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Abstract: The phospholipase A2 functional domain of PfDNV capsid gene VP1 was obtained by 
RT-PCR amplification. The amplified fragment was ligated into a pMD18-T vector and sub-cloned into 
prokaryotic expression vector pET28a and pET26b. The recombinant plasmid pET28a-PLA and 
pET26b-PLA were used to transform E. coli BLl21-codonplus（DE3）-RIL competent cells. After 
induction by IPTG, SDS-PAGE indicated that the highly expressed fusion protein was produced. The 
fusion protein was purified with Ni-NTA affinity columns and analyzed by Western blot using mouse 
anti-His monoclonal antibodies. The results demonstrated that the recombinant PLA2 protein of PfDNV 
capsid gene was successfully expressed, which should facilitate further studies on the biological 
properties of the enzyme and its function in virus infection. 
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摘要： 通过 RT-PCR扩增获得 PfDNV结构蛋白基因 VP1含磷脂酶 A2（PL A2）功能区片段，将其连接到 pMD18-T

载体上并亚克隆到原核表达载体 pET28a 和 pET26b，构建阅读框架正确的重组表达载体 pET28a-PLA 和

pET26b-PLA，转化大肠杆菌 BL21-codonplus（DE3）-RIL，经 IPTG诱导， SDS-PAGE显示得到了目的融合蛋白，

以抗组氨酸的单克隆抗体对经 Ni-NTA亲和层析柱纯化的目的蛋白进行了 western blot鉴定 ，结果表明成功表达

PfDNV结构蛋白 PLA2，对于研究该酶的生物学特性及其在病毒对细胞侵染过程中的功能奠定了基础。 
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浓核病毒(Densoviruses)是细小病毒科中具有
亚科分类地位的类群[1]，该类病毒无包膜，直径为

18-26nm，正二十面体结构，基因组为 4000至 6000
个核苷酸（nt）的单链线性 DNA，能够自主复制，
可以使染毒的宿主细胞出现过分膨胀、细胞核浓染

等病理特征[2]。 
黑胸大蠊是在我国城乡室内分布的主要蟑螂

种类[3]，黑胸大蠊浓核病毒（Periplaneta fuliginosa 
densovirus, PfDNV）是我室 1991年在国内首次报道
并在国内外第一个分类鉴定的蟑螂浓核病毒[4]。其

病毒理化性质[5]、基因组结构分析[6]，与组织病理

学方面[7]的研究均已完成。但长期以来，由于缺乏

稳定的 PfDNV体外感染的细胞模型，PfDNV结构
蛋白的功能及其复制侵染的分子机理仍不清楚。研
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究发现，细小病毒最大结构蛋白（VP1）N-端序列
具有磷脂酶 A2 (PL A2)基序与分泌型磷脂酶(如:蛇
毒和蜂毒等)的基序有较高的同源性[8]。插入缺失突

变证明，该功能域在病毒粒子的侵染过程中发挥调

控作用[9]。 
据此，为了更好的了解 PfDNV结构蛋白磷脂

酶 A2功能域在其生命周期中的功能，本研究构建

了含 PfDNV PLA2功能区的重组原核表达载体，

表达并纯化了融合蛋白 PLA2，为进一步阐明它在

病毒对细胞侵染过程中的功能打下了良好的基

础。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

黑胸大蠊浓核病毒基因组全克隆质粒 PfDN 
V-pUC119 由我室构建和保存，原核表达质粒
pET28a 克隆菌株 E.coli DH5α和 Top10F’由本室
保存。表达质粒 pET26b由武汉大学生科院沈萍教
授惠赠，表达菌株 BL21-codonplus（DE3）-RIL
由武汉大学生科院唐兵教授惠赠。pMD18-T 载体
购自 Takara 公司，Taq 酶和 dNTP购自中科开瑞
公司，T4DNA 连接酶、M-MLV 逆转录酶、胶回
收纯化试剂盒为 MBI公司产品。TRIZOL总 RNA 
提 取 试 剂 盒 购 自 Invitrogen 公 司 。 Ni-NTA 
His-bond Resin购自 Novagen 公司，鼠抗 His单克
隆抗体购 Nova- gen公司，羊抗鼠 IgG 和显色反应
底物 NBT/BCIP 购自 SABC公司，PCR引物由武
汉伯杰公司合成，DNA 序列测定由北京三博远志
公司完成。 
1.2  RNA的提取及 cDNA第一链的合成 

