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·实验室研究·

北海道型汉坦病毒核蛋白基因的克隆表达
及其免疫原性

姚文荣邹洋李明慧 张永振

【摘要】 目的 构建北海道型汉坦病毒(HoKv)核蛋白(NP)基因的重组杆状病毒表达载体，在昆

虫细胞中表达出具有免疫原性的抗原，用于HOKV的检测及诊断。方法 应用RT-PCR方法扩增HOKV

Fusong．Cr-24q株的NP基因，并将该基因片段克隆到PCR@2．ITA载体．转化到One ShortTMTOPl0感受态

细胞构建TA克隆载体，并与pFastBacTMl转座质粒载体分别用Kpn I和Not I双酶切，用T4连接酶连接，

构建pFastPUUV-S重组转座质粒，经双酶切、PCR扩增及插入序列方向鉴定后．转化到DHl0BacrME．coli

感受态细胞，经三抗培养基筛选和PCR扩增鉴定后获得重组Bacrnid质粒，将重组Bacmid质粒转染Sf9昆

虫细胞制备重组杆状病毒毒液，并继续扩增重组杆状病毒，以第三代毒液感染Sf9昆虫细胞，96h后收获

细胞．用间接免疫荧光(IFA)、SDS．PAGE和Western blot对表达产物进行鉴定和分析。结果实验应用

Bac．to．BacTM杆状病毒表达系统，成功构建了含普马拉类汉坦病毒核蛋白基因的重组杆状病毒表达载体，

并在昆虫细胞中获得表达。IFA结果显示，感染细胞的胞浆中有亮绿色荧光颗粒，SDS．PAGE和Western

blot检测细胞表达产物的50×103(M)的蛋白条带，证实重组病毒感染昆虫细胞后表达了相应的重组核蛋

白，与预计的结果相符。并能与抗汉坦病毒抗体结合。结论成功表达具有HOKV免疫原性及反应性的

重组核蛋白，为研制HOKV的诊断试剂奠定了基础。
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【Abstract】0bjective 111 order to detect Hokkaido virus(HOKV)，a recombinant baculovirus

containing the nucleoprotein(NP)gene of HOKV was constructed．and then the NP was expressed in insect

cell．Methods The NP gene was cloned into plasmid PCR@2．1TA vector and then Was ligated into

baculovirus donor plasmid pFastBacTMl after cutting by the restriction enzylne Kpn I and Not I．pFastBacTMl

Wag subsequently transferred into the One ShortTMToP l 0 competent cells and then into DH l 0Bac“E．coli

competent cells．which contained the baculovirus shuttle vector(Bacmid)and the helper plasmid to generate

a recombinant bacmid．R鹳Id乜The NP gene was successfully expressed in Sf9 jnsect cell．The expressed

recombinant nucleoprotein had been identified in the SD insect cell by indirect immunofluorescenee assay．

sodium dodecyl sulfate．polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)and Western blot．The results showed

that the recombinant nucleoprotein。appeared a molecular weight of 50×l03 M．and could reacted with

anti．recombinant Puumala virus(PUUV)nucleocapsid monoclonal antibodies and polyclonal antibodies

against hantavirus．Conclusion Our results indicated that the recombinant nucleoprotein was successfully

expressed and having the immunogenicity and reactivity of nat-aral nucleoprotem of HOKV
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普马拉病毒(PUUv)属于布尼亚病毒科的汉坦

病毒属(HV)，广泛流行于欧洲及俄罗斯n1。在日本

及韩国发现的PUUV类病毒分别命名为北海道病毒
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(HOKV)和Muju病毒(MUⅣ)[2．5]。2006年在我国
吉林省抚松地区棕背鼠平中发现HOKV[6]。PUUV

类病毒能引起临床症状较轻的肾综合征出血热

(HFRS)"1。然而由于缺少特异性的诊断试剂，至今

我国还未能明确是否存在由HOKV引起的HFRS临

床病例。PUUV类病毒属于分节段的单股负链RNA

病毒，由大(L)、中(M)、小(S)三个基因片段组成，分

别编码RNA聚合酶、糖蛋白(Gn和Gc)以及核蛋白
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(NP)。其中S基因编码的NP抗原性稳定，各毒株

