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摘要: 在新近报道大鲵蛙病毒(Andriasda vidianus ranaviurs, ADRV)基因组的基础上, 我们对ADRV 6R进行了克隆、原核表达及其产物的分离, 这是一个经生物信息分析表明与病毒感染相关的功能基因。先经PCR扩增长到711 bp的ADRV6R, 构建含扩增片段的克隆质粒pMD18-T-6R。再构建原核表达质粒 pET-32a-6R, 进行测序, 并与水生动物蛙病毒相关基因同源序列进行比对, 该扩增片段与预期一致, 其编码分子量约为27 kD、含236个氨基酸的蛋白, 与水产动物病毒US22蛋白家族(US22 family protein)成员有很高的同源性。然后对pET-32a-6R进行转化、诱导表达, 并利用Ni-NTA His-Bind亲和层析及不同浓度咪唑洗脱液对表达产物进行分离、电泳分析, 结果显示, 获得与预测分子量相符的45 kD融合蛋白(27 kD目的蛋白与18 kD His标签)。这为后续制备抗体、并开展大鲵蛙病毒与宿主的相互作用研究提供了有用的实验材料。
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中国水产养殖的成就已被认为是中国对当今世界发展的重大贡献之一[1]。而中国大鲵(Andrias davidianus) 作为世界上现存最大的两栖动物, 也是中国所特有的二级保护动物, 有很高的科研和经济价值。野生大鲵主要分布于长江、黄河和珠江水系。由于野生大鲵存量少, 繁殖率低, 为了适应国内外市场需求, 近年大鲵工厂化养殖技术正在推广中, 养殖规模迅速扩大。但据报道, 无论是野生还是养殖大鲵都普遍受到病毒病, 尤其是蛙病毒病 (ranavirus disease)的严重危害, 引起体表内脏出血及系统性疾病流行, 导致野生种群数量下降和养殖大鲵大量死亡[2–5]。因此, 大鲵病毒病的危害已受到养殖场与主管部门、野生动物保护组织及水产医学领域科技人员的高度关注。

为遏制大鲵蛙病毒病扩散, 认识病原的本质特征, 本实验室从新建和筛选大鲵细胞系、对大鲵病样中的病毒病原进行体外培养、扩增、分离鉴定及基因组测序等多方面开展了研究, 并于2013年首次报道了大鲵蛙病毒 (Andrias davidianus ranavirus, ADRV) 全基因组序列[6]。阐明 ADRV是属于虹彩病毒科的蛙病毒属中一个新成员, 其基因组全长为106 734 bp, 含101开放阅读(ORFs)。同时我们还注意到, 在ADRV基因组中, 有一个编码与病毒致病相关的US22 家族蛋白的基因6R, 这是一个可能与病毒感染性相关的基因。现已知US22 家族基因(US22 family gene) 存在于一些动物DNA病毒基因组中, 该家族编码产物至少含有4个氨基酸序列的保守基序(motif), 且证实哺乳动物病毒的US22 家族基因编码的蛋白, 能影响病毒复制, 并有抗宿主细胞凋亡的作用[7]。而在我们之前所解析的沼泽绿牛蛙病毒 (Rana grylio virus, RGV) 基因组中, 也存在US22 家族基因 RGV6R 和106R[8], 但目前尚不清楚感染水生动物的娃病毒所携带US22 家族基因有何作用。
水产动物虹彩病毒携带的US22 家族基因的是否类似哺乳动物病毒该基因的作用, 与病毒毒力、侵染性及流行性有关呢？为回答这些问题, 本研究从ADRV 6R克隆和原核表达质粒构建入手, 并对该基因的原核表达产物进行分离。研究将会为制备相关抗体、深入了解ADRV 6R在大鲵娃病毒感染与致病中的作用提供有用的实验材料, 还可为探讨水产动物虹彩病毒广泛流行与传播规律提供借鉴。

1  材料与方法

1.1  材料

大鲵蛙病毒ADRV 基因组DNA是由本实验室制备的, 其方法见参考文献[6]; 感受态大肠杆菌DH5α和DE3菌株及原核表达载体pET-32a也是由本实验室制备并保存的; pMD18-T载体试剂盒购于Takara公司; 制性内切酶EcoR I、Kpn I和T4 DNA连接酶购买于Thermo公司; DNA Maker购自ZOMANBIO公司; Blue plus II Maker, 质粒提取试剂盒购于康为世纪公司; DNA纯化回收试剂盒购自Thermo公司; Ni-NTA His-Bind层析树脂购于Qiagen公司。
1.2  ADRV 6R PCR扩增与基因克隆