取罹病的黑胸大蠊后肠，用 TRIZOL试剂盒提
取总 RNA，以 Oligo(dT)为引物，由 M-MLV 逆转
录酶催化合成 cDNA第一链用于 RT-PCR进行结构
基因的扩增。 
1.3  PfDNV结构蛋白基因PLA2功能区的PCR 扩增 
根据已测定的黑胸大蠊浓核病毒全基因组序

列[6]，设计下列四条引物，并在引物的 5’端引入酶
切位点 
A1： 5’  GCAAGCTTATGGGATCAGAG 3’  (HindIII) 

A2：5’ GTCTCGAGCGTACCTGA AAC 3’(XhoI) 

B1：5’ TAGAGAGCGGGATCCAGTATGGGATCAG 3’ (BamHI) 

B2：5’ CGTTCAGAACTCGAGGGCTTCCGTACC  3' (XhoI) 
以A1/A2为一组引物（克隆到pET28a的BamHI 

和XhoI位点），B1/B2为另一组引物（克隆到 pET26b
的 HindIII 和 XhoI位点），以 cDNA第一链为模板， 

PCR扩增：94℃、预变性 5min；94℃、45s，45℃、
45s，72℃、50s，32 个循环；72℃延伸 10min。 
1.4  PLA2功能区的TA克隆与鉴定 
将约740bp左右的PCR产物分别用玻璃奶DNA回

收试剂盒回收，与pMD18-T vector 16℃连接过夜，
转化大肠杆菌DH5α，蓝白斑筛选阳性克隆[10]

，经

酶切及 PCR鉴定获重组质粒 pMD18-PLA-A和
pMD18-PLA-B，重组子经测序进一步验证。 
1.5  重组表达质粒的构建  
将鉴定的 pMD-PLA-A质粒，用 BamHI和 XhoI

从克隆载体酶切目的基因片段，琼脂糖凝胶电泳纯

化，采用 T4 DNA连接酶与经 BamHI和 XhoI酶切
的 pET28a 表达质粒 22℃连接过夜，转化 CaCl2处
理的大肠杆菌 E.coliTOP10，提取质粒酶切鉴定。
以同样方法将 pMD-PLA-B 和 pET26b 质粒用
HindIII 和 XhoI 双切之后回收目的基因片段和载体
大片段，连接后转化筛选。 
1.6  重组蛋白的表达和亚细胞组分分析  
将测序鉴定的重组质粒 pET28a-PLA 和 pET 

26b-PLA 转化大肠杆菌 BL21-codonplus-（DE3）
-RIL，挑取单菌落，接入 LB培养基（kan+和 Cm+）

37℃振荡过夜，然后按 2%的比例转接入新鲜含双
抗的 LB 培养基中，37℃振摇培养至 OD600为 0.6
至 0.8，加入 IPTG至终浓度 1 mmol/L。同时设阴
性对照，25℃继续振摇培养，在不同时间取样，
12%SDS-PAGE电泳检测表达产物。 
表达产物的定位:外周质部分的分离参照文献

[11]修改，高速离心收集 IPTG 诱导培养物，将细菌
沉淀悬于 30 mmol/L Tris-Cl(pH8.0)，20 %蔗糖中，
室温缓慢摇动 10 min，12 000 g离心 10 min，沉淀
重悬于 5 mmol/L MgSO4，冰浴 10min，12 000 g离
心 10 min，上清为外周质部分。 
胞内可溶和不溶性部分的分离参照文献[10]操

作，菌体沉淀重悬于 1/20 培养基体积的含 50 
mmol/L Tris-Cl(pH8.0)、50 mmol/LNaCl、10mmol β-
巯基乙醇、10％甘油和 0.1 mg/mL溶菌酶的溶液中，
加入 TritonX-100至终浓度 0.1%，30℃摇动 20 min
后冰浴超声破碎，加入 DNase 和 RNase，冰浴
30min，12 000 g，4 ℃离心 15 min，上清为可溶性
部分，沉淀为包涵体。 取透析浓缩后的周质组分、菌
体超声后的上清以及沉淀电泳分析，其余部分－20℃
冻存备用。 
1.7  PLA2表达产物的亲和纯化  

