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摘要：【目的】克隆鸡!G干扰素（@6/W1G!）基因，大肠杆菌表达及产物纯化与活性检测。【方法】通过 XDGQ3X 方

法用 3:)V 刺激的 -. 日龄 0QW 鸡的脾脏淋巴细胞中扩增出 @6/W1G!成熟蛋白基因 @O1V，克隆至原核表达载

体 8IDGC-(（ F ），构建重组表达质粒 8IDGC-(（ F ）G@6/W1G!，在大肠杆菌 YU-#（OIC）中经 /QDZ 诱导表达，利用

镍柱亲和层析法纯化可溶性蛋白，并进行 0O0GQVZI、[E<7E+) R;:7 鉴定。利用 \O3]G^0^ 系统测定抗病毒活

性。【结果】克隆得到 !%2 R8 的 @6/W1G!成熟蛋白编码基因，大肠杆菌中成功表达 @6/W1G!蛋白，分子量约为

C#_. ‘O(，能与抗 a>< 的单克隆抗体和兔源多抗血清发生特异性反应。表达蛋白一部分形成包涵体，另一部

分以可溶形式存在，可溶性蛋白经镍柱在天然条件下的纯化得率为 C_. ?K4?U。生物学活性试验表明，# b C-
稀释纯化的重组 @6/W1G!（+@6/W1G!）孵育 \O3] 细胞后能抵抗 #..D3/O%.的 ^0^ 攻击。【结论】通过镍柱天然

纯化获得的 +@6/W1G!具有较好的抗病毒活性，为研制新型抗病毒干扰素制剂奠定基础。
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干扰素（ >)7E+PE+:)，/W1）是一种诱生蛋白，具有

广谱抗病毒、免疫调节和免疫增强作用［# & -］。利用

基因 工 程 技 术 生 产 重 组 鸡!G干 扰 素（ +E@:?R>)()7
@6>@‘E) >)7E+PE+:) K(??(，+@6/W1G!）开展鸡病毒性疾

