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肾综合征出血热病毒基因部份酶 片段的亚克隆 

夏东翔 汪美先 王 晶翼2 徐志凯 

(第四军医大学分子病毒学研究室．西安 71 00 32) 

提 要 ．
R373 3 

在用微机对肾综合征出血热病毒761118抹 (即汉坦病毒 )s与M基因片段进行系统分 

析的 基础上，分 别利用质粒pXZ62和pUC18亚克 隆了s与M基 困中的 部份 酶切片段 ，以 便 

为亚克 隆基 因探 针的应 用 和基因改造 与多途 径表达奠定 基础。 同时亦进一步 证实了XylE 

基 因一邻 苯二 酚 2，3-双加 氧酶 (C at02ase)这 一显 色标 记系统在基 因工程中 的I实用价 值。 

基因克隆 XvlE 驻 断 
目前 ，肾综合征出血热病毒 (HFRSV)的研究已深入至基 因水平 基因工 程 技 术 

的应用 日趋广泛。国外学者在系统分析了病毒核酸和蛋白的基础上，完成了汉坦病 毒 S 

与M基因 eDNA克 隆和序列分析，在真核细胞进行了基因表达，并将基因克隆或其表达 

产物投入进一步分析与应用 。 而 国内这方面的工作起步较晚，杭长寿等在痘苗病毒 

中表达汉坦病毒 M片段基因之后 】，又完成了家 鼠型病毒R22株M基因片 段 的 eDNA克 

隆 ，除此之外罕有报遭。因此在许多国内毒 株的核酸尚未提纯和建立 cDNA克 隆的 情 

况下 利用 已知序列的76／118株的基因克隆作进一步分析和研究仍有积极意义，以飙为 

今后 的工作奠定基础。同时，我们构建的含显色标 记基 因xylE的质粒pXZ62亦需通过广 

泛应用检验其实用价值。 

材 料 与 方 法 

1． 蕾种和质粒 E．coli JM103菌 株 由我校生化教研 室提 供，含S片 段的重组质 粒 pHSl‘1与 

含M片段 的重组质 粒pM56l 】皆 由美国陆 军传染病研究所Schm aljhon博士 寄赠。JM103(pXZ62)f。】 

与JM103(pUC18)系 自己转化筛选。 

2． DNA操 作技术参见文献 f’l 

5． XyIE基 园产物CatO2ase的租摄 将有 关菌株活 化过夜 转种于50ml M9或LB培 养 基中 ， 

于37℃振荡透气培养，按所需诱导条件培养后离心收集菌体，用10ramol／L ph7．5Tri-HC1洗涤一 

次 ，重悬于含溶菌酶lmg／ml的TEG(50mmol／LTris—HC1 pH7．5，10mmol／L EDTA．50retool／L 

本文于 1992年 5月I5日收到 -7月 28日修回。 

1) 现 工作单位 ；军事医学科学院生物工程研究所 ．北京 100850。 
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葡 萄糖 )溶液中 ，~ 30min，冻融一次 后超声破碎 (10011A Im s次间隔30 。)， 苯 甲 

基磺 酰氟 (PMSF)至 lmmol／L，MgCI2~S0mmol／L， DNAas e I ~SPg／ml，37~C30min,离 心 

4℃170．000 r／m 20rain，弃沉淀，取0．5m1上清加 10ml冷丙酮洗涤一次，弃上清，将沉淀真空干 

燥 ，复 溶于 pH7．4 PBS—T缓冲液中待 测o 

4． 辅助徽 机分析 利 7fllBM PC XT 2B6型计 算机在 复旦大学遗 传所计算机 室进行。 

结 果 

1． 有关基因序列的部份微机分析结果 (根据文献[i P~3进行 ) 

