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摘 要：本研究利用RT-PCR方法扩增鸭坦布苏病毒（Duck Tembusu virus，DTMUV）奉贤株（FX2010）的结构蛋白E基因，并将其克隆至原核表达载体pET32a（+），构建重组表达质粒pET32a-E。将其转化受体菌E.coli BL21(DE3)感受态细胞，经IPTG诱导进行表达。SDS-PAGE和Western blot试验检测结果表明，E基因在大肠杆菌中得到了表达，并且可与抗DTMUV的多克隆抗体发生特异性反应。E基因的成功表达为DTMUV的诊断试剂盒、疫苗等的研制奠定基础。
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Abstract: The E gene of duck Tembusu virus (DTMUV) was amplified by RT-PCR and inserted into the multiple clone sites of the pET32a(+) vector. The recombinant plasmid was transformed into BL21(DE3) competent cells and the cells were induced with IPTG to express the E protein. SDS-PAGE and Western Blot assays showed that he E protein was successfully expressed and kept the activity for binding the DTMUV-specific antibody. Based on E protein expressed in prokaryotic cells, it might become easy to develop diagnosis kits and vaccines for DTMUV. 
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自2010年春季以来，中国华东地区发生了以产蛋下降和死亡为主要特征的鸭病的流行，之后该病迅速传播全国多个省市，到目前为止，全国大部分主要水禽养殖地区仍然受到该病的威胁，发病率高达100%，病死率在5%~10%之间。经过病毒分离鉴定，目前已经确定引起该病的病原为鸭坦布苏病毒（Duck tembusu virus , DTMUV）[1]。DTMUV属黄病毒科黄病毒属[2]，呈球型，直径30～50 nm，核心含单股RNA，有衣壳。从序列上分析，该病毒可能与其他黄病毒属的病毒一样，具有3结构蛋白，即E蛋白、核蛋白和白蛋白为糖蛋白。其中，E蛋白是诱发动物机体产生抗日本乙脑病毒中和抗体的重要抗原[3] ，黄病毒属中多数病毒的E蛋白与机体宿主的免疫应答作用密切相关，能刺激机体产生中和抗体和血凝抑制抗体[4,5]，诱导机体产生持久T记忆细胞，引起保护性免疫反应。E蛋白在病毒致病过程中也起关键性作用，该蛋白上一些关键的氨基酸的替代即可引起神经毒力和侵袭力的丧失[3]。此外，E基因还与病毒吸附、侵入宿主细胞有关。本研究首次表达和纯化了具有生物学活性的DTMUV E蛋白，为DTMUV早期诊断试剂盒、疫苗与E蛋白结构功能研究奠定了基础。
1 材料和方法

1.1质粒、菌种及试剂   pET32a（+）表达载体和JM109、BL21(DE3)宿主菌为本试验室保存；限制性内切酶、和T4 DNA连接酶为NEB公司；pMD19-T、Ex Taq DNA聚合酶、M-MLV逆转录酶购自TaKaRa 公司；鼠源多克隆抗体由本实验室制备；HRP标记羊抗鼠IgG为KPL公司。
1.2引物设计  根据DTMUV奉贤株（FX2010）E基因序列（GenBank: HQ833330.1），利用primer5软件设计一对E基因的特异性引物，预扩增片段长大约1500 bp，由上海英骏生物技术有限公司合成，其序列如下：
DTMUV-EcoR I-UP（上游引物）：5'-CACACGAATTCCGAGACTTTGTTGAGGGAGTGAAT- 3'

