM

F#

-

7\

d%

%

(

!

讨
!

论

套式病毒目因其独特的转录机制而得名!在其

每个亚基因组中!都含有相同的
F_

前导序列和
D_

>G-

的序列!但是
F_>G-

的序列却并不翻译产生

蛋白!尽管其中也存在
=>?

%因此结构蛋白的翻译

调控机制需要进一步研究%

利用感染性克隆的平台!本实验室前期的工作

首先构建了将
@-AB

和
@-AC

拉开并插入酶切位

点的全长感染性克隆
.

@-ABCD

!其在引入酶切位点

的同时无意引入了
%

个
=G?

!这为我们研究
9

蛋

白的翻译起始提供了条件%在分别突变酶切位点前

IFI
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黑框中为突变的
=>?

!黑三角所指为拯救病毒
2C&E%7

和
2C=&E

中所插入的碱基

GP,;34,4[*1P*+1P,;'W3(,7013+1=>?

&

1P,;:3)]1(*3+

<

:,4*+/*)31,*+4,(1,/;34,*+(,4)0,/2C&E%73+/2C=&E

图
F

!

各个亚基因组序列测定的峰图

I0

J

KF

!

)*06730.713-

J

?;4A%E#-7

P

57,67-13+..*7-6579<0*5-7-

图
%

!

拯救病毒的一步生长曲线

I0

J

K%

!

Q,7G-/7

8J

*1D/L65*<713*761<7*79<0*5-7-

后的
"

个
=G?

后!都拯救出了活的病毒!意外的是

在病毒
2C&E%7

中!其
9

蛋白的基因组和亚基因组

序列在
@-AC

中的第
DD

个碱基的位置都插入了
%

个碱基
G

%经分析!

2C&E%7

的
9

蛋白的翻译没有

使用酶切位点后的
=>?

!而选择使用酶切位点中的

=>?

!即核糖体扫描时遇到的第
%

个
=>?

!这一方

面与
=>?

周围的碱基序列有关!另一方面也说明

了
9

蛋白的翻译是有严格调控的%

为了更直接地说明
9

蛋白能够在拯救病毒的

同时额外插入碱基!作者又构建了将酶切位点前后

的
"

个
=G?

都突变只保留酶切位点中
=G?

的全

长克隆
.

C=&E

!经转染证明
.

C=&E

也能够拯救出

活的病毒!且在其基因组的相应位置也插入了
%

个

碱基
=

!虽然插入的碱基不同!但同样说明了病毒能

够通过自身修复来调控
9

蛋白的翻译%

在病毒
2C&E%7

和
2C=&E

中!病毒通过自身

修复在其基因组中插入了不同的碱基!这个碱基的

KFI
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插入完全改变了正常
9

蛋白的前
%%

个氨基酸序

列!同时在其
9

端插入了
$

个氨基酸!说明
&--68

的
9

蛋白的前
%%

个氨基酸的特异性对于病毒的感

染性不是必需的!同时表明
9

蛋白的
9

端是非常灵

活的)

%%

*

%在此试验结果的基础上!可以进一步在
9

蛋白的
9

端插入外源序列融合表达!为标记疫苗的

研究奠定了基础%
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