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摘要: 在兔出血症病毒 (ＲHDV) 主要结构蛋白 VP60 的 N 端插入双串联卵清蛋白 (OVA) CD8 + T 细胞表位 (OVA 第 257 － 264 位氨基酸)，研

究外源片段对 VP60 蛋白表达及病毒样颗粒 (VLPs) 装配的影响，分析 VP60 作为载体的可行性和对外源基因长度的耐受性。通过分子生物学方

法将双串联 OVA CD8 + T 细胞表位 (257 － 264aa) 插入至 ＲHDV 衣壳蛋白 VP60 基因序列的 N 端，得到重组 VP60 基因。利用杆状病毒表达系统表

达嵌合蛋白，并命名为 DN。经 ＲT － PCＲ、间接免疫荧光、SDS － PAGE、Western blot 方法鉴定嵌合蛋白 DN 的表达，利用电镜观察嵌合蛋白病毒

样颗粒的形成。结果表明嵌合 VP60 蛋白在杆状病毒表达系统中得到高效表达，且可形成与 ＲHDV VLPs 类似的病毒样颗粒。本研究为 VP60 作为

载体系统，有效提呈外源片段的研究提供了重要依据，同时也为 VLPs 疫苗的研制奠定了基础。
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carrying double OVA T － cell epitopes
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Abstract: The aim of present study was to investigate whether the amino acid insertion of VP60 could affect the expression of VP60 and the
ability of self-assembling into virus-like particles (VLPs) ． In order to obtain the chimeric protein of VP60 carrying double ovalbumin (OVA)

T － cell epitopes，the fragment of double OVA T － cell epitopes was inserted into the N － terminus of VP60． The recombinant baculovirus
( rAc － V － DN) was constructed using Bac － to － Bac baculovirus expression system． The chimeric protein named DN was expressed effec-
tively in insect cells and confirmed by ＲT － PCＲ，IFA，SDS － PAGE and Western blot． The chimeric protein was correctly expressed and
could self-assemble into VLPs by Electron microscopy analysis． This study is very valuable for enhancing the understanding of using ＲHDV －
VLPs as a carrier for foreign genes． Meanwhile，it would be useful for the development of VLPs vaccine in future．
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兔出血症 (Ｒabbit hemorrhagic disease，ＲHD) 是
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由兔 出 血 症 病 毒 ( rabbit hemorrhagic disease virus，
ＲHDV) 引起的一种急性、败血性、高度接触传染

性、致死性和以全身实质器官出血为主要特征的兔传

染病
［1］。ＲHDV 粒子的衣壳由一种 60 ku 的主要结构

蛋白 (VP60) 多重拷贝组成。研究发现 VP60 衣壳

蛋白在没有其他任何成分存在的体外条件下可自然聚

合成不包裹核酸的、与天然 ＲHDV 病毒粒子在物理

形态上类似的病毒样颗粒 (VLPs)［2 － 3］。
近年来，随着对 VLPs 研究的不断深入，VLPs 在
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体液免疫和细胞免疫中的活性已被人们认知，其在基

础研究、疾 病 预 防 及 疾 病 治 疗 方 面 的 优 势 愈 加 明

显
［4 － 5］。病毒样颗粒具有安全性高、免疫原性强、稳

定性好和可改造等优点。随着反向遗传学研究的不断

深入，一些病毒结构蛋白的非必需氨基酸序列逐渐被

人们所 发 现，这 些 氨 基 酸 的 缺 失 或 改 变 并 不 影 响

VLPs 的组装及其免疫原性
［6］。这一结果的发现使人

们对 VLPs 的改造有了理论基础，并在随后的研究中

也得以证实和应用
［7 － 8］。目标表位可通过基因操作插

入至 VLP 基因中，从而形成具有安全好、耐受性强

以及免疫原性高的疫苗。目前，VLPs 在预防性疫苗

的研制中已取得突破性进展，如人类免疫缺陷病毒样

颗粒、流感病毒样颗粒、肝炎病毒样颗粒等。种种迹

象表明，VLPs 疫苗将是未来疫苗发展的主题。
然而目前对兔出血症病毒样颗粒的研究较少，

Chen 等
［9］

研 究 显 示，VP60 P1 区 域 的 408、417、
423、425 等 41 个氨基酸位点，P2 区域的 280、291、
316、317 等 13 个氨基酸为保守位点，其余 P 区域变

