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要!为检测兔出血症病毒"

BL]̀

#衣壳蛋白"

8̀.&

#

8

区形成二聚体的能力及其与
L\24,

受体结合的能力!

作者以
V

:]%/9!̀ 8.&

为模板扩增包含铰链区
L

的
8

区基因"

@M

#并克隆至原核表达载体
V

C90(;

"

c

#中!转化

大肠杆菌
\P0%

"

]C*

#菌株!经
W892

诱导表达!获得
L8

蛋白&经
5]5!842C

和
3=,A=<-JE#A

检测!结果显示!

L8

蛋白主要以包涵体的形式高效表达!经
L$,9<;

V

亲和柱纯化后可形成二聚体结构&通过
L\24,

受体结合试验表

明!

8

区与完整病毒衣壳相似!能与唾液中的
L\24,

受体发生结合&本研究为进一步开展
BL]̀

衣壳蛋白与受

体的相互作用研究奠定基础&
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#

是由兔出血症病毒"

BL]̀

#引起的一种烈性病毒性

传染病!该病在全世界范围内广泛流行&

BL]̀

属

杯状病毒!无囊膜!为单股正链
BR4

病毒(

%!0

)

&其

含有两个开放阅读框"

MB7

#!衣壳蛋白
8̀.&

位于

MB7%

的
*q

端!基因长度为
%1)&J

V

!编码
61/

个氨

基酸!是病毒衣壳的最基本的单位!与病毒的致病性

和免疫原性密切相关(

0

)

&

%(&

个
8̀.&

单体以二聚

体的形式自聚成
BL]̀

病毒样颗粒"

P̀8,

#
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&

据
N

射线晶体研究(
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)报道!

8̀.&

主要分为三个区

域$

R94

"

R

端臂!
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#*框架区"
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区!

..
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00/

;;

#*突出区"
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区!
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#和连接
5

与
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区的

铰链区"
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.

0*1;;
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5

区形成
P̀8,

的

内壳!

8

区位于
P̀8,

的外表面!形成
P̀8,

的刺突

结构(

)

)

&

8

区是宿主抗体识别及靶向的主要区域!

影响病毒的抗原性及病毒粒子与细胞受体的吸附作

用!该区域序列具有较高的变异性(

6!1

)
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目前研究认为!组织血型抗原"

L\24,

#是

BL]̀

的结合受体(

0

)

&

Z'R

S

,A<wD

等(

(

)比较了各

基因型
BL]̀

与各型
L\24,

结合的关系!认为

L\24,

是
BL]̀

的结合因子!并促进病毒的感

染&进一步研究发现!

BL]̀

结合
4\L

组织血型

抗原"

L\24,

#!并能与合成的
4

型和
L0

型多糖发

生特异性结合!且
BL]̀

及其
P̀8,

吸附成年兔呼

吸道和消化道上皮细胞依赖于
L\24,

的存在(

(!/

)

&

缺乏正确
L\24,

配体的兔能够抵 抗 低 剂 量

BL]̀

的攻击(

(

)

&同属于杯状病毒的诺如病毒

"

R̀ ,

#与
BL]̀

在晶体结构上十分相似!

R̀ ,

在

侵染时也能够特异性识别并结合
L\24,

受体!其

结合位点位于外表面的
8

二聚体或
8

亚区(

%&!%*

)

!并

通过唾液
L\24,

结合试验证实不同基因型
R̀ ,

与不同型
L\24,

具有多种结合模式(

%)

)

&本研究

构建表达含铰链区
L

的
8̀.&8

区域!对其能否形

成二聚体结构进行研究!并进一步分析其与受体

L\24,

的结合能力!将为
BL]̀ P̀8,

的结构与

功能的进一步研究奠定基础&

#

!

材料与方法

#D#

!

质粒和菌株

质粒
V

:]%/!9!̀ 8.&

由本实验室构建并保

存(

%6

)

'表达载体
V

C9!0(;

"

c

#由本实验室保存'

=F

"+4(]L6

(

感受态*

=F"+4(\P0%

"

]C*

#感受态购自

北京全式金生物技术有限公司&

#D!

!

