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　　摘要：以提取的狂犬病病毒总ＲＮＡ为模板，以Ｎ１和Ｎ２为引物，反转录为ｃＤＮＡ，然后再以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ
扩增，将ＰＣＲ产物克隆至质粒ｐＭＤ１８－Ｔ中，获得重组质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ，采用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切法及ＰＣＲ确
认正确后，利用ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ重组质粒为模板，以Ｎ３和Ｎ４为引物，成功构建了重组植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ。
　　关键词：狂犬病病毒；Ｎ基因；植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）１２－００３２－０２

收稿日期：２０１３－０４－１５
基金项目：南阳师范学院校级科研项目（编号：ｎｙｔｃ２００６ｋ５２）。
作者简介：张二芹（１９７６—），女，河南焦作人，博士，副教授，主要从事
动物分子病毒学及疫苗的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｅｒｑｉｎ７６＠１６３．ｃｏｍ。

　　狂犬病［１－４］（Ｒａｂｉｅｓ）是由狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＲＶ）
引起的一种人畜共患的急性中枢神经系统传染病。临床的主

要特征为恐水、怕风、咽肌痉挛、流涎、进行性瘫痪，最后因呼

吸、循环衰竭而死亡。根据临床表现特点分为狂躁型（脑炎

型）和麻痹型（静型）。

狂犬病病毒属弹状病毒科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ），狂犬病病毒
属（Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ）。狂犬病病毒是ＲＮＡ病毒，病毒颗粒由脂质双
层外膜、基因组 ＲＮＡ和核蛋白（Ｎ）、磷蛋白（Ｐ）、基质蛋白
（Ｍ）、Ｇ蛋白（Ｇ）和大转录蛋白（Ｌ）组成。人和动物感染后，
一旦发病，死亡率几乎１００％，严重威胁着人类和动物的生命
安全。目前国内主要采用灭活苗和活疫苗等预防为主，但这

些预防方法都具有不同免疫劣势。转基因植物疫苗具有生产

成本低、易保存及使用方便等特点［５－１０］。狂犬病病毒颗粒核

蛋白是一种保护性抗原。因此本试验将核蛋白基因与植物表

达载体连接，转化到农杆菌中，为今后制备转基因植物疫苗奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、农杆菌ＥＨＡ１０５，ｐＢＩ１２１植物表

达载体由本实验室保存。ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体购于 ＴａＫａＲａ
生物工程公司。

１．２　ＰＣＲ引物
用于核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡＰＣＲ扩增的引物为 Ｎ１：

５′－ＡＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧ－３′和 Ｎ２：５′－ＴＴＡＴＧＡＧＴ
ＣＡＴＴＣＧＡＡＴＡＣＧ－３′。

用于核蛋白抗原基因（Ｎ）植物表达载体构建的引物为
Ｎ３：５′－ＣＣＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧ－３′，
含 ＢａｍＨⅠ酶切位点和 Ｋｏｚａｋ序列；Ｎ４：５′－ＣＣＧＡＧＣＴＣＴ
ＣＡＴＡＧＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＣＡＧＡＴＴＡＴＧＡＧＴＣＡＴＴＣＧＡＡＴＡＣＧ－３′，
含ＳａｃⅠ酶切位点和ＳＥＫＤＥＬ序列。
１．３　酶和试剂

ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨ、Ｓａｃ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自ＴａＫａＲａ生物工程
公司。ＰＣＲＭａｓｔｅｒ系统为ＴａＫａＲａ公司产品。其他试剂均为
国产分析纯或试剂纯。

１．４　核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡ的ＰＣＲ扩增
以Ｎ１和 Ｎ２为引物，Ｔｒｉｚｏｌ方法提取总 ＲＮＡ，以总 ＲＮＡ

为模板反转录为 ｃＤＮＡ，然后再以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＲＴ－
ＰＣＲ扩增。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，
５２℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸８０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．５　核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡ的ＰＣＲ产物的连接转化

由于ＰＣＲ产物的３′端多了一个不依赖于模板组成的脱
氧核苷酸 Ａ，所以利用 Ｔ－Ａ互补原理将 ＰＣＲ产物与
ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，将ＰＣＲ产物用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收
试剂盒回收，然后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，最后将连接产物转
化大肠杆菌ＤＨ５α。
１．６　ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ重组质粒的筛选与鉴定

挑取若干个转化子，分别于６ｍＬＬＢ液体培养基中培养
１２～１６ｈ，碱裂解法抽提质粒后经１％凝胶电泳，根据ＤＮＡ分
子量的大小，初步筛选阳性质粒；然后取初步筛选的阳性质粒
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进行ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ双酶切，１％的琼脂糖凝胶电泳分析，进
一步筛选阳性质粒；最后将重组质粒进行 ＰＣＲ反应，比较
ＰＣＲ产物与酶切产物的大小。
１．７　Ｎ基因在农杆菌ＥＨＡ１０５中的克隆

以ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ为模板，Ｎ３和Ｎ４为引物，进行ＰＣＲ扩
增。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５２℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸８０ｓ，３０个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ，电泳
鉴定。其次将植物表达载体ｐＢＩ１２１和Ｎ基因ＰＣＲ产物分别
利用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ进行酶切。然后利用
ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒将酶切后的 Ｎ基因及 ｐＢＩ１２１
载体回收，用Ｔ４ＤＮＡ连接试剂盒连接，１６℃连接过夜；连接
产物经冻融法转化根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５，液氮中放置１ｍｉｎ，
３７℃水浴５ｍｉｎ，２８℃摇床培养４ｈ后，最后将农杆菌涂于ＬＢ
培养基板（５０μｇ／ｍＬｋａｎ）上，４８～７２ｈ后观察。
１．８　重组植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ的筛选与鉴定

挑若干个转化子，接种在 ６ｍＬＬＢ液体培养基
（５０μｇ／ｍＬｋａｎ）中，２８℃培养１６～２０ｈ，碱裂解法抽提质粒
后经１％凝胶电泳，根据 ＤＮＡ分子量的大小，初步筛选阳性
质粒，最后用ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ酶切，ＰＣＲ鉴定和测序分析。

２　结果

２．１　Ｎ基因 ｃＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增及 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ重组质粒
的酶切鉴定

用天根生物有限公司 ＲＮＡ提取试剂盒提取狂犬病病毒
的总ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ；再以 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增 Ｎ
基因，纯化回收，与ｐＭＤ１８－Ｔ连接，转化到 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中。
碱裂解法提取重组质粒，最后用 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ酶酶切鉴
定。结果如图１。

２．２　重组植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ的酶切鉴定
以ｐＭＤ１８Ｔ－Ｎ为模板，以Ｎ３和Ｎ４为引物，扩增Ｎ基因

的ＰＣＲ产物。用ＢａｍＨⅠ和ｓａｃⅠ分别酶切Ｎ基因和ｐＢＩ１２１
植物表达载体，回收、连接，冻融法转化到农杆菌ＥＨＡ１０５中。
以碱裂解法少量提取重组质粒ｐＢＩ１２１－Ｎ，然后用ＢａｍＨⅠ和
ＳａｃⅠ进行酶切，用１．０％琼脂糖凝胶电泳，其结果如图２。
２．３　序列测定

以纯化的ｐＢＩ１２１－Ｎ重组质粒为模板，用特异引物进行
序列测定，结果表明插入的片段与预期设计完全相吻合，阅读

框架正确，从而进一步确定了表达重组表达质粒构建的正确。

３　讨论

狂犬病（Ｒａｂｉｅｓ）又称恐水症，是由狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓｖｉ
ｒｕｓ，ＲＶ）引起的一种人畜共患的急性中枢神经系统传染病。
人和动物感染后，一旦发病，死亡率几乎１００％，严重威胁着
人类和动物的生命安全。因此该病以预防为主，但是需注射

疫苗５次，比较繁琐。１９９２年 Ｍａｓｏｎ［９］提出了转基因植物疫
苗（可食性疫苗）的概念，即利用分子生物学技术把外源基因

导入到植物细胞中，在植物中能够大量表达外源基因的一种

生物技术。目前口蹄疫病毒、轮状病毒和乙肝病毒的抗原基

因已转化到植物中并获得表达，表达的蛋白质具有一定的免

疫效果。由于植物疫苗具有免疫活性好、生产制备容易、价格

低以及适于口服等优点，因此转基因植物疫苗将是狂犬病疫

苗的一个研究方向。本研究构建了狂犬病病毒 Ｎ基因的表
达载体，为转基因狂犬病植物疫苗的研制奠定了基础。
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ｐｌａｎｔｓ：ｈｏｓｔｓｙｓｔｅｍｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００３，２１（１２）：５７０－５７８．

［７］ＳａｌａＦ，ＭａｎｕｅｌａＲＭ，ＢａｒｂａｎｔｅＡ，ｅｔａｌ．Ｖａｃｃｉｎｅａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ：ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ，ｇｅｎｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．
Ｖａｃｃｉｎｅ，２００３，２１（７－８）：８０３－８０８．

［８］张二芹，李世访，钱爱东，等．转猪轮状病毒ＶＰ６基因烟草植株的
获得［Ｊ］．中国兽医学报，２００６，２６（２）：１７３－１７４．

［９］张二芹，王会岩，张同旭．外源基因在转基因植物中表达量的优
化研究进展［Ｊ］．河南农业科学，２００８（１）：８－１２．

［１０］张二芹，王　云，高婉丽，等．转猪轮状病毒 ＶＰ６基因烟草的杂
交检测［Ｊ］．河南农业科学，２００８（８）：１３０－１３２．
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