
第1 6卷1期 

2001年 3月 

中 国 病 毒 学 

V【ROL0GICA S【N【CA 

16(1)：78—80 

Mar． 2001 
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Abstract：Based on avian 1eukosis virus(ALV)p19 gene termina1 nucleotide sequence，a 82 bp dou— 

ble．stranded DNA fragment was chemically synthesized and cloned into the expression eect~r pGE— 

MEX．1 The sequencing result indicated that the cloned fragmentⅥw a correct version of the one de— 

signed both in nucleotide sequence and in its open reading frame．The recombinant was used to trans- 

fo／Tn E．∞“ BL21(DE3) The cloned fragment was expressed as a fused protein with T7 gene 10 

leader peptide and was shown to be 34 kD in size on SDS—PAGE ge1 when induced with l mmol／L 

IPTG．The expression product was able to bind immunologically to rabbit anti—ALV serum in West— 

ern-blot assay and is being tested to differentiate exogenous from endogenous ALV． 
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擒要：根据禽白血病病毒(A1 v)p19基因末端序列台成一条 82 bp的积链 DNA片段，将其克隆到表达质粒pGE． 

MEX一1中．序列分析结果 与设计的相符。重组表达质粒转化的大肠杆菌 BL21(DE3)经 IPTG诱导后产生 34kD融 

台表达产物，与理论值相符；Western．blot分析表明该表达产物能与免抗 ALV血清发生反应。 
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禽白血病是由ALv引起的以造血细胞增生为 

主的一类传染病．对养禽业危害最大的是禽淋巴细 

胞性白血病。ALV属反转录病毒科 C型肿瘤病毒 

属，其亚群特异性由病毒囊膜基因决定，ALV可分 

为外源性病毒(A，B，C，D和 J亚群)和内源性病毒 

(E，F，G，H和 I亚群) 。。Lee等制备的一株针 

对 ALV基膜蛋白p19的单克隆抗体(6AL20)能与 

A，B和 D亚群病毒发生反应，而不能与 E亚群反 

应，该单抗可区分内、外源性ALV⋯。比较ALV各 

亚群病毒 p19基因的核苷酸序列发现，A，B，D亚群 

病毒 p19基因末端 比 E亚群长 80 bp【3，5-7]．因此 

Lee铷备的单抗很可能是针对该基因所编码的多 

肽。本研究拟化学合成该末端片段并用大肠杆菌表 

达，期望其表达产物能用于区分内外源性ALV。 

1 材料与方法 
l，l 材料和试剂 

表达质粒 pGEM．EX-1，宿主菌 BL21(DE3)，工 

具酶 IPTG和 酶标羊抗免 IgG均购自华美生物工 
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程公司，兔抗 ALV抗体购自哈尔滨兽医研究所。 

l 2 基因片段的化学合成 

以D亚群的 19基因末端序列为模板设计合 

成四条寡核苷酸片段(由上海生工生物工程公司合 

成)，按Sambrook等法 对各片段进行 5 端磷酸化 

后分别将 F【(32 bp)与 (4O bp)，F3(46 bp)与 F4 

(38 bp)混合94℃ 5rain后，60℃水浴 5min得到两 

条互补片段 Fl／ 和 ／F4，二者可结合形成一条 

长 82 hp的两端带有 EcoRI和 HindIII粘端的双 

链DNA片段(图 1)。 

A^TrCCAA T。TGGC ACCGCTACCGGCTGTAACT0c 。cTAcT 

G 。兀 ACACCG TGG CGATGG CCGAeA 丌 G ACGCGATGA 

EcoR1 Cln Cys Ciy Thr Ala Thr Cly Cys ^盟 Cys Ala Thr 

GCTTCT Gcr CCG CCG CCGCCGW GTGTGAGGATCC A 

CGAAGA CGA0oCGGCGGCGGC&TA CACACTCCTAGG TrCGA 

— ．．}---——————一 F4———— 
n  Set Ala Pro Pro I'm I'm Tyr Val Stop Bomt~ Hfna~l 

图 I 17q条弃棱甘酸片段厦 推导的氰基酸序列 

Fig 1 Sequence of lot⋯ l。m)nI1c『∞t{des and their deduced 

amino acids 

I．3 基因片段的克隆 

按卢圣栋 法|9 0质粒 pGEMEX 1经 EcoR I／ 

HindIll双酶切后与合成基因片段进行连接，10× 

反应缓冲液 I．0 I ，T4DNA连接酶(4 u L)1．0 

L，Fj／F2(10 pmol／tH )1 0 ，F3／F4(10 pmol／~tL) 

