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The Studies on Expression of 1 197 Gene of Prawn Baculovirus 

and on Purifications of the Expressed Product 
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Abstract：In previous report we have cloned a putative early and late transcriptional gene 1 197 of 

prawn baculovirus．In ordertodetectthe biological̂ nction ofthisgeue，1197 gene 7dda$insertedinto 

erpressing z~ctorpGEX-3X．The ^sion protein expressed with high yield gua$obtained，but it~1)as 

foundthattheAsion proteinlocatesininclusion bodies ofE．coli andit causod troubleinitspurfica— 

tion．Wefoundthatthe expressed productwithM ．of 66kD could bepurifiedfrominclusion hod— 

ies by using a serious of treatments of inclusion bodies r~,ith ug'ea and guanidine hydrochloride and 

then by sequential FPLC chromatography． 
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1993年以来，我国沿海省份相继发生养殖对虾 

大批死亡现象，损失严重，引起国内外研究者的重 

视。经过一段时间的努力研究后，我们报导了引起 

该病的病原是一种无包含体的杆形病毒⋯。此后， 

该病毒的一些其他特性及引起对虾的病理学及组织 

学的变化又陆续见诸于报导_2， 。前文中我们报导 

了该病毒的一个早晚期基因 1197的克隆和序列分 

析，并针对此基因设计了二个核酶，在体外成功地对 

此基因进行 了切割_4 J。本文报导我们对该基因进 

行了原棱表达，并对表达产物进行了纯化的研究， 

期为阐明该基因表达产物的功能打下进一步研究的 

基础。 

1 材料与方法 

1 i 材料 

对虾白斑病毒 1197基因来源于本实验室，并 

掏建于 E61质粒之中。菌株 E．coli DH5口、E．coli 

DE3为本组保存。EcoR j及 BamH j内切酶为 

TaKaRa公司产品。pGEX-3X为PharmaciⅡ公司 

产品。Taq DNA合成酶为TaKaRa公司产品。其 

余试剂均为分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 pGEX-3X1197表达质粒的掏建 根据已 

测得 1197基因读框 3’及 5’端顺序合成寡聚核苷酸 

上 游 引 物 P1： 5’ CGGGATCCATGTT- 

TAGTGAGAAr 3’；下游 弓1物 P2：5’CG． 

GAATTCTTAACCGCAGCTGC^GTTTC3 ’。 

用 E61质粒为模板，于 501．d．PCR 反应混合液中 

94U 5rain变性后，经 3O循环扩增(94U 30s、5517 

30s、72℃ 1rain)后再经(94℃ 30s、55℃ 30s、72℃ 
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lOmin)。产物进行 1．0％琼脂糖凝胶电泳鉴定。用 

