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Expression of the envelope protein gene vp28 of the white spot

syndrome virus in Pichia pastoris

LI Fang, YE Qiao-zhen, HE Jian-guo , WANG L-i zhen

( State Key Laboratory of Biocontrol, Zhongshan University , Guangzhou 510275, China)

Abstract: A pair of primers was designed based on the vp 28 gene and PCR was performed to amplify the gene

f rom WSSV DNA. Insert ing the DNA fragment to the yeas-t E . coli shuf fle vector pPICZ and the recombinant

plasmid ( pPICZVP28) that contains the target DNA fragment was obtained in the E. coli strain. The pPICZVP28

was introduced into Pichia pastoris strain X33 by electroporation. The transformant strain X33-1 was grown in

BMGY media in fled f lask at 28 e . Induced by methanol for 72h, the samples of cell pellets and supernatant

were collected by centrifugation and analyzed by SDS-PAGE and Western-blot, which confirmed that the strain

X33-1 can express the WSSV. s envelope protein vp 28.

Key words: white spot syndrome virus; envelope protein; Penaeus monodon; Pichia pastoris

白斑综合征病毒( white spot syndrome virus, WSSV)是危害东南亚及北美洲沿岸养殖对虾的重要病原。近十年来, 国

内外对该病毒的形态结构、基因组全序列、宿主范围、传播途径、致病性和组织细胞特异性等作了大量的研究
[ 1- 7]

,并已

确定该病毒的侵染与其囊膜蛋白 vp 28 有关[ 8]。实验根据已发表的白斑综合征病毒囊膜蛋白 vp 28 基因序列[9]设计一对

引物,通过 PCR扩增出该囊膜蛋白的基因片段。将该片段连接到毕赤酵母表达载体 pPICZ 上, 在大肠杆菌中筛选到含目

的基因的重组质粒 pPICZVP28, 用电穿孔法将重组质粒转化到毕赤酵母菌株 X33中, 获得了转化子 X33- 1。经 SD S- PAGE

和Western- blot分析表明, 在合适的培养条件下, 转化子能表达出囊膜蛋白 vp 28。
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1  材料与方法

1. 1  菌株和质粒

毕赤酵母菌株( Pichia p astoris ) X33、大肠杆菌菌株( E . coli) T op10及质粒 pPICZ 均由中山大学生物防治国家重点实

验室王 章教授赠送。

1. 2  培养基

酵母菌的培养及培养基的配制按 Invitrogen 公司毕赤酵母表达系统使用手册(以下简称/ 手册0) , YPD 培养基用于酵

母菌的培养, YPD S+ Zeocin 培养基用于酵母转化子的筛选, BMGY 和 BMMY 培养基用于酵母菌转化子的诱导表达。LB

培养基用于 E . coli菌株的保存和培养, LB+ Z eo cin 培养基用于 E. coli 菌株转化子的筛选、保存和培养[10]。

1. 3  酶和其他生物学试剂

所使用的限制性内切酶、T aq 酶、T4DNA 连接酶均购自上海 Sangon 公司, 抗生素 Z eo cin 购自 Invetrogen 公司。抗

W SSV 囊膜蛋白 vp 28 兔抗血清由荷兰Wageningen 大学 J. M. V lak 教授赠送, 羊抗兔辣根过氧化物酶抗血清由华美公司

图 1 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

Fig. 1 SDS-PAGE analysis of the products of

  X 33- 1 fermentation

1:蛋白 Marker; 2:对照细胞沉淀; 3: X33-1细胞沉淀;

4: X33-1上清; 5:对照上清

1. protein marker; 2. the control cell pellet s; 3. X33-1 cell pellet s;

4. supernatant of X33-1; 5. supernatant of the control

购得。

1. 4  表达载体质粒的构建与转化

根据 vp 28基因读码框两端的序列[ 9]设计 1 对引物, 在

引物两端分别引入限制性内切酶 EcoR I 和 Xba I 的识别位

点, PCR扩增目的基因 vp 28。用 EcoR I 和 Xba I对 vp 28基因

片段和质粒 pPICZ 进行双酶切, 酶切片段亚克隆到表达载体

pPICZ 中, 然后转化到大肠杆菌 Top10 中, 筛选转化子, 提取

重组载体质粒,并对该重组载体质粒进行测序鉴定。PCR、酶

切、连接和转化均按文献[ 10]进行。

1. 5  酵母菌转化

将重组载体质粒按文献[ 10]中的标准方法, 用限制性内

切酶 SacI 线性化后, 用电穿孔法转化到毕赤酵母菌株 X 33

中,在 Zeocin 终浓度为 100Lg#mL- 1的 YPD S+ Z eocin 平板上

筛选转化子。

1. 6  酵母转化子的诱导表达

按手册中的方法进行。挑取转化子 X33- 1 接种于 25mL

BMGY 中,于 250mL三角瓶中 28e 250r#min- 1摇床培养 18h, 1500g 室温离心 5min, 弃上清, 将细胞重悬于 100mL BMMY