异程度较高。Barcena 等
［10］

研究发现 VP60 三维构象

的形成与各个亚基的 N － 末端序列有关，N 端 42 个

氨基酸是 VLPs 装配非必须的，而缺少 C 端氨基酸则

不能形成 VLPs。Crisci 等
［7］

研究 ＲHDV 作为表位载

体，在其第 2 位、第 306 位氨基酸处插入 OVA CD8 +

T 细胞表位，体外试验表明嵌合 VP60 － VLPs 不仅可

激活树突细胞分泌 IFN － γ，也可加工和递呈给特异

性的 T 细胞。本研究将双串联的 OVA CD8 + T 细胞表

位 (以柔性氨基酸 GS 连接，序列为 GSSIINFEKLGSSI-
INFEKLGS) 插入 VP60 蛋白的 N 端，研究其对嵌合蛋

白的表达和病毒样颗粒组装的影响，初步评价 VP60 －
VLPs 作为外源表位展示系统的可行性和耐受性。

1 材料与方法

1. 1 种毒、质粒、细胞和菌种

供体质粒 pFastBac1 － VP60、重组杆状病毒 rBac
－ VP60［11］

和大肠杆菌 DH10 Bac 感受态由本实验室

构建并保存; P － N 序列 ( 双串联 OVA CD8 + T 细胞

表位连接 VP60 1 － 41aa) 由 Invitrogen 公司合成; 大

肠杆菌 DH5α 感受态购买自北京全式金生物技术有限

公司; 杆状病毒 Bac － to － Bac 表达系统 ( 包括转座

质粒 pFastBac 1 和 E. coli DH10Bac 受体菌) 购自 In-
vitrogen 公司; Sf9 昆虫细胞由本实验室培养。
1. 2 主要试剂和仪器

限制性内切酶 EcoＲⅠ、PstⅠ、HindⅢ、T4 DNA
连接酶、PfxDNA 聚合酶、Taq 高保真酶、DNA Mark-
er DL2000 及 DL15000、凝胶回收纯化试剂盒等购自

大连宝生物工程有限公司; 柱式动物 ＲNAout、柱式

质粒 DNAout 试剂盒购自北京天恩泽基因科技有限公

司; 酶标 兔 抗 小 鼠 IgG ( FITC － IgG)、羊 抗 小 鼠

(HＲP － IgG) 购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司;

小鼠抗 VP60 单抗 A3C 为本实验室保存
［12 － 13］; DAB

显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。
1. 3 引物设计

根据 GenBank 数据库 ＲHDV 皖阜株 VP60 基因序

列 (FJ794180)，用 Primer 5. 0 软件设计引物 (由 In-
vitrogen 公司合成)，引物序列见表 1。

表 1 引物序列

引物 序列 (5'→3')

引物 1: VP60 － F: 5' － TTTGAATTCATGGAGGGCAAAGCCCGCAC －3' (EcoＲⅠ)

引物 2: VP60 － Ｒ: 5' － GCCAAGCTTTCAGACATAAGAAAAGCC － 3' (HindⅢ)

根据 GenBank 数据库 ＲHDV 皖阜株 VP60 基因序

列 (FJ794180) 和卵清蛋白 (OVA) 257 － 264aa 的

碱基序列，设计合成基因序列 P － N (由 Invitrogen 公

司合成)，该基因序列编码如下氨基酸片段: 在 VP60
1 － 45 位 aa 的基础上，于起始密码子之后插入双串

联 OVA CD8 + T 细胞表位 (GSSIINFEKLGSSIINFEK-
LGS); 酶切位点分别为 EcoＲⅠ和 PstⅠ，其中 EcoＲ
Ⅰ在起始密码子之前，PstⅠ为 VP60 序列内部自带的

酶切位点，即 44 － 45 位 aa。P － N 基因序列如下:

GAATTCATGGGTTCCTCCATCATCAACTTCGAGAAGCTGGGTTCCAGCATCATCAA
CTTCGAAAAGTTGGGATCCGAGGGCAAAGCCCGCACAGCGCCGCAAGGCGAAGC
AGCAGGCACTGCTACCACAGCATCAGTTCCCGGAACCACGACCGACGGCATGGAT
CCTGGTGTAGTGGCCGCAACTAGTGTGGTCA CTGCAG (EcoＲⅠ /PstⅠ)
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1. 4 目的基因的构建