DTMUV-Xho I-DOWN（下游引物）： 5'-CACACCTCGAGGACATGGATATGGGAACTCTACA -3'
1.3 DTMUV E基因片段的PCR扩增  以提取的DTMUV奉贤株RNA为模板，反转录合成cDNA，以cDNA为模板进行PCR，操作方法和反应条件如下：以5 μL RNA为模板，2 μL Random（TaKaRa公司）为引物，70 ℃保温10 min，迅速冰浴2 min，然后分别加入4 μL 5×M-MLVbuffer、1 μL RRI、1 μL M-MLV（TaKaRa公司）、１μL 10mmol/L dNTP、６μL DEPC水，共20 μL，混匀后30℃保温10 min， 42℃水浴１min，75℃10 min；将得到的产物进行PCR扩增，反应条件：94℃预变性5 min；94℃变性50 s，53℃退火1 min；72℃延伸1 min 30 s，30个循环；72℃ 再延伸15 min，10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物，回收目的片段。
1.4 目的基因的克隆与鉴定  将回收的PCR产物克隆入pMD19-T载体上，连接反应体系为：pMD19-T 1 μL、目的DNA片段4 μL和Solution I 5 μL；16℃连接2 h后，转化E. coli JM109感受态细胞，涂布于含IPTG和X-gal的氨苄平板上，37℃恒温培养12~16 h，挑取单个白色菌落接种于含氨苄的液体培养基中，37 ℃ 220 r/min 振荡培养，提取质粒DNA，经EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切鉴定正确后，将阳性克隆送上海英俊公司测序。
1.5 重组原核表达载体的构建与鉴定  将测序正确的pMD19T-E阳性质粒和原核表达载体pET32a（+）分别用EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切，分别回收酶切后目的片段与线性化后的pET-32a（+），加入T4-DNA 连接酶于16℃连接过夜，并将连接产物转化E.coli BL21 感受态细胞；挑取单菌落进行PCR、酶切鉴定。
2 结果
2.1 PCR扩增  DTMUV E基因的PCR扩增产物电泳后可见一条约1500 bp的条带，与预期片段大小相符（图1），并且测序结果与目的序列一致。
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图1 鸭坦布苏病毒E基因的PCR扩增

Fig.1 PCR-amplified E gene from DTMUV
M: DNA分子质量标准(DL2000); 1: E基因的PCR产物; 2:阴性对照

M: DNA Marker(DL2000); 1: PCR products of E gene; 2: Negative control

3 讨论
鸭坦布苏病毒(DTMUV)与西尼罗病毒（West nile virus, WNV）、登革病毒（Dengue virus, DV）同属黄病科黄病毒属成员，推测其E蛋白有着与其他黄病毒 E蛋白有着相似的结构和功能。Kolaskar等[7-9]的研究表明，E蛋白含有3个抗原域：域Ⅰ，也称为中心域，由E1位～E51位、E137位～E196位和E293位～E311位的130个氨基酸残基组成，此域有糖基化位点和具有血清学及生物学活性的抗原表位；域Ⅱ，由E52位～E136位和E197位～E292位的181个氨基酸残基组成，具有中和活性和血凝活性的抗原表位；域Ⅲ，由E312位～E411位的100个氨基酸残基组成，参与受体结合过程，在黄病毒属中十分保守[10]。决定毒力的基因片段主要集中在E蛋白编码区，E蛋白是病毒表面棘突的主要成分，它可激发中和抗体和保护性免疫，一般认为它是病毒受体的结合蛋白，并介导膜融合和细胞穿入。

本研究利用PCR技术扩增出了DTMUV完整E蛋白基因片段[11]，含有形成高级结构所需的所有元件。为了分析原核表达的E蛋白的生物学特性，建立安全、简便和经济的制备DTMUV诊断抗原的方法，笔者构建了DTMUV-E表达载体，并在大肠杆菌中表达。由于大肠杆菌表达菌株BL21（DE3 pLysS+）的转化效率相对较低，所以按pET系列载体克隆操作说明的方法，先把目的基因和载体的连接产物克隆入大肠杆菌JM109中，筛选出重组质粒后，再把重组质粒转化表达菌株BL21（DE3），最后成功地在大肠杆菌中表达了E蛋白。
DTMUV的E蛋白在病毒与敏感细胞结合过程中起着重要的作用，DTMUV敏感细胞表面有病毒的相应受体，但其结构和功能尚未明确。我们用原核表达系统表达E蛋白，在多次尝试不同表达载体与宿主菌之后，成功的构建了E蛋白的原核表达载体。对原核表达产物的可溶性分析结果表明，表达的E蛋白主要以包涵体的形式存在于菌体裂解后的沉淀中。本研究中E蛋白表达量始终偏低，诱导表达过程中，相同条件下，转入空质粒载体细菌的生长速度，明显高于转入E基因重组质粒载体细菌的生长速度，这可能是E蛋白对细菌细胞有一定毒性有关，今后仍需要优化诱导条件和插入片段的长度等，来提高E蛋白表达量。

本实验用原核表达系统，在国内外首次成功表达了具有良好反应活性的DTMUV E蛋白，这为DTMUV的诊断、抗原性分析及功能研究提供了基础。
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