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提 要 
S ． f- 

鸹 马立克瘸病毒 (MDV)38kd磷蛋 白 (pp38)基 匿中包括起始密码子和 终止密码子 

的完整编码序列被整合进杆状病毒 AcNPV的转移 载体质粒 pVL1392．用所得 曲含pp38,~ 

因的 重组转移载体 质粒 pVLpp38 I与野生型杆状病毒 AcNPV的 DNA共 转染昆虫传代 细 

胞系Sf9细胞后 ，用荧光抗体法 以抗MDV单克 隆抗体 H1．筛选到能表达 MDVpp38的重 组 

杆状病毒克隆 BP38I。免痉印迹试验表明，在重组病毒BP38I感染的Sf9细胞溶解物中， 

认为是一种与该病毒诱发肿瘤相关的抗原[|】。不 久前，我们 已用大肠杆菌噬菌体 gt11 

载体系统分离、克隆和表达了这一 pp38基因的部分片段⋯，进而又完成了对整个 Pp38 

基因的克隆、定序及结构分析 】。MDV是目前唯一的一个能为疫 苗 有效预防 的 自然 

大批发病的致肿瘤病毒。 对它的研究， 不仅对养禽业的发展有着经济意义，而且对 研 

究病毒致肿瘤的发生与预防机制也有广泛的生物学意义。 由于 MDV是 一种细 胞 结 台 

病毒， 提纯病毒的蛋白质成分将是很困难的。 鉴于近几年来， 应用杆状病毒为载体 在 

昆虫细胞中表达外源基因的技术 日趋完善[5“】，本研究试图在昆虫细胞 中 表达 MDV的 

pp38基因，由此可提纯 MDV的这种磷蛋自。这将有助于研究该蛋白质在 MDV致肿癌 

过程及免疫保护反应中的作用。 

材 料 和 方 法 

一
、 构t耆M DVpp3$基因的杆状病毒t组转移t体 杆状病毒 AvNPV的转移载体质 粒 pVL 

13921 7I由美~Texa s A＆M大学Dr．summers赠给。MDVpp38．~因由笔者l‘I等分离到，完整基因 

1991年 3月11目收到．7月20日修回 

奉研究为国家自然科学基盒及江苏省 教委自然丰；学基盘资助项 日．也是和美国农业部禽病及肿瘤宴验室的 台 作 

项 目。 
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的克隆、定序爰结构分析不久前亦已完成。~ pp38的译读序列由870个碱基对组成，不含有内古 

