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　　摘要：应用ＲＴ－ＰＣＲ技术扩增了鸡传染性法氏囊病病毒（ＩＢＤＶ）分离株ＪＳ７的ＶＰ３基因，并进行了分子特征分析
和原核表达。结果显示，ＪＳ７的ＶＰ３基因的关键氨基酸位点上表现为９８１Ｐ、９９０Ａ、１００５Ａ，既有致弱毒株的９９０Ａ，又有
ｖｖＩＢＤＶ毒株的９８１Ｐ和１００５Ａ，在遗传进化和同源性分析上，ＪＳ７更接近于 ｖｖＩＢＤＶ参考株；ＶＰ３基因在 ＩＰＴＧ的诱导
下，在ｐＥＴ－２８ａ系统中成功表达出３２ｋｕ的产物，ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测发现，该表达产物与鸡抗 ＩＢＤＶ多抗血清发生反
应。说明ＪＳ７－ＶＰ３成功表达并具有良好的免疫原性。这为进一步研究ＩＢＤＶ特异性的检测方法的建立以及 ＶＰ３在
ＩＢＤＶ致病性中的进一步研究奠定了基础。
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　　传染性法氏囊病（ＩＢＤ）是由鸡传染性法氏囊病毒
（ＩＢＤＶ）引起的以危害青年鸡为对象的烈性、高度接触传染性
的病毒病［１］。ＩＢＤＶ属于双 ＲＮＡ病毒科禽双 ＲＮＡ病毒属，
ＩＢＤＶ基因组由Ａ、Ｂ等２个节段组成，Ａ节段编码病毒的结构
蛋白ＶＰ２、ＶＰ３，以及病毒的蛋白酶 ＶＰ４、非结构蛋白 ＶＰ５，Ｂ
节段编码具有ＲＮＡ依赖聚合酶活性的 ＶＰ１蛋白［２］。ＶＰ３是
ＩＢＤＶ的主要结构蛋白之一，含有 ＩＢＤＶ群特异性抗原决定
簇，具有一定的免疫保护性。在病毒粒子中，ＶＰ３同自己以及
ＶＰ２、ＶＰ１、病毒基因组相互作用，在病毒的致病性特别是病毒
吸附细胞时具有重要作用，此外 ＶＰ３还参与病毒的包装，并
具有稳定ＲＮＡ基因组的作用。Ｗａｎｇ等研究发现，ＩＢＤＶＶＰ３
羧基端一些氨基酸的改变将影响到病毒的致病性。为了解

ＩＢＤＶ分离株中的ＶＰ３分子特征，本研究对获得的１株 ＩＢＤＶ
分离株的ＶＰ３进行分子特征分析，并对该蛋白进行原核表
达，以期为进一步研究 ＶＰ３的功能奠定基础，同时分子特征
分析也为进一步了解流行株的变化趋势、制定有效的 ＩＢＤ防
控措施提供依据［３］。

１　材料与方法

１．１　材料
ＩＢＤＶ分离株ＪＳ７为笔者所在的课题组自行分离保存，大

肠杆菌ＤＨ５α及ＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ－２８ａ表达载体为笔者所在
实验室保存，ｐＭＤ１８－Ｔ、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ购自大连宝生物有限
公司，限制性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ等购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司，ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ抽提试剂、２×ＴａｑＤＮＡｍｉｘ、ｄＮＴＰｓ、ＰＣＲ产
物纯化试剂盒等购自上海东洋仿生物科技有限公司；Ｍ－
ＭＬＶ逆转录酶和 ＲＮａｓｅ抑制剂购自 Ｐｒｏｍｅｇｅ公司，琼脂糖购
自生工生物工程（上海）股份有限公司，胶回收试剂盒购自天

根生物制剂有限公司，其他试剂均为进口或国产分析纯产品。

１．２　引物的设计
利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件根据已发表的 ＩＢＤＶ毒株 ＣＥＦ９４的

Ａ片段（序列号：ＡＦ１９４４２９）ＶＰ３序列设计１对引物：上游Ｙ１，
５′－ＣＣＧＧＡＴＣＣＣＧＣＴＴＣＡＧＡＧＴＴＣＡＡＡＧＡＧＡ －３′（ＢａｍＨ
Ⅰ），下游 Ｙ２，５′－ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＴＣＡＡＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣ－
３′（ＨｉｎｄⅢ），引物由深圳华大基因公司合成。
１．３　ＪＳ７－ＶＰ３基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增和克隆

