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　　[摘　要 ]　根据减蛋综合征病毒 PV Ë 蛋白基因序列设计了 1 对特异性引物, 应用降落 PCR 法对 PV Ë 蛋白

基因进行了扩增。将扩增产物克隆至 pM D 182T 载体中, 经酶切和 PCR 鉴定, 初步证明了目的片段的正确性。进一

步核苷酸序列测定表明, 所扩增的基因片段长度为 0. 756 kb, 共编码 250 个氨基酸。
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　　减蛋综合征病毒 (Egg drop syndrom e viru s,

ED SV ) 是禽腺病毒属 (A viadenoviru s) 的成员, 由于

其基因组结构的独特性, 故该属病毒可作为外源基

因良好的表达载体, 从而使其在病毒载体疫苗、基因

治疗等领域具有极大的研究开发潜力, 可望成为理

想的载体系统[1 ]。ED SV 属于腺病毒Ë 群中的唯一

成员, 与É 群和Ê 群毒株相比, 具有独特的抗原性和

生物学特性[2 ] , 且其宿主范围广泛, 毒株间毒力差异

大, 许多毒株对鸡和水禽都不致病, 且可在机体内长

期繁殖, 可能更适于构建禽病的基因疫苗载体[3 ] , 由

此而倍受各国学者的重视。但目前对 ED SV 的基因

组结构、主要病毒蛋白等方面的了解还比较有限, 严

重阻碍了其作为疫苗载体及其免疫学等方面研究的

进展。PV Ë 蛋白是 ED SV 的主要结构蛋白, 位于衣

壳的内面, 与六邻体紧密相连, 属六邻体相关蛋白,

由 250 个氨基酸残基组成, 其对完整病毒粒子的形

成是必不可少的, 且与其他腺病毒和哺乳动物腺病

毒的同源性差别很大[4 ]。为此, 本研究首次应用降落

PCR (TD 2PCR )对 PV Ë 蛋白基因进行了扩增, 并进

行了克隆和序列分析, 以期为进一步分析 ED SV

PV Ë 基因的结构、外源基因的插入位点、病毒粒子

的形成及抗原性相关研究提供分子生物学依据。

1　材料与方法

1. 1　ED SV 毒株

　　为本院禽病研究室分离保存的地方野毒株,

HA 效价为 16 log 2。

1. 2　酶与试剂

基因组DNA 提取试剂盒、高保真 PCR 试剂盒

及DNA 回收试剂盒均购自大连宝生物工程公司;

E coR É、P st É、ΚDNA öH ind Ë + E coR É M arker

等购自华美生物工程公司; 其他试剂均为分析纯。

1. 3　质粒与菌株

JM 109 受体菌购自华美生物工程公司; 克隆载

体 pM D 182T 购自大连宝生物工程公司。

1. 4　病毒增殖

将 ED SV 用灭菌生理盐水 1∶100 倍稀释, 经

尿囊腔接种于 10 日龄非免疫鸭胚, 37 ℃下继续孵

化, 每天照蛋 2 次, 弃去 24 h 内死亡胚, 收取 24～ 72

h 的死亡胚和未死亡胚的尿囊液, 测其HA 效价,

- 20 ℃ 保存备用。

1. 5　ED SV 核酸 (ED SV 2gDNA )的提取

取 1 mL 尿囊液于 4 ℃ 5 000 röm in 离心 20

m in, 上清液中加入 PEG6000 (100 m gömL )和N aC l(2

m gömL ) , 振摇溶解, 4 ℃静置 2～ 6 h, 并于 4 ℃

16 000 röm in离心 20 m in, 沉淀以 100 ΛL T E 溶液

(pH 8. 0) 重悬, 加 SD S 至终浓度为 1 m gömL , 加蛋

白酶K 至终浓度为 1 m gömL。55 ℃消化 2～ 4 h。依

次用饱和酚、酚ö氯仿、氯仿抽提, 经无水乙醇沉淀,

T E (PH 8. 0) 溶解, 核酸蛋白分析仪确定纯度并定量

备用。

1. 6　引物设计与合成

参照 ED SV 基因组核苷酸序列设计了 1 对引

物, 分别为:
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P1: 5′AA gCT TCgCgCCAA T gCA gCCT gT gA CC23′; P2: 5′