病和肿瘤性疾病的防治越来越受到人们的重视［C］，

因 此 具 有 重 要 的 研 究 价 值。#"%H 年 /<((@< 和

U>)NE)?()) 利用鸡胚绒毛尿囊膜研究流感病毒干扰

现象时首次发现鸡干扰素［!］。由于干扰素具有种属

特异性，很多应用于人类和哺乳动物研究中的有效

方法 不 能 用 于 禽 干 扰 素 的 研 究。直 到 #""! 年，

0E‘E;;>@‘ 等通过比较哺乳动物 /W1G"4#氨基酸序列，

首次克隆得到鸡"G干扰素基因［%］。#""% 年 O>KR, 等

首次克隆到鸡!G干扰素基因［2］。[E>)>)K、\>@6(;<‘>
和 0@6>9)< 等在大肠杆菌（ ./"01’&"0&$ "(*&）中表达了

鸡!G干扰素 @O1V，证实表达产物具有一定的生物

学活性［C，H & $］。大肠杆菌表达具有生产成本低，产量

高，易于工业化生产等优点，但是大肠杆菌表达的蛋

白多以包涵体形式存在，不能进行翻译后的修饰等

过程，很大程度上影响了表达产物的生物学活性。

本研究成功扩增了鸡 /W1G!成熟蛋白基因，克

隆至原核表达载体 8IDGC-(（ F ），在大肠杆菌 YU-#
中诱导表达。国内首次实现了原核表达系统表达的

鸡 /W1G!在天然条件下的纯化，获得了可溶性蛋白，

该蛋白具有很好的免疫原性和很强的抗 ^0^ 病毒



活性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验动物：!" 日龄 #$% 鸡由山东省农科院家

禽研究所 #$% 鸡厂提供。成年雌性新西兰大白兔，

体重 ! &’(只，购自山东省农科院畜牧兽医研究所实

验种兔厂。

!"!"# 病毒、细胞、菌株和质粒：水泡性口炎病毒

（ )*+,-./01 +23402,2,+ ),1.+，5#5）（ 6789:" ; <"= >?@A (

"?< 4B）由山东省农科院家禽研究所惠赠。犬肾细

胞（C97D）为 本 实 验 室 保 存。宿 主 菌：大 肠 杆 菌

9E:!和 FB!<（9GH）、表达载体 IG6JH!0（ K ）为本实

验室保存。克隆载体 IC9<>J6 载体购自 60D0L0 公

司。

!"!"$ 主 要 试 剂：!"#L"、$%&"、’%( $/.+ 9MN
$3/O4*10+*、6P 9MN B,’0+*、QM6$ C,R、<"" SI 9MN
B0QQ*1 C01&*1、9MN 琼脂糖凝胶回收试剂盒、< 4’(4B
的 F#N 标 准 品、8$6T（ Q,3R0U* V1**）、W/,’3 Q（6）<>

$1,4*1+、L*)*1+* 610U+-1,I20+* CJCB5（ LM0+* EJ）、

L,S3U./*0+* 8UX,S,231、蛋 白 分 子 量 标 准（低）均 购 自

60D0L0 公司；质粒小量提取试剂盒购自日本博日公

司；硝酸纤维素膜（M7 膜）购自 N4*1+X04 公司；转膜

滤纸购自 YX0240U 公司；9NF 购自 N4*1+X04 公司；

Z8N*RI1*++,3U,+26C蛋白纯化柱购自 Z8NTGM 公司；氨

苄青 霉 素（N4I）、胎 牛 血 清（%7#）、L$C8 <@P" 和

9CGC 低糖培养基购自 T,S-3 公司；!P 孔培养板、细

胞培养瓶购自 73+201 公司；一次性细菌滤器购自 $0//
公司；胰蛋白酶购自 WR3,Q 公司；双抗青链霉素混合

液购自上海杰美基因医药科技有限公司；淋巴细胞

分离液和 EL$J羊抗兔 8’T 购自北京鼎国有限公司；

抗 @E,+ 单克隆抗体和 EL$J羊抗鼠 8’T 购自晶美生

物技术有限公司；刀豆素（73UN），%1*.UQ[+ NQ\.)0U2
734I/*2*，%1*.UQ[+ NQ\.)0U2 8U-34I/*2* 购自 #,’40 公

司；其他试剂均为国产或进口分析纯。

!"!"% 引物：根据 T*UF0U& 上已登录的鸡#J干扰素

序列（89：]^^AAP）及 IG6JH!0（ K ）多克隆位点，设计

引 物 如 下：-X8%MJ#J_I：:‘JTNT)**’’+7N6N76T7N
NT6NT676JH‘（斜体下划线处为 !"#L"酶切位点）；

-X8%MJ#J93aU：:‘JTNT)’+)*+66NT7NN66T7N6767
767JH‘（斜体下划线处为 $%&"酶切位点），用以扩增

鸡#J干扰素成熟蛋白基因序列。引物由上海生工

有限公司合成，预期扩增目的片段为 P:@ SI。

!"# &’()*+!基因的克隆与鉴定

!"#"! 鸡脾脏淋巴细胞的分离、诱导培养及总 LMN
的抽提：按照鲍明介绍的方法［^］取 !" 日龄 #$% 鸡的

脾脏，制备鸡脾淋巴细胞，台盼兰计数后，用 <@P" 培

养液（含 <"b%7#）调整至 : c <"@ 个(4B，铺 !P 孔培

养板，每孔 < 4B。加入 73UN，使终浓度为 <"$’(4B。

HAd，:b 7W! 培养箱中培养 !P X。收集细胞，按

61,e3/ L*0’*U2 说明书上的操作方法提取经 73UN 刺

激的脾淋巴细胞总 LMN。

!"#"# 7X8%MJ#-9MN 第一链的合成：取上述抽提的

总 LMN <"$B 与 !$B W/,’3 Q（6）<>，混匀，@:d水浴

<" 4,U，立即置冰上 : 4,U。然后加入 P$B : c CJ
S.VV*1，!$B QM6$ C,R，<$B L,S3U./*0+* 8UX,S,231，<$B
CJCB5，共 !"$B 体系，混匀，HAd水浴作用 @" 4,U，

