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摘要! 根据急性病毒性坏死病毒#9A@?2H:I90;2AI/O:OH:I@O!&.%.$"$(32: 序列设计引物!以

&.%.的 4%&为模板进行扩增 &.%.引物酶 # 3I:89O2$基因!同时构建表达质粒 3,G/297

3I:8!并转化至 AG36),S'24#4,/$进行诱导表达" *4*76&J,检测显示诱导表达两条蛋白条

带!其中分子量为 73 L@ 的蛋白条带与预期表达蛋白条带大小一致!另一蛋白条带分子量约为

88 L@!经 W2O?2I;7C0/??:;< 及质谱分析鉴定分子量 73 L@ 的蛋白条带为 &.%.7引物酶!而表达

出的 88 L@ 蛋白条带存在部分引物酶多肽片段" $%&结合荧光染料 6:A/7JI22; 在 /3 8:; 内

荧光强度比较稳定!从而确定 /3 8:; 为进行 &.%.引物酶活性分析的最佳终止反应时间!并

在引物合成实验中观察到 /3 8:; 内引物酶活性较高" 当使用多聚胞嘧啶寡核苷酸 3/0Q#P -$

为模板时!重组引物酶能特异性催化底物 JG6" 314 88/05'Y;

2 ?可显著增强引物酶活性!而

4 88/05'K;

2 ?和 ,4G&能抑制引物酶活性"

关键词! 引物酶& 原核表达& 6:A/7JI22; 核酸染料& 酶学活性& 多聚胞嘧啶寡核苷酸

中图分类号! F1/11:& *1:/ 55555555文献标志码'&

55急性病毒性坏死病毒 #9A@?2H:I90;2AI/O:O

H:I@O"&.%.$是导致山东半岛&辽东半岛沿海养

殖栉孔扇贝#./)"#4-("''%',$大规模死亡的病原"

为双链 4%&病毒且呈球形"主要存在于扇贝外

套膜&消化腺&肠和肾脏细胞间质和结缔组织细胞

中
'4 68(

) 根据任伟成等
'7(

的测序结果"在 &.%.

全基 因 组 预 测 的 开 放 阅 读 框 # /32; I29P:;<

MI982O""$($中"发现与 &.%.的 4%&复制&核

酸修饰与代谢及病毒与宿主相互作用相关的

"$(有 :: 个) 其中 "$(32: 编码的引物酶基因

参与病毒 4%&复制)

在 4%&复制过程中"引物酶为依赖单链

4%&的 $%&聚合酶"而多聚胞嘧啶寡核苷酸

3/0Q#P -$和多聚胸腺嘧啶寡核苷酸 3/0Q#P G$就

可作为单链 4%&模板"并特异性结合引物酶活

性位点发挥作用
'0 69(

) 所有生物体的 4%&聚合

酶进行合成时必须有 /D7"+的多核苷酸引物

#3I:82I$存在"才能将添加的核苷酸连接到羟基

上"生物体存在 / 种方式解决这个问题) 其中最

普遍的机制是在生物体引物酶催化下"以单链

4%&为模板合成小段 $%&引物为聚合酶提供合

成 4%&的 /D7"+) 所有真核生物&细菌和许多病

毒都是按这一策略解决 4%&合成的起始问

题
'1 643(

) 目前研究的引物酶大致分为 / 类"#4$

原核表达的引物酶"与解旋酶结合
'44(

%#2$真核表

达的引物酶"与多聚酶结合%#/$非细胞结构的引

物酶)

病毒 的 复 制 与 引 物 酶 活 性 密 切 相 关)

+9II:;<?/; 等
'0(

发现肿瘤细胞中的 4%&复制比

正常细胞的活跃"同时肿瘤细胞中引物酶活性明

显高于正常细胞) 赵琪
'42(

发现 *&$*引物酶是

由 ;O30 和 ;O39 形成的筒状十六聚体复合物"它

在 *&$*复制和转录过程具有重要作用) 朱孝峰

等
'4/(

在进行肿瘤发生及治疗作用的相关研究中
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发现从艾氏腹水癌中提取的 4%&引物酶在增殖

