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传染性法氏囊病病毒多表位模拟肽串联基因的表达与免疫原性分析
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摘 要：用 ’ 株传染性法氏囊病病毒（F0GH）单克隆抗体（;I*）从噬菌体随机肽库中得到了 ’ 个含有不同 F0GH 抗原

表位的模拟肽序列。在此基础上，将 ’ 个抗原表位用 JJJK 四肽连接构建多表位基因 ’)L<A。将该基因合成、克隆

后，构建原核表达质粒 L:58’)L<A，在大肠杆菌中表达重组多表位蛋白 +’:MFK，经 KGK8MIJ: 分析，+’:MFK 占菌体总蛋

白的 #’N、分子量 #%OG-。用 F0GH 单克隆抗体和多克隆抗体对 +’:MFK 进行免疫印迹对比分析，结果表明，+’:MFK 具

有 F0GH 特异性和免疫反应性。将 +’:MFK 经皮下注射免疫兔，!%%!?P只P次，免疫 $ 次，间隔 "Q，用 F0GH 间接 :RFKI
检测血清抗体，第一次免疫 "Q 后抗体效价为 #S!%%%，第二次免疫 #!Q 后抗体效价升高到 #S$’3%%%，说明 +’:MFK 可诱

导机体产生 F0GH 特异性抗体。用 +’:MFK 加免疫佐剂经肌肉注射免疫鸡，’%!?P只P次，免疫 $ 次后，血清抗体效价可

达到 #S#$7%%，用 $%% 个 :RG’% F0GH 超强毒株 JT7P22 攻击实验鸡，+’:MFK 免疫组全部存活，而单用佐剂对照组的死亡

率为 73U"N（#/P#’），证明 +’:MFK 可诱导机体产生抗 F0GH 感染的保护性免疫应答，预示构建的 ’)L<A 可作为 F0G 多

表位疫苗研究的候选基因。

关键词：传染性法氏囊病病毒；抗原表位；表达；免疫原性

中图分类号：V7’$U3’ 文献标识码：I 文章编号：%%%#83$%2（$%%"）%#8%#$#8%’

传染性法氏囊病（F>W)EX<@,A 0,+A-6 G<A)-A)，F0G）

是由传染性法氏囊病病毒（ !"#$%&’()* +),*-. /’*$-*$
0’,)*，F0GH）引起的以侵害雏鸡淋巴组织，特别是中

枢免疫器官———法氏囊为主要特征的传染病，是危

害养鸡业的重要传染病之一［#］。免疫接种是防控

F0G 的有效措施，但变异株和超强毒株的出现使该

病的防制难度增大，目前虽然研制了多种商品化的

弱毒疫苗和灭活疫苗，但其安全性和制造工艺尚有

不尽人意之处，如为抵抗超强毒的攻击，使用中强毒

力的毒株研制活疫苗，给 F0G 的防控带来极大的隐

患，灭活疫苗存在着抗原制备的困难，因此，探索基

因工程疫苗成为 F0G 防控研究的重要内容。

对 F0GH 的抗原表位分析已有进展。目前，在

HM$ 上至少已经发现了 / 个构象依赖性中和抗原表

位，在 HM/ 上也发现了 # 个线性中和抗原表位［$，/］。

前期，本课题组运用 ’ 株 F0GH 单克隆抗体（;I*）从

噬菌体展示随机 #$ 肽库中筛选含有 F0GH 抗原表位

的短肽，经测序分析，得到了 ’ 个含有不同 F0GH 抗

原表位的模拟肽序列［!］。

本研究旨在 F0GH 抗原表位分析的基础上，构

建由 ’ 个抗原表位模拟肽串联组成的多表位抗原基

因，利用高效原核表达系统制备重组多表位蛋白，通

过免疫实验确定其免疫原性和免疫保护效力，为基

于表位的 F0G 多表位疫苗研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 抗 体：’ 株 F0GH 单 克 隆 抗 体：YZ(# 和

