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　　摘要：利用杆状病毒表达系统进行Ⅰ型鸭甲型肝炎病毒蛋白水解酶３Ｃ基因的表达研究。首先通过 ＰＣＲ方法扩
增出３Ｃ基因，亚克隆至杆状病毒转移载体ｐＦａｓｔＢａｃ１中，获得重组转座载体 ｐＦＢ－３Ｃ，随后将该重组质粒转化感受态
细胞ＤＨ１０Ｂａｃ进行同源重组，经蓝白斑筛选及ＰＣＲ鉴定后，获得重组杆状病毒穿梭质粒ｒＢａｃｍｉｄ－３Ｃ，将其在脂质体
介导下转染ｓｆ９昆虫细胞，获得重组杆状病毒ｒＢａｃ－３Ｃ，并进行重组蛋白表达的检测。间接免疫荧光结果，鸭抗全病
毒阳性血清能够与重组蛋白发生特异性结合。结果表明，ＤＨＡＶ－Ⅰ ３Ｃ蛋白在ｓｆ９昆虫细胞中获得了成功表达。
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　　鸭甲型肝炎病毒（ｄｕｃｋｈｅｐａｔｉｔｉｓＡｖｉｒｕｓ，ＤＨＡＶ）主要侵
害４周龄之内雏鸭，引起一种急性高度接触致死性烈性传染
病，以角弓反张和肝脏病变为主要特征，１周龄以内的雏鸭病
死率接近１００％，严重危害我国养鸭业。ＤＨＡＶ可分为３种
血清型，分别为ＤＨＡＶ－Ⅰ（经典的ＤＨＶ－Ⅰ）［１］、ＤＨＡＶ－Ⅱ
（新发现于台湾的血清型）［２］、ＤＨＡＶ－Ⅲ（新发现于中国和
韩国的血清型）［３－４］，３个血清型之间存在明显的差异，无交
叉免疫性。目前，我国ＤＨＡＶ－Ⅰ流行较普遍，对养鸭业危害
最大。

ＤＨＡＶ－Ⅰ为小 ＲＮＡ病毒科的成员，具有小 ＲＮＡ病毒
的基本结构，整个基因组分为 ３个部分：５′非编码区
（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ），１个编码多聚蛋白的开放阅读框
（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ，ＯＲＦ）和３′非编码区（３′ＵＴＲ），３′ＵＴＲ
之后是ｐｏｌｙ（Ａ）尾。ＯＲＦ编码的聚合蛋白分为１个结构蛋白
区（Ｐ１）和２个非结构蛋白区（Ｐ２、Ｐ３），结构蛋白Ｐ１在病毒自
身编码的蛋白酶的作用下可以水解成 ＶＰ０、ＶＰ１、ＶＰ３３种衣
壳蛋白；Ｐ２区可以裂解为２Ａ１、２Ａ２（２Ａ３）、２Ｂ、２Ｃ４种或５种
非结构蛋白；Ｐ３区又可以裂解为３Ａ、３Ｂ、３Ｃ、３Ｄ４种非结构
蛋白。其中３Ｃ蛋白是一种蛋白水解酶，在多聚蛋白的水解
以及病毒的复制、形成过程中发挥重要作用［５－６］。本研究利

用杆状病毒／昆虫细胞系统表达 ＤＨＡＶ－Ⅰ ３Ｃ基因，为３Ｃ
蛋白的开发应用奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　载体、菌株和毒株

ＤＨＡＶ－Ⅰ ＳＨ株由中国农业科学院上海兽医研究所惠
赠；感受态细胞 ＤＨ１０Ｂａｃ、ＤＨ５α、杆状病毒转移载体
ｐＦａｓｔＢａｃ１、含有目的基因的重组质粒ｐＥＴ－３Ｃ均由江苏省兽
用生物制药高技术研究重点实验室制备并保存。

１．２　工具酶和试剂
转染试剂 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ连接酶、ｐｆｕＤＮＡ聚合酶购自
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＦＩＴＣ标记的羊抗鸭 ＩｇＧ购自 ＫＰＬ公司；异丙
基硫代－β－Ｄ－半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、卡那
青霉素（Ｋａｎ）、四环霉素（Ｔｅｔ）、庆大霉素（Ｇｅｎ）购自 Ｓｉｇｍａ公
司；昆虫细胞培养基Ｓｆ－９００ⅡＳＦＭ（ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ）购自
ＧＢＩＣＯ公司；其他试剂均为国产分析纯级。
１．３　引物的合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＤＨＡＶ－１ＳＨ株病毒全基因组序列（登
录号ＦＪ１５７１７８），设计１对特异性引物以扩增其开放阅读框，
并在上下游引物 ５′端分别引入 ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ酶切位点，
３Ｃ－Ｆ：５′－ＴＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＧＧＧＣＧＧＧＴＧＡＡＴＴＴＣＡＧＡＣ－
３′（ＢａｍＨⅠ酶切位点），３Ｃ－Ｒ：５′－ＣＧＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＧＧ
ＴＴＡＡＡＡＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＣＣ－３′（ＸｈｏⅠ酶切位点），通用引物
Ｍ１３序列参照杆状病毒表达系统操作说明书设计。引物均
由上海生工生物工程技术有限公司合成。

