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禽网状内皮组织增生病病毒 !"#$ 全长蛋白的原核表达、纯化
及其免疫原性分析
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摘要：【目的】原核表达免疫原性良好的禽网状内皮组织增生病病毒（O-*A);>+-<P+*8->A+?A? LA.;?，OIQ）N9"$ 蛋
白，并制备抗 N9"$ 蛋白高效价多克隆血清。【方法】利用 R4O 技术，以 9ST#&G ’ -<L 为模板，扩增得到 OIQ
的 N9"$ 蛋白编码基因，将其克隆入表达载体 9IGE/&=（ H ）中，将构建的原核表达质粒 9IG/&EN9"$，转化大肠
杆菌（./"01’&"0&$ "(* A ）UV/#（TI%）感受态细胞，经异丙基硫代E!ETE半乳糖苷（0RGF）诱导后进行 N9"$ 蛋白表
达并鉴定。用纯化的 N9"$ 蛋白免疫 3 ’ & 周龄 U=>,6) 小鼠，制备抗 N9"$ 的多克隆血清。用间接免疫荧光试
验检测该血清的特异性，用酶联免疫吸附试验（IV01W）滴定其效价。【结果】OIQ N9"$ 基因在重组大肠杆菌
中正确表达，免疫小鼠后获得的抗血清可与重组杆状病毒表达的 N9"$ 蛋白特异性反应，IV01W 效价达到 # X
#/&$$，该研究为开展 OIQ诊断试剂的研制奠定了基础。
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禽网状内皮组织增生病病毒（O-*A);>+-<P+E
*8->A+?A? LA.;?，OIQ）主要侵害火鸡，也能感染鸡、鸭
等禽类，引起以淋巴、网状细胞增生为特征的肿瘤性

病理综合征［# ’ !］。该病在澳大利亚、匈牙利、英国、

德国等国均有报道，我国于 #"&& 年在南京首次分离
到 OIQE4!5 株［5］。病毒感染后，禽生长迟缓，淘汰
率和死亡率升高；引起感染禽的免疫抑制，干扰其他

禽病疫苗的免疫效应，导致免疫失败。因此，OIQ
是继马立克氏病病毒（STQ）、禽白血病病毒（WVQ）
之后又一重要的禽致瘤病毒［3］。在我国，OIQ 的流
行越来越严重，在某些鸡场中 OIQ 抗体阳性率可达

/# Y!Z [ M# Y$Z，其中出现免疫抑制状态的鸡群对

OIQ 抗体阳性率要比正常鸡群高得多，因此，OIQ
对养禽业的危害越来越受到相关部门的重视［#，5］。

OIQ 属逆转录病毒科的 4 型病毒，含单股

O2W，OIQ基因组大小为 " Y$ \,，由 N=N、9+>、-<L基因
以及长末端重复序列（ >+<N *-.BA<=> .-9-=*，VGO?）组
成，其中 -<L 是 OIQ 的囊膜糖蛋白基因，也是 OIQ
的主要变异基因，与产生中和抗体有关。-<L 基因
编码两种糖蛋白 N9"$ 和 N9/$，N9/$ 为穿膜蛋白，而
N9"$ 蛋白是 OIQ的表面囊膜糖蛋白，含有顺序和构
象抗原表位，是 OIQ 病毒的保护性抗原，具有受体
结合功能，能够激发感染宿主产生中和抗体［M］。

本文利用原核表达系统表达了 OIQ 的 N9"$ 蛋
白，利用亲和层析法对表达蛋白进行纯化，并免疫小

鼠，制备了高效价的抗血清，该血清可与重组杆状病

毒表达的 N9"$ 蛋白发生特异性反应。获得的 N9"$
蛋白和其抗血清可用作禽网状内皮组织增生病的诊

断试剂。



! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 质粒和菌株：!"#$%&’()* 质粒（克隆有 +,-
#./.$株的 ()*基因）由本实验室构建；原核表达载
体 !,&’0%1（ 2）、大肠杆菌 &3!$.4’、560$（#,7）由本
实验室保存；表达 +,- 8!9. 蛋白的重组杆状病毒由
本实验室制备并保存。

! "! "# 主要试剂：各种限制性内切酶、:;<=(>&?+&"

