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　　摘要：甲基转移酶（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＴａｓｅ）是鸭坦布苏病毒（ｄｕｃｋＴｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＤＴＭＵＶ）非结构蛋白５的重要功
能基团，在病毒复制及致病过程中发挥重要作用。为了对鸭坦布苏病毒甲基转移酶进行真核表达，并对其生物学功能进

行鉴定，以ＧｅｎＢａｎｋ中收录的ＤＴＭＵＶＪＳ８０４株基因序列为模板，设计针对ＭＴａｓｅ的特异性引物，提取ＴＭＵＶＲＮＡ，反转
录得到ｃＤＮＡ，以其为模板进行扩增，得到ＭＴａｓｅ的基因片段，然后亚克隆至ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ真核表达载体中，构建重组质
粒ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ，提取去除内毒素的重组质粒，并转染至ＢＨＫ－２１细胞，通过间接免疫荧光观察和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
鉴定该蛋白的表达。结果显示，质粒ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ经双酶切鉴定证明构建正确，通过间接免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ检测，重组质粒在ＢＨＫ－２１细胞内正常表达，表达的蛋白与天然坦布苏病毒ＭＴａｓｅ具有相同的反应原性。
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　　坦布苏病毒属于黄病毒科黄病毒属蚊媒病毒
类的恩塔亚病毒群，是一种具有包膜的单股正链

ＲＮＡ病毒，通过节肢动物的叮咬进行传播而导致宿
主发病，主要引起２０日龄以内的雏鸭出现严重的神
经症状，死淘率增高及产蛋鸭的产蛋大幅下降［１］。

坦布苏病毒基因组是单股正链 ＲＮＡ，含有一个大型
开放阅读框，可编码 ７种非结构蛋白（ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、
ＮＳ２Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５）和３种结构蛋白（Ｃ、
ＰＭ和Ｅ）［２］。ＮＳ５在这几种蛋白中分子量是最大
的，大约１００ｋｕ，整个ＮＳ５蛋白具有２个功能域，分
别是Ｎ端的甲基转移酶结构域和Ｃ端的 ＲＮＡ依赖
的聚合酶结构域。ＮＳ５蛋白甲基转移酶功能基团同
时具有Ｎ－７和２′－Ｏ这２种甲基化功能，可以催化
病毒遗传物质 ＲＮＡ的 ５′端形成一型的 ＲＮＡ帽
子［３］，这一帽子结构对病毒具有重要作用，可以防

止病毒遗传物质被宿主细胞内的核酸外切酶降解，

辅助病毒完成免疫逃逸。

目前，在黄病毒属其他病毒，如登革病毒、西尼

罗河病毒、黄热病毒、寨卡病毒上均有甲基转移酶

的相关报导［４－５］，但在鸭坦布苏病毒上却鲜有研究。

本研究构建了鸭坦布苏病毒甲基转移酶基因的真

核表达系统，并在哺乳动物细胞中高效表达 ＭＴａｓｅ
重组蛋白，旨在为进一步研究其功能、研发坦布苏

病毒病的诊断、治疗方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病毒、细胞和载体
坦布苏病毒分离株（ＪＳ８０４）、ＢＨＫ－２１细胞株、

真核表达载体ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ，均由笔者所在实验室保
存。Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，购于ＴａＫａＲａ公司。
１．２　主要试剂

限制性内切酶、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１９－Ｔ
载体、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、蛋白质相对分子质量标准等，
购自宝生物工程（大连）有限公司；体液病毒 ＲＮＡ
提取试剂盒、质粒小量提取试剂盒、ＰＣＲ产物纯化
试剂盒，购自Ａｘｙｇｅｎ生物科技有限公司；脂质体转
染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ，购于碧云天公司；辣根
过氧化物酶标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ，购于中杉金桥公
司；ＤＭＥＭ细胞培养基、胎牛血清，购自Ｇｉｂｃｏ公司。
１．３　引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的坦布苏病毒 ＪＳ８０４株
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＦ８９５９２３）ＮＳ５基因序列，设计
ＰＣＲ扩增引物，其中上游引物为ＭＴａｓｅ－Ｆ：５′－ＣＡＧ
ＧＧＡＣＣＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＧＡＧＧＧＧＧＡＡＣＴ－３′，划线部分
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为引入的ＸｈｏⅠ酶切位点。下游引物为 ＭＴａｓｅ－Ｒ：
５′－ＣＣＡＡＧＴＣＴＴＣＣＧＣＧＧＡＴＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＴ－３′，划
线部分为引入的ＳａｃⅡ酶切位点。以上引物由南京金
斯瑞生物有限公司合成，预期扩增片段大小为９００ｂｐ。
１．４　ＤＴＭＵＶＭＴａｓｅ基因的扩增

