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　　牛病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，

ＢＶＤＶ）为牛病毒性腹泻－黏膜病的病原，会引起牛

发热、腹泻、急性慢性肠炎、怀孕母畜流产或产畸形

胎、持续感染等临床症状。该病传染性强、感染率

高，虽有疫苗应用但仍时常爆发。目前还没有治疗

该病的特效药物［１－３］，因此应对其致病的分子作用

机制进行深入研究，以期寻求预防和治疗该病的新

途径。

蛋白质的代谢以及信号转导等生物过程都与

其亚细胞定位密切相关。病毒蛋白与宿主细胞蛋

白之间的相互作用是病毒致病的基础，成熟蛋白质

必须在特定的细胞部位才能发挥其生物学功

能［４－５］。ＢＶＤＶＥ２蛋白是一种囊膜蛋白，为 ＢＶＤＶ

的主要保护性抗原，在参与ＢＶＤＶ与宿主细胞的识

别、吸附和介导免疫中和反应等过程中起重要作

用［６－８］。但目前对 Ｅ２基因及 Ｅ２蛋白的研究主要

集中在Ｅ２基因的表达和 Ｅ２蛋白抗体的制备以及

新型疫苗的研制方面［９－１１］，在 Ｅ２蛋白与宿主细胞

的确切分子致病作用机制方面鲜有相关报道。因

此，本试验对 ＢＶＤＶＥ２蛋白在哺乳动物细胞中的

亚细胞定位进行了研究，旨在为进一步研究其生物

学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病毒、载体和细胞　牛病毒性腹泻病毒

Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１８４株为本实验室保存；ｐｃＤＮＡ３．１／

Ｖ５ＨｉｓＡ真核表达载体购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α菌株由本实验室保存；ＭＤＢＫ细胞购自中国

科学院上海细胞库。

１．１．２　主要试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００、ＤＮＡ

ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００、ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶

ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶，均购自 ＴａＫａＲａ生

物工程有限公司；凝胶回收试剂盒、质粒抽提试剂

盒，购自杭州维特洁生化技术有限公司；脂质体转

染试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，鼠源 Ｖ５－ｔａｇＭｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ和 ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠单抗购自

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ购自博士

德生物公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｅ２基因的扩增与克隆　根据 ＧｅｎＢａｎｋ收

录Ｅ２（登录号：ＡＦ５２６３８０．１）基因序列设计一对引

物，上游引物 Ｐ１：５＇－ＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＴＣＣＣＡＧＣＣＴ

ＧＴＡＡＡＣＣＴＧＡＣ－３＇，引入ＥｃｏＲＩ酶切位点；下游引

物Ｐ２：５＇－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＣＴＡＡＧＧＴＣＧＴＴＴＧＴ

ＴＣＴＧ－３＇，引入ＸｈｏＩ酶切位点，扩增目的片段大小

为１１２２ｂｐ，引物由库美生物技术有限公司合成。

采用 Ｔｒｉｚｏｌ方法，提取 ＢＶＤＶ基因组，进行 ＲＴ－

ＰＣＲ扩增，反转录体系１０μＬ：ＭｇＣｌ２２μＬ，１０×ＲＴ

Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ３．２５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ

ｔｕｒｅ１μＬ，ＲＮｓａｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ０．２５μＬ，ＡＭＶ０．５μＬ，下

游引物Ｐ２０．５μＬ，模板１．５μＬ；反转录条件：３０℃

１０ｍｉｎ，４２℃ ３０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ，一个

循环。ＰＣＲ反应体系４０μＬ：５×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，

ＤＥＰＣ水２８．５μＬ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＨＳ１μＬ，上游引

物Ｐ１０．５μＬ。将 ＰＣＲ反应液加入到反转录产物

中，混匀，按如下条件进行 ＰＣＲ反应。９４℃ ３０ｓ，

６０．１℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环。ＰＣＲ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，回收纯化后与 ｐＧＥＭ－Ｔ