将由 Invitrogen 公司合成的 P － N 序列和由本实

验室保存的质粒 pFastBac1 － VP60 分别进行双酶切

(EcoＲⅠ和 PstⅠ)，产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，

切胶回收 P － N (202 bp) 和 pFastBac 1 － VP60(46 － 579)

(约 6 500 bp) 片段。通过 T4 DNA 连接酶将含有黏

性末端 (位点为: GAATTC，EcoＲⅠ酶切位点; CT-
GCAG，PstⅠ酶切位点) 的两个目的片段 4 ℃连接过

夜。见图 1。
双串联 OVA T 细胞表位插入 VP60 蛋白上相应位

点见图 2。

图 1 目的基因 pFastBac 1 －DN 构建示意图

图 2 双串联 OVA T 细胞表位序列插入 VP60 氨基酸序列示意图

1. 5 重组转移载体的构建与鉴定

将 4 ℃连接过夜的产物转化 DH5α 感受态细胞，

在含有氨苄青霉素的 LB 平板上筛选阳性菌落，试剂

盒提取质粒 DNA 后进行双酶切鉴定 (EcoＲⅠ、Hind
Ⅲ)，得到重组转移载体并命名为 pFastBac1 － DN，

将阳性克隆菌液送 Invitrogen 公司测序。测序正确的

阳性质粒转座至感受态大肠杆菌 DH10 Bac 中，用三

抗 (庆大霉素、卡那霉素和四环素) 抗性筛选及蓝

白斑筛选，挑取白色菌落，通过碱裂法提取重组穿梭

质粒，以 M13 上、下游引物进行 PCＲ 鉴定。扩增条

件如下: 95 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 1 min，55 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，30 个循环; 72 ℃延伸

10 min，反应结束后取 10 μL 产物经 0. 8%琼脂糖凝胶

电泳分析。阳性重组穿梭质粒命名为 Bacmid －V －DN。

1. 6 重组穿梭质粒转染 Sf9 细胞

经 PCＲ 鉴定为阳性的重组质粒，以脂质体 Lipo-
fectamineTM2000 为共转染试剂，将重组穿梭载体 Bac-
mid － V － DN 转染至昆虫 Sf9 单层细胞。细胞出现明显

病变后，收集细胞上清液，得到重组杆状病毒 rBac －
V － DN，无菌分装重组杆状病毒原液，4 ℃保存备用。
1. 7 ＲT －PCＲ 鉴定重组病毒

收集感染 rBac － V － DN 的 Sf9 细胞，用柱式动物

ＲNAout 试剂盒提取杆状病毒 ＲNA，以目的基因上、
下游引物 (引物 1 和引物 2) 进行 ＲT － PCＲ，ＲT 反

应条件 为: 30 ℃ 反 应 10 min，42 ℃ 反 应 30 min，

99 ℃ 反 应 5 min，5 ℃ 5 min。PCＲ 扩 增 体 系 为:

95 ℃ 预变性 3 min; 94 ℃ 变性 1 min，53 ℃ 退火 1
min，72 ℃ 延 伸 2 min，30 个 循 环; 72 ℃ 延 伸 10
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min。反应结束后产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。
1. 8 表达产物的鉴定

