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鸡传染性法氏囊病病毒非结构蛋白基因的克隆、表达

及多克隆抗体制备

于 涟" 李 龙 刘 岩 郑江涛 魏永伟
（浙江大学动物预防医学研究所 浙江省重点实验室 杭州 5%$$#>）

摘 要：利用 J6=K4J技术从传染性法氏囊病病毒（L1M&）6N#$$!株感染鸡胚尿囊液中扩增到 &K" 基因，进而构建
了 63 启动子控制下的 0 端 OP6=69Q 融合表达质粒 RO?S=&K"。序列测定表明 &K"基因全长 !5;-R，编码一个由 %!"
个氨基酸组成的 &K"蛋白。将 RO?S=&K" 转化大肠杆菌 1N#%，在 LK6O的诱导下高效表达了 OP6=&K" 融合蛋白
（!!TM）。通过包涵体纯化的方法，获得的较高纯度的融合蛋白，免疫新西兰兔，U.V,./D -(’,和 ?NLP2分析表明，制备
的融合蛋白抗血清效价在 %W%#;$$以上，并具有良好的免疫反应特异性，为进一步研究 &K" 在 L1M&复制与致病中
的作用，以及研制 L1M& &K"基因缺失疫苗打下了良好的基础。
关键词：传染性法氏囊病病毒（L1M&），&K" 基因，表达，多克隆抗体
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传染性法氏囊病（LDY.+,A’CV -C/V9( HAV.9V.，L1M）
是由传染性法氏囊病病毒（ LDY.+,A’CV -C/V9( HAV.9V.
ZA/CV，L1M&）引起的急性、高度接触性传染病。L1M&
主要侵害雏鸡的中枢免疫器官法氏囊，导致免疫抑

制和免疫缺陷，同时造成其它疫苗的免疫失败，是目

前危害世界养禽业的主要传染病之一［%］。L1M&是
双链 J02病毒，属于双 J02病毒科（1A/9DZA/AH9.）禽
双 J02病毒属（2ZA-A/D9ZA/CV），其基因组由 2、1两个
节段组成。1 节段（约 #[;T-）编码 &K% 蛋白，为
J02依赖的 J02聚合酶［#］。2节段（约 5[5T-）具有
两个相互重叠的开放阅读框架（*J8），下游的 *J8%
编码的前体蛋白 &K#7!75可进一步剪切加工为 &K#、
&K!、&K5。其中 &K# 是病毒的主要宿主保护性抗
原，与病毒的抗原变异和毒力相关［5］；&K!为一种丝
氨酸蛋白酶，负责前体蛋白 &K#7!75 的自我剪切；
&K5则是病毒的结构蛋白之一，具有群特异性抗原。
上游的 *J8#（!5;-R）编码非结构蛋白 &K"（约
%"TM），该蛋白非病毒复制所必需，与病毒致病性有
关［!，"］。

\CDH,等［!］用定点突变令 M3; 弱毒株 *J8 2#
的起始密码 26O换成 2OO（编码 2/Q），其 +J02转
染鸡胚细胞（4?4）获得无 &K" 表达的缺陷型病毒
L1M&7&K"=可正常感染 &./’细胞，提示 &K"在 L1M&
复制并非必要。]9’等［"］用 &K"缺陷的 M3;弱毒株

（/M3;0P!）及亲本病毒 /M3; 分别感染 5 周龄 PK8
鸡，前者即使加大接种剂量也不引起任何临床症状

与法氏囊组织损伤，后者相反；并且两者诱生 L1M&
中和抗体的能力相似。进一步的研究表明［<，3］，将

&K"置于 4\&启动子下游分别转染鸡 1淋巴细胞
（JK>）和 4?8，结果 &K" 的表达诱导了 JK> 和 4?8
的细胞凋亡，而缺失了 &K"拯救的病毒引起的细胞
病变比野生型轻，复制速度比野生型慢，细胞上清液

的病毒量比野生型降低 5$倍，缺失了 &K"的病毒大
大降低了细胞溶解释放病毒的能力，可见 &K"具有
很强的细胞毒性，与成熟病毒从胞内向胞外释放及

病毒的致病性有关。因此对 &K" 相关生物学特性
进行研究，将有助于我们进一步了解 L1M& 的致病
和免疫机制。

本文克隆了 L1M&浙江地方分离株 6N#$$!株的
&K"基因，并成功表达了 OP6=&K"融合蛋白，对表达
产物进行了纯化；该融合蛋白免疫新西兰兔后，制备

了高效价的 L1M& &K" 抗血清；为深入研究 &K" 蛋
白的结构与功能及其在 L1M&感染中的作用机理打
下基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 病毒毒株、菌株和质粒：传染性法氏囊病病