1．0 L，质粒(2 pmol／~L)5．O L，ddH2O1．0 L，共 

1O“I ，置 l2℃过夜后转化 BL21(DE3)。 

1．4 重组质粒的鉴定 

按卢圣栋法 抽提质粒，用 BamHI酶切后在 

2 5％琼脂糖凝胶上电泳初筛，再用 EcoR I／H d 

III双酶切鉴定，对得到的重组质粒 pGEMEX-1．P19 

中外源性片段进行序列分析。 

1．5 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达 

按卢圣栋法 0挑取 Amp抗性转化菌落纯化后 

用 IPTG诱导表达，SDS．PAGE分析表达产物。 

l 6 表达产物的免疫原性鉴定 

按卢圣栋法[91用 Western-blot鉴定表达产物的免 

疫原性。 

2 结果与分析 

2．1 重组质粒的鉴定 

重组质粒 pGEMEX-1．19经 EcoR I／ nd III 

酶切得到一条约 80 bp的片段，与预期插入的外源 

性片段(82 bp)相符；空质粒 pGEMEX．1经 EcoR I／ 

H／nd III酶切得到一条约40 bp的片段，与载体质 

粒中多克隆位点 EcoR I和 d III之间的长度(45 

bp)相符(图 2)。用全 自动荧光标记双脱氧法从正 

反两方向测出的重组质粒 pGEMEX一1-19外源性片 

段序列与设计的完全相同。 

A B C D 

图2 重组质粒 pGEMEx．I．I9酶切鉴定 

Fig 2 Re r t1[ⅢaoalFsis凸f recombinant plasmid pGEM EX rj lq 

A＆D．pOEM7zl'／Hat 11I珊 rker(657，458．434．328．289．267 

174，142，104，102．80，40．18．11 Bp)i 

B．pGEMEX-1·19 digested with EeoR I and Hind TII； 

C．pGEMEX—l vec∞r dige~ed withEeoR l and HindIlI 

2．2 重组质粒 pGEMEX．1．19在大肠杆菌中的诱 

导表达 

重组 质粒 pGEMEX-1-19转 化 的大 肠杆 菌 

BL21(DE3)经 IPTG诱导后．SDS-PAGE分析表明 

其表达产物的分子量约 34 kD，与理论值相符(外源 

片段插入多克隆位点EcoR I和 Hind III之间后．其 

终止密码子TGA与融合伴侣蛋白T7基词 l0起始 

密码子间相距 927 bp．表达产物应含309个氨基酸 

残基，每个氨基酸的平均分子量为 110 D，则融和蛋 

白的分子量应为34 kD)；空质粒 pGEMEX 1转化的 

大肠杆菌BL21(DE3)经 IPTG诱导后，SDS-PAGE 

分析表明表达产物约 31 kD，与理论值(28 kD，质粒 

pGEMEX-1中1v7基因 10引导序列的表达产物为 

260个氨基酸残基)相近。因此．上述 34 kD条带中 

可能含有外源性片段融合表达产物(图3)。 

2．3 表达产物的Western．blot分析 

融合表达产物在近 34 kD处有一条跟显的擦色 
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图4 表选产物的 Western—blot分析 

Fig 4 Western blot ol expressed products 

A．Protein m盯ke (kD)；H BI21(T)瞄 )ttar ed tII~EMEX-I- 

19；C BI2i(1)E3)transfc~ with~；EMEX-1(oa~rd)． 

3 讨论 

本研究将人工合成的82 bp禽白血病病毒 p19 

基因末端进行克隆、表达，得到34 kD有免疫原性的 

融合表达产物。由于小片段基因重组质粒与空质粒 

的分子量相近，不能用分子量大小比较来筛选重组 

质粒，因此我们在寡核苷酸 片段终止子 TGA和 

／-／／nd III间加入供筛选用的 内切酶 BamH I．经 

EcoR1／H／ndIII酶切后重组质粒仍有 BamH【位 

点丽空质粒则无；目的片段与质粒连接物转化宿主 

菌时设置空质粒双酶切自我连接物转化对照．当前 

者转化率明显高于后者时再进行筛选。由于影响外 

源基因在大肠杆菌中表达的因素很多【1o,II】，因此我 

们尽量使用原代宿主菌井利用原核生物中出现频率 

较高的简并密码子及高效表达的载体。本试验得到 

的表达产物有望用于鉴别内外源 ALV，有关的研究 

正在进行中。 
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