的肿瘤细胞中具有显著活性) 蒋培余
'4:(

发现在

肿瘤细胞 4%&复制中"引物酶能够引发复制功

能"因此推测此引物酶可作为控制肿瘤发生与增

殖的理想靶点) 虽然目前大肠杆菌引物酶&多种

哺乳动物与其病毒引物酶已被广泛研究"但在贝

类病毒以至水生动物病毒研究方面"均尚未发现

类似的研究报道"因此利用分子生物学手段对

&.%.引物酶的结构和功能开展探索性研究"以

期了解 &.%.的致病机理&&.%.病原与宿主之

间的相互作用关系"从而为防控 &.%.的流行和

传播提供参考依据)

45材料与方法

)*)+实验材料

表达载体 3,G7/29# ?$ 由本实验室保存%

4+89菌株&S'24#4,/$为 G)&%J,%公司产品%

限制性内切酶#H"#+

#

和B,09

'

$&G

:

连接酶&

,= 1"C 酶分别购自 KS)公司&全式金公司 #北

京$和宝生物公司 #大连 $%&G6&JG6&#G6和

-G6均为宝生物公司产品%蛋白定量测定试剂盒

购置 G)&%J,%公司%6:A/7JI22; 核酸荧光染料

试剂盒购自 );H:?I/<2; 公司%-/

2 ?

琼脂糖凝胶纯

化柱为 -0/;?2A> 公司产品%胶回收及质粒提取试

剂盒均为 YRK"$,*,&$-+公司产品%6-$引

物合成&多聚寡核苷酸 3/0Q#P -$&4%&测序和蛋

白质谱分析均由上海生工生物有限公司完成%其

他试剂和耗材均为国产)

)*,+(Z'Z粗提液的制备与总 &'(提取

取 2331 年 9 月采自青岛沙子口养殖海区具有

典型发病症状的栉孔扇贝冻存样品"将扇贝组织放

于冰上用海水反复冲洗解冻"加 43 倍体积除菌海

水后"用高速匀浆机 23 333 I58:; 匀浆 : B8 次"每

次 4 8:;%将匀浆液以 4 333 A< 于 : U离心 23 8:;"

弃沉淀"将上清液 2 833 A< 于 : U离心 4 >"弃沉

淀"将其上清液 0 833 A< 于 : U离心 /3 8:;"取上

清液即为 &.%.粗提液" 693 U保存备用)

&.%. 病 毒 粗 提 液 总 4%& 提 取 按 照

G)&%983 海洋动物 4%&提取试剂盒 #天根公

司$说明书要求方法进行)

)*.+2@-引物设计%(Z'Z#引物酶基因的克隆

及重组表达载体的构建

根据本实验室测定完成的 &.%.基因组序

列中 "$(32: 序列"运用 6I:82I6I28:2I813 设计

上&下游引物 (

4

! 8D7JJ& G--&GJ &G& &J-

&&J-&& &&--7/D"其中划线部分为添加的

H"# +

#

酶 切 位 点" 下 游 引 物 $

4

! 8D7&&J

-GGJJ&&-&J---GG-&&&JJ&-7/D"划线

部分为添加的 B,09

'

酶切位点)

以提取的病毒 4%&为模板"6-$反应体系

#28

(

'$!43 AS@MM2I#218

(

'$"P%G6#218 88/05

'"213

(

'$"(4 # 43

(

8/05'" 413

(

'$"$4 # 43

(

8/05'"318

(

'$"总 4%&# 213

(

'" 312

(

<5

(

'$",= 1"C # 312

(

'" 8 #5

(

'$" PP+

2

"# 4719

(

'$)