主要试剂和工具酶

]R4 :;<X=<]P0&&&

及
]P%6&&&

*

V

:]%/!9

载体*限制性内切酶
J6&

&

*

@()"

4

*

9

)

]R4

连接

酶*凝胶回收纯化试剂盒等购自
9;Z;B;

公司'

8TF

高保真酶购自
W-U$A<#

G

=-

公司!酶标山羊抗小鼠

W

G

2

"

LB8!W

G

2

#购自北京鼎国昌盛生物技术有限公

司!四甲基联苯胺"

9:\

#购自
5$

G

D;

公司'

/.

孔酶

标反应板购自南京赛研生物技术有限责任公司'抗

8̀.&8

区单克隆抗体
*]%%

由本实验室制备并保

存'

L

型
L\24

唾液样品由本实验室鉴定并保存'

其他试剂均为国产分析纯&

#D'

!

兔出血症病毒
2!

基因的扩增

根据
2=-\;-X

数据库
BL]̀

中国皖阜株

8̀.&

序列"

7Y1/)%(&

!

BL]̀ ;

型#!利用
8<$D=<

6o&

软件设计合成一对扩增
@M

基因的特异性引

物!由
W-U$A<#

G

=-

公司合成!上游引物
L8!7

$

6q!

9>2>494929>>42>4444>929924>9>!*q

'

下游 引物
L8!B

$

6q!2>>442>999>424>49!

44244442>>!*q

&在上游引物的
6q

端引入
J6&

&

酶切位点!下游引物的
6q

端引入
@()"

4

酶切位

点&以本实验室构建保存的质粒
V

:]%/!9!̀ 8.&

为模板扩增
@M

基因&反应体系如下$

6&

倍稀释的

模板
%

3

P

!

0'6DD#E

1

P

b%

"R98)

3

P

!

6&DD#E

1

P

b%

:

G

5M

)

0

3

P

!

%&DD#E

1

P

b%上下游引物各
%

3

P

!

%&k8TF\?TT=<6

3

P

!

8TF

高保真酶
&')

3

P

!加

""L

0

M

至总体积
6&

3

P

'然后执行下列反应条件$

/)

m

预变性
0D$-

'

/)m

变性
%6,

!

66m

退火
*&,

!

.(

m

延伸
(&,

!

*&

个循环'

.(m

延伸
6D$-

!结束反应&

%_

琼脂糖凝胶电泳鉴定
8>B

产物!胶回收试剂盒

纯化后备用&

#D%

!

重组表达载体
G

QE7!I17P(

的构建

8>B

产物与
V

C9!0(;

质粒同时进行
J6&

&

和

@()"

4

双酶切!

9

)

]R4

连接酶
%.m

连接
%H

后!

转化
]L6

(

感受态细胞!经双酶切鉴定!获得重组表

达载体
V

C9!0(;!L8

!并送
W-U$A<#

G

=-

公司测序&

#DH

!

P(

蛋白的诱导表达

将重组质粒
V

C9!0(;!L8

转化大肠杆菌
\P0%

.0*
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]C*

#菌株!挑取单菌落接种到含卡那霉素"

6&

3

G

1

DP

b%

#的
P\

液体培养基中!

*1m

培养过夜!按

%r%&&

体积比将培养物接种于含卡那霉素抗性的

新鲜
P\

液体培养基中!振荡培养至
M]

.&&-D

值为

&o.

时!加入终浓度为
%DD#E

1

P

b%的
W892

!

%.m

诱导表达过夜!

%0&&&<

1

D$-

b%离心收集菌体!

8\5

重悬后冰浴超声破碎!分别收集上清和沉淀!进行

%0_5]5!842C

电泳分析&

#D$

!

P(

蛋白的纯化及
B,-;,)/@F*;

鉴定

按,

%'6

-的方法大量诱导表达
L8

蛋白!经超声

破碎后!以含
(D#E

1

P

b%尿素的包涵体溶解液溶解

沉淀!并用
L$,9<;

V

亲和柱纯化目的蛋白质!具体

操作按亲和层析柱说明书进行&将纯化后的
L8

蛋

白透析去除尿素!所得产物进行还原和非还原
5]5!

842C

&采用半干转印法将蛋白质转移至
R>

膜!

以针对
8̀.&8

区的单抗
*]%%

"

%r%&&&

稀释#为

一抗!

LB8

标记的羊抗鼠
W

G

2

"

%r6&&&

稀释#为二

抗进行反应!

C>P

显色观察结果&

#D&

!

