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猪轮状病毒 vp4基因在大肠杆菌中的表达 
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Expression of vp4 Gene from Porcine Rotavirus in E．coil 
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(Molecular Virology Veterinary Medicine College,Noaheast Agricultural University,Harbin 150030,China) 

Abstract：A pair of primers was used in cloning and sequence an alysis of vp4 gene from Porcine 

rotavirus几94 isolated in China．According to the idea that 5’segments of VP4(1bp"-~750bp)principally 

control the activity of vp4 gene，a pair of another primers was used in cloning and obtained major 

an tigen sites．The gene was cloned  into the expression plasmid pGEX一6P—1．The recombinan t plasmid 

VP4-pGEX一6P_1 was transformed into E．coli BL21(DE3)plays and induced with II，TG Homology of 

amino acids between CRW -8 strain an d BEN一307 strain is 96．98％ and 98．05％ respectively．The 

product of tl1e VP4 gene was 26％ of total bacterial protein of BL21．Westem blot test and neutr~ization 

test circumstantiate the protein of expression has biological activity． 

Key Words：Porcine rotavirus(PRV)；vp4 gene；Major antigen site；Prokaryotic expression 

摘要：以猪轮状病毒JL94株核酸为模板扩增该病毒vp4全基因，对扩增产物进行测序及序列比较；根据VP4的5’ 

端(1bp~750bp)特异片段主要决定其活性的观点，再设计一对引物扩增该主要抗原位点基因，将此主要抗原位点 

基因同pGEX-6P-1载体连接并转化／k．E．coli．BL2l(DE3)plays，经IPTG诱导表达出蛋白质；对表达的蛋白进行Western 

blot分析、纯化和血清中和抗体试验。结果表明：JL94株与国外分离株CRW．8株、BEN．307株vp4全基因片段氨基 

酸同源性分别为96．98％和98．05％，说明JL94株与CRW．8株、BEN．307株属于同一vP4血清型；经IPTG诱导VP4主 

要抗原位点基因获得了高效表达，表达量占菌体蛋白的26％；Western blot结果和所表达的融合蛋白免疫小鼠产生 

的中和抗体能阻断JL94在MA104细胞上引起的细胞病变，说明所表达蛋白有良好的生物学活性。 

关键词：猪轮状病毒；vp4基因；VP4主要抗原位点基因；原核表达； 
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猪轮状病毒(Porcine rotavirus，PRV)属于呼肠病 