YZ("，抗体亚类均为 F?J#，由河南省农业科学院生

物技术研究所惠赠；0/!，抗体亚类为 F?J#，由中国

兽药监察所陈光华研究员惠赠［’］；$0# 和 $J7，抗体

亚类分别为 F?J# 和 F?J$，由本课题组制备［3］；相加

:RFKI分析，这 ’ 株单克隆抗体对应不同的病毒抗

原表位，病毒中和试验证明 0/! 和 $J7 对 F0GH 具

有中和作用［’，3］。F0GH 免疫血清系用 F0GH 分离毒

株 [0 和 5I/ 制备的纯化病毒抗原免疫兔获得（以

下简称：多克隆抗体），由本课题组制备［3］。F0GH 免

疫血 清 与 单 克 隆 抗 体 腹 水 经（ZY! ）$ K\! 盐 析 和

G:I:8纤维素纯化后使用。

!"!"# 肽库、质粒和菌种：噬菌体展示 #$ 肽库试剂

盒（MBDGD 8#$5] MB-?) G<AL6-. M)LX<Q) R<*+-+. 1<X）购自

Z:^ :ZJRIZG 0<@R-*A" 公 司。载 体 L]G#785 和



!"#$%&（ ’ ）分 别 购 自 南 京 生 兴 生 物 技 术 公 司 和

()*+,-. 公司。大肠杆菌 /0123 和 45$1（6"7）为本

课题组保存［8］。

!"!"# 试剂和仪器：6(9 聚合酶!（:;-.)< 片段）、

=(#>、#? 6(9 连接酶、限制性内切酶、6(9 0+@A-@
651B222、6(9 凝胶回收试剂盒、质粒 6(9 小量纯化

试剂盒、C>#D 等购自大连宝生物（#+:+E+）公司；细

菌培养用胰化蛋白胨、酵母提取物为 FGFC6 公司产

品；蛋白质分子量标准（50H）、琼脂糖、丙烯酰胺、

(，(IJ亚甲双丙烯酰胺等为 9K-@LM+K >M+@K+NO+ 公司

产品；碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶为 PO,K+ 公司产

品；免疫佐剂 0F(#9(C6" CP9$2Q 为法国 P-!!ON 公

司产品；卡介苗素为浙江万马药业有限公司产品；其

它试剂均为进口或国产分析纯。9;;-,@+#0$1E 台式

高速 离 心 机（4-NAK+.）、5:4 多 功 能 电 泳 系 统

（>M+@K+NO+）、凝胶成像分析系统 CK+,-@ ??22（9;!M+）、

微孔板阅读仪 0)=-;BB2（4O)JE96），其它仪器均符合

实验要求。

!"$ 多表位基因的构建

将 B 个抗原表位模拟肽［?］用 DDDP 四肽［%，3］串

联（R(S1JR(S8J47?J$41J$D%）构建多表位模拟肽基

因，命名为 B-!OL，长度 $71&!，编码 8Q++。将 B-!OL 分

成 Q 个片段（S1 T SQ）合成，长度均为 B?.U，各片段两

端有互补部分，S1、S7、SB 片段为正向链，S$、S?、SQ 片

段为反向链（图 1）。6(9 合成自上海博亚公司。

!"# 多表位基因的克隆

将合成的 Q 个 6(9 片段按等摩尔数混合、退

火，以 6(9 聚合酶!（:;-.)< 片段）补链，用 !061%J
# 载体克隆，获得 B-!OL 重组克隆质粒 !06JB-!OL。
用 !"#!和 $%&="酶切分析、对插入片段测序。

!"% 多表位基因的表达

根据 !"#$%&（ ’ ）启动子下游阅读框，将 B-!OL
基因的克隆质粒 !06JB-!OL 和 !"#$%&（ ’ ）用 !"#!
和 $%&="酶切，回收 !06JB-!OL 的 $%2&! 片段（克隆

