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伪狂犬病毒粤 A株 gE基因真核表达质粒的构建
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摘要:根据伪狂犬病毒(PRV)NIA-3 和 Rice 株的 gE 基因序列 , 设计了 1 对含有起始密码子和 HindⅢ 、BamHⅠ酶切

位点的引物 ,以 PRV粤 A毒株(PRV-YA)基因组为模板 ,利用聚合酶链反应(PCR)扩增获得 gE 基因片段 ,将这一片

段克隆至 PMD18-T 载体中 ,获得重组质粒 PMD18-gE;用 HindⅢ和 BamHⅠ酶切该重组质粒 , 回收得到含有以上 2个

酶切位点粘端的 gE 基因 , 将此基因片段克隆至相同酶切 、回收后的 pcDNA3.1(+)真核表达载体中 , 获得真核表达

重组质粒 pcDNA3.1-gE , 经 PCR鉴定 、限制性内切酶分析和克隆片段的序列测定 、比较 ,证实了克隆片段的可靠性.
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　　伪狂犬病(pseudorabies , PR)是猪的一种重要传

染性疾病 , 其病原伪狂犬病毒(pseudorabies virus ,

PRV)属于疱疹病毒科α-病毒亚科 ,由一封闭的核

衣壳以及环于其中的约 145 kb 的线性 DNA 组成;

gE 、gI、TK等基因是 PRV的毒力基因 ,由它们编码的

糖蛋白是病毒的非必需糖蛋白 ,因此缺失这些基因

并不影响病毒的自身复制 ,相反可以降低 PRV的毒

力
[ 1 ～ 3]

;在此研究的基础上 ,国外学者已经研制 、开

发出多种伪狂犬病基因缺失疫苗 ,及其相关的血清

学鉴别诊断技术
[ 4 ,5]

,为伪狂犬病的防治提供了新的

手段和策略.我国作为一个养猪大国 ,随着养猪业的

迅速发展 ,伪狂犬病的危害日趋突出 ,因此有必要对

伪狂犬病进行净化.生产中一般采用伪狂犬病 gE基

因缺失疫苗免疫猪群 ,结合 gE 鉴别诊断试剂盒检测

猪血清抗体 ,淘汰 gE 抗体阳性猪的方法净化猪群.

PRV gE鉴别诊断试剂盒目前主要依靠从国外进口 ,

但是进口试剂盒价格昂贵 ,且我国养猪数量多 ,完全

依靠花费巨额外汇进口试剂盒显然不现实 ,因此有

必要研制 、开发国产伪狂犬病 gE鉴别诊断试剂盒.

本研究旨在利用载体 pcDNA3.1(+)可以在哺乳动

物细胞中表达的特性 ,依据课题组先前的研究结论 ,

选用 PRV粤 A毒株(PRV-YA)基因组作为模板
[ 6]
,构

建PRV gE基因真核表达质粒 ,为进一步研制抗 PRV

gE糖蛋白单克隆抗体 、建立特异性 ELISA 诊断试剂

盒奠定研究基础.

1　材料与方法

1.1　细胞 、病毒 、质粒和工程菌

HS.2H细胞由广州市检验检疫局惠赠;伪狂犬

病毒粤 A株(PRV-YA)由华南农业大学兽医学院传

染病教研室由野外爆发病例中分离 、鉴定并保存;真

核表达载体质粒 pcDNA3.1(+)购自 Invitrogen公司;

PMD18-T 载体质粒购自宝生物工程(大连)有限公

司;基因工程菌 DH5α由华南农业大学兽医学院传染

病教研室保存.

1.2　试剂与工具酶

细胞基础培养基DMEM 为Gibco BRL公司产品;

新生小牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究

所;核酸内切酶 Hind Ⅲ 、BamH Ⅰ 、EcoRⅠ和 dNTPs

购自宝生物工程(大连)有限公司;1 000 bp Ladder分

子量标记购自北京鼎国生物技术发展中心;L-Glu-

tamine 、RNA 酶 、T4DNA Ligase 、200 bp Ladder 分子量

标记 、λDNA/EcoRⅠ +Hind Ⅲ分子量标记购自华美

生物工程公司;Taq DNA聚合酶为加拿大真达公司

产品;UNIQ-5柱离心式 DNA胶回收试剂盒购自上海

生物工程技术服务有限公司.