参考ADRV6R序列(GenBank No.541134645), 并设计用于 PCR 扩增的两条引物P1: 5(-CG GGTACCATGTATATCCCAAGAAAC-3(和P2: 5(-T CGAATTCAACTTTTGGTCCCTTGAGA-3(, 引物序列中含Kpn I和EcoR I酶切位点 (请见下划线部分), 由上海生工生物公司合成。以先前制备好的大鲵蛙病毒基因组DNA为模板, 进行PCR扩增, 获得6R序列。PCR扩增的条件是: 94℃预变性5 min, 然后94℃ 30 s, 54℃ 30 s, 72℃ 1 min开始循环, 总共32个循环, 再经72℃延伸10 min。收获的PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳, 观察结果、照相, 并用DNA纯化回收试剂盒切胶回收。随后, 将切胶回收的6R与pMD18-T载体在16℃条件下连接, 转化大肠杆菌DH5α感受态细胞。在转化的化大肠杆菌DH5α中加入1 mL LB液体培养基, 置于37℃、240 r/min条件下培养1 h, 将菌液涂布在含有氨苄青霉素的LB培养基平板上, 37℃条件下继续培养。待长出菌落后, 挑单个菌落, 再接种到含有氨苄青霉素的LB液体培养基中37℃摇床、300 r/min摇床培养过夜。然后用上述设计的引物进行PCR检测, 经1%琼脂糖凝胶电泳, 观察出现特异条带的为克隆质粒pMD18-T-6R阳性克隆, 照相、记录结果。

1.3  重组表达载体的构建

继上述操作, 将阳性克隆菌液接种到5 mL含氨苄青霉素的LB液体培养基中扩大培养, 置于37℃、240 r/min摇床培养过夜, 用质粒提取试剂提取克隆质粒pMD18-T-6R。分别以EcoR I和Kpn I双酶切克隆质粒pMD18-T-6R和表达载体pET-32a, 经1%琼脂糖凝胶电泳检测, 切胶回收6R和表达载体pET-32a, 用T4 DNA连接酶在16℃条件下连接过夜, 构建表达质粒pET-32a-6R, 并转化感受态大肠杆菌DH5α, 参照1.2中所述方法, 对重组表达质粒pET-32a-6R进行筛选。取阳性克隆菌液送往上海生工生物公司进行DNA序列测定, 将测序结果和已知序列进行比对, 基因序列正确的就为表达载体pET-32a-6R。

1.4  氨基酸序列分析及同源序列比对

利用Bio XM软件进行蛋白质翻译与分子量预测, 并在NCBI的Protein Blast 数据库中搜寻其他物种的相似蛋白序列, 再利用clustalx软件进行序列比对。

1.5  目的蛋白诱导表达

将所获表达质粒pET-32a-6R转化大肠杆菌DE3, 参照1.2方法对DE3进行筛选和培养, 至OD600值约为0.6时, 取出1 mL至EP管中作对照, 剩余4 mL中加入IPTG至终浓度为1 mmol/L进行诱导, 约6 h后离心收集菌体。分别用超声波破碎对照菌体和诱导菌体, 离心后再分别收集上清和沉淀, 加入上样缓冲液煮沸变性蛋白, 进行SDS-PAGE电泳, 经考马斯亮兰染色后观察蛋白表达情况。

1.6  目的蛋白的分离

用上述方法诱导200 mL菌液表达6R蛋白, 离心收集菌体后加入20 mL不含尿素的1×binding buffer重悬, 用10%的功率超声破碎1 h, 离心去掉上清, 沉淀用10 mL含6 mol/L尿素的1×binding buffer重悬, 然后放在冰上过夜溶解蛋白。将溶解液缓慢加入Ni-NTA  His-Bind亲和层析柱中, 然后用10~250 mmol/L不同浓度梯度的咪唑洗脱液进行洗脱, 分别收集。收集液进行SDS-PAGE电泳, 染色观察。

2  结果与分析
2.1  目的基因的获取

以大鲵蛙病毒ADRV基因组为模板, 通过PCR扩增的6R产物, 经1%琼脂糖凝胶电泳, 结果显示, 扩增出一条特异的、大小约711 bp的核酸片段; 而阴性对照未出现这一核酸带(图1)。
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图1  以ADRV基因组为模板PCR扩增6R
M: DNA标准分子量; NC: 阴性对照; 6R: 以ADRV基因组为模板PCR扩增出的711 bp核酸片段.
Fig. 1  ADRV genome as a template to amplify 6R by PCR

M: DL2000DNA maker; NC: Negative control; 6R: ADRV genome as a template to amplify a 711 bp fragment of the 
nucleic acid by PCR.

