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提要 牛病毒性腹泻病毒(BvD、r)lnL株的基茵组 RNA为模板 ，经逆向转录酶作用 ·台成第一链 

eDNA，再必Rt,hse／H与DIqA聚台酶 I联合作用合成 ds eDNA，并必dC同聚物尾化。pUC8DNA在 

last I酶解后， dG同聚物尾化，两者退火构成重组质粒，转化到F．n JM101受体菌中。另以 p- 

ATP标记 BVOV RNA制备探针 ．通过菌落原位杂交筛选重组子 酶切分析表明重组质粒插入片段 

最长接近 12kb。该片段含有EcoR I，HindⅢ、BamH I的酶切位点，此eDNA文库基本上包括了BVDV 

瑚克隆 些搠  ■0。‘ —’‘_-’一—⋯ ， 
l起牛羊病毒性腹泻的重要病原，研制该病毒基因工程疫 

库的构建将为此提供所需要的免疫原性蛋白基因。 

美国分子遗传公司 M．Collett阻 对 BVDV NADL分离株的核苷酸序列 ，分子克隆及编码各 

类蛋白的基因作了研究 ，说明 BVDV基因组含有编码 449kDa的阅读框 ，其中一些短片段在大 

脑杆菌中表达的融合蛋白 ，其免疫血清能与病毒产生免疫沉淀反应 。 

我们从分离的 BvDV haL株E ：中，制备 BVDV基因组，作了类似的研究，获得了BVDV基 因 

组的 eDNA文库 ，本文将叙述这一研究结果。 

材料与方法 

1 丑。 pUC$质粒菌殛受体菌~VII91 由本实验室提供。 

2 BVDV lnL株 本实验室保存 

3 酶制剂 ， DNA．缺口翻译药台 ，xgal，IPTG 均为华美公司产品。 
。 

l 电濂缓冲液 为 1XTBE：0．0B9mol／LTris-硼酸 ．0．O0Imol／L EIYFA钠盐 ，pH8．3 

5 BVDV RNA的提取与纯化 取 BVOV InL株感染的病牛犊肝 ．肾病料，加入 TNE缓冲蔽t0．01mol／L Iris- 

Hcl， 1rn~i／LNaC1，O．D01mol，L EDTA钠盐 ． I7、4)高速匀桨，反复冻融 ，使细胞破碎 ，病毒粒子释放 ，悬浮蔽 

离心机(GL20型 ．NO3转子)於 l 000O转／分 离心30分钟，取上清液用 10000Da截流分子量的中空纤维滤膜 

超滤．除去 lO000Da分子量以下蛋白质厦棱酸分子。获得的病毒浓缩液撩Broek~ 方法进行密度梯度离心．获得 

纯化的病毒。在冰浴条件 F．用s1E缓冲蔽饱和的苯酚抽提BVI)V RNA，再用 2mol／L LiCI除去小分子接酸．经 

此法处理的 BVOV RNA中舍有少量逆转录需要的引物 RNA 

B pUCA~质粒的提取与纯化 按常规方法0 扩增 ．并用碱法提取 ，电糠纯化制取 puc8的∞ cDIqA和ocDNA 

_车文于 1993年 10只22 H收到，1994年 10月31日修 回 
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质牡。 