低熔点胶方法回收片段。取适量以上纯化产物用 

EcoRI、BarnH I双酶切． Ex．3X用 Ecol~I和 

Ba”iH I双酶切．产物经低熔点胶回收方法进行纯 

化、常规连接和转化。转化的菌株为 DE3钙细胞。 

用酶切和PcR方法筛选并鉴定含 II97基因的重组 

表达质粒 pGEX3X 1197。然后经测序确证读框正 

确。 

1．2．2 pG~X3X．1197在大肠杆菌DE3中的表达 

培养含pGEX3X．1 197质粒的大肠杆菌 DE3单 

菌落过夜．按 1：100比例加入到 30Oral LB(含氨苄 

基青霉素60t~g／mL)培养瓶中．37"C摇 3h(OD600： 

0．4～0．6)。加 IPTG到 0、2mmol／! 浓度，诱导表 

达 5--6h。取少量200 L菌液及来加 IP1-G诱导的 

对照菌200~L，6 000r／min离心 1 min。沉淀用少量 

PBS洗一遍。离心后加入 50 L 2×样品缓冲液煮 

沸20min．进行SDS-PAGE电泳。 

1．2．3 表达产物的纯化 

1．2．3．1 用谷胱甘肽(GST)亲和层析柱分离纯化 

融合蛋白 经诱导表达的菌液于 6 000r／min离心 

10min，沉淀用 200mL PBS悬浮．6 000r／min离心 

10min，沉淀再用 80mL PBS悬浮，置于 100mL的烧 

杯内．冰浴下进行超声波破 菌，10 000／min离心 

10min得上清和沉淀。上清加去垢剂 Triton—X一100 

至终浓度为 1％，上预先用 PBS平衡的谷胱甘肽 s 

转移酶(GST)亲和层析柱。用 PBS洗约 l0个柱体 

积去除杂质，再用 10mmol／L还原型谷胱甘肽和 

50mmol／L Tris-HCI(pH8．0)洗脱．收集样品。SDS— 

PAGE电泳鉴定。 

1．2 3．2 用 FPLC方法纯化融合蛋白 包涵体处 

理：300mL菌液破菌，10kr／min离心 10min，沉淀悬 

浮 于 3mL 裂 解 缓 冲 激 (50mmol／I T ŝ_HCI 

(pH8．0)，10mmol／L EDTA，100mmol／L NaCI)，加 

12rag脱氧驵酸．40o L 10×DNA酶缓砷液．15“L 

DNA酶．37℃2h．10kr／min离心 5min．沉淀用 3mL 

裂解缓冲液悬浮．加 Triton X一100至0．5％浓度，室 

温5min。10kr／min离心5rain，沉淀再用 3mI 裂解 

缓冲液悬浮，加尿素至8mol／I 浓度，室温 1h。缓慢 

加入27m! 溶解缓冲液(2％SDS．10％甘油，5retool／ 

L EDTA．10mmol／L们 ．50mmol／1 Tris．Ha)．摇 

匀后对 PBS透析，更换透析三次 间隔 2h 上。 

l0r／rain离心5min。收集上清。沉淀加3m1 6mol／I 

盐酸脏，室温 1h，再缓慢加入 27ml 溶辫缓冲液．对 

PBS透析后．10kr／min离心 5min，收集上清。合并 

两次上清。 

FPLC方法进行分离纯化融合蛋白：将处理后 

的包涵体样 品进行适当的浓 缩后．用 A缓冲液 

(50mmol／I PBS，oH7．4)透析。样品经微孔滤膜过 

滤后，上群2m[ 。设计程序，泵入不同流速的 A及 

B缓冲液 (50mmol／L PBS．1N NaC1．pH7．4)．形成 

NaCI浓度梯度，洗脱离子交换拄。收集样品．进行 

SDSPAGE 

1．2．4 表达产物的复性处理 

包涵体的处理过程中，经 8mol／L尿素室温 1h 

处理沉淀及缓慢加入 27mL溶解缓冲液溶液后．不 

直接黥 PBS透析．而是分别对6mol／L尿素、4mol／L 

尿素、2mol／L尿素和 PBS依次透析。所得的样品 

经离心后，上清液经谷胱甘肽 s转移酶(GST)亲和 

层析柱进行分离纯化。 

2 结果 

2．1 表达质粒 pGEX3X 1197的构建与鉴定 

根据已测得的对虾白斑病毒 1197基因序列的 

3 端和5 端的序列．合成寡聚核苷酸上游引物P1和 

下游引物 P2，用 E61质粒为模板 PCR扩增后．得到 

对虾白斑病毒 1197基因．连接到 pGEX-3X载体 

上，然后进行酶切鉴定和PCR鉴定(图 1)。 

圈 1 pGEX3X．1197酶切和PCR鉴定 

1．DNA标准；2．PCR产物；3，pGEX3X-1197经 Ee0R I和 BamH I 

积酶切 

g 1 PCR product and dee~ge ol pGEx 一1197 by FxoR I and 

B H I 

1、DNA marker；2-PCR pr~uet；3． Ex3X一1197 cleaved by Ee0R I 

and B H 1． 

2．2 pGEX3X．1197在大肠杆菌 DE3中的表达和 

产物纯化 
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pGEX-3X表达质粒本身可编码 26kD的 GST 