得到 -9MN。

!"#"$ $7L 扩增 -X8%MJ#基因：以上述合成的 -9MN
第一链为模板，扩增 7X8%MJ#基因片段。$7L 反应

条件：̂:d : 4,U；̂:d < 4,U，:Ad P: +，A!d < 4,U，

H: 个循环；A!d <" 4,U。取 >$B $7L 产物于 <?:b
的琼脂糖凝胶电泳检测。

!"#"% 7X8%MJ#-9MN 克隆：将 $7L 产物用 9MN 琼

脂糖凝胶回收试剂盒纯化后与 IC9<>J6 载体连接，

转化 ! ? "#&, 9E:!感受态细胞，BF 平板（N4I 抗性）

过夜培养筛选，挑选单菌落，振荡培养后用质粒小量

提取试剂盒提取质粒，$7L 和双酶切鉴定均为阳性

的质粒送 60D0L0 公司测序，进一步测序鉴定正确的

阳性重组质粒命名为 6J-X8%MJ#。

!"#", 7X8%MJ#原核表达载体的构建与鉴定：!"#L

"和 $%&"双酶切阳性重组质粒 6J-X8%MJ#，切出

-X8%MJ#目的基因，同时用 !"#L"和 $%&"双酶切

IG6JH!0（ K ）空载体；经 9MN 琼脂糖凝胶回收试剂

盒分别回收 -X8%MJ#目的基因和 IG6JH!0（ K ）空载

体部分；在 6P 9MN B,’0+* 作用下进行连接反应，连

接产物转化 ! f "#&, 9E:!感受态细胞，涂布含 N4I
的 BF 平板，HAd培养箱过夜，挑取单菌落，振荡培养

后用质粒小量提取试剂盒提取质粒，进行 $7L 鉴定

及 !"#L"($%&"双酶切鉴定，鉴定均为阳性的质粒

送 60D0L0 公司测序，进一步测序鉴定正确的阳性重

组质粒命名为 IG6JH!0（ K ）J-X8%MJ#。

!"$ -.’()*+!的诱导表达及 /0/+1234 分析

将 IG6JH!0（ K ）J-X8%MJ#转化表达受体菌 ! f

@> g,U’ Z, *2 0/ f (*"-% .,"/#0,#&#1,"% $,2,"%（!""^）P（̂<）



!"#$ !"#$（%&’），挑选单菌落接种于 "! 培养基（含

()* $++!,-)"），’./，#0+ 1-)23，振荡培养过夜，次

日按 $：$++ 比例接种于含 $+ )" 新鲜 "! 培养基（含

()* $++!,-)"）的 $++ )" 锥形瓶中，’./，#0+ 1-)23
振 荡 培 养，当 菌 液 %&4++ 值 达 +54 6 +57 时 加 入

$ ))89-"的 :;8*18*<9=>28?"?%?,@9@A=8;2BC（ :DEF）诱 导

G >，同时取诱导前的菌液作对照。各取 $ )" 菌液

于 G/，$#+++ H , 离 心 $+ )23，收 集 菌 体 沉 淀 用

$++!" D!I 悬浮，加入 #0!" 的 0 H I%I?D(F& 上样

缓冲液，充分混匀 $++/煮沸 7 )23，进行 $#J I%I?
D(F& 电 泳，用 考 马 斯 亮 蓝 染 色，观 察 蛋 白 表 达

结果。

!"# 表达蛋白的可溶性分析、非变性纯化及定量

将 诱 导 G > 的 菌 液 于 G/，$#+++ H , 离 心

$+ )23，将 沉 淀 悬 浮 于 非 变 性 纯 化 裂 解 液 #