1. 8. 1 间接免疫荧光 ( IFA) 检测

rBac － V － DN 感染培养于 24 孔的单层 Sf9 细胞，

培养至发生病变时，弃掉培养上清液，加入 － 20 ℃
预冷的丙酮 － 乙醇固定液固定 1 h，PBS 洗 3 次，室

温吹干，以本实验室制备的 VP60 单抗 A3C［11］
为一抗

(1∶ 100)，FITC 羊抗鼠 IgG 为二抗 (1∶ 100)，同时

设重组杆状病毒 rBac － VP60 感染细胞 ( 阳性对照)，

野生型杆状病毒感染细胞 (阴性对照) 和正常 Sf9 细

胞 (空白对照) 为对照。
1. 8. 2 SDS － PAGE

将重组杆状病毒 rBac － V － DN 和 rBac － VP60 感

染单层 Sf9 细胞，5 d 后 3 000 r /min 离心收集细胞沉

淀，磷酸盐缓冲液 PBS 重悬细胞，洗涤 3 次，加入

200 μL PBS，反复冻融 3 次后超声裂解细胞，裂解物

以 12%的分离胶进行 SDS － PAGE。
1. 8. 3 Western blot

SDS － PAGE 完成后取下凝胶，将其转印至硝酸

纤维素膜上，5%脱脂乳封闭过夜，以 1∶ 100 倍稀释

的 VP60 单抗 A3C 为一抗，1 ∶ 5 000 倍稀释 HＲP 羊

抗鼠 IgG 为二抗，DAB 显色鉴定。
1. 9 电镜观察

rBac － V － DN 和 rBac － VP60 感染单层 Sf9 细胞

至明显病变，反复冻融 3 次后超声裂解，3 000 r /min
离心分离细胞碎片与上清，取上清用超滤管进行浓

缩，浓缩 10 倍后，用 H －7650 型透射电镜观察。

2 结果

2. 1 目的基因的构建

将 Invitrogen 公司合成的基因序列 pMD18 － T － P
－ N 进行双酶切 (EcoＲⅠ和 PstⅠ)，获取所需的基

因片段 P － N (202 bp); 本实验室保存的 pFastBac1
－ VP60 使用相同的酶进行酶切，产物经 1% 琼脂糖

凝胶电泳，获得 6 500 bp 左右的条带 ( 图 3)，回收

目的片段经 T4 连接酶连接过夜。

M1． DNA 分子质量标准 (DL2000) M2． DNA 分子质量标准 (DL15000)

1． pMD18 － T － P － N (EcoＲⅠ和 PstⅠ) 2，3． pFastBac1 － VP60 (EcoＲⅠ和 PstⅠ)

图 3 pFastBac1 －DN 构建

2. 2 重组表达载体的酶切鉴定

将 pFastBac1 － DN 转化大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞，提取 质 粒，进 行 双 酶 切 鉴 定 (EcoＲⅠ和 Hind
Ⅲ)，得到一条约 4. 8 kb 的载体带和一条约为 1 800
bp 的片段，与预期片段的大小相符 ( 图 4)，经测序

分析，结果表明双串联 OVA CD8 + T 细胞表位序列已

成功插入至 VP60 N 端。

2. 3 重组 Bacmid 鉴定

以 Bacmid － V － DN 为模板，M13F 和 M13Ｒ 为引

物进行 PCＲ 鉴定，产物经 0. 8% 琼脂糖电泳后在约

4 100 bp 处可见特异性条带，而 M13F 和 M13Ｒ 引物

对未插入外源基因的空 Bacmid 质粒进行扩增，产物

大小约为 300 bp (图 5)，证明转座成功，重组杆状

病毒基因构建完成。
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M． DNA 分子质量标准 (DL2000);

1． 重组质粒 pFastBac1 － DN 酶切 (EcoＲⅠ /HindⅢ)

图 4 重组质粒 pFastBac 1 －DN 的酶切鉴定

M1． DNA 分子质量标准 (DL2000);

1． 穿梭载体 Bacmid;

2，3． 重组穿梭载体 Bacmid － V － DN;

M2． DNA 分子质量标准 (DL15000)

图 5 重组 Bacmid 的 PCＲ 鉴定

2. 4 表达产物的鉴定

2. 4. 1 细胞病变 (CPE)

在脂质体 LipofectamineTM2000 介导下，将重组质

粒 Bacmid － V － DN 转染 Sf9 细胞，对照细胞和转染

细胞显示不同状态。对照组细胞生长及形态基本没有

变化; 转染后细胞则呈现明显病变，细胞变圆变大，胞

核扩大，部分细胞裂解死亡，说明转染成功 (图 6)。
2. 4. 2 ＲT － PCＲ 鉴定重组病毒

提取感染 rBac － V － DN 的 Sf9 细胞总 ＲNA，以

感染野生型杆状病毒的细胞为对照。以 VP60F 和

VP60Ｒ 为引物进行 ＲT － PCＲ，得到与目的基因大小

一致的目的条带 (1 806 bp)，而感染野毒的细胞无

特异性条带 (图 7)。

A． 正常细胞对照;

