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［摘　 要］ 　 为表达牛乳头瘤病毒 １ 型贵州株（ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株）衣壳蛋白 Ｌ１ 基因，采用 ＰＣＲ 方法从

贵州省六枝特区某规模化养牛场疑似病牛的皮肤肿瘤病料样品中扩增 ＢＰＶ１ Ｌ１ 基因，克隆至

ｐＭＤ１９－Ｔ 载体，测序后进行生物信息学分析；同时将 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因克隆于原核表达质粒

ｐＣｏｌｄⅠ中，经 ＩＰＴＧ 诱导 Ｌ１ 蛋白表达，并对重组蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析。 生

物信息学分析显示，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因核苷酸序列长为 １４８８ ｂｐ，编码 ４９５ 个氨基酸，分子结构

式为 Ｃ２４８４Ｈ３８８４Ｎ６７８Ｏ７３７Ｓ１６，理论等电点（ＰＩ）为 ８．６８，二级结构主要包括 α－螺旋、无规则卷曲和 β－折

叠为主，无跨膜结构域和信号肽；ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因序列与 ＢＰＶ１ 参考株的核苷酸和氨基酸同源

性均为 ９９．８％，处在同一遗传进化分支，且与 ＢＰＶ１３ 和 ＢＰＶ２、ＢＰＶ２－ＧＺ０１ 的亲缘关系较近；Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，经 ＩＰＴＧ 诱导的重组表达蛋白能与 Ｈｉｓ 单抗产生特异性反应，条带为 ５５．６ ｋＤ 左右

与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果一致。 研究表明，试验构建了 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因原核表达载体并成功表达。
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ＧＺＬＺ ｓｔｒａｉｎ）． Ｔｈｅ ＢＰＶ１ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｔｕｍｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｃａｔｔｌｅ ｉｎ ａ
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ｌａｒｇｅ－ ｓｃａｌｅ ｃａｔｔｌｅ ｆａｒｍ ｉｎ Ｌｉｕｚｈｉ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｂｙ ＰＣＲ， ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＭＤ１９ － Ｔ ｖｅｃｔｏｒ， ａｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｆｏｒ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅｎ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｌａｓｍｉｄ ｐＣｏｌｄ Ｉ， Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ， ａｎｄ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ
ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ １４８８ ｂｐ， ｅｎｃｏｄｉｎｇ ４９５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ Ｃ２４８４Ｈ３８８４Ｎ６７８Ｏ７３７Ｓ１６，
ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ （ＰＩ） ｗａｓ ８．６８， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ α－ｈｅｌｉｘ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ
ｃｏｉｌｉｎｇ ａｎｄ β － ｓｈｅｅｔ － ｂａｓｅｄ， ｎｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ； ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ＢＰＶ１ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ９９．８％， ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｂｒａｎｃｈ Ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＢＰＶ１３ ａｎｄ ＢＰＶ２， ＢＰＶ２－ＧＺ０１ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｒ； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｃｏｕｌｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ Ｈｉｓ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｎｄ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ５５．６ ｋＤａ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｇｕｉｚｈｏｕ ｓｔｒａｉｎ； Ｌ１ ｇｅｎｅ； ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 牛乳头状瘤（ｂｏｖｉｎｅ ｐａｐｉｌｌｏｍａｔｏｓｉｓ， ＢＰ）是由牛

