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绵羊痘病毒多表位基因的构建及原核表达
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摘要 通过计算机软件筛选出绵羊痘病毒基因组中心编码区的 ORF90核蛋白、ORF112融合蛋白、

ORF117糖蛋白、ORF55膜蛋白和基因组末端的ORF134宿主范围相关基因的6段T、B细胞优势抗原表位,以
柔性氨基酸(GPGPG)作为接头,串联合成1条全新的多表位嵌合基因 mE,将其克隆到原核表达载体pET-32
中,采用酶切分析与序列测定方法筛选鉴定阳性重组质粒,构建pET32-mE质粒;用IPTG在不同条件下诱导表

达,确定最佳表达条件,表达产物经SDS-PAGE分析。结果表明,重组蛋白是分子质量为41ku的融合蛋白。在

IPTG浓度为0.5mmol/L,温度为37℃、诱导4h时目的蛋白的表达量最大,约占菌体的32%。Western-blot-
ting试验表明,目的蛋白可被羊痘血清识别。
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  羊痘病毒(sheeppoxvirusandgoatpoxvirus,

SGPV),包括绵羊痘病毒(sheeppoxvirus,SPPV)
和山羊痘病毒(goatpoxvirus,GTPV),GTPV 与

SPPV基因组的同源性很高,约为96%。SGPV引

起的羊痘,以皮肤及黏膜发生疱疹和丘疹为主要特

征。发病羊的生产力和皮毛质量显著下降,影响养

羊业和国际贸易的健康发展。我国将该病列为一类

动物疾病,世界动物卫生组织(OIE)将其列为“法定

通报疾病”。该病尚无有效的治疗方法,主要通过接

种传统疫苗预防该病[1]。近来很多报道显示,我国

应用很广的山羊痘疫苗能够引起并发症,包括引起

皮肤结节、流产等[2-4],弱毒疫苗存在潜在的致病性

和毒力返强的危险性,为有效防控羊痘带来了隐患,
不利于彻底消灭羊痘[5]。研制更安全、有效的新型

疫苗是目前该领域主要的研究方向之一。表位多肽

疫苗安全、稳定、无毒,没有传染疾病的危险性,可以

大量合成生产,是疫苗研究的一个新热点[6-8]。
研究表明SGPVORF90、ORF99、ORF52核蛋

白均具有良好的免疫原性[9];共表达SGPV基因组

中心 编 码 区 ORF117 糖 蛋 白 和 基 因 组 末 端 的

ORF134宿主范围相关基因,中心编码区 ORF112
融合蛋白和ORF55膜蛋白的核酸疫苗的免疫效果

均强 于 表 达 单 一 抗 原 的 核 酸 疫 苗,ORF117 和

ORF134主要激发细胞免疫,ORF117和 ORF134
激发 T淋巴细胞增殖与IFN-γ分泌的能力优于

ORF112融合蛋白。但这些抗原都不能完全抵御强

毒的攻击[10]。这可能是由于庞大的痘病毒的免疫

保护性是由很多抗原共同参与完成的。本试验利用

生物信息学方法,筛选出SPPV ORF90核蛋白、

ORF112融合蛋白、ORF117糖蛋白、ORF55膜蛋

白和ORF134宿主范围相关基因的T、B抗原表位,
串联成一条新的嵌合基因,并在E.coli中表达,为
研制基因工程疫苗奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 菌株、载体及试剂

羊痘标准阴性、阳性血清购自上海顺铂生物工

程技术有限公司;pET-32a(DE3)、BL21由笔者所

在实验室保存,PCR试剂、限制性内切酶BamHⅠ、
EcoRⅠ、T4连接酶等试剂购自上海生工生物工程

有限公司;质粒提取试剂盒购自北京博大泰克公司;
兔抗羊辣根过氧化物酶标记的二抗购自武汉博士德

生物工程有限公司;其他常规试剂为国产分析纯。
1.2 表位筛选与设计

参照文献[11],用网上软件 DNASTAR、AB-
Cpred、CTLPred、BepiPred1.0Server等分析SP-
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PV (AY368684)ORF90核蛋白、ORF112融合蛋

白、ORF117糖蛋白、ORF55膜蛋白和ORF134基

因的6个T、B表位,其位置及序列见表1。
表1 各优势抗原表位氨基酸序列

Table1 Aminoacidsequenceofthedominantantigenepitope

来源

Sources
氨基酸位置

Positions
序列

Sequences

ORF112 61~73 KYIYKMAESDDIIDDYISDEDA

ORF90 133~140 NIDFKKIHSLLFIPFCNIHGFLISE

ORF112 99~119 SIHDSKFLNFLISDPLDLKPNIDTET

ORF117 113~154
MKSLNRQTINKIKRASAPTAIFVLVL-
TIVSSIGTAIRYKDELFPNACNKG-
WVPYDDSCYLNS

ORF55 47~51 SKSICSRIDNSGIKYPNKC

ORF134 129~151
IKWEIKKMMKLNVLLKNILDG-
EETVKKIYAKKVN

1.3 多表位嵌合基因的构建

在SGPVORF90、ORF112、ORF117、ORF134
和ORF55基因序列中找出各表位氨基酸对应的核

苷酸的序列,表位间通过GPGPG连接,合成一条新

的基因,命名为 mE 基因,大小约600bp。由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。用DNAS-
TAR分析其抗原性。
1.4 mE 基因的 PCR 扩增

