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兔病毒性出血症3C 基因荧光表达载体的构建

及其在293T细 胞中的表达
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摘要：目的构建EGFP与3C融合表达的真核表达质粒 ，为研究RHDv3C蛋白在病毒感染中的作用提供墓

础。方法RHDV3C荃因的片段经过反转录成cDNA ，纯化的PCR产物经及。尺I和Sall双酶切后克 隆到pEG -

FP一cl载 体，构建EGFP与3C融合表达的真核表达质粒 。pEGFP ? Cl一3C 真核表达载体转染293T细胞 ，24h

后荧光显微镜检测及Weslenol,lot检测EGFP一3C融合蛋 l勺表达情况。结果2411后荧光显微镜及West., r,, l,lot

检测表明RHDV3C之酬司全长编码序能够成功插人到pEGFP一Cl载体 。结论EGFP一3C融合表达质粒能够被

成功构建，从而有助于探索R1一DV3C蛋白在RllDV感染过程中的功能 ，为深人探讨RHDV的防治提供基础 。
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ConstructionofpEGFP 一CI一3Cplasmidaboutrabbitviralhemorrhagic

diseaseanditsexpressionin293Tcells

LIUPeng, , cHENQuu: lga:， 了，Yu人NHo,191、 ua', zHANcJi：、ping, , wu LianlianZ ,

Hul\：。knn 『，cHENne:lji ．、
2 ,

zHuxiaoron 扩
’

(1 ． 】lesearcl,Ccn [er forNeurohiol。 留， XuzllouhledicalU：。ivorsi [y, Xuzl, ou, Jian 邵t, 221004CI、ina;

2.Lal,olaloryA:,i:11alCen [er, XuzllouMcdicalUnivcrsity)
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provideevide., ce fori. lvcs[ igationofIllefunctio:,ofrabbitl、 e:, lorrl,agicdiseasevirus(RHDV)3Cproteininviral infec -

tiull,MetliodsTllecDNAfragnlentofRllDV3C wasreverse一 transcribodintocDNA . Tllen [llepuri6edcDNAprod -

ucts、、 ere' 11 罗 sledb )' EcOR1andSal1 enzyn，。sa: ldclo,iedinto a pEGFP一CI vector forconstructionof a recombinant

euka 叮olicl )laslllidpEGFP一3C . rl'11epEGFp一3Cplasmid was transfectedinto293Tcellsandtllelevelof3c [l, erewer。
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兔病毒性出血症（RHD）是由兔病毒性出血 症

病毒（RHDV）引起的一种高度接触性 、急性致死性

传染病，以肝脏坏死 、呼吸系统的出血、实质脏器的水

肿、出血、淤血为特征。RHD又 称兔瘟 ，在兔中是一

种烈性传染病I’一”l 。
1984 年该病首次在中国爆发，并

迅速扩散到全球 ，1995 年欧洲的另一种兔瘟病毒在澳

大利亚爆发 ［sJ ,
20ro 年有报道称兔瘟病毒在法国传

播并造成大量的家兔和野兔死亡
t'l ，

此外还有报道称

名为 RHDVa的变异株在德国 、意大利、法国和美国出

现过 t5一吕1 。
RHDv基因组含2个开 放阅读框（ORF):

0叮1 和。眼。 其中ORFI 编码一条相对分子质量

257000 的多聚蛋白 ，并经切割形成prol 、proZ 、Zc 一

Iik。 蛋白酶、pro3 、VPg 、3C一llke 蛋白酶、RNA复制 酶

及vP6o ，其中VP6o为 衣壳蛋白 ，是RHDv的 主要抗

原区域，。 明 与ORFI 部分重叠，编码相对分子质量
1。 刊、、 献iV理 箫自 。

目前对RHDv 感染及致病机制 还知 之甚少

RHDv 各蛋白在感染中的作用更是鲜有报道。

此，本研究首次克隆RHDV3C蛋白 全长基因

为

其插人pEGFP一Cl 真核表达载体 中，

并将
从而构 建
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pEGFP一C1一3C融合表达质粒 ，后经酶切及测序鉴