毒（!"#$）强毒株 %&’(()株为本实验室于 ’(()年分
离自杭州某鸡场。大肠杆菌 "&’*由本实验室保存；
原核表达质粒 +,-./)%/’为 01234561公司产品。
!"!"# 试剂：77&$ 反转录酶、!"# +894 #:0 聚合
酶、!;%,、#:0纯化回收试剂盒购自上海 <6=>?= 公
司；限制性内切酶、%) #:0 连接酶购自 %6@6A6 公
司；兔抗 ,<%多克隆抗体为本实验室制备保存；辣
根过氧化物酶（BA;）标记的羊抗兔 !>,购自鼎国生
物技术发展中心。其它试剂均为国产分析纯。

!"# 病毒增殖及基因组 $%&的抽提
!"#$ %&’(() 株在 <;C 鸡胚中增殖 DE5 后，

*)(((3F1G=离心收集尿囊液上清，置于 H(I聚乙二
醇（;-,）中，)J透析过夜，沉淀溶于 %-:中（’( K *）。
加入 <#<至终浓度 H>F&，然后加入蛋白酶 @至终浓
度 *>F&，在 H(J下反应 ’5，接着按酚F氯仿（* K *），
氯仿F异戊醇（’) K *）抽提，乙醇沉淀的标准程序获
得病毒 L4A:0，溶于 #-;M 水中。
!"’ ()*基因的 $+,)-$和原核表达载体的构建
引物设计以 !"#$德国 ;’ 株 $;H序列为参考，

通过 ;3G123 ;321G23 HN( 软件设计引物，上游引物：
HO/M,,00%%MMM,%M0,%0,0,0%M0,0M0 /PO（$%&A!），
下游引物： HO/M,,%M,0MM%M0,,M%%MM%%,,0/PO
（’"(!）。)’J反转录 H(1G=后，进入 ;MA循环。反
应体系：反转录产物 ’"&，上下游引物各 *"&，!"#
+894 HQ，*( R ;MA S9TT23 ’NH"&，L:%;4 *N’"1?8F&，用
超纯水补足 H("&；反应条件：D)J ’1G=；D)J ’H4，
HPJ P(4，U’J *1G=，共 P(个循环。*I琼脂糖凝胶
电泳鉴定。;MA产物以 $%&A!和 ’"(!双酶切后，
插入同样双酶切的 +,-./)%/’ 载体，转化大肠杆菌
"&’*，;MA及酶切筛选阳性克隆，并测序证实。
!". ()*蛋白在大肠杆菌中的表达和纯化
取阳性菌落在含 *((">F1&氨苄青霉素（07;）

的 &"培养基中 ’VJ培养至 )*E((为 *N(左右时，加
入 !;%,至终浓度为 *11?8F&进行诱导表达，定时取
样离心收集菌体，直接与上样缓冲液混合煮沸后，进

行 <#</;0,-和 W24X23= S8?X分析。收获的菌体重悬
于 ;"<（(N(*1?8F&，+BVN(）中，经超声破碎后，离心，
分别取上清与沉淀经 <#</;0,-，分析目的蛋白以可
溶性还是以包涵体形式存在。包涵体的纯化按常规

方法进行，最后用 H1?8F&的尿素洗涤包涵体。
!"* 兔抗 ()*蛋白多克隆抗体的制备
上述提纯的包涵体 H1> 与弗氏不完全佐剂等

体积混合，研磨乳化，皮下多点注射新西兰兔。初次

免疫后每 ’周加强免疫一次。试血后颈动脉采血，
离心制备血清，分别用间接 -&!<0和 W24X23= S8?X检
测抗体效价和免疫反应性。

# 结果

#"! /01( +2#33.株 ()*基因原核表达载体的构
建和序列分析

以下游引物进行反转录获得 Y#:0第一链，进
行 ;MA扩增获得分子量在 )H(S+ 左右的特异性条
带，与理论预测值一致，该序列在 ,2="6=Z的 "6=ZGX
为 U*’’(*。上述 ;MA产物经 $%&A!和 ’"(!双酶
切后，与相同酶切的 +,-./)%/’载体连接，获得重组
原核表达载体 +,-./$;H。进一步的测序结果证实
$;H基因全长 )PVS+，编码一个由 *)H个氨基酸组成
的 $;H蛋白。氨基酸序列同源性比较发现，%&’(()
株 $;H蛋白与其它毒株之间的同源性在 DHN’I [
DVNEI之间，其中与 B@)E 株同源性最低（DHN’I），
与同为浙江分离的强毒株 \]’((( 只有 * 个氨基酸
的差别（’) 位 <!;）。分子进化分析表明，%&’(()
株与欧洲分离株和亚洲分离株形成同一分支，而与