将含有ＪＳ７毒株的鸡法氏囊组织剪碎研磨后按质量体积
比１ｇ∶５ｍＬ的比例加入ＰＢＳ（ｐＨ值７．４），混匀，反复冻融３
次，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取上清２００μＬ，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ
振荡混合均匀，按常规方法［４］提取总 ＲＮＡ。逆转录：取 ＲＮＡ
６μＬ，加入随机引物１μＬ（２５ｐｍｏｌ／μＬ），混匀，７０℃水浴作用
１０ｍｉｎ，－２０℃冰浴作用 ５ｍｉｎ，加入 ５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ２μＬ、
ｄＮＴＰｓ（２．５ｍ／ｍｏＬ）０．５μＬ，逆转录酶（２００Ｕ／μＬ）０．５μＬ，
ＲＮａｓｅ抑制剂０．２５μＬ（２００Ｕ／μＬ），总体积２０μＬ，４２℃水浴
作用１ｈ后，９０℃灭活，即得 ｃＤＮＡ。ＲＴ－ＰＣＲ（体系）：２×
Ｔａｑｍｉｘ１２．５μＬ，Ｙ１和 Ｙ２引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ模板 ４μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６．５μＬ，共２５μＬ。扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃ 变性４５ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖凝胶鉴
定阳性后回收并直接进行 ｐＭＤ１８－Ｔ载体克隆，克隆方法按
说明书进行，重组载体的鉴定采用蓝白斑、ＰＣＲ和双酶切法
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（即ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ）进行，阳性克隆命名为ｐＴＶＰ３并送深
圳华大基因股份有限公司测序。

１．４　序列分析
用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ的 Ｍｅｇａｌｉｇｎ软件对序列进行同源性比较分

析，用ＭＥＧＡ５．０软件绘制遗传进化树。参考毒株为经典毒
株为Ｃｕ－１ｗｔ、ＩＭ、Ｌｕｋｅｒｔ、ＣＵ１Ｍ；致弱毒株为Ｇｔ、ＣＥＦ９４，疫苗
株：Ｂ８７；超强毒株为 ＯＫＹＭ、ＵＫ６６１、ＨＫ４６、ＢＤ３／９９、Ｈａｒｂｉｎ－
１、０２０１５．１、Ｇｘ、ＨＬＪ－０５０４、ＳＨ９５；血清Ⅱ型毒株ＯＨ。
１．５　ＪＳ７－ＶＰ３基因原核表达载体的构建

测序正确的阳性重组体 ｐＴＶＰ３直接用于 ＶＰ３的原核表
达载体的构建，即用 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ将 ＶＰ３基因从 ｐＴＶＰ３
中酶切，回收的 ＶＰ３与经过同样酶切回收的原核表达载体
ｐＥＴ－２８ａ进行连接，转化ＢＬ２１感受态细菌，重组载体的鉴定
通过菌落ＰＣＲ和双酶切法进行，并命名为ｐＥＴ－ＶＰ３。
１．６　ＪＳ７－ＶＰ３基因的原核表达及产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ
分析

将经过鉴定的 ｐＥＴ－ＶＰ３菌株接种到２×ＹＴ培养基中
３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，按１∶１００比例加入过夜培养的上
述培养液。于 ３７℃摇床，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养 ４ｈ左右，使其
Ｄ６００ｎｍ值达０．６，加入终浓度达１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，于３７℃
摇床中，２２０ｒａｐ／ｍｉｎ培养４～５ｈ，收集菌体，ＰＢＳ洗涤２次后
加入 １００μＬ２×ＳＤＳ上样缓冲液，并于 １００℃水浴煮沸
１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进
行蛋白质电泳鉴定。确定表达后，将含有表达产物的 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶按常规方法转印到硝酸纤维素膜上，封闭液作用
１ｈ。按１∶４００加入抗 ＩＢＤＶ多抗血清，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗膜５次后加入ＨＲＰ标记兔抗鸡ＩｇＧ二抗 （１∶２００００）孵育
１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，洗去未结合的二抗。将膜取出放入含
ＤＡＢ显色液的暗盒里，作用１０～３０ｍｉｎ，使其显色，观察并
拍照。

２　结果与分析

２．１　ＩＢＤＶＪＳ７－ＶＰ３基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果
用Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＪＳ７的 ｄｓＲＮＡ，以获得的 ｄｓＲＮＡ为模板

对ＶＰ３片段进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定
后，所得片段与预期的目的片段大小相符，约为７７４ｂｐ，结果
见图１。

