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摘要:家蚕核型多角体病毒(BmNPV)ie1 基因是BmNPVDNA复制的必需基因,其编码的IE1蛋白能够反式转录

激活杆状病毒早期基因的表达.为了进一步研究IE1蛋白在家蚕核型多角体病毒感染宿主过程中具体的功能,研究

通过PCR扩增BmNPVie1 基因片段,亚克隆到原核表达载体pET32,获得重组质粒pET32-IE1,经测序正确后,

转化至大肠杆菌BL21(DE3)表达菌株.通过IPTG诱导融合蛋白原核表达后,初步纯化收集抗原,免疫新西兰大白

兔,制备IE1多克隆抗体.应用制备的免疫兔血清进行 Western-blot分析,结果显示多克隆抗体能特异识别BmN-

PV的IE1和IE0蛋白.免疫荧光结果同样显示IE1蛋白定位于宿主细胞核病毒复制中心.IE1抗体制备的成功为进

一步研究IE1在病毒感染家蚕中的作用机理奠定了基础.
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家蚕核型多角体病毒(Bombyxmorinucleopolyhedrovirus,BmNPV)是家蚕(Bombyxmori)养殖过程

中危害最为严重的病原微生物之一,每年都给我国蚕业发展带来巨大的经济损失[1].1999年,随着Gomi

等人对BmNPVT3株全基因组序列的报道,BmNPV的分子生物学研究在过去二十年得到了较快的发

展[2].越来越多的BmNPV基因功能的发现,为家蚕疾病的防治与应用提供了理论基础.

涉及BmNPVDNA复制的基因最初是在苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒(AcMNPV)中通过温度敏感突

变体和瞬时复制检测到的[3].实验发现核型多角体病毒DNA复制必需有6个基因的参与,这些基因包括

dnapol,解旋酶(p143),lef-1(晚期表达因子1),lef-2,lef-3和ie1[4].ie1 作为杆状病毒早期基因反式转

录激活因子,它可以结合到增强子序列(hr序列)上.最近研究表明AcMNPVIE1N端23个残基特异性结

合到DNA复制起点,且这23个残基能够介导DNA复制活动和转录激活的磷酸化作用[5].Schultz,K.L.

等研究还发现转录激活因子ie1 基因能够触动细胞的凋亡反应[6].尽管经过多年的研究已经鉴定了IE1的
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多种功能,但是随着分子生物学研究水平的发展,IE1和宿主相互作用机理在蛋白水平上的调控仍需要进

一步鉴定.因此,IE1抗体的制备显得尤为重要[6].

为了解决这一难题,本研究拟克隆BmNPV中ie1 基因,利用原核表达系统,获得IE1蛋白,制备兔源

多克隆抗IE1抗体,并且鉴定Anti-IE1抗体在宿主细胞中的特异性,旨在为开展BmNPV的复制机理和致

病机理研究奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材 料

家蚕核型多角体病毒(BmNPV)T3株,BmN-SWU1细胞[7],原核表达载体pET32,大肠杆菌感受态

细胞DH5α和BL21(DE3)均由本实验室保存,新西兰大白兔购自重庆腾鑫比尔实验动物销售有限公司.

限制性内切酶、DNALigationKit、DNA Marker和IPTG购自日本TAKARA公司;PVDF膜购自

Roche公司;FITC和 HRP标记的山羊抗小兔IgG二抗、DAPI购自碧云天公司;PCR凝胶回收试剂盒购

自Promega;超纯质粒提取试剂盒购自重庆鼎国;弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自sigma;其余试剂均

为国产分析纯.

1.2 原核表达质粒的构建

根据对IE1蛋白多肽特异性的预测选择IE1N端400bp左右的片段来构建原核表达载体.以BmN-

PV基因组为模板,引物F:CGCGGATCCTGTGATAAACAACAGCCC;R:CCGGAATTCGTCCAAG-

TATTCGTCCAG(下划线部分为限制性内切酶)进行PCR反应.PCR反应条件:95℃4min,94℃

40s,52℃40s,72℃30s.循环扩增30次,最后72℃延伸10min结束扩增,扩增产物于1.5%琼脂

糖凝胶进行电泳分析.

PCR产物从琼脂糖凝胶上切胶回收,经Bam HI 和EcoRI 双酶切后过柱回收,与同样双酶切的

pET32载体连接,并转化大肠杆菌DH5α感受态细胞.挑取抗氨苄霉素阳性克隆,提取质粒并测序鉴定,

验证正确的pET-32质粒转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞.

