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　 　 摘要：　 为在昆虫细胞中表达鸭源新城疫病毒 ＮＰ 蛋白质，首先根据鸭源新城疫病毒 ＮＰ 基因序列设计引物，
扩增出 ＮＰ 基因，将其克隆至杆状病毒表达载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１，获得重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ，将其转化到

ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞中，经抗性和蓝白斑筛选，获得重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ，在脂质体的介导下转染昆虫细胞

Ｓｆ９，获得重组杆状病毒 ＮＰ 蛋白质。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、间接免疫荧光试验结果均显示表达的重组蛋白质能够与全病

毒阳性血清发生特异性反应，具有良好的反应原性。 以上结果说明鸭源新城疫病毒 ＮＰ 蛋白质在昆虫细胞中获

得了成功表达。
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　 　 新城疫病毒（ＮＤＶ）是副粘病毒科副粘病毒亚

科禽腮腺炎病毒属的成员，能导致禽类严重的呼

吸系统和神经系统疾病，主要特征是呼吸困难、高
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热、下痢、神经机能紊乱以及黏膜和浆膜出血。 以

前认为新城疫病毒不会引起水禽致病，自从 １９９７
年，王永坤等［１］ 报道了从病鹅体内分离到了 ＮＤＶ
强毒株，从而打破 ＮＤＶ 对水禽不致病之说。 近年

来，鸭、鹅等水禽感染 ＮＤＶ 并发病的病例越来越

多，也越来越严重，给中国水禽养殖业带来了很大

的损失［２⁃４］ 。
新城疫病毒是单股负链，不分节段的 ＲＮＡ 病

毒，基因组编码 ６ 种结构蛋白质，分别为核衣壳

蛋白 质 （ ＮＰ ） 、 磷 酸 化 蛋 白 质 （ Ｐ ） 、 膜 蛋 白 质

（Ｍ）、融合蛋白质（ Ｆ） 、血凝素⁃神经氨酸酶蛋白

质（ＨＮ）和大分子蛋白质（ Ｌ） ［５⁃６］ 。 ＮＰ 蛋白质是

ＮＤＶ 核衣壳的主要蛋白质成分，其 Ｎ 端结合

ＲＮＡ，高度保守，Ｃ 端含有磷酸化位点和抗原决

定簇位点。 本研究利用 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒系

统，构建含鸭新城疫病毒 ＮＰ 基因的重组杆状病

毒，并在昆虫细胞中表达重组 ＮＰ 蛋白质，为鸭新

城疫病毒病的基础研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 毒株、菌株和载体

鸭源新城疫病毒、鸭新城疫阳性血清由福建

省农业科学院惠赠；Ｓｆ９ 细胞、大肠杆菌 ＤＨ５α 感

受态细胞由江苏省兽用生物制药高技术研究重点

实验室保存；杆状病毒 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 表达系统（包括

转座质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１、Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂａｃ 受体菌）购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
１．２　 工具酶和试剂

ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＰｓｔⅠ
及 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，Ｗｉｚａｒｄ ＤＮＡ
Ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍ 购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，昆虫细胞培

养基 Ｓｆ⁃９００ⅡＳＦＭ （Ｓｅｒｕｍ ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ） 购自 ＧＢＩＣＯ
公司，转染试剂 ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡＲｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司，ＨＲＰ 标记的羊抗鸭 ＩｇＧ、荧光素标记的羊抗鸭 ＩｇＧ
均购自美国 ＫＰＬ 公司，其他试剂均为国产分析纯级。
１．３　 引物的设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的鸭新城疫病毒 ＮＰ 基因

序列设计 １ 对引物，为了便于基因的克隆及表达载体

构建等后继工作，在 ＮＰ 基因引物的上、下游 ５′端分

别添加了 ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ酶切位点。 通用引物Ｍ１３Ｆ ／
Ｍ１３Ｒ 参照 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒表达系统设计，引物