HFRSV76／I18株S片段cDNA中已知核蛋白编码基因全长1290碱基，编码429个氨基 

酸。用 目前世界上已研制出的1 28种限制性内切酶及其识别序列对该编码基因进行检索， 

共检索到170个酶切位点，分别可被 65种 限制酶切割，其中有26个单酶切点，包括常用的 

PvuⅡ、AccI．HindⅢ，PstI，SphI SalI等。按通用密码翻译 ，只有第一套翻译方 

式能进行到底 。未见可以利用 的翻译偶联 ([~TGATG，ATG要与第一套阅读框相符 )。 

M片段基 因全长36 L6个碱基，共有 366个酶切位点，可被74种酶切割，其中常用的酶切 

位点有 AccI、ClaI、EcoRV、HindⅡ、HindllT、HpaI，Hp Ⅱ、PvuⅡ、TaqI等， 

从基因 3 端始只有按第二套读框才能顺利 翻译下去，第一个 ATG出现于4卜43碱基， 

终止码TAG出现于第3446-48碱 基。G1和G2为同一开放阅读框架编码，Gl蛋 白由95—1880 

位碱基编码，G2蛋白由1985—3445碱基编码，两者之间的基因产物在 自然表达过程中被 

加工剪除。在G2起始位点前有一短的疏水序列、第l913—1918位 的类 sD序列和1934一l936 

位 的ATG(与G2读框相符 )，两者 间隔 16bp(图1)，可在研究基因表达时加 以改造利用。 

TCAAAATTTTACACCAGGATGTTACCGGACACTAAATTTATTTAGATACAA
．

A
． ． ． ． ．

A
． ． ． ． ． ．

G
． ． ． ． ． ．

C
． ． ． ． ．

A
． ． ．

G
—

G
—

TG 1920 

S K F Y T R M L P D T K F I ‘ I Q K Q V 

Q N F T P G C Y R T L N L F R Y K S R C 

K I L H Q D V T G H ‘ I Y L D T K A G A 

CTACATCTTTAĈ匝 GGATATTTCTTCTTGTCTTAGAATCCATACTGTGC'OCTGCAAG 1980 
L H L Y N V D 1 S S C L R I H T V G C K 

Y I F T M W I F L L V L E S l L W A A S 

T S L Q C G Y F F L S · N P Y C G L Q V 

G2一· 

TGCA(TCAGAGACACCATTAACTCCTGTCTGGAATGACAATGCCCATGGGGTAGGTTCTGT 2040 
C I R D T I N S C L E · Q C P W o R F C 
A S E T P L T P V W  N D N A H o V o S V 

H Q R H H · L L S G M T M P M o · V L F 

图 1．M片段eDNA第1881—2040bp处的核苷酸 序刊爱相 应的三套翻译方式 

Fig． 1． Nuclootidv ~el／uen ce of 1881-2040bp of M f ragment eDNA =ad ~atresponding tmlna t。|d 

s q⋯ ce of r̈ set$ of r eading f rⅢ 自．Th0 soqn ⋯ ¨ mblieg 9D 自 qu㈣ ⋯ i nderliued． 

2． S基因中BamH I-HindⅢ双一 切片段的亚竟蠢 

由于S片段cDNA重组于 pBR322质粒 中，整个质粒上共有三个 BamH I切点和两个 

HindⅢ切点，酶切后产生 了五个片段，在弄清基因方 向后，回收63ibp的片段 (核蛋白 

编码基因第102bp的BamH I到 733bp的HindⅢ)克隆入载体质粒 pffC18中，构成质粒 
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pXDHI，利用在含IPTG和x—g l平皿上挑选白色菌落初筛阳性重组子，~ 473bp 

的片段 (编码基因~733bp的HindⅢ到12o6 p的BamHI)克隆入 pXZ62中，构成质粒 

pXDH2(图2)， 由于未破坏 xylE基因及表达调控区域而无法利用喷射 0．2mol／L邻苯 
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图 2． s基因片段中BBmHI—HindⅢ双 酶切片段的亚克隆 

Suhelonlng 0f 【wo BamH[一Hind~ff cleaved fragments of S geee 

A} AvaI； B： BamH I r C： CI*I ； E： EccR I H
： HiudⅢ 

Hp： HpeI j P； PsiI ； Pr： Promo【e r． 

囤 3 r pxDHl和pxD地 的酶切电诛分折 

Fig
．
3． Ele etroplaores|s *nal~els of pXDHa B口d FXDH2 

(1) pXDHl A： leav ed； D： Hp I；E{Hindl pUC 18；B
{ levyed； cl BamH I ；F H BI 

(2)pxz62 cl 1e4 ed H：Psi I pXDH2 l
： uⅡcleB ed I P。t I 
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二酚溶液初筛，只得利用原位杂交法筛选阳性重组子。两种初筛出的阳性重组子均经快 