@> #A? :3BC=(;1D(、#A? "1;E(;、FA&:、:;3G(<) "3B(H’
IB1; J(<8KG "1;E(;（63L）、&M #A? 连接酶等购自大连
宝生物工程有限公司；:18(+IB(;&" :;(DG1<)(F :;3G(<)
61FF(;购自 "5N公司；核酸凝胶回收、:O+ 产物回收
试剂盒购自 P=(81公司：@<D&;1!&" E<G 购自 ?=(;DK1=
5<3DH<()H(D 公司；弗氏完全佐剂及弗氏不完全佐剂
均购自 ><8=1公司；辣根过氧化酶（@+:）标记的兔抗
鸡 N8Q、辣根过氧化酶（@+:）标记的兔抗鼠 N8Q 购自
><8=1公司；鸡源 +,- 多克隆抗体购自美国 OK1;B(D
+<*(;公司。
! "! "$ 主要仪器：@RS’O 空气浴振荡摇床（哈尔滨
东联电子技术有限公司）、荧光显微镜（6(<H1）（上海
精科实业有限公司）、超声波细胞粉碎机（南京新辰

生物科技有限公司）等。

! "# 引物设计与合成
参照 +,- >A- 株 ()* 基因组序列（Q()51)E 登

录号：#S..7T9$），利用 PB<83U V. 软件，设计引物如
下：上游引物（ 8!9.WX）：TY’O?QQ??&&O?&QQ?O&’
Q&O&O?OO’7Y，其 TY端设计有 !"#+N 位点（下划线部
分）；下游引物（ 8!9.W6）：TY’?Q?Q&OQ?OO&&?&Q’
?OQOO&?QO’7Y，其 TY端设计有 $%& N 位点（下划线部
分）。引物由英俊生物技术有限公司合成。

! "$ %&’( 基因的扩增
以 !"#$%&’()* 质粒为模板，用引物 8!9.WX、

8!9.W6 进行扩增，反应体系：TZ:;<=(>&?+ 5I[[(;
（"80 2 ）$. !6、FA&: "<\GI;( M !6、上、下游引物各
$!6、:;<=(>&?+

&" @> #A? :3BC=(;1D( . VT!6、质粒模
板 . V7 !6，用 FF@0P 补至 T. !6。反应条件：9T]

T =<)；9T] 7. D，T7 V0] 7. D，/0] $ =<) $. D，7. 个
循环；/0] $. =<)。:O+产物用 . V%^琼脂糖凝胶进
行电泳分析。分析正确后，其余 :O+ 产物用琼脂糖
凝胶试剂盒回收，按说明书操作。

! ") 重组表达质粒 &*+#,-%&’( 的构建和鉴定
分别用 !"#+"和 $%&"双酶切上述 :O+ 产物

和载体 !,&’0%1（ 2），酶切产物经电泳分离和凝胶回

收后，用 &M #A?连接酶于 00]连接过夜，将连接产
物转化 ! V "#&’ &3!$.4’感受态细胞。挑取单个菌落
培养，提取质粒，分别做 :O+ 及酶切鉴定，选取阳性
克隆，送英俊生物技术有限公司进一步测序确证，将

阳性重组表达质粒命名为 !,&0%’8!9.。
! ". 重组蛋白的诱导表达、鉴定及纯化
分别将空载体 !,&’0%1（ 2 ）和重组质粒 !,&0%’

8!9. 转化大肠杆菌 560$（#,7）感受态细胞。挑取单
菌落到 65（_1) 2 ）培养液中，7/]摇床培养。再按
$ ‘ $..比例接种到 T. =6 65（_1) 2 ）中，7/]培养到
()U.. a . VU 时，加入终浓度为 $ ==3Bb6 的异丙基硫

代’#’#’半乳糖苷（ N:&Q）诱导培养，诱导表达 T K 后
收集菌液。

用 >#>’:?Q, 鉴定重组蛋白的表达。取上述诱
导表达的 $ =6 菌液，$7M.. c 8 离心 $ =<)，弃上清，
用 $ =6 !@/ VM 的 :5> 重悬沉淀，按照分子克隆实验
指南（第二版）具体操作进行 >#>’:?Q,分析。
用 J(DG(;) d3BG 鉴定重组蛋白的正确性。目的

蛋白和蛋白分子质量标准经 >#>’:?Q, 后，电转移
到 AO 膜上（按操作说明书进行）。转移完成后的
AO膜置于 T^的脱脂乳中进行封闭，7/]0 K，:5>&
（$7/ ==3Bb6 A1OB， 0 V/ ==3Bb6 _OB， $. ==3Bb6
A10 @:PM，0 ==3Bb6 _@0 :PM，. V.T^&L(()’0.）洗涤 7
次，每次 T =<)；然后将 AO膜放入 $ ‘ $.. 稀释的鸡源
+,-多抗中，7/]孵育 9. =<)，同上洗涤；洗涤后的
AO膜放入 $ ‘ T... 稀释的辣根过氧化酶（@+:）标记
的兔抗鸡 N8Q 溶液中，7/]孵育 9. =<)；同上洗涤
后，用底物溶液（二氨基联苯胺）显色。