乳头状病毒（ｂｏｖｉｎｅ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＢＰＶ）引起牛体

表或黏膜的肿瘤性疾病，可引起良性和恶性肿

瘤［１－２］。 良性肿瘤在一般情况下可自行消退，但当

环境因素和遗传因素协同作用时会导致恶性肿瘤，
导致牛死亡［３－４］。 在集约化饲养场牛乳头状瘤十分

普遍，其发病率较高，到目前为止依旧没有有效的

的疫苗来预防牛乳头状瘤病的发生［５］，在一定程度

上造成了较大的经济损失。
ＢＰＶ 为无囊膜病毒，直径为 ５５ ～ ６０ ｎｍ 的正二

十面体，其遗传物质的长度约为 ７０００ ～ ８０００ ｂｐ 双

链闭环 ＤＮＡ 分子［６］。 ＢＰＶ 基因组含有 ３ 个区域：
早期转录区（Ｅ 区）、晚期转录区（Ｌ 区）和非编码区

（ＮＣＲ） ［７］，Ｌ 区编码主要衣壳蛋白 Ｌ１ 和次要衣壳

蛋白 Ｌ２。 ＢＰＶ Ｌ１ 基因编码的衣壳蛋白暴露在病毒

粒子表面，可能与病毒感染及免疫有关［８］；研究表

明 ＢＰＶ Ｌ１ 蛋白具有 Ｂ 细胞特异性抗原表位，可诱

导机体产生中和性抗体，激发保护性免疫，是进行

预防免疫的主要抗原［９－１０］。 因此，ＢＰＶ Ｌ１ 蛋白是

研制预防性疫苗的候选基因，也是临床上诊断 ＢＰＶ
理想抗原［１１］，对牛乳头状瘤的诊断方法的建立具

有重要价值。 本试验通过对 ＢＰＶ１ 贵州株（ＢＰＶ１－

ＧＺＬＺ 株）Ｌ１ 基因进行克隆、测序分析、构建重组质

粒 ｐＣｏｌｄ－ＢＰＶ１－Ｌ１，并进行 ＩＰＴＧ 诱导表达 Ｌ１ 重组

蛋白，经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析，为
ＢＰＶ１ 诊断试剂和基因工程疫苗的研制奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料　 牛乳头状瘤病毒 １ 型贵州株（ＢＰＶ１－

ＧＺＬＺ 株）、大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、大肠杆菌

ＢＬ２１ 感受态细胞、ｐＣｏｌｄⅠ原核表达载体均由贵州

省动物疫病与兽医公共卫生重点实验室保存；
ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ、异丙基硫基半乳糖苷购自宝生物工程

（大连）有限公司；兔源 ＢＰＶ１ Ｌ１ 多克隆抗体由贵

州省动物生物制品工程技术研究中心制备；２×Ｔａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＮＡ 提取试剂盒、
Ｈｉｓ 单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ＤＡＢ 辣根过氧化物酶显色试剂盒均购自

天根生化科技（北京）有限公司；琼脂糖凝胶电泳回

收试剂盒购自上海生物工程公司；Ｔｗｅｅｎ－２０、ＰＶＤＦ
膜购自北京索莱宝科技有限公司，其他均为分析纯化。
１．２ 　 引物设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的

ＢＰＶ１ Ｌ１ 基因序列，设计特异性引物，上游引物

Ｐ１： ５ ＇ － ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＧＴＴＧＴＧＧＣＡＡＣＡＡＧ⁃
ＧＣＣＡＧＡＡＧＣＴＧ－ ３ ＇；下游引物 Ｐ２：５ ＇ － ＣＧＧＡＡＴ⁃
ＴＣＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣＡＧＧＣＴＴＡＣＴＧＧ－ ３ ＇；
预期扩增片段长 １４８８ ｂｐ，引物由上海英潍捷基公

司合成。
１．３　 目的片段扩增及纯化　 采用 ＤＮＡ 提取试剂盒
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对病料组织总 ＤＮＡ 进行提取，以此为模板进行 ＰＣＲ
扩增。 ＰＣＲ反应体系５０ μＬ：上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 ２ μＬ，２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５ μＬ，模板 ２ μＬ，灭
菌双蒸水 １９ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；
９５℃变性 ４５ ｓ，５２ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３５
个循环；７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物进行 １．２％
琼脂糖凝胶电泳检测。
１．４　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因克隆及序列分析　 回