参照使用说明书，非变性条件下采用特异性亲

和 6×组氨酸的 Ni-NTA 柱纯化。首先用平衡液
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50mmol/L Na3PO4(pH8.0)，500mmol/ L，NaCl平衡，
然后将分离的可溶性周质上清以 1mL/ min流速上
柱，收集穿流峰。然后用 50mmol/L Na3PO4 (pH6. 
0)、 500mmo1/L NaCl 洗涤，再用此溶液与
50mmol/L Na3PO4 (pH6.0)， 500mmol/L NaCl、
500mmo1/L 咪唑进行洗脱。收集各洗脱峰进行
SDS- PAGE分析。 
1.8  PLA2融合蛋白的鉴定 

采用Western印迹法进行，将纯化后的蛋白电
泳后过夜电转到醋酸纤维素膜（NC 膜）上，膜用
3%BSA的 TBS（pH=7.4）封闭 2h，TBST(加入 0.2% 
Tween 20) 洗膜 3次，鼠抗 6×His单克隆抗体作为
一抗（1：1000, TBS 稀释），室温孵育 1h，TBST
洗膜 3次（30min），再加入羊抗鼠的碱性磷酸酶标
记的 IgG二抗血清（1：1000），室温孵 1h，加入底
物 NBT/BCIP显色。 

2  结果 
2.1  重组 PCR扩增 PLA2 
    用上述表达引物 A1/A2、B1/B2可分别扩增出
约 740bp的 PL A2功能区片段，与预期目的基因条

带大小相符。序列测定表明其与已报道的序列同源

性达 100%。 
2.2  重组质粒的酶切鉴定 

T 载体连接产物的酶切鉴定如图 1 所示，重
组质粒 pMD18-PLA-A 用 BamHI 和 XhoI 进行双
酶切，重组质粒 pMD18-PLA-B 用和 HindIII 和
XhoI双酶切，电泳结果与预期相符，表明目的基
因片段已连入 T载体。 

同样重组表达质粒 pET28a-PLA2/pET26b-PL 
A2 分别采用 BamHI+XhoI/HindIII+XhoI 进行双酶
切，得到两条条带，大小分别为 740bp、5.3kb左右，
与预期分子量大小相符。经测序证明。两种重组质

粒中含有目的基因且具有正确的读码框和向位。由

此可知得到的是阳性表达载体，见图 2。 

 
图 1 重组质粒 pMD18-T-S9的酶切分析 

Fig. 1 Restriction analysis of recombinant T-vector 
    1, DNA Marker; 2, pMD18-PLA-A; 3, pMD18-PLA-A digested with BamHI 

and XhoI; 4, pMD18-PLA-B; 5, pMD18-PLA-B digested with Hind III and 
XhoI. 

 
图 2  重组质粒 pET28a-PLA和 pET26b-PLA的酶切分析 

Fig. 2Restriction analysis of recombinant plasmid pET28a-PLA 
and pET26b-PLA 

1, Marker; 2, pET28a-PLA plasmid; 3, PCR product of pET28a-PLA; 4, 
pET28a-PLA digested with BamHI and XhoI; 5, pET28a-PLA digested with 
XhoI; 6, pET26b digested with HindIII; 7, pET28a-PLA digested with 
HindIII and XhoI; 8, pET28a-PLA digested with XhoI. 
 
2.3  RLA2蛋白的表达和纯化结果 
    SDS-PAGE 分析表明，经 IPTG 诱导，pET28a- 
PLA和pET26b-PLA转化菌的总蛋白样品中都出现约
29KDa 的特异蛋白带，与预期分子量大小一致.说明
PfDNV磷脂酶 A2功能区在 pET28a和 pET26b两种
表达系统中均得到成功表达。如图 3 所示，
pET28a-PLA融合蛋白在诱导 1h内就有表达，而且表
达量较大，在菌体中以包涵体形式存在。凝胶自动扫

描分析，pET28a-PLA重组蛋白占菌体总蛋白的 20%。 
    表达产物的亚细胞定位显示，pET26b-PLA 重组
蛋白在细菌周质空间，可溶性上清和不溶性沉淀中均

有存在（如图 4 所示）。其中分泌表达占周质总蛋白
的 22%，可溶性表达占上清的 25%，包涵体占沉淀的
16%。同时，在周质组分分析中，29KDa的表达蛋白
带下方还有一条分子量约为 26KDa 的特异蛋白带，
与预计的重组蛋白在周质空间内信号肽被切割后的