1.3　引物的设计与合成

参照伪狂犬病毒 NIA-3 和 Rice 株的 gE 基因序

列 ,设计了 1对引物 ,在上游引物中加入了 Hind Ⅲ

酶切位点以及 ATG 起始密码子;下游引物引入

BamH Ⅰ酶切位点以及 2个终止密码子.引物由上海

博亚生物技术有限公司合成.

上游引物:5′AAG CTT ATG CAC CAC CAC CAC

CAC CAC GGC GAC GAT GAC 3′;

下游引物:5′GGA TCC TCA TCA GGG CGA GAA

GAG CTG 3′.

1.4　病毒基因组的提取

取适量 PRV-YA种毒接种生长良好的HS.2H 细
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胞 ,待细胞出现 90%CPE时 ,收获病毒 ,参照文献[ 7]

的方法抽提病毒基因组.

1.5　PRV gE基因的扩增

以所抽提的 PRV-YA 基因组为模板 ,进行 PCR

扩增 ,反应体系如下:10×PCR缓冲液 5 μL , dNTPs(2

mmol/L)5 μL ,二甲基亚砜(DMSO)5 μL ,上 、下游引

物各 2.5μL ,模板 0.5μL , Taq酶(2.5 U)0.5μL ,灭菌

双蒸水补至50 μL.反应条件:94 ℃预变性 4 min;再

以 94 ℃30 s , 56 ℃30 s , 72 ℃30 s ,进行25个循环;

最后 72 ℃延伸7 min.PCR产物在0.01 g/mL琼脂糖

凝胶(含 0.5 μg/mL EB)中电泳检测.

1.6　gE基因的克隆

(1)PMD18-gE的构建:用 UNIQ-5柱离心式 DNA

胶回收试剂盒回收 PCR扩增获得的 DNA片段 ,将回

收的目的片段与 PMD18-T 载体连接 、转化 ,挑取白色

菌落培养 ,作菌落 PCR鉴定;碱裂解法[ 8] 少量提取

PCR阳性菌落质粒 DNA ,用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶

切以及 EcoRⅠ单酶切鉴定重组质粒.最后 ,命名酶

切鉴定正确的质粒为 PMD18-gE.

(2)真核表达质粒 pcDNA3.1-gE 的构建:用

BamHⅠ和 Hind Ⅲ分别双酶切真核表达载体质粒

pcDNA3.1(+)和重组质粒 PMD18-gE ,按照 UNIQ-5

柱离心式 DNA 胶回收试剂盒说明书分别回收 pc-

DNA3.1(+)和 gE片段 ,同样方法进行连接 、转化 ,挑

取白色菌落培养物进行重组质粒鉴定 ,命名初步鉴

定阳性的重组质粒为 pcDNA3.1-gE.

1.7　目的基因的序列测定与鉴定

将经过初步鉴定的重组质粒 pcDNA3.1-gE送上

海博亚生物技术有限公司进行序列测定.获得目的

基因序列后 ,借助分析软件 ,将目的基因序列与 PRV

Rice株 gE基因进行核苷酸和氨基酸同源性比较.

2　结果

2.1　gE基因片段的扩增

以PRV-YA基因组为模板 ,用所设计的引物进行

PCR扩增 ,一次性地扩增出所需要的 gE 基因片段 ,

在0.01 g/mL的琼脂糖凝胶中电泳 ,可见到 1条大小

约600 bp的特异条带 ,与预计产物的长度相符合 ,证

明反应体系及反应条件合适.

2.2　重组质粒 PMD18-gE的鉴定

以重组质粒 PMD18-gE 为模板 ,进行 PCR扩增 ,

可以得到 1 条约 600 bp 的特异条带;用 EcoRⅠ和

Hind Ⅲ双酶切该重组质粒 ,可获得 1条约 680 bp的

小片段和1条约2.62 kb的大片段;用 EcoRⅠ单酶切

后 ,可获得 1条 3.29 kb的电泳条带(图 1).