按照Ａｘｙｇｅｎ公司体液病毒ＲＮＡ提取试剂盒要
求提取 ＤＴＭＵＶＪＳ８０４株的总 ＲＮＡ，并按照反转录
试剂盒操作说明书，合成反转录产物 ｃＤＮＡ。以
ｃＤＮＡ为模板，ＭＴａｓｅ－Ｆ和 ＭＴａｓｅ－Ｒ为引物进行
ＰＣＲ扩增。扩增体系（２５．０μＬ体系）：其中双蒸水
１５．０μＬ，１０×ＥｘＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２１．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，上、下游引
物（２５．０ｐｍｏｌ／μＬ）各１．０μＬ，ｃＤＮＡ产物１．５μＬ，
ＥｘＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预
变性３ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５６℃退火１５ｓ，７２℃延
伸６０ｓ，３０次循环；７２℃总延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，鉴定正确后按照琼脂糖
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒操作说明进行产物回收纯化。
回收的片段按照 ｐＭＤ１９－Ｔ载体说明书进行连接，
构建重组克隆质粒，并转化至ＤＨ５α感受态细胞中，
经ＬＢ固体培养基３７℃倒置过夜培养后，挑取单菌
落振荡培养３ｈ，并对菌液进行 ＰＣＲ鉴定。鉴定正
确的菌液取５００μＬ送至南京生工生物科技有限公
司进一步测序，鉴定正确后按照质粒提取试剂盒操

作说明提取质粒。

１．５　重组质粒ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ的构建
用ＸｈｏⅠ、ＳａｃⅡ对重组克隆质粒及ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ

载体双酶切，电泳切胶回收，将２种酶切后回收的片
段按照适宜比例与Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜。
连接产物转化至ＤＨ５α感受态细胞中，涂布于卡那
霉素的平板，３７℃倒置过夜培养，挑取单菌落进行
菌液ＰＣＲ鉴定，鉴定正确的菌液扩大培养后提取质
粒，用ＸｈｏⅠ、ＳａｃⅡ进行双酶切鉴定，酶切鉴定正确
的克隆送至南京擎科生物科技有限公司测序，鉴定

正确的重组质粒命名为ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ。
１．６　ＢＨＫ－２１细胞的转染

按照质粒小量提取试剂盒要求提取 ｐＣＭＶ－
Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ，分光光度计测定其浓度。取处于对数
生长期的ＢＨＫ－２１细胞，接种２４孔细胞培养板，细
胞铺 至 细 胞 板 约 ９０％ 时 进 行 转 染。按 照
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂操作说明书制备ＤＮＡ－
脂质体混合物，其中转染的ＤＮＡ用量为２．５μｇ。混
匀后室温孵育２０ｍｉｎ，将ＤＮＡ－脂质体混合物均匀

铺到细胞中。

１．７　间接免疫荧光鉴定
取质粒 ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ转染 ２４ｈ后的

ＢＨＫ－２１细胞，ＰＢＳ洗涤３次，采用４％多聚甲醛固
定细胞 １０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ，采用
０５％ ｔｒｉｔｏｎＸ－１００对细胞透化处理１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
涤３次，５ｍｉｎ／次，加入１％ ＢＳＡ，室温封闭３０ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗涤３次，５ｍｉｎ／次，然后加入事先制备的坦布
苏病毒阳性小鼠血清（１∶１０００），室温孵育 １ｈ，
ＰＢＳ洗涤３次，５ｍｉｎ／次，最后加入 ＦＩＴＣ标记的山
羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶４００），室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
３次，５ｍｉｎ／次，倒置荧光显微镜下观察，照相记录。
１．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定

ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ及ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ分别转染
ＢＨＫ－２１细胞，４８ｈ后收集细胞，提取细胞总蛋白，
测定蛋白浓度后经 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测该蛋白的表达
情况。先进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，再经转膜、封闭，
然后以抗坦布苏病毒阳性小鼠血清体为一抗，辣根

