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　　摘要：通过制备原核表达鸡传染性贫血病毒衣壳蛋白（ＶＰ１），以进行抗 ＶＰ１蛋白兔源血清制备。首先以 ＣＩＡＶ
Ｍ９９０５株基因组ＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增Ｎ末端截短１２９个氨基酸的ＶＰ１基因片段（ＶＰ１Ｎｄ１２９），经ＥｃｏＲⅠ／Ｓａｌ
Ⅰ酶双酶切处理后与经相同酶切处理的 ｐＥＴ２８ａ（＋）载体连接，获得阳性重组子 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ１Ｎｄ１２９，将其转化入
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌，经ＩＰＴＧ诱导，表达出ＶＰ１Ｎｄ１２９蛋白；后者通过Ｎｉ－ＮＴＡ树脂纯化后，免疫新西兰白兔，制备兔
抗血清，用间接免疫荧光试验和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验检测该血清的特异性，用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）滴定其效价。
结果显示，ＣＡＶＶＰ１Ｎｄ１２９基因在大肠杆菌中正确表达，并主要以包涵体形式存在；纯化后免疫兔获得的抗血清可与
真核细胞表达的全长ＶＰ１蛋白特异性反应。表明本试验成功对ＶＰ１蛋白进行截短表达，制备的兔抗血清反应性好，
为深入开展ＣＩＡＶ的生物学功能奠定基础。
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　　鸡传染性贫血病毒（ｃｈｉｃｋｅｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓａｎｅｍｉａｖｉｒｕｓ，
ＣＩＡＶ）是鸡传染性贫血病（ｃｈｉｃｋｅｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓａｎｅｍｉａ，ＣＩＡ）的
病原，主要侵害雏鸡，造成鸡体造血器官和淋巴组织受损，出

现再生障碍性贫血、全身淋巴组织萎缩为特征的免疫抑制性

传染病［１－２］。该病毒感染引起免疫抑制，易导致鸡群对其他

病毒、细菌和真菌易感，以及继发感染；亦可干扰其他禽病疫

苗的免疫效应，导致免疫失败。自Ｙｕａｓａ等于１９７９年首次报
道该病毒后［３］，该病在德国、法国等多国陆续有报道，我国于

１９９２年由崔现兰等首次分离到［４］。目前，ＣＩＡ在国内蔓延并
呈流行趋势，对养禽业造成重大的经济损失。因此，需要深入

探讨ＣＩＡＶ的生物学功能，以期为该病的防治策略提供新
思路。

ＣＩＡＶ基因组编码ＶＰ１蛋白、ＶＰ２蛋白［５］和ＶＰ３蛋白［６］。

其中，ＶＰ１蛋白被认为是主要的免疫原蛋白，可刺激机体产生
抗体。值得关注的是，ＶＰ１与ＶＰ２共表达能有效刺激机体产
生中和抗体，并诱导对鸡群的免疫保护作用，而单独表达

ＶＰ１、ＶＰ２时不具此效应［７－８］。这提示 ＶＰ１、ＶＰ２蛋白之间可
能存在相互作用，研究其互作关系对于解析 ＣＩＡＶ中和抗体
产生机制有着重要的理论意义。

为深入研究ＶＰ１和ＶＰ２之间的相互作用，需要制备出相
应的ＶＰ１和ＶＰ２抗血清。Ｐａｌｌｉｓｔｅｒ等将全长ＶＰ１以谷胱甘肽
转移酶融合蛋白的形式在大肠杆菌进行表达，但其表达量极

低，无法满足抗体制备的要求［９］。本研究对 ＣＩＡＶＶＰ１的 Ｎ
端１２９个ＡＡ进行剪切，构建原核表达重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－
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ＶＰ１Ｎｄ１２９，成功进行了截短ＶＰ１的原核表达，提高了 ＶＰ１的
表达量；此外，制备的兔抗 ＶＰ１血清能特异性地结合真核细
胞表达的全长ＶＰ１蛋白，为进一步研究该蛋白与病毒其他奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株与主要试剂
ＣＩＡＶＭ９９０５株、ｐＥＴ－２８ａ、ＤＨ５ａ及 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态

