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摘要:【目的】制备鼠抗 fps 单因子血清，检测急性致瘤性 ALV 诱发肉瘤组织中的 fps 肿瘤抗原。【方法】以 J
亚群相关禽白血病 /肉瘤病毒 Fu-J 株 RNA 为模板，分两段扩增 v-fps 肿瘤基因，利用大肠杆菌表达系统表达
这两段蛋白，纯化后将两种蛋白同时免疫小鼠，获得抗血清，间接免疫荧光试验检测肉瘤组织滤过液感染的
CEF 和肿瘤细胞中的 fps 抗原，免疫组织化学方法检测肿瘤组织中的 fps 抗原。【结果】该单因子血清具有较
好特异性，不与经典 ALV-J 发生交叉反应。被感染的 CEF 细胞、肿瘤细胞及纤维肉瘤组织切片均显示阳性。
【结论】该实验制备了鼠抗 fps 单因子血清，建立了 fps 肿瘤抗原的检测方法，为进一步研究该病毒的生物学
特性及其致瘤机制奠定了基础。
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禽白血病病毒(Avian Leukosis Virus，ALV)属
反转录病毒科禽 C 型反转录病毒属成员，可引起禽
类多种肿瘤性疾病［1］。该病毒可分为 A 到 J 10 个
亚群，临床上常见的为 A、B 和 J 亚型，而 C、D 亚型
在临床上相对少见，E 亚群主要以前病毒的形式存
在于宿主基因组而广泛存在［2］。ALV-J 最早是由
Payne 等在肉种鸡中分离得到［3］，在国内，杜岩等从
市场白羽肉鸡中首次发现并证实 ALV-J 的存在［4］，
此后分别在商品肉鸡、蛋鸡、麻鸡中相继分离到
ALV-J［5 － 8］。研究表明，ALV-J 可在禽类中引起髓细
胞瘤、血管瘤、肾瘤、组织肉瘤、纤维肉瘤等多种肿
瘤［9 － 14］。但这些病毒的致病性都不是很强，肿瘤的
形成时间较长。

近年来，我国鸡群中出现了急性肿瘤病毒所引
起的纤维肉瘤病例。本实验室在“817”肉杂鸡群中
发现了急性纤维肉瘤［15］，病毒分离及系统的人工造
病动物实验证明该急性纤维肉瘤主要与 ALV-J 相
关［16-17］。以病毒 RNA 为模板，使用多对扩增不同肿
瘤基因嵌合体分子的引物，我们扩增到了完整的含
有 v-fps 肿瘤基因的缺陷型病毒基因组 Fu-J 1 －
5［18］。

为建立针对携带有 v-fps 肿瘤基因急性致瘤性
病毒的检测方法，明确 fps 肿瘤抗原的分布部位，我
们利用 Fu-J 病毒 RNA 为模板，制备鼠抗 fps 单因子
血清，使用间接免疫荧光试验检测感染肉瘤组织滤
过液的 CEF 以及肿瘤组织悬液细胞;使用免疫组织
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化学方法检测纤维肉瘤组织切片中的 fps 肿瘤抗
原。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 病毒来源:ALV-J 相关急性致瘤性病毒毒株
Fu-J［18］、ALV-J 中国分离株 NX0101 均由本实验室
保存［19］;
1. 1. 2 主要试剂和仪器:病毒 RNA 提取试剂购自
OMEGA 公司;RT-PCR 反应试剂购自大连宝生物公
司; Avian Leukosis Virus Antigen Test Kit 购 自
IDEXX 公司;FITC 标记羊抗鼠 IgG、HRP 标记羊抗

鼠 IgG 购自 Sigma 公司;完全弗氏佐剂和不完全弗
氏佐剂购自 Sigma 公司。
1. 1. 3 实验动物:昆明白小鼠购自山东泰邦生物制
品公司。
1. 2 v-fps 蛋白分析及引物设计

由于 v-fps 基因较长，且含有大肠杆菌稀有密码
子，使用 DNAstar 软件下分析其抗原性、亲水性等特
性，将其分为两部分分段表达。第一段源自 v-fps 基
因的第 1-543 位，称之为 v-fpsq;第二段源自 v-fps 基
因的第 772-2055 位，称为 v-fpsh。设计两对引物分
别扩增 v-fpsq 和 v-fpsh 片段，引物两端分别加入 Sal I
与 EcoR I 酶切位点。扩增引物见表 1，两段表达蛋
白示意如图 1。

表 1 用于扩增 v-fpsq、v-fpsh 片段的引物
Table 1 Primers used for the amplification of v-fpsq and v-fpsh