子。一个从起 始密码 子 ATG到终止密码子 TAA下游约 70个 碱基对的两端 分别接上 了 BamHI和 

Kpn I识别序列的pp38基 因DNA片段，按图 l所示从其相应质粒切下后于 BamHI殛 Kpn I切点处 

图 1． 构建重组转移载体质粒 pVLpp38 I的模式图 

Fis． 1． Schematic diagram of the construction of the reeombinaat transfer 。_ctof 

p1a5mid pVLpp黯 I 

整合 进转移载体 pVLt392质粒 中 ．由此得到的重组转移载体质粒为 pVLpp38 I。 该质粒的正确性 

由酶 切分析证实 (见图 2 )。 

=、从共转染的昆虫s 纽臆中筛 选能 衰选 MDVpp38的t组杆状扁毒 在含有 TNM—FH培 

养液的平皿中培养的 昆虫传代细胞系 Sf 9细胞 单层 ，按 Summers和 Smith【 l的方法 ，用可转染 

性 野生型 AcNPV 的 DNA(购自美国 Invitrogen公司 )及用氯化铯梯度离心提纯的重量转移载体 

pVLpp38 I质粒 DNA作共转染反应。经转染的 Sf9 细胞单层在2 7℃下继续培养 4一 S天后，收取 

培养液于4℃下保存，并按 Invitrogen公司操作手册 推荐的方法滴定其病毒 效价。为了用 荧光 抗体 

法筛选能表达 MDVpp38的重组病毒 ，用1000个左右 空斑形成 单位感 染位于60mm平血中的Sf 9细 

胞 单层，再 用台0．4嘶琼脂糖的新鲜培养 液复盖 细胞单屡。在凝肢 形成 后 ，移至2 7℃温箱中培养 4 

— 5天。小心剥下琼脂糖凝肢 ，保存于 另一无菌的平血中。用抗MD~单克隆抗体 H19[1l殛山羊抗 

小鼠IgG荧光抗体对位于平血上的感染 细胞单层作荧光 抗体试验。根据平血上呈现荧光抗体反应阳 

性能表达 pp38的重组崩毒的空斑， 沾有细胞单层印迹的琼脂糖凝胶上挑取相应重组病毒的复印 

斑 ，并 将其悬 浮于新鲜培养液中再感 染 Sf 9 细胞，如此重复 3— 4次，直至从一十 完全孤立的 空 

斑得到克隆化的能表达 MDVpp38的重组杆收病毒为止。 

三 、免在印违反应 为 了显示在昆虫细胞中表 选的 MDV pp38的分子量大 小， Sf9细胞单层 
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图 2． 重组十；穆哉 质粒DNA酶切分忻。在 圈 1构建的重组转髂戟体质牡转化失聒杆奎JⅪl0目占， 

阻 0 2P一标记的MDV pp38基NDNA片腔为探针，做菌落昧位杂交反应，从右至左． 凿1—1 4 

分 加入从 1{个阳性苗落培养物提取的重组质柱I)NA的 BamItl—Kpn I消化产物。槽1 5加入 

了噬菌体DNA的 Bst EⅡ精 七物作为DN&片段大小的标 。在达1 个样品中，有 7个 显出约 

940bp的插入片段。在槽 8中现示最亮插^片段柏重组转移载体 质粒定 名为 pVLpp 38 I，并 

与 ĉ1'1PV DxA一道用采共转染 sf9细胞。 

Fig
．
2 ． RE ⋯ l r 5 0f tb⋯ ⋯ bi⋯ t tm  5f⋯ ecto pI id DNA- Aft⋯ t⋯ f⋯ a— 

tion of E c i JM1a9 itb th⋯ ㈨ bi t t㈣ f ⋯ t⋯ p1 mid ㈣ s【rut cted 4s 

in Fig．1-c0lon ㈣ ⋯ bo8en by co10 y_byb ridizati0 it b t／ae 3 2 p一1 Bb e1edⅥDV 

pp38 g n DNA f⋯ag ㈣t the pr0he
．
F⋯ th e righI te the 1 eft： l⋯ s 1— 14 

w⋯ 1Daded with BamHI—Kp。I dlge sta 0f tbe re㈣ biD⋯ t r㈣ f I id I)NA 

e tr̂ cted froⅢ the 14 hyb ridi zBtio po 5itl⋯ 010Ⅱi E日 ree p eetivelY．LⅢ 15 aBl口I— 

aded wit／a DNA digest ed witl~ B目tEII BB DSA si ze m r̂ker5 Among the 14 digest~ 

7 Bh。 ed tbe in⋯ rt 0f Bb0nt 940 b p． T／ae 帅 p1e whieh g⋯ th m0st bright 

in eeft iⅡ tht 1⋯ 8 wa目d⋯ ig Bted B PVLpp38 I an d u sed f⋯ ot⋯ 日fe ti f 

Sf 9 elJ s with AeNPV． 

在经克隆化的重组汗状病毒感染(使每个 细胞平均感 染约 5个空 斑形成单位)后继续培养 2— 3天 。 ． 

将感染的细胞单层用 pit7．0的0．1mol／L磷酸盐缓 冲液洗一次后 ， 悬浮子溶细胞 缓 冲 液 (含 150 

mmol／L NB cl，0．1嘶 SDS．1轴去氧胆酸铺 、1％Triton X一100。10retool／L T ris—ltC1，pit7．5)中， 

每毫升约5×10 细胞。在 细脆溶解物中添力口2一巯基 乙醇 至2．5啊，甘 油至 10嘶。在佛水中加热 5分 · 

钟后离心 ，取上清液 在 7．s一20嘶梯度聚 丙酰胺凝胶 中 电泳后．将凝胶中的蛋 白质 电转移至硝酸纤 

维膜上III。刷 单克隆抗体tt19[ 】及抗小鼠 tgG一碱性磷酸酶标记抗体 做免疫印迹反 应。 

结 果 

一

、 荧光抗体反 显示表达 !~DVpp38的重组杆状辐毒感染昆虫到 胞 在用共转 

染后的 Sf 9细胞培养液以适当稀释度再感染 Sf 9细胞单层并复盖以蜗l脂糖培养液 凝 胶 
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图3． 用抗 MDV单壳隆抗体 H19作黄光抗体试验 

