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[摘　要 ]　应用 PCR扩增出新城疫病毒 F基因 ,将其克隆入 p GEM2T载体 ,测序。然后将 NDV F基因与高效

的真核表达载体 pcDNA4/ HisMax相连 ,构建 NDV F基因重组真核表达质粒 pc4F ,采用 Superfect 转染试剂将 pc4F

瞬时转染 COS27细胞 ,应用细胞免疫组化法检测其在细胞中的表达情况。结果表明 , F基因能够在 COS27细胞中成

功表达。
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Abstract : The F gene of NDV was amplified by PCR and cloned into p GEM2T Easy vector and se2
quenced. NDV F gene was ,t hen ,subcloned into high efficient eukaryotic vector pcDNA4/ HisMax. The re2
combinant plasmid pc4F was t ransfected into COS27 cells by using superfect t ransfection reagent . The NDV

F protein expression in COS27 cells was detected by immunocytochemist ry. The t ransient expression of

NDV2F protein p rovided t he foundation for stable expression in a cell line ,and for t he f ut ure p reparation of

monoclonal antibodies t hat could be used to detect NDV and viral antigen variation. Result s showed t hat F

gene could be successflly experessed in COS27 cells.
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　　新城疫是由新城疫病毒 (Newcastle disease vi2
rus ,NDV)引起的禽的一种急性、败血性传染病 ,对

养禽业危害严重。NDV属于副黏病毒科 ,副黏病毒

亚科 ,禽病毒属 ,是一种含有囊膜的负链 RNA 病
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毒[1 ]。有研究表明 ,NDV 的 HN 和 F 蛋白是决定