P(

蛋白与受体
PX5:-

结合试验

利用已建立的
L\24,

结合试验方法"参考诺

如病毒与
L\24,

结合试验(

%.

)建立#验证
L8

蛋白

与受体
L\24,

的结合&具体步骤$将含
L

型
L\!

24

的唾液样品以
8\5

"

V

L1')

#按
%r%&&&

稀释!

包被
/.

孔酶标板!

)m

过夜后以
6_

的脱脂乳封闭

0H

!

8\59

洗涤后加入
L8

蛋白!

*1m

孵育
%'6H

!

同时设
P̀8,

阳性对照 "

8̀.&

(

%6

)

#*阴 性 对 照

"

V

C90(;

空载体诱导蛋白#和空白对照"

8\5

#&单

抗
*]%%

"

%r0&&&

稀释#和
LB8

标记的羊抗鼠
W

G

2

"

%r6&&&

稀释#反应后以
9:\5

底物显色
%&

%

%6

D$-

!

0D#E

1

P

b%

L

0

5M

)

终止反应!酶标仪上测定

M]

)6&-D

值&

!

!

结
!

果

!D#

!

G

QE7!I17P(

重组表达载体的构建及鉴定

通过
8>B

扩增获得兔出血症病毒
@M

基因&

经
%_

琼脂糖凝胶电泳结果显示!获得大小约为

%&6*J

V

的目的片段"图
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#&

8>B

产物经
J6&

&

和

@()"

4

双酶切后定向插入经相同酶切的
V

C9!0(;

"

c

#载体中!经双酶切鉴定!获得重组表达载体

V

C9!0(;!L8

"图
0

#!测序结果表明其为
@M

基因!

与皖阜株序列相似性为
%&&_

&

!D!

!

P(

蛋白的表达及纯化

将重组质粒
V

C9!0(;!L8

转化大肠杆菌
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:']R4

相对分子质量标准"
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扩增的
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基因
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相对分子质量标准'
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相对分子质量标准'
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#菌株!经
W892

诱导表达!超声破碎后!上清

和沉淀的
5]5!842C

电泳结果显示!在约
*1X?

处

有一条明显的蛋白质条带!与预期大小一致&表明

重组
L8

蛋白主要以包涵体形式表达!上清中几乎

不表达&经
L$,9<;

V

亲和柱纯化包涵体后!获得较

纯净的目的蛋白质"图
*
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!D'
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P(

蛋白的鉴定

纯化的
L8

蛋白经
5]5!842C

电泳分离后!与

还原
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样品"
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巯基乙醇#相比!非还原
L8

样
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巯基乙醇#在约
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处多出一条蛋白质条带

"图
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%

*

0

条带#!经
3=,A=<-JE#A

鉴定!结果显示!

*1

和
1)X?

处的蛋白质均为
L8

蛋白"图
)

的
*

*

)

条

带#!说明纯化后的
L8

蛋白可形成二聚体结构&

!D%
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P(

与
PX5:-

结合检测

将
L8

蛋白做一系列梯度稀释后进行
L\24,

结合试验&结果显示!随着
L8

蛋白浓度的增加!

L8

蛋白与
L

型
L\24,

结合反应的
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)6&-D

值随

之增大!而阴性和空白对照的
M]

)6&-D

值均小于
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表明
L8

蛋白能够与
L

型
L\24,

发生结合"图
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#和
BL]̀ J

型"

BL]̀ 0

#!且经典型
BL]̀

与

BL]̀ ;

的相似性明显高于
BL]̀ J

与前两者的相

似性(

%1!%/

)

&中国流行株除国内外首次暴发的毒株

3N()

外!均为
BL]̀ ;

型(

0&

)

&

BL]̀ ;

型毒株衣

壳蛋白的
5

区高度保守!

8

区可进一步分为
8%

亚区

"
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61/;;

#和
80

亚 区

"

0(1

.

))/
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).1

.
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80

亚区位于病毒衣壳

表面!含有病毒株特异性抗原表位和红细胞结合位

点!其变异程度高于
8%

亚区(

*

)

&

近年来研究认为
L\24,

是
BL]̀

的结合受

体!在宿主
BL]

感染中起重要作用&前期研究发

现从感染兔肝提取物中的天然
BL]̀

和重组病毒

(0*
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期 胡
!