毒科轮状病毒属，是引起仔猪病毒性腹泻的主要病 

原之一。病毒粒子呈球形，无囊膜，完整的粒子有 

双层衣壳，芯髓含有病毒转录酶和一条由 11个节 

段双股 RNA组成的基因组，每一节段分别编码一 

种蛋白。由基因片段 4编码的 VP4外衣壳蛋白是 

PRV重要的型抗原，据此可将轮状病毒分为21个 P 

型(PI～P2I)u】。VP4蛋白有极其重要的生物学功能， 

经胰蛋白酶处理后裂解为 VP8和 VP5，其中 VP8 

能吸附宿主细胞，VP5参与病毒穿入宿主细胞 J。 

VP4还是一种重要的中和抗原，能够刺激机体产生 

中和抗体。 

本研究 以 RT-PCR 技术在我国首次克隆 了 

PRV-VP4全基因序列；完成vp4基因的主要抗原位 

点重组表达载体构建并获得了高效表达，并对所表 

达的VP4蛋白功能作了初步的研究。研究 vp4基因 

片段有利于掌握轮状病毒的抗原变异、确定病毒毒 

力的相关基因位点及其 VP4蛋白的致病机理。 

1 材料和方法 
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1．1 实验材料 

PRV／JL94株系本实验室分离保存的强毒株。 

MA104细胞是恒河猴胚肾细胞，购自武汉大学中国 

典型培养物保藏中心。pMD一18T 载体、E．coh'TG1 

感受态菌和 BL21(DE3)plays感受态菌购 自大连宝 

生物公司。反转录酶、Taq酶、T4一DNA 连接酶等 

购自Promega公司。限制性内切酶、胶回收试剂盒 

等购 自上海华舜生物公司。JL94病毒株的兔高免血 

清由本实验室制备。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 

IgG购 自北京中山生物公司。 

1．2 引物设计 

根据已发表的 PRV v 全基因序列和 VP4主要 

抗原位点分析，设计合成两对引物。第一对命名为 

Sl和 S2：第二对命名为 S3和 S4。引物序列如下： 

SI：C
．

GGGGATCCGGCTATAAAATGGCTFC ； S2： 

CGGGTCGACCTCAGACACTGCTI'A；S3同 S l； 

S4：GCGGTCGACTTA AGCTCTrGTGTGCA 

1．3 PRV总 RNA的提取及 cDNA的合成 

用蛋白酶 K、SDS法提取病毒总 RNA，操作 

步骤按照分子克隆实验指南(第三版)进行 J。 

按AMV反转录酶说明书使用下游引物进行反转 

录合成单链cDNA。转录体系20 ，其中：模板RNA 

溶液 1 ，5 X Buffer 4 ，dNTP mixture(2．5mmol／L) 

4 ，Nase Inhititor(20U)0．5 ，下游引物(50pmol／p．L) 

