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【摘 要 〕鸡传染性支气管炎病毒 株核蛋白 基因 产物经 。胡
、 ,记 双酶切

,

克隆人大肠

杆菌原核表达载体
一 ,

构建重组表达质粒
一 一 ,

转化 大肠 杆菌 并进行诱导表达
。

通过

融合蛋白纯化系统对表达产物进行非变性纯化
,

将纯化的 蛋自按常规方法免疫新西兰大白兔
,

制备兔抗

鸡传染性支气管炎病毒 蛋白的多克隆抗体 并用 法检测其生物活性
。

结果表明
,

表达的重组核蛋白纯化后

出现 条带
,

相对分子质量分别约为 和
,

与 出现的 条蛋白带一致 纯化的重组蛋白经裂解因

子作用后
,

出现 条蛋白带
,

相对分子质量分别为 和
,

与预期结果相符合 制备的多克隆抗体可与不同鸡传染

性支气管炎病毒株发生反应
,

与亲本毒株的反应性略高于与其他毒株的反应性
。

以上结果表明
,

原核表达的可溶性

蛋白具有高度的生物活性
,

有望作为新的基因工程抗原用于鸡传染性支气管炎病毒的群特异性诊断
。

【关扭词 」 鸡传染性支气管炎病毒 基因 免疫活性
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即 心