（K@L#DMG 0+ ))89-"，K@#LDMG 0+ ))89-"，K@N9

’++ ))89-"，咪唑 $+ ))89-"，*L 75+），组织匀浆器充

分匀浆后，置冰浴进行超声波破碎，设置程序为每超

声 ’ ;，间隔’ ;，功率 G++ O，共进行 ’+ 次。裂解菌

液于 G/，$#+++ H , 离心 $+ )23，分别取上清和沉淀

进行 $#J的 I%I?D(F& 分析。

按 P:(F&K 公司的 P:(CQ*1C;;2832;=ER 蛋白纯化

系统操作指南进行天然纯化（略加改进）。即，按每

’ , 菌体湿重加入 #+ )" 的非变性纯化裂解液#（添

加 $ ))89-" 的"?巯基乙醇和 0J甘油）进行超声波

破碎，G/，$#+++ H , 离心 $+ )23，然后将上清与 # )"
镍琼脂糖凝胶混合，冰上振荡 ’+ )23，使重组蛋白与

镍充分结合后过柱，用 $+ )" 的洗涤缓冲液$（含

G+ ))89-"咪唑，其他成分同#）洗涤杂蛋白，最后用

$+ )"洗脱缓冲液%（含 G++ ))89-" 咪唑，其他成分

同#）洗脱目的蛋白，非变性电泳鉴定洗脱蛋白的各

种组分。洗脱后的目的蛋白合并后，置于透析袋内，

在 +5$ )89-" D!I 缓冲液中透析，G/磁力搅拌器搅

拌，每 0 > 换液一次，换液 4 次后收集蛋白液，分装

后 S #+/保存。经 !1@BT81B 法定量纯化的 1A>:UK?&
蛋白浓度。

!"$ %&’()*+!融合蛋白抗血清的制备及效价测定

选择 4 周龄新西兰雌兔 # 只，体重约 # V,-只。

预采血 # )"，G/过夜，G/ $++++ H , 离心 0 )23 分离

血清，作为正常阴性血清对照。取 #0+!, 可溶性纯

化目的蛋白（稀释至 $ )" D!I 中）加入 $ )" 弗氏完

全佐剂制成油乳剂颈背部皮下多点注射免疫兔；首

免后 #、G 和 4 周取 #0+!, 可溶性纯化目的蛋白（稀

释至 $ )" D!I 中）加入 $ )" 弗氏不完全佐剂乳化

后背部皮下多点注射加强免疫兔；第 G 次免疫后

$+ B，颈动脉放血分离血清。将分离的血清按 $ W #，

$ WG，$ W7，$ W $4，$ W ’# 和 $ W 4G 进行系列梯度稀释，以

正常阴性血清作对照，按常规方法与 $：#+ 稀释的纯

化重组蛋白进行琼脂扩散试验检测抗体效价。

!", -./0.%1 2340 分析

将表达和纯化的 1A>:UK?&蛋白及空载体诱导表

达菌经 $#J的 I%I?D(F& 电泳后，用半干转印法转

印到 KN 膜上，0J脱脂奶封闭过夜，一抗分别选择

抗 4L2; 的单克隆抗体和自制兔源抗 A>:UK?&多抗血

清，二抗分别为 LXD 标记羊抗鼠 :,F 和羊抗兔 :,F，

二氨基联苯胺（%(!）显色，蒸馏水终止后拍照记录。

!"5 纯化的 %&’()*+!蛋白生物学活性测定

利用犬肾细胞?水泡性口炎病毒（R%NY?ZIZ）系

统测定天然纯化的 1A>:UK?&蛋白的抗病毒效价［[］。

将纯化的 1A>:UK?&用维持液（%R&R \ #JUNI）按 $ W
#，$ WG，$ W7，$ W $4，$ W ’#，$ W 4G，$ W $#7 和 $ W #04 进行系