１．４　３Ｃ基因的扩增
以含有目的基因的重组质粒 ｐＥＴ－３Ｃ为模板高保真

ＰＣＲ扩增 ３Ｃ基因。５０μＬ扩增体系：ｐｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
１μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ＰｒｉｍｅｒＦ１μＬ、ＰｒｉｍｅｒＲ１μＬ、ｄＮＴＰ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ、ＤＮＡ１μＬ、ＤＤＷ３６μＬ。反应程序为９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，５２℃退火２０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，
３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用０．８％琼脂糖凝胶
电泳检测。

１．５　重组转座载体ｐＦＢ－３Ｃ的构建
将回收的 ＰＣＲ产物及杆状病毒载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１分别用

ＸｈｏⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切后，回收３Ｃ基因片段及线性化的载
体，Ｔ４连接酶连接，连接产物转化感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α。
挑取单菌落，提取质粒，ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定。重组
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子命名为ｐＦＢ－３Ｃ。
１．６　质粒ＤＮＡ的转座

参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的杆状病毒操作流程说明书，将重组
质粒ｐＦＢ－３Ｃ转化感受态细胞 ＤＨ１０Ｂａｃ，均匀涂布于含有
ＩＰＴＧ、Ｘ－Ｇａｌ的 ＬＢ平板上（含庆大霉素、卡那霉素和四环
素），３７℃培养箱内培养，直至蓝白斑出现。随机挑取数个白
色菌落，碱裂法提取质粒 ＤＮＡ，用引物 Ｍ１３进行 ＰＣＲ鉴定。
ＰＣＲ产物用０．７％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．７　重组杆状病毒ｒＢａｃ－３Ｃ的制备

将提取的重组杆粒 ｒＢａｃｍｉｄ－３Ｃ和野生型 ＢａｃｍｉｄＤＮＡ
参照转染试剂说明书转染昆虫细胞ｓｆ９。转染后约７２ｈ，待细
胞出现明显病变、细胞变大时，收集细胞上清，即为 Ｐ１代
ｒＢａｃ－３Ｃ，４℃避光保存备用。参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的杆状病
毒操作流程说明书，将Ｐ１代重组杆状病毒在ｓｆ９昆虫细胞上
进行扩增，直至 Ｐ３代，并利用空斑试验测定 Ｐ３代 ｒＢａｃ－３Ｃ
的病毒滴度。

１．８　表达产物的间接免疫荧光鉴定
将Ｐ３代ｒＢａｃ－３Ｃ按ＭＯＩ为５感染２４孔板中处于对数

生长期的ｓｆ９细胞，７２ｈ后，弃去上清，用预冷的冷丙酮固定
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，用５％ ＢＳＡ室温封闭１ｈ，加入鸭抗全
病毒血清（１∶１００），３７℃孵育２ｈ后，ＰＢＳＴ洗涤３次后，加入
ＦＩＴＣ标记的羊抗鸭ＩｇＧ（１∶１００），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗
涤３次后，在荧光倒置显微镜下观察特异性荧光。

２　结果与分析

２．１　目的基因的克隆
高保真ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，可见１条

大小约为５８０ｂｐ的目的条带（图１），与预期值一致。
２．２　重组转座载体ｐＦＢ－３Ｃ的构建与鉴定

３Ｃ基因经 ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切后插入经同样酶切的
ｐＦａｓｔＢａｃ１，ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定，结果出现约５８０ｂｐ
和４８００ｂｐ的２条条带（图２），与预期结果相符。
２．３　重组Ｂａｃｍｉｄ的筛选与鉴定

用Ｍ１３引物对重组Ｂａｃｍｉｄ进行ＰＣＲ鉴定，结果ｒＢａｃｍｉｄ－
３Ｃ的扩增条带大小约为２９００ｂｐ，与预期片段大小相符（图
３），说明３Ｃ基因转座成功。

２．４　表达产物的间接免疫荧光检测
以鸭抗全病毒血清为一抗对昆虫细胞内的表达产物进行

间接免疫荧光检测，从图４可以看出，ｒＢａｃ－３Ｃ感染的昆虫
细胞胞浆内有大量特异性荧光出现，而野生型杆状病毒感染

的细胞内则未观察到。

３　讨论

鸭甲型肝炎病毒属于小 ＲＮＡ病毒科禽肝炎病毒属。３Ｃ
蛋白是小ＲＮＡ病毒的自身蛋白水解酶之一，能够正确水解多
种前体蛋白，从而保证了衣壳的形成。３Ｃ蛋白酶不但能够水
解自身的前体多聚蛋白，还能水解宿主细胞内的蛋白，包括一