根据E 基因序列,设计1对引物,在3′和5′端
分别加入Bam HⅠ和EcoRⅠ酶切位点,并引入起

始密码子ATG和终止密码子TAA,用灭菌双蒸水

稀释(50pmol/μL)备用。按照常规体系,以E 基因

克隆质粒为模板,采用如下参数进行PCR:94℃预

变性5min;94℃55s,55℃40s,72℃1min,35
个循环;72℃10min。
1.5 mE 原核表达载体的构建

将Bam HⅠ和EcoRⅠ双酶切的PCR产物和

pET32载体,用T4DNA连接酶连接(4℃),转化大

肠杆菌(BL21)(DE3)感受态细胞。阳性质粒经双

酶切、PCR鉴定,并对序列进行测序分析。重组质

粒命名为pET32-mE。
1.6 mE 重组质粒的表达及条件优化

将pET32-mE重组质粒菌液按1%的量接种于

含100μg/mLAmp的 LB培养液中,37℃、230
r/min振荡培养约3h,至D600为0.6~0.8时,加入

不同 终 浓 度 的IPTG(0.5、1.0、1.5、2.0、2.5
mmol/L),收集不同温度(28、37、45℃)、不同时间

(1、2、4、6、8h)的菌液,各取出1mL菌液,加入100

μL1×SDS-PAGE上样缓冲液,煮沸5min,取20

μL进行12%的SDS-PAGE电泳,检测表达情况。
另设未诱导的pET32菌液和诱导的空载体菌液作

为阴性对照。
1.7 表达产物的 Western-blotting 鉴定

将SDS-PAGED的蛋白转移至硝酸纤维素膜。
将其浸在PBST(含5% BSA)中,室温封闭2h,

PBST洗涤3次,将膜与羊痘标准阳性血清(1∶60
稀释)温育1h,同时以同样稀释的羊痘阴性血清作

对照,洗涤,最后与1∶5000稀释的兔抗羊辣根过

氧化物酶标记的二抗温育1h,显色。

2 结果与分析

2.1 表达质粒的酶切、PCR 鉴定结果

以pET32-mE为模板PCR扩增出约600bp的

目的条带;pET32-E质粒用BamHⅠ和EcoRⅠ双

酶切后得到目的条带和4.0kb的载体条带(图1),
测序结果表明mE 基因被正确插入到表达载体中。

 M.DNA 分 子 质 量 标 准 DNA molecular weight marker;

1.pET32-mE的PCR鉴定PCRproductofpET32-mE;2.pET32-

mE的酶切鉴定pET32-mEdigestedwithEcoRⅠandBamHⅠ.

图1 表达质粒的PCR及酶切鉴定结果

Fig.1 IdentificationofrecombinantplasmidbyEcoRⅠ/

BamHⅠrestrictivedigestionandPCR

2.2 表达质粒中的 mE 基因的序列分析

序列测定结果表明mE 基因为完整的开放阅读

框,生物信息学预测分析表明,该重组多表位蛋白有

良好的抗原性、亲水性、表面可及性及柔性,见图2。
2.3 重组菌的诱导表达、诱导条件的优化及 West-
ern-blotting 分析

  在不同诱导剂浓度、诱导时间、温度下进行诱导

表达,结果表明IPTG浓度0.5mmol/L、时间4h、
温度37℃为最佳的诱导表达条件。目的蛋白主要

以包涵体的形式存在(图3~5),大小约41ku。
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图2 mE多表位蛋白的生物信息学分析

Fig.2 Analysesonflexibleregions,antigenicindex,hydrophilicityplotandsurfaceprobability
plotforSGPVmEgeneprotein

 1~3:菌液分别在28、37、45℃诱导的菌体裂解液沉淀 Sedi-
mentationofpET32-mE/BL21inducedat28,37,45℃byultra-
sonicvibration;4~6:菌液分别在28、37、45℃诱导的菌体裂解液

上清SupernatantsofpET32-mE/BL21inducedat28,37,45℃by

ultrasonicvibration;7:诱 导 的 空 载 体 Expressedproductionof

pET-32/BL21;M:蛋白标准Proteinmolecularweight.

图3 不同温度诱导的表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.3 SDS-PAGEanalysesofrecombinantprotions
inducedatdifferenttemperature

 1~5:菌液37℃分别经0.5、1.0、1.5、2.0、2.5mmol/LIPTG

诱导的表达产物ProteinsfrompET32-mE/BL21inducedby0.5,

1.0,1.5,2.0,2.5mmol/LIPTGat37℃,respectively;M:蛋白

标准Proteinmolecularweight.