毒力、免疫原性的主要因素 ,其中 F蛋白最为关键 ,

其介导 NDV 与宿主细胞及宿主细胞间的融合 ,其

氨基酸序列及裂解位点的差异决定了 NDV 毒力的

强弱[ 2 ]。由于 F蛋白在 NDV 致病过程中有重要作

用 ,所以已成为人们研究 ND 亚单位疫苗和基因疫

苗的首选抗原[324 ]。

相对于原核表达系统 ,真核表达系统有诸多优

点 ,如用真核表达系统表达的外源蛋白具有良好的

免疫原性 ,而且能够进行糖基化等修饰 ,具有天然蛋

白的生物学活性[5 ] ,免疫动物后能产生较高水平的

特异性抗体 ,对强毒的攻击有很好的保护作用。目

前 ,用真核表达系统表达 DNV F基因的报道很少。

为此 ,本研究以 NDV F基因为目的基因 ,应用分子

生物学技术 ,构建了 NDV F基因真核表达载体 ,并

将其在高效真核表达载体系统中进行了表达 ,以期

为 NDV的检测及 F蛋白的生物学功能和 ND活病

毒载体疫苗研究奠定良好的基础。

1　材料与方法

1. 1　载体、菌株及工具酶

p GEM2T 载体购自 Promega 公司 ; pcDNA4/

HisMax真核表达载体、含 F基因的质粒及大肠杆

菌 J M109感受态细胞 ,由河南省农业科学院动物免

疫学重点实验室保存 ; D H5α感受态细胞购自 Pro2
mega公司 ;Ult raPure PCR 纯化试剂盒、T aq DNA

聚合酶、T4 DNA 连接酶、核酸内切酶和 DNA

Marker购自宝生物工程 (大连 ) 有限公司 ;质粒

DNA小量提取试剂盒购自北京赛百盛公司 ;其他试

剂均为分析纯级。

1. 2　NDV F基因重组克隆质粒的构建

1. 2. 1 　F基因的 PCR扩增 　根据 GenBank 已发

表的 F基因序列 (登录号为 :A Y50814)设计 1 对引

物 :上游引物 5′2A T TA T GGGCCCCAAA TC23′;下

游引物 5′2T TA TCA GA T TCT T GTA GT GGCCC2
3′。引物由宝生物工程 (大连)有限公司合成。

以含有 F基因的质粒为模板 ,进行 PCR扩增。

PCR反应体系为 50μL ,其中含 F基因的质粒 1

μL ,10×PCR缓冲液 5μL ,25 mmol/ L Mg2 + 3μL ,

10 mmol/ L dN TPs 4μL ,上、下游引物各 2μL ,超

纯水 32. 5μL , T aqDNA聚合酶 0. 5μL。PCR循环

参数为 :94 ℃预变性 4 min ;94 ℃变性 1 min ,56 ℃

退火 1 min ,72 ℃延伸 1 min ,30个循环 ;最后 72 ℃

延伸 10 min。扩增完毕后 ,取 3μL 产物用 10 g/ L

琼脂糖凝胶电泳 ,观察结果 ,然后参考 PCR产物回

收试剂盒说明书 ,回收纯化目的片断。

1. 2. 2　重组克隆质粒 p T2F 的构建与鉴定 　参照

载体试剂盒说明书 ,将上述 PCR 纯化产物与

p GEM2T载体在 T4 连接酶及 Buffer 的作用下 ,4

℃连接过夜。将连接产物转化 E. col i J M109 感受

态细胞 ,转化产物涂布于含 100μg/ mL 氨苄青霉素

的 LB琼脂平板 , 37 ℃培养过夜。挑取单个菌落接

种于 3 mL 含 100μg/ mL 氨苄青霉素的 LB培养基

上 ,37 ℃摇床震荡培养 16 h。用质粒提取试剂盒提

取重组克隆质粒 ,进行 PCR鉴定。将 PCR 鉴定为

阳性的重组质粒送宝生物工程 (大连)有限公司测

序 ,并将测试结果与 GenBank中登录的 F基因进行

对比分析 ,同时保存菌种。质粒命名为 p T2F。

1. 3　NDV F基因重组真核表达质粒的构建

1. 3. 1　NDV F基因的 PCR扩增　根据 p T2F质粒

F基因的序列和 pcDNA4/ His Max 载体多克隆位

点的序列 ,设计 1对包含 K p n I和 Eco RI酶切位点

的 引 物 : 上 游 引 物 5′2A T T GG TA CA T GGGC2
CCCAAA TC23′(斜体为 Kp n I酶切位点) ; 下游引

物 5′2TTA GA A TCC TCA GATTCTTGTA GTGGC2
CCTC 23′(斜体为 Eco RI酶切位点)。引物由上海生

工有限公司合成 ,预期扩增片段长度为 1 662 bp ,合

成后以无菌双蒸水稀释至 20 p mol/ L , - 20 ℃保存

备用。

以 p T2F质粒为模板 ,用特异性引物扩增 NDV

F基因。PCR反应体系为 50μL ,其中 p T2F质粒 1

μL ,10×L A buffer 5μL ,25 mmol/ L Mg2 + 3μL ,10

mmol/ L dN TPs 4μL ,上、下游引物各 2μL ,超纯水

32. 5μL ,L A DNA聚合酶 0. 5μL。PCR循环参数

为 :95 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性 1 min ,57 ℃退火

1 min ,72 ℃延伸 1. 5 min ,30个循环 ;最后 72 ℃延

伸 10 min。扩增结束后取出 3μL 产物进行 10 g/ L

琼脂糖凝胶电泳 ,观察结果 ,并参考宝生物工程 (大

连)有限公司的 PCR产物回收试剂盒说明书 ,纯化

回收目的基因。

1. 3. 2　重组真核表达质粒 pc4F的构建　将回收的

PCR产物和真核表达载体 pcDNA4/ His Max分别

进行 K p n I和 Eco RI双酶切。酶切产物分别用宝

生物工程 (大连)有限公司的 DNA 凝胶回收试剂盒

进行纯化回收 ,4 ℃保存备用。取回收产物各 3μL ,

进行琼脂糖凝胶电泳鉴定。参照文献 [ 6 ]构建重组

真核表达质粒 pc4F。将酶切的目的基因与载体按

3∶1 (体积比)混合 ,在 T4 DNA连接酶的作用下 16
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℃连接过夜 ,将连接产物转化至 E. coli D H5α感受