波等$兔出血症病毒衣壳蛋白
8

区二聚体的表达及其与受体结合能力分析

衣壳蛋白均发现能够特异性地结合
L\24,

多糖!

并黏附于成年兔的上呼吸道*消化道上皮细胞(

(!/

)

&

之后通过核磁共振试验证实了在
BL]̀

与
L\!

24,

结合中!

L\24,

上的
P!

岩藻糖是
BL]̀ !

P̀8,

最小的识别结构(

0%

)

&但
BL]̀ ;!̀ P8,

上
8

区所形成的刺突结构是否包含了与受体
L\24,

结

合的所有要素!以及
8

区上哪些氨基酸组成了
L\!

24,

的结合域却并不明确&由于同属杯状病毒的

诺如病毒"

R̀ ,

#受体也为
L\24,

!因此
N'3;-

G

等(

*

)在通过冷冻电子显微镜和晶体学等方法解析了

BL]̀ ;

型病毒的结构后!将其与
R̀ ,

晶体结构尤

其是受体结合部位的结构进行了比较!发现
BL]!

;̀

不具有
R̀ ,

上与
L\24,

相互作用的结合域!

两者与
L\24,

的结合方式完全不同!并推测病毒

表面的腔洞样结构可能与受体结合有关&而在

R̀ ,

受体研究中!不同基因型的
R̀ ,

就能够结合

不同型的
L\24,

受体!该结合与
80

亚区的
B2]

%

R2B

样结合域有关!但不同型的结合位点并不完全

相同(

%)

)

!同时研究表明形成颗粒结构的
8

蛋白比
8

二聚体及单体具有更强的受体结合能力(

00

)

&在

BL]̀ J

型病毒的研究中!

:':'P=?AH#E"

等(

0*

)通

过
N

射线晶体学方法发现!

L\24,

结合于
BL]!

J̀

型病毒表面
8

区所形成的二聚体的交界面处!

且
8

区的几个保守位点与结合密切相关&由于

BL]̀ J

所具有的独特的基因型和抗原性!且

BL]̀ J

衣壳蛋白基因与经典型
BL]̀

和
BL]̀ ;

的相似性甚至低于兔杯状病毒"

B>̀

#与后两者之

间的相似性!因此也有学者认为
BL]̀ J

不属于

BL]̀

的突变株!而是一种新发现的兔病毒(

%/

)

&

由此推测!

BL]̀ ;8

蛋白有形成多聚体的可能!且

BL]̀ ;

和
BL]̀ J

与受体
L\24,

的结合模式可

能不同&为研究
BL]̀ ;

表面氨基酸与受体
L\!

24,

的结合域!

BL]̀ ;

病毒衣壳蛋白外表面的
8

区是最佳对象&

本研究选择皖阜株
BL]̀

"

BL]̀ ;

型#作为代

表研究
BL]̀ ;

与
L\24,

的结合&采用
V

C90(;

"

c

#表达载体和
J6&

&

*

@()"

4

插入位点以保证所

表达的
L8

蛋白上除
L$,

标签和
AH<#DJ$-

裂解位

点外!无其他外源氨基酸&经
3=,A=<-JE#A

检测表

明!包含铰链区
L

的
8

蛋白可以形成二聚体结构&

结合试验证实!

8

区与完整病毒衣壳相似!能与
L

型
L\24

发生结合&这表明
BL]̀ ;

衣壳蛋白形

成的
P̀8,

结构对于
L\24,

受体的结合是非必需

的!且
8

区中包含受体结合中必不可少的氨基酸组

成和结构特征&但
8

区二聚体的形成是否增强了
8

蛋白与受体
L\24,

的结合力尚有待进一步研究&

以上结果表明所表达的
8

区的结构特征对于

BL]̀

衣壳蛋白与
L\24,

受体的相互作用的研

究具有重要意义!原核表达的
8

区可作为病毒与受

体相互作用研究的模型&

%

!

结
!

论

成功构建兔出血症病毒
@M

基因的表达质粒!

并验证
L8

蛋白的表达!证实包含铰链区
L

的
8

蛋

白能形成二聚体结构&

L\24,

受体结合试验证明

L8

蛋白与完整
P̀8,

相似!能与唾液中的
L\24,

受体发生结合&这表明
L8

蛋白可替代
P̀8,

作为

研究受体结合的模型&
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