6-$反应条件!1: U 预变性 : 8:;"1: U /8

O":0 U /8 O"02 U /8 O"共 /8 个循环%最后 02 U

延伸 43 8:;) 4E 琼脂糖凝胶电泳观察 6-$产

物扩增结果) 将扩增出约 4 383 C3 的 6-$产物

切胶回收并连接至 3,9OQ7G4 载体中"做 G&克隆

并测序) G&克隆质粒经限制性内切酶 H"#+

#

和 B,09

'

双酶切后回收目的片段"与经过 H"#+

#

和 B,09

'

双酶切的原核表达载体 3,G7/29

# ?$连接"并转化至 AG36),4+8

%

感受态细胞中

并提取质粒酶切鉴定) 鉴定正确重组表达载体命

名为 3,G/2973I:8)

)*>+重组蛋白的诱导表达及纯化

将 3,G/2973I:8 质粒转入大肠杆菌 S'24

#4,/$中"接种于含氨苄青霉素 #&83"433

(

<5

8'$'S培养基"/0 U 培养过夜"次日按 4C433 接

种到新鲜 'S培养液#含氨苄青霉素 433

(

<58'$

中"待培养至 "4

733

<317 左右时"取 2 8'另行培

养#未诱导$"其余菌液加入 )6GJ至终浓度为 4

88/05'"/0 U 诱导 8 B7 >"收集菌液离心后弃上

清液"于沉淀中加入裂解缓冲液冰浴中快速超声

破碎"43 333 A< 离心 8 8:;"上清液及沉淀分别取

样加入 *4*上样缓冲液"13 U煮沸变性 8 8:;"

42E *4*76&J,观察蛋白表达情况)

按 -/

2 ?

亲和层析说明书 #-0/;?2A> 公司$进

行重组引物酶的纯化) 先将超声裂解菌液 43 333

A< 于 : U离心 8 8:;"弃上清液%加入洗涤缓冲

液#GI:O7+-03+913"83 88/05'%,4G&4 88/05

'%%9-083 88/05'%尿素 2 8/05'%GI:?/; B7433

318E$轻柔吹打充分洗涤菌液"43 333 A<&: U

离心 4 8:;"弃上清液"重复 / 次"最后再用纯水反

复洗涤 / 次"去除洗涤缓冲液%加 &液#%9+

2

6"

:

23:4
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312 8/05'%%9

2

+6"

:

312 8/05'%盐酸胍 7 8/05

'%%9-031/ 8/05'%3+013$溶解"43 333 A< 于 :

U离心 4 8:;"收集上清液并用 31:8

(

8滤膜过

滤%用 &液洗柱""4

293

为 3"加溶解于 &液的重组

蛋白"再用 &液洗柱""4

293

为 3%再加入 -液

#%9+

2

6"

:

312 8/05'%%9

2

+6"

:

312 8/05'%盐酸

胍 81: 8/05'%%9-03120 8/05'%咪唑 3148 8/05

'%3+013$"当吸收值升高时开始收集"收集至吸

收值不再变化"收集液中含纯化重组蛋白)

)*B+重组蛋白包涵体的复性

将纯化蛋白先在透析复性缓冲液
#

#%9-083

88/05'%,4G& 4 88/05'%甘油 43E%尿素 :

8/05'%甘 氨 酸 4E% %9+

2

6"

:

23 88/05'" 3+

01:$中透析 42 >"然后转移至透析复性缓冲液
)

#%9-083 88/05'%,4G& 4 88/05'%甘油 43E%

尿素 2 8/05'%%9+

2

6"

:

23 88/05'"3+ 01:$中

透析 42 >"再在透析复性缓冲液
'

# %9-083

88/05'% ,4G& 4 88/05'% 尿 素 4 8/05'%

%9+

2

6"

:

23 88/05'"3+01:$中透析 42 >"最后

在 6S*#%9-047<5'"%9

2

+6"

:

,42+

2

" 819 <5

'"N-031: <5'"N+

2

6"

:

31: <5'$中透析复性 42

>"超滤离心"8 733 A<"23 8:;) 将浓缩后重组蛋

白 623 U 保存备用)