7 pUC8质粒的Psfl酶消化及dG尾化 将上述提纯的pUC8 ocDNA及CCCDNA约 100~s·加入2靴 酶解缓冲 

液 ，PstI酶 2山，于37℃反应 2小时，以STE饱和的苯酚抽提DNA．获线性DNA沉淀。然后按 Gube 。坊 法加入 

接尾缓冲液及20单位末端脱氧棱糖核苷酰转移酶．于 37℃反应 15分钟后产生 ∞ 聚合片段接尾的 pUC8质 

粒 ．该质粒经乙醇漂洗沉淀 后 ．真空干燥备用。 

8 BVDV双链eDNA dC尾化 接Collar[ 方法台成第一条eDNA链。第二条 eDNA链合成按 Gu 方法进 

行，并取 2—3 双链 eDNA，加入接尾缓冲液 ，dC及 2 末端脱氧核糖棱苷酰转移酶 ，在 22℃反应 s0分钟 ， 

65"C反应 10分钟 ，反应以乙醇沉淀 ，漂洗 ．真空干燥备用。 

9 BVDV eDNA的克隆 接齐义鹏I。 所述方法将上述尾化的pUc8质粒与 BVDV eDNA沉淀混台，加入退火 

缓冲蔽．掏建重组 DNA，并转化到3M101受体菌中。转化后 ，在台有2％琼脂的 AmP L．B平板及含有 AmP、2 

Y．Tgal和 0．1mol／L IPTG的 0．6 琼脂平板上，筛选阳性克隆苗株。对于已筛选出的几十十阳性克隆菌株 ，按 

Ccmn~emDo 方法，筛选出含BVDV eDNA的克隆菌株。方法是取 2 ；BVDV RNA在 刊 多核苷酸澈酶作用下， 

标记 p-ATP。克隆菌株的苗落转移到硝酸纤维素膜 ，经过蛋白酶 K梢化蛋白的处理，使其 DNA固定在膜 

匕。上述的BVI)V P．NA探针对后者进行Dot bloc杂交于一2O℃．放射自显影 7天，取出显影．黑点相应的菌落为 

含BVI)V eDNA插入片段的克隆菌株。 

10 重组质粒的接酸分子杂交鉴定 由台有BVDV eDNA插入片段的菌体中提取质粒，应用缺口翻译药盘标 

记 ’~P-dCTP后 ，分别与 BVI)V感染的牛犊脾肝提取的核酸，在硝酸纤维素膜上进行Dot blot杂交，以此进一 

步封定重组质粒 DNA中是否台有 BVDV eDNA。 

u 重组赢粒I)NA限制性内切酶位点的测定 取其量 1O 以无水乙醇充分混悬后 ，迅速分装到 4支 Epp 

doff管中．离心，弃去乙醇 ，真空干燥 然后按华美公司产品介绍的方法分别加入 EcoR I，Hind I．BamH 1，Pst 

r致2 相应缓冲液．于 37"C反应d小时，加入苯酚一氯仿(】；1)抽提DNA。DNA酶解片段以0．8 琼脂糖电 

诛 ，溴化乙靛染色，观察电泳结果。 

结果与讨论 

1 BVI)V RNA纯化 纯化后 BVDV RNA电泳后呈现一条核酸带 ，如图 1所示。I975年 Pritcl~ 

口 从 BVDV提出 38．5，31S和 24S三个 RNA组分 ，他认为 3IS和 245可能由 38S RNA降解 

而来 采取其方法 ，也可分离 出三个 RNA组分 。但是采用 Bfock[ 方法提取 RNA，仅有一种 

RNA组分 ，与 Brock的结果相同。PurchioE” 解释这一现象时 ，认为 BVDV为一条核苷酸链 ，但 

存在薄弱环节 ，由于提取条件剧烈 ，易被降解产生另两组分。conettE。 测算 BVDV RNA全长为 

]2--13kb 图 】中 BVDVRNA电泳位置比含其 eDNA线性重组质粒 I)NA片段偏高 ，是因为同 

样长度的核苷酸 片段 ．单链 比双链的电泳速度偏低，此结果与 Gary[ 描述SV40核酸电泳行为 
一 致。 

2 BVDV RNA的 eDNA克隆与鉴定 我们用 RNA病毒基因组 ，可以利用细胞小分子 RNA引 

导逆转录的原理合成了 eDNA。尾化 pUC8DNA与尾化的 BVDV ds eDNA混合退火 ，并经 T4 

DNA连接酶作用构建重组 DNA，转化到 JlVll0]受体菌以后 ，由于插入外源 DNA而致 pUC8中 

半乳糖苷酶基因破坏。不能作 用于 xgal产生蓝色反应 ，从而筛选出白色阳性克隆菌落。 

标记 zp—ATP的 BVDV RNA探针与重组质粒菌落核酸分子原位杂交结果如图 2所示。 

显影后出现黑色小点 ，表明含有BVI)V eDNA的克隆株菌落 这些菌株的 DNA与标记的 。印一 

ATP的 BVDV RNA进行 Dot blot杂交结果如图 3所示 ，黑色斑点为阳性 ，说明这些菌株吉有 

BVDV eDNA插入片段 。反之为不含有其插入片段的菌株 。以阳性反应的 ～ 菌株扩大培养 ，提 
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取质粒 DNA，经缺 口翻译标记 一。~P dCTP后与感染 BVDV的牛犊肝脾及未感染的健牛犊肝脾 