1.3 原核表达和SDS-PAGE
转化菌株37℃过夜培养,次日,以1∶100的体积比接种至20mL含氨苄霉素(终浓度100μg/mL)的新

鲜LB液体培养基中,37℃振荡培养至A600约为0.6,分别加IPTG至终浓度为0.2mmol/L和lmmol/L,

继续在37℃下诱导表达3h,各取1mL菌液,12000g离心5min,弃上清,向沉淀中加入80μL1倍

的PBS和20μL上样缓冲液,混匀,沸水浴加热10min,作为总蛋白样;其余菌液在4℃,12000g离

心15min,去上清后冰上加1mL1倍PBS吹打悬浮后移至1.5mL离心管,冰水混合物上超声波破碎

5~10min,10000g,4℃离心15min,吸出上清至另一离心管,取80μL上清和20μL上样缓冲液沸水

煮10min,沉淀中加80μL1倍的PBS和20μL上样缓冲液煮10min,12%分离胶电泳检测.将鉴定好

的表达IE1蛋白的阳性克隆扩大到400mL进行培养.

1.4 多克隆抗体的制备

纯化后的IE1蛋白与等体积的弗氏完全佐剂混合均匀,颈部皮下注射给新西兰大白兔(50μg/只).两

周后注射弗氏不完全佐剂与蛋白的混合液,以后每隔两周注射1次,一共免疫4次后心脏采血,收集的血

清即为多克隆抗体.用ELISA方法测定其效价.

1.5 Western-blot分析

取BmNPV感染的BmN-SWU1细胞中提取的蛋白质样品经裂解后,加5×SDS-PAGE上样缓冲液,
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煮沸5min后离心5min,取上清液进行电泳(分离胶浓度为12%).电泳结束后将胶上蛋白质电转移至

PVDF膜上,将PVDF膜置于封闭液(含5%脱脂奶粉的TBST)中室温封闭1h,以1∶2000稀释比例加入

制备的多克隆抗体,室温孵育1h,用TBST洗膜6次,每次5min.以1∶20000的比例加入HRP标记的

羊抗兔IgG,室温孵育1h,用TBST洗膜6次,每次5min,加ECL显色[8].

1.6 免疫荧光分析

将无菌爬片置于24孔培养板,然后按每孔1×105 接种细胞,28℃培养,然后按特定时间加入病毒.用

PBS(PH7.4)洗涤2次,每次5min.预冷的4%多聚甲醛室温固定15min,PBS洗涤3次,每次5min.

0.1%TritonX-100室温通透10min,PBS洗涤3次,每次5min.加封闭缓冲液37℃ 孵育1h,加入Anti-

IE1(稀释比例1∶200)37℃孵育1h,PBS洗涤6次,每次5min.按1∶500加入FITC标记的山羊抗兔

IgG,孵育37℃1h后每孔加入100μLDAPI室温15min.最后取出爬片后固定于载玻片上在共聚焦显微

镜下观察.

2 结 果

2.1 ie1基因的克隆及原核表达载体构建

从BmN-SWU1细胞中提取BmNPV基因组,用PCR扩增出一条特异的400bp左右的DNA片段,其

大小与预期的相符.PCR产物酶切后连接到pET32载体上,获得重组质粒pET32-IE1,提取质粒双酶切分

析所切片段为400bp(图1).序列测定结果显示所连接片段核苷酸序列与ie1 基因相同,表明ie1 原核表达

载体构建成功.

2.2 重组蛋白原核表达和SDS-PAGE电泳

原核表达载体pET32-IE1导入大肠杆菌BL21(DE3)中,挑取单克隆于LB液体培养基中培养,并用

0.2mmol/L和1mmol/LIPTG分别诱导表达后,进行SDS-PAGE分析,与未诱导对照组对比,结果显

示含重组质粒的菌液在44kDa处左右处出现一条较高浓度的特异诱导表达条带(pET32融合标签大概

18kDa,IE1大概13kDa,因为IE1N端是以二聚体的形式存在,所以融合蛋白分子大小为44kDa).实

验结果与预期的IE1融合蛋白分子量相当,表明BmNPVie1 基因已经在大肠杆菌BL21(DE3)中融合表

达(图2).

图1 重组质粒pET32-IE1酶切图谱 图2 SDS-PAGE检测pET32-IE1融合蛋白表达

2.3 Westernblot分析

使用镍柱进行亲和纯化,纯化后原核表达IE1蛋白免疫4次新西兰大白兔后,采血并进行效价检
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M:泳道为蛋白分子 Marker;

1:泳道为内源性蛋白检测;2:泳道为融合蛋白检测.