些细胞的骨架蛋白、翻译因子、固有免疫信号分子等，从而抑

制宿主蛋白的功能发挥，保证了病毒蛋白有效逃避固有免疫

的监控，在病毒颗粒的穿入和释放中发挥重要的作用［７］。

Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ系统作为杆状病毒表达系统己被广泛使
用，且己被商业化。Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ系统主要利用Ｌｕｃｋｏｗ等研
发的基因转座技术而形成［８］。该系统优点是可以高效获得

重组杆状病毒，效率可达１００％，避免了以前采用同源重组机
制获得重组杆状病毒效率较低的问题。与原核表达系统相

比，该系统具有蛋白质翻译后修饰所必需的酶系统，能对外源

蛋白进行糖基化、磷酸化和信号肽切除等翻译后加工修饰，从

而保留表达蛋白的生物学活性［９］。

本研究利用杆状病毒／昆虫细胞表达系统成功制备了表
达３Ｃ蛋白的重组杆状病毒，间接免疫荧光结果显示，阳性鸭
抗全病毒血清能与重组蛋白３Ｃ发生特异性结合，说明重组
蛋白３Ｃ具有良好的反应原性，由于是首次利用该系统表达
３Ｃ蛋白，后续将从优化密码子角度出发提高重组蛋白的表达
量，为３Ｃ功能的进一步研究奠定基础。
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滩羊群体产羔性状相关基因位点的遗传变异分析

王兰萍１，崔　悦１，马　蕊１，刘丽雅１，孙慧丽１，耿荣庆２
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　　摘要：采用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测滩羊群体中与产羔性状相关基因位点的遗传变异，并分析其与产羔
数的关系，为探讨滩羊产羔的分子机制提供依据。结果表明，滩羊群体中存在ＢＭＰＲＩＢ基因ＦｅｃＢ位点突变Ａ７４６Ｇ，
表现出Ｂ／＋和＋／＋２种基因型，Ｂ／＋基因型和＋／＋基因型的频率分别为０．０６和０．９４，＋／＋基因型是群体中的优
势基因型；等位基因Ｂ和＋的频率分别为０．０３和０．９７，等位基因 ＋是群体中的优势等位基因。在滩羊群体中，未检
测到ＧＤＦ９基因的突变位点，表明该突变位点与滩羊的产羔性能无相关性。因此，ＢＭＰＲＩＢ基因ＦｅｃＢ位点可能是滩
羊高繁殖力的重要调控基因之一，在一定程度上影响母羊的产羔性能。
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　　在绵羊育种中，产羔数是一个非常重要的经济性状。大
多数绵羊品种为季节性发情和一胎单羔。然而，在长期的自

然选择与人工选育过程中，人们也发现少数绵羊品种具有自

然产多羔的遗传特性。例如，世界闻名的芬兰羊、湖羊、小尾

寒羊等品种。

研究表明，绵羊存在影响产羔性状的主效基因［１－３］。通

过对绵羊高繁殖力性能基因组的分析，已经定位了生长分化

因子９（ＧＤＦ９）、骨形态发生蛋白１５（ＢＭＰ１５）和骨形态发生
蛋白受体 ＩＢ（ＢＭＰＲＩＢ）等基因，还根据表型发现了
Ｗｏｏｄｌａｎｄｓ基因、Ｔｈｏｋａ基因和 Ｌａｃａｕｎｅ基因以及根据表型推
断存在Ｏｌｋｕｓｋａ基因、Ｂｅｌｌｅ－Ｉｌｅ基因，这些基因的遗传方式对

排卵率和产羔数的影响及其染色体定位已明确［４－６］。特别是

ＦｅｃＢ基因和ＦｅｃＸ基因，已应用于绵羊育种实践。
滩羊是蒙古羊的一个分支，能很好地适应干旱、荒漠化等

生活环境，其生产的二毛裘皮和羔羊肉久负盛名，是我国一个

非常珍贵的绵羊品种。然而，滩羊的繁殖力较低，１年只能产
１胎，且产羔率低。因此，如果能从基因水平找到滩羊繁殖力
基因型与产羔性状之间的可靠稳定关系，对于品种的选育具

有重要的意义。本研究通过检测滩羊群体与产羔性状相关基

因的遗传变异位点，旨在揭示滩羊产羔性状的分子遗传机理，

为滩羊多胎新品系的选育提供可借鉴的基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验动物及样本采集
试验动物为来自宁夏回族自治区中宁地区的滩羊。所有

个体均选择健康的、有完整产羔记录的母羊，共１３２只，记录
母羊产单羔和双羔的情况。颈静脉采集母羊抗凝血５ｍＬ，置
于低温带回实验室，－２０℃冷冻保存。
１．２　血液ＤＮＡ提取与检测

采用血液ＤＮＡ提取试剂盒提取血液样本基因组 ＤＮＡ，
试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司。产品型号为血

—５３—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２３期