鸡传染性支气管炎
,

是由传染性支气管炎病毒
,

引起 的一 种鸡急性
、

高度接 触性传 染

病川
。

为冠状病毒科冠状病毒属代表种
,

基因

组为单链正股 川
,

在转录过程中可形成 种

一 , 」。 粒子含有 种特异

性蛋白 纤突蛋白
、

膜蛋白
、

核蛋白 和小

囊膜蛋白
。

蛋白位于病毒粒子的内部
,

是一

种由 个氨基酸残基组成的碱性磷酸化蛋白质
,

与 蛋白相 比
,

其保守性很高川
。

的特点是变

异频繁
,

血清型复杂 〔 〕
,

所致疾病的临床表现差异很

大
,

不同地区
、

不同时间的地方流行毒株总是以各种

面目出现
,

在鸡群中甚至在免疫鸡群中流行困
。

常规的诊断方法存在一定的局限性
,

因此新的分子

生物学诊断方法 已成为近年来研究的热点
。

前些

年
,

人们对 的研究主要集中在 基因上
,

因为

其与 的免疫原性和变异有密切的联系
。

但最

近几年的研究发现
,

的其他结构蛋白也有重要

的生物学功能川
,

其 基因也易发生变异
,

新毒株

的出现可能与不 同地 区 基 因的重组有关阳 〕
。

目前
,

使用 以 灭 活病毒作为包被抗 原 的商 品化

试剂盒诊断
,

虽然具有较高的敏感性和特

口 异性川
,

但不同毒株的血清交叉反应性差异较大
,

有

些很弱甚至根本无交叉反应性仁叫
,

这给 的快速

诊断与防制带来一定的困难
。

在 分子生物学诊

断试剂的研究方面
,

尽管国内外许多学者都做了大

量的研究工作
,

但至今尚未研制出一种商品化
、

标准

化的诊断抗原应用于实际
。

为了开发研制新型
、

经

济
、

高效
、

可靠的血清学诊 断试剂
,

本研 究对

株的 基因进行了原核表达
,

对表达产物进

行了纯化并对其免疫活性进行了检测
,

以期为

基因工程诊断抗原的进一步研究和临床应用奠定基

础
。

材料与方法

材 料

毒株
、

血清及试验 动 物 株 肾

型工由河南农业 大学崔保安教授 提供
、

、

株 河南地方毒株 及 阳性和阴性血清

由河南农业大学贺秀媛副教授提供 株 陕

西地方毒株
,

腺胃型 由西北农林科技大学禽病研究

室保存 月龄新西兰大白兔 雄性
,

质量 购

自中国科学院武汉分院病毒研究所实验动物中心
。

引物设计与合成 参照 中发表的

基因序列 登录号
,

采用引物设

计软件 设计 对引物

上游引物 气

一 ‘

下游引物
‘一

‘ 。

上
、

下游分别设有 和 酶切位

点
,

引物由上海生物工程有限公司合成
。

载体
、

菌株及 质 拉 表达 载体

购 自
,

公司 大肠杆菌 由武汉大学医学分子病毒学国

家重点实验室提供 含 株 基因的阳性

重组质粒
一 一

由本课题组构建 川
。

主要 试 剂 所 用 限制性 内切 酶均 购 自

公 司 蛋 白融合和纯 化试剂盒
,

翎

购 自
,

公司 辣根过氧

化物酶 标记 的羊抗兔 和碱性磷酸酶

标记的羊抗兔 均购自北京中杉生物科技

有限公司 快速回收试剂盒购自上海申能博彩

生物工程有限公司 质粒快速提取试剂盒购自上海

中科开瑞生物芯片科技股份有限公司

和蛋白质 购自北京鼎国生物技术有限公

司 其他试剂均为国产或进 口分析纯级
。

株 墓因的 扩增及扩增产

物的回收

株
,

基 因的 反应体系为

砂 在 反应管中依次加人质粒
一 一

·

拼
, ,

上
、

下游引物各 ”
矛 , 、

拌 , 拼
, , 、 酶

拼 矛 , 拼 砂
。

反应程序为 预变性

℃
,

℃
,

,
,

循环

次 延伸
,

结束反应
。

取 拌

扩增产物于 琼脂糖凝胶 中进行电泳
。

在紫

外灯下用刀 片切下含有 目的片断的凝胶
,

用凝胶回

收纯化试剂盒回收 目的片段
。

, 组表达载体
一 一

的构建

将 基因 产物和表达载体
一

分别用 和 双酶切
,

回收纯化后

℃连接过夜
,

构建重组表达载体
一 一 。
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连接产物转化 感受态细胞
,