速抽提质粒后，用打点杂交和酶切电袜分析 (图 3)进一步确定。 

s． M片段e~HpaⅡ PatI酶切片段 (含G2基因 )的亚兜障 

M片~cDNA因以两端的P st I位点克隆~：pBR322中，故先用P st I酶 仞回收3．6kb的 

M片段，再按闰 4进行克隆，对含质粒 pXDH3的重组子 ，挑选Ap T 的菌落．而对pXDH4 

PM 56 C H 

⋯  

1 127g 1gg3 36l6 M  fragment 

—  

磊o】 ■ 45 

P 

图 4． 台G2基因酶切片段的亚克隆过程 

Fig． 4． Suhclotting of endotta~leassd fragmeat coataittittg G2 gene 

A； AvBI B： BamH I ； C： C】-I； E： EcoR I 

H： 日i卫dⅢ ； HP： HpBI ； Kt EPnⅡ ； P： PslI 

则用 0．2mol／L邻苯二酚喷射转化菌落，挑选不 显黄色的菌 落 (图 5)，经快速抽提质 

粒、打点杂交和酶切电泳分析 (图 6)确定阳性重组子。 

4． 纽曹培养与诱导条件的选择 

在重组质粒pXDH2中 ，因 ylE基因及相应的表达调控区仍然完整，且克隆入的 473 
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囤5． 不同菌落对邻苯二酚的显色反应 

Fig． 5． Chzomo~enh rⅢ t；oⅡ ol diff erent bacterial eolonle s 

Al IM103(pXDH∞ ，yellow； 

B：J陌103(PxDH‘)J white+IMIO3fpXZB2)，yellow 

图 6． c2基因克隆过程的酶切电休分析 

Fig
．
6． Ele~tropheresia ●Ⅱ●l，5is duri G2 geⅡe cleni g 

(1) pM5B A1日tadⅡ ； Bl PsiI； cI Ⅱ口eleaTed 

(2)pxz6P D 人DNA EeoR I+HindⅡ； E：tln~leaved= 

F： 日i丑dⅡ： G： HiⅡd越 + Cla I 

(3)PxDIt3 Ht日i-dⅡ+HP·豇 

(4)pXZ62 I} uneletved； 置l B~mItI； M：P日tI 

pXDH4 J： uacleaved} L： BamH I ； Nl P̈ I 
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hP片段本身亦系结构基 因，无阻止转录与翻译的结构，~xylE基 因仍能表达。利用pXDH2 

中 xylE基因表达后的显色效应可选择最佳表达条件。从图7可见，IPTG浓度J~,l0#mol／L 

增至l0OO m0l／L，虽增加了lO0倍，然表达产物CatO2ase的 比活性增加不到50mu／mg, 

说明用10#mol／L IPTG诱导表达即够，用此浓度诱导时，表达量可增加 lO余倍。诱导时 

相与表达量高低也有关 系(图 8)，诱导两小时显然不够，表达高峰出现于诱导第 6小时， 

IFIG 的维度 
Concentration of 1VlG(tJmol／L) 

图 7． IPTG诱导波度的选择 

Fig 7
．

Sele~ti。n of 1PTG indu ction 

m ceⅡtttiD■ 

刘 

蝗  

诱导时阃 (小时)、 

Induclion Time(hour) 