TCA TCAAA CA TA T T gAA gA gTA CgA TCA g23′,

该引物对由大连宝生物工程公司合成。两引物

跨越 PV Ë 完整结构基因, 跨度为 0. 75 kb。

1. 7　目的基因的扩增

反应在 50 ΛL 体系中进行, 各要素的用量分别

为: 10×Buffer 5 ΛL , P1, P2 各 1 ΛL (25 Pmo l) ,

dN T P 2 ΛL , 模板 2 ΛL (阴性为正常尿囊液) ,

ddH 2O 38. 5 ΛL , 加 30 ΛL 石蜡油覆盖, 沸水浴 10

m in 变性, 冰水浴淬火, T aq 酶 0. 5 ΛL (5 U ) ; 以降

落 PCR (TD 2PCR ) 进行扩增, 热盖温度 105 ℃, 前 5

个循环参数为: 95℃变性 90 s, 60 ℃退火 60 s, 72 ℃

延伸 120 s。之后退火温度以 2 ℃梯度降落, 每个梯

度循环 7 次, 共循环 35 次, 退火温度由 60 ℃降落至

52 ℃, 最后 72 ℃延伸 10 m in。扩增产物通过质量分

数 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳, 应用凝胶成像系统进行

观察拍照。

1. 8　PCR 产物的回收

按DNA 回收试剂盒要求回收目的片段。

1. 9　PCR 产物的克隆

按试剂盒的要求, 将纯化后的 PCR 产物与

pM D 182T 载体进行连接 (16 ℃, 4 h ) , 连接产物按

常规方法转化至 JM 109 感受态菌中, 转化产物接种

于含有AM P, X2gal 和 IPT G 的LB 琼脂平板上, 37

℃培养 18～ 24 h, 进行蓝、白斑筛选。挑取生长良好

的 白 色 菌 落 接 种 于 LB 培 养 基 中 (含 AM P

50 ΛgömL ) 扩增培养。按碱裂解法[5 ]提取其质粒并

筛选阳性重组质粒, 以备进行酶切鉴定和 PCR 鉴

定。

1. 10　重组质粒的酶切鉴定和 PCR 鉴定

按常规方法, 将筛选的阳性重组质粒以 E coR É
+ P stÉ 双酶切鉴定, 以 ΚDNA öH ind Ë + E coR É

M arker 作对照, 在质量分数0. 8% 琼脂糖凝胶上电

泳检测; 同时, 以上述重组质粒为模板, 应用相同的

引物对其进行扩增, 扩增产物通过质量分数 0. 8%

琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 11　目的基因的核苷酸序列测定

经酶切鉴定和 PCR 鉴定均为阳性的重组质粒,

由大连宝生物工程公司进行核苷酸序列测定。

2　结果与分析

2. 1　PV Ë 基因的扩增

　　应用设计的特异性引物, 采用 TD 2PCR 对提取

的 ED SV 2gDNA 进行扩增, 扩增产物经质量分数

0. 8% 琼脂糖凝胶电泳。结果 (图 1) 表明, 扩增出 1

条 0. 75 kb 左右的目的片段, 与理论设计完全相符。

2. 2　重组质粒的酶切鉴定和 PCR 鉴定

重组质粒以 E coR É + P stÉ 双酶切后, 分别切

出 2. 69 和 0. 75 kb 左右 2 个预期片段; 经 PCR 扩

增后, 得到 1 条大小与预期完全一致 (0. 75 kb) 的特

异性片段 (图 2)。
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2. 3　PV Ë 基因的序列测定结果及其编码的氨基酸