间的差异较小，常作为研制PUUV类病毒诊断试剂

的首选蛋白，并且重组NP与天然NP在免疫原性和

免疫反应性方面具有一致性哺1。为此本研究将

HOKV Fusong—Cr-247株的NP基因克隆到

pFastBacrMl表达载体上，构建了重组杆状病毒表达

载体，并在St9昆虫细胞中成功表达；现将结果报道

如下。

材料与方法

1．细胞和病毒：Sf9昆虫细胞和Grace’S细胞培

养液购于GIBCO—BRL公司；HOKV Fusong．Cr-247

株的S基因克隆由本实验室保存№1。

2．菌株和质粒：PCR@2．1TA克隆载体、One

ShotTMTOPIO感受态细胞，以及Bac—to—BacTM杆状病

毒表达系统(pFastBacTMl转座质粒载体和

DHl0BacrUE．coli感受态细胞)购于Invitrogen公司。

3．试剂和工具酶：限制性内切酶Not I、T4 DNA

连接酶、转染试剂CelIFECTIN、Bluo—Gal和S．N．A．P

TM．MidiPrep Kit购于Invitrogen公司；Taq DNA聚

合酶、AMV反转录酶和限制性内切酶Kpn I购于

Promega公司；Trizol购于GIBCO．BRL公司；兔抗汉

城型汉坦病毒(SEOV)抗体由本研究室自制，抗重

组PUUV核蛋白单克隆抗体购自American

Research Products公司，荧光素标记的羊抗兔

IgG．HRP、羊抗鼠IgG．HRP购自美国Sigma公司；

DNA Marker DL 2000、九Hind II digest Marker、

TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit Ver．2．0和

TaKaRa Mini BSET Plasmid P1lrification Kit Ver．2．0

购自宝生物公司。

4．Fusong—Cr-247株NP基因重组杆状病毒的

构建：

(1)Fusong—Cr-247株病毒的扩增：根据PMD 1 8T-

Fusong-Cr-247 TA克隆质粒中HOKV HP基因的核

苷酸序列哺1，设计带有Not I和Kpn I酶切位点的引

物PuYl和PuY2，扩增NP基因的开放读码框。

(2)重组转座质粒的构建：分析酶切位点，选用

Not I和Kpn I限制性内切酶双酶切，将pFastBac

HOKV-S上的目的基因定向克隆到pFastBacrMl转座

质粒载体，连接产物转化One ShotTMTOPl0感受态

细胞，涂布含有氨苄抗生素的LB平板，37℃培养过

夜。筛选阳性克隆，小量提取质粒，用特异性引物进

行PCR扩增，并经双酶切鉴定阳性重组转座质粒，

命名为pFastBac HOKV-S。

(3)重组穿梭质粒的构建：将pFastBac HOKV-S

转化DHl0BacmE．coli感受态细胞，涂布含有卡那霉

素、庆大霉素、四环素、IPTG和Bluo．gal的LB平板，

37℃培养48 h。蓝白斑筛选单个阳性克隆菌落，重

新划线经卡那霉素、庆大霉素、四环素三重选择后确

定阳性克隆，挑取单个菌落SOC培养液37℃培养过

夜，用S．N．A．P TM．MidiPrep幻t大量提取质粒，扩增

用的特异引物和M13 Forward(．40)and M13

Reverse引物分别进行PCR检测，确定阳性穿梭质

粒，命名为Bacmid HOKV-S。

5．重组杆状病毒的获得及在Sf9昆虫细胞中的

表达：按照Bac．to—Bac表达系统说明书，将Bacmid

HOKV-S转染处于对数生长期、活度>98％、倍增时

间<24h的Sf9细胞，27。C培养4～7 d后，收获第一

代重组杆状病毒毒液。继续扩增重组杆状病毒，采

用空斑试验确定重组杆状病毒滴度。以第三代重组

杆状病毒毒液感染Sf9昆虫细胞，27。C培养96h。

6．NP基因表达产物的检测：用间接免疫荧光

方法(IFA)检测感染重组杆状病毒的细胞是否表达

目的HOKV Np c9|。冷丙酮同定细胞刮片，吹干，加

抗PUUV重组NP单克隆抗体，37℃孵育30 min，洗

涤后加荧光素标记的羊抗鼠IgG抗体，37cc温育30

min，荧光显微镜下观察。用SDS．PAGE法检测表达

抗原的分子量。以Western blot法检测表达抗原的

特异性及免疫原性。将蛋白转移到硝酸纤维素膜

上，分别用抗PL兀Ⅳ重组NP单克隆抗体和兔抗

SEOV血清为一抗，羊抗鼠IgG．HRP和羊抗兔

IgG—HRP为二抗。

结 果

1．Fusong．Cr-247株病毒TA克隆质粒的基因扩

增：设计带有Not I和Kpn I酶切位点的引物，以

PMDI 8T-HOKV-Fusong．Cr-247菌液为模板，进行核

蛋白开放读码框的扩增。PCR产物经】％凝胶电

泳，1300 bp处有单一条带，与理论值相符。

2．重组转座质粒的构建：用限制性内切酶

Not I和Kpn I酶切目的基因和pFastBac刑l转座质

粒载体(图1)，T4连接酶连接后，转化One
ShotTMTOP 1 0感受态细胞获得重组转座质粒pFastBac

HOKVoS，PCR扩增产物和双酶切鉴定结果如图2。

3．重组穿梭质粒的构建：将pFastBac HOKV-S

转化到DHl0BacTMEcD屁感受态细胞，卡那霉素、庆

大霉素和四环素三重选择后挑选阳性穿梭质粒，大

量提取后进行PCR扩增，结果见图3。
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注：M1：kHind II digest Marker；M2：DL2000 Marker；1：Kpn I