2.2  重组表达质粒的鉴定

以克隆质粒pMD18-T-6R为模板, 通过PCR扩增出一条约711 bp的核酸片段(图2)。以表达质粒pET-32a-6R为模板, 通过PCR也扩增出这一片段(图3); 或经EcoR I和Kpn I双酶切, 也切出同样大小的基因片段(图4), 与预期结果相符。将获得的表达质粒pET-32a-6R进行测序, 结果与GenBank中的6R序列完全一致。
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图2  pMD18-T-6R重组质粒PCR检测

M: DNA标准分子量; pMD18-T-6R: pMD18-T-6R为模板PCR扩增711bp核酸片段.
Fig. 2  pMD18-T-6R recombinant plasmid PCR

M: DL 2000DNA maker; pMD18-T-6R: pMD18-T-6R as a template to amplify a 711 bp fragment of the nucleic acid by PCR.
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图3  pET-32a-6R 重组质粒PCR检测

M: DNA标准分子量; 1、2、3、4、5: pET-32a-6R为模板PCR扩增711 bp核酸片段; 1、2、4: 弱阳性; 2、5: 强阳性.
Fig. 3  pET-32a-6R recombinant plasmid PCR

M: DL2000DNA maker; 1, 2, 3, 4, and 5: pET-32a-6R as a template to amplify a 711 bp fragment of the nucleic acid by
PCR; 1, 2, and 4: weakly positive; 2 and 5: strong positive.

2.3  ADRV 6R的同源性比较

对pET-32a-6R进行测序, 结果显示插入的ADRV 6R序列长为711 bp, 推导其编码分子量约为27 kD、含236个氨基酸的蛋白。

利用BlastP对6R编码的氨基酸序列与已经公布的其他物种的类似的氨基酸进行比对, 结果显示大鲵蛙病毒6R编码的氨基酸序列和普通蟾蜍病毒 (common midwife toad ranavirus, CMTV)、
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图4  pET-32a-6R双酶切产物

M: DNA标准分子量.
Fig. 4  Restriction map of recombinant plasmid enzyme pET-32a-6R (EcoRⅠ& KpnⅠ)

M: DL2000DNA maker.

沼泽绿牛蛙病毒 (Rana grylio virus, RGV)、虎纹蛙(tiger frog virus, TFV)、蛙虹彩病毒 (frog virus 3, FV3) 编码的氨基酸均有较高相似度, 分别为91%、79%、82%、87%。同时, 它们都含US22结构域, 其中有4个保守的α-螺旋区 (红H)和6个β-折叠区 (蓝E), 完全保守的残基则用黑色阴影区域表示(图5)。
2.4  目的蛋白的诱导表达

将含有表达质粒pET-32a-6R的菌液扩大培养后, 分别加或不加IPTG诱导培养, 通过10%SDS-PAGE电泳检测。仅在经诱导的菌沉淀样中出现分子量约45 kD的融合蛋白 (27 kD目的蛋白加18 kD His标签的融合蛋白), 而在未经诱导的对照菌中没有出现特异的融合蛋白带(图6)。
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图5  ADRV 6R与4种蛙病毒[RGV(AFG73048.1), TFV(ABB92274.1), FV3(YP 031583.1), CMTV(AFA44910.1), US22]
蛋白家族氨基酸序列比对

Fig. 5  Amino acid sequence alignment of ADRV 6R between other ranaviruses RGV (AFG73048.1), TFV (ABB92274.1), FV3 (YP 031583.1), CMTV (AFA44910.1), US22 protein family

Multiple alignments of the deduced two duplicate US22 family-like proteins in ADRV6R, RGV 6R, FV3 5R, CMTV 6R and TFV 6R. The secondary structure of US22 domain that is comprised of four conserved α-helices (red H) and six β-strands (blue E) was shown 
above the alignments, and the completely conserved residues are indicated by black shaded regions.
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图6  表达产物的 SDS-PAGE 检测

M: 标准蛋白; I: 加入IPTG诱导; UI: 未加IPTG诱导.
Fig. 6  SDS-PAGE detection of expressed product