提纯的核酸进行 Dot blot杂交 ，前者为阳性 ，后者为阴性 ，如图 4所示 ，结果进一步确定该株重 

组质粒中含有 BVDV cDNA。 

图 】 BVDV RNA．电诛纯化后的线性重组质粒 DN̂  

kDNA蓐解片段 电诛结 果．1％琼脂糖 

3̂克隆株线性重组质齄 DNA． 

b，kDNAH_咖 -与 EcoR I蓐解片瞪 

0 BVDV RNA 

F 】 E m曲 。州 c卸 dly出 rest~  J a~arose 

a·L recombinant口a DNA d colony A 

b· DNA-Hir~ _ and B Ifragments 

c．BVDV RNA 

图2 V-’ZF-ATP标志囟BVDV RNA与阳性克隆荫落重组质 

粒 DNA的原位分子杂交 

黑点 ：示含有 唧 eDNA插 ^片段的克隆苗蒂 

哺  ^ hy d the c with v 

一  P_ATP h BVUV RNA Dark dots曲口、岫 恤e 州 Ⅱv 

colo~dcswhich com~n BVDV c
．D NA im~rts． 

表 1 As克隆曹重组噩粒 DNA碍辫片段长度 

1触 】 Lengths diI删 hagm曲饵 theA，re∞m岫岫呲 仙l口T 蹦 A 

R僦 n on en玎 懈  

B l 
坐 竺 ! 

2 3．8 3 

】1．6 0 

5．8 5．2 2
． 8 

8．4 3．0 2 0 

。 重组质粒 DNA酶切分析 以 Psi I酶解不同克隆株中重组 DNA
，其插入 片段的 cDNA从 

。kb到 ]2kb长度不等。含最大 cDNA片段菌株 A3其电泳如图 5所示
，参照标志的舡'NA酶切 
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片段碱基对长度，计算各种酶切 片段大小如表 l所示 ，其各个酶切片段总和在 12kb到 l 3kb，接 

近资料报道的 BVDV eDNA插入 片段的总长度[ 。 

图 3 P—ATP标志的 BVDV RNA与克隆 

茁中提取的质粒 DNA舒子杂交的结果 

黑色 ：示阳性结果 

F 3 Hytmidization anaty~ ofthe r 

binant olasmld DNA with a-azp ATp labeled 

BVDV RNA Dark dots；showing pc~tive results 

3 

图 4 一卿 标志的 A3克隆苗重组 IXNA与健康和感染 

BVDV的牛犊脾脏中提取的 RNA Dot Mot杂交结果 

a健牛犊样品I b̂ d病牛犊样品 

F 4 D。t blot hybridization m1 d theRNA c．xtractedfrom 

lhe p【筐 n8 of BVDV f∞ted and l-B thy 咖 v咚
．
with 血e ：zP— 

dCFpl~eted am  DNA extruded ~ ．-ombinam A 

a·鞠m坤 ofthe heanh cB1fjb．c．d．goJn~es ofthe calv~ m 

fect翻 with BVDV． 

图 5 A!克隆苗重组DNA酶解片段的电泳结果 ，】％琼 

脂糖 

aPstI酶解片段 I kDNA的 H枷 -与 EcoR I酶 

解片段}c．髓nlHI酶解片段 }d．H咖 -酶解片段 I 

EcoRI酶解片段 

Fi8 5 R mt endonude~e armly~．of Aj com嘣呦 t 

pl~imidDNA (】 日B肚0 ) Pst I抽 ． —DNA 

Hj _ EcoR I m }c．№ mH I}d ■ le
． 

EooR I 

综， 所述，我们建立的克隆株台 BVDV cDNA的插入片段几乎相当 BVDV RNA的全长
，因 

此该 eDNA文库包括了 BVDV大部分遗传信息 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第2期 糜克永等： eDNA文库的构建 l65 