and Not I酶切pFastBac⋯1；2：Kpn 1 and Not I酶切PMDl8T-

Fusong-Cr-247一NP 图4 Fusong．Cr-247．NP基冈在sf9昆虫细胞中的表达
图1 PMD 1 8T-Fusong．Cv247．NP鉴定

和pFastBacwl酶切结果
5．重组核蛋白的鉴定：收集正常Sf9昆虫细胞

和感染重组杆状病毒的昆虫细胞，裂解后进行

SDS—PAGE电泳，经考马斯亮兰R．250染色，出现一

条约50×103(Mr)的蛋白条带，与理论值相符合，而

正常细胞裂解液中未见此条带(图5)。将蛋白转移

到硝酸纤维素膜上，分别用抗PUUV重组NP单克隆

抗体和兔抗SEOV血清为一抗，羊抗鼠lgG．HRP和

羊抗兔lgG．HRP为二抗，进行Western blot检测。硝

酸纤维素膜上在约50×103(尬)处出现特异的蛋白

条带(图5)。

注：M1：kHind U digest Marker；M2：DL2000 Marker；1：Kpn I

and Not I酶切质粒pFastBac HOKV-S；2：PCR阴性埘照；3：PCR鉴

定结果

图2重组质粒pFastBac HOKV-S的鉴定结果

注：MI：kH．indll digestMarker；M2：DL2000Marker；1：载体引

物阴性对照；2：载体引物PCR扩增结果；3：特异引物PuYl和

PuY2阴性对照；4：特异引物PuYI和PuY2 PCR扩增结果

图3 PCR检测重组质粒Bacmid HOKV-S

4．重组杆状病毒表达NP的免疫荧光检测：对

感染霞组杆状病毒的细胞进行问接免疫荧光检测，

荧光显微镜下观察，感染细胞的胞浆内出现大量亮

绿色荧光颗粒，而正常细胞的胞浆内没有荧光颗粒

(图4)。结果显示，重组杆状病毒感染后可表达

注：M：Protein Marker；l：TF常sf9昆虫细胞裂解后SDS—PAGE

电泳结果；2：感染杆状病毒的Sf9昆虫细胞裂解后SDS．PAGE电泳

结果；3：重组NP与抗PUUV审组NP单克隆抗体反血的Western

blot结果；4：IE常细胞蛋白与抗PUUV亟组NP单克降抗体反应的

Western blot结果；5：重组NP与兔抗SEOV血清反应的Western blot

结果；6：止常细胞蛋[J与兔抗SEOV血清反应的Western blot结果

图5重组NP的SDS．PAGE和Westem blot鉴定

讨 论

S基因片段编码的NP是HV的主要组成部分b J。

HVNP具有很强的抗原性，存在B和T淋巴细胞的

抗原表位，能诱导细胞免疫和体液免疫应答【9。“。

NP是HV感染早期产生的主要抗原，早期患者血清

中抗体也主要是抗NP的抗体，并且滴度很高⋯。应

用NP抗原或抗NP抗体是目前国际上进行HV血清
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学检测及临床诊断最常用的方法。因此为了建立检

