
猴免疫缺陷病毒衣壳蛋白p27在大肠杆菌中的表达及纯化
李 敏1，马兰芝1，白杰英1，刘 一1，赵彦斌1，王洪宝1，丁璐静1，武文卿2，孙兆增1，曾 林1
（1.军事医学科学院实验动物中心，北京 100071；2.军事医学科学院科技部，北京 100850）

   【摘要】 目的 获得用于SIV检测的衣壳蛋白p27重组抗原。 方法 利用生物信息学软件选择衣壳蛋白p27抗原表位集中的区域，合成SIV p27基因；将该基因与pMAL-p5x载体连接构建pMAL-p5x
-p27重组质粒，并转化大肠杆菌BL21中，诱导表达；用Amylose Resin亲和层析柱对表达产物进行纯化。 结果 SDS-PAGE分析显示，pMAL-p5x-p27重组质粒可在大肠杆菌中高效表达，表达产物分子量约为70×103Da；经纯化获得目的蛋白p27纯度可达90%。结论 本研究利用原核表达系统成功表达了SIV p27蛋白，为SIV检测方法的建立奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To obtain capsid p27 of SIV for detecting . Methods The p27 gene of SIV was synthesized and inserted into pMAL-p5x vector to construct pMAL-p5x-p27 recombinant plasmid.And then the recombinant plasmid was transformed into E.coli BL21 to express protein and the express product was purified by Amylose Resin maltose-binding protein affinity column. Results SDS-PAGE analysis indicated that pMAL-p5x-p27 can be expressed in E.coli BL21 and the protein molecular weight was about 70×103Da; The final p27 protein purification could reach 90%. Conclusion p27 of SIV was successfully expressed in E.coli，which lays a foudation for developing the methods of detecting SIV antibody.
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猴免疫缺陷病毒( Simian Immunodeficiency Virus, SIV) 又名猴艾滋病病毒，是猴获得性免疫缺陷综合征(Simian Aquired Immune Deficiency Syndrome, SAIDS) 的致病病毒[1]。研究人员于1985年第
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一次从饲养的猕猴体内分离到SIV[2,3,4]。SIV 感染主要破坏免疫系统，可导致细胞免疫和体液免疫缺陷。猕猴感染SIV可能会在其感染后期发展成为猴艾滋病（SAIDS），SAIDS是一种慢性传染病，致死率高，严重威胁猴群健康。  因此，及时、准确的检测出SIV，并控制其传播，对于猴群的健康及生产具有重要意义。
SIV与人类免疫缺陷病毒(Humanimmunodeficiency virus，HIV) 基因同源性高，其形态、理化特性、分子生物学特性和致病机制均与HIV十分相似[5]。SIV感染猴可以作为研究人类艾滋病的理想动物模型，用于艾滋病的各项研究[6, 7]。在模型的构建中，需检测SIV的病毒水平来进行评价。
衣壳蛋白p27 [8]，是SIV病毒颗粒的主要结构蛋白，其氨基酸序列高度保守，并含有诱导机体体液免疫和细胞免疫的主要抗原决定簇，被认为是SIV抗原检测的标志物[1]。因此，获得p27纯化蛋白对SIV检测方法的建立具有重要意义[9]。国内已有利用p27进行检测试剂盒的研究[10-12]，但目前还未见商品化的p27抗原检测试剂盒的报道。
本研究利用基因合成方法，合成SIV衣壳蛋白p27的特异性抗原表位基因，成功构建了pMAL-p5x-p27重组质粒，诱导其在大肠杆菌中高效表达，并对所表达蛋白进行纯化，以期为 SIV检测试剂盒的研制奠定基础。
1  材料与方法
1.1 材料
大肠杆菌DH5α、BL21（DE3），表达载体pMAL-p5x由本实验室保存；限制性核酸内切酶、T4DNA连接酶为宝生物公（TaKaRa）产品；质粒提取试剂盒为QIAGENE公司产品；PCR 产物回收试剂盒为QIAGENE公司产品；DNA分子量标准为康为世纪公司产品；蛋白质分子量标准为康为世纪公司产品；葡萄糖为国产分析纯试剂；IPTG为进口分析纯试剂，Amylose Resin亲和层析柱为NEB公司产品。
1.2 方法
1.2.1 基因合成
从GenBank上获得SIV的p27基因序列，利用生物信息学软件选择衣壳蛋白p27抗原表位集中的区域，并在基因序列5’和3’端分别添加NdeⅠ和EcoRⅠ酶切位点；该基因片段由上海捷瑞生物工程有限公司合成，合成序列全长753bp，命名为p27。
1.2.2 重组表达质粒的构建
    将合成的含有p27基因的质粒和表达载体质粒pMAL-p5x同时用NdeⅠ和Eco RⅠ进行双酶切，回收双酶切片段；用T4 DNA连接酶进行连接，构建重组质粒pMAL-p5x-p27；重组质粒转化BL21感受态细胞，提取质粒进行PCR及酶切鉴定，筛选阳性重组质粒。
1.2.3 p27 重组蛋白的诱导表达
     取阳性单菌接种于含有氨苄及10 mmol /L葡萄糖的LB培养液，37℃培养至至OD值为0.4-0. 6，加入终浓度为0. 3 mmol /L 的IPTG，30℃诱导4 h，离心收集菌体，进行10% SDS-PAGE分析。
1.2.4  p27重组蛋白的纯化
将1L上述诱导后收集的表达菌体，用25mL柱上样缓冲液重悬，-20℃过夜，第二天将其溶化后，置于冰浴中进行超声破碎20min（15 min（超声5 s，间歇15 s）；4℃ 20000r 离心20 min，收集上清；采用Amylose Resin亲和层析柱纯化目的蛋白，用包含10 mmol /L 麦芽糖的上柱缓冲液进行洗脱，收集纯化蛋白，进行10% SDS-PAGE电泳分析。
2 结果与分析
2.1 合成基因的鉴定
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p27合成基因的PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳显示，PCR 产物大小约为750bp（见图1），与p27基因相符，证实合成基因正确。
2.2 重组表达质粒的鉴定
重组表达质粒用NdeⅠ和Eco RⅠ双酶切，经琼脂糖凝胶电泳显示，可见约为5700bp和 750bp两条DNA条带（见图2），一条为p27目的基因片段，约750 bp；另一条为pMAL-p5x载体基因片段，大小约为5700bp。经测序鉴定，目的基因序列与预期相符。
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2.3 p27重组蛋白的诱导表达
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pMAL-p5x-p27融合蛋白经10%SDS-PAGE电泳分析，可见约70×103 Da的明显条带（见图3），与预期重组蛋白分子质量大小一致。
2.4 p27重组蛋白的纯化
诱导产物经超声波破碎获得的上清用麦芽糖结合蛋白亲和层析柱纯化，经10%SDS-PAGE电泳分析，可见获得纯的p27重组蛋白（见图4）。

