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猪繁殖与呼吸综合征病毒 N基因的克隆及高效表达木 

许立华1,2，芦银华 ，胡志华 ，苏鑫铭 ，苏春霞3，陈溥言 

(1．南京农业大学农业部畜禽疫病诊断与免疫重点开放实验室，江苏南京 210095；2．宁夏大学农学院动物科学系， 
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生物学及免疫学依据。本试验构建了N基因的原核 

高效表达载体，为本病新型诊断方法的建立创造了 

良好的物质条件。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

1．1．1 病毒、细胞及载体：PRRSV为本室保存毒株： 

Marc．145细胞购自中科院武汉病毒所；原核表达载 

体 pET32a质粒为本室保存；宿主茵 BL21(DE3)为 

本组保存。 

1．1．2 主要试剂及工具酶：病毒总 RNA 提取试剂 

盒购自罗氏诊断试剂公司；限制性内切酶 BamHI、 

Xho I、反转录酶M．MLV、TaqDNA聚合酶均购 自 

大连宝生物工程有限公司；培养细胞用 DMEM 为 

GIBCO公司出品，小牛血清购 自郑州佰安生物工程 

有限公司。 

1．1．3 扩增 目的基因片段所用引物：参照 GenBank 

公布的 PRRSV VR2332核苷酸序列，自行设计并由 

大连宝生物工程有限公司合成一对引物，为便于基 

因的克隆及构建表达载体等后续工作，在引物 P1 

中加入BamH I酶切位点，引物 P2中加入 Xho I酶 

切位点： 

上游引物 P1 

5’-GC ￡ ATGCC rCTAACAAC-3’ 

BamH I 

下游引物 P2 

5'-AG △ rCAGGCTAGGGATGA-3’ 

Xho I 

1．2 方法 

1．2．1 接种病毒：将本室保存的 PRRSV 反复冻融 

三次，离心后取上清接种于已长成单层的 Marc-145 

细胞上，此时加入含 2％血清的 DMEM 营养液于 

37℃，5％CO2条件下培养，72h后，当出现 75％以 

上细胞病变 (CPE)时收获病毒，冻融三次，．2O℃ 

下保存备用【 。 

1．2．2 PRRSV核衣壳蛋白基因的扩增：取 500~tL 

病毒悬液，按罗氏诊断试剂公司病毒总 RNA提取 

试剂盒操作说明进行。提取的病毒总 RNA立即进 

行 RT．PCR。每管中加入 已提取的病毒总 RNA 

9．2 L， 5× Buffer 4 L， 10mmol／L dNTP 2 L， 

25mmol／L MgC120．8 L，RNasin 1．O L，P1及 P2 

各 1．O L，在 PCR仪 (AmpGene公司)上 65℃ 

15min后加入反转录酶 M—MLV1．O L，后 42~C 

1h，94℃ 5min后结束反应，总体系为 20~tL。在 

反应管中依次加入 25mmol／L MgC12 1．4 L，10× 

Buffer 4．O L，Taq酶0．6 L，反转录产物 10~tL， 

DEPC处理的超纯水 34~tL，在 PCR仪 (AmpGene 

公司)上设置 94℃ 5min，随后 94℃ lmin，51℃ 

lmin，72℃ 1．5min，共 25个循环，结束循环后 72 

℃ 10min。对 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴 

定。按胶回收试剂盒 (上 海华舜生物工程有限公 

司)使用说明进行回收，并对回收产物进行电泳 

鉴定。 

1．2．3 pET32a质粒的提取：按《分子克隆实验指南》 

上的碱裂解法提取 。 

1．2．4 重组质粒 pETN的构建：目的基因片段及质 

粒载体的双酶切按常规方法操作【6'丌。采用酚 ：氯 

仿法抽提酶切产物。向反应管中加入 已经酶切并抽 

提的基因片段 4．O L，经同样处理的双酶切质粒 

1．O L，T4DNA 连接酶 1．O L，加入去离子水至总 

体积 10~tL，同时设双酶切载体的对照，于 16℃下 

过夜【7】。按 《分子克隆实验指南》介绍方法制备新 

鲜的BL21(DE3)感受态细胞，并按常规方法进行 

转化【6J。自氨苄平板上挑取单茵落，接种于 LB培 

养基 (Amp 50~tL／mL)，在 30~C振荡培养 10．13h， 

按碱裂解法提取质粒并进行双酶切，随即电泳鉴 

定。重组质粒转化 BL21(DE3)宿主茵后，取培养 

物送交大连宝生物工程有限公司完成测序工作；测 

序结果用 DNAstar分析软件与GenBank公开序列进 

行同源性分析。 

1．2．5 确定最佳诱导条件：对筛选出重组质粒的培 

养物于 3O℃振荡培养，至 OD值达 0．4～O．5时加入 

不同浓度 IPTG在 37℃诱导 3h，随后收取表达产物 

进行 SDS--PAGE 电泳。在 100mL培养物中加入 

IPTG至最佳诱导浓度，于 37℃振荡培养，取不同 
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图 1 重组质粒 pETN的酶切鉴定 