细胞，均由笔者所在实验室保存；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，
均购自大连宝生物工程有限公司；Ｐｒｉｍｅｒｓｔａｒ高保真酶、限制
性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶，均购自 ＴａＫａＲａ
公司；ＩＰＴＧ、Ｎｉ２＋亲合层析柱、质粒抽提试剂盒，购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ、弗
氏完全佐剂及弗氏不完全佐剂，均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　ＶＰ１基因的扩增

根据《分子克隆指南》，抽提 ＣＩＡＶＭ９９０５株 ＤＮＡ，采用
ＰＣＲ方法扩增ＶＰ１Ｎｄ１２９基因。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃３０ｓ，６１℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ１０ｓ，共３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ；４℃保温。ＰＣＲ产物用 ０．８％的琼脂糖凝胶电泳
检测。

ＶＰ１Ｎｄ１２９扩增的上游引物为 ５′－ＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣ
ＧＧＴＧＡＧＴＴＧＡＴＴＧＣＧ－３′；下游引物为 ５′－ＣＧＧＴＣＧＡＣ
ＡＣＡＧＧＧＣＴＧＣＧＴＣＣＣＣＣ－３′。引物两端分别设计有 ＥｃｏＲⅠ
和ＳａｌⅠ酶切位点，并引入２个保护碱基。
１．３　原核表达载体的构建及鉴定

将ＰＣＲ产物回收后，用 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ进行双酶切，再
与经相同酶切处理的ｐＥＴ－２８ａ（＋）质粒连接，转化入 ＤＨ５ａ
感受态中，在Ｋａｎ＋平板上筛选阳性重组质粒。将获得的重组
质粒用ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ酶进行酶切鉴定，并送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
测序，命名为ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ１Ｎｄ１２９。
１．４　ＶＰ１蛋白的表达

将测序正确的阳性重组质粒转化入 ＢＬ２１感受态中，其
转化后的菌命名为 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ－２８－ＶＰ１Ｎｄ１２９。挑取
单一菌落接种于含 Ｋａｎ＋的 ＬＢ培养基，摇床培养过夜，次日
将菌液按１∶１００比例接种入上述培养基中，３７℃摇床培养；
至Ｄ６００ｎｍ＝０．４～０．６，加入１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，继续诱导５ｈ。收
集菌体，并对其进行超声破碎，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，
收集上清和沉淀，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．５　Ｈｉｓ－ＶＰ１融合蛋白的纯化与复性

将上述经超声破碎的沉淀，重悬于 ｐＨ值为 ７．８的
８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液中，根据 Ｎｉ２＋离子亲合层析柱试剂盒说明
书进行变性纯化，获得纯化的Ｈｉｓ－ＶＰ２融合蛋白。后者透析
过夜以除去尿素，浓缩后进行蛋白定量，－８０℃保存，备用。
１．６　ＶＰ１重组蛋白兔抗血清的制备和鉴定
１．６．１　兔抗血清的制备　将纯化蛋白与等体积弗氏完全佐
剂进行乳化，免疫新西兰白兔，免疫剂量为１ｍｇ／只，初次免
疫后３周进行二次免疫，免疫剂量及方式同前。于第２次免
疫接种后１４ｄ耳缘静脉采血，检测抗体效价。
１．６．２　ＥＬＩＳＡ法测定抗体效价　将纯化的融合蛋白以
４ｍｇ／Ｌ包被ＥＬＩＳＡ板，利用ＥＬＩＳＡ法进行抗体效价测定。以
未免疫阴性兔血清为阴性对照组。

１．６．３　间接免疫荧光　以真核表达ＶＰ１蛋白的Ｖｅｒｏ细胞作
为抗原，制备的兔抗ＶＰ１按１∶１００稀释作为一抗，３７℃孵育
１ｈ，洗涤 ３次后，加入 ＦＩＴＣ标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１５０稀
释），３７℃继续孵育１ｈ，用荧光显微镜观察。同时，以正常
Ｖｅｒｏ细胞作为阴性对照。
１．６．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将真核表达ＶＰ１蛋白的Ｖｅｒｏ细胞裂解
后，加入１×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，煮沸５ｍｉｎ，进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳；电泳结束后，转ＰＤＶＦ膜，以兔抗ＶＰ１血清（１∶１００稀释）
作为一抗，ＨＲＰ－羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００稀释）作为二抗，进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