用 @<D&;1!&"试剂盒纯化重组蛋白。将鉴定为阳

性的重组菌大量诱导以后，离心收集菌体，然后用含

尿素 % =3$b6的 :5> 将沉淀悬起，超声波破碎 7. =<)
（振幅为 7M^）；破碎后的上清按说明书进行纯化。
收集的目的蛋白洗脱液，用 >#>’:?Q, 检测蛋白
纯度。

! "/ 抗 %&’( 蛋白多克隆抗体的制备
将纯化的目的蛋白经紫外分光光度计定量后，

与等量弗氏完全佐剂乳化后，腹腔及腿肌多点注射

U e % 周龄的 51BdbH雌性小鼠，T.!8重组蛋白b只；以
后每隔 0 周用等量弗氏不完全佐剂乳化，进行第二、
三次免疫，免疫方式和剂量同首免；第 7 次免疫后
$. F 采血，分离血清。
用间接免疫荧光试验（ N4?）检测所制备的抗

8!9.蛋白多克隆抗体的特异性。以表达 8!9. 蛋白
的重组杆状病毒感染的 D[9 细胞为抗原，$ ‘ $.. 稀释

$%7$高立等：禽网状内皮组织增生病病毒 8!9.全长蛋白的原核表达、纯化及其免疫原性分析 f b微生物学报（0..9）M9（$.）



免疫鼠血清作为一抗，! " #$$$ 稀释辣根过氧化酶
（%&’）标记的兔抗鼠 ()* 作为二抗。另外，以纯化
的 )+,$ 蛋白（! " -$$ 稀释）包被 ./(01 平板，以检测
免疫鼠血清抗体效价。

! 结果

! "# $%&’ 基因的扩增及表达质粒 %()!*+$%&’ 的构
建和鉴定

以 +23!456789 质粒为模板，经过 ’:& 扩增获
得了与预期大小相符的 !!,! ;+ 的目的片段（图
略）。’:&和双酶切鉴定结果均显示重组表达质粒
+.5-46)+,$ 构建正确。测序结果证实目的片段大小
及阅读框均正确。

! "! 重组 $%&’ 蛋白的表达纯化及分析鉴定
阳性重组质粒转化大肠杆菌 </-!（3.=）感受态

细胞，经 (’5* 诱导后，发现重组菌裂解物在约
># ?3@处出现明显的目的蛋白带，而对照菌在
># ?3@附近未出现蛋白条带，同时将收集的菌液进
行超声波破碎，离心后取其上清和沉淀分别进行

0306’1*.分析，结果表明沉淀中目的蛋白的量较
大，而上清中几乎没有目的蛋白，说明目的蛋白以包

涵体形式表达（图 !）。

图 # 表达产物的 ,-,+./0(分析
AB) C! 0306’1*. @8@DEFBF GH IJ7 ! C "#$%67K+L7FF7M )+,$ +LGI7B8 C ! C

+.56-4@ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M QBIJ (’5*；- C +.5-46)+,$ IL@8FHGLN@8I

8G86B8MOP7M QBIJ (’5*；= C +.5-46)+,$ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M QBIJ (’5*；

> C 0O+7L8@I@8I GH +.5-46)+,$ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M QBIJ (’5*；# C ’L7PB6

+BIB8 GH +.5-46)+,$ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M QBIJ (’5*；2：’LGI7B8 2GD7PO6

D@L R7B)JI 2@L?7L（/GQ）C

将上述超声波破碎后的菌体离心沉淀以及相同

条件下诱导的 +.56-4@ 转化菌裂解物进行 0306
’1*.后，转 S:膜，以鸡源 &.T阳性血清作为一抗，
辣根过氧化酶（%&’）标记的兔抗鸡 ()* 作为二抗，
进行 R7FI7L8 ;DGI 分析。结果显示重组菌在约># ?3@
处出现了与 0306’1*.大小一致的条带（图 -），进一

步验证了表达蛋白的正确性。

图 ! 1234256 7894 检测 $%&’ 的表达
AB) C- 37I7PIBG8 GH IJ7 L7PGN;B8@8I )+,$ +LGI7B8 B8 ! C "#$% ;E R7FI7L8

;GDIIB8) 2 C ’L7FI@B87M ’LGI7B8 /@MM7L；! C +.56-4@ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M