图4 不同IPTG浓度诱导的表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.4 SDS-PAGEanalysesofrecombinantprotions

inducedbyIPTGatdifferentconcentrations

 1~5:菌液分别经IPTG诱导1、2、4、6、8h后的表达产物 Pro-
teinsfrompET32-mE/BL21inducedbyIPTGat1,2,4,6,8hat

37℃,respectively;M:蛋白标准Proteinmolecularweight.

图5 不同时间诱导的表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.5 SDS-PAGEanalysesofrecombinantprotions
inducedbyIPTGforvariedperiods

  Western-bloting结果显示,重组蛋白与羊痘阳性

血清出现特异性反应,而与正常羊血清无反应(图6)。

 M:蛋白标准Proteinweightmarker;1:羊痘阳性血清 Positive

serumagainstsheeppoxvirus;2:阴性血清对照 Negativecontrol.

图6 重组蛋白的 Western-blotting分析

Fig.6 Western-blottinganalysisoftheproducts
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3 讨 论

多肽疫苗是按照病原体抗原基因中已知或预测

的某段抗原表位的氨基酸序列,通过化学合成技术

制备的疫苗,一般组合T细胞和B细胞表位。T细

胞表位经抗原递呈细胞内吞、蛋白酶酶解后,由

MHC-II类分子将其递呈给 Th 细胞,进一步与

TCR结合,使之活化并分泌细胞因子;B细胞上的

受体可与B细胞表位结合,使B细胞活化产生抗

体;此外,多肽疫苗经过适当的修饰后,可能会活化

体内的肽特异性CTL,实现细胞毒效应。目前,口
蹄疫病毒、艾滋病病毒、血吸虫等保护性抗原决定簇

研制成的多肽疫苗已显示出良好的前景。本试验利

用生物信息学方法筛选出SGPV的6个T、B抗原

表位,合成多表位串联基因,在大肠杆菌中成功表

达,并具有抗原性,为研制SGPV基因工程疫苗奠

定了基础。

B细胞表位预测方法很多,包括抗原性方案、亲
水性方案、可及性方案、可塑性方案、电荷分布方案、

二级结构预测方案等,如 BepiPred、ABCpred等。

但是,每种预测方案都存在局限性,应该综合考虑多

种方案以得到满意的结果[12-13]。本研究综合运用

Epredic、ABCpred、DNASTAR、epiPred1.0Server
等多种预测软件,构建的多表位基因在大肠杆菌中

得到表达,并具有抗原性。

迄今为止,还没有SGPV单一抗原产生良好免

疫保护效果的报道,原因是痘病毒的基因组庞大,全
病毒的良好免疫保护性可能是多种抗原共同作用的

结果。当前,SGPV基因工程疫苗的研究多以其膜

蛋白为靶抗原[12]。而研究表明,SGPV 感染羊的

CD8+细胞显著增加,导致CD4+∶CD8+ 比值明显

降低,这与羊的外周血中的SGPV特异性细胞毒性

T淋巴细胞(CTLs)增加相一致,说明患病羊可能主

要是以 CD8+ 细胞介导的 CTL反应为主来对抗

SGPV的入侵。大部分流感病毒的特异性CTL不

识别囊膜蛋白,只识别病毒的内部蛋白(如基质蛋白

和核蛋白)。SGPV是否也具有这样的特性还不得

而知,如果SGPV也有同样的特性,那么其核蛋白

也许在免疫保护性方面发挥着重要作用[11]。因此,

本研究选用SGPV基因组中心编码区的ORF90核

蛋白、ORF112融合蛋白、ORF117糖蛋白、ORF55
膜蛋白和羊痘病毒基因组末端的 ORF134宿主范

围相关基因为候选抗原筛选表位抗原,有可能会增

强SGPV多肽疫苗的免疫保护性。
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Constructionandprokaryoticexpressionofmulti-epitope
chimericgeneofsheeppoxvirus

CHENYi-xia WANGMing-ming LONGLing SHAOZhong-wei LIUJun-lin

CollegeofLifeScienceandEngineering,NorthwestUniversityforNationalities,

Lanzhou730124,China

Abstract Todesignanewgeneencodingthemulti-epitopechimericantigenofsheeppoxvirus(SP-
PV)andexpressthechimericgene,thedominantepitopesofORF90,ORF112,ORF117,ORF55and
ORF134geneofSPPVwereanalyzedandselectedbycomputersoftwareandreportedreferences.Are-
combinantmulti-epitopechimericgeneincludingSPPVsixmulti-epitopegeneswasconstructedand
clonedintoprokaryoticexpressionvectorpET-32.TherecombinantplasmidspET32-mEwereinduced
byIPTG.TheSDS-PAGEanalysisshowedthattheconcentrationofthefusionproteininE.coliprotein
wasabout32,withamolecularweightof41ku.Theoptimaltemperature,concentrationofIPTGandin-
ducedtimefortherecombinantproteinwere37℃,0.5mmol/Land4h,respectively.Thefusionprotein
wasidentifiedcorrectlybypositiveserumagainstcapripoxvirusbyWestern-blotting,suggestingpoten-
tialvalueofgeneticallyengineeringvaccine.

Keywords sheeppoxvirus;epitope;multi-epitope;chimericgene;prokaryoticexpression
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