态细胞 ,在含有 100μg/ mL 氨苄青霉素的 LB 平板

上筛选 ,挑选单个菌落摇菌培养过夜 ,提取质粒进行

双酶切和 PCR鉴定。

1. 4　NDV F基因重组真核表达质粒 pc4F的表达

1. 4. 1　脂质体包被与转染　用 Q IA GEN超纯试剂

盒提取重组质粒 ,将提取质粒在脂质体作用下转染

COS27细胞 ,步骤如下 : (1)取 2μg阳性质粒 DNA ,

用 100μL 不含血清的DM EM稀释 ,作为溶液 A ;取

10μL 脂质体用 100μL 不含血清的 DM EM 稀释 ,

作为溶液 B。(2)将溶液 A 和溶液 B 混合 ,轻轻摇

匀 ,室温孵育 20 min。( 3) 用适量的不含血清的

DM EM洗涤 COS27细胞。在上述 A和B混合溶液

中加入 800μL 不含血清的 DM EM ,轻轻摇匀 ,将混

合液加到洗涤过的 COS27 细胞培养孔中 ,覆盖细

胞 ,在 37℃的 CO2 培养箱内培养 6 h。(4)将培养基

换成含有体积分数 10 %小牛血清的 DM EM ,继续

培养 ,同时用转染 pcDNA 4/ His Max 载体的质粒

作阴性对照。转染 36 h后轻轻吸出培养基 ,细胞用

冷甲醇固定 5～10 min ,备用。

1. 4. 2 　间接免疫染色检测 　将固定好的细胞用

PBST洗液洗 3次。用体积分数 5 %的牛血清封闭

(37 ℃培养箱内作用 2 h) 。弃去封闭液 ,用 PBST

洗液洗 3次 ,每孔加入 100μL NDV 阳性血清的稀

释液 ,37 ℃作用 45 min。取出后用 PBST洗液洗 3

次 ,每孔加入 100μL 兔抗鸡 HRP二抗的稀释液 ,与

结合到细胞表面的 NDV 阳性血清结合 (37 ℃作用

45 min) 。取出后用 PBST洗液洗 6次 ,每孔加入 50

μL A EC染料稀释液染色 5～10 min ,吸出染色液 ,

每孔加 100μL 的 PBS ,在倒置显微镜下观察结果。

2　结果与分析

2. 1　NDV F基因重组克隆质粒 p T2F的构建结果

重组克隆质粒 PCR扩增结果显示 ,在约 1 600

bp 处有一特异性条带 (图 1) ,与预期长度一致。测

序分析结果表明 ,构建的重组克隆质粒与参考序列

的同源性达 98 %。表明 NDV F基因重组克隆质粒

构建成功。

图 1　NDV F基因重组克隆质粒 p T2F PCR扩增鉴定结果

M. DL2 000 DNA标准 ;1.克隆载体的 PCR产物

Fig. 1　PCR analysis of recombinant plasmid of NDV F gene

M. DL2 000 DNA Marker ;1. PCR product s of recombinant plasmid

2. 2　NDV F基因重组真核表达质粒 pc4F的构建

结果

pc4F经 PCR扩增 ,获得了 1 662 bp 的目的基

因 (图 2) ;经 K p n I和 Eco RI双酶切鉴定 ,得到了

1 662 bp 的基因片段和 5. 3 kb的载体片段 (图 3) ,

表明 NDV F基因重组真核表达质粒构建成功。

图 2　NDV F基因重组真核表达质粒 pc4F

的 PCR扩增鉴定结果

M. DL2 000 DNA标准 ;1.重组质粒的 PCR产物 ;

Fig. 2　PCR analysis of recombinant plasmid of NDV F gene

1. PCR product s of recombinant plasmid ;

M. DL2 000 DNA Marker

图 3　NDV F基因重组真核表达质粒 pc4F的酶切鉴定结果

M. DL2 000 DNA标准 ;1. pc4F Kpn I + Eco RI双酶切产物 ;

Fig. 3　Restriction analysis of recombinant

plasmid of NDV F gene

1. Kpn I + Eco RI digestion of pc4F ;M. DL2 000 DNA Marker
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2. 3　NDV F基因的真核表达结果

结果显示 ,转染 pc4F 质粒的 COS27 细胞被染

成红色 ,呈阳性 (图 4) ;而 pcDNA4/ HisMax空载体

转染的细胞没有颜色变化 ,呈阴性 (图 5) ,表明

NDV F基因在体外获得了成功表达。

图 4　重组质粒 pc4F转染 COS27细胞

免疫组化染色结果

Fig. 4　Result of immunocytochemist ry of

recombinant plasmid pc4F transfected cells

图 5　pcDNA4/ HisMax载体转染 COS27细胞

免疫组化染色结果

Fig. 5　Result of immunocytochemist ry of

pcDNA4/ HisMax vector t ransfected cells

3　讨　论

鸡新城疫是危害我国养鸡业的最重要的烈性传

染病之一。目前 ,预防新城疫的主要方法是疫苗接

种 ,所用疫苗主要有弱毒苗和灭活苗[7 ]。虽然这 2

种疫苗具有很多优点 ,已在防止新城疫的发生上发

挥了重要作用 ,但长期的防治实践表明 ,在疫苗株的

选用上仍存在一些明显的不足 ,新城疫的预防仍未

得到令人满意的结果。有研究表明 , F和 H N 基因

是 NDV的保护性抗原基因[8 ]。F 蛋白是 NDV 感

染细胞所必需的 ,它可以促进病毒囊膜与细胞膜的

融合 ,从而使病毒穿入细胞浆脱去核衣壳进行复制。

本试验成功构建了能表达 NDV F蛋白的重组真核

表达质粒 ,并将其在 COS27 细胞中进行了表达 ,为

进一步从分子水平上探索 NDV 的抗原性及毒力变

异奠定了良好的基础。

近年来 ,在 ND的诊断中出现了“非典型 ND”,

使常规的检测方法不能满足生产实践的要求。传统

的血清学方法尽管可以对 ND 作出诊断 ,但要作出

进一步确诊及不同毒株的鉴别诊断仍有一定的局限

性。目前 ,单克隆抗体在 ND 诊断方而的应用已经

十分广泛 ,由于单克隆抗体具有针对单个抗原决定

簇的特异性 ,这就为制备出仅针对某一毒株或某一

型病毒的单克隆抗体提供了可能性。NDV 特异性

抗体对快速获得毒株的性质具有重要意义[9212 ]。本

研究成功实现了 NDV F 蛋白的瞬时表达 ,为该蛋

白的稳定表达、单克隆抗体的制备与筛选及 NDV

快速检测方法的建立奠定了基础。此外 , F 单抗和

NDV其他几种结构蛋白单抗的结合 ,对于 NDV 不

同毒株的抗原性差异、致病机理、流行病学等方面的

研究将具有重要意义。
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