QBIJ (’5*；- C +.5-46)+,$ IL@8FHGLN@8I B8MOP7M QBIJ (’5* C

将大量诱导培养的菌体裂解物按照 ! U# 中所述
方法进行纯化，纯化产物进行 0306’1*. 分析，发现
预期的约 ># ?3@的目的蛋白（图 =）。

图 : 纯化的 $%&’ 重组蛋白的 ,-,+./0(分析
AB) C = 0306’1*. @8@DEFBF GH IJ7 +OLBHB7M )+,$ +LGI7B8 ! C ’OLBHB7M )+,$

+LGI7B8；- C <7HGL7 +OLBHBP@IBG8；2C ’LGI7B8 2GD7POD@L R7B)JI 2@L?7L

（/GQ）C

! ": 多克隆抗体的制备及检测
将上述纯化蛋白按照 ! UV 所述免疫小鼠，分离

得到多克隆血清。以分离的多克隆血清为抗体进行

间接免疫荧光试验，结果在对含 )+,$ 基因重组杆状
病毒感染的 FH, 细胞培养中能检测到荧光阳性细
胞，而未感染重组杆状病毒的 FH, 细胞培养中不能

检测到荧光阳性细胞（图 >）。多克隆血清中抗体的

./(01效价达到 ! " !-4$$ 以上，表明我们所诱导表达
的蛋白具有良好的免疫原性，可以诱导小鼠产生较

高水平的免疫应答反应。
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图 ! "#$检测 %&’( 多克隆血清的特异性（)(( *）
!"# $% &’()*"+",-*".) .+ */( 01(,"+","*2 .+ 345*",5.)-5 -)*"0(643 72 &!8

-)-520"0（9:: ;）8：0+< ,(550 ")+(,*(’ ="*/ #1<: 6(,.37")-)* 7-,45.>"640 $

?：@.63-5 0+< ,(550 $

+ 讨论

ABC基因组由 #-#、1.5、()> 基因以及 DEA0 组
成，其中 #1<: 蛋白由 ()> 基因编码，其 F 端抗原表
位位于感染细胞的表面，含有顺序和构象表位，是病

毒的免疫显性蛋白［G］，能够激发感染宿主产生中和

抗体［<］。#1<: 编码基因容易变异，对不同地区不同
时间分离的 ABC 全基因组测序表明，()> 基因序列
同源性在 <HI以上，#1<: 可能与病毒的变异、毒力、
致病性、致病机理等有关［9:］。

吉荣［99］、瞿晓兰等［9H］曾经将 ABC()> 基因的部
分序列在重组大肠杆菌中表达。本研究中，我们通

过 JFA方法获得 #1<: 的全长序列，并在重组大肠杆
菌中有效表达 #1<: 完整蛋白，为进一步研究 #1<:
蛋白奠定了基础。

试验过程中，为了获得较高量的表达，在载体的

构建、诱导表达条件等方面都进行了优化。我们同

时构建 1BEHG-K#1<:、1BEL:-K#1<:、1BELH-K#1<: 重组
质粒，分别在相同的条件下诱导表达，然后收集菌液

超声破碎后做 MNMKJ8OB，结果显示 1BEHG-K#1<: 和

1BELH-K#1<: 蛋白表达量相当。综合考虑，最终选择
了 1BEKHG-作为表达载体。另外，在表达条件的优
化中，我们分别对诱导表达的温度（9PQ、室温、

LRQ）、&JEO 的 浓 度（ : SH 33.5TD、: S% 33.5TD、

: SP 33.5TD、: SG 33.5TD、9 S: 33.5TD、9 SH 33.5TD）、诱
导表达时间（L /、% /、U /、P /）等因素进行了探索，经
过综合筛选最终确定 LRQ，9 S: 33.5TD &JEO 浓度，
诱导表达 U/ 的条件。在上述条件下获得的目的蛋
白的量最大。

另外，本研究将所表达的 #1<: 蛋白亲和纯化后
免疫 ?-57T,鼠，获得了高效价的抗血清，也证明了其
具有良好的免疫原性。

虽然网状内皮组织增生病在国内发生较早，然

而研究起步却较晚，加之病毒自身的特性，如在 FB!
上检测不到病变，病毒复制过程存在前病毒形式等，

使得该病的研究更加缓慢。到目前为止，网状内皮

组织增生病的致病机理研究还不很透彻。作为病毒

的主要免疫原性蛋白 #1<:，其在病毒的变异、毒力、
致病机理等方面所起的作用还有待于进一步研究。

#1<: 蛋白在体外的成功表达，为开展 ABC 诊断试剂
的研制奠定了基础。
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