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人博卡病毒相关基因的克隆与表达
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"广东医学院附属深圳福田医院检验科
!
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摘
!

要"目的
!

克隆临床标本中人博卡病毒相关功能基因!进而在原核表达体系中表达博卡病毒相关的蛋白$方法
!

采用分

子生物学技术构建重组质粒
,WPY*/%"*\,

%

,WPY*/%"*],

和
,WPY*/%"*].

!分别对其进行
,!+

%双酶切和测序鉴定!然后将已

测序鉴定的包含
'

种重组质粒的工程菌!转化至大肠杆菌
TV/$

菌中表达博卡病毒
\,

%

],

和
].

部分基因的相关蛋白$结果
!

成功的构建了人博卡病毒
'

种相关功能基因重组质粒!并在大肠杆菌中表达了
\,

%

],

和
].

部分基因的相关蛋白$结论
!

原核

体系中表达出来的博卡病毒
\,

%

],

和
].

部分基因的相关蛋白将为下一步抗原纯化%单抗制备及博卡病毒检测奠定基础$
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E

@A))B(A

E

@=BA:;)

DF=?B(?MD;F=KDI:@?)GA@A:;

E

@=QD@

J

=B:KÀ
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博卡病毒是
/%%5

年瑞典学者
<CCD;LA@

等)

$

*采用随机

,!+

扩增#测序并结合生物信息学方法对儿童急性呼吸道感

染样本进行大规模筛查而发现的一种新的细小病毒'由于该

细小病毒的基因序列与牛$

F=I:;A

%细小病毒和犬$

KD;:;A

%细小

病毒序列相似#因此#被命名为人博卡病毒$

F=KDI:@?)

%#源于

F=I:;A

中的
F=

和
KD;:;A

中的
KD

字母的组合)

/

*

'该细小病毒

被归类为细小病毒科#细小病毒亚科#博卡病毒属'博卡病毒

基因组包含
3

个功能蛋白!

].

$非结构蛋白%(

\,$

和
\,/

$均

为衣壳蛋白%(

],

$核蛋白%

)

'

*

'本研究旨在通过基因克隆技术

获得功能蛋白的相关部分基因#并在原核体系中表达相应的

].

(

\,

和
],

的部分蛋白#比较蛋白的功能活性#为进一步博

卡病毒单抗的制备和临床的检测工作奠定基础'
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!

材料与方法

B4B

!

材料
!

B(

G

1]<

聚合酶#

"3

连接酶#病毒
1]<

提取试

剂盒购于美国
g:DWA;

公司#

P(6>

$

(

T:$C

$

限制性内切酶

购自大连
"DUD+D

生物工程公司&

,WPY*/%"

载体(

TV/$

菌种

由厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心惠

赠&

1]<

标记
%

购自天根生物科技有限公司&蛋白相对分子质

量
=("R0"

购自凯基生物科技发展公司'

B4C

!

方法

B4C4B

!

患者标本的采集与博卡病毒的筛查
!

患者的标本均来

源于深圳市福田人民医院儿科和汕头大学医学院第二附属医

院儿科
/%$%

年
'

!

0

月住院的支气管肺炎患儿鼻咽分泌物标

本#于
7&%b

条件下保存'采用病毒
1]<

提取试剂盒提取病

毒的
1]<

#置于
7&%b

条件下保存备用'根据博卡病毒基因

的特点#设计特异性引物采用
,!+

扩增技术筛出患者标本的

博卡病毒阳性株'上述工作本实验室均已顺利完成#本实验室

检出并鉴定了广东地区首例人博卡病毒
W1*$

'上述工作的顺

利开展为下一步博卡病毒基因相关功能蛋白的研究奠定了良

好的基础'

B4C4C

!

,!+

特异性扩增
].

(

\,

和
],

的部分基因
!

登录

WA;TD;Q

获得
].

(

\,

和
],

的部分基因#对照
,WPY*/%"

载

体上的多克隆酶切位点#引入
P(6>

$

和
T:$C

$

酶切位点并

加上保护性碱基#设计引物上游引物分别为
].*X
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特异性扩增出
'

种目

的基因
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(

\,

和
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#片段大小分别为
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(
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个

反应体系均采用
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/

a'/405
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V

#
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缓冲液
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/%

)

M=C

"

V

%

$

)

V

#下游引物$
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#总体积
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V

'混匀后短暂离心#先

83b

预变性
5M:;

后#于
83b'%)

#

5&b35)
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共循环
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B4C4D

!

重组质粒构建
!

将扩增得到的
].