Primer Sequence(5'→3') Size / bp Restriction site
fpsq-F TAGAATTCATGGGCTTTGGGCCGGAGCT SalⅠ
fpsq-R GTCGACCTACAGGCTGCGCACGTACTT 543 EcoRⅠ
fpsh-F ATGAATTCATGATCGACCCCGCCACTGA SalⅠ
fpsh-R GTCGACCTACCTGTGGATGCAGTGCTTG 1283 EcoRⅠ

图 1 两段 v-fps 表达蛋白示意图
Fig． 1 A sketch map of two parts of v-fps proteins．

1. 3 重组蛋白的获得及单因子血清的制备
将肉瘤组织研磨滤过液接种 CEF 细胞，5d 后使

用禽白血病抗原检测试剂盒检测细胞上清，抗原
p27 阳性者( S /P ＞ 0. 2)，提取病毒 RNA，进行 RT-
PCR 反应扩增 v-fpsq、v-fpsh 两段目的基因，酶切并
连入表达性载体 pET-32a( + )。将重组质粒转化表
达性大肠杆菌 BL21(DE3)宿主菌，挑取单克隆，摇
菌，酶切、测序正确后诱导表达。SDS-PAGE 电泳分
析两段蛋白的可溶性。对于非可溶性蛋白，裂解菌
体后离心收集包涵体沉淀，Buffer B ( GenScript
Corporation)溶解包涵体后使用针对 His 标签的镍柱
纯化，洗脱液转移至半透膜 4℃透析复性 48 h。对
于可溶性蛋白，裂解菌体后离心收集上清，使用针对
His 标签的镍柱纯化。fpsq、fpsh 目的蛋白纯化后定
量，将两种蛋白同时按常规程序免疫 6 － 8 周龄
Balb / c 小鼠，ELISA 方法测定抗体效价。析出的血

清置 － 20℃保存。
1. 4 间接免疫荧光试验检测 Fu-J 感染 CEF 细胞
中 fps 肿瘤抗原

将肉瘤组织研磨滤过液接种 CEF 细胞，培养 5d
后，用 0. 25% 胰酶消化，转移至加有飞片的平皿中，
继续维持 7 d。使用禽白血病抗原检测试剂盒检测
细胞上清，p27 抗原阳性者取出飞片，固定。晾干后
加入鼠抗 fps 单因子血清(1∶ 100 稀释)，37℃温箱中
作用 45 min。弃一抗，PBS 洗 3 次，晾干后每孔加入
100 μL FITC 标记的羊抗鼠 Ig G 抗体 ( 1 ∶ 150 稀
释)，37℃温箱中作用 45 min。弃去二抗，PBS 洗 3
次后在荧光显微镜下观察。阴性对照为 NX0101 感
染的 CEF 以及空白 CEF。
1. 5 间接免疫荧光试验检测肿瘤悬液细胞中 fps
肿瘤抗原

取 1 g 鸡肉瘤组织加 5 mL PBS 研磨，将肉瘤
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组织研磨滤过液颈部皮下接种 5 只 SPF 鸡，接种
后第 10d 在接种部位全部出现同样的纤维肉瘤。
常规方法制备［20］单个肿瘤细胞，计数后分装于
培养瓶中(300 － 400 万 /瓶)，置 37℃，5% CO2 培
养箱中培养。待大部分细胞铺满后，0. 25% 胰
酶消化，转移至加有飞片的平皿中，间接免疫荧
光试验检测肿瘤悬液细胞中 fps 肿瘤抗原，方法
同前。
1. 6 免疫组化试验检测肉瘤组织中 fps 肿瘤抗原

取 0. 5 cm3左右新鲜肉瘤组织，常规方法［21］进
行免疫组化试验。将组织切片依次经过两道二甲苯
及梯度乙醇，3% H2O2室温消化 20 min，柠檬酸盐缓
冲液中 92 － 98℃加热修复抗原。鼠抗 fps 单因子血
清 1∶ 100 倍稀释，HRP 标记羊抗鼠二抗 1 ∶ 200 倍稀
释。中性树胶封片，显微镜下观察。

2 结果

2. 1 目的基因 v-fpsq，v-fpsh 的扩增
RT-PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后，在成

像系统下观察，分别可见 543 bp 和 1283 bp 处的清
晰条带，与预计的目的片段大小相符。
2. 2 原核表达重组质粒 pET-32a( + )-fpsq，pET-
32a( + )-fpsh 的双酶切鉴定