5 ，AMV Rtase(10U)21xL，灭菌超纯水 3．5 。反 

应后结果一20℃保存备用。 

1．4 JL94株 vp4全基因PCR扩增 

扩增体系 50 L，其中：灭菌超纯水 36．5uL，l0 

XPCR buffer 5 ，dNTP40L，模板20L，引物Sl 

和 S2(50 pmol／p．L)各 l ，rTaq酶 0．5 。反应条 

件：97℃预变性 5min，94℃变性 1min，55℃退火 

lmin，72℃延伸 2min，30个循环，72℃终延伸 10min。 

反应结束用 l％琼脂糖凝胶电泳检测结果，一20℃保 

存备用。 

1．5 重组质粒的构建 

按上海华舜公司胶 回收试剂盒操作说明对 

PCR产物进行纯化，纯化后的PCR产物与pMD一18T 

载体连接并将连接产物转化入 E coli TG1感受态 

菌。挑取菌落培养后提取质粒 DNA进行酶切鉴定 

和 PCR鉴定，筛选重组质粒 VP4一pMD一18T。 

1．6 重组质粒序列测定及同源性比较 

对阳性重组子送上海 Sagon生物公司进行序 

列测定。用 DNAMAN软件将其与GenBank中发表 

的2个PRV序列进行核苷酸序列及由此推导的氨基 

酸序列比较。 

1．7 JL94一VP4主要抗原位点基因的扩增 

研究资 ~6 表明PRV-vp4基因 5’端的750个 

bp特异片段主要决定其活性，肖玮等称此区为主要 

抗原位点基因 。据此又设计合成一对引物，以测 

序后的JL94一VP4为模板，用引物 S3和S4扩增该 

主要抗原位点集中区 lbp~756bp。扩增体系 50 ， 

其 中：灭菌超纯水 36．5 ，l0 X PCR buffer 5 ， 

dNTP 40L，模板 2 ，引物 S3和 $4(50pmol／p．L)各 

1uL，rTaq酶 0．50L。反应条件：97~C预变性 5min，94 

℃变性 lmin，55．5 0C退火 lmin，72~C延伸 lmin，28个 

循环，72~C终延伸 10min。反应结束用 l％琼脂糖凝 

胶电泳检测结果，一20℃保存备用。 

1．8 重组质粒 JL94一VP4一pGEX一6P-1构建 

按上海华舜公司胶 回收试剂盒操作说明对 

PCR产物进行纯化，而后分别对纯化后的 PCR产 

物和表达载体 pGEX一6P一1质粒进行 BamH I、Sal 

I双酶切和回收，经连接后转化入 TG1感受态菌。 

挑取菌落培养后提质粒 DNA进行酶切鉴定和 PCR 

鉴定，筛选阳性重组质粒 VP4一pGEX一6P一1。 

1．9 vp4基因在大肠杆菌中的表达 

将重组质粒JL94一VP4-pGEX一6P-1转化入 E coli 

BL21(DE3)plays感受态菌，挑取含有重组质粒的阳 

性菌落接种于 Amp LB培养基中，37℃培养过夜的 

重组菌按 1／10的量转接于Am p LB培养基中，37 

℃培养待 OD 值达 0．5，加入 IPTG 使终浓度为 

1mol／L，以后每隔 lh收集 3mL菌液并测 OD6oo直 

至 4h，4h后 OD值不再升高。将经 IPTG诱导前和 

诱导后 lh、2h、3h、4h的菌液离心，PBS重悬后 

加入等体积 2 X SDS凝胶加样缓冲液，煮沸 5min 

用于SDS—PAGE电泳上样，按照分子克隆实验指南 

方法进行 SDS—PAGE电泳，浓缩胶 5％，分离胶 

12％，恒压 120V，考马斯亮蓝R250染色。以上过 

程均以含有 pGEX一6p一1质粒的BL21(DE3)plays菌相 

同实验方法作为对照。 

1．10 vp4基因在大肠杆菌中的表达产物的纯化 

操作步骤按照分子克隆实验指南(第三版) 谷 

胱甘肽琼脂糖亲和层析纯化融合蛋白进行。并用紫 

外分光光度计测定纯化的蛋白浓度。 

1．11 纯化后融合蛋白的Western bolt检测 

具体操作参照分子克隆实验指南【3J方法进行， 

半干转印仪 50mA转印30min；37℃脱脂乳封闭2h； 

500倍稀释的JL94兔高免血清室温吸附 30min；洗 

涤后 1000倍稀释的羊抗兔 G室温作用30rain。 
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1．12 免疫血清的中和试验 

纯化的 VP4融合蛋白与弗氏完全佐剂混合，肌 

肉注射免疫小鼠 共 4次，lOd1次 最后一次免疫 

后 lOd，测定血清抗 VP4 }J和抗体 血清经 56℃ 

30rnin灭活后，作连续倍比稀释，PRV／JL94(病毒剂 

量100 TCID do．1 mL)用30ggfmL脯酶37℃处理】h， 

0．1mL的经胰酶作用的病毒 巾雨I抗体血清等量韫 

台 37℃吸附 2h后，加入到 MA104 举层细胞中 

(10000个细胞／uL)．37℃5％CO 培养箱培养 5d， 

观察结果，5O％CPE判定结果 同样条什下以未经 

血清中和的 PRV／JL94侵袭 MA】04细胞为对照 

2 结果 

2．1 RT-PCR方法扩增 VP4全基因片段结果 

州 RT-PCR的方法，以逆转录合成的PRV／JL94 

病毒株cDNA为模扳，川引物S1和s2扩增出一个 

2 3kb的目的片段 (图 1 5泳道) 