载体连接，转化到Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，经蓝白

斑筛选后，小量提取质粒，进行酶切鉴定，并送库美

生物公司测序。

１．２．２　真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２的

构建及鉴定　ＥｃｏＲＩ和 ＸｈｏＩ分别对 ｐＧＥＭ－Ｔ－

Ｅ２和真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ双酶切，回

收目的片段后，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，

转化到Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，３７℃培养１２～

１６ｈ，挑取重组质粒，进行双酶切鉴定，并将阳性重

组质粒送库美生物技术有限公司测序。测序正确

的质粒命名为ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２。

１．２．３　真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２的

转染　将 ＭＤＢＫ细胞接种到铺有盖玻片的６孔板

中，２．５×１０５～３×１０５／ｍＬ，待融合度达到 ７０％ ～

８０％时，用 ＦｕＧＥＮＥＨＤ将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１／

Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２和 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ转染到 ＭＤＢＫ

细胞中，同时设空白对照，具体操作参照说明书。

１．２．４　间接免疫荧光检测　取转染４８ｈ后ＭＤＢＫ
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细胞，用ＰＢＳ洗３遍，每次１０ｍｉｎ，４％多聚甲醛室

温固定１２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，５％胎牛血清３７℃封

闭１ｈ，ＰＢＳ洗３遍，加入鼠抗Ｖ５标签抗体（１：２００）

４℃过夜，用４℃预冷的ＰＢＳ洗３遍，加入ＦＩＴＣ标

记的羊抗鼠ＩｇＧ３７℃孵育１ｈ，用４℃预冷的 ＰＢＳ

洗３遍，ＤＡＰＩ室温染核３ｍｉｎ，甲醇漂洗后加入封

片剂封片。用倒置荧光显微镜进行观察。

１．２．５　Ｅ２蛋白的亚细胞定位　将制备好的细胞爬

片置于激光共聚焦显微镜下，观察 Ｅ２蛋白亚细胞

定位情况。

１．２．６　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２表达产物的 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ分析　取转染４８ｈ后 ＭＤＢＫ细胞，弃去培

养液，ＰＢＳ漂洗 ３次后加入裂解液，冰上裂解 ３０

ｍｉｎ，将裂解液及细胞碎片收集于１．５ｍＬＥＰ管中，

１２０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上清 ２０μＬ进行 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ电泳，湿转至 ＰＶＤＦ膜后用脱脂奶粉封闭。

抗体孵育：一抗为鼠抗Ｖ５标签抗体（１：２００００）４℃

过夜，二抗为 ＨＲＰ标记羊抗鼠 ＩｇＧ（１：３０００）３７℃

孵育１ｈ，加入ＥＣＬ显色液，用化学发光成像系统记

录结果。

２　结 果

２．１　Ｅ２基因的扩增和克隆　以提取ＢＶＤＶＣｈａｎｇ

ｃｈｕｎ１８４株总ＲＮＡ为模板，进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，获

得ＰＣＲ产物大小约为１０００ｂｐ（图１），与预期结果

一致。ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ对 ｐＧＥＭ－Ｔ－Ｅ２双酶切，

获得大小约为１１２２ｂｐ的目的片段（图２）。

２．２　真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－ＨｉｓＡ－Ｅ２的

构建　真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２经

ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ双酶切后，获得片段大小正确的目

的片段和载体片段（图３）。ＤＮＡ测序结果表明，Ｅ２
基因已经插入到ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ载体中且方向