M1 200 bp Ladder 分子量标记;1 , 4.PMD18-gE重组质粒①、②PCR产

物;2, 5.EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ双酶切 PMD18-gE 重组质粒①、②;3 , 6.

EcoRⅠ单酶切 PMD18-gE重组质粒①、②;M2 1 000 bp Ladder 分子量

标记

M1 200 bp Ladder Marker;1, 4.PCR products of PMD18-gE①、②;2 , 5.

PMD18-gE①、②/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ;3 , 6.PMD18-gE①、②/ EcoR Ⅰ;M2

1 000 bp Ladder Marker

图 1　PMD18-gE 重组质粒酶切鉴定

Fig.1　Results of PCR and digestion of recombinant PMD18-gE

2.3　重组质粒 pcDNA3.1-gE的鉴定

以重组质粒 pcDNA3.1-gE 为模板 ,进行 PCR扩

增 ,可以得到 1条约 600 bp 的特异条带;用 EcoRⅠ

与 HindⅢ 双酶切及用 EcoRⅠ单酶切鉴定:质粒双

酶切后可获得 1条约 610 bp 的小片段和 1条约 5.4

kb的大片段 ,单酶切后可获得 1条约 6.0 kb的电泳

条带(图 2).

M1 200 bp Ladder 分子量标记;1.pcDNA3.1-gE质粒 PCR产物;2.EcoR

Ⅰ +Hind Ⅲ双酶切 pcDNA3.1-gE重组质粒;3.EcoRⅠ 单酶切 pcD-

NA3.1(+)载体质粒;4.EcoR Ⅰ 单酶切 pcDNA3.1-gE 重组质粒;M2

λDNA/ EcoRⅠ + HindⅢ分子量标记

M1 200 bp Ladder Marker ;1.PCR product of pcDNA3.1-gE ;

2.pcDNA3.1-gE/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ;3.pcDNA3.1(+)/ EcoRⅠ ;

4.pcDNA3.1-gE/ EcoRⅠ ;M2λDNA/ EcoRⅠ + HindⅢ Marker

图 2　pcDNA3.1-gE 重组质粒酶切鉴定

Fig.2　Results of PCR and digestion of recombinant pcDNA3.1-gE

2.4　目的基因的测序鉴定

借助分析软件 ,将重组质粒(Yue-A)插入片段的

测序结果与PRV-Rice株 gE基因序列进行比较(图 3),

二者核酸同源性达到 97.5%,推导氨基酸同源性为

95.3%,证实重组质粒中的插入片段为 PRV gE基因;
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阅读框架正确 ,表明该重组真核表达质粒 pcDNA3.1- gE可以在哺乳动物细胞进行正确的翻译表达.

图 3　PRV gE基因核酸序列比较

Fig.3 Comparison of nucleotide sequence of PRV gE genes

3　讨论

考虑到重组质粒最终要在哺乳动物细胞中进行

表达 ,在引物设计时 ,加入了起始密码子 ATG 以及终

止密码子ACT;为便于克隆的需要 ,在上游引物中引

入了 Hind Ⅲ酶切位点 ,在下游引物中引入 BamH Ⅰ

酶切位点;为了解决体外表达时的纯化问题 ,在引物

中加入了 6个组氨酸密码子.由于考虑到引物的长
度以及可能形成二聚体和发夹结构 ,在引物的设计

中未在酶切位点前添加保护性碱基 ,因此将 PCR扩

增获得的目的基因先克隆至 PMD18-T 载体中 ,构建

获得重组质粒 PMD18-gE ,然后用 Hind Ⅲ和 BamH Ⅰ

双酶切 PMD18-gE质粒 ,回收获得含有以上 2个酶切

位点粘端的 gE 基因 , 再与同上方法酶切 、回收的

pcDNA3.1(+)真核表达载体相连接 ,通过转化最终

获得真核表达质粒 pcDNA3.1-gE.

