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Abstract : The GP3 deleted hydrop hobic N2terminal sequence (t GP3) of Porci ne re p rod ucti ve an d

res pi ratory sy nd rome vi rus ( PRRSV) was cloned into p rokaryotic expression vector p RSET. The

recombinant p rotein ( His) 62GP3 was highly expressed in E. col i BL21 and could amount to 41 %

of the total p roteins. It could be p urified efficiently wit h affinity chromatograp hy. Western2blot2
ting analysis showed t hat t he recombinant p rotein was able to react wit h PRRSV polyclonal anti2
serum. It can be used for the f urther investigation on immunogenicity and f unction of GP3 of

PRRSV.
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摘要 : 利用限制性酶切从重组质粒 p RSET2GP3 中得到缺失 N 端疏水序列的基因片段 t GP3 (t runcated GP3) 。将

t GP3 克隆至原核高效表达载体 p RSET ,在 E. coli BL21 细胞中用 IPT G 诱导表达了猪繁殖与呼吸综合征病毒

( PRRSV)重组蛋白 ( His) 62GP3 ,并用亲和层析法获得了纯化蛋白。Western2Blotting 结果表明重组蛋白可被

PRRSV 阳性血清所识别 ,从而为进一步研究 PRRSV GP3 结构蛋白的免疫特性和功能奠定了基础。
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　　猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征

病毒 ( Porci ne re p rod ucti ve and res pi ratory s y n2
d rome vi rus ,PRRSV)引起的、以怀孕母猪繁殖障碍

和仔猪的呼吸道症状为特征的一种传染病[1 ] 。本病

给世界和我国养猪业造成了巨大的经济损失 ,现已

成为危害规模化养猪生产的主要疫病之一。国内外

学者对 PRRSV 的主要结构蛋白已做了大量研究 ,

而对次要结构蛋白的研究相对较少。由 ORF3 编

码的 GP3 是 PRRSV 的次要结构蛋白 ,是一种糖基

化蛋白 ,在病毒的致病性、病毒复制、病毒装配、病毒

变异和保护性反应等方面可能具有重要意义[2 ,3 ] 。

Plana 等报道用杆状病毒表达的 ORF3 的基因产物

免疫母猪 ,对怀孕母猪可以提供 68. 4 %的保护

力[4 ] 。因此研究和分析该蛋白的免疫特性及其功能

具有十分重要的理论意义。本研究采用原核高效表

达载体 p RSET 在 E. col i BL21 细胞中表达了

PRRSV 的 GP3 蛋白 ,为进一步研究其免疫特性、结

构与功能奠定了基础。

1 　材料与方法

1 . 1 　质粒、载体、菌株及材料

重组质粒 pRSET2GP3 ,由本实验室构建并保存。

E. coli BL21 菌株 ,由本实验室保存。表达载体 pR2
SET ,购自 Invitrogen 公司。限制性内切酶 B glⅡ和

EcoRⅠ,购自 Ta KaRa 公司。ProBond Purification Sys

tem ,购自 Invitrogen公司。猪抗 PRRSV阳性血清由
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本实验室制备并保存。

