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　　摘要：为获得番鸭细小病毒（ｍｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＭＤＰＶ）重组结构蛋白ＶＰ２、ＶＰ３，本研究以含有ＭＤＰＶＹＬ０８
株ＶＰ１基因的重组载体ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ１为ＰＣＲ扩增模板，分别亚克隆ＶＰ２、ＶＰ３基因。构建了重组载体 ｐＧＥＸ－６ｐ－
ＶＰ２、ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３并将它们转化至大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中，分别构建了重组菌株 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２／Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）和ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）。２种重组菌株在 ＩＰＴＧ诱导下分别获得了重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－
ＶＰ３，分子质量分别为９１、８６ｋｕ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果表明，重组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２和ＧＳＴ－ＶＰ３可特异性结合ＧＳＴ－
ｔａｇ单克隆抗体和ＭＤＰＶ感染番鸭血清，免疫反应性良好。Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ比较分析结果表明，在等质量条件下，ＧＳＴ－
ＶＰ２的免疫反应性强于ＧＳＴ－ＶＰ３。
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　　 番鸭细小病毒 （Ｍｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，
ＭＤＰＶ）主要侵害３周龄以内的雏番鸭，引起番鸭细
小病毒病，国内亦称番鸭“三周病”［１－２］。我国动物

医学专家林世棠于１９９１年最先发现并报道了该病
发生［３］。番鸭细小病毒病发病率为４０％ ～５０％，死
亡率在 ５０％ ～８０％之间，对番鸭饲养业的危害极
大［４］。ＭＤＰＶ和亲缘关系密切的鹅细小病毒（ｇｏｏｓｅ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）一 同 被 列 为 细 小 病 毒 科
（Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄａｅ）依赖病毒属（Ｄｅｐｅｎｄｏｖｉｒｕｓ）雁形目依
赖细小病毒 １（Ａｎｓｅｒｉｆｏｒｍｄｅｐｅｎｄｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ１）［５］。
ＭＤＰＶ是１种单链 ＤＮＡ病毒，无囊膜，基因组大小
为５１３２ｎｔ，两端为末端倒置重复序列（ＩＴＲ）［６］。
ＭＤＰＶ基因组有左、右２个开放阅读框，以重叠基因
的形式利用转录本可变剪接方式分别编码转译非

结构蛋白（ＮＳ）和结构蛋白（ＶＰ）。已有研究表明，

ＮＳ参与病毒复制，调控病毒基因表达［７］。ＶＰ１、ＶＰ２
和ＶＰ３等３种结构蛋白以约１∶１∶８的比例组装病
毒衣壳［８］。已有研究表明，ＶＰ２为重要免疫原性蛋
白［９］。本研究通过原核表达系统表达获得 ＭＤＰＶ
ＹＬ０８株 ＶＰ２、ＶＰ３重组蛋白，以期为 ＭＤＰＶ病毒相
关蛋白功能研究奠定物质基础。

１　材料与方法

１．１　菌种和质粒
含有ＭＤＰＶＹＬ０８株全长ＶＰ１基因的重组载体

ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ１［１０］、原核表达载体 ｐＧＥＸ－６ｐ－１、
感受态大肠杆菌ＤＨ５α和Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）由齐齐哈尔
大学生命科学与农林学院动物免疫学研究室制备

或保存。

１．２　主要分子生物学试剂
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ限制性核酸

内切酶购自宝生物工程（大连）有限公司；质粒提取

试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司。辣根
过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的 ＧＳＴ－ｔａｇ单克隆抗体购
自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。ＨＲＰ－兔抗鸭ＩｇＹＩｇＧ（Ｈ＋
Ｌ）购自上海铭修生物科技有限公司。
１．３　试验时间与地点

试验于２０２０年１０月至２０２１年２月在齐齐哈
尔大学生命科学与农林学院动物免疫学研究室

进行。
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１．４　引物设计
参照 ＭＤＰＶＹＬ０８株 ＶＰ１基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号：ＫＵ５８９２９５），利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件
设计了３条特异性引物，由哈尔滨博仕生物技术有
限公司合成。

ＶＰ２Ｆ：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＡＡＡ
ＡＡＧ－３′（划线处为ＢａｍＨⅠ位点）；

ＶＰ３Ｆ：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡ
ＡＧ－３′（划线处为ＢａｍＨⅠ位点）；

ＶＰＲ：５′－ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＧＡＴＴＣＴＧＡＧ
ＴＣ－３′（划线处为ＸｈｏⅠ位点）。
１．５　基因片段扩增及回收纯化

