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犬瘟热病毒南京株 H蛋白基因的克隆与表达 
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Abstract：One pair of primers was designed and synthesized based on the Haemagglutinin(H)protein 

gene Sequercein the Onderstepoort strain of Canine distemper virus(CDV)．The templates were produced 

from the reverse tran scription reaction．total RNA was isolated  from the Vero cells infected with the 

Nanjing isolate of CDV(CDV NJ一15)．The full—length H gene fragment was amplified by polymerase 

chain reaction(PCR)．Digested with DR I and Sal I．a 1058bp fragment of the PCR product was 

cloned into the expression plasmid vector pET-28b (+)．The recombinant was transformed into the 

RosettaxM an d induced to express bv 1
．
0m mol／L I】FTG at 37℃．Th e expression product was identified 

bV SDS—PAGE and found to be 38kDa as expected and confirmed by W_estern blotting with 

CDv-Onderstepoon rabbit antiserum．The results revealed that the expressed fusion protein in vitro had 

the crific~ an tigenitic epitopes of H gene of CDV 
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摘要：根据发表的犬瘟热病毒(CDV)参考株 Ondetstepoort的序列设计一对引物，以犬瘟热病毒南京株 (CDV 

NJ．15)感染的Vero细胞总RNA为模板，RT-PCR扩增出 1．9kb的全长 H蛋白基因，双酶切该全长基因，得到 1058bp 

片段，以正确的阅读框架定向克隆于pET-28b(+)中，然后将重组质粒转化宿主菌Roset M，在37~C1．0mmol／LIPTG 

诱导下获得良好表达。经SDS—PAGE鉴定，表达的融合蛋白质约 38kDa，与预期值一致。免疫转印试验显示，该 

重组蛋白可被CDV Onderstepoort兔抗血清识别，表明该重组蛋白具备部分抗原性。 
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犬瘟热病毒 (Canine distemper virus，CDV)以 

其高传染性和致死性成为危害特种养殖业发展的 

重要致病因子I ，是引起犬以及其他食肉目动物犬 

瘟热的病原。同时，CDV脑炎又是研究人类脱髓鞘 

神经紊乱致病机理的重要动物模型【2’3】。 

CDV与麻疹病毒、牛瘟病毒同为副粘病毒科麻 

疹病毒属 的负链线性 RNA 病毒，基因组全长 

15690nt，由7个基因组成，分别编码 N、P、M、F、 

H、L蛋白，F、H蛋白是产生中和抗体的重要抗原， 
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在抗病毒免疫中占有重要地位。其中H蛋白是CDV 

感染细胞过程中侵袭宿主所必需的I引，是CDV与细 

胞受体结合的蛋白，并决定着病毒感染的细胞嗜性 
】
， 在启动细胞融合上也起着重要的作用【6】。在免 

疫压力作用下，CDV抗原表位可能发生漂移，尤其 

是较大的H蛋白极易发生变异，从而引起 CDV毒力 

的变化 。Camila及 Nathalie等报道了关于 H蛋白 

作为基因工程疫苗或核酸疫苗的备选基因的可能 

性，提示H蛋白可以用于 CDV的预防控制【9．1例。 

主要从事病毒分子生物学研究。 
一 ^ ：1．1～ ^ ：⋯  ⋯  
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苇 雀 

本研究将CDV南京株 H蛋白基因的近全 片 

段进行克隆 表达，并进行免疫转印试验以期证实 

该重组蛋白足再保留了天然 H 蛋白的关犍性抗原 

表位．为基因 I：程疫苗的设计和他用提供依据 

1 材料与方法 

1 1 毒株、质粒与菌株 

CDV NJ—l5株d1陈堵高等从南京地I CDV临 

床病凡中分离燎定⋯I，奉实验摩保存 表达质粒 

pET-28b(+／出南京农业大学寄乍虫教研宅惠赠 龠 

主菌R0selfa 购自默克公司 

I．2 试剂 

常蚬分子生物学试剂撕I RT-PCR试荆盒、并种 

酶类以及 DNA连接系统等91{J F1大连宝生物公司 

凝胶回收试剂盒购门上海中科开端生物 片科技 

股份有限公司 CDVOnderstepoort际兔抗血清M南 

京警犬刊。究所缨勤虐9l 

l 3 病毒扩增及总 RNA的提取 

CDV-NJl5点株拨0．IMOI董接种Veto 胞(德 

国吉森大学Baljer教授惠雌)，培养2～3d，待80％ 

右的细胞出现 CPE时收获细胞及 L清，两、融 3 

次后，2 000drain离心 30min．士际细胞醉片 将 

上清液置丁二20％蔗糖溶液 27 000r／rain侮心 2h， 

敏沉淀用适量PBS悬浮后冻存备用 参照RNAgenls 

Total RNA Isolation System(Promega公司)的说明抽 

提总 RNA，最后将恢酸沉淀溶 卜适量DEPC处理过 

胸积蒸水中 

1 4 r_PCR 

1 4．1 PCR i物发计：参照已发表的 CDV基因序 

列 ，利用Primer 5．0软rf：自 设计 对引物，两 

端分别添加 BamH l和 Sat I酶切位点及保护性碱 

基， l上海中科开瑞生物芯片科技股份有限公司合 

成 

Pl：’AAA鱼鱼 GGCTCAGGTAGTCCAGCA rG3’ 