正确，将其命名为ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２。

２．３　Ｅ２蛋白间接免疫荧光检测　将制备好的细胞

爬片置于倒置荧光显微镜下进行观察，可以观察到

ＤＡＰＩ将细胞核染成蓝色（如图４Ａ所示），表达 Ｅ２
蛋白的ＭＤＢＫ细胞呈现绿色荧光（如图４Ｂ所示）。

表明ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２在ＭＤＢＫ细胞中成功

表达。

图１　Ｅ２基因ＰＣＲ扩增结果

图２　重组克隆载体的酶切验证

图３　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２重组质粒的酶切鉴定结果

·８１·



　２０１６，５０（４）：１～４／刁乃超，等 中国兽药杂志

图４　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２蛋白间接免疫荧光结果

２．４　Ｅ２蛋白的亚细胞定位分析　在激光共聚焦显

微镜下进行观察（图５Ａ、Ｂ、Ｃ）未转染的 ＭＤＢＫ细

胞细胞核和细胞质中均未出现绿色荧光；转染ｐｃＤ

ＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２的ＭＤＢＫ细胞（图５Ｄ、Ｅ、Ｆ）细

胞核上和细胞质中均呈现点状均匀分布的绿色

荧光。

图５　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２蛋白的亚细胞定位情况

２．５　Ｅ２蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　对转染细胞裂解

后进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析（图６），转染 ｐｃＤＮＡ３．１／

Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２的ＭＤＢＫ细胞样品呈现单一的目的条

带（泳道３、４），大小与预期结果相符，ｐｃＤＮＡ３．１／

Ｖ５ＨｉｓＡ空载体（泳道２）和空白对照（泳道１）均无

条带，表明Ｅ２蛋白在ＭＤＢＫ细胞中正确表达。

３　讨 论

本研究选择含有 Ｖ５和 ＨｉｓＡ双标签的真核表

达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－ＨｉｓＡ来研究目的蛋白的亚

细胞定位情况，这与常用的含有绿色荧光蛋白

·９１·
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图６　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－ＨｉｓＡ－Ｅ２和ｐｃＤＮＡ３．１／

Ｖ５－ＨｉｓＡ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

（ＧＦＰ）标签的真核表达载体相比，能够更准确的显

示出目的蛋白在细胞中的分布情况，因为 Ｖ５－Ｈｉ

ｓＡ双标签分子量（约２ｋＤ）远小于 ＧＦＰ标签的分

子量（约２５ｋＤ）［１２］，能够克服因大的标签分子量对

蛋白亚细胞定位产生的影响。

本试验选择ＭＤＢＫ细胞作为Ｅ２蛋白表达和定

位的对象，这更接近 Ｅ２蛋白所在的天然宿主细胞

模式，更有利于后期 Ｅ２蛋白与宿主蛋白互作机制

的研究。Ｅ２蛋白在ＭＤＢＫ细胞中的表达时限由转

染预试验确定，经脂质体介导转染的 ＭＤＢＫ细胞，

分别于转染后１２、２４、３６、４８、７２ｈ用倒置荧光显微

镜观察，结果显示在转染２４ｈ后Ｅ２蛋白开始表达，

在转染４８ｈ时达到峰值并趋于稳定，因此选择转

染４８ｈ的ＭＤＢＫ细胞做进一步分析。

激光共聚焦显微镜观察转染４８ｈ的 ＭＤＢＫ细

胞，结果显示 Ｅ２蛋白在细胞核上和细胞质中均有

表达，且绿色荧光大多呈点状均匀分布。此外，在

细胞转染４８ｈ后，转染有 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２
的ＭＤＢＫ细胞有少部分出现变圆、皱缩的形态变

化，这在转染 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－ＨｉｓＡ空载体和正常

ＭＤＢＫ细胞对照组中并没有出现，这很可能与 Ｅ２
蛋白表达诱导ＭＤＢＫ细胞凋亡或自噬有关［１３］。本

试验将 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＡ－Ｅ２转入 ＭＤＢＫ细胞，

通过激光共聚焦显微镜确定Ｅ２蛋白定位于细胞质

和细胞核中，为进一步筛选与 Ｅ２蛋白互作的宿主

蛋白，研究二者在牛病毒性腹泻分子致病机制中的

作用奠定了基础。
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