列梯度稀释，加至已长成单层的 [4 孔板的 R%NY 细

胞上，每孔 $++!"，每个稀释度做 4 个重复孔，’./，

0JNM# 孵育 #G >；弃上清，每孔接种 $++EN:%0+ 的

ZIZ，$++!"-孔，同时设立 ZIZ 阳性对照（不加干扰

素，只加 ZIZ）、阴性对照（只加干扰素，不加 ZIZ）和

空白对照（不加干扰素，也不加 ZIZ）。’./培养 #G
6 G7 > 后在倒置显微镜下观察，待阳性对照细胞出

现明显 ND& 时判定结果，能抑制 0+J细胞病变的

1A>:UK?&的最高稀释度的倒数作为干扰素抗 ZIZ 活

性单位。

6 结果

6"! 7’()*+!基因原核表达载体的构建与鉴定

重组质粒 *&E’#@（ \ ）?A>:UK?&构建如图 $?(
所示。重组质粒经 DNX 和双酶切鉴定，均可以得到

G04 ]* 左右的目的条带，与预期结果相符（图 $?!）。

6"6 表达产物 898+:;<= 鉴定

I%I?D(F& 电泳结果显示，在约 ’$5+ V%@ 处出

现特 异 性 目 的 条 带，大 小 与 预 期 相 符，而 *&E’#@
（\ ）空 载 体 对 照 无 此 特 异 性 条 带（图 #），利 用

!@3B;A@3 软件分析目的蛋白的表达量在 0+J左右。

6"> 表达产物可溶性分析

可溶性分析表明：表达蛋白一部分在上清中以

.7齐静等：鸡&?干扰素的可溶性表达及纯化产物的抗病毒活性 ^ -微生物学报（#++[）G[（$）



图 ! 重组表达载体 "#$%&’（ ( ）)*+,-.)!构建示意图

（/）及 012 和酶切鉴定（3）

!"#$ % &’()*+,"’ *+-（.）+/0 123 +/0 4)5,4"’,"6/ )/78*) +/+985"5（:）

6; 4)’6*<"/+/, -9+5*"0 -=>?@+（ A ）B’(C!DB!$ E$ %FF <- GD. 9+00)4；

%H 123 "0)/,";"’+,"6/ 6; -=>?@+（ A ）B’(C!DB!；@H -=>?@+（ A ）B

’(C!DB!0"#)5,)0 I",( !"#3"J$%&" $

图 & 454)0/6# 分析鸡 ,-.)!在 "#$%&’（ ( ）表达系统

中的表达

!"#$ @ &G&B1.K= +/+985"5 6; ’(C!DB! )L-4)55)0 "/ -=>?@+（ A ）

585,)*$ E：146,)"/ *69)’M9+4 I)"#(, *+4N)4；%：-=>?@+（ A ）B’(C!DB!J

:O@% "/0M’)0 ;64 P(；@：-=>?@+（ A ）J:O@% M5)0 +5 ’6/,469 $

可溶的形式存在；而一部分在裂解沉淀中以包涵体

的形式存在（图 ?）。

图 % 454)0/6# 分析 7*+,-.)!蛋白的可溶性

!"#$? &G&B1.K= +/+985"5 6; ,() 569M<"9",8 6; 4’(C!DB! -46,)"/$ E：

146,)"/ *69)’M9+4 I)"#(, *+4N)4；% $ >6,+9 -46,)"/；@ $ &M-)4/+,+/,5；? $

C/’9M5"6/ <60")5$

&89 7*+,-.)!蛋白的非变性纯化及 :;<=;7> ?@A=