)*C+重组引物酶的鉴定%含量测定

用 SI9PM/IP 蛋白质测定试剂盒 #天根公司$

测定纯化的重组引物酶的蛋白含量)

将纯化的重组引物酶进行 42E *4*76&J,"

用 7 A+:O标签的抗体进行 W2O?2I;7C0/??:;< 验证

并将重组蛋白进行质谱分析)

)*V+重组引物酶酶学活性分析

6:A/7JI22; 染料荧光强度稳定性的检测55

反应体系 # / 份平行实验"每份反应体系为 233

(

'$为 83 88/05'+232O"433 88/05'谷氨酸钾

#3+018$"43 88/05'4GG"43 88/05'乙酸镁"

233

(

8/05'JG6"233 ;8/05'3/0Q#P -$"不加入

重组引物酶"用 ;@A029O27MI22X9?2I补齐"加入新

鲜配制的 6:A/7JI22; 荧光染料混合溶液 28

(

'

#6:A/7JI22; 218

(

'"4 AG,缓冲液 2218

(

'$"按

43&23&/3&:3&83 和 73 8:; 共 7 个时间点用 17 孔

荧光光度计检测激发光波长为 :98 ;8"发射光波

长为 8/9 ;8时的荧光强度数值)

引物酶活性的测定55反应体系同 6:A/7

JI22; 染料荧光强度稳定性的检测"先将纯化的

重组引物酶在 /3 U浴预热 8 8:;"设置 #加入 8

(

'引物酶$43&23&/3&:3&83 和 73 8:; 共 7 个时

间点的实验组"每组 / 个平行"同时每个实验组都

设置未加入引物酶的阴性对照用于消除反应体系

自身背景值) /3 U孵育进行反应)

在反应 43&23&/3&:3&83 和 73 8:; 时分别向各

实验组中加入新鲜配制的 6:A/7JI22; 荧光染料混

合溶液 28

(

'#6:A/7JI22; 218

(

'"4 AG,缓冲液

2218

(

'$"按 43&23&/3&:3&83 和 73 8:; 共 7 个时

间点用 17 孔荧光光度计检测激发光波长为 :98

;8"发射光波长为 8/9 ;8时的荧光强度数值)

重组引物酶底物特异性实验55将纯化重组

的引物酶和核糖核苷三磷酸底物#&G6&JG6&-G6

或 #G6之一$分别于 /3 U预热 8 8:;"加入到 233

(

'反应体系中"使反应体系含 83 88/05'+232O"

433 88/05'谷氨酸钾"43 88/05'4GG"43 88/05

'乙酸镁#3+018$"同时设置相应的只加入引物酶

或不同组合的底物作为阴性对照组"/3 U孵育 /3

8:;"检测步骤同引物酶活性的测定)

不同浓度 ,4G&对重组引物酶活性的影响

反应体系同 6:A/7JI22; 染料荧光强度稳定性的检

测) 将纯化的重组引物酶 /3 U预热 8 8:;"在反

应体系中加入 8

(

'引物酶和不同浓度的 ,4G&

#3&4&8 和 43 88/05'$溶液的组合的实验组"同

时设置相应的只加入不同浓度的 ,4G&的阴性

对照"/3 U孵育 /3 8:;"检测步骤同引物酶活性

的测定)

不同金属离子对重组引物酶活性的影响55

反应体系同 6:A/7JI22; 染料荧光强度稳定性的检

测) 将纯化的重组引物酶 /3 U 预热 8 8:;"在反

应体系中加入 8

(

'引物酶的同时"额外加入不同

浓度 %9

?

#8 88/05'$&N

?

#4 88/05'$&K<

2 ?

#4

88/05'$&K;

2 ?

#4 88/05'$&Y;

2 ?