序列

扩增出的 ED SV PV Ë 蛋白编码基因经大连宝

生物工程公司测序, 片段大小为 0. 756 kb, 共编码

250 个氨基酸 (图 3)。

图 3　ED SV PV Ë 基因编码区的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

F ig. 3　Sequence of nucleo tide and p redicted am ino acid of ED SV PV Ë gene

3　讨　论

目前, 主要应用限制性内切酶水解片段构建基

因文库[6, 7 ]对DNA 病毒基因组的结构特点进行研

究, 常用 E x oË 核酸外切酶降解法制备每个克隆的

嵌套缺失模板, 用末端终止法测定DNA 序列[8, 9 ]。

这种方法保真性好, 对研究基因的分子生物学特性

具有重要意义, 但就研究某一功能基因而言, 限制性

内切酶基因片段文库受到酶切位点的限制, 而应用

PCR 扩增具有完整读码框架的基因则更为方便、可

行。

ED SV PV Ë 蛋白属六邻体相关蛋白, 对完整病

毒粒子的形成是必不可少的, 该蛋白序列在腺病毒

中比较保守。因此, 扩增完整的 PV Ë 基因对研究

ED SV 的分子生物学特性和进行 ED S 分子生物学

诊断具有重要作用。

序列测定结果表明, 本研究扩增、克隆到的

ED SV PV Ë 蛋白基因序列, 与应用ED SV 全基因组

的 H indË 酶切片段测序所得到的 PV Ë 结构基因

序列[10 ]基本一致, 全长 0. 756 kb, 共编码 250 个氨

基酸。但在第 120 位 (C→A )、533 位 (T→C) 和 541

位 (G→C)核苷酸处存在差异, 且这 3 位核苷酸的变

化均导致此处对应的氨基酸发生了变异, 分别由 S

→R、F→S、D→H。这些变异的发生原因应该与不同

72第 7 期 张春杰等: 减蛋综合征病毒 PV Ë 蛋白基因的克隆与序列分析



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

ED SV 毒株本身的结构特性有关, 这说明 PV Ë 基

因本身存在着明显的多态性。

本研究设计的引物, 位于 PV Ë 完整结构基因

的两端, 包括翻译起始密码子和终止密码子。同时,

采用降落 PCR (TD 2PCR ) 方法进行扩增时, 这种方

法设计的多循环反应程序使循环的退火温度越来越

低, 使用热启动技术可以确保第一个引物与模板发

生的杂交反应发生在最互补的反应物之间, 这种方

法较常规 PCR 法能得到更多的扩增产物。

ED SV 编码的 PV Ë 与其他禽腺病毒和哺乳动

物腺病毒的同源性差别很大[10, 11 ]。而无论 ED SV 的

抗原性, 还是其病毒特性均与其他禽腺病毒存在明

显差别。因此, ED SV PV Ë 基因的扩增、克隆与序列

分析, 不仅为进一步阐明 ED SV PV Ë 基因结构与

功能的关系打下了基础, 而且也为 PV Ë 基因的表

达及 ED SV 作为疫苗载体的研究奠定了良好的基

础。
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C lon ing and sequence ana lysis of PV Ë gene of egg drop syndrom e viru s

ZHANG Chun - j ie1,W U Zh i-m ing2,L IY in - ju1, CHENG X iang-chao1,W U Ting-ca i1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , H enan U niversity of S cience and T echnology ,L uoy ang , H enan 471003, Ch ina;

2 H enan V eterinary P reven tion and Control S ta tion, Z heng chou, H enan 450002, Ch ina)

Abstract: PV Ë p ro tein gene of egg drop syndrom e viru s (ED SV ) w as amp lif ied by touchdow n PCR

(TD 2PCR ) and w as cloned in to pM D 182T vecto r. T he recom b inan t p lasm ids w ere iden t if ied by digest ion

w ith rest rict ion endonuclease and PCR. T he sequence analysis show ed that the nucleo t ide sequence of PV Ë

gene w as 0. 756 kb and encoded w ith a p ro tein of 250 am ino acids.
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