图 8． IPTG诱导 时间的比较 

F |．8． c。mparleon of 1PTC induction tim。 

o wltk 10g mol／L 1PT G ×witX 20gmol／L 1PTG 

· _；theu! [PTG i．dactiDⅡ 

这可能与细菌 的生长状态有关 ，因这 时细菌生长正处于对数期来，所以在进行诱导表达 

时选择合适的诱导条件至美 重要 当然，有 的表达产物极易被内源酶降解 ，在这种情况 

下 要考虑适当缩短诱导时间。~JM103(pXZ62)所做的磐果与 JM103(PXDH2)大致相 

符 表明 473bp片段被克隆 后并未 引起截体质粒中与 xylE基 因表达相关基因结构的实 

质性变化 

讨 论 

根据文献已知汉坦病毒 RNA基因 3 末端序列与其他代表毒 株大致相同 ，且与5 

末端序列互补。本文对S和M基因片段进行分段亚克隆，在缩短了目的基因片段的 同时 

也去除了3 末端序列，这样就提高了克隆基因作为基因探计的特异性。在此基础上可利 

用合适 的酶切位点进行更小基因片段 的亚克隆，以将这些长短．序列不一的基因探针配合 

用于病毒的基因分型或 分子流行病学调查。就M基因片段的编码产物而言， 由于G2蛋白 

比G1蛋白血凝和中和位点多，变异性相对较小 ，从已知序列推得的糖基化位点较少 ”， 

两端有可利用 的限制性酶切位点 (Hpa 11和Pst I)，较易从重组质粒中切下完 整 的 G2 

结构基因及其前面的疏水序列和可资利 用的类 SD序列及起始码ATG等优点，因此先亚 

克隆 G2基因，以便接着进行基因改造和表达的研究。以上两方面的工作将另文报道。此 

一曲暑 、jE —j_三苦《 uIJlu 口啦 

目目曙匠目——目目—■—■__量 

■■—■■■—■目—■曩目 叭 

■—苗罾目强翻嗣曩目目目目且如 

呲 一 目日日矗强班强鞋目日目目目且“ 一 蛐 枷 狮 瑚 ㈣ 盎目、j目一 Îl1u uIJ18 ∞ 姆茁雹 毫0 u 
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外 ，在我室已有多株抗 HFRSV单克隆抗体 的基础上 ，如能进行多种亚克隆基因的表 

达，将有助于这些单抗靶抗原基因定位的研究。 

利用台xylE基因的载体pXZ62分别克隆了M片段中的G2片段 (约1．7kb)与S片段 中 

的473bp片段，前者 的克隆因破坏了xylE基因，可利用xylE基因的插入灭活初筛阳性重组 

子，而后者 的克隆未影响xylE基 因的表 达，故不能利州xylE基因的灭活来筛选阳性重组 

子 ，但却可利用同一质粒上xylE基因的表 达产物 CatO2ase活性的高低来选择最佳表达 

条件，同时亦有作为一种基因探针非放射性表记物的可能。由此可见，由于 xylE—Cat— 

O2ase显色系统的诸种 优点 ，对其在基因工程 中的应用可视具体情况而灵活多样。pXZ62 

中用于基因表达的启动子是Pt rc，它需在遗 传型为L aelq的宿主菌 中F．~IPTG诱导。对于 

Plac、Ptae、Ptrc、这些需要 用 IPTG诱导的启动子 ，有关诱导物剂量及诱导时间的报 

道各异，常见的是用100#mol／L—lmmol／L诱导培养两小时。本文利用CatO2ase表迭量 

作为检测指标，观察得细菌在生长~F．OD600约为0．7-1．0时，用10pmol／L IPTG诱导 6 

小时即可，这不仅可大大节省价格昂贵的 IPTG的用量且说明诱导的时间对提高表达产 

量亦很重要。若将xylE基因引入其它类型的原核或真核截体，可同此应用，为目的基因 

的克隆表达提供种种便利，显示出该显色基因标记系统的 良好应用前景。 

Sehmaljohn cS et l1． 

SehmaljohⅡ cS“ L1． 
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Suhcloning of Hemorrhagic Fever with Renal 

Syndrome Virus (HFRSV) Gene Fragments 

Xia Dongxiang W ang Meixan W ang Jinyi Xu Zhikai 

[The Fourth M ilitary Medica~University Xi 710032) 

Based on the systematic aria1Y sis of HFRSV strain 76／1 18 (Hantaan 

virUS) M and S geHe with pe rsonal computer， the endonuclvased f ragments 

of tha two gene eDNA were suhcloned for smaller gene probes and expr— 

ession studie s afterwards． The fragment containing G2 gene and the HindⅢ 

一 BamH I 437bp fragment of S gene were cloned into pX62， the positive re— 

combinants of the former were selectecd by inaetivation of XylE gene， a 

chromogenic sele~：tlve marker， while the latte r did not inactivat e XylE gene 

expression， in this ease， however，som e expression conditions were investlg- 

ated hy detecting XylE gene product， catechol 2，3一dloxygenase(CatO2ase)． 

It was again shown that XylE-CstOlu se chromogenie marker ~ystem was cony- 

enient and useful in genetic engineering researches． 

K ey w ordsI HFRSV Gene clone XylE 

1) Present addres s；Mole cular G enetic e Ccater；P O．Box 1 30(8)Beijlng 1 00850 

2) Navy Gcner=l Hospital of PLA，Beijiag 100037． 
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