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摘 要 为研究肾综合征 出血热旃毒疫苗侯选株 R22校蛋白的结构与特性，应用逆转录 PCR扩 

增 了 R22编码区基因，并将扩增产物 克隆于 pET-3a表达质粒．测得 R22株 s片段编码 区序列为 

1 290个核苷酸。比较分析表明与 Seold型同源性高选 96 2％。而与 ]~ntaan型同源性仅为71．O％． 

与用血清学分型的结果一致。将克隆的 pET-R22NP转化到 BL21后．IPTG诱导得到较高敛的表 

达，产物纯化后进行 Western blot分析，结果表达的 NP仅与 NP蛋白特异的单克隆抗体 A35和 

3139反应．而与G2蛋白特异的3138不反应。表达的产物为祝坦病毒的诊断提供了特异性抗原。 

关键词 肾综台征出血热府毒，整置 基璺直匿。庄到盐堑 蠢垫 ．HrK y 

肾综合征出血热是 由布尼亚病毒科汉坦病毒属引起的、临床上以发热、出血及肾损害为基 

本特征的一类疾病 1。汉坦病毒具有单股负链 RNA组，分 L、M、S 3个 片段，分别编码病毒的 

多聚酶，包膜蛋白和核蛋白 2-51。研究表明，3个蛋白中以 NP含量为高，免疫原性强【 81。 

为研究 NP蛋白的结构与特性，应用带有 T7噬菌体启动子的 pET．3a表达质粒对我国疫苗侯 

选株R22株的S基因进行克隆、测序分析，并在大肠杆菌中获得较高效的表达。 

1 材料和方法 

1．1 菌种和质粒 pET-3a质粒和BI21宿主菌均为Stratagene公司产品。 

1．2 Veto-E6细胞 来自ATCC。由我室传代保存。病毒在 Veto-E6缅胞上感染7—10 d左右收获．漓度大于 

lo’PFU／mL。 

1．3 R22毒株 从河南省新安县疫区褐家鼠组织分离 】。Veto-E6细胞传代，一70℃保存。该毒株经交叉中 

和试验“。 和交叉保护力试验⋯ 表明具有教广谱的抗原特性。 

1．4 RNA提取 应用热酚异硫氰酸弧法，参见文献【I2]。 

1．s 5l物的设计与台成 参照肾综合征出血热标准株76-118的序列【j】．设计带有 EcoRI和 B II酶切位点 

的引物3条．在 ABI的 DNA合成仪上合成，用异丁醇提取纯化。 

P1：TAGTAGTAGA r(1cCTA(卜一l7) 

P2：CCAGATcTATGGCAA TGGAG(37～51) 

P3：GGAATTCrrAGAGTTTCAAAGG(1 326～1 312) 

1．6 eDNA合成殛冀式 PCR 将提取的总RNA加40 u的AMV逆转录酶和1 L的随机引物．42℃逆转录2 

h．然后以 Pl，P3为引物，92℃ 2rain。42℃ 2rain，72℃ 3rain．1十循环后．92℃ 30 s，42℃ 1rain，72℃ 1min， 
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30个循环．最后延伸 7m[n。扩增的产物再以 P2．P3为引物进行巢式 PCR．条件同上。 