A：重组扦状痈毒 BP 38 I感染的尾虫Sf 9细胞单层．可见几个能表达 MDV pp38基因产物的 

荧 光抗体阳性细胞．其余绍胞为耒感染的阴性细胞。 

B 野生型 AeNPV感染的昆蛆 sf 9细胞单层作为硐性对照。 

Fi6．3． FluO resc ce Dtib0dy te91 witb inli—M DV MAb H19 

A： iⅡsect Sf9 e eI】 oIayet infeeted with tb⋯ ⋯ bj t b●~ulOTi⋯ BPs81 

showi g ⋯ e Tal FA PDgitive cell 8 with e pfe日s ed MDV PP 38 g Prod~cts． 

Tbe rest cells w⋯ Ⅱot i口fected 

B： iⅡ自e t Sf9 t eI】moⅡolaYer infetled ；th l be wild type AcNPV ⋯  

口e日 ti州 ont ToI 

于27℃下培养 4— 5天后，以单克隆抗体 H19用荧光抗体法作初级筛选表明，约有 1— 

2％的空斑呈现荧光抗体反应阳性，选取一典型阳性空斑，经重复三次筛选，从一完全 
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孤立的阳性空斑挑取克隆化的重组杆状病毒进一步扩增后保存。该克隆称 为 BP38 I。 

图 3 A为重组病毒 BP38 I感染的 Sf 9细胞单层，图中可见几个明显发亮的由单克隆抗 

体H19识别的荧光抗体反应阳性的 BP38 I感染细胞。表达的 MDVpp38主要 位 于 细胞 

质中。图 3 B为野生型杆状病毒感染的 Sf 9细胞单层作为阴性对照。 

二、免疫印迹试验显示在昆虫细胞中表达的 MDV特异的蛋白带 图 4为抗MDV 

$8kd磷蛋白单克隆抗体 H19作免疫印迹试验结果。单克隆抗体 Hl 9从重组杆状病毒 BP 

38 I感染的 Sf 9细胞溶解物中识别出一条很清晰的分子量为 35—36kd的MDV特异蛋 

白带。这表 明，在昆虫细胞 中表达的 MDVpp38基因产物在分子量上非常接近 MDV感染 

的成纤 维细胞中该基因的天然产物。 

图4． 用抗MDV单克隆抗体 H19对 Sf9细胞溶解物作免疫印迹试验 搪 A B和 C分 gll为重组杆 

扶病毒 BP38 I感染的及野生型 AeNPV感染的 St9细胞和未 感染的 Sf9细胞的溶解物。 

Fig
．

4 lmmuaoblot of Sf9 cell ly sates with antj—MDV MAh HI9． Lanes A，B and C 

are the ⋯ ㈨ hi 4nt haculovi r 日BP 38 I一；nfect ed， tbe wi】d tYpe AcNPV— 

infected． and unitlf eeted St9 cell ly sates respeetlve[y
．  

讨 论 

自六十年代中期发现 MDV以来， 鸡马立克病一直作为研究病毒致肿瘤及疫苗预防 

病毒性肿瘤的机制的动物模型之一而引起研究者的注意。为此，建立了一系 列 由MDV 

诱发肿瘤细胞系。其中一些细胞系仍可分离出完整的MDV，而另一些 细 胞系则分离不 

出有传染性的 MDV颗粒。Naksjlmo 等发现，在不能分离出传染性 MDV的由 MDV诱 

发的肿瘤细胞系中，唯一能检出的MDV特异抗原是一种分子量为39／36kd的 磷蛋白。 

为此，推测这一磺蛋白与 MDV诱 发肿瘤有关。他们还指出，这一磷蛋白与由 Lee等“ 

土 
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制备的抗 MDV单克隆抗体 H19所识别的38kd蛋白质cg)相同。鉴于 MDV是一种细胞结 