2．2 阳性重组质粒 VP4一pMD18-T 的酶切鉴定及 

PCR鉴定结果 

根据 PRV vp4全 囚参考序列的酶切何点分 

析，用BamHI和Sal1分别避行 酶切鉴定，啤蔓纯 

的线性载体大小约为 5．0kb(其中 pMD—l8T 载体 

2 69kb，目的片段 2．3kb)；用BamH【和 Sal I进行l胛 

酶切鉴定．得到约 2．6kb和 2．3kb的两条带 经 PCR 

扩增有约2．3kb的特异带产生，与预期的结粜一致， 

结果 图 1 

图 l 阳性重组 F VP4一pMDI8-T的晦切丑 PCR鉴定 

Fig．1 Electrophoresis of recombinant plasmid pMDl8-T-VP4 

digeited with restriction enzyme and PCR idemification 

I 1．DNA marker 13I 15(m ．2 pMD-1 VP4 H 1 3 plvID-18"T 

Vp4／Sal I：4．pMD-18T-VP4／BamH 【十 ，I 5．PCR producl：6 PCR nega- 

tire product 

2．3 vp4全基因序列测定结果及同源性比较 

PRV／JL94株 vp4 基因片段测序结果已登录 

GenBank(AY523636)。测序结果表明JL94 州 基 

因全长 2362bp，含有 一个完整的开放阅读框架．编 

码 776个氯基酸 与国外分离株 CRW一8株、 

BEN．307株 vp4核苷酸序列比较，同源性都为 

96．98％。由核苷酸测序结果推导 VP4氨基酸序列并 

同上述两个病毒株比较，同源性部为98 01％ 

2．4 扩增 JL94一VP4主要抗原位点基因序列结果 

以经测序的PRV-VP4全基 序列为摸板，坩 l 

物 s3 I s4扩增出一个756bp的I 的片段，结果见 

罔 2所示。 

2．5 重组质粒 VP4 pGEX-6P—I的酶切鉴定及 PCR 

鉴定结果 

根据 PRV／JL94．VP4测序结果 酶切位点持 

析，用 BamH I和Sat1分别进行 酶切鉴定，得到 

约为5 6kb片段(其中pGEX一6P．J载体 4 9kb；E『的 

片段756bp)；用 BamH I和Sal【进行双酶：；『)鉴定， 

得到约 4 9kb和 750bp的两条带 经 PCR扩增有 

756bp的特异带产生， 预期的结果 致，结果见 

图 2所示 

kb 
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kb 

2 0 

【0 

0 75 
0 ) 

图2 m性重组f VP4 pGEX一6P-I晦印l监PCR监定 

Fig 2 Electrophore．s Js of recombit~．qt plasmid VP4一pGEX-6P一】 

digeited with triCfiOn enzyme and PCR[dent1 fica rlon 

laneI．DNA markerDL15(100：2 VP,1 pGEX．6P I ， _H【：3 VP4．pOEX． 

tip-I／S~I I：4 VPq-pGEX一6P-IlBamH I+S(d I 5 pGEX 6P⋯b'B ，'H f
， 6 

DNA mzrket DL2000：7，PCR pr叫 uc1．8 PCR negative prLxlUCt 

2．6 JL94株 vp4基因在大肠杆菌中表达产物的 

SDS．PAGE结果 

SDS—PAGE 结果表明，IPTG 诱导后重组萄在 

50kDa左右出现特异的蛋白带，与预期大小相符， 

并且在 3h和4h时表达量相同，m】对照菌在桐虑位 

置上无此条带，结果见图3所示 

2．7 纯化后融合蛋白的 Western bolt结果 

在 50kDa有特异性极强的条带，说明表达的融 

合蛋白均有良好的抗原反应性，结果见图4所示 

2．8 免疫血清的中和试验结果 

经免疫血清中和的PRV／JL94束引起MA104细 

胞疬变(Cytopathic effect．CPE) 细胞形态规 4、贴 

罐生长率靠．结果见图 5 A所 ÷ f而未经血清中和 

的PRV／JL94侵袭 MA104细胞，48h后出现叫最的 

CPE，细胞发生圆缩融台，继而大量脱落、死亡， 

结果见图5 B所示。表明VP4蛋白免疫血清宵效地 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


术 岩，等 猜轮状病毒、 基因在大肠杆菌中的表达 

中和了病毒，产生对MA104细胞的保护效果， 在 aa248~aa776。 

__{嚏 二 ：■■■- _ 
图3表达产物的SDS．PAGE分析 

Fig 3 SDS—PAGE an ys of expressi0n protein 图5 GST-VP4融台蛋白免疫 清构中和试骑 

1．pGEX-6P．1．2．poex．6P—I induced with IPTG；3．Molecul c Fig-5 Neutralizationtest ofimmune senlm ofGST-VP4 

marker(kD~)；4 pOBX~P]，VP4；51617／8 pGEX一6P·l-VP4 induced with A，MA J04 cell without CPE(× 150 J；B．CPE on MA104 cell monolayer 