M: blue plus II maker; I: induction; UI: uninduced.
2.5  目的蛋白的分离

样品加入Ni-NTA  His-Bind亲和层析柱中后, 分别用不同浓度咪唑溶液洗脱, 收集洗脱液, 对浓度为40 mmol/L、60 mmol/L、80 mmol/L、       100 mmol/L、120 mmol/L、160 mmol/L、200 mmol/L、250 mmol/L样品进行SDS-PAGE电泳。结果显示, 从40至80 mmol/L洗脱液, 目的蛋白(45 kD)的含量随洗脱液浓度增加而增加; 但当洗脱液浓度达到120 mmol/L或更高时, 洗脱样中目的蛋白的含量会逐渐下降 (图7)。
3  讨论

对一个基因进行克隆、表达及产物分离提纯,
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图7  不同咪唑浓度洗脱目的蛋白

Fig. 7  Different concentrations of imidazole eluted protein

将有助于研制针对该基因的特异抗体, 也是进一步对该基因进行免疫定位及与宿主相互作用分析的一种有效途径。本研究针对新鉴定的水产动物虹彩病毒株​—大鲵蛙病毒 (ADRV) 基因组所编码、预测有US22结构域、可能与病毒复制及毒力相关的基因 ADRV 6R进行PCR扩增, 并成功获得ADRV 6R的克隆和原核表达产物, 这为深入探讨ADRV 6R对病毒复制和感染的影响奠定了良好基础。目前, 不仅在导致大鲵严重系统性疾病和高死亡率的大鲵蛙病毒ADRV基因组中, 携带含US22结构域 (US22基因家族)的6R基因, 而且在被认为是鱼类、两栖类及爬行类滥感染性病毒病原的其他虹彩病毒基因组中, 也证实存在US22基因家族基因, 如RGV 6R和106R[8]。因此, 本研究不仅有利于探讨大鲵蛙病毒 ADRV6R对病毒致病性的影响, 还可结合运用水产病毒学新兴技术[9], 如双荧光标记基因可控表达重组蛙病毒技术[10], 为了解不同虹彩病毒的致病分子机理及跨种传播提供借鉴。

在对已克隆并测序的ADRV 6R所编码的氨基酸序列进行推导的基础上, 我们将其与其他4种水生动物蛙病毒编码的相应氨基酸序列进行比对, 结果显示它们虽有高度的同源性, 且都含有US22结构域, 但来自不同病毒的US22基因家族成员仍有


不同程度的序列差异。这些序列差异是否与病毒的宿主范围、致病性或病毒的毒力强弱有关呢？这正是我们感兴趣且有待进一步探讨的问题。
另外, 在分离目的蛋白时, 我们采用了不同浓度的咪唑溶液进行洗脱, SDS-PAGE电泳结果显示有些组分中含有两条带, 这一方面可能是由于特异性蛋白尚未纯化, 与纯化方法或条件欠佳有关; 另一方面可能与蛋白二聚体或结构组分不同有关。因此, 我们将在改进蛋白纯化方法的同时, 将进一步查明存在两条蛋白带的原因。
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Cloning, prokaryotic expression and protein separation of 6R, an Andrias davidianus ranaviurs (ADRV) infection-related gene
LI Tao1, 2, CHEN Zhongyuan1, 2, ZHANG Qiya1, 2
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Abstract: In this study, the 6R gene, which may be a functional gene involved in Andrias davidianus ranaviurs (ADRV) infection by bioinformatics analysis, was cloned and expressed. ADRV 6R about 711 bp was amplified by PCR, cloned into plasmid pMD18-T and the cloning plasmid containing ADRV 6R gene (pMD18-T-6R) was constructed. Then, the recombinant prokaryotic expression plasmid pET-32a-6R was constructed and sequenced. ADRV 6R gene was blasted with homologous sequences from other rana viruses of aquatic animals. The gene encodes a protein of 236aa with a predicted molecular mass of 27 kD. Amino acid sequence alignment of ADRV 6R showed a high homology with US22 family protein members in the viruses of aquaculture animals. The recombinant prokaryotic expression plasmid pET-32a-6R was transformed into DE3 and induced by IPTG. The expressed protein was purified with Ni-NTA His-Bind affinity chromatography, separated by different concentrations of imidazole eluent and analyzed by SDS-PAGE. A 45 kD fusion proteincontaining 27 kD interest protein and 18 kD his-tagged was obtained in accordance with the predicted molecular weight. These results provide useful experimental material for antibody preparation and study on ADRV-host interactions.
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