B． 转染后病变细胞

图 6 Bacmid － V －DN 转染 Sf9 细胞

M． DNA 分子质量标准 (DL2000);

1． 重组病毒 rBac － V － DN;

2． 野生型杆状病毒

图 7 ＲT －PCＲ 鉴定重组病毒 mＲNA
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2. 4. 3 SDS － PAGE 及 Western blot 检测

以感染 rBac － V － DN 的 Sf9 细胞裂解上清液进行

SDS － PAGE，结果显示，在约 60 ku 处有目的蛋白出

现，与预期大小基本一致，说明嵌合蛋白 DN 得到有

效表达 (图 8)。Western blot 结果与电泳的目的条带

位置相符，说明嵌合蛋白 DN 具有反应原性 (图 8)。
2. 4. 4 间接免疫荧光检测嵌合蛋白的表达

重组病毒感染 Sf9 细胞至病变后，进行 IFA 鉴

定。结果显示，感染重组杆状病毒 rBac － VP60 的细

胞 (阳性对照) 和感染 rBac － DN 的 Sf9 细胞具有很

强的特 异 性 荧 光，而 感 染 野 生 型 杆 状 病 毒 的 细 胞

(阴性对照) 和正常细胞 (空白对照) 无特异性荧光

(图 9)。说明重组蛋白在杆状病毒中有效表达。

M． 预染蛋白分子量标准; 1． 野生杆状病毒表达蛋白; 2． 重组

VP60 蛋白; 3． 嵌合蛋白 DN

图 8 嵌合蛋白电泳 (A) 和免疫印迹 (B) 鉴定结果

A． 感染重组病毒 rBac － VP60 的 Sf9 细胞 (阳性对照);

B． 感染重组病毒 rBac － DN 的 Sf9 细胞;

C． 正常细胞 (空白对照);

D． 感染野生型杆状病毒的 Sf9 细胞 (阴性对照)

图 9 间接免疫荧光检测表达产物的载体特异性

2. 5 嵌合蛋白病毒样颗粒电镜观察

将 rBac － VP60 (阳性对照) 和 rBac － DN 分别感

染 Sf9 细胞至明显病变，收集细胞培养物浓缩 10 倍

后进行负染透射电镜观察。结果表明，嵌合蛋白 DN
能形成与 VP60 粒子相似的 VLPs (图 10)。
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A． 野生型杆状病毒表达产物; B． 嵌合蛋白 DN 形成的病毒样颗粒; C． VP60 形成的病毒样颗粒

图 10 嵌合蛋白电镜

3 讨论

目前，国外对 VLPs 的研究已经应用于抗艾滋

病、抗乙型肝炎等新型疫苗及治疗肿瘤、自身免疫疾

病的新药物研发
［14］。ＲHDV 作为杯状病毒的成员之

一，其主要结构蛋白 VP60 可自行装配形成 VLPs，但

其作为展示系统的可行性、效果及其适用范围需要进

一步的深入研究。最近，Wang 等
［15］

通过低温电镜和

晶体学技术，对 ＲHDV 的结构进行研究，发现 VP60
可分为三个主要区域: N 端臂 (NTA 区，1 － 65aa);