ＶＰ２基因ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：２μＬ１∶１００００
稀释的ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ１，４μＬｄＮＴＰｓ，５μＬ１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ上游引物ＶＰ２Ｆ（２５ｐｍｏｌ／μＬ），１μＬ下
游引 物 ＶＰＲ（２５ ｐｍｏｌ／μＬ），１ μＬ ＥｘＴａｑ酶
（５Ｕ／μＬ），３６μＬ无菌去离子水。ＰＣＲ扩增程序
为：９４．０℃ ５ｍｉｎ；９４．０℃ ９０ｓ，３０．０℃ ９０ｓ，
７２．０℃ ３ｍｉｎ，３５个循环；７２．０℃ ７ｍｉｎ；４．０℃终
止反应。

ＶＰ３基因ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：２μＬ１∶１００００
稀释的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ１，４μＬｄＮＴＰｓ，５μＬ１０×
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，１μＬ上游引物 ＶＰ３Ｆ（２５ｐｍｏｌ／μＬ），
１μＬ下游引物 ＶＰＲ（２５ｐｍｏｌ／μＬ），１μＬＥｘＴａｑ酶
（５Ｕ／μＬ），３６μＬ无菌去离子水。ＰＣＲ扩增程序
为：９４．０℃ ５ｍｉｎ；９４．０℃ ９０ｓ，５７．０℃ ９０ｓ，
７２．０℃ ３ｍｉｎ，３５个循环；７２．０℃ ７ｍｉｎ，４．０℃终
止反应。

上述２种ＰＣＲ扩增产物分别通过琼脂糖凝胶电
泳检测。按照Ｏｍｅｇａ公司ＤＮＡ胶回收试剂盒说明书
操作流程回收纯化ＶＰ２、ＶＰ３基因ＰＣＲ扩增片段。
１．６　重组载体 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２和 ｐＧＥＸ－６ｐ－
ＶＰ３的构建

胶回收ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切后的 ＶＰ２、ＶＰ３
基因ＰＣＲ扩增片段和表达载体 ｐＧＥＸ－６ｐ－１。分
别在含有ＶＰ２／ｐＧＥＸ－６ｐ－１和ＶＰ３／ｐＧＥＸ－６ｐ－１
的连接体系中加入Ｔ４ＤＮＡ连接酶，于１６℃的温度
下连接过夜。连接产物ＶＰ２／ｐＧＥＸ－６ｐ－１和ＶＰ３／
ｐＧＥＸ－６ｐ－１分别转化ＤＨ５α。挑取单个转化后的
ＤＨ５α菌落于 ＬＢ液体培养基 （氨苄青霉素，
１００μｇ／ｍＬ）中，３７℃温度下培养１４ｈ，按照 Ｏｍｅｇａ
公司质粒提取试剂盒说明书操作流程提取质粒。

酶切鉴定并测序验证外源基因插入的准确性。获

得的重组载体分别命名为 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２、
ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３。
１．７　重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３的诱导
表达

分别将 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２和 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３
转化感受态大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３），制备重组菌
ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）、ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３／
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）。按照１∶１００的比例分别将ｐＧＥＸ－
６ｐ－ＶＰ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）、ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３／Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）接种于５０ｍＬＬＢ液体培养基（氨苄青霉素，
１００μｇ／ｍＬ）的中，２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃温度下继续培养
至适宜的诱导表达浓度（Ｄ６００ｎｍ ＝０．５～０．６）时，加
入 ＩＰＴＧ 使 其 在 整 个 诱 导 体 系 中 的 浓 度 为
１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃温度下继续培养４ｈ，间隔１ｈ取
样。各个时间段获得的菌液样品以８０００ｇ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃去上清液。以菌体沉淀湿质量计算，按
照３０μＬ／ｍｇ的比例用 ＰＢＳ重悬菌体沉淀。通过
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法检测重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２和
ＧＳＴ－ＶＰ３表达情况。
１．８　重组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２和ＧＳＴ－ＶＰ３的纯化及鉴定

按照文献［１１］所述方法分别纯化重组蛋白
ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓
度［１２］。纯化的 ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３转印到硝
酸纤维素膜上。将含有转印蛋白的膜片置于５％脱
脂乳溶液中，于４℃温度下封闭过夜。３７℃温度下
置于ＰＢＳ（１∶１００）稀释的ＨＲＰ标记抗 ＧＳＴ－ｔａｇ单
克隆抗体溶液中孵育２ｈ，ＰＢＳＴ溶液洗涤３次后以
４－ＣＮ作为酶促反应底物进行显色。
１．９　重组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２、ＧＳＴ－ＶＰ３的免疫反应性