3 讨论
选择重组蛋白表达系统时，需要考虑表达产物的产量、可溶性、纯化效果等。本试验选用可以高效融合表达的pMAL-p5x 原核表达载体，这种载体系统可以产生麦芽糖结合蛋白融合的重组蛋白，增强了重组蛋白的可溶性。并且本试验对诱导表达温度、时间和IPTG浓度进行优化，选择用浓度为0.3 mM IPTG在30℃低温诱导4h来增加蛋白的表达量和可溶性。试验结果证明表达的p27融合蛋白表达量高，且多以可溶形式存在，为表达蛋白的纯化提供了便利。本试验采用麦芽糖结合蛋白亲和层析柱纯化方法，此法操作简单、经济方便，纯化效果好。经纯化获得目的蛋白纯度可达90%，纯化获得的p27融合蛋白为诊断试剂的研发奠定了基础。
SIV的衣壳蛋白p27氨基酸序列比较保守[8]。利用p27抗原和p27抗体，可以在细胞和体液水平对SIV感染猕猴动物模型进行研究，对艾滋病的相关机制研究、疫苗研发及其免疫策略有效性进行评价[13]。因此，本试验中我们选取SIV的p27基因来进行研究。
本试验根据NCBI已发表SIV p27基因序列，设计合成p27基因；应用DNA重组技术，成功构建出重组质粒pMAL-p5x-p27；完成了重组质粒pMAL-p5x-p27在大肠杆菌BL21（DE3）中的高效表达。综上所述，本研究为SIV检测试剂盒的研究及应用奠定了一定基础。
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图2  pMAL-p5x-p27重组质粒的酶切鉴定


Fig. 2  Restriction map of recombinant plasmid


注:1. 经NdeⅠ和Eco RⅠ双酶切的pMAL-p5x-p27重组质粒; 2.DL2000 DNA Marker


Note: 1. pMAL-p5x-p27 plasmid was digested with restriction endonuclease NdeⅠand Eco RⅠ;


2.DL2000 DNA Marker








图1  p27 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳


Fig. 1  Amplication of p27 DNA fragment by PCR


注：1.p27 PCR产物; 2.DL2000 DNA Marker


Note: 1.p27 PCR product; 2.DL2000 DNA Marker 








图4  融合蛋白纯化后的 10%SDS-PAGE 电泳


Fig. 4  10%SDS-PAGE analysis of purified product


注：1.蛋白marker; 2. 纯化后的pMAL-p5x-p27表达菌; 3.未经纯化的pMAL-p5x-p27表达菌


Note: 1. Protein marker; 2. Purified product of pMAL-p5x-p27; 3. unpurified product of pMAL-p5x-p27








图3  表达产物的10%SDS-PAGE 电泳


Fig. 3  10%SDS-PAGE analysis of expressed products


注：1.蛋白分子量marker; 2. pMAL-p5x-p27诱导表达菌;


3. pMAL-p5x 空载体诱导表达菌; 4. pMAL-p5x-p27未诱导表达菌


Note:1.Protein molecular standard; 2. pMAL-p5x-p27 induced expression product;


 3. pMAL-p5x induced expression product; 4. pMAL-p5x-p27 uninduced expression product