# 314 88/05

'$和正常反应体系共 7 个实验组"同时设置相应

的不加酶的阴性对照) /3 U孵育 /3 8:;"检测步

骤同引物酶活性的测定)

25结果与分析

,*)+(Z'Z#引物酶基因 2@-扩增及鉴定

以提取 &.%.粗提液总 4%&为模板"6-$

扩增得到约 4 383 C3 大小的片段"与预期大小一

致#图 4$) G&克隆并进行测序"证实扩增条带为

目的基因条带)

/3:4
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图 )+(Z'Z#引物酶基因编码框的 2@-扩增

K14%&89IL2I% 41空白对照% 216-$产物)

D4E*)+2@-05GF4J4%0;4H:G3H98%;HJ;<6

(Z'Z#G345076HG6:36094:E J3056"M-D#

K14%&89IL2I% 41A/;?I/0% 216-$3I/P@A?O1

,*,+重组引物酶的诱导表达及鉴定

将经 H"#+

#

和 B,09

'

双酶切&测序验证

正确重组质粒 3,G/2973I:8 转化至表达菌株

S'24#4,/$中")6GJ诱导重组蛋白表达"经 42E

*4*76&J,"在 73 L@ 左右处出现一条预期大小的

蛋白条带"而在 88 L@ 处也出现一条蛋白条带#图

2$"重组蛋白主要以包涵体形式存在于沉淀中)

W2O?2I;7C0/??:;< 表明两条表达蛋白条带都带有

7 A+:O标签"经质谱进一步鉴定约 73 L@ 左右的

蛋白条带为引物酶蛋白条带#图 /$)

图,+GA/.,0#G345重组蛋白表达产物的 L&L#2(UA"),^#

K1蛋白分子量 89IL2I% 41未诱导重组阳性菌超声上清% 21未

诱导重组阳性菌超声沉淀% /1诱导后重组阳性菌超声上清%

:1诱导后重组阳性菌超声沉淀% 81纯化后重组引物酶)

D4E*,+L&L#2(UA"),^#0:0F=747HJ

36%H514:0:;G3H;64:GA/.,0#G345

K13I/?2:; 8/02A@09I89IL2I% 41O@32I;9?9;?/M@;7:;P@A2P 9M?2I

O/;:A9?:/;% 213I2A:3:?9?2 /M @;7:;P@A2P 9M?2I O/;:A9?:/;%

/1O@32I;9?9;?/M:;P@A2P 9M?2IO/;:A9?:/;% :13I2A:3:?9?2 /M

:;P@A2P 9M?2IO/;:A9?:/;% 813@I:M:2P I2A/8C:;9;?3I:89O21

图 .+W67;63:#1FH;;4:E 检测重组蛋白以 C b]47

标签抗体作为一抗

K1蛋白分子量 89IL2I% 41重组引物酶)

D4E*.+-6%H514:0:;G3H;64:96;6%;691=

W67;63:#1FH;;4:E 874:E ]47#;0E 0:;41H9=

K13I/?2:; 8/02A@09I89IL2I% 41I2A/8C:;9;?3I:89O21

,*.+引物酶纯化和蛋白含量测定

重组表达蛋白经 -/

2 ?

琼脂糖凝胶纯化"得到

约 73 L@ 的特异性目的蛋白条带) 用 SI9PM/IP 蛋

白质定量试剂盒测定纯化引物酶蛋白含量为

3104: 8<58')

,*>+引物酶酶学活性测定

6:A/7JI22; 荧光染料荧光强度稳定性检测5

设计 6:A/7JI22; 荧光染料荧光强度稳定性确定最

佳检测时间"结果显示荧光染料随时间变化而变

化"在 /3 8:; 后稳定性显著降低"/3 8:; 为检测

最佳时间) #图 :$)

图 >+时间变化与 24%H#U366:荧光强度的关系

*

"

+表示差异显著#7>3G38$ )

D4E*>+/<6%<0:E67HJ;456P4;<24%H#U366:

JF8H367%6:%64:;6:74;467

&; 9O?2I:OL 89IL #

"