1. 2 　PRRSV S1 t GP3 基因片段的获取

根据 PRRSV NJ2a 序列 ( GenBank accession

No . A Y738730) 和 ORF3 基因编码氨基酸序列的

分析 ,利用限制性内切酶 B gl Ⅱ和 EcoR Ⅰ进行酶

解 ,获得符合阅读框的缺失 N 末端疏水区的 t GP3

基因 ,预期目的基因长度为 570bp 。

1 . 3 　目的基因的原核重组表达载体的构建和鉴定

利用限制性内切酶 B gl Ⅱ和 EcoR Ⅰ酶切表达

载体质粒 p RSET ,将纯化回收后的目的基因产物与

表达载体 p RSET 连接 ,连接物转化大肠杆菌 BL21

感受态细胞。碱裂解法快速提取质粒 ,用 B gl Ⅱ和

EcoR Ⅰ进行酶切分析 ,1 %琼脂糖电泳检查是否插

入大小正确的目的片段 ,并对阳性重组表达质粒

p RSET2t GP3 进行序列测定。

1 . 4 　基因工程重组表达菌的诱导表达与纯化

挑取阳性重组菌的单菌落 ,接种于 3mL 2 ×YT

(Amp R ) 培养基中 ,37 ℃振荡过夜后 ,1 ∶50 稀释到

2 ×YT (Amp R )中 ,37 ℃振荡培养至生长晚期 (OD600

= 1. 0) ,加入终浓度为 0. 5mmol/ L 的 IP T G ,分别

于诱导前和诱导后 2h、4h 和 6h 收集菌液 ,用 12 %

聚丙烯酰胺凝胶进行 SDS2PA GE 电泳观察。

细菌大量表达后 ,纯化方法参考 ProBond Puri2
fication System 试剂盒说明书进行。纯化后的蛋白

用 10mmol/ L Tris (p H8. 0) 和 0. 01 %的 Triton X2
100 于 4 ℃透析。纯化后的蛋白进行 SDS2PA GE 和

Western2Blot 分析。

1. 5 　Western2Blotting

参照 Bio2Rad 公司半干转印仪操作说明进行电

转印 ,然后进行免疫检测。将丽春红染色后的 NC

膜转移至封闭液中 ,室温轻摇 3～5h 后 4 ℃封闭过

夜 ;倾去封闭液 ,用洗涤液 PBST 洗膜 3 次 ,每次

10min ,然后加入以封闭液 1 ∶50 稀释的 PRRSV 阳

性血清 ( PRRSV 阳性血清由本实验室制备) ,室温

下振荡 1. 5～2h ;再用 PBST 洗膜 3 次 ,每次 10min ,

然后加入以封闭液 1 ∶5000 稀释的 SPA2HRP 标记

物 ,室温振荡 1. 5～2h ;再用 PBST 洗膜 3 次 ,每次

10min ,最后用 SuperSignal West Pico Trial Kit 进

行显色 ,在 X 胶片上暴光、显影和定影观察。

2 　结果

2. 1 　PRRSV S1 t GP3 基因片段的获取

利用限制性酶切方法从阳性重组质粒 p RSET2
GP3 酶切得到缺失 N 末端疏水区的基因片段

t GP3。1. 0 %琼脂糖凝胶电泳检查酶切回收产物 ,

结果表明获得了与预期片段大小相符 ( t GP3 为

570bp)的清晰、单一的条带 (图 1) 。

图 1 　目的基因的获得与重组质粒的酶切鉴定

Fig. 1 　The identification of recombinant plasmids

1 , DL2000 Marker ;2 , The purified t GP3 gene ;3 , The p RSET2t GP3
digested wit h B gl Ⅱand EcoR Ⅰ.

2 . 2 　原核重组表达质粒的构建和鉴定

表达载体质粒 DNA 用限制性内切酶 B gl Ⅱ和

EcoR Ⅰ双酶切后与目的基因进行连接和转化 ,小量

抽提重组质粒 ,经 B gl Ⅱ和 EcoR Ⅰ酶切得到 2. 9kb

的载体 DNA 和相应大小目的片段的重组质粒鉴定

为阳性重组表达质粒。电泳结果显示酶切产物中片

段的大小与预期结果一致 ,阳性重组表达质粒命名

为 p RSET2t GP3 (图 1) 。序列测定结果表明克隆至

原核表达载体中的外源片段基因没有发生突变 ,插

入方向和位置与预期结果一致。

2. 3 　基因工程重组菌的诱导表达和 SDS2PAGE 分

析

表达产物为带有 6 ×His 的非融合蛋白 ,因此将

重组蛋白命名为 ( His) 62GP3。用 12 %聚丙烯酰胺凝

胶对诱导前和诱导后 2h、4h 和 6h 的样品进行 SDS2
PA GE检查 ,结果表明重组菌 pRSET2t GP32BL21 在

诱导后出现一条大小约为 20kDa 的蛋白条带 ,大小与

预期的蛋白分子量基本一致。重组蛋白的表达量随

诱导时间的延长而增加 ,诱导后 4h 表达量可达到

41 % ,用 His 亲和层析柱可获得单一纯化蛋白 (图 2) 。

图 2 　重组蛋白 ( His) 62GP3 在 BL21 中的诱导表达动态分析

Fig. 2 　The dynamic analysis of expression of the recombi2
nant protein ( His) 62GP3