图3 WesternBlot分析多克隆抗体Anti-IE2的特异性

测,经硫酸铜法检测,抗IE1效价达到三万四.为

了验证制备抗体的特异性,我们采用 Westernblot
对BmNPV感染后的BmN-SWU1细胞蛋白进行检

测,结果显示IE1抗体能够特异性识别两条蛋白大

小相近的条带,与预期的结果相同(IE1蛋白和另

一个早期表达蛋白IE0,如图3).我们分析可能是

因为IE0是IE1的一部分,它从一个较大的已剪切

的 mRNA翻译得来,这对我们后续的实验结果并

没有影响[9].说明多克隆抗体 Anti-IE1可以特异的

识别IE1蛋白.

2.4 免疫荧光分析

为了验证 Anti-IE1能否在细胞中特异的对IE1
蛋白进行核定位研究,我们对 BmNPV 感染后的

BmN-SWU1细胞进行IE1核定位分析,结果表明IE1抗体能够特异的识别IE1蛋白,并定位于BmN-

SWU1细胞核内(图4).以上结果充分说明IE1抗体可以用于以后的免疫荧光分析.

图4 共聚焦显微镜分析BmNPV感染BmN-SWU1后,Anti-IE1检测IE1蛋白在细胞中的定位

3 讨 论

ie1 基因是杆状病毒ORF中最早发现功能的基因之一,随着分子生物学技术的发展,对IE1的功能解

析越来越透彻,发现IE1涉及到从转录激活DNA复制,DNA损伤,细胞凋亡等一系列调控[10-12].这就标

志着IE1在宿主细胞调控方面有着很重要的作用,因此在今后对杆状病毒调控宿主功能的解析将会是未来

研究的方向,IE1抗体将会在一系列的基础研究中起着关键的作用,鉴于目前市场上还没有发现有杆状病

毒IE1的抗体制备,我们尝试制备IE1多克隆抗体.

本研究通过对ie1 的原核表达制备出Anti-IE1抗体,在原核表达的过程中我们还发现IE1N端以二聚

体的形式存,在这也正好印证了以前的研究结果[5].同时对Anti-IE1抗体在蛋白水平进行了检测,我们发

现Anti-IE1能够检测到两条特异的条带,分别是IE0和IE1,并且亚细胞定位分析发现IE1定位于细胞核

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.cn     第36卷



内BmNPVDNA复制中心,这一结果从侧面证实IE0是IE1的一部分[13].因为IE1功能的特殊性,其能在

转录水平和翻译水平充当病毒极早期基因检测的标志,为以后的研究工作提供了很大的帮助[14].并且IE1
蛋白只定位于细胞核内的病毒DNA复制中心,也能为将来研究病毒基因的细胞定位以及研究BmNPV复

制机制提供帮助[15].
最近研究表明IE1参与细胞凋亡反应,由于凋亡反应涉及很多蛋白通路的调控,若没有特异性的抗体

对病毒宿主相互作用的研究将无法进行下去[16-17].因此制备特异性的IE1抗体不但能够帮助我们更进一步

制备IE1单克隆抗体提供借鉴,而且将会为IE1功能解析以及抗病毒的研究提供很重要的帮助.
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ofBombyxmorinucleopolyhedrovirusIE1
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2.KeyLaboratoryforSericultureFunctionalGenomicsandBiotechnologyofAgriculturalMinistry,
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Abstract:Bombyxmorinucleopolyhedrovirus(BmNPV).ie1geneisessentialforviralDNAreplication,

andtheIE1proteinencodedbyitcantranscriptionallytransactivatetheexpressionoftheearlygenesof

baculovirus.InordertofurtherstudythespecificfunctionofIE1proteinintheprocessofBmNPVinfec-

tion,weamplifiedtheBmNPVie1genefragmentbyPCRandsubcloneditintotheprokaryoticexpression

vectorpET32,thusobtainingtherecombinantplasmidpET32-IE1.AfterpET32-IE1nucleotidewascor-

rectlysequenced,itwastransformedintoE.colistrainBL21(DE3).Aftertheprokaryoticexpressionof

fusionproteinwithIPTGinduction,theantigenwaspreliminarilypurifiedandwasthenusedtoimmunize

NewZealandwhiterabbitstopreparethepolyclonalantibody.Western-blotanalysisoftheimmunerabbit

serumshowedthatthepolyclonalantibodyspecificallyidentifiedtheexpressionofIE0andIE1protein.Im-

munofluorescenceresultsalsoshowedthattheIE1proteinwaslocatedattheviralreplicationcenterofthe

infectedcell.ThesuccessfulpreparationoftheIE1antibodyhaslaidafoundationforthefurtherstudyof

themechanismofIE1geneduringviralinfectionofthehost.

Keywords:Bombyxmori;Bombyxmorinucleopolyhedrovirus;IE1;prokaryoticexpression;polyclonal

antibody
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