后的 B-!OL 基因两端加了 !061%J# 载体的多个限制

性酶切位点序列）和 !"#$%& 的 BV7A& 片段，用 #?
6(9 连接酶连接两片段，构建 B-!OL 基因表达质粒

!"#JB-!OL。转化 /0123，涂布于含终浓度为 72#,WK5
卡那霉素（A+.）的 54 琼脂平板上，78X培养 1?M。挑

取单菌落，接种在 7K5 含 A+. 的 54 培养基中，振荡

培养 1?M，抽提质粒，酶切鉴定后再用。纯化 !"#J
B-!OL 转化 45$1（6"7），挑取单菌落，接种在 7K5 含

A+. 的 54 培养基中，78X振荡培养 1?M。次日，以

1Y接种在含 A+. 的新鲜 54 培养基中，78X振荡培

养 $M，加入终浓度为 1KK);W5 的 C>#D 诱导，78X继

续培 养 ?M。取 1VBK5 细 菌 培 养 液，高 速 离 心，用

P6PJ>9D" 分析沉淀的菌体，扫描分析重组多表位蛋

白（命名为：@B">CP）的表达量。实验同步设立 45$1
（6"7）和 !"#$%& 转化的 45$1（6"7）菌对照。

!"& ’&()*+ 的免疫反应性分析

以免疫印迹法用 C46Z 单克隆抗体和多克隆抗

体进行平行试验，分析 @B">CP 的特异性和免疫反应

性。简述之：!"#JB-!OL 重组菌诱导表达，P6PJ>9D"
分析（分离胶浓度 1BY），电泳转移，用抗 C46Z 单克

隆抗体和碱性磷酸酶（9>）标记的兔抗鼠 C,D 先后与

转移膜反应，显色。在用 C46Z 多克隆抗体进行的

平行对照试验中，只是用 C46Z 多克隆抗体和 9> 标

记的羊抗兔 C,D 替代对应抗体，其它与单克隆抗体

试验相同。试验同步设 45$1（6"7）和 !"#$%& 转化

的 45$1（6"7）菌对照。

!", ’&()*+ 对兔的免疫试验

用雌性新西兰兔 7 只，体重约 1VBA,，进行兔体

免疫试验。参照文献［8］制备 @B">CP，与免疫佐剂和

卡介苗素混合乳化，皮下注射，免疫 $ 次，间隔 8=，

@B">CP的免疫剂量为 ?22#,W只W次。实验兔在免疫

时和免疫后每间隔 8= 经耳静脉采血，用 C46Z 病毒

抗原包被反应板（B#,WK5），以常规间接 "5CP9 测定

血清中 C46Z 抗体的效价。

!"- ’&()*+ 对鸡的免疫保护试验

!"-"! 病毒：C46Z 超强毒株 DG%W33 由崔治中等［12］

分离鉴定，在进行攻毒试验前，将冻存的 DG%W33 感

染鸡法氏囊组织悬液过滤除菌，用 12 日龄的 P>S 鸡

胚测定悬液中病毒的 "56B2 W2V1K5。

!"-"$ 免疫：1? 日龄 P>S 来航鸡 ?B 只，购回后 %M
内进行实验。随机分成 7 组：@B">CP 加佐剂免疫组

（@B">CP ’ +=[\*+.U）、单用佐剂免疫对照组（+=[\*+.U
N).U@);）和 饲 养 对 照 组（ &;+.A N).U@);），1B 只W组。