鉴定

非变性条件下，用镍柱亲和层析纯化经 -=>?@+
（ A ）系统表达的 4’(C!DB!蛋白，PFF **69JO 的咪唑

基本能将目的蛋白洗脱下来（图 PB. 泳道 % Q R 所

示），泳道 % Q R 分别代表 % Q R 号 =--)/064; 管收集

蛋白的 &G&B1.K= 电泳结果。将洗脱后的目的蛋白

合并，经 :4+0;640 法定量纯化的 4’(C!DB!蛋白浓度

为 ?HF *#J*O。

经 P 次免疫新西兰兔，颈动脉放血分离血清，琼

脂扩散试验测定抗血清的效价为 % S %R。T)5,)4/ <96,
结果 表 明：表 达 和 纯 化 4’(C!DB!蛋 白 均 能 与 抗

’(C!DB!多抗血清（-.<）和抗 RU"5 的单克隆抗体在

目的带 ?%HF NG+ 处发生特异性显色反应。而空载

体表达菌与抗 ’(C!DB!多抗血清不发生反应，无显

色条带，与 抗 RU"5 的 单 克 隆 抗 体 发 生 反 应，在 约

%VHF NG+ 处出现空载体表达蛋白的显色条带。（图

PB:）。说明该 4’(C!DB!蛋白具有很好的免疫原性。

&8B 7*+,-.)!的抗病毒效果分析

抗病毒活性试验结果表明：细胞对照组生长良

好（图 WB.），纯化 4’(C!DB!蛋白（% S ?@ 稀释）能抵抗

%FF>2CGWF 的病毒攻击（图 WB:），而病毒对照组细胞

基本死亡（图 WB2），说明纯化获得的 4’(C!DB!蛋白

具有较好的抗病毒活性。

XX Y"/# Z" ), +9 $ J’"(% )*"+#,*#&#-*"% $*.*"%（@FFV）PV（%）
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图 ! "#"$%&’(（&）和 )*+,*-. /01,（2）鉴定 -34567$!
蛋白

!"#$% &’()*"+",-*".) .+ */( 0,/&!12! 30.*(") 45 676289:;（9）-)’

<(=*(0) 4>.*（?）-)->5="=$ @：80.*(") A.>(,B>-0 C("#/* A-0D(0；E F

GH8B0"+"(’ 0,/&!12! 30.*(")=；IH3;JKL-（ M ）2,/&!12!N?OLE ")’B,(’

+.0 % /；PH;Q30(==(’ 0,/&!12!30.*(") 0(,.#)"R(’ 45 394 -#-")=* ,/&!12

!；SH8B0"+"(’ 0,/&!12! 30.*(") 0(,.#)"R(’ 45 394 -#-")=* ,/&!12!；

ETH;Q30(==(’ 0,/&!12!30.*(") 0(,.#)"R(’ 45 -)*"2U"= A94；EEH8B0"+"(’

0,/&!12!30.*(") 0(,.#)"R(’ 45 -)*"2U"= A94；ELHJ/( (Q*0-,*= .+ 3;JKL-

（ M ）2,/&!12!N?OLE ")’B,(’ 45 &8J: 0(-,*(’ C"*/ 394 -#-")=* ,/&!12!；

EKHJ/( (Q*0-,*= .+ 3;JKL-（ M ）2,/&!12!N?OLE ")’B,(’ 45 &8J: 0(-,*(’