参 考 文 献 

1 王蔷 ．张目芳，张恒顺．内蒙地区羔羊下痢病毒病原谱查．内蒙古畜牧科学 ．1989~2：31--38 

2 向需成．麋克永 ．王蔷．等．j舸南省牛病毒性腹挥，牯膜病的首次诊断及渭查研究 湖南畜牧兽医，1988t2：15--19 

3 Mams C,o1]~tt·RubY Larmom Moteodar d0rIif and n L1d0mi出 sequence of the pestivirus Bo vine viral 枷 啪 virus．Virclc~ 

．1988‘l95：191一 l90 

Mares colintt，Ruby 姗 n·B E su~ak． prote／n encoded t Bovine vir& diarrhea vin ：The genon~ organization of a 

p劬  u VJr~ogy．1 988‘195：200-- 208 

5 糜克永．丁清泉．王蔷．等．牛病毒性腹褥睛靠的韧步鉴定 病毒学杂志．]987}l；66—75 

6 BrockK V．D A Brian·HT Ronse．d d．Md咖 I dorfia8 of complementaryDNA from 8 pneumopathic strainof Bovine 

virdi diarfae．a virus andI忸 diagnmtic appUcatinn．J VetRe*．1988152：451—457 

7 齐义晴，黄永需，粱明山编著 基因工程原理和方法 重庆 四川大学出版社．1988：180--183 

8 Gubler V·Hoffman B J．A gitTl~ an d very f№ tmethodfor~rmeratm8 eDNA nr Gene，l983‘25：263— 269 

9 齐艾鹏．黄永秀．粱明山编著．基因工程原理和方法；重庄：四川大学出版社 ．1988 180--192 

10 Mic~ietGru删 n．D~vidsHogness．Corny hylycSalzatinn：A rnethcdfortheisolationof ~lonodDNAsthat contain a sDecif 

鲫 e Proc Nat Acad Sei，USA．】975l172(10)：396t一 3985 

11 PrindiettR F．Man din8 JS，z YC， Characterization ofBo vine v／raldiarrheavirusRNA．JViro1．1975}】5：13l2— 

1947 

12 P|时  AF，Lass~ R．Collett吣 ．(3mraeter／zation ofvirus g删  RNA synthesisedin bovine infectedwithbo vine vi． 

rod diarrhea virus．J Viro1．1 989‘48：320— 924 

1 3 GaryK ma咖 rt G Carrnochae1．Analysis of n出 and double~stran ded r eic 由 onboLvacrylaafi~ and 啦 啊 烈  

u．~n8 Foxdi and a dirIe orange ProNattAcadsd USA．1977‘24(11’：4835—4838 

Construction of a eDNA Library of 

the Bovine Viral Diarrhea Virus Genome 

Me Keyong W an Qian Zhu Yong Ren xi yuaf1 Yah Yuyingz 

(w Iaa~ute of Virob~y，Academm Smica．Wut~+430071、 

( (蝴鲫 of Sc'umc,e of Animal Husbandry Inner Mo~ot山抽跏蛳 如 面 ， ‘̂ 010030) 

Bovine viral diarrhea virus(BVDV)InL genomi~RNA wa宴used a宴a template to synthesize 

eDNA by reverse transcriptase．The ds eDNA Ⅷ synthesized by RNase H—DNA polymeras~
， and was 

inserted into the Pst I site of the pUC8 veeEor by dC dG homopolym er／~raging and ligation
． After be 

ins transformed  to ．o JM 1 0l，the recombinanrs were screened  by 矾 础  hybridLzation with v
一 3 P— 

ATP labeled  purified  BVD V RNA． Restriction Lw~zyme analysis showed that血 e largest eDNA inscr~ 

ⅥⅧ ；I 2kb— I 3kb，it almost Covered the BVDV genome
． 

Key words BVDV tReverse transcr／ption，Gene cloning
， eDNA library 
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