M，DNA分子量标准；l，BamH I、Xho I酶切的重组质粒pETN；2，BamH 

I、XhoI酶切的pET32a质粒。 

Fig．1 Identification of recombinant plasmid pETN 

M，DNA molecular weight marker；l，Recombinant plasmid pE1N digested 

byBamHIandXhoI：2，pET32aplasmiddigestedbyBamHIandXhoI． 

2．3 插入片段与已知序列的同源性比较 

应 用 分 析 软件 将测 得 序 列 与 本组 分 离 的 

PRRSV毒株及 VR2332株的ORF7片段核苷酸序列 

进行比较。结果显示，ORF7—1为插入片段序列， 

ORF7—2为分离毒株的ORF7序列(已测序)，ORF7—1 

与VR2332 ORF7核苷酸序列同源性达 99．9％，与分 

离毒株同源性达到 99％。这一结果显示插入片段的 

正确性，也证实了RT-PCR的特异性。此外，该结 

果提 示 本组 保存 的病 毒 及分 离 的毒株 是源 自 

PRRSV VR2332代表株的。 

2．4 IPTG诱导表达最佳浓度的确定 

图2 IPTG诱导最佳浓度的电泳确定 

M，蛋白质分子量标准：1—8分别为0．1、0．3、0．4、0．5、0．6、0．8、0．9、 

1．0mmol／L IPTG诱导表达产物 

Fig．2 Opdonal induction concentration of IPTG determined 

by SDS—f．AGE 

M，Protein marker；Lane l一8 induced respectively with 0，1
，
0．3，0．4，0．5，0．6。 

0，8．0．9and 1．0mmol／LofIPTG concentrations． 

分别用0．1，0．3，0．4，0．5，0．6，0．8，0．9，1．0mmol／L 

IPTG于 37~C下对 100mL培养物诱导表达 3h，随后 

进行 SDS—PAGE电泳。由图 2可以看出终浓度为 

0．8mmol／L时 IPTG 诱导表达的产量远高于前几个 

浓度下诱导表达的产量，而与 0．9、1．0mmol／L 的 

IPTG 诱导表达的产量相当。最终确定 0．8mmol／L 

的终浓度为 IPTG诱导表达最佳浓度。 

2．5 IPTG诱导表达最佳作用时间的确定 

在 lOOmL 培养物 中加入 IPTG 至终浓度为 

弘 加H 
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3 讨论 

猪繁殖与呼吸综合征 (PRRS)于 1987年首先 

发生于美国北卡罗莱纳州，随后很快蔓延到北美大 

陆，现在本病广泛存在并流行于世界各主要养猪国 

家和地区。各国学者在本病的研究上也取得丰硕的 

成果。笔者所在实验室运用分子生物学技术，对在 

两个基因型的 PRRSv 中都相当保守的核衣壳蛋白 

基因进行扩增与克隆，连接到 pET 系列载体中的 

pET32a，构建了可高效表达 目标蛋白的重组载体 

pETN。从表达产量来看，完全可以满足后期建立 

诊断方法的需求 ’ ’8]o pET32a质粒具有编码大肠 

杆菌硫氧还蛋白的基因片段，该蛋白可促进 目标蛋 

白的融合表达，此外，pET32a质粒具备的连续编码 

六个组氨酸的编码区这一特点为使用 His--Binding 

纯化层析柱纯化 目的蛋白创造极为便利的条件。 

本试验对 目的蛋白一核衣壳蛋白的高效稳定 

表达方面做了一些深入的探索。笔者认为，在诱导 

表达之前，将培养物置于 30℃培养，可以显著增加 

重组质粒在宿主菌内的拷贝数，而 IPTG诱导表达 

最佳浓度 (0．8mmol／L)、作用时间 (4h)的确定， 

使大量获得 PRRSV核衣壳蛋白成为可能，为新型 

诊断方法的建立提供了物质保证。 
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