美国分离株距离较远（图 *）。

图 ! /01(各毒株 ()*蛋白氨基酸序列系统进化树分析
CG>^* ;5_8?>2=2XGY X3224 ?T X52 61G=? 6YGL 42‘92=Y24 ?T $;H +3?X2G= ?T

42a2368 !"#$ G4?86X24

#"# ()*蛋白在大肠杆菌中的表达和纯化
<#</;0,-分析表明，!;%,诱导后可获得 ))Z#

的融合蛋白条带，并在诱导表达 H5后获得最高的表
达量（图 ’/0）。以兔源 ,<% 多克隆抗体为一抗，
BA;标记的羊抗兔 !>, 为二抗进行 W24X23= S8?X 分
析，可分别在 ))Z#和 ’DZ#处获得特异性反应条带
（图 ’/"）。虽然在略大于 ’DZ# 处也出现了非特异
性反应条带，但并不影响结果的真实性。上述结果

提示 $;H融合蛋白在大肠杆菌 "&’*株获得了高效
表达。
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图 ! "#$ 在大肠杆菌中表达的 %&%’#()*（(）和
+,-.,/0 123.（4）分析
!"#$% &’&()*+,（*）-./ 012314. 5673（8）-.-692"2 7: 1;<41221/ :=2"7.

<4731". ". ! $ "#$% 234-". 8>%?

@$ )4731". A761B=6-4 C1"#D3 A-4E14；?F&34-". 8>%? B7.3-".".# <+,G(

H)I；%F&34-". 8>%? B7.3-".".# <+,G(JK(%；LF012314. 5673 /131B3"7. 7:

B4=/1 1;34-B3 7: ! $ "#$% 8>%? B7.3-".".# <+,G(H)I；JF012314. 5673

/131B3"7. 7: B4=/1 1;34-B3 7: ! $ "#$% 8>%? B7.3-".".# <+,G(JK(%F

如图 L所示，菌体经超声波裂解后，融合蛋白均
存在于离心沉淀中，提示融合蛋白是以包涵体的形

式表达的。以常规方法纯化细菌包涵体并进行

&’&()*+,分析，薄层扫描表明目的蛋白的含量约为
MNO（图略）。

图 5 重组蛋白存在形式的 %&%’#()* 分析
!"#$L &’&()*+, -.-692"2 7: 3D1 1;"231.B1 7: 3D1 :=2"7. <4731".

@$ )4731". A761B=6-4 C1"#D3 A-4E14；?FP4=/1 1;34-B3 7: Q)K+("./=B1/

! $ "#$% 8>%? B7.3-".".# <+,G(JK(%；%F&=<14.-3-.3 7: 27."B-312 7: 8>%?

B7.3-".".# <+,G(H)I；LF’1<72"3 7: 27."B-312 7: Q)K+("./=B1/ ! $ "#$%

8>%? B7.3-".".# <+,G(H)IF

!65 兔抗 "#$蛋白多克隆抗体鉴定和效价测定
将加强免疫 % 周后采集的血清作为一抗（? R

%NNN稀释），经 012314. 5673 分析证实重组蛋白在
JJE’、%ME’和 ?IE’处有特异性条带出现（图 J），这
些条带分别与 +&K(H)I、+&K和 H)I 蛋白的分子量
一致，表明本实验制备的多克隆抗体具有免疫反应

性，并且为 H)I蛋白特异性的。以纯化后的 H)I融
合蛋白为阳性包被抗原，以 ! $ "#$% 8>%? 粗提物为
阴性对照，间接 ,>Q&* 法测定兔抗 +&K(H)I融合蛋
白抗体效价。结果表明加强免疫 %周后，抗体效价
达到 ? R?%SNN（图 I）。