成熟蛋白分子量相一致，说明表达产物分泌进入周质

空间后大部分可被切割，但切割效率不完全。 
收集周质组分，经 Ni-NTA树脂亲和层析进行

纯化后表达蛋白的纯度达 85%。图 4最右边的泳道
为纯化后的可溶性蛋白。 

 
图 3  pET28a-PLA在不同时间条件下的原核表达 

Fig.3  Prokaryotic expression of pET28a-PLA at different time  
1, Marker; 2, pET28a induced；3, pET28a uninduced；4, pET28a-PLA  
uninduced 5~9, pET28a-PLA induced 1~5h, respectively. 
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图 4  pET26b-PLA表达产物的亚细胞定位 

Fig.4 The sub-cellular location of pET26b-PLA expressed 
products 

1, Marker; 2, pET26b-PLA uninduced total cell lysate; 3, pET26b-PLA 
induced pellet fraction; 4, pET26b-PLA induced supernatant fraction; 5, 
pET26b-PLA periplasmic fraction; 6, Ni-NTA purified pET26b-PLA.  

 

 
图 5  Western blot 检测 

Fig.5  Analysis of western blot 
1, Marker; 2, Purified pET26b-PLA fusion protein; 3, Control. 

 

2.4  Western blott 结果 
以小鼠抗 6 X His为一抗进行蛋白质印迹结果

显示纯化的 pET26b-PLA在 26kd 和 29kd处有明显
的免疫杂交带，而作为阴性对照的诱导前细菌裂解

上清无任何条带出现。说明 Ni-NTA 树脂亲和层析
有效纯化了 pET26b-PLA(图 5)。 

3  讨论 

磷脂酶 A2 是专一性水解磷脂 sn-2酯键，生成
脂肪酸和溶血磷脂的一类酶[12]。它分为三种类型，

分泌型 sPLA2，胞浆型 cPLA2 和非钙离子依赖型

iPLA2，普遍存在于蜂毒、蛇毒、牛胰腺及炎症患

者的炎性滑液中，在脂类膜代谢、信号转导途径、

炎症和感染的发生、发展中起重要作用[13]。 
对浓核病毒的基因组序列分析显示，PfDNV最

大的结构蛋白N端区域VP1up含 PLA2功能区与分

泌型 sPLA2 的活性区氨基酸序列具有较高的同源

性，其第 156-160 位残基的序列 YLGPG 与 sPLA2

催化活性区（catalytic helix）的保守位点 YXGXG
相一致，第 179-183 位残基的序列 HDKAY 也符   
合 sPLA2的钙离子结合区域（Ca2+ binding loop）的
保守位点 HDXXY[14]。而这两处基序（motif）在细
小病毒代表种猪细小病毒（PPV）和浓核病毒代表
种大蜡螟浓核病毒（GmDNV），家蚕浓核病毒-I   
型（BmDNV-I）结构蛋白序列中都是非常保守的
[15,16]。据此推测，该序列所在的区域可能是 VP1蛋
白的重要结构域，可特异性催化磷脂膜的裂解，在

病毒粒子对宿主细胞的侵染过程中发挥重要作用。 
本研究采用的pET28a和pET26b原核表达载体

表达的产物 C末端均带有 6个组氨酸，融合蛋白可
以用镍离子亲和柱快速、简便地纯化。鉴定结果表

明重组表达质粒在大肠杆菌中获得了高效表达，

pET28a为胞质融合表达载体，诱导表达的融合蛋白
分子量约为 29 KDa，表达量较高，基本以包涵体形
式存在，可用于制备抗血清。pET26b 通过 N 末端
融合 pelB 信号肽可将产物分泌到大肠杆菌内膜和
细菌外膜之间的周质。在周质内氧化环境下形成二

硫键，信号肽被切除，形成可溶性活性蛋白。通过

设计引物构建正确阅读框架，诱导表达的融合蛋白

分子量为 29 KDa，切除 pelB信号肽后分子量为 26 
KDa。可溶性形式虽然产量一般低于包涵体表达，
但不仅很容易纯化，而且省去了包涵体中蛋白的变

性、复性等复杂步骤，能使蛋白保持天然构象，可

避免细菌蛋白酶的降解，降低蛋白对宿主细胞的毒

性作用有利于其免疫原性和活性的保持，这些初始

工作为下一步抗血清的制备和对其酶学特性和生

物学特性的深入研究奠定了基础。   
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