P2：’A CCGCAGT ：I℃3 

I．4．2 反转录：模板 RNA 4 ，DEPC—H，O 7laL． 

上储引物 Pll (30pmo L／ )，馄匀后置于 7O℃ 

5rain，稍离心后冰 依次加入以 H分：5xBufl~r 

4pL．核酸酶抑制剂 1 ，IOmmol／L dNTPs 2gL 

AMV逆转录酶2p．L．42℃作用 Ih，70~C t0min，置 

于冰上 

1．4．3 PCR扩增：cDNA模扳5uL，上游引物P J I 

下游 l物 P2(30pmoUgL)IuL，10xPCR Buffer(Mg 

Plusl5btL．10 mmol／LdNTPs 31aL，Taq酶[1．25U／BLj 

l ，补水至总体毛只50gL PCR反应参数为：94℃ 

3min，94℃50s、56℃lmin、72℃2rain 进行3O个 

循环，最后 72℃延伸 10rain．=PCR 物经 1％琼瞻 

糖撮腔电泳确定其大小后同收 

1．5 重组质粒的克隆与鉴定 

将 收的PCR产物用EcoRI和SatI双酶切聒 

嗣收，按常规方法连接 pET-28b(+)，转化宿 I一茼 

Rosetta⋯
， 鉴定阳性的克隆送交 L海 I坤}开瑞 E物 

芯片 I1技股份有限公司删序 以验 i。其闽璞 槊 

1．6 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达 

纯化后的阳性克隆 37℃I OmmoFL IPTG诱导 

表达．SDS—PAGE分折表达产物 

1．7 免疫转印 

按照半干转印法进行” ．第 抗体为 CDV 

Onderst印00n株兔抗岍肯．第一二抗体为竦根过氧化 

物酶标记的羊抗兔 lgG，以DAB最邑 

2 结果 

2．I I PCR 

经 RT-PCR成功扩增I1 5】．9kbH堆 。 

2 2 重组质粒的构建 

将 PCR 5 物l=j pET-28b(+)连接 到的阳性 

降命名为pET-28b—HEs(『 Ij。州序结果嵌l 媾序列 

与已发表的CDV Onderstepoort株序刮0121 源州：达 

99％． 间读框正确 

量i C,0量- 
隔 J重蛆质粒酶 鉴定站 

Fig l Analysis of CDV H gelle fragmenl inserted in pET-28b 

vectot 

Lanel DNA M~ker DL2fkq0；2．pET-28b-H~ digested with E oR I+s d 

1(5 37kb+1 05kb)：3，pET-28b-Hm digestedwia n R h6
．42kh}4 pET-28b 

i+l digestedwilhgf R1(5 3 j，5
、 )S)NAHI柚 llb'Ec~,R” Ĥki 

2 3重组质粒的诱导表达 

取重组蔺裂解物进行 SDS-PAGE． 结果表明． 

重组茼_庄38kDa处出现 一条特异赁白条带f闺2A) 

2 4 免疫转印 

上述特异蛋白条带呵被 CDV Onderstepoort栋 

兔抗血清识别，表明该重组蛋白曩蚤 然 H蛋 的 

部分抗原性 (图2B) 
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葜小见．等．犬瘟热稍毒南京株H蛋 耋 堕的童堕墨垂垄 ! 

kDa 

38 

巨 2重组蛋白的检测 

Fig2 Analysis 0fCDV H geneinsertedin pET-28 b(+}vector 

^ SDS—PAGE B：We rn blot I Low Protein Molecutar wNght marker； 

2．5 pET-28 b(+)induced by IPTG：]，6．pET 28b-Hr_,r~ombinanl before 

induced；4／7．pET-28h—H口recombinanl induced hy IP m  

3 讨论 

犬瘟热是危害犬等食肉曰动物的高度传染性 

疾病。近年来 国内在 CDV牛态学、生物学特性 

鉴定、分离株的序列分析以及诊断方面进行了研 

究，而针对该病毒功能基因克隧表达方面的研究则 

仅见于 CDV参考株的报道⋯j 对于可能更具研究 

和使用价值的现场分离椿的深入研究则末见报道。 

本研究采用 DET系统成功表达了CDV H基因3’端 

近全长的基因片段编码的蛋白，弥补丁此前关于 

CDV南京分离株研究工作的空缺 

表达性质粒载体 pET-28b(+)可以制各带有 His 

Tag 标签的融合蛋白，其理想插入片段约 I．0kb 

左右，本实验拟克隆包含H基因全长序列的约 1．9kb 

的片段．以获取完整的H抗原，但未能成功，这可 

能与以下因素有关：1)可能 CDVH基因中禽有太多 

大肠杆菌稀有密码子，具体如下：2O个 AGA，4 

个 AGG，3个 CGG，4个 CGA，” 个 AUA．8个 

CUA，I】个GGA，7个CCC，总计 74个稀有密码 

子。2)可能外源基因太大，超过了原核表达系统所 

能承载的编码能力” l 因此，本研究将 H摹因用 

限制性内切酶切成阿段，并且换用更加适合表达含 

育大肠杆菌稀有密码子基 的宿主莳Roselta‘M，结 

果3’端 1．05kb的片段得到了良好的程达。但遗憾的 

是．5’端约750bp的片段在忧化了诸多表达条件的 

情况下仍然未能表达．其原l划尚有待探讨 

SDS—PAGE和免疫转印试验表u月．H基因片段的 

重组融合蛋白约 38kDa，并且具备天然蛋白的关键性 

抗原表位 可见，虽然原核袁达系统不能对表达产物 

进行藉基化、磷酸化等化学修饰作用，但是表达产物 

仍有可能作为抗原或用于制备单克隆抗体，是研究其 

免疫学功能或研制基冈工程疫茼的侯选利料。 
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