进行蓝白斑筛选
。

挑选白斑
,

小量提取质粒
,

进行 和 班

双酶切鉴定
,

将鉴定为阳性的重组质粒送上海生物

工程有限公司测序
。

孟组质粒
一 一

在大肠杆菌中的表

达及表达产物的鉴定

诱导表达 将鉴定后的阳性质粒
一

转化至表达宿主菌 中
,

挑单个菌落接种

于
,

含 的 液体培养基中
,

℃

摇床培养
。

待菌液
。,

为 时
,

取

菌液作为未诱导对照
,

剩余菌液加人 至终浓

度为
,

℃振荡诱导培养
,

分别在诱导

后的
,

和 取菌液
,

同时设 未诱导对

照
。

表达产物 〔重组核蛋 白 的 及

鉴定 将不同时间段收集的菌液于

℃ 离心
,

收集细菌沉淀
,

加人菌

体积 的 上样缓冲液重悬
,

煮沸
,

离心
,

取上清液进行
。

电泳完毕后
,

切下分离胶
,

分为两部分
,

一部分用考

马氏亮蓝染色
,

甲醇
一

冰乙酸脱色液脱色
,

观察是否

有蛋白质表达 另一部分转移至硝酸纤维素膜进行
,

将转印膜用
沙

脱脂乳封闭过夜
,

加人
一

抗血清室温反应
,

洗膜后加人 以

标记的羊抗兔 室温反应
,

洗去二抗
,

最

后用
一

显色
。

株皿组核蛋白的纯化

挑取单个阳性菌落接种于 含 的

液体培养基中培养
,

待菌液
。
为 时

,

加

入 至终浓度为
, ,

℃振荡诱导培

养
。

收集菌液
,

离心
,

弃

上清
,

加人 重悬沉淀
,

一 ℃

反复冻融 次
,

超声波裂解菌体
,

离心
。

取上 清
,

按 照蛋 白纯化试 剂盒

的操作步

骤
,

对含有麦芽糖标签的重组核蛋白进行纯化
,

分阶

段收集纯化产物
,

并进行 检测
。

将检测

出的含量较高的样品
,

每毫升加人裂解因子

拌 ,

室温作用
,

按纯化步骤过柱
,

收集样品

进行
一

检测
。

”株盆组核蛋白多克隆抗体的制备

将 检测合格的目的蛋白液
,

用分光

光度计测定 托。和 路。值
,

并计算蛋白浓度
。

取

浓度大于 的样品 。
,

加人等量的

弗氏完全佐剂充分混匀
,

制成油佐剂疫苗
,

肌肉注射

免疫 月龄新西兰大白兔
。

分别于免疫接种后

和 进行第 和 次加强免疫 加强免疫疫苗制

做方法同前佐剂用佛氏不完全佐剂
。

第 次免疫

后 采集免疫兔血液
,

分离血清
,

一 ℃保存备

用
。

”株孟组核蛋白多克隆抗体与不同

的反应性

将不同的 毒株
、 、

和 株 分

别用 鸡胚增殖
,

收集尿囊液
,

用 胰酶

处理
,

测定其血凝价
。

然后将收集的尿囊液 ℃

离心
,

取上清以 离

心
,

弃去大部分上清 管底留大约
,

吹打混

匀
,

即得 病毒液
。

用方阵试验筛选合适浓度的

病毒液和纯化的重组核蛋白作为抗原
,

包被反

应板后分别与上述多克隆抗血清进行交叉反应
,

加

人以 标记 的羊抗兔
,

底物显色后
,

读取
。

值
,

每样品 个重复
,

取平均值
。

然后用不同

反应板对样品再进行 次重复检测
。

以 样

口孔
。

一 阴性孔 〔
。 ,

标准阳性孔
, 一

阴性孔
、。〔,

为判定标准
,

时
,

被检血

清判定为阳性
。

图 重组质粒
一 一

的

双酶切鉴定结果

标样 重组质粒的
、

田双醉切产物

‘ , ,

结果与分析

组质粒
一 一

的构建及鉴定结果

由图 可知
,

重组质粒 六 州
一

经 “

和 班双酶切可得到 和 的条带
,
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与预期结果一致
。

阳性质粒测序结果表明
,

读码框

正确
,

插入片段与原始序列相同
,

说明目的基因克隆

到载体的预期位置
,

可以用于表达
。

株重组核蛋白基因的表达和鉴定

电泳结果 图 显示
,

诱导菌液在接近 处

比对照多出一条较粗的蛋白质条带
,

与理论推测的

表达产物的相对分子质量 比较接近
。

试验结果显示
,

表达产物在约 和

处出现 条杂交带 图
,

对照组未见出现条带
。

浓度为 拌 ,

一抗血清稀释度为
, ,

二抗

血清稀释度为
, ,

临界值 一
。

从

表 可以看出
,

用纯化的核蛋 自免疫新西兰大白兔

制备的多克隆抗体与试验用毒株均有交叉反应性
,

而与核蛋白及亲本毒株的反应性略高于与其他毒株

的反应性
。

一

一

争

争
一

一争

争

图 重组质粒 刊
一 一

表达产物的

和 分析

蛋自标准
一 一

未诱导 分别为
一 一

诱导
,

和 未诱导
一 一 ’