将构建好的表达重组质粒 pET-32a( + )-fpsq，
pET-32a( + )-fpsh 用 Sal I 与 EcoR I 进行双酶切，经
琼脂糖凝胶电泳分析，pET-32a( + )-fpsq 酶切产物
可见在 543 bp 和 5900 bp 处有两条目的条带;pET-
32a( + )-fpsh 酶切产物在 1283 bp 和 5900 bp 处两
条目的条带。
2. 3 v-fpsq 及 v-fpsh 蛋白的诱导表达及 SDS-
PAGE 检测

重组质粒 PET-32a-fpsq，PET-32a-fpsh 转化入
DE3 感受态，诱导表达，进行 SDS-PAGE 电泳分析，
结果发现诱导表达的重组菌分别在约 37. 1 kDa 和
65. 8 kDa 出现特异表达带，与预期结果相符合。经
超声波处理后分别收集上清和沉淀物进行 SDS-
PAGE 电泳，发现 fpsq 蛋白目的条带出现在沉淀物
中，fpsh 蛋白目的条带出现在上清中。分别超声波
破碎，离心收集包涵体及上清，Ni-NTA-Resin 纯化。
IPTG 诱导后，不同时段 fpsq 及 fpsh 蛋白表达 SDS-
PAGE 如图 2 所示。

图 2 SDS-PAGE 检测 fpsh 重组蛋白的表达
Fig． 2 SDS-PAGE analysis of expressive products in different

induction time． 1:Whole cell protein from IPTG-induced E coli．

BL21 ( DE3 ) cells; 2:Whole cell protein from IPTG-induced E．

coli． BL21 ( DE3 ) cells containing PET-32a ( + ) ; M: Protein

Molecular Weight Marker ( Low) ; 3 － 6: Whole cell protein from

IPTG-induced E coli． BL21 ( DE3 ) cells containing recombinant

plasmid pET-32a-fpsqafter 0，1，3，5h (37. 1 kDa) ; 7 － 9: Whole

cell protein from IPTG-induced E coli． BL21(DE3) cells containing

recombinant plasmid pET-32a-fpsh after 1，3，5h(65. 8 kDa) ．

2. 5 抗 fps 血清对急性致瘤病毒感染的 CEF 细胞
的鉴定

使用间接免疫荧光试验检测血清效价，以该血
清为一抗 100 倍稀释时，阳性细胞染色明显，且非特
异背景较小。图 3 为不同种类细胞的间接免疫荧光
检测结果，其中视野 A 为肉瘤滤过液感染的 CEF，
细胞均匀分布，部分为阳性;视野 B 为疑似被转化
细胞的团块，团块细胞全部为阳性;视野 C 为肿瘤
块悬液培养的原代细胞，全部为阳性;为更清晰呈现
阳性细胞，视野 D 中加入等量的 CEF，约一半的细
胞为阳性;感染了 NX0101 的 CEF 及空白 CEF 均为
阴性。
2. 6 免疫组化法检测纤维肉瘤组织中病毒抗原

以鼠抗 fps 单因子血清为一抗，对颈部皮下肿
瘤切片进行免疫组化染色，图 4 视野 A 显示，纤维
细胞有的呈束状排列，有的呈漩涡状排列，胞核形状
不一，还有核分裂现象，免疫组化检测阳性细胞数量
比较多，在纤维细胞的胞浆和胞膜出现了深浅不一
的褐色，判定为阳性。视野 B 进一步显示，阳性染
色主要出现在组织细胞的细胞浆。使用阴性血清检
测该肿瘤切片则不能看到呈阳性特征的褐色区存
在。
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图 3 抗 fps 单因子血清对不同细胞的间接免疫荧光检测结果
Fig． 3 IFA test for different kinds of cells by mono-specific anti-fps serum． A /B: CEF infected by sarcoma supernatant

(100 × ) ; C: primary cells of tumor tissue suspension (100 × ) ; D: culture cells of tumor tissue suspension added CEF

(100 × ) ; E: CEF infected by NX0101(100 × ) ; F: uninfected CEF(100 × ) ．

图 4 鸡纤维肉瘤使用抗 fps 单因子血清进行免疫组化检测结果
Fig． 4 IHC of fibrosarcoma from chickens by mono-specific anti-fps serum． A: IHC of fibrosarcoma from chickens by

anti-fps serum (200 × ) ; B: IHC of fibrosarcoma from chickens by anti-fps serum (1000 × ) ; C: IHC of fibrosarcoma

from chickens by negative serum (200 × ) ; D: IHC of fibrosarcoma from chickens by negative serum (1000 × ) ．
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3 讨论