(

\,

和
],

目的基

因和
,WPY*/%"

质粒分别进行
P(6

$

和
T:$+

$

双酶切和连

接反应#构建重组质粒'酶切体系$质粒和
,!+

产物共
$%

)

V

#

P(6>

$

和
T:$C

$

酶各
$

)

V

#

U

缓冲液
/

)

V

#

LLO

/

a#

)

V

#共

/%

)

V

%

'0b

水浴
$(

#

#5b

水浴
$5M:;

终止酶切反应'连接

体系$

LLO

/

a&45

)

V

#

$%c

连接缓冲液
/45

)

V

#

,!+

产物
#

)

V

#

,WPY*/%"/

)

V

#

"31]<

连接酶
$

)

V

#共
/%

)

V

%

$#b

连

接过夜#

#5b

水浴
$5M:;

终止连接反应'

B4C4E

!

重组质粒双酶切(

,!+

及测序鉴定
!

分别对其进行

,!+

(双酶切和送往上海生工生物工程有限公司测序鉴定'

,!+

和双酶切反应的体系(条件同
$

(

/

(

'

'

B4C4F

!

重组蛋白表达
.1.*,<WP

鉴定
!

将测序鉴定的工程

菌转入大肠杆菌
TV/$

中#在
'0b

#异丙基
*

,

*1*

硫代吡喃半乳

糖苷$

-,"W

%浓度为
$4%MM=C

"

V

#诱导
'(

后均表达了其目的

蛋白'

C

!

结
!!

果

C4B

!

目的基因
].

(

\,

和
],

的扩增结果
!

目的基因
].

(

\,

和
],

基因$包括两端的酶切位点和保护性碱基%大小分别为

#%'

(

8$%

(

0$%F

E

#见图
$

'

!!

$

!阴性对照&

/

!

\,

部分基因&

'

!

],

部分基因&

3

!

].

部分基因&

5

!

1]<

标记
%

'

图
$

!!

,!+

产物
$̂

琼脂糖电泳分析

C4C

!

重组质粒的双酶切及
,!+

鉴定结果
!

重组质粒
,WPY*

/%"*\,

(

,WPY*/%"*],

(

,WPY*/%"*].

的双酶切鉴定结果均

能切出目的条带#

,!+

鉴定结果均能特异性扩增出目的片断#

见图
/

'

!!

$

!

,WPY*/%"

双酶切&

/4

重组质粒
,WPY*/%"*\,

双酶切&

'

!重组

质粒
,WPY*/%"*],

双酶切&

3

!重组质粒
,WPY*/%"*].

双酶切&

5

(

8

!

1]<

标记
%

&

#

!重组质粒
,WPY*/%"*\, ,!+

&

0

!重 组 质 粒

,WPY*/%"*],,!+

&

&

!重组质粒
,WPY*/%"*].,!+

&

$%

!阴性对照'

图
/

!!

重组质粒的双酶切及
,!+

鉴定

C4D

!

测序鉴定
!

将
'

种重组质粒的测序结果与
WA;TD;Q

上

登录的
T],

序列#在
]!T-

上做
TV<."

比对#同源性
$%%̂

#

完全正确#无碱基突变和读码框移位'

C4E

!

重组蛋白的表达的
.1.*,<WP

鉴定
!

将通过测序鉴定完

全正确的
'

种重组质粒转入大肠杆菌
TV/$

中#在
'0b

#

-,"W

浓度为
$4%MM=C

"

V

#诱导
'(

表达了博卡病毒
\,

(

],

和
].

部

分基因相关蛋白约为
'/c$%

'

(

/#c$%

'

(

/$c$%

'

#加上
,WPY*

/%"

载体带的
W."

标签的融合蛋白
/#c$%

'

#最终表达融合蛋

白的大小约为
5&c$%

'

(

5/c$%

'

(

30c$%

'

'见图
'

'

!!

$

!重组质粒
,WPY*/%"*\,

未诱导&

/

!重组质粒
,WPY*/%"*\,

诱导&

'

!重组质粒
,WPY*/%"*],

未诱导&

3

!重组质粒
,WPY*/%"*],

诱导&

5

!重组质粒
,WPY*/%"*].

未诱导&

#

!重组质粒
,WPY*/%"*].

诱导&

0

!蛋白相对分子质量标记'

图
'

!!

博卡病毒
\,

'

],

和
].

相关重组蛋白

的
$%̂ .1.*,<WP

鉴定

D

!

讨
!!