gE基因是伪狂犬病毒的主要毒力基因之一 ,它
可以影响病毒在细胞间的扩散 ,促进病毒从视网膜 、

嗅觉上皮细胞 、三叉神经节转移到中枢神经
[ 9]
;由它

编码的 gE糖蛋白是伪狂犬病毒的非结构蛋白 ,许多

实验表明 ,缺失 gE基因的伪狂犬病毒可以在宿主鼻

粘膜上皮细胞内复制
[ 10 ,11]

,因此 ,缺失 gE 基因并不

影响伪狂犬病毒在宿主体内的繁殖 ,相反可以抑制

病毒对宿主中枢神经的侵害 ,降低病毒的毒力.PRV

gE蛋白的主要抗原表位存在于第 52 ～ 238位氨基酸
之间 ,因此本实验扩增了 PRV-YA株 gE的主要抗原

表位基因 ,将其与 PRV Rice 株进行核苷酸和氨基酸

同源性比较 ,发现二者核苷酸同源性为 97%,氨基酸

同源性 95.3%;另外与 PRV-SH(中国上海分离株)、

PRV-Ea(中国湖北分离株)毒株比较 ,核酸同源性均

大于 99%,氨基酸同源性均大于 98.4%,由此说明伪

狂犬病毒 gE基因的保守性很高 ,不同毒株之间的变

异很小 ,因此 ,选用一种毒株制备的抗 gE 单克隆抗

体将可以与其他 PRV 毒株发生特异性的结合 ,选用

一种毒株作为抗原亦可以与其他毒株诱导产生的抗

体发生特异性的免疫学反应.
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在成功构建真核表达质粒 pcDNA3.1-gE的基础

上 ,广东省科技计划项目(2KM03507N)课题组将以此

表达质粒作为免疫原 ,制备相应的单克隆抗体.利用

真核表达质粒免疫动物制备单克隆抗体为这一领域

的发展提供了一种新的方法 ,具有广阔的应用前景 ,

有着常规方法无法比拟的优势:常规的单抗制备方

法需要获得大量纯化的抗原 ,而基因免疫的抗原用

量却很少 ,抗原也容易纯化;应用基因工程的方法 ,

人为的设计抗原 ,可以获得所要的外源基因片段 ,甚

至单一抗原决定族;DNA质粒容易通过体外培养 、提

纯的方法大量获得 ,保存与运输也非常稳定可靠;质

粒DNA免疫原性良好 ,可以诱导机体产生体液和细

胞免疫;基因免疫效果持久 ,外源基因可以长期在体

内进行表达 ,刺激机体免疫系统 ,省却了加强免疫的

步骤[ 12 ,13] ;对于一些烈性传染病 ,使用基因免疫制备

单抗 ,显然可以很好的解决这类生物安全性问题.
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Construction of an Eukaryotic Expression Plasmid for gE Gene of

Pseudorabies Virus Strain Yue-A

WU De-ming , HUANG Yu-mao , LUO Man-lin , LIU Zhen-ming , WU Su-xiao
(College of Veterinary Medicine , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:Based on the gE nucleotide sequence of PRV strains NIA-3 and Rice , a pair of primers were designed.Using

the genome DNA of the strain Yue-A of PRV , which was isolated from an outbreak in Guangdong Province , as template ,

a segment of gEwas amplified by polymerase chain reaction(PCR), and a fragment with the expected size was obtained.

The gE gene fragment was cloned into PMD18-T vector , and the recombinant plasmid named PMD18-gE obtained.The

gE fragment was recovered after the plasmid PMD18-gE was digested with Hin dⅢand BamH Ⅰ , then was cloned into

the mammalian expression vector pcDNA3.1(+).Finally , a recombinant plasmid named pcDNA3.1-gE , which was

identified by PCR , restriction enzyme analysis and sequencing ,was obtained.

Key words:pseudorabies virus;PCR;gE gene;PMD18-T vector;mammalian expression vector pcDNA3.1(+)
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