定正确 ，并通过转染 293T细胞 ，通过westemhiot鉴

定其在细胞中的成功表达 ，为进一步研究 3 C基因

的定位 、功能 ，揭示其在 R H D V 感染及致病中的作

用奠定了基础 。

材料和方法

1 . 1 主 要 试 剂 及 病 毒 典 型RHD症状病死兔肝

脏 、293T细胞 、pEGFP一cl质粒均为本实验室保存 ，

工具酶购自Ne、 v englandblolabs公司 ，Trizol购自

人二bion ，胎牛血清为Gibcol41 ，脂质体 2000购自In -

vittogen公司 ，DMEM高糖培养基为cibc。 ，小鼠源

EGFP一抗购自abcam ，配胶试剂盒购自碧云天公

司，引物由生物工程股份有限公司合成 ，反转录试剂

盒购自天根公司 ，感受态 DH5a 购自天根公司 。

1 .2 3 C 基因真核表达载体的构建本研究参照已

经报道的RHDV基因组序列设计扩增引物 ，并由生

工生 物工 程 股 份有限公司合成。上游引物EGFP一

3C一F:GAGGAATTCTATGGGCCTACCTGG叨叮 －

TATGAG ；下游引物EGFP一3C一R:GCGGTCGACT-

TATTCGTAAACTCCCTITGTGA 。 首先 ，提取感染

RHDV 兔肝脏的总 RNA ，按照天根反转录试剂盒说

明书操作进行反转录。经PCR扩增之后进行 琼脂

糖凝胶电泳 ，切胶回收3C基因 。回收的目的片段

和相应的载体分别经及。Rl和Sall双酶切 ，经琼

脂糖凝胶电泳纯化回收后 几DNA连 接酶链接。转

化感受态DH5a 、经卡那霉素抗性平板筛选阳性克

隆后进行双酶切鉴定后送公司进行测序。将该重组

载体命名为PEGFP一Cl 一3c 。

1 .3 3 C 基 因 的 表 达 将 重 组质粒pEGFP一C1 -

3C和空 载体质粒pEGFP 一C 1 分别用脂质体加 0 0

转染293T细胞 ，3 7 ℃ 孵 育 6 h 后 弃 去 上 清 液 ，换含

10％ 胎牛血清的DMEM高糖培养基 ，经37℃ 、5%

CO ：培养箱培养24h ，并实时观察细胞状态。

1 .4 3 C 基因的表达产物3C蛋白酶的鉴定取70

卜g 蛋白上样 ，soV电压下10%SDS一PAGE 凝胶电

泳，等条带到达浓缩胶与分离胶接触面时换成100

V 电 压 电 泳100min ，然后用半干电转仪将胶上蛋白

转移到NC膜上 ，转膜完成后用5%BSA封闭6h 。

然后加人小鼠抗EGFP单克隆抗体（l:1000;ab -

cam ) ,4 ℃过夜 。 加人相应的二抗（IRDyeTM6s0CM

标记的山羊抗小鼠抗体（1,200;U一COR)) ，室温避

光孵育lh ；、，ashingbuffer洗膜 。odyssey激光成像

系统扫描。

2 结 果

2 . 1 p E G F P一C I一3 C重组质粒的鉴定RH D V 3 C

基因全长编码序列大小为435bp ,P C R 扩增产物的

目的片段大小与理论值相符。该重组质粒经 君面R

I和sall双酶切鉴定有2条带且与理论值相符 。

对测序结果分析进一步证明该重组质粒是含有

RHDV3C基因全长编码 序列的重组质粒（图 1） 。

A .3CPCR 琼脂糖凝胶电泳鉴定结果 ；B.

EcoRI/Sall双 酶切琼脂糖凝胶电泳结果（nl.

000;1.acPCR;2 ． 重组载体的双酶切片段）

图1 琼脂糖凝胶电泳

重组载体

hlarkerDZ

2 .2 3 C 基因表达产物的 鉴定pEGFP一Cl一3C

质粒和空载体质粒分别转染293T细胞 ，24h后 荧

光显微镜检测其表达情况（图2) ，并收取样品 ，通过

Westem hiot 检测蛋白表达情况。

ECFP ? 3C

～ 一
J 口

A , EGFP明场组 ；B .EGFP荧光组 ；c .EGFP一3c明 场组；D .EGFP一3C 荧光组

图2 荧光显微镜检测表达情况（sP , x 20)



448 · 徐州医学1宪学报ACrrA人cADEMIAEMI二I)ICINAE xUZll0U 2016 ,36( 7)

结果显示 ，空载体组表达相对分子质量27000

的EGI中蛋白 ，而转染 l,l犯FP一Cl一3C 质粒组表达

相对分子质量 43000的蛋白条带 ，该条带大小与融

合蛋白理论大小相符。从而证实EGFP 一3C蛋白得

到了正确表达（图 3） 。
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3 讨 论

RllDV是一种十二而体 、无外包膜的正链 RNA

病毒，属于杯状病毒科 卜 ’”】 。
R H D v 基因组约为

7 .4kb ，其结构蛋白 v玛。约为2 . 2kb ［川 。
nHnv

有较强的致死性 ，但目前对病毒感染及致病机制知

之甚少 。而同种属的病毒中 ，3 C 蛋 白 酶 在 病 毒 的

感染及致病过程中发挥重要作用 ，其中脊髓灰质炎

病毒 3c蛋白酶〔” ］
与口蹄疫病毒 3 c 蛋 白 酶 均 可 诱

导细胞凋亡 ［'，〕 。
R H D v 3 c蛋白酶与脊髓灰质炎病

毒 3 C 蛋白酶 、口蹄疫病毒 3 C 蛋 白 酶 功 能 较 为 相

似。

pEGFP一CI质粒含有绿色荧光基因 ，绿色荧光

蛋白可以与 3 C 蛋 白 酶 在 宿 主 细 胞 内 融 合 表 达 。本

实验首先采用 R T一P C R技术从典型RH D症状病死

兔肝脏组织中扩增出 3 C基因。DNA序列 。 接着通

过PCR技术扩增出 3 C基因序列 ，以3C基因为目的

片段并且以 l)ECFP一cl质粒为载体构建pEGFP -

Cl一3C融合表达质粒 。载体经测序无误。随后 ，我

们通过脂质体介导方法将重组质粒pEGFP 一Cl -

3 C 和空载体质粒 pEGFP一cl 分别转染 293T细 胞，

37℃孵育611后换液 ，转染24h后荧光显微镜下检

测荧光表达情况 ，结果显示EGFP 一3C 与 EGFP组

均有大量绿色荧光表达。最后提取细胞总蛋白 ，通

过 跳 stem bolt方法鉴定融合蛋白的表达情况 ，结果

显示3C蛋白成功在293T细胞中成功表达 ，证明该

重组真核表达载体构建成功。

本实验的研究结果为以后对 3 C蛋白的功能 、

定位及揭示RHDV的致病机制研究奠定了基础 。
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