收纯化目的 ＤＮＡ 并连接至 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体上，再转

化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，利用含氨苄青霉

素（１００ μｇ ／ ｍＬ）抗性的 ＬＢ 平板筛选阳性重组子。
提取质粒，进行 ＰＣＲ 鉴定。 将产物于 １．２％琼脂糖

凝胶电泳检测，鉴定为阳性的重组质粒命名为

ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｌ１，送往赛默飞世尔科技（中国）有限公

司测序。 利用 ＤＮＡＳｔａｒ、Ｍｅｇａ ５．０ 等软件对 ＢＰＶ１－

ＧＺＬＺ 株与国内外主要的 ＢＰＶ 参考毒株（表 １）的

核苷酸及其推导的氨基酸序列进行比对分析，并绘

制系统进化树。

表 １　 ＧｅｎＢａｎｋ 中登陆的 ＢＰＶ 参考株序列信息

Ｔａｂ １　 ＧｅｎＢａｎｋ ｌａｎｄｉｎｇ ＢＰＶ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
名称
Ｎａｍｅｓ

乳头瘤病毒名称
Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ｎａｍｅ

属
Ｇｅｎｕｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登陆号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

分离地
Ｓｏｕｒｃｅ

分离年份
Ｙｅａｒ

ＢＰＶ１ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １ Ｄｅｌｔａｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ Ｘ０２３４６ － ２００８

ＢＰＶ２ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ２ Ｄｅｌｔａｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ Ｍ２０２１９ － １９８８

ＢＰＶ２－ＧＺ０１ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ２ Ｄｅｌｔａｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＫＸ１１３６２０ 中国 ２０１６

ＢＰＶ３ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ３ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＦ４８６１８４ 美国 ２００２

ＢＰＶ４ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ４ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ Ｘ０５８１７ 英国 １９９８

ＢＰＶ５ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ５ Ｅｐｓｉｌｏｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＦ４５７４６５ 美国 ２００２

ＢＰＶ６ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ６ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＪ６２０２０８ － ２００５

ＢＰＶ７ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ７ ｕｎｎａｍｅｄ ＤＱ２１７７９３ 日本 ２０１１

ＢＰＶ８ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ８ Ｅｐｓｉｌｏｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＤＱ０９８９１３ － ２００７

ＢＰＶ９ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ９ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＢ３３１６５０ － ２００７

ＢＰＶ１０ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １０ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＢ３３１６５１ 日本 ２００７

ＢＰＶ１１ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １１ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＡＢ５４３５０７ 日本 ２０１３

ＢＰＶ１２ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １２ Ｘｉｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＪＦ８３４５２３ 日本 ２０１１

ＢＰＶ１３ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １３ Ｄｅｌｔａｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＪＱ７９８１７１ 巴西 ２０１３

ＢＰＶ１４ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ １４ Ｄｅｌｔａｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ＫＰ２７６３４３ 新西兰 ２０１５

１．５　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因生物信息学分析　 采用

在线软件 ＥｘＰＡＳｙ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／

ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析预测编码蛋白质的理化

性质及氨基酸组成。 采用 ＳＰＯＭＡ 在线服务器

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ －ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ ＿ａｕｔｏｍａｔ．

ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ／ ＮＰＳＡ ／ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ． ｈｔｍｌ）预测蛋白质二

级结构；采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件 Ｐｒｏｔｅａｎ 程序预测 Ｂ 细胞

表位多参数；采用 ＮＣＢＩ 服务器上的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ

Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ Ｔｏｏｌ （ＣＤＡＲＴ）工具（ ｈｔｔｐ： ／ ／

ｂｌａｓｔ ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ．Ｂｌａｓｔ）预测保守结构域；采

用 ＴＭＨＭＭ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线服务器（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．

ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ－２．０ ／ ）预测跨膜结构域；

采用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１ 在线服务器（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ．

ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）预测信号肽。 利用 ＳＷＩＳＳ⁃

ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ）在线预

测蛋白质的三级结构。

１．６　 原核表达载体构建

１．６．１　 酶切与连接　 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ对构建的

质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｌ１ 和原核表达载体 ｐＣｏｌｄⅠ进行双

酶切，３７ ℃ 水浴过夜，酶切体系为 ４０ μＬ：１０ ×Ｈ

·３·
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Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ，ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ各 ２ μＬ，ｐＣｏｌｄⅠ／ ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｌ１

２０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １２ μＬ。 酶切后采用胶回收试剂盒进

行纯化回收，将目的片段与线性 ｐＣｏｌｄⅠ １６ ℃连接

过夜，连接体系为 １０ μＬ：目的片段 ４ μＬ、线性

ｐＣｏｌｄⅠ ４ μＬ、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ ５ μＬ。

１．６．２　 重组质粒转化　 将连接产物转化至大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞，利用含氨苄青霉素（１００ μｇ ／ ｍＬ）