过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ为二抗进行反
应，ＥＣＬ显影观察结果。

２　结果与分析

２．１　鸭坦布苏病毒ＭＴａｓｅ基因的ＰＣＲ扩增
由图１可知，以含有鸭坦布苏病毒 ＪＳ８０４株全

长基因的ｃＤＮＡ为模板，采用所设计的特异性引物
扩增 ＭＴａｓｅ基因全长，结果扩增的片段大小约为
９００ｂｐ，与预期片段大小相符。

２．２　重组质粒ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ的ＰＣＲ和双酶
切鉴定

由图２可知，菌液 ＰＣＲ结果显示，挑取的单克
隆均为阳性，可扩增得到与 ＭＴａｓｅ大小一致的 ＤＮＡ
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片段。利用 ＸｈｏⅠ、ＳａｃⅡ对重组质粒 ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－
ＭＴａｓｅ进行双酶切，结果显示出现２条特异性的条
带，一条大小约为４３００ｂｐ，为 ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ载体条
带，另一条大小为９００ｂｐ，与ＭＴａｓｅ大小一致。测序
结果显示，ＭＴａｓｅ基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ发布的序列
同源性达９９％。结果表明真核质粒 ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－
ＭＴａｓｅ构建成功。

２．３　重组质粒ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ的转染效果
采用脂质体转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００介导

ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－ＭＴａｓｅ转染至ＢＨＫ－２１细胞，２４ｈ固
定间接免疫荧光检测表达情况。通过倒置荧光显

微镜观察，由图３可知，正常未转染细胞无绿色荧
光，而重组质粒转染细胞能观测到绿色荧光，荧光

多数位于细胞质中，表明重组质粒 ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ－
ＭＴａｓｅ能成功转染至ＢＨＫ－２１细胞中，其转染效率
未受外源插入蛋白的影响。

２．４　ＤＴＭＵＶＭＴａｓｅ在ＢＨＫ－２１细胞中的表达
由图４可知，经ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检验，重组ＤＴＭＵＶ

ＭＴａｓｅ蛋白与坦布苏病毒阳性小鼠血清能发生特异
性结合，条带分子量大小约３０ｋｕ，表明重组ＤＴＭＵＶ
ＭＴａｓｅ蛋白具有免疫反应活性。

３　讨论

鸭坦布苏病毒作为黄病毒科、黄病毒属、恩塔

亚病毒群的重要成员，自２０１０年４月来，该病迅速
传播到我国绝大部分养鸭地区，不仅给养鸭业带来

了很大经济损失，而且极大地影响和制约了我国养

鸭业乃至畜牧业的稳定健康发展［２］。因此，除了快

速研制针对性的疫苗外，深入探索坦布苏病毒致病

性、病毒蛋白质的结构功能及快速简便的临床检测

方法，也成为现阶段防控坦布苏病毒病发生的重要

技术手段。

ＮＳ５蛋白是坦布苏病毒基因组编码最大的蛋白
质，蛋白质分子量可达１００ｋｕ，是黄病毒中最为保守
的蛋白。而坦布苏病毒 ＮＳ５蛋白的 Ｎ端前９００ｂｐ
为甲基转移酶活性的主要活性区，同时具有 Ｎ－７
和２′－Ｏ这２种甲基转移酶活性且对 ＲＮＡ序列有
依赖性，参与病毒基因组 ＲＮＡ复制。有研究发现，
当ＭＴａｓｅ的甲基化位点发生突变时，其病毒复制的
能力将显著降低［６］。同时，ＭＴａｓｅ蛋白对宿主抗病
毒反应也有拮抗作用，西尼罗病毒 ＭＴａｓｅ蛋白的
２′－Ｏ甲基化功能区可以下调一种干扰素诱导产生
蛋白的表达，进而使病毒逃避宿主的天然免疫反