1．7 扩增 DNA的纯化、酶切殛克隆 将扩增的产物在 0．8％ Agarose凝畦上 电泳 回收，用 BIO 101公司的 

GemecleanⅡkit纯化后，再甩 EcoRI和 BglⅡ酶切消化并纯化 ；同时将载体 pET-3a用 EcoRI和 BamHI切割 

并纯化。甩连接酶在 16℃连接 4 h后转化到 BL21(DE3)中．在 LB培养板上筛选竟隆。 

1．8 序手 分析 将克隆正确的质粒纯化后，应 用 Pharmacia Biotech的全 自动序列分析仪进行测序．并应用 

DNAS[S软件进行辅助计算机分析。 

1．9 桉蛋白的丧选和纯化 将克隆成功的 pET-R22 NP转化到 BL21后．用 IPTG进行诱导表达，苗体用超 

声波处理后以硫酸铵沉淀．并经 Phenyl s印har0se CL-4B柱纯化．最后用 50 mmol／L Tris-EDTA透析．而后进 

行 SDS-PAGE和 Western—blot分析。 

1．10 ELISA 用每孔 100 ng纯化的重组桉蛋白包被 EL[SA板，常规 ELISA方法检测单克佳抗体的抗体水 

平．同时用抗原夹心 ELISA法对照比较。 

2 结果 

2 1 质粒的构建 

表达载体的 

lLa rnl{[／r I l 

图 I pET-NP表选载体的构建 图 

Fig I Construction of pET-NP expression v Lof 

DET-sNP经 EcoR I酶切鉴定证明插入的为正确的约 1．3 kb的 R22NP基因，见图 2。 

2 2 序列分析 

克隆的 R22株 S片段编码区共测得 1 290个核苷酸．并 由此得到推断的氨基酸序列(1～ 

430)，见图 3、4。 
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1636 bp 

{) 1 bp 

图 2 PCR扩增、克隆和酶切分析 

F 2 PCR amplification．donlng a力d restriction enzymes analysis 

M M ecu]ar⋯ ke ．1 kbDNA ladder 

A PCR amplified 1．3 kb S sqm  【eDNA 

B．D from pET R22一NP digested with EeoR I and 1Ⅱ．the 

upperh  isthe 一  DNA,the}c4ver tldis s叭 edPCR 日m． 

pilled S segment eDNA 

l T̂GGC从 c丁̂ TGGAGG从 AT CCAĜ Ĝ G从 ATCAGT0cTC ĈĜGGGGĈ G TGTGATA 

61 6cACGCCAĜ ^̂ GTcÂ GĜ T6ĉ G从 从 G Ĉ GTATG从 ^ ĜĜ T0cTĜ TGACTTCÂ C 

l2l ^̂ Ĝ GGGCAC TGcATĜ TcG GĜ Ĝ GTGTC GCAG Tĉ ^T̂ Ĉ 亿̂从 ^从 TTGATĜ  ̂

181 TTGAAGCGCC ^̂ CTTG0cĉ ĉ GGATTGCA GCAGGGM Ĝ T̂̂ TTGGGCA AGACCGGGAT 

24l CcT̂ Ĉ GGGG TAGAGCCGGG TGATCATCTC 从 AGAGAGAT ĉ GĈCT̂AG cTATGGG从 T 

301 Ĉ̂ CTGGAcc TGAATAGTCT TGACATTGAT GAACcT̂ Ĉ G Ĝ ĈGACAGC TGATTGGTTG 

361 ĉĉ T̂ AT1‘G TcTATc1BAC TTĈ TTTGTG GTOcTGATCA TcTT̂ Â GGc AcTGTAcATG 

42l TT̂ Ĉ̂ AC从 GAGGCAGGĉ Ĝ  TCAAAG GACAAĈ 从 G GĜ 代 ĜGAT CAGATTCAAG 

481 GATGACAGCT CATATĜ GGA TGTCAATGGA T̂CAĜ AAAC ccA从 CATCT GTATGTGTĈ 

54 1 ATGcCAAACG CCCAATCCAG CATGAAGGcT GAAGAGAT从 ĉ 0盯GGAAG r̂TCCGCACT 

601 GCAGTATGTG GGCTATATCC TGĈ cAGATA AAGGCÂ GGA ACA1℃G代 AG CCcTGTĈTG 

661 AGTGTAGTTG GGTTTTTGGC ACTGGCAAAA GATTGĜ Ĉ T CTAGAA1TĜ AGAATGGCIT 

721 GGTGĈ CCCT GCAAGTTTAT GG。GG从 TCT CCAAT丁GcTG GĜ GTTT̂ TC TGGĜ CCC 

781 GTGÂ TCGTA ĈTATATĈ G ACAGAGACAA GGTGCACTTG CAGGGATGGA GCCAAAGGAA 

841 TTTCAAGCCC TĈ GGcAAĈ TGCAÂ GGAT GCTGGG代 T̂ ĉ C GTTGA GCATATTGAG 

901 TCACCATCAT CÂ T̂ 础 T GTTTGCTGGG GCCCCTGATA GGTGTCCACC AACATGTTTG 

961 TTTGTCGGAG GGATGGCTGA GTTAGGTGCC TTCTTTTCTA TAcT丁CAGGA TATGAGGAAC 

102 1 ACAATCATGG c丁TĈ M̂ Ĉ TGTGGGCACA GcTĜTĜ AA AGCITCGAAA Ĝ AA亿 T̂CA 

1081 TTCTATCAAT CAT̂ CcTĈ G ACGCACACAA TCA3．TGGGAA TAĈ AcTGĜ CĈ Ĝ GGATA 

l14 1 ATTffI’T GT TT̂ TGGTTGC CTGGGGAAAG ( AGGĈ GTGG ĈM CT丁TCA TCTCGGTGAT 

1 201 Ĝ Ĉ TGGAcC C AGCTTCG TAGCCTGGcT CAGATCCTGA TTGACCAGAA ĜTAAAAGÂ  

l261 ATCTCGAACC ĜG从 CcTTT GAAACTCTAA 

圉 3 R22株 S片段编码区序列 

Fig 3 Nudeotide sequ∞ s of S segm∞ t code get】e ofR22 virus 

将测得的核苷酸序列与汉坦病毒 HTN型标准株 76—118比较．仅 71．0％同源，而与 SEO 

型 SR-II株同源率高达 96．2％。 
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M ATM EEIO R EI SAH EGO LvIAROKVKDA EK0YEKD PDD FN 