测HOKV的有效方法，本研究选择HOKV的S基因

作为目的基因进行表达。

细胞杆状病毒表达系统(BEVS)已成为当今基

因工程领域四大表达系统之一，该系统具有产量高、

后加工修饰系统完备及安全等优点，已广泛应用于

外源基因的高效表达及对蛋白功能的研究u2-¨，。我

们采用该表达系统已成功表达了狂犬病毒的NP，用

于狂犬病的诊断“^“。尤其与大肠埃希菌等原核表

达系统相比，能更好地保持病毒蛋白的免疫原性。

本研究应用RT-PCR方法扩增了HOKV的

Fusong—Cr-247株NP基因并以穿梭质粒法构建重组

杆状病毒，在St9昆虫细胞中获得表达。用IFA、

SDS．PAGE等方法进行检测，确定重组杆状病毒感

染的昆虫细胞所表达的重组蛋白分子质量约为50×1 03

(M)，与预计的结果相符，且能与抗PUUV重组蛋白的抗

体结合。圈比表达的蛋白是HOKV的重组NPo

已有的研究发现田鼠亚科啮齿动物携带的

HV与鼠亚科啮齿动物携带的HV具有较大的遗传

差异¨引，抗PUUv重组NP的单克隆抗体与SEOV有

交叉反应性，但与汉滩型汉坦病毒(HnⅣ)几乎无

反应性，在荧光显微镜下看不到特异的免疫荧光旧。

研究发现抗PUUV重组NP单克隆抗体与HOKV抗

原具有良好的反应性№】。为了鉴定表达的重组NP

抗原具有天然NP的特异性、免疫原性及其反应性，

我们采用抗PUUV重组NP单克隆抗体及抗SEOV

抗体以免疫印迹法分析，表达的蛋白能与上述两种

特异性抗体结合，与以前的研究结果一致№1。这进

一步证明重组NP是HOKV的NP，并且说明重组NP

具有天然核蛋白的免疫原性及其反应性。HOKV重

组NP的成功表达为进一步制备抗HOKV NP抗体，

研制诊断试剂奠定了基础。

全世界范围内至今已发现22个血清型或基因

型的HV，而且每一型均由一种或少数几种密切相关

的啮齿类动物携带并传播b，16】。在欧洲，PUUV的宿

主是Myocles．glareolus【3·埔1，我国与日本流行的HOKV

的宿主是M rufocanus[¨】。尽管我国是世界上年报

告HFRS病例最多的国家，然而至今仅证明存在由

HTNV及SEOV引起的HFRS病例，还没有报道由其

他型HV引起的HFRS病例¨7。。在我国黑龙江、吉

林、辽宁以及内蒙古等省区的林区，棕背鼾及其密切

相关的鼠种分布广泛m1，而且长期以来这些省份

HFRS流行严重n“，因而这些地区的HFRS病例中很

可能有由HOKV引起的病例。由于HOKV分离困

难，因此表达出HOKV的核蛋白，将有利于明确我

国是否存在HOKV引起的HFRS病例，开展实验室

相关研究，进一步了解HOKV的流行特点及其地理

分布，提高HFRS的防治效果。
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