抗性的 ＬＢ 平板筛选阳性重组子。 提取质粒，进行

ＰＣＲ 鉴定。 将 ＰＣＲ 产物于 １．２％琼脂糖凝胶电泳检

测，鉴定为阳性的重组质粒命名为 ｐＣｏｌｄⅠ－ＢＰＶ１－

Ｌ１，送往赛默飞世尔科技（中国）有限公司测序。

１．７　 重组蛋白诱导表达与鉴定　 首先对含有阳性

重组质粒的 ＢＬ２１ 表达宿主菌进行诱导，再进行温

度和诱导条件的优化，按 １ ∶ １００ 的比例接种于含

氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 培养液中，３７ ℃振荡培养至

ＯＤ６００≌０．６ 左右，加入 ＩＰＴＧ（终浓度为 １．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），

同时设立无 ＩＰＴＧ 诱导对照组，３７ ℃继续震荡培养

５ ｈ。 取诱导表达菌液，离心取沉淀，用 ＰＢＳ 洗涤一

次，用 ＰＢＳ 悬浮沉淀，吹匀置于冰上超声破碎处

理，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４℃离心 １０ ｍｉｎ，分别收集上清和

沉淀，并对上清、沉淀和无 ＩＰＴＧ 诱导组用 ５×ＳＤＳ

蛋白上样缓冲液沸水浴 ４ ｍｉｎ 制样，用 １２％ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 鉴定。 之后对重组原核表达蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定，一抗为Ｈｉｓ－ｔａｇ抗体（稀释度为 １ ∶ １０００），

二抗为辣根过氧化物酶（ＨＲＰ） 标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ） （稀释度为 １ ∶ １０００），最后加入二氨基

联苯胺（ＤＡＢ）－Ｈ２Ｏ２ 避光显色，分析结果。

２　 结果与分析

２．１　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因 ＰＣＲ 扩增　 以提取的

ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株阳性组织病料 ＤＮＡ 为模板，进行 Ｌ１

基因特异性 ＰＣＲ 扩增，经 １．２％琼脂糖凝胶电泳分

析，得到大小为 １４８８ ｂｐ 的条带，与预期结果相符，

结果见图 １。

２．２　 测序结果 　 将鉴定的阳性重组质粒进行测

序，测序结果采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行序列拼接，获

得 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因核苷酸序列。 由图 ２ 可

知，Ｌ１ 基因核苷酸序列长为 １４８８ ｂｐ，编码 ４９５ 个氨

基酸。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－４：扩增产物

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－４：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 １　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｂｙ ＰＣＲ

图 ２　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因测序结果

Ｆｉｇ ２　 Ｓｅｃｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ
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２．２．１　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因核苷酸同源性分析

将克隆的 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上

公布的 １５ 株牛乳头状瘤病毒 １４ 个基因型的 Ｌ１ 基

因进行核苷酸比对分析。 由图 ３ 可知，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ
Ｌ１ 基因序列与牛乳头状瘤病毒 １ 型 ＢＰＶ１（登录号：

Ｘ０２３４６）的核苷酸序列同源性为 ９９．８％，与 ＮＣＢＩ
收录的另外两株 ＢＰＶ２（登录号：ＪＱ７９８１７）、ＢＰＶ２－

ＧＺ０１（登录号：ＫＸ１１３６２０）的同源性分别为 ８２．９％、
８２．８％，与 ＮＣＢＩ 收录 １ 株 ＢＰＶ１３（登录号：ＪＱ７９８１７）
的同源性为 ８３．９％。

图 ３　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因的核苷酸同源性分析

Ｆｉｇ ３　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ

２．２．２　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白氨基酸同

源性分析　 采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件分析出 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ
Ｌ１ 基因的氨基酸序列，并与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的 １５ 株

牛乳头状瘤病毒 １４ 个基因型的 Ｌ１ 基因编码氨基

酸序列作同源性分析。 由图 ４ 可知，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ
Ｌ１ 基因氨基酸序列与牛乳头状瘤病毒 １ 型 ＢＰＶ１