根据诱导产生肿瘤速度的快慢，禽白血病 /肉瘤
病毒可分为慢性致瘤性和急性致瘤性病毒两类［22］。
急性致瘤性病毒基因组含有肿瘤基因，如携带 v-src
的罗斯肉瘤病毒(Rous Sarcoma Virus，RSV)［23］，携
带 v-fps 的 Fujinami 肉瘤病毒 ( Fujinami Sarcoma
Virus，FSV)［24］、携带 v-myc 的成髓细胞性白血病病
毒( Avain Myeloblastosis Virus，AMV)［25］。由于缺
失病毒复制的基因，急性致瘤性病毒多为“复制缺
失型( rd)突变株”，因此它们需要具有完整复制能
力的慢性致瘤性病毒作为“辅助病毒”以完成整个
生活史［26］。近期，我们从 30 多日龄 817 肉杂鸡颈
部纤维肉瘤中分离到一株 ALV-J 相关急性肿瘤病
毒，初步确定该病毒携带有 v-fps 肿瘤基因，病毒基
因组结构特征为 5'-R-U5-△gag-fps-△env-U3-R-3'或
5'-R-U5-△gag-fps-△pol-△env-U3-R-3'［18］。

为建立急性转化型禽白血病 /肉瘤病毒的检测
方法，进一步证实该 ALV-J 相关急性肿瘤病毒含有
v-fps 肿瘤基因，本实验利用大肠杆菌表达系统人工
表达了两段抗原性较好的 fps 蛋白，获得了高效价
的鼠抗 fps 单因子血清，并建立了用于检测的间接
免疫荧光试验和免疫组织化学方法。肉瘤滤过液感
染的 CEF 和肿瘤块悬液原代培养细胞的 IFA 及纤
维肉瘤组织切片的免疫组化实验均为阳性，这证实
了该病毒确实携带 v-fps 肿瘤基因。结果同时显示，
部分感染该急性转化型病毒的 CEF 发生了“细胞转
化”现象，被转化的细胞不再局限于单层生长，逐渐
形成“细胞转化灶”，提示被转化的细胞存在无限传
代的可能性。

历史上，禽白血病 /肉瘤病病毒的研究曾在分子
生物学和分子肿瘤学的发展中起了非常重要的动物
模型作用［27 － 29］。近年来，ALV-J 相关急性肿瘤病毒
的出现和流行，一方面给我国养禽业带来了挑战，另
一方面也为我们进一步研究禽白血病 /肉瘤病的致
瘤机制、肿瘤发生发展的分子机制提供了资源和机
遇。本试验制备了鼠抗 fps 单因子血清，建立了携
带 v-fps 肿瘤基因的急性转化型禽白血病 /肉瘤病病
毒检测方法，证实了携带 v-fps 肿瘤基因的 ALV-J 相
关急性肿瘤病毒具备体外转化细胞的能力，这为我
们下一步开展 ALV-J 相关急性肿瘤病毒分子生物

学特性及其致瘤分子机制的研究奠定了坚实的基
础。
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Detection of fps tumor antigen with mono-specific anti-fps
serum in tumors induced by acute transforming ALV

Yixin Wang1，Hao Chen2，Peng Zhao1，Jianliang Li1，Zhizhong Cui1*
1 Animal Science and Technology College，Shandong Agricultural University，Tai'an 271018，China
2 Beijing Poultry Breeding co．，LTD，Beijing 101301，China

Abstract:［Objective］ To prepare anti-fps mono-specific serum，and detect the fps antigen in tumors induced by acute
transforming avian leukosis / sarcoma virus containing v-fps oncogene． ［Methods］Two part of v-fps gene was amplified by
RT-PCR using the Fu-J viral RNA as the template． Mono-specific serum was prepared by immuning Kunming white mouse
with both two recombinant infusion proteins expressed by the prokaryotic expression system． Indirect immunofluorescent
assay was used to detect fps antigen in tumor tissue suspension cells and CEF infected by sarcoma supernatant．
Immunohistochemical method was used to detect fps antigen in tumor tissue． ［Results］ The mouse mono-specific serum
was specific as it had no cross reaction with classical ALV-J strains． The result reveals that the tumor tissue suspension
cells，the CEF infected by sarcoma supernatant，and the slice immunohistochemistry of the sarcoma showed positive
results． ［Conclusion］ The anti-fps mono-specific serum was prepared，and the detection method was established，which
laid the foundation for the study of viral biological characteristics and mechanism of tumourgenesis of acute transforming
avian leukosis / sarcoma virus containing v-fps oncogene．
Keywords: The acute transforming subgroup J associated avin leukosis / sarcoma virus， v-fps，mono-specific serum，
indirect immunofluorescent assay，immunohistochemical method
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