@B">CP 加佐剂免疫组，胸部肌肉注射佐剂型 @B">CP
免疫物，免疫剂量为 B2#,W只W次，单用佐剂免疫对照

组则只注射等体积的佐剂，两个组同步试验，均免疫

$ 次，间隔 8=；饲养对照组中的鸡不进行免疫，只是

与两个免疫组在相同条件下饲养。实验鸡在免疫后

每间隔 8= 经翅下静脉采血，以常规间接 "5CP9 测定

血清中 C46Z 抗体的效价。

!"-"# 攻毒：第 $ 次免疫 8= 后，在实验鸡的眼和鼻

内各滴 2V1K5 1 ] 122 稀释的 DG%W33 感染鸡法氏囊

组织悬液（病毒量约 $22 个 "56B2 ）。实验观察 8=，

及时取出死亡鸡、剖解检查法氏囊变化。

$$1 H9(D ^).,JLM+. ’( ") _ W*#(" +%#,-.%-)-/%#" !%&%#"（$228）?8（1）



! 结果

!"# 多表位基因的克隆

将合成的 ! 个 "#$ 片段退火补平，用 %&"’()*

克隆，获得重组克隆质粒 %&")+,%-.。用 !"#!和

$%&/"酶切、琼脂糖凝胶电泳分析，可检测出长度

约 0(12% 的插入 "#$ 片段。测序结果与设计序列

一致（图 ’）。

图 # $%&’( 的合成与连接

3-45’ 6789:,.-. ;8/ <-4;9-=8 => +,%-.5 *:, .789:,9-? "#$ >@;4A,89. B,@, C8/,@<-8,/5

!"! 多表位基因的表达

用构建的 +,%-. 表达质粒 %D*)+,%-. 转化 EF0’
（"DG）、HI*J 诱导、6"6)I$JD 分析，@+DIH6 的分子量

约 ’1K";，与推导编码氨基酸序列的理论分子量相

符合。扫描分析 6"6)I$JD 图谱，@+DIH6 的表达量

约 ’+L（图 0）。

图 ! &)*+$%&’( 的诱导表达与分析

3-450 DM%@,..-=8 ;8/ ;8;<7.-. => @,?=A2-8;89 %D*)+,%-.5 &5 I@=9,-8

&;@K,@；’NEF0’（"DG）；0N%D*0(2 -8/C?,/ B-9: HI*J；GN%D*)+,%-.；

ON%D*)+,%-. -8/C?,/ B-9: HI*J；+N%D*)+,%-. /,9,?9,/ 27 -AAC8=2<=99-84

B-9: A=8=?<=8;< ;89-2=/7；!N%D*)+,%-. /,9,?9,/ 27 -AAC8=2<=99-84 B-9:

%=<7?<=8;< ;89-2=/75

!", -$)./0 的免疫反应性分析

在免疫印迹试验中，HE"P 单克隆抗体和多克隆

抗体均可与 @+DIH6 反应，在约 ’1K"; 处出现一条蛋

白印迹（图 0），与 6"6)I$JD 的分析结果一致。表明

@+DIH6 具有 HE"P 特异性和免疫反应性。

!"1 -$)./0 对兔的免疫试验

用 HE"P 间接 DFH6$ 检测 @+DIH6 免疫兔血清抗

体，第一次免疫 Q/ 后抗体效价为 ’：O111；第二次免

疫 ’O/ 后抗体效价升高到 ’ R 0+!111（表 ’）。表明

@+DIH6 可诱导机体产生 HE"P 特异性抗体。

表 # -$)./0 免疫兔血清 /234 抗体动态（#：5）

*;2<, ’ *:, 9-9,@. => ;89-)HE"P ;89-2=/7 -8 .,@;

=> @;22-9. -AAC8-S,/ B-9: @+DIH6（’：T）

J@=C%.
*-A,（/）

1# Q ’O 0’ 0(
@+DIH6 U ;/VCW;89 ’11 O111 !O111 0+!111 0+!111
$/VCW;89 ’11 ’11 ’11 ’11 ’11

# *:, .,@CA .;A%<,. B,@, 9;K,8 >@=A 9:, 2,4-88-84 => -AAC8-S;9-=8 ;8/
A,;.C@,/ B-9: DFH6$ ;9 -8-9-;< /-<C9-=8 => ’ R’11 5