均由上海英潍捷基生物技术有限公司合成。 ＮＰ 基因

引物 序 列 为： Ｐ１： ５′⁃ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＴ⁃
ＧＴＴＴＴＣＧＡＣＧＡ⁃３′（下划线为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点），Ｐ２：
５′⁃ＴＡＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＴＡＣＣＣＣＣＡＧＴＣＡＧＴＧＴＣ⁃３′ （ 下

划线为 ＰｓｔⅠ酶切位点）。 通用引物序列为：Ｐ１： ５′⁃
ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ⁃３′，Ｐ２： ５′⁃ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣ⁃
ＴＡＴＧＡＣ⁃３′。
１．４　 病毒的扩增与总 ＲＮＡ 的提取

取 １０ 倍稀释的原代病毒 ０．２ ｍｌ 接种于 １０ 日

龄 ＳＰＦ 鸡胚尿囊腔，于 ３７ ℃ 孵化箱孵化。 选择

２４ ～ ７２ ｈ 内死亡的鸡胚，置于 ４ ℃过夜，收集尿囊

液。 按 Ｔｒｉｚｏｌ 法抽提尿囊液总 ＲＮＡ，操作参照说

明书。
１．５　 ＮＰ 基因的扩增

根据 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒操作说

明进行操作，反应程序设定为：２５ ℃ １０ ｍｉｎ，４２ ℃
９０ ｍｉｎ，７０ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应条件为：９５ ℃预变

性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，５４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循

环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 ０．８％琼脂糖凝胶电

泳分析。
１．６　 重组转座载体 ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ 的构建

回收的 ＮＰ 基因经 ＥｃｏＲⅠ、ＰｓｔⅠ酶切后，与经同

样酶切的 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 连接，在含 １００ μｇ ／ ｍｌ 氨苄青霉

素的 ＬＢ 琼脂平板上 ３７ ℃培养过夜后，挑取单菌落，
提取质粒电泳筛选，并进行酶切鉴定。 酶切鉴定正确

后送由上海英潍捷基生物技术有限公司测序，鉴定正

确的克隆命名为 ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ。
１．７　 重组杆状病毒穿梭载体的构建

参考 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 使用说明，将阳性重组质粒 ｐＦａｓｔ⁃
Ｂａｃ⁃ＮＰ 转化 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞，用含四环素（１０
μｇ ／ ｍｌ）、 卡 那 霉 素 （ ５０ μｇ ／ ｍｌ ）、 庆 大 霉 素 （ ７
μｇ ／ ｍｌ）、ＩＰＴＧ（４０ μｇ ／ ｍｌ）、Ｘ⁃ｇａｌ（１００ μｇ ／ ｍｌ）的 ＬＢ
琼脂平板筛选阳性菌落，挑取白色菌落，提取质粒，
用通用引物 Ｍ１３Ｆ ／ Ｍ１３Ｒ 进行 ＰＣＲ 鉴定，扩增条件

如下：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火

３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
产物用 ０．８％琼脂糖凝胶电泳检测，获得的阳性重组

转座子命名为 ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ。
１．８　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ⁃ＮＰ 的制备

将 ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ 参照 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染

试剂说明书转染处于对数生长期的 Ｓｆ９ 昆虫细胞。
转染后每 １２ ｈ 观察细胞生长状态，直至细胞出现明
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显的病变，７２ ｈ 后收集培养基上清液，５００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎ，将上清液转移至新的无菌管中，此即为 Ｐ１ 代

重组杆状病毒 ｒＢａｃ⁃ＮＰ，４ ℃保存备用。
１．９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 Ｐ１ 代 ｒＢａｃ⁃ＮＰ 按感染复数 （ＭＯＩ） 为 ０． １
感染对数生长期 Ｓｆ９ 细胞，直至细胞出现明显病

变（感染后约 ４８ ～ ７２ ｈ） ，收集上清液即为 Ｐ２ 代

重组病毒，按此方法将病毒传至 Ｐ３ 代。 将 Ｐ３ 代

ｒＢａｃ⁃ＮＰ 分别按 ＭＯＩ 为 １、５、１０ 接种 ２４ 孔板中

Ｓｆ９ 细胞，分别在感染后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 收集细

胞沉淀，ＰＢＳ 洗涤 １ 次后，于沉淀中加入 １００ μｌ
１×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 煮 沸 ３ ｍｉｎ 后， 取 １５ μｌ 进 行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析，以未接种病毒的细胞沉淀作为