框架区 (S 区，66 － 229aa) 组成病毒衣壳表面; 突

出区 (P 区，238 － 579aa) 构成病毒衣壳表面突起部

分，可进一步分为 P1 和 P2 两个亚区域。其中 NTA
区在电子密度不够高的情况下很难被追踪到，这表明

NTA 区在晶体结构内部是相当灵活的。Crisci 等
［7］

研

究发现在 VP60 N 端的氨基酸为病毒样颗粒形成的非

必需氨基酸，并且在该区域插入外源表位比在外表面

的 Loop 区更有优势。本试验通过分子生物学技术将

VP60 蛋白的 N 端插入双串联 OVA T 细胞表位，利用

杆状病毒表达系统表达嵌合蛋白。对 VP60 嵌合蛋白

进行电镜观察发现，其可形成完整的 VLPs，故推测

N 端 可 能 是 VP60 作 为 载 体 展 示 外 源 基 因 的 最 佳

位置。
Barcena 等

［10］
构建了 12 个不同重组 VP60 蛋白，

表明 130 位突变 (Gly － Arg)，296 位突变 (Asp －
Gly) 影响 VP60 颗粒的形成; N 端前 29 位氨基酸缺

失导致 90%以上形成 30 nm 颗粒，少部分 40 nm; 前

42 和 61 位的缺失会形成 30 nm 颗粒，但前 61 位缺

失后形成颗粒的效率很低。蓝舌病毒衣壳蛋白 VP7
的 Btag (6 个 aa 的表位) 取代 VP60 前 30 位 aa 形成

27 nm 的 VLPs。Laurent 等
［6］

研究了 ＲHDV 衣壳蛋白

的构成，证明缺失 N 端 31 － 93 位氨基酸形成了较小

的颗粒，而缺失 N 端前 75 位氨基酸 VLPs 不能形成。
本试验选择在 VP60 蛋白的 N 端插入外源表位，未取

代或缺失 VP60 的任何氨基酸，发现其可形成完整的

VLPs，大小约为 40 nm，形态与天然 VP60 病毒样粒

子一致。同样，Barecena 等
［10］

研究发现，在 N 端插

入传染性肠胃炎病毒 (TGEV) 核蛋白基因也可形成

与天然 VP60 颗粒类似的 VLPs。结合本研究结果，推

测在 N 端插入外源基因比替换或缺失 N 端序列更能

保证病毒样颗粒形态的天然性。
Crisci 等

［7］
在 ＲHDV 的 VP60 第 2 位氨基酸后插

入单个 OVA CD8 +
表位 (SIINFEKL，共 8 个 aa)，结

果显示可形成嵌合的病毒样粒子。而本研究在相同的

位点插入双串联 OVA T 细胞表位序列 (GSSIINFEK-
LGSSIINFEKLGS，共 22 个氨基酸) 后，不仅未影响

VLPs 的自我组装，并且 VP60 载体的反应原性也未

受到影响。因此本研究扩展了 VP60 － VLPs 作为载体

所能携带的外源基因长度。
本试验以 VP60 － VLPs 为基础，通过在 VP60 N

端插入双串联 OVA T 细胞表位序列，研究插入外源

基因对 VP60 － VLPs 自我组装的影响，表明 VP60 的

N 端适合外源基因插入，且能够展示 22 个氨基酸长

度的外源片段。此外，该区域对所展示氨基酸序列长

度的最大容纳性，其展示氨基酸的构象、抗原性是否

会发生变化，与免疫分子结合或被免疫细胞识别的能

力是否存在变化等，这些问题仍需要深入研究。
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含马动脉炎病毒 N 基因的病毒样颗粒的制备
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摘要: 为了构建易于纯化且耐 ＲNase 酶的含有马动脉炎病毒 N 基因的病毒样颗粒，通过 ＲT － ＲCＲ 扩增马病毒性动脉炎病毒的 N 基因，将其克隆

至含有组氨酸标签的 pNH － MS2his 载体中，构建重组原核表达载体 pNH － MS2his － N。将重组质粒 pNH － MS2his － N 转化表达菌株大肠杆菌 BL21

(DE3)，1 mmol /L IPTG 诱导表达、纯化。对病毒样颗粒进行鉴定及稳定性实验。结果表明该病毒样颗粒含马病毒性动脉炎病毒 N 基因，并且稳

定性良好，构建的病毒样颗粒可以作为 ＲNA 病毒检测时的标准品和质控品使用。

关键词: 马动脉炎病毒; 病毒样颗粒; 装甲 ＲNA
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Construction of virus-like particles containing N gene of equine arteritis virus
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(1． College of Food Science and Engineering，Ocean University of China，Qingdao 266003，China;
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Abstract: The aim of this study is to construct purifyable and ＲNase － resistant virus-like particles (VLPs) containing N gene of equine
arteritis virus (EAV) ． The N gene of EAV was amplified by ＲT － PCＲ，then the gene was cloned into vector pNH － MS2his with MS2 phage
coat protein，mature enzyme gene and histidine-tag to construct the prokaryotic expression vector pNH －MS2his － N． The recombinant plasmid
pNH －MS2his － N was transformed into E. coli strain BL21 (DE3) and induced to express with 1 mmol /L IPTG． The virus － like particles
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