$ :;P:A9?2OO:<;:M:A9;?P:MM2I2;A2O# 7>

3G38$1

55引物合成实验55在 /3 U反应条件下"每隔

43 8:; 在反应体系中加入 6:A/7JI22; 染料进行检

:3:4
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测 $%&引物合成的量) 结果显示在 73 8:; 内"

随着时间延长引物不断地从头合成"在 83 8:; 时

合成量达到最大值然后趋于稳定) 并且在前 /3

8:; 荧光强度与引物合成的量呈线性关系 #图

8$)

图 B+在 GHF="9@#存在下 (Z'Z引物酶随时间

变化从头合成引物的荧光强度分析

D4E*B+(:0F=747HJ;<6JF8H367%6:%64:;6:74;= HJ

96:HQH G345637=:;<67471= (Z'Z

G345076H:;<6GHF="9@#

55底物特异性实验55以 3/0Q# P -$为模板"

引物酶与 JG6&&G6&-G6和 #G6等不同底物进

行催化反应) 数据表明引物酶对 JG6的催化活

性最高"能比较特异的催化 JG6"并与其他三种

三磷酸核苷酸存在显著差异#图 7$)

图 C+引物酶的底物特异性实验

D4E*C+LG6%4J4%4;= HJ;<636%H514:69G345076JH3

94JJ636:;7817;30;67

55不同浓度 ,4G&对引物酶活性的影响55

在 3&4&8 和 43 88/05',4G&: 组实验中"不加

,4G&时"引物酶酶活性最强"随着 ,4G&浓度的

增加"引物酶酶活性明显降低",4G&浓度为 43

88/05'时"抑制率达 42123E"从而说明 ,4G&

对 &.%.引物酶具有强烈抑制作用#图 0$)

图 V+不同浓度 A&/(对 (Z'Z引物酶活性的影响

D4E*V+/<66JJ6%;HJA&/(H:;<60%;4Q4;= HJ

(Z'ZG345076

55不同金属离子对重组引物酶活性的影响55

4 88/05'K;

2 ?

就能抑制 &.%.引物酶活性"

Y;

2 ?

和 %9

?

可增强 &.%.引物酶的活性"当

Y;

2 ?

只加入 314 88/05'时促进率就达 8133E"

而 %9

?

加入 8 88/05'时促进率才达到 /133E"

因此 Y;

2 ?

对 &.%.引物酶活性具有提高作用"

正常反应体系里包含 N

?

和 K<

2 ?

#图 9$)

图 $+金属离子对重组引物酶活性的影响

D4E*$+/<66JJ6%;HJ56;0F4H:H:;<60%;4Q4;= HJ

(Z'ZG345076

/5讨论

为了从分子学水平探究扇贝急性病毒性坏死

病毒#&.%.$的感染机制实验从 &.%.全基因

组中扩增出编码 &.%.引物酶的基因"通过原核

表达获得了纯化复性的重组引物酶蛋白"并且恢

复了该重组表达的引物酶的部分活性) 在对重组

表达产物的 *4*76&J,分析时观察到"重组表达

的引物酶基因产生了两条分子量比较接近的蛋白

条带"W2O?2I;7C0/??:;< 和蛋白质谱表明两条带都

是重组的引物酶蛋白"根据分子量推测 73 L@ 左

83:4
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右的蛋白为重组引物酶全基因表达的目的蛋白"

而在 88 L@ 左右蛋白可能是被剪切丢失部分多肽

片段的引物酶"同时表达出的 /8 L@ 左右蛋白为

大肠杆菌自身表达的非特异性蛋白)