!"$ -$)./0 对鸡的免疫保护试验

!"$"# 免疫：用 HE"P 间接 DFH6$ 检测 @+DIH6 免疫

鸡血清抗体，第一次免疫 Q/ 后抗体效价为 ’ R ’!11；

第二次免疫 Q/ 后抗体效价升高到 ’ R’0(11（表 0）。

!"$"! 攻毒：从攻毒后的第 G/，单用佐剂和饲养对

照两个组的攻毒鸡开始死亡，在 Q/ 的实验观察期

间，单用佐剂对照组的死亡率为 (!NQL（’GX’+），饲

养对照组的死亡率为 YGNGL（’OX’+），解剖检查死亡

鸡法氏囊红肿、出血，而 @+DIH6 免疫组全部存活（表

0）。Q/ 后，捕杀剩余的存活鸡，单用佐剂和饲养对

G0’王永山等：传染性法氏囊病病毒多表位模拟肽串联基因的表达与免疫原性分析 5 X微生物学报（011Q）OQ（’）



照两个组的鸡法氏囊虽然没有出血，但萎缩明显；而

!"#$%& 免疫鸡法氏囊形态正常。

表 ! "#$% 对 &’()"* 免疫鸡的攻毒结果

’()*+ , -+./*0. 12 34536+7. 34(**+78+9 :504 %;<= >?@ABB .0!(57

>!1/C. D705)19E 050+!.
(0 5713/*(0517

F1!0(*50E
（<+(9A’10(*!）

!"#$%& G (9H/I(70 J,@KK KL（KAJ"）

D9H/I(70 3170!1* JKK @MNOL（JPAJ"）

;*(76 3170!1* JKK BPNPL（JQAJ"）

! <+(9A010(* 34536+7.，O 9(E. C1.0 5713/*(0517R

+ 讨论

%;<= 属双 -SD 病毒科，基因组包括大（D）小

（;）两个片段，编码 " 种病毒蛋白：=$J、=$,、=$P、

=$Q 和 =$"。=$, 和 =$P 是病毒的主要结构蛋白，

也是病毒主要保护性抗原［,，P，JJ T JP］。DU(9 等［JQ］用大

肠杆 菌 表 达 %;<= D 片 段 3<SD，其 后，F(3!+(95+
等［J"］用酵母表达 =$,，以此作为亚单位疫苗免疫鸡

可产生一定的免疫保护力。&4(: 等［JM］用鸡痘疫苗

株为载体表达 =$,，该重组鸡痘病毒不仅对法氏囊

有损害，而且只有在攻毒剂量较小时才能保护实验

鸡免于死亡，免疫效果并不理想，且对近交来航鸡

（J"% 品 系）无 效。为 了 改 善 对 变 异 株 的 保 护 率，

&7E9+! 等［JO］将 %;<= 变异株 =$, 基因用标准毒的一

个中和表位修饰，以杆状病毒表达修饰的变异株

=$,、=$P 和 =$Q 嵌合 3<SD，免疫攻毒实验结果表

明，该重组嵌合亚单位疫苗对 %;<= 标准强毒株和

变异株的交叉保护性显著提高，可谓 %;< 多表位疫

苗研究的早期探索。V191! 等［J@］用人巨细胞病毒

（WXF=）早 期 增 强 子 和 启 动 子 构 建 %;<= =$, 和

=$,Y=$QY=$P 核酸疫苗，肌肉注射或腹腔注射免疫

两次，结果表明 =$,Y=$QY=$P 核酸疫苗能诱导鸡体

产生抗体和免疫保护作用，单独 =$, 基因核酸疫苗

则不能。分析已经进行的研究，从重组蛋白疫苗到

病毒载体疫苗和核酸疫苗，有的不能产生中和抗体，

有的则不能兼顾高保护力和囊损伤问题，有的还存

在着表达量低、保护率低、免疫程序复杂以及难以工

业化生产等缺点。随着对 %;<= 分子免疫学研究的

深入，目前已查明的中和表位主要存在于 =$, 上，

均为构象依赖性［,，P，JP］。因此，如何使重组蛋白保持

%;<= 保护性免疫所必须的构像，以形成有效的中和

表位，成为一项亟待研究的课题。

抗原表位是蛋白质抗原性的物质基础，用分子

克隆技术直接表达获得重组蛋白，难以保证中和表

位的正确形成，在理论上，利用线性序列来模拟替代

构象依赖性的中和表位序列，可使表达的重组蛋白

具有所需的中和表位序列，把中和表位的构象依赖

性转变成线性而使问题得到解决。此外，由于单个

抗原表位分子量小、结构简单，免疫原性弱，在体内

易被降解，通常采用表位肽与载体蛋白进行偶联的

方法来提高免疫原性，从以往的实验结果看，用这种

偶联蛋白免疫动物产生的抗体绝大部分是针对载体

蛋白的。研究表明，有效的保护性免疫应答取决于

一组表位的合理组合与搭配［JB，,K］，为了增加表位肽

的免疫原性、产生有效的保护性免疫应答，本实验将

" 个抗原表位模拟肽通过连接肽 >>>& 串联构建多

表位基因，利用高效原核表达系统，制备重组多表位

蛋白 !"#$%&。兔体免疫试验表明，!"#$%& 无需偶联

蛋白辅助就可诱导机体产生高效价的 %;<= 抗体。

进一步的鸡体免疫攻毒试验证明，!"#$%& 可诱导机

体产生抗 %;<= 感染的保护性免疫应答，!"#$%& 具有

作为 %;< 预防免疫制剂的潜力。>>>& 的空间结构

具有高度易变性和灵活性，广泛用于蛋白质或肽之

间的连接［@，B］，本实验用其作为表位之间的连接，以

期使 " 个抗原表位在空间上互不干扰，达到提高表

位肽的分子量增强其免疫原性的目的。

用鸡进行的免疫保护试验中，!"#$%& 的免疫途

径和剂量、%;<= 攻毒时机和剂量都是根据实验常规

确定的，若进行优化，免疫保护效果可能会更好。
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