２．２　ＪＳ７－ＶＰ３基因的测序结果及分子特征
阳性克隆 ｐＴＶＰ３经过测序，所获得的 ＶＰ３基因大小为

７７４ｂｐ，与预期目的片段大小相符。同源性分析中 ＪＳ７－ＶＰ３
与Ｇｘ株等ｖｖＩＢＤＶ参考株的核苷酸和氨基酸同源性分别为

９７．８％～９９．２％和９８．８％ ～１００．０％，与致弱毒株的同源性
分别为９６．１％～９６．５％和９８．１％～９８．４％，与血清２型参考
株的同源性也分别达到了８６．３％和９４．２％。将ＪＳ７－ＶＰ３的
氨基酸序列与所用参考株进行比对，发现 ＪＳ７－ＶＰ３在关键
的氨基酸位点上表现为９８１Ｐ、９９０Ａ、１００５Ａ，而致弱毒株参考
株在这些位点上表现为９８１Ｌ、９９０Ａ、１００５Ｔ，ｖｖＩＢＤＶ参考株则
表现为９８１Ｐ、９９０Ｖ、１００５Ａ。
２．３　ＪＳ７－ＶＰ３基因的遗传进化分析

ＪＳ７－ＶＰ３与所有参考株 ＶＰ３基因在遗传进化树中被分
成３个大支，ＪＳ７与 ｖｖＩＢＤＶ参考株同属于一个大分支，并与
ＨＫ４６亲缘关系最近，而致弱毒株参考株同属于一个分支，血
清２型毒株单独属于一个分支，结果见图２。

２．４　ＪＳ７－ＶＰ３原核表达的构建及其表达结果
将ＶＰ３基因从ｐＴ－ＶＰ３亚克隆入原核表达载体 ｐＥＴ－

２８ａ，经过菌落 ＰＣＲ鉴定，疑似菌落出现了７７４ｂｐ目的条带，
将该菌落进行液体培养后提取质粒，经 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ双
酶切，出现了约５．３ｋｂ的载体片段和７７４ｂｐ的目的片段，表
明ｐＥＴ－ＶＰ３构建成功（图３）。重组表达载体经过 ＩＰＴＧ诱
导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，ｐＥＴ－ＶＰ３菌出现１条３２ｋｕ左右
的特异性蛋白条带，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ鉴定，该蛋白条带能与
ＩＢＤＶ阳性血清发生特异性反应（图 ４），表明克隆的 ＪＳ７－
ＶＰ３成功表达。

３　讨论与结论

在ＩＢＤＶ分子流行病学研究中，ＶＰ２高变区分子特征分
析是主要的研究靶分子［５－６］，然而更多的研究表明，ＩＢＤＶ其
他区域也与ＩＢＤＶ的毒力变化有关［７－９］，ＶＰ３是其中的一个重
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要基因。本研究通过对１株 ＩＢＤＶ分离株ＪＳ７株的 ＶＰ３基因
分子特征分析发现，ＪＳ７－ＶＰ３基因在关键的氨基酸位点上表
现为９８１Ｐ、９９０Ａ、１００５Ａ，在９８１、１００５位点上与ｖｖＩＢＤＶ有关，
而在９９０位点上则与致弱毒株有关，但在同源性和遗传进化
分析中，ＪＳ７－ＶＰ３则更接近于ｖｖＩＢＤＶ，笔者所在课题组前期
进行的致病性试验［１０］也发现，该毒株在商品鸡上的死亡率仅

为１０％，远低于ｖｖＩＢＤＶ毒株ＮＮ１１７２引起的死亡率。ＶＰ３蛋
白上的羧基端９８１、９９０、１００５位点是目前发现的不同毒株之
间有突变的位点，而其羧基端也被认为与病毒的致病性相关。

Ｗａｎｇ等在分析ｖｖＩＢＤＶＧｘ株和致弱毒株Ｇｔ株的基因组时发
现，这２个毒株在 ＶＰ３上的９８１、９９０、１００５位点有差异，他们
的进一步研究发现，将致弱毒株 Ｇｔ株的９９０Ａ变成 Ｖ后，影
响了重组病毒在 ＣＥＦ上的复制能力［３］。在王伟的研究中，

ｖｖＩＢＤＶ毒株ＧＸ８／９９在ＳＰＦ鸡胚和ＣＥＦ连续传代后，该毒株
也在这３个位点上发生改变，后与弱毒株完全一致，改变后的
毒株再连续回鸡后，９９０位点仍然保持为Ａ不变，１００５位为Ｔ
不变，与弱毒株一致，９８１位点则发生回复突变［１１］。在对 ＪＳ７
的背景进行查询时发现，该毒株分离于免疫鸡群，结合其死亡