报道的引物酶活性测定方法存在 / 种!#4$

间接法测定引物酶活性"利用 #I2976&J,电泳胶

和点印迹膜放射性自显影分析法检测引物酶活

性"此方法能直观看到自显影出的阶梯状的合成

引物"但需要放射性同位素标记的底物
'48 647(

%

#2$利用 G>2I8900Q P2;9?@I:;< +6'-技术检测合

成短片段引物分析法"此方法比较繁琐且需要特

定大型仪器
'40(

) #/$采用 6:A/7JI22; 荧光染料检

测合成短片段引物 $%&分析法"6:A/7JI22; 是一

种能够特异性结合 OO74%&& PO74%&和短片段

$%&的荧光染料"此荧光染料的荧光数值只需荧

光检测仪检测"且灵敏度高
'49(

) 鉴于以上 / 种方

法的特点并结合实验室条件和实验需求"以 6:A/7

JI22; 荧光染料检测法作为 &.%.引物酶酶活性

的研究方法)

本实验摸索 &.%.引物酶实验体系"建立了

能够进行 &.%.引物酶活性分析的方法) 实验

中观察到 6:A/7JI22; 荧光染料在 /3 8:; 内荧光

强度稳定性最好"因此 /3 8:; 可作为进行 &.%.

引物酶底物特异性实验&,4G&和金属离子对引

物酶活性影响实验的最佳终止反应时间) 引物合

成实验分析表明在 4 > 反应时间内"随时间的延

长荧光强度数值上升的趋势表明引物合成的量不

断增加"这与 N/23O200等
'49(

在 AG36),引物酶酶活

性研究中引物的合成的结果相一致) 由于 6:A/7

JI22; 荧光染料在前 /3 8:; 内猝灭不明显"此阶

段荧光强度数值能直观准确地反映引物合成的

量) /3 8:; 后荧光染料猝灭开始显著"表明此后

荧光强度数值不能准确反映引物合成的量"并且

明显低于实际引物合成的量)

相对于 &G6&-G6和 #G6这 / 种三磷酸核苷

酸"重组引物酶在模板 3/0Q# P -$存在下"能够特

异性催化底物 JG6) 这与赵琪等
'42(

利用 #I297

6&J,电泳胶和点印迹膜放射性自显影分析法进

行 *&$*引物酶底物特异性的实验结果一致)

金属离子是引物酶维持空间结构稳定性和发

挥酶活性重要辅助因子"69; 等
'41(

认为 Y;

2 ?

可以

与真核&原核或病毒的引物酶中的赖氨酸或组氨

酸组成一种稳定的四面体结构"称为*锌指结构+

的特殊结构域"作为引物酶的活性中心发挥催化

作用) 在进行 ,4G&对 &.%.引物酶活性影响

中观察到 ,4G&对引物酶活性有明显抑制作用"

43 88/05',4G&的抑制率可达到42123E"表明

二价金属离子是 &.%.引物酶活性所必须的)

向反应体系中加入 Y;

2 ?

和 %9

?

能促进 &.%.引

物酶活性"而 Y;

2 ?

促进作用显著"可能是形成的

*锌指结构+对引物酶活性具有促进作用) K;

2 ?

对 &.%.引物酶活性存在抑制作用"可能是*锌

指结构+中的锌结合位点被 K;

2 ?

竞争性结合"活

性中心受到一定的破坏) 在原本已经含有的 N

?

和 K<

2 ?

的反应体系中额外这两种金属"是为了确

定反应体系中的 N

?

和 K<

2 ?

浓度是否为已经达

到最佳"结果与预期相符)

目前"国内外关于贝类病毒功能基因的研究

还鲜有相关文献报道"而这些功能基因的研究对

于从分子水平上探究贝类病毒致病机理具有重要

作用) 贾 志 磊 等
'23(

对 &.%. 致 病 相 关 的

P#G69O2基因进行克隆&表达&纯化及酶活性等研

究"本实验开展并完成了 &.%.引物酶基因的克

隆&表达&纯化及酶活性研究"从而在分子水平上

进一步加深了对 &.%.致病机制的认识) 今后

随着更多 &.%.功能基因发掘探究的开展"必将

在更高层次水平上揭示 &.%.的感染机制"也将

为 &.%4的防控提供必要的理论基础)
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