（登录号：Ｘ０２３４６）的氨基酸序列同源性为 ９９．８％；
与 ＮＣＢＩ 收 录 的 另 外 两 株 ＢＰＶ２ （ 登 录 号：
ＪＱ７９８１７）、ＢＰＶ２－ＧＺ０１（登录号：ＫＸ１１３６２０）的同源

性分别为 ９２．１％、９１．３％，与 ＮＣＢＩ 收录 １ 株 ＢＰＶ１３
（登录号：ＪＱ７９８１７）的同源性为 ９２．７％。

图 ４　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白的氨基酸同源性分析

Ｆｉｇ ４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ

·５·
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２．２．３　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因系统进化树分析　
将 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因与国内外发表的 ＢＰＶ 不

同毒株 Ｌ１ 基因的核苷酸序列采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件绘

制遗传进化树。 结果显示，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株与 ＢＰＶ１

（登录号：Ｘ０２３４６）处在同一遗传进化分支（图 ５）。
由图 ５ 可知，ＢＰＶ１ －ＧＺＬＺ 株与 ＢＰＶ１３ （登录号：
ＪＱ７９８１７）和 ＢＰＶ２（登录号：ＪＱ７９８１７）、ＢＰＶ２－ＧＺ０１
（登录号：ＫＸ１１３６２０）的亲缘关系较近。

图 ５　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因核苷酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｌ１ ｇｅｎｅ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｏｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 蛋白质理化性质的分析　

使用 ＥｘＰＡＳｙ（ Ｃｏｍｐｕｔｅ ＰＩ ／ ＭＷ）、ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线

分析软件预测蛋白质的理化性质及氨基酸组成。

Ｌ１ 蛋白分子质量为 ５５．５５１２２ ｋｕ，分子结构式为

Ｃ２４８４Ｈ３８８４Ｎ６７８Ｏ７３７ Ｓ１６，理论等电点（ＰＩ）为 ８．６８。 其

氨基酸组成中 Ｌｅｕ 最多，占到 ９．１％，不含 Ｐｙｌ（０）和

Ｓｅｃ（Ｕ）。 在该蛋白的氨基酸中，碱性氨基酸有 ３ 种

（Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ｈｉｓ），共 ６８ 个，占 １１．７％；酸性氨基酸有

２ 种（Ａｓｐ、Ｇｌｕ），共 ５２ 个，占 １０．５％；亲水性氨基酸

有 ６ 种（Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ），共 １６５ 个，占

３３．３３％；疏水性氨基酸 ９ 种（Ａｌａ、Ｉｌｅ、Ｐｈｔ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、

Ｐｒｏ、Ｖａｌ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ），共 ２１７ 个，占 ４３．８４％，推测 Ｌ１