K RA L H D RE SV A A SIO SK I D ELK R0 LA D R IA A G K N IG O D R D 

PTGV E PGDHLK ER SAL SY GNTLD LNSLDIDE PTGQTAD W L 

TlI V YLT S FV V LII L KA LYM LTTRG R0T SKDNKGM Rl R FK 

DD S sY EDVNG IRKPKH LY V SM PNAQS SMKA EE1 T PGR FR T 

AVcG LYPAQ●KA RNM v S PVM SVVG FLA LAKDW T SRI E Ew L 

G A PC K FM A E S PIA G S L SG N PV N RN Y l RO RO GA LA G M EP K E 

FQA L RQ HA K DAG CT LV EHI E S P S SIW VFAGA PD RC P PTC L 

FV G G M A ELG A FFSILO D M R N TIM A SKT VG TA DEK LR K K S S 

FYQSYLRRTQSM GIOLD ORIIv M FM VAW GK EAVDN FH LGD 

DM D PELR SLAQILID0KVK EI SNOEPLKL Stop 

圈4 依据桉苷酸序列推导的 R22 S片段氨基醴序列 

Fig．4 The deduced amino acid sequences of R22 S segment depend。d”p0rI nudeotide 哪 惜  

2．3 表达和纯化 

以不同浓度的 IPTG和不同温度进行诱导表达，结果表明，0．5 retool／L IPTG、3O℃培养 

表达效果较好。应用硫酸铵沉淀和 Phenyl Sephrose CL．4B柱层析并用磷酸盐缓冲液洗柱，可 

从每升菌液中纯化到 9 rag的 NP蛋白。 

2．4 表达的结构蛋白 SDS．PAGE和 Western blot分析 

将不同纯化步骤的 NP蛋白和培养的 R22裂解蛋 白进行 SDS-PAGE分析，并应用 NP蛋 

白特异的单克隆抗体 A35、3D9和 G2蛋白特异的单抗 31)8进行免疫印迹分析，结果表达的 

NP仅与 A35和 3D9反应而不与 3D8反应，而且大小与天然的 NP相一致，见图5。 
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图 5 S['JC~PAGE和 Western blot电诛囤 
Fig．5 Electrophore~sisof SDS-PAGE and W ~tern blot 
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2．5 ELISA检测的结果 

对 2()株核蛋白和 l株 G2单克隆抗体检测表明，直接包被纯化重组核蛋白ELISA与传统 

的抗原夹心 ELISA相 比结果一致，但敏感性高．抗体水平平均高 2～4倍。 

3 讨论 - 

本研究将我国正在研究的侯选疫苗株 R22的结构蛋 白基因进行丁序列分析，阐明了该株 

核蛋白编码区的 l 290个核苷酸 cDNA的一级结构，和已知标准毒株的序列分析 比较表明，与 

同型的 Seoul型 SR-11株同源性高达 96．2％，而与 Hantaan型 76．118株同源仅 为71．0％。井 

由核苷酸序列得到丁推断的氨基酸序列 l～429及其等电点为 7．728。 

将 pET．3a载体克隆的 R22结构蛋 白基 因插入大肠杆菌中，并有效表达丁 R22的 NP蛋 

白，且能与特异性的单抗反应，其分子量与天然的 NP一致，为我 们研究病毒结构蛋 白的功能 

提供了可能。虽然 NP蛋 白上没有中和位点，抗 NP的单抗亦不具备中和活性，但 Schmaljohn 

等报遭用重组昆虫表达的NP免疫田鼠后，可部分抵御汉坦病毒的攻击，认为其免疫保护力由 

细胞免疫所介导[13]。Yoshimatsu用乳小鼠类似的研究也证明了这一点_l 。因此认为 NP在 

基因工程疫苗中占有重要地位，我们所表达的NP将有可能作为基因工程疫苗的一种重要成 

分。同时用所表达的产物对不同位点的 2O株单抗 良好的检测结果表明，我们所表达的核蛋白 

可以作为对该病毒的诊断的一种优质价廉的特异性抗原。 
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Cloning，Sequencing and Expressing of S Segment Coding 

Gene of Seoai Virus R22 Strain 

Yao Zhihui Dung Guanmu Yn Yongxin 

(National Institute the Control Pharmaceutical and胁  Products．t~iflng 100050) 

Abstract For studing the structure and cheracteristic 0f nucleoprotein(NP)of SeouI virus R22 

strain．which is the seed virus of HFRS candidate vaccine，the NP gene coding region of the R22 

S segment was amphficated by RT-PCR and  then cloned it into pET-3a expression plasmid．Se· 

quence assay showed that the NP gane contains 1 290 nucleotides．which has homology of 96．2％ 

with well known Seoul virus(SR-11)and 71．0％ with Hantaan virus(76．118)，These results 

coincide with previous serological testings．The cloned NP gene has been transformed into E．coli 

BL21 and it could give a high expression when ind uced by IPTG．W estern blot and  ELISA assay 

of the purified products she wed that expressed NP only reacted with NP—specific M Abs A35 and 

3139．but not with G2．specific MAb 3138．The expressed NP can he used as a specific antigen for 

dinical diagnosis． 

Key words Seoul virus．Nucleoprotein(NP)，Cloning ，Sequencing，Expression 
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