中,于 500mL三角瓶中, 28e 250r#min- 1摇床培养,每 24h 添加 0. 5mL 甲醇诱导。培养 72h 后,收集菌体及上清进行 SDS-

PAGE和Western- blot分析。另挑取转化子 X33-1 接种于 25mL YPD 培养基中( YPD中的葡萄糖可完全抑制 pPICZ 质粒的

表达) , 于 250mL 三角瓶中 28e , 250r#min- 1摇床培养 18h, 1 500g 室温离心 5min,弃上清, 将细胞重悬于 100mL YPD中, 于

500mL 三角瓶中 28e 、250 r#min- 1摇床培养, 培养 72h 后,收集菌体及上清作为对照。

1. 7  表达产物的 SDS-PAGE和Western-blot分析

按手册对诱导表达 72h 的酵母细胞和上清进行处理,然后按文献[ 10]中的方法进行 SD S- PAGE 和Western-blot分析。
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2  结果

2. 1  WSSV 囊膜蛋白 vp 28基因重组质粒的构建

从 LB+ Z eocin 平板上随机筛选大肠杆菌转化子, 提取质粒, 经 PCR鉴定, 筛选到含目的基因的重组质粒 pPICZV P28

的阳性克隆。将重组质粒送上海基康公司进行测序,结果表明, WSSV 囊膜蛋白基因 vp 28的读码框( ORF)按设计正确插

入载体质粒 pPICZ 中, 且插入片段无碱基错误。

2. 2  WSSV 囊膜蛋白基因 vp 28在毕赤酵母转化子中的表达

将重组质粒 pPICZVP28 用限制性内切酶 SacI线性化后,用电穿孔法转化到毕赤酵母菌株 X33 中, 从 YPD S+ Z eo cin

平板上获得了转化子 X33- 1。转化子 X33- 1诱导表达 72h,离心收集菌体和上清,进行 SDS- PAG E和Western- blot分析。

SDS-PAGE的结果表明,在 BM MY 中诱导表达的酵母转化子 X 33- 1 的细胞样品在分子量约 28kDa 处有一明显的蛋

白带,而对照则没有(图 1)。从图 1 中还可看到菌体分泌到培养液上清中的蛋白是很少的,在凝胶中几乎看不到蛋白带。

Western- blot检测结果表明, 对照的细胞和上清都没有任何特异带显示; 诱导表达的酵母转化子 X33-1 的细胞中分子量约

28kDa和 43kDa处的蛋白都能与 vp 28 的抗血清产生强烈的特异性反应而在转印的硝酸纤维膜上显示出很浓的深黑褐色

条带,上清仅在分子量约 28kDa 处有稍浅的黑褐色特异带 (图 2)。将蛋白凝胶扫描测量蛋白含量, 28kD a这条带蛋白含

量占总可溶性蛋白含量的 6. 9% , 43kDa这条带蛋白含量占可溶性蛋白含量的 22. 8%。

图 2 Western- blot结果

Fig . 2 Western-blot analysis of the products

of the induced Fermentation

1.对照细胞沉淀; 2. X33-1细胞沉淀; 3. X33-1上清; 4:对照上清

1. cell pellets of the control; 2. cell pellets of X33-1; 3. supernatant of

X33-1; 4. supernatant of control

3  讨论

W SSV主要是靠对虾摄食带病毒宿主而传播的。这一

传播特点与该病毒的囊膜有很大的关系。无囊膜的WSSV

核衣壳不具备感染性[1] , 具完整囊膜的 WSSV 病毒体, 若其

囊膜蛋白 vp 28 被抗 vp 28 的兔抗血清中和, 则也失去感染性,

因此,囊膜蛋白 vp 28在WSSV 的侵染中起着重要的作用[8]。

V lak 等人曾用杆状病毒表达系统表达出了 vp 28[ 9]。与杆状

病毒表达系统相比, 毕赤酵母表达系统有廉价、高效、简便、

无毒等特点[11, 12] ,是一个被广泛应用的高效真核表达系统,

常用来大规模表达真核生物或病毒的囊膜蛋白,以获得大量

纯化的表达产物作为免疫抗原或做其他研究[13- 17]。本文表

达的重组 vp 28 蛋白具有与抗WSSV 囊膜蛋白 vp 28抗体产生

特异免疫反应的能力,为深入研究该蛋白的性质和作用打下

了基础。

酵母表达基因工程产物常具有不均一性。本文中毕赤

酵母转化子X 33- 1 发酵产物在Western- blot分析中, 在分子量

约28kDa和 43kDa 处都有特异带,这一现象在用该系统表达HIV 的囊膜蛋白 gp120 时也有发生[17]。本文中出现的多特

异带用糖原内切酶 endoglycosidase H( Endo H)处理后,证明这确实是因为表达产物的超糖基化修饰( hyperglycosylation)和

信号肽未被切除所致。多个免疫活性蛋白现象的成因有待进一步研究。
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