图 7 兔抗 )%8’"#$抗血清的+,-.,/0 123.分析
!"#$J 012314. 5673 -.-692"2 :74 4-55"3 -.3"(+&K(H)I 214=A
@$ )4731". A761B=6-4 C1"#D3 A-4E14；P4=/1 1;34-B3 7: 8>%? B7.3-".".#
（?）<+,G(H)I；（%）<+,G(JK(%；012314. 5673 /131B3"7. 7: B4=/1 1;34-B3
7: 8>%? B7.3-".".#（L）<+,G(H)I；（J）<+,G(JK(%F

图 $ 兔抗 )%8’"#$抗血清 *9:%(效价测定
!"#$I ,>Q&* 3"314 /1314A".-3"7. 7: 3D1 4-55"3 -.3"(+&K(H)I 214=A

5 讨论

Q8’H的分子生物学研究始于 TN 年代，但大多
数研究集中于 H)% 基因，对于 H)I 的研究相对较
少。近年来，随着 Q8’H反向遗传系统的建立，H)I
与 Q8’H复制和毒力的关系的研究进一步展开。马
静云等［S］在国内首次克隆并表达了 Q8’H H)I基因。
本文克隆了 Q8’H 浙江分离株 K>%NNJ 株的 H)I 基
因，推导的氨基酸序列分析表明，K>%NNJ 株 H)I 蛋
白与欧洲分离株 P,!MJ、)%、P=(?和同为浙江分离株
UV%NNN H)I蛋白处于同一分支，提示这与我国长期
使用 Q8’H欧洲分离毒株作为疫苗株有关，Q8’H野
毒株在疫苗的免疫压力下，虽然发生了变异（包括

H)I基因），但是依然与欧洲分离毒株在分子进化上
处于相对接近的位置。

我们曾经尝试使用 <,K 表达系统表达 Q8’H
H)I蛋白，但始终只能得到很低的蛋白表达量。本
文应用 <+,G 表达系统成功表达了 H)I 蛋白，
?AA76W> Q)K+、%SX诱导表达 ID 后，获得了最佳的
H)I表达量，+&K多克隆抗体可捕获到 JJE’和 %ME’
两条特异性反应条带，表明 +&K(H)I融合蛋白获得
了表达，并且有部分融合蛋白表达不完全或发生了

酶解。由于使用了 +&K多克隆抗体，012314. 5673反

IYT%NNI，H76$JI Z7$I 于 涟等：鸡传染性法氏囊病病毒非结构蛋白基因的克隆、表达及多克隆抗体制备



应中也出现了非特异性条带，但并不影响结果判定。

超声波裂解物的 !"!#$%&’分析表明，&!(#)$*融合
蛋白存在于包涵体中，应用常规方法纯化的细菌包

涵体中，目的蛋白的含量达 +,-左右。
曾有学者在大肠杆菌 ./01中表达并纯化了带

有组氨酸（234）标签的 5.") )$* 蛋白，但未进一步
研究其免疫活性［6］。本文将 &!(（0+7"）与 )$*
（1*7"）进行融合表达，一方面有利于 )$*蛋白的进
一步纯化，另一方面可以增强 )$*蛋白对新西兰兔
的免疫原性。实验表明纯化包涵体免疫后，获得的

融合蛋白抗体的 ’/5!%效价至少达 1：106,,。本试
验制备的抗血清与纯化的融合蛋白可发生很好的特

异性反应，而与 ! 8 "#$% ./01粗提物的非特异反应
很低，两者的 $9:比值达 ;<16。以该抗血清为一抗
进行 =>4?>@A BCD? 在 1*7" 处获得了特异性反应条
带，该条带与 )$* 蛋白的分子量一致，而使用兔源
&!(多克隆抗体为一抗进行上述 =>4?>@A BCD? 杂交
时，则不能检测到 1*7"的条带（结果未显示），上述
结果提示实验制备的抗血清为 5".) )$*蛋白特异
性的，该也提示确实有部分融合蛋白发生了裂解。

虽然 !"!#$%&’ 未能在 1*7" 处显示出明显的 )$*
特异条带，但随后进行的 =>4?>@A BCD?杂交在该处获
得了 )$*的特异性反应条带，提示获得的 )$*蛋白
具有很好的免疫反应性和对新西兰兔的良好免疫原

性。在 =>4?>@A BCD?中同样出现了一些微弱的非特
异性反应条带，这些并不影响实验结果的真实性。

综上所得，本文成功地在大肠杆菌中表达了

5.") )$* 基因并制备了高效价的抗 )$*蛋白多克
隆抗体，为今后深入研究 )$* 在 5.")病毒复制及
在致病中的作用，进而研制 5.") )$*基因缺失疫苗
打下了良好的基础。
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