应，具体作用机制和生物学反应过程迄今尚不明

确［７］。鉴于此，ＭＴａｓｅ作为 ＤＴＭＵＶ的主要蛋白酶，
与其他非结构蛋白共同作为病毒基因组复制和转

录的承载体，负责蛋白翻译后的切割、修饰等重要

过程，在ＤＴＭＵＶ病毒粒子成熟和复制过程中承担
重要角色。又由于 ＭＴａｓｅ在黄病毒属病毒中具有
高度保守的氨基酸序列［７］，因此可以作为研究抗坦

布苏病毒相关药物和疫苗的关键靶标。目前，关于

坦布苏病毒ＭＴａｓｅ蛋白相关研究较少，本研究通过
克隆 ＤＴＭＵＶＭＴａｓｅ蛋白编码基因，并成功克隆至
ｐＣＭＶ－Ｆｌａｇ真核表达载体，通过间接免疫荧光和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试验检测，发现 ＭＴａｓｅ蛋白表达成功。
本研究获得的重组坦布苏病毒 ＭＴａｓｅ蛋白可作为
包被抗原，建立ＥＬＩＳＡ方法来检测血清中的抗体水
平，亦可以用来筛选具备诊断功能／中和活性的单
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克隆抗体，此外，还为研究坦布苏病毒的感染致病机

制提供了基础。
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不同生物饵料对口虾蛄幼体发育的影响

逯云召１，于燕光１，马　超１，贾　磊１，薄其康１，孙晓旺２，陈春秀１

（１．天津市水产研究所，天津３００２２１；２．天津市农村社会事业发展服务中心，天津 ３００３８４）

　　摘要：为研究不同生物饵料对口虾蛄幼体发育的影响，将口虾蛄幼体期分为１１期（Ｚ１～Ｚ１１），其中Ｚ１、Ｚ２不摄食，

Ｚ３以后开口摄食。根据试验设计，将苗种投喂分为３个阶段，第一阶段为 Ｚ３～Ｚ６，第二阶段 Ｚ７～Ｚ８，第三阶段 Ｚ９～

Ｚ１１。在各阶段分别投喂小球藻、轮虫、卤虫无节幼体、卤虫和桡足类以筛选适宜饵料并在此基础上开展第一饵料养殖

试验。结果表明，在口虾蛄幼体发育过程中，单一饵料无法满足口虾蛄幼体发育需求。随着幼体发育，需要及时更换、

添加新的饵料，从规格、营养上满足幼体摄食需求，保证幼体的能量供应，促进发育。本研究中，各阶段分别投喂不同

饵料，Ｚ３～Ｚ６投喂卤虫无节幼体，Ｚ７～Ｚ８投喂卤虫无节幼体＋桡足类，Ｚ９～Ｚ１１投喂卤虫均是可行的。
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　　口虾蛄（Ｏｒａｔｏｓｑｕｉｌｌａｏｒａｔｏｒｉａ）俗称皮皮虾、螳螂
虾、濑尿虾，广泛分布于我国各海区，是重要的海洋

经济甲壳类，其肉蛋白含量高，氨基酸含量丰富、口

味鲜美，深受广大消费者喜爱［１］。由于海洋污染及

过度捕捞等原因，造成海洋渔业资源逐渐枯竭，其

捕获量逐年降低，市场价格不断攀升，因此开展口

虾蛄全人工繁育，对这一优质品种进行开发利用保

护势在必行。

国内外学者经过多年试验，在口虾蛄的基础生

物学、亲本培育、人工繁育等方面均取得一定成果。

日本学者Ｈａｍａｎｏ对虾蛄产卵孵化、幼苗发育、生长
变态等方面进行了详细的研究，为口虾蛄全人工繁

育及养殖奠定了基础［２－４］。菅腾在室内人工模拟条

件下，对口虾蛄行为特征进行观察研究，发现在自

然光条件下，口虾蛄有明显昼夜节律，并对其洞穴

选择、游动、领域和清洁行为做了详细描述［５］。王

波对口虾蛄幼苗基本生物学特征进行研究，具体描

述了亲本习性、繁殖特征、幼苗发育分期的主要特

征［６－７］。刘海映对口虾蛄人工繁育做了多年研究，

观察描述了口虾蛄受精卵胚胎发育，度量了幼体早

期发育的形态特征，比较幼体各发育期消化酶活

性，分析各阶段饵料食性，指出口虾蛄幼体发育过

程中其食性存在明显由偏植食性向肉食性转换，口

虾蛄仔虾表现出纯肉食性［８－１１］。张年国对口虾蛄
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