蛋白为碱性蛋白。 Ｌ１ 蛋白在哺乳动物网状细胞、

酵母和埃希氏大肠杆菌中表达的半衰期分别大于

３０ ｈ、２０ ｈ 和 １０ ｈ，在溶液中的不稳定指数为 ３９．３８，

低于阈值 ４０，属于稳定类蛋白。

２．４　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因 Ｂ 细胞表位预测

２．４．１　 Ｌ１ 基因编码蛋白二级结构预测　 采用 ＳＯＰＭＡ

在线服务器预测 Ｌ１ 基因编码蛋白的二级结构（图 ６）。

由图 ６ 可知，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白的二

级结构主要包括 α－螺旋、β－转角、无规则卷曲和

β－折叠，所占比例分别为 ２１．０１％、１２．１２％、３８．５９％

和 ２８．２８％。 在整个蛋白二级结构中无规则卷曲、

β－折叠和 α－螺旋区域出现相对较多，而此序列中

β－转角所占比例相对较少。

２．４．２　 Ｌ１ 基因编码蛋白 Ｂ 细胞多参数分析　 采用

ＤＮＡＳｔａｒ 程序包中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 软件综合分析预测 Ｌ１

基因编码蛋白 Ｂ 细胞表位各参数。 采用 Ｋｙｔｅ －

Ｄ００ｌｉｔｔｌｅ 法分析亲水性，Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ 法分析柔韧

性 Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ 法分析抗原指数和 Ｅｍｉｎｉ 法分析

氨基酸表面可及性进行分析，以高于阈值的氨基酸

残基作为候选参考区域（图 ７）。 由图 ７ 可知，该蛋

白在整个氨基酸区域中，都具有良好的亲水性，柔

韧性分布较均匀，抗原性和表面可及性较高。

２．５　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白保守结构域

预测　 采用 ＮＣＢＩ 服务器上的 ＣＤＡＲＴ 工具分析 Ｌ１

基因氨基酸序列保守结构域（图 ８），由图 ８ 可知，

没有发现具有明显特征的保守结构域。

·６·
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ｈ：α－螺旋；ｔ：β－转角；ｃ：无规则卷曲；ｅ：β－折叠

ｈ：Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ；ｔ：Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ；ｃ：Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ；ｅ：Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ

图 ６　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因编码蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 蛋白 Ｂ 细胞表位参数预测

Ｆｉｇ ７　 Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ ｂｙ ｔｈｅ ＤＮＡＳｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

图 ８　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因编码蛋白保守结构域分析

Ｆｉｇ ８　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ

２．６　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白的跨膜结构

预测　 采用 ＴＭＨＭＭ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线服务器对 Ｌ１ 蛋

白跨膜结构域进行预测和分析（图 ９）。 由图 ９ 可知，

ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因编码蛋白发现无跨膜结构域。

２．７　 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因编码蛋白信号肽预测

采用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１ 在线服务器对 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 蛋

白序列中是否存在潜在的信号肽进行预测。 结果

显示，此蛋白无信号肽，即为非分泌蛋白（图 １０）。

·７·
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图 ９　 Ｌ１ 蛋白跨膜结构域预测

Ｆｉｇ ９　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 １０　 Ｌ１ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ １０ Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．８　 原核表达载体构建　 将克隆的质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－

ＢＰＶ１－Ｌ１ 与原核表达载体 ｐＣｏｌｄ Ｉ 同时用 ＥｃｏＲⅠ
和 ＸｈｏⅠ进行双酶切，酶切产物用 １．２％的琼脂糖凝

胶电泳检测，均能扩增出相应的目的条带（图 １１），
将回收的目的片段进行纯化回收，构建原核表达载

体 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１，将构建的质粒进行菌液 ＰＣＲ
鉴定（图 １２），送公司测序。

Ｍ：ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅ；１：ｐＭＤ１９－Ｔ－ＢＰＶ１－Ｌ１；２：ｐＣｏｌｄ Ｉ

图 １１　 质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 双酶切

Ｆｉｇ １１　 Ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ１９－Ｔ－ＢＰＶ１－Ｌ１ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅ；１－５：质粒 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅ；１－５：Ｐｌａｓｍｉｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 １２　 原核表达载体 ｐＣｏｌｄ Ｉ 双酶切

Ｆｉｇ １２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ Ｉ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．９　 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 原核表达及鉴定结果 　 对

含有阳性重组质粒 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 的 ＢＬ２１ 表达

宿主菌进行温度和诱导表达，１２％的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电

泳鉴定结果（图 １３）显示，重组表达蛋白主要以包

涵体形式存在，重组蛋白分子量约为 ５５．６ ｋＤ，与理

论值一致。

·８·
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Ｍ： 预染的蛋白分子量标准；１： ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 转入 ＢＬ２１ 菌经

超声诱导菌液沉淀，２：ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 转入 ＢＬ２１ 菌经超声诱导

菌液上清；３： ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 转入 ＢＬ２１ 菌诱导菌液未破碎；
４： ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 转入 ＢＬ２１ 菌未诱导菌液；５： ｐＣｏｌｄＩ 转入 ＢＬ２１

菌诱导菌液；６： ｐＣｏｌｄＩ 转入 ＢＬ２１ 菌未诱导菌液

Ｍ：Ｐｒｅ－ｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄ； １：Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ
ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ ｉｎｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； ２：Ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ ｉｎｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； ３：ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ
ｉｎｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓ ｎｏｔ ｂｒｏｋｅｎ；

４：ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ；
５： ｐＣｏｌｄＩ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ－ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；
６： ｐＣｏｌｄＩ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ＢＬ２１ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ

图 １３　 重组 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 蛋白表达产物的鉴定

Ｆｉｇ １３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

２．１０　 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 重组原核表达蛋白的鉴定

结果 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，经 ＩＰＴＧ 诱导的

重组表达蛋白能与 Ｈｉｓ 单抗和已制备好的兔源

ＢＰＶ１ ＬＩ 多克隆抗体产生特异性反应产生特异性

反应，条带为 ５５．６ ｋＤ 左右，与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果一

致，结果见图 １４ 和图 １５。

３　 讨论与结论

牛乳头状瘤病在 １９２９ 年被首次报道，现在世

界各地都广泛流行并传播［１２］。 在我国新疆、东北

和海南地区近两年也有该病的报道［１３］。 ＢＰＶ 会影

响牛产奶量出现下降和皮革质量、生长性能等，严重

的会导致牛死亡［１４］。 贵州省为快速发展养牛业，

从外地引进优质牛种，牛交易过于频繁，给 ＢＰＶ 的

感染带来了巨大的潜在风险，也给该省持续健康发

展的养牛业带来巨大的挑战。

本研究应用 ＰＣＲ 扩增、克隆测序、生物信息学

分析，构建了 ｐＣｏｌｄ Ｉ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 原核表达质粒并且

Ｍ：预染的蛋白分子量标准；１－３：诱导的 ｐＣｏｌｄＩ－ｃＬＳｍ１４Ａ 重组菌；
Ｍ：Ｐｒｅ－ｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄ；

１－３：Ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＣｏｌｄＩ－ｃＬＳｍ１４Ａ

图 １４　 重组蛋白 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定

Ｆｉｇ １４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１

Ｍ：预染的蛋白分子量标准；１－２：诱导的 ｐＣｏｌｄＩ－ＢＰＶ１－Ｌ１ 重组菌；
３：空载体 ｐＣｏｌｄＩ

图 １５　 重组蛋白 ｒＨｉｓ－Ｌ１ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定

Ｆｉｇ １５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒＨｉｓ－Ｌ１
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

成功诱导表达。 结果显示 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株 Ｌ１ 基因

序列全长是 １４８８ ｂｐ，编码 ４９５ 个的氨基酸，分子结

构式为 Ｃ２４８４Ｈ３８８４Ｎ６７８Ｏ７３７Ｓ１６，二级结构主要包括 α－

螺旋、无规则卷曲和 β－折叠为主。 彭昊等［１５］ 研究

结果显示，ＢＰＶ－ＧＸ－ＬＡ１５０９０９ 与 ＢＰＶ１ 参考株无

论是基因组还是 Ｌ１ 基因同源性非常高，而本研究

中 ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ Ｌ１ 基因序列与牛乳头状瘤病毒 １
型参考株 ＢＰＶ１ 的核苷酸和氨基酸同源性均为为

９９．８％，ＢＰＶ１－ＧＺＬＺ 株与 ＢＰＶ１ 参考株处在同一遗

传进化分支，说明 ＢＰＶ１ －ＧＺＬＺ 株与 ＢＰＶ －ＧＸ －

ＬＡ１５０９０９ 株可能均来自相同的来源。 本研究采用

外源基因常用的大肠杆菌表达系统，与酵母、昆虫、

·９·
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细胞等原核表达系统相比，大肠杆菌表达系统具有

培养简单、成本低、生长繁殖快、表达量高等优点。
实验选用了具有良好表达效果的 ｐＣｏｌｄⅠ原核载

体，该载体为氨苄抗性，载体带有 Ｈｉｓ－ｔａｇ 标签，为
方便进行后续的蛋白纯化实验。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示，重组表达蛋白主要

以包涵体的形式存在，且与 Ｈｉｓ 单抗产生特异性反

应，与预期结果相同，证明 Ｌ１ 基因在大肠杆菌

ＢＬ２１ 中得到了有效的表达；该蛋白具有均匀的柔

韧性和良好的亲水性，其抗原性和表面可及性也较

高，但能否刺激机体产生体液免疫、产生特异性抗

体，还需进一步研究验证。
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