论

呼吸道病毒感染病原学十分复杂#目前#报道在儿童急性

呼吸道感染性疾病中#病毒感染主要病原为呼吸道合胞病毒(

人偏肺病毒(冠状病毒(流感病毒
<

型及腺病毒'还有一部分

儿童的急性呼吸道感染#虽然认为是由病毒感染引起#但是其

病原并未被阐明)

3

*

'博卡病毒是瑞典学者从儿童呼吸道感染

样本中筛选到的一种新型细小病毒#研究提示博卡病毒感染与

呼吸道疾病相关#博卡病毒可能是能致病者的第
/

种细小病

毒)

5

*

'中国
g?

等)

#

*

#

]D

H

(:

E

=?@

等)

0

*

#加拿大
TD)B:A;

等)

&

*

#法

国
[DK

>

?A)

等)

8

*

#日本
Z=@:

J

DMD

等)

$%

*的研究均表明博卡病毒

与呼吸道感染相关)

#*$%

*

'

<CCD;LA@

等对当时发现的两株人博卡病毒进行全基因组

测序#基因组包含
3

个功能蛋白!

].

$非结构蛋白%(

\,$

和

\,/

$均为衣壳蛋白%(

],

$核蛋白%'

博卡病毒有两个主要开放读码框架$

a+X

%和一个次要

a+X

'两个主要
aX+

分别编码一个非结构蛋白$

].

%和两个

核壳蛋白$

\,$

和
\,/

%#次要
a+X

编码产物的功能不详'到

目前为止#不同国家检出的
OT=\

核苷酸序列都表现出高度

的一致性#似乎表明博卡病毒是一种高度保守的病毒#但有迹

象表明
OT=\

的
],

基因存在差异)

$$

*

'

随着测序工作的顺利完成#对博卡病毒的研究很快由病毒

的筛选和基因组测序转向病毒蛋白组学等后基因组学的研究'

因此#开展对人类博卡病毒主要蛋白的抗原免疫原性研究将对

研究
OT=\

具有十分重要的意义'通过生物信息学方法对

OT=\

基因组编码的
].

(

],

及
\,$

(

\,/

进行二级结构特性

的预测性分析#将有益于蛋白的表达(分离(纯化以及蛋白检测

条件的选择)

$/

*

'

本研究采用分子生物学技术体外扩增得到博卡病毒
].

(

\,

和
],

部分基因#并在原核表达体系中表达
].

(

\,

和
],

部分基因相应的蛋白#从而可以进一步纯化表达的蛋白#为博

卡病毒单抗制备抗原成分'成功建立博卡病毒蛋白水平的检

测平台#将实现博卡病毒的检测从基因水平向蛋白水平转变#

进而为开创具有自主知识产权的博卡病毒检测试剂盒奠定基

础'这将有助于进一步推进人博卡病毒的研究向纵深发展'

人博卡病毒对于全世界的科研人员来说#既充满了机遇也充满

了挑战)

$'

*

'
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流迅速冲掉染液#室温干燥#观察结果'

C

!

结
!!

果

普通光学显微镜直接油镜观察!变形杆菌菌体着色殷红#

鞭毛深红且粘连脱落较多#菌体与鞭毛颜色对比深#背景有块

状染液沉淀$图
$

%'改良后#变形杆菌菌体着色深红#鞭毛呈

浅红#背景淡红#层次分明#轮廓清晰'鞭毛粗细适合染色效果

好#见图
/

'

图
$

!!

传统的鞭毛染色 图
/

!!

改良后的鞭毛染色

D

!

讨
!!

论

经过多次反复的试验#染液配制的浓度及温度与染色时

间#都与染色的效果有密切的关系'$

$

%染液的配制在传统的

基础上#其方法及用量都作了相应的调整#减少了配制上的繁

琐'不像传统的配制方法先将各种固体溶解成溶液)

0

#

$%

*

#再将

其溶液按一定的用量混合'而改良染液是首先将各种溶剂在

用量上作了加减的调整#再一次性加量溶解#即可过滤#增强了

其中的亲和力#减少了细菌的着色时间#只需
'%

!

3%)

即可'

$

/

%在染色的过程中#改良染液的温度始终保持在
3%

!

5%b

#

它直接影响标本片的质量#温度偏低#标本片上因染液结晶而

出现许多染液沉渣#而温度过高#容易蒸发掉水分#染液浓度偏

高#使标本没有层次之分'$

'

%采用
5%b

的恒温培养箱快速烘

干细菌标本#可使鞭毛蛋白高热凝固#不致过于膨大'快速流

水冲掉标本染液#既能保证鞭毛染色效果又能保持视野背景

洁净'

综上所述#改良方法染色方法简便(操作简单#呈现结果时

间短(效果良好'适用于微生物学实验教学和临床微生物学鉴

定#具有一定的推广价值'
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