阴性对照。 样品电泳结束后转印 ＰＶＤＦ 膜，以全

病毒鸭抗血清作为一抗，以 ＨＲＰ 标记的羊抗鸭

ＩｇＧ 作为二抗，按常规方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ。
１．１０　 间接免疫荧光试验

将 Ｐ３ 代 ｒＢａｃ⁃ＮＰ 分别按 ＭＯＩ 为 １、５、１０ 接

种 ２４ 孔板中 Ｓｆ９ 细胞，在感染后 ４８ ｈ 弃去上清

液，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后，常规程序进行细胞免疫荧

光，以全病毒鸭抗血清为一抗，以荧光素标记的

羊抗鸭 ＩｇＧ 为二抗。 同时以未接种病毒的细胞

作为阴性对照。

２　 结果与分析

２．１　 ＮＰ 基因的扩增

ＮＰ 基因 ＰＣＲ 产物经 ０􀆰 ８％的琼脂糖凝胶电

泳，可见大约１ ５００ ｂｐ 的条带 （图 １） ，与预期结

果相符。

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：ＮＰ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物。
图 １　 目的基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＰＣＲ

２．２　 重组转座载体 ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ 的构建与鉴定

疑似重组质粒经 ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ双酶切后出现约

１ ６００ ｂｐ 和４ ８００ ｂｐ 两条带（图 ２），与预期相符，且
ＤＮＡ 测序证明 ＮＰ 基因克隆正确且无突变。
２．３　 重组杆状病毒穿梭载体的鉴定

以提取的疑似含有 ＮＰ 基因的重组杆粒 ＤＮＡ
为模板，分别以 ＮＰＰ１ ／ ＮＰＰ２、Ｍ１３Ｐ１ ／ Ｍ１３Ｐ２ 为引

物进行 ＰＣＲ 鉴定，产物经 ０．８％琼脂糖凝胶电泳后

分别在约１ ６００ ｂｐ 和４ ８００ ｂｐ 处可见特异性条带，
与预期片段大小相符（图 ３），而空载体对照组未

出现特异条带，表明 ＮＰ 基因转座成功，获得的重

组杆粒正确。

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ 的 ＥｃｏＲⅠ＋ＰｓｔⅠ酶切鉴定。
图 ２　 重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ⁃ＮＰ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎ⁃
ｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：利用 ＮＰＰ１ ／ ＮＰＰ２ 引物的 ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ
ＰＣＲ 扩增产物；２：利用 Ｍ１３Ｐ１ ／ Ｍ１３Ｐ２ 引物的 ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ ＰＣＲ
扩增产物；３：空载体对照。

图 ３　 重组转座子的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ＰＣＲ

２．４　 重组杆状病毒的收获及感染细胞的病变

ｒＢａｃｍｉｄ⁃ＮＰ 转染对数生长期昆虫细胞 Ｓｆ９，
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５ ｄ后可见细胞变大，细胞生长停止，细胞内出现

颗粒，有些细胞肿大而破碎等明显的细胞病变现

象，而未转染组的细胞未出现此现象。
２．５　 Ｆ 基因在昆虫细胞中的表达

２．５．１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 　 Ｐ ３ 代 ｒＢａｃ⁃ＮＰ 感染 ２４
孔板中对数生长期的 Ｓｆ９ 细胞，细胞沉淀经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳后，采用鸭抗全病毒血清为一抗进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，结果在约５３ ０００处出现特异条

带（图 ４） ，分子量与目的蛋白质相同，而正常 Ｓｆ９
细胞未出现相应条带，说明重组蛋白质在昆虫细

胞中获得了成功表达，且具备良好的反应原性。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：正常 Ｓｆ９ 细胞裂解液；２：感染重组病毒细胞裂解

液。 箭头表示 ＮＰ 蛋白质大小位置。
图 ４　 重组蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．５．２　 间接免疫荧光试