２　结果与分析

２．１　ＶＰ１基因的扩增及鉴定
ＰＣＲ扩增出１０２９ｂｐ的 ＶＰ１Ｎｄ１２９基因，与预期大小相

符，见图１。将其与 ｐＥＴ－２８ａ（＋）载体连接，酶切鉴定为阳
性的重组质粒送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序结果表明，插入序
列正确，表明ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ１Ｎｄ１２９质粒构建成功。

２．２　ＶＰ１蛋白的融合表达及纯化
将测序正确的重组表达载体ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ１Ｎｄ１２９转入

大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，通过 ＩＰＴＧ诱导表达目的蛋白。由
图２可知，表达产物经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，清晰可见目的蛋白
条带，大小约４０ｋｕ。蛋白经变性纯化、复性后，纯度较高。

２．３　兔抗ＶＰ１血清的效价测定
以４ｍｇ／Ｌ纯化融合蛋白作为包被抗原，利用间接ＥＬＩＳＡ

法检测兔抗ＶＰ１Ｎｄ１２９血清效价。设未免疫兔血清为阴性对
照，ＶＰ１单克隆抗体作阳性对照。结果显示，制备的
ＶＰ１Ｎｄ１２９抗体效价可达１∶１６００。
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２．４　兔抗ＶＰ１血清与真核表达的ＶＰ１蛋白反应原性检测
２．４．１　ＩＦＡ　转染 ｐＣＡＧＧ－ＶＰ１入 Ｖｅｒｏ细胞，用兔抗
ＶＰ１Ｎｄ１２９血清进行ＩＦＡ检测（图３），可见转染细胞发出绿色
特异性荧光，而正常细胞无荧光。

２．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将转染ｐＣＡＧＧ－ＶＰ１的Ｖｅｒｏ细胞裂解
后，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，用制备的兔抗 ＶＰ１血清做一抗，
进行Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ试验，可见有单一条带形成，其大小为
５２ｋｕ（图４）。

３　讨论

作为病毒的主要结构蛋白，ＶＰ１在诱导鸡体免疫保护及
诊断ＣＩＡＶ中均起着重要作用［１０－１１］。一些学者尝试对 ＶＰ１
进行表达后发现无法表达其全长，这是由于ＶＰ１的 Ｎ端氨基
酸中富含精氨酸以及密集的稀有密码子，致使完整的 ＶＰ１基
因在大肠杆菌中的表达水平极低且易被降解，这为该蛋白在

大肠杆菌中的表达造成了一定得困难［１２］。因此，目前均采用

截短策略表达 ＶＰ１蛋白。国内王英等表达了 ＶＰ１Ｃ端基
因［１３］；刘岳龙等将ＶＰ１分成了２个小片段后，即 ＶＰ１片段１
（２３．５ｋｕ）和ＶＰ１片段２（２６．５ｋｕ）［１４］；此外，余树培等表达
了ＶＰ１抗原富集片段［１２］。本研究中将 ＶＰ１Ｎ端截短１２９个
氨基酸，其长度为１０２９ｂｐ，最大限度地保留了其长度，将其
重组于Ｈｉｓ融合蛋白表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）中，表达出的融合
蛋白主要以包涵体的形式存在。将该融合蛋白纯化后免疫

兔，获得了特异性强、效价较高的抗血清，并具有良好的免疫

原性。

综上所述，本研究成功地对 Ｎ端截短 １２９个氨基酸的
ＶＰ１蛋白进行了原核表达，并制备出了兔抗血清，表达物保留

天然ＶＰ１相关的抗原性，将为 ＣＩＡＶ的 ＶＰ１蛋白生物学功能
研究提供物质基础。
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