1 , Protein Marker ;2 , BL21 ;3 , pRSET2t GP3/ BL21 pre2induced ;4 , pR2
SET2t GP3/ BL21 induced 2h ;5 , 4h ;6 , 6h ;7 , purified ( His) 62GP3.
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2 . 4 　重组蛋白的特异性鉴定

用猪源 PRRSV 阳性血清对基因工程重组菌诱

导表达产物和宿主菌进行 Western2Blot ting 检测。

结果显示 ( His) 62GP3 在大小约 20kDa 处出现一清

晰的特异性反应条带 ,而宿主菌无此条带。表明重

组蛋白在大肠杆菌中得到了正确表达并保留了与

PRRSV 阳性血清反应的抗原性 (图 3) 。

图 3 　PRRSV 重组蛋白 ( His) 62GP3 的 Western2Blot 检测
Fig. 3 　The detection of recombinant ( His) 62GP3

1 , The proteins of BL21 ; 2 , The protein of p RSET2t GP3/
BL21induced by IP T G.

3 　讨论

我们最初曾尝试在大肠杆菌中表达 S1 株的

ORF3 全长的编码基因 ,利用原核表达载体 p GEX2
6p21、p ET32a、p RSET 等构建了几种不同的原核重

组表达质粒 ,尝试诱导表达 ,但仅能非常有限地表达

目的蛋白或没有表达。一些研究表明去除跨膜区或

强疏水序列可明显提高蛋白的表达量 ,也可明显提

高蛋白的溶解性[5 ] 。应用分子生物学分析软件对

S1 株 ORF3 基因及其编码产物的氨基酸序列进行

分析 ,在分析基因的酶切位点以及预测蛋白的信号

肽序列、跨膜区及其抗原表位等分子特征的基础上 ,

我们切除了 GP3 N 末端的疏水序列 ,而保留了 C 末

端抗原性较强的亲水序列 ,最终利用原核表达载体

p RSET 使 ORF3 基因得到了较好的表达 ,说明 N

末端的疏水序列对蛋白的表达量有较大影响。

由 PRRSV 基因组 ORF3 编码的次要结构蛋白

GP3 是糖基化蛋白 ,在不同分离株间差异较大 ,美

洲株的 GP3 蛋白在 C 端比欧洲株少 12 个氨基酸 ,

因而使二者的 C 末端性质不同 ,但是现在还不清楚

这种差异是否导致功能上的差异。目前对于 GP3

是否是结构蛋白也存在一定争议。对欧洲型毒株

L V 的研究表明[ 6 ] ,其 GP3 是结构蛋白 ,而加拿大的

Quebec IA F2Klop 株的 GP3 被认为是可溶性的非

结构糖蛋白[7 ] ,并认为分泌到细胞外的小量 GP3 蛋

白可能是导致 GP3 在感染猪体内具有高免疫能力

的一个因素[8 ] 。在 ORF3 和 ORF4 重叠处存在一高

变区 ,该区域容易迅速变异 ,可能是受到免疫选择压

力的结果 ,在免疫中有可能起重要作用。应用单克

隆抗体技术发现 GP3 蛋白中包含有中和表位 ,可以

诱导机体产生中和抗体并能中和病毒 ,而且针对

GP3 的抗体无抗体依赖性增强作用[9 ,10 ] 。因此深入

研究 PRRSV 的 GP3 蛋白的免疫特性及其相应功

能具有一定的理论意义和实践意义。本研究在体外

成功地表达了 PRRSV 的 GP3 蛋白 ,为进一步研究

其免疫特性、结构和功能奠定了基础。
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