按照“１．８”节中的操作方法对重组蛋白 ＧＳＴ－
ＶＰ２和ＧＳＴ－ＶＰ３进行转印和封闭。封闭后的含有
转印蛋白的硝酸纤维素膜在３７℃温度下依次置于
ＰＢＳ稀释（１∶２００）的 ＭＤＰＶ阳性血清中作用２ｈ、
ＰＢＳ稀释（１∶１０００）的ＨＲＰ－兔抗鸭 ＩｇＹＩｇＧ（Ｈ＋
Ｌ）中作用１ｈ，ＰＢＳＴ溶液洗涤３次后以４－ＣＮ作为
酶促反应底物进行显色。

１．１０　Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ比较重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２和
ＧＳＴ－ＶＰ３的免疫反应性

将ＧＳＴ－ＶＰ２和ＧＳＴ－ＶＰ３分别以１０００、１００、
１０、１ｎｇ／点的包被量直接点于硝酸纤维素膜上，一
抗使用ＰＢＳ稀释（１∶２００）ＭＤＰＶ阳性血清，酶标二
抗使用 ＰＢＳ稀释（１∶１０００）的 ＨＲＰ－兔抗鸭 ＩｇＹ
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），具体操作步骤参照文献［１３］进行。
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２　结果与分析

２．１　ＭＤＰＶＹＬ０８株ＶＰ２、ＶＰ３基因的ＰＣＲ扩增
通过ＰＣＲ扩增，分别亚克隆获得了与预期大小

符合的１８７０ｂｐ（ＶＰ２）和１６１０ｂｐ（ＶＰ３）的ＤＮＡ片
段，ＰＣＲ的琼脂糖凝胶电泳检测结果见图１。

２．２　重组载体 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２、ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３
的酶切鉴定

酶切鉴定结果表明，ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２经 ＸｈｏⅠ
酶切得到约 ６８００ｂｐ的条带（表达载体 ｐＧＥＸ－
６ｐ－１和 ＶＰ２基因片段大小之和），经 ＢａｍＨⅠ和
ＸｈｏⅠ酶切得到约４９００ｂｐ载体条带和１９００ｂｐ的

ＶＰ２基因片段条带；单酶切ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３得到约
６５００ｂｐ的条带（表达载体ｐＧＥＸ－６ｐ－１和ＶＰ３基
因片段大小之和）、双酶切 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ３得到约
４９００ｂｐ的载体条带和１６００ｂｐ的 ＶＰ３基因片段。
由图２可知，上述酶切产物琼脂糖凝胶电泳结果与
预期相符。测序结果表明，ＶＰ２、ＶＰ３基因已正确插
入至原核表达载体ｐＧＥＸ－６ｐ－１中。

２．３　重组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２、ＧＳＴ－ＶＰ３的表达
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果，由图 ３可知，ＩＰＴＧ诱导后，

ｐＧＥＸ－６ｐ－ＶＰ２／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）和 ｐＧＥＸ－６ｐ－
ＶＰ３／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）可分别表达出符合预期大小的
９１ｋｕ和８６ｋｕ的目的蛋白条带（白色箭头所示）。

２．４　重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２、ＧＳＴ－ＶＰ３的纯化及
鉴定

由ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３纯化结果（图４），
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测 ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３的浓度分
别为０．７７、０．６３ｍｇ／ｍＬ。ＧＳＴ－ＶＰ２和 ＧＳＴ－ＶＰ３
可与 ＨＲＰ标记抗 ＧＳＴ－ｔａｇ单克隆抗体特异性结
合，说明获得的２种蛋白为融合于 ＧＳＴ标签的重组
蛋白。

２．５　重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２、ＧＳＴ－ＶＰ３的免疫反
应性

由 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图 ５）可知，ＧＳＴ不与
ＭＤＰＶ感染番鸭血清结合，硝酸纤维素膜对应位置
无代表阳性反应的深色条带；重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２、
ＧＳＴ－ＶＰ３可与 ＭＤＰＶ阳性血清特异性结合，硝酸
纤维素膜对应位置上显示出明显深色条带，免疫反

应性良好。
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２．６　Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ比较重组蛋白 ＧＳＴ－ＶＰ２和
ＧＳＴ－ＶＰ３的免疫反应性