合病毒，从全细胞中提纯某一病毒成分比较困难。为了进一步阐明这一磷蛋白在肿瘤发 

生中的生物学作用，我们分离了 MDV的 这一磷蛋白基因并将该基因的部分片殷在大肠 

杆菌 Agtll噬菌体中以融合蛋白的形式表达出来 】。但这仍不足以用作研究该蛋白质完 

整 的生 物学功 能。 

Summers等 以昆虫杆状病毒为载体，发 展 了一种新的真核生物表达系统。鉴于 

在该系统中外源基因的表达产物可被再加工，如糖基化、磷基化等，而且表达水平也很 

高，所以越来越多的实验室趋向子采用该表达系统。最初的研究表明，当外源基因在利 

用杆状病毒的多角体蛋自基因的启动子及起始密码子以融合蛋自质的形式表达时，表达 

水平较高。如仅利用多角体蛋白的启动子但利用外源基因 自身的起始密码子时，表达水 

平较低_j 。但后来发现，这是因为多角体蛋白基因的启动子与起始密码子之间的核酸序 

列及起始密码予下游一小段核酸序列也明显地影响基因的表达水平 。为此，他们将转 

移载体中多角体蛋白基因的起始密 码 子 ATc突变为 ATT(如图 1所示 )，在 ATT后 

几十个碱 基对处建立外源基因的插入点。这样，在利用多角体基因的启动子及 ATT附近 

的有关序列 的条件下，外源基因可利用 自身起始密码子 ATG并得以高水平 的表达 ” 。 

例如，在该昆虫细胞系统中表达的牛 I型疱疹病毒 gⅣ糖蛋白可 占整个昆虫细 胞可着色 

蛋 白质 的18 C8 。 

前面谈到，不久前 MDVpp38的完整基因已被克隆和定序 。本研究将 MDV的 这 个 

基因从其起始 密码子开始到终止密码子后 7O个碱基对的 DNA片 段整合进杆状病毒， 

利用其多角体蛋白基因的强大启动子及相关序列，以MDVpp38基因 自身 起始密码子为 

转译起点在昆虫细胞系 Sf 9中将pp38表达出来。荧光抗体试验 表 明，MDVpp38基 因 

产物如同其它外源基因一样，主要分布在感染细胞的细胞质巾。 

鉴于在凝胶电泳中测定分子量的自然误差，在用”S一蛋氨酸标记的 MDV感 染 的成 

纤维细胞溶解物作免疫沉淀反应时，由单克隆抗体识别的这一磷蛋白的分子量分别报告 

为38kd CZ 及39／36kd： 。在免疫印迹试验中，重组杆状病毒 BP38 I在 Sf 9细 胞 中表达 

的为单克隆抗体H19识别的MDV特异蛋白的分子量约35—36kd，与该基因 在 MDV感 

染的鸡成纤维细胞中的天然产物非常相似。这使我们确信，在昆虫细胞中表达并进一步 

提纯的 pp38基因产物将有 助 于 深 入研究这一 与病毒致肿瘤有关的磷蛋白的生物学功 

能。 
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Expression of Marek S Disease Virus pp58 Gene in 

Insect Cells with Use of Baculovirus as a Vector 

Cui Zhi-zhong 

(r{angsu Agric“iturni CoffPg ， a“gzhou，225001) 

L
．
F． Lee 

(Avian Disease and Oncology Laboratory，USDA ．3606 Easf Mt．Hope Road- 

East LanSing，Michiga“ 4892 3，USA ) 

The complete encoding sequence with the initiation and stop cod ons of 

Marek S disease virus(MDV )38 kd phospborylated protein (pp38)gene was 

integrated into the baculovirus AcN PV transfer vector pVL1392． The insect 

cell line Sf9 cells were cotransfeeted with the recombinant transfer vector 

pVLpp38 I and the wild type AeNPV DNA． A reeomhinant baeuIovirus clone 

BP38 I， which was expressing the MDV pp38 gene， was screened with the 

anti—MDV moncelcnal antihody (MAh) H19 in fluorescence atltihody test． 

Immunoblot indicates that the MAb HI9 could recognize 8 MDV—specific pro‘ 

tein hand of 35— 36 kd from the recombinant virus BP38 I—infected Sf9 cell 

lysates． 

K ey w ords}MDV pp38 gene Baculovirus Expressing "eector 
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