IPTG after 1h、2h、3h、4h â er inoculateon with JL94 

圈 4 纯化后 GST-VP4融合蛋白的检测 

Fig．4 Western blot analysis of purified GST-VP4 

Molecular~eighl marker；2 purified GST-VP4 fusion protein 

3 讨论 

本研究以PRVIJL94中国分离株 RNA为模板， 

通过 RT-PCR技术扩增出约 2．3kb的基因片段，将 

其与 pMD18-T 载体连接，构建重组质粒 VP4． 

pMDl8一T，对扩增的vp4 摹 进行序列测定，结 

果表明JL94一 4基固全长2362bp，含有 一个完挫 

的开放阅读框架，编码 776个氯基酸 JL94 vp4全 

基因序列与国外毒株 CRW一8株、BEN．307株的梭 

苷酸及由此推导出的氨基酸序列同源性比较结果 

表明，JL94 株同此二毒株高度同源，同源性达 

98 01％。Gorziglia认为，轮状病毒两个毒株之间的 

VP4氮基酸同源性在89％以匕认为是同一VP4型别 
J
． 说明JL94株与CRW 8株、BEN．307属于同_- 

VP4血清型。Serneno等进行的扫描电镜观察发现， 

VP4以二聚体形式存在 J，在 aa241或 aa247处经 

胰蛋白酶作用可裂解为两条长度不等的肽段 VP8 

和 VP5 我 J认为 cv，JL94可分为 3部分：VP8 

在 aaI~aa240：胰酶作用区在 aa24l~aa247：VP5 

经研究发现 VP4在 aa308．aa3 l0处含有 一个完 

按的标记链 Asp-Gly．Glu 根据 泼序列产生的多胩 

能封闭轮状病毒的感染性 J。PRV／JL94的测序研究 

表明 Asp—Gly．Glu标记链结构位十 aa3i 1 aa313．考 

虑这可能是毒株不同的结果 Ruggeri认为，VP5 

有3个位点决定重要抗原决定簇。抗原决定簇 I为 

线性决定簇，位于 aa392：VP5抗原决定簇 】1为拘 

象性决定簇 ．位于 aa439：抗原决定簇II1位于 

aa434 0。JL94一VP5在 aa392足 Leu；aa439是 Ser； 

aa434-是Thr，我们未对上述氨基酸定点突变以观察 

病毒毒力的变化情况．有待进一步研究。 

已知 A 组轮状病毒感染引起婴幼儿和多种幼 

龄动物严重的暴发性腹泻 但某些毒株的轮状病毒 

不能引起明显的临床症状，Hoshino Y研究证实这 

种现象同 vP7血清型无关 RNA杂交结果显示 

各株无症状病毒之间 re4基因片段明显保守 进一 

步研究发现这些无症状病毒各栋之间的血清型特 

异片段 VP8、胰酶区和 vP5的 N端fIbp~750bp) 

推导的氯基酸同源性在 96％以上，而这些无症状毒 

株同引起明显临床症状的病毒的该片段『司源性只 

有 68％～72％⋯1 由此可见．临床症状严重与否同 

此区域的基 组成和结构直接相关，肖玮等称此区 

为主要抗原位点基因_Il。因此我们扩增了VP'4的主 

要抗原位点 1bD~756bp区域，此 包括了全部的 

VP8区、胰酶区和部分VP5的N端 

构建 的重 组质 粒 VP4。pGEX一6P．1转 化 入 

BL21(DE3)tays感受态菌，经 IPTG诱导获得了高效 

表达，光密度扫描证实表达产物 占菌体总蛋 白的 

26％，且 lh、2h、3h表达量逐渐增加，但 3h后不 

再增加，这与钱渊等认为 2 5h～3h表达量最高相一 

圳 驯 
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致【1 。经 Western blot分析，获得表达的VP4蛋白 

有 良好的生物学活性。实验中所表达的VP4主要抗 

原位点蛋白免疫小鼠后，产生中和抗体，该抗体能 

灭活 几94病毒在 MA104细胞中产生的CPE，中和 

效价为 1：10240。 

VP4和 VP7作为轮状病毒的中和性抗原均可诱 

导保护性免疫反应，如果血清型别不同，其所诱导产 

生的抗体免疫活性就存在差异，而 VP4的一个血清 

型别涉及几个 VP7血清型u．1引，因此对不同的血清 

型别的 VP4特异基因片段进行研究，对研究我国轮 

状病毒的抗原变异、病毒毒力的相关基因位点及其 

VP4蛋白的致病机理研究更有实践意义和理论意义。 
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