重组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２和ＧＳＴ－ＶＰ３在抗原包被
量为１０００、１００、１０ｎｇ／点时，均可与 ＭＤＰＶ阳性血
清发生特异性的结合，形成清晰的阳性反应斑点；

抗原包被量在１ｎｇ／点时，ＧＳＴ－ＶＰ３几乎无可见斑
点，ＧＳＴ－ＶＰ２仍可见阳性反应斑点（图６），表明重
组蛋白ＧＳＴ－ＶＰ２的免疫反应性强于ＧＳＴ－ＶＰ３。

３　讨论与结论

ＭＤＰＶＹＬ０８株为２００８年笔者所在实验室分离
鉴定的１株新型 ＭＰＤＶ，重组分析表明其可能起源
于不同的ＭＤＰＶ之间的重组［１４］。这些新型重组毒

株的出现，提示我们在临床上应持续监测、探索番

鸭细小病毒病的流行病学及临床进化。Ｗａｎｇ等通
过原核系统表达获得了 ＭＤＰＶＶＰ１蛋白氨基端的
含有１９８个氨基酸的重组蛋白，并以此重组蛋白作
为检测抗原通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了临床血清样本，
检测结果表明，能与该重组蛋白特异性结合的抗体

最早出现于番鸭感染 ＭＤＰＶ之后的第６周［１５］。据

此认为，基于ＶＰ蛋白的诊断抗原可用于检测ＭＤＰＶ
晚期感染。通过杆状病毒／昆虫细胞表达的 ＭＤＰＶ
ＶＰ２和ＶＰ３蛋白亦具有良好的抗原性，可作为诊断
抗原［１６］。真核表达系统表达的蛋白相较于原核表

达系统表达的蛋白具有更为完善的糖基化等修饰

过程，但表达试验操作步骤复杂、成本较高，如果原

核表达的蛋白就能满足免疫反应性等要求，采用原

核表达系统表达目的蛋白更具有时间成本和经济

成本优势。Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ分析中，重组蛋白 ＧＳＴ－
ＶＰ２的免疫反应性强于 ＧＳＴ－ＶＰ３，这可能是因为
ＶＰ２蛋白比 ＶＰ３蛋白的分子量更大，理论上含有更
多的抗原表位。本研究获得了原核表达的抗原性

良好的 ＭＤＰＶ重组 ＶＰ２、ＶＰ３蛋白，可为 ＭＤＰＶ病
毒蛋白功能研究奠定一定的物质基础。

参考文献：

［１］ＳｈｅｎＨＱ，ＨｕａｎｇＪＦ，ＹａｎＺＱ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｎＭｕｓｃｏｖｙ
ｄｕｃｋｓｉｎＳｏｕｔｈＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２０２０，１６５（１２）：

２９３１－２９３６．

［２］吴　萌，朱善元，吴海涛，等．番鸭细小病毒 ＶＰ３基因在昆虫细
胞中的表达与鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２１）：５８－６０．

［３］林世棠，郁晓岚，陈炳钿，等．一种新的雏番鸭病毒性传染病的诊

断［Ｊ］．中国畜禽传染病，１９９１，１３（２）：２５－２６．
［４］袁佐清，吴庆海，曹　铮，等．番鸭细小病毒病近年研究进展

［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０２０（１５）：３９－４２．

［５］ＷａｎｇＪＹ，ＭｉＱＬ，ＷａｎｇＺＸ，ｅｔａｌ．ＳｏｌｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｌｉｎｇｓｃａｎｆｏｒｍ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｍｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］． ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０２０，２４２：

１０８５９０．　

［６］ＷａｎｇＪＹ，ＷａｎｇＺＸ，ＪｉａＪＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｎｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｎＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｆｌｏｃｋｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｖｉａｎＰａｔｈｏｌｏｇｙ，

２０１９，４８（４）：３４３－３５１．

—２７１— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第９期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［７］ＤｏｎｇＪＷ，ＢｉｎｇｇａＧＬ，ＳｕｎＭ Ｈ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈ－

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋ

ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓａｎｄｇｏｏｓｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，

２０１９，２６６：１２１－１２５．

［８］于天飞，谢鹏宇，尹海畅，等．脊椎动物细小病毒衣壳结构研究进

展［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０２０（１９）：２５－３０，１６７．

［９］ＴｕＭ，ＬｉｕＰ，ＬｉｕＦ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｏｆｃａｐｓｉｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＶｉｒｏｌｏｇｉｃａ，２０１８，６２（４）：４１５－４２３．