(各胱甘肽 S转移酶)．当插入含外源读框的 DNA 

片段后，可表达出连接外源基因产物的，融合蛋白， 

可用 GST亲和柱纯化。但 1197基因在 pGEX一3X 

表达质粒中表达后，产物存在于包涵体内(图2)，困 

此无法直接用 GST亲和柱进行纯化。 

图 2 1197基困表达产物 的 SDS-PAGE 

1，低丹子量标准蛋白；2，对照茁超声波破菌后上清：3，IPTG诱导 

菌的超声波破亩后上清；4，对照菌超声破菌后沉淀；5，IPTG诱导 

菌超声波苗后提淀。． 

Fig．2 SDS-PAGE of the expressi<m product of viral 1197 gene 

1，Proteinmarker；2．The superrmtant。fE co[i without IPTG；3，The 

sup~TFla／2"dnt。{E co／i with IPTG；4．The pellet of E co／i witheut 

IPTG；5，The peIlet ofE co[i wi thIPTG 

图3 包涵悼经处理后的 SDS-PAGE 

1，低廿子量标准蛋白；2，经 8mol／L尿素处理包涵悼产物上清； 

3沉淀进一步经 6raol／L盐酸胍处理后上清。 

Fig 3 SDS-PAGE of inclusion bodies after n r n‘with㈣ and 

guatfidine hydrochloride 

l，Pmtein marker；2，The 5upemn曲t of inclusion bodi~ aiter【 ㈣tilt t 

with㈣ ；3，The supernatant inclusic~ bodies after sequential tT~t- 

m叽t wjth guanidme hydrochloride 

对包涵体进行 8M尿素处理后．可以在透析后 

的上清中得到含量较高的融合蛋白(图 3)。利用梯 

度尿素进行逐步透析后，再用 GST亲和柱进行分离 

仍然得不到纯化的融合蛋白。 

将包涵体处理后得到的上清样品用 FPI C阴离 

子交换层析方法进行分离，结果除流出液峰外．还出 

现 4个小峰(图 4)，对每一个峰进行 SDS-PAGE鉴 

定，发现在 NaC1浓度相当于30％时．即峰 2含有分 

子量相当于 66kD的蛋白。根据分子量的估计．此 

蛋白应为我们需要的融合蛋白(图5)。 
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图4 PPLC柱层析纯化 

F 4 The profile of FPLC chlomatogram 

麓 0 
图5 FPLC丹离纯化的融台蛋白 

1，低丹子量标准蛋白；2，纯化后的融合蛋白。 

F 5 The SDS-PAGE of purified m  protein by PPLC 

l，Protein marher~2，Purified fuMon protein 

3 讨论 

对虾白斑病毒能在虾体头胸甲部产生白斑症 

状，是一种近年来新发现的病毒，几乎所有的病毒基 

�/组的开放阅读框或基因结构及其产物的功能目前 

羹 儿 
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尚未能阐明。已报导的 1I97基因在 5 端非编码区 

具有 TATA box和 GTGT结构域以及 AAGGTT早 

期基因启动子元件．因此是早期能转录的基因．同时 

该基因还具有晚期转录启动子元件 ATAAG。该读 

框共含 1 197bp．编码 398个氨基酸，分子量 为 

4555gl道尔顿。我们推测，这可能是一个分子量不 

很大的参与病毒复制的病毒蛋白调控因子，但其真 

正的生物功能尚缺少实验证据。我们用 pGEX一3X 

表达作为载体，克隆构建表达质粒 pGEX3X一1197， 

在大肠杆菌中进行诱导和表达。与我们已研究的其 

他基因产物不同．该基因产物位于大肠杆菌的包含 

体中．虽然对包含体进行裂解后，可以获得表达量较 

高的产物．但纯化产物的难度很大，由于包含体裂解 

以及蛋自质的分离需要去垢剂，如 SDS、尿素、盐酸 

胍等，因而分离到表达产物常常是变性的．不能进一 

步用 GST亲和层析柱纯化分离。我们使用蛋白质 

复性的一般方法，即逐步从高浓度到低浓度的尿素 

溶液进行透析，仍不能使表达产物进行很好复性，因 

为GST的亲和层析柱仍然不能结台。我们最终用 

尿素和盐酸胍处理和透析包涵体后，用FPLC阴离 

子层析．在 NaCI梯度浓度相当3O％时．成功地纯化 

，槔到该基因表达的融合蛋白．从而使进一步研究其 

生物功能成为可能。当然．由于尿素引起的变性作 

用，是否会影响该蛋白质功能，尚需进一步实验证 

明 
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