率低和ＶＰ３的分子特征，推测 ＪＳ７发病鸡群很可能是由活苗
污染、生物安全措施不到位、没有采取全进全出等造成疫苗毒

在鸡场不断回鸡造成的［１０］。在 Ｂｏｏｔ等的研究中，将血清Ⅱ
型毒株的ＶＰ３基因羧基端取代Ⅰ型的 ｖｖＩＢＤＶ后的重组病
毒，其对ＳＰＦ鸡的毒力大大的减弱［１２］。此外，在 Ｊａｇａｄｉｓｈ等
的研究中，ＶＰ３蛋白中与抗原相关的位点位于８６０～９２３位氨
基酸之间，而笔者通过分析发现，不同毒株以及本分离株在

ＶＰ３的８６０～９２３位点之间同源性均较高，仅仅在羧基端的
９８１、９９０、１００５位点上表现出差异［１３－１４］。因此，本研究结果

也进一步提示，在 ＶＰ３基因分子特征分析中，尤其是羧基端
的分析将在ＩＢＤＶ分子流行病学研究中发挥越来越重要的作
用，值得关注。

本试验成功构建了 ＪＳ７－ＶＰ３的原核表达载体 ｐＥＴ－
ＶＰ３，经ＩＰＴＧ诱导后主要以包涵体形式表达，重组蛋白能够
和鸡ＩＢＤＶ高免血清发生特异性反应，表明利用ｐＥＴ－２８ａ系
统表达的 ＶＰ３蛋白具有良好的免疫原性。ｐＥＴ系统是常用
的一个高效原核表达系统，目的基因受噬菌体Ｔ７启动子的强
转录及翻译信号控制，在ＩＰＴＧ诱导下，高效表达其下游的外
源基因，表达量可高达菌体蛋白的５０％［１５－１７］。张改平等用

ｐＥＴ系统对ＩＢＤＶ－ＶＰ３进行了表达，结果获得了２种不同分
子量且都与ＩＢＤＶ阳性血清发生反应的表达产物，而本研究

结果利用该系统则获得了一种表达产物［１７－１８］，与 Ｄｅｎｇ等的
结果［１９］一致，单一表达产物更利于对产物进行纯化及相应的

特异性抗体研制，为进一步研究 ＩＢＤＶ特异性的检测方法的
建立以及ＶＰ３在ＩＢＤＶ致病性中的进一步研究奠定了基础。
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作者简介：丁位华 （１９７９—），男 ，河南鹿邑人 ，博士，副教授，硕士生
导师，主要从事小麦高产栽培生理研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｗｈ６３６＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：茹振钢，教授，硕士生导师，主要从事小麦遗传育种研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｚｇｈ５８＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　干物质积累是小麦产量与品质形成的主要物质基
础［１－３］；籽粒灌浆是影响小麦产量和品质的另一个重要生物

学过程［４－６］。关于小麦物质转运和籽粒灌浆，前人进行了很

多研究。杨铁钢等研究了施氮水平对不同小麦物质积累和转

运的影响［７－８］；董剑等研究了水氮调控对不同小麦干物质积

累与转运的影响［９］；王瑞霞等研究了不同生态环境对小麦籽

粒灌浆速率及千粒质量ＱＴＬ分析［４］；通过生长曲线模拟籽粒

灌浆的过程，由其推导出的特征参数可以准确地反映籽粒灌

浆特性［１０－１２］。前人关于播期和密度对小麦干物质积累、转运

和籽粒灌浆特性方面的研究并不多，播期、密度影响小麦的干

物质积累与灌浆速度，进而影响小麦产量和品质［１３－１５］。基于

此，本研究以百农４１８为材料，探讨播期、密度对其物质转运
和籽粒灌浆的影响，以期为黄淮麦区小麦高产栽培提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计与方法
试验于２０１５—２０１６年在河南科技学院千亩试验基地（新

乡）进行。试验田土质为中壤，地势平坦，灌排条件良好。采

用裂区试验设计，主区为播期处理，副区为密度处理，均设置

５个水平，３次重复，播期和密度设置的水平见表１，共设７５
个小区，小区面积为２４ｍ２（长８ｍ×宽１．７ｍ），土壤有机质
含量１２ｇ／ｋｇ，全氮含量０．９ｇ／ｋｇ、速效磷含量９．８ｇ／ｋｇ、速效
钾含量１００ｇ／ｋｇ。水分处理：共浇越冬水、拔节水、开花水、灌
浆水４次。肥料处理：底施金正大复合肥９００ｋｇ／ｈｍ２，全生育
期施纯氮１８０ｋｇ／ｈｍ２，按基追比５∶５进行，追肥在拔节初期
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