诱导 的
一

飞 一 一

一 一 一

,

, 一 一

,

一 一

株重组核蛋白的纯化

图 结果显示
,

重组核蛋白纯化产物出现 条

蛋白带
,

相对 分子质量分别约 为 和
,

与

的结果一致
。

纯化后的重组蛋白经裂

解因子 作用后
,

纯化产物出现 条蛋 白

带
,

相对分子质量约为 和 图
,

与预期结

果相符
,

表明重组奎白中的麦芽糖标签 已被

切除
。

株重组核蛋 白多克隆抗体与不 同

毒株的反应性

方阵试验筛选结果显示
,

重组核蛋白抗原最佳

包被浓度为 胖岁
,

其他 抗原最佳包被

图 株重组核蛋白的纯化

蛋白质标准 重组核蛋白的纯化产物

一 一 〕 一 一

呼

呼

闷卜一

呀

闷一

图 株重组核蛋白的裂解结果

蛋白质标准日 裂解重组核蛋自的纯化产物

重组核蛋白的纯化产物

一

一 , 一

一一 告
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不同 毒株在 中与抗核蛋白多克隆

抗体的反应性 《 一

一

抗 原
值

一‘匕︵匕峥矛匕八廿八廿
‘

一

一

重组核蛋白

一

一

一

一

一

一

的免疫记忆力
,

在感染细胞中能大量表达
,

而且保守

程度相对较大 蛋白因缺乏糖基化位点
,

易于在原

核
、

真核表达系统中表达
、

纯化
,

其免疫原性接近天

然的 蛋白
。

这些特点决定了核蛋白比较适合作

廉价
、

高效
、

可靠的血清学诊断试剂
。

本试验用

”株核蛋白免疫新西兰大白兔制备多克隆抗血

清
,

免疫血清与不同 毒株均有交叉反应性
,

与

株核蛋白及亲本毒株反应性稍高于与其

他毒株的反应性
。

本试验初步表明
,

鸡传染性支气

管炎病毒 蛋白可作为群特异性血清学检测诊断

抗原应用于 实际诊断中
。

讨 论

根据 ”株 基因的氨基酸序列可知
,

蛋白的相对分子质量约为
,

本试验所用的

表达载体含有相对分子质量约 的麦芽糖标

签
,

故可推算重组核蛋白的相对分子质量约为
。

本试验结果显示
,

在接近蛋白质相对分子质量

标准 处
,

出现一条特异性蛋白条带
,

而且随

诱导时间的增加
,

此蛋白条带也随之增粗
,

说

明重组 核蛋白基因的表达量随诱导时间的延

长而增加 重组表达核蛋白的 及蛋白

纯化试验出现的特异条带均为 条
,

相对分子质量

约为 和
,

说明这 条带均为目的条带
。

的条带比理论推算的 稍大
,

可能是

”株 基因与表达载体中的引导肤融合表达

所致 的蛋白可能是 蛋白的裂解产物
。

出现两个特异性片段的原因尚不清楚
,

可能是 目的

蛋白在受电荷影响最大的地方发生断裂所致
,

也可

能是编码融合蛋 白基 因在合成时发生错误 的产

物〔
’ 〕
。

这种现象与杜恩岐 〕、王宏俊〔‘ 〕等的报道

相类似
。

本试验的表达载体为用含麦芽糖标签 的
一 ,

表达的蛋白均为可溶性蛋白
,

在非变

性条件下较易纯化
,

不仅表达量大
,

纯化的蛋 白量

高
,

而且表达出的重组蛋白可以用 裂解

因子将麦芽糖标签切除
,

使表达蛋白成为纯度较高

的核蛋白
,

从而大大提高了 试验的准确度和

可信度
。

许多研究表明
‘
一

川
,

核蛋白作为 的主要结

构蛋白
,

参与病毒衣壳化和病毒的复制
,

其免疫原性

最强
,

能诱导产生抗体及细胞毒性 淋巴细胞的免

疫反应性
,

具有更多的交叉保护性抗原表位及 良好
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上
,

这也是许多畜禽传染病流行病学调查的一个难

题
。

因此
,

在该技术使用时应该紧密结合流行病学

调查资料和其他免疫指标
,

以达到对疫情的正确判

断
。

与常规单一 技术相比
,

建立多重
一

技术的关键在于以下几个方面 设计特异性引

物
,

尽量避免引物二聚体的产生
,

防止因引物与不同

模板之间的非特异性结合而造成非特异性扩增
,

干

扰结果的判定
。

另外
,

为使各片段得到最佳扩增
,

还

要适当调整各引物的使用浓度
。

本试验中
, 、

、 、

种病原的扩增产物大小分别为
, ,

和
,

其相应的引物使用浓度分

别为
, ,

和
,

表明扩增片段的长

度与引物的浓度成正比
,

即扩增片段愈长所需引物

量愈大
。

反复优化多重 的反应参数
,

尤其

要注意 反应的退火温度要足够高
,

因为多重
一

反应体系中有多对引物
,

退火温度过低往

往会导致非特异性扩增产物出现
,

提高退火温度则

可有效减少非特异性扩增产物的生成
。

另外循环次

数应尽量少
,

以利于检测扩增产物
,

循环次数增加会

导致非特异性扩增 的机率增大
。

在多重

反应体系中要加人多种模板
,

其扩增效率并不

完全相同
,

常常是片段较小的优先扩增
,

因此模板的

使用量要多次试验
,

反复优化
,

以找出其最佳比例
,

保证各个目的条带都能得到很好的扩增
。

因此
,

在

多重
一

反应体系中
,

选择适当引物浓度
,

是

确保多重
一

成功的关键因素之一
。
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