［１０］于天飞，董慧莹，黎　明，等．番鸭细小病毒 ＹＬ０８株 ＶＰ１基因

的克隆及序列分析［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１６，４８（７）：４０－４３．

［１１］高慎阳，查恩辉，王　糰，等．一种“高性价比”切胶纯化原核表

达蛋白的方法［Ｊ］．中国农学通报，２０１０，２６（２２）：２４－２６．

［１２］汪家政，范　明．蛋白质技术手册［Ｍ］．北京：科学出版

社，２０００．

［１３］于天飞，董慧莹，张喜文，等．猪传染性胃肠炎病毒血清抗体

Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ检测方法的建立［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１８，４０

（１０）：９５６－９５９．

［１４］ＹｕＴＦ，ＬｉＭ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｍｏｎｇＶＰ１ｇｅｎｅｏｆ

Ｍｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｆｒｏｍ ｔｈｅＭａｉｎｌａｎｄｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．

ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，１９５：７８－８０．

［１５］ＷａｎｇＣＹ，ＳｈｉｅｈＨＫ，ＳｈｉｅｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｐｓｉｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｎｏｎ－ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｗａｔｅｒｆｏｗｌｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓｉｎ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄｔｈｅｉｒｕｓｅｉｎｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌａｓｓａｙｓ［Ｊ］．Ａｖｉａｎ

Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００５，３４（５）：３７６－３８２．

［１６］ｌｅＧａｌｌ－ＲｅｃｕｌéＧ，ＪｅｓｔｉｎＶ，ＣｈａｇｎａｕｄＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｍｕｓｃｏｖｙｄｕｃｋｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＶＰ２ ａｎｄＶＰ３）ｉｎａ

ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆｉｍｍｕｎｉｔｙ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌ

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９６，７７：２１５９－２１６３．

李中波，李　晖，罗世民．吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫形态学、标签基因选择及其遗传进化分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（９）：１７３－１７８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．０９．０２８

吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫形态学、标签基因选择

及其遗传进化分析
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　　摘要：为比较吕氏泰勒虫、尤氏泰勒虫形态学及选择合适基因标签，以期探究它们间的遗传进化关系。借助光学
显微镜观察２种泰勒虫的形态结构；利用 ＰＣＲ技术分别扩增了吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫的 ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ及２８Ｓ
ｒＲＮＡ等３个标签基因的部分序列，分别比对它们相应基因的同源性，分析吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫基因差异，并利用
其ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ基因序列分别构建了它们的遗传进化树。研究结果表明，吕氏泰勒虫多呈圆点形、卵
圆形和短杆状，而尤氏泰勒虫多呈逗点状、十字架状及三叶草形；吕氏泰勒虫ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ及２８ＳｒＲＮＡ基因序列的
长度分别为１１２２、１３０３、１９９５ｂｐ；尤氏泰勒虫 ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ及２８ＳｒＲＮＡ基因序列的长度分别为１１２３、１３０３、
１９９０ｂｐ；两者ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ及２８ＳｒＲＮＡ基因序列比对，其相似度分别为８０．３２％、９５．８７％及８８．６４％；所构建的３
个遗传进化树均显示吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫未处于进化树一分支。提示吕氏泰勒虫与尤氏泰勒虫尽管形态极为相

似，但它们间存在较远的亲缘关系，且ｃｏｘ１、１８ＳｒＲＮＡ及２８ＳｒＲＮＡ基因序列适用于泰勒虫种属的鉴别。
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　　羊泰勒虫病是由隶属于泰勒科、泰勒属的泰勒 原虫经蜱传播，寄生于山羊、绵羊的红细胞、淋巴细

胞及巨噬细胞内，引起的一类以高热、消瘦、贫血、

黄疸及血红蛋白尿特征性临床症状的血液原虫

病［１－３］。该类疾病分布广泛，自１９１４年首次于埃及
发现后，已陆续报道于世界上多个国家和地区［４］。

目前，该病在我国的青海省、甘肃省、辽宁省、内蒙

古自治区、山西省、宁夏回族自治区、新疆维吾尔自

治区、湖北省、河南省、云南省、贵州省等省（区）均

有报道［５－７］。迄今为止，国内外共发现６种泰勒虫
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