C"*/ -)*"2U"= A94$

图 8 -34567$!对 9"9 的抑制作用

!"#$V &)/"4"*".) (++(,* .+ 0,/&!12! ") @7WX ,(>>=$ 9：@7WX ,(>>= ,.)*0.>；?：9+*(0 ")+(,*".) C"*/ Y6Y，

.)( W8; C-= .4=(0Z(’ ") @7WX ,(>>= C/",/ /-’ 4(() 30(Z".B=>5 *0(-*(’ C"*/ 0,/&!12!；W：[4Z".B= W8; .+ Y6Y ") @7WX ,(>>=$

: 讨论

目前禽类传染性疾病的防治主要采用疫苗免疫

和药物治疗，由于疫苗免疫的血清型单一，而病毒的

血清型复杂，毒株变异快，常导致疫苗免疫失败；而

大量使用药物，引起一系列的药物残留和抗药性的

问题。因此很有必要研究广谱抗感染类生物制剂。

干扰素因其作用机理的独特性而具有广谱的抗病毒

活性，且与机体免疫系统相互作用，能增强疫苗的免

疫效果。研究表明，重组干扰素与天然干扰素具有

同样的抗病毒和免疫调节活性［ET］，因此重组干扰素

的研究和应用将成为病毒性疾病防治的重要方向。

鲍明等、史耀旭等用 3:;\ 原核表达载体表达

了鸡!2干扰素，但是表达的融合蛋白主要以包涵体

形式存在［S，EE］；蔡梅红等用 3]OW 原核非融合性表达

载体表达了鸡!2干扰素，也主要以包涵体形式存

在［EL］；由于表达产物主要以包涵体形式存在，必须

对包涵体成分进行复杂的变性复性处理。而本研究

选用 3;JKL-（ M ）表达载体进行表达，超声波裂解

后，上清和沉淀分别进行 676289:; 分析，结果有相

当一部分（总蛋白的 VT^左右）以可溶性的形式存

在，从而解决了天然条件下分泌太少的缺陷，也避免

了包涵体表达进行变性复性处理等复杂步骤，并且

为鸡!2干扰素通过天然纯化从而保持其活性提供

了保证。这是国内利用原核表达系统表达鸡 &!12!
在天然条件下纯化的首次报道。

高山等用鸡!2干扰素 ,719 构建了温度诱导型

原核表达载体 3?Y,719，并将其转导到大肠杆菌

SP齐静等：鸡!2干扰素的可溶性表达及纯化产物的抗病毒活性 $ N微生物学报（LTTS）%S（E）
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!"#!中，温度诱导表达的目的蛋白占细菌总蛋白的

$%&#’，但其是否有活性，是否以包涵体形式存在，

怎样提取纯化蛋白等都没有做进一步研究［()］。而

本研究选用 *+,)-.（ / ）高效表达载体进行表达，通

过摸索实验条件，如诱导前菌液浓度，诱导时间，诱

导剂 浓 度 等，提 高 了 目 的 蛋 白 的 表 达 量，利 用

0.1234.1 软件分析目的蛋白的表达量在 #5’左右；

另外，*+,)-.（ / ）表达载体中带有 6"73 的标签，可

以和目的蛋白一起融合表达，因此表达产物可以通

过镍柱亲和层析柱进行纯化，纯化 849:;<="蛋白浓

度可达 )%5 >?@>A。本试验中用抗 6"73 的单克隆抗

体和抗 49:;<="多抗血清均可检测到表达和纯化

849:;<="蛋白在约 )(%5 B!. 处出现特异性显色条

带，而空载体本身经诱导可以表达含有 6"73 标签的

载体自身蛋白，用抗 6"73 的单克隆抗体可以检测到

"73 蛋白的表达，而与抗 49:;<="多抗血清不发生反

应。说明本研究获得的 849:;<="蛋白具有较好的免

疫原性。

本研究直接对表达的可溶性蛋白在非变性条件

下纯化，经过摸索并且采取了一系列措施，如加入甘

油、#=巯基乙醇等最大程度的维持蛋白的生物学活

性［(C］。这样既简化了纯化工艺，大大降低了生产成

本，也最大程度地保证了纯化产物的活性。通过

D!EF=GHG 系统测定表明纯化蛋白具有很好的抗病

毒活性，从而为研究开发新型抗病毒制剂和免疫佐

剂奠定了重要基础。将"=干扰素基因与抗原保护

性基因共同构建成共表达的基因工程疫苗，可以提

高基因工程疫苗的免疫效果［$］，本研究也为进一步

研究鸡"=干扰素与抗原保护性基因共表达的基因

工程疫苗奠定了基础。

致谢 本研究得到浙江大学动物科学学院郑肖娟博

士后的悉心指导，在此表示衷心感谢！
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《微生物学报》答作者问——— 关于署名

问：我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后即将发表，如果想在作者和单位方面增、减新

的内容，并且修改作者及单位署名顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：可以变更，但需要作者再提供以下材料。

（’）如变单位署名顺序，需要原研究内容所属单位（通常是第一署名单位）的证明信，证明内容：原署名顺序#现署名顺序#
盖章。

（-）如变更作者署名顺序，需要通讯作者和第一作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序#修改之后的作者姓名

及顺序。

（[）将此证明信返回编辑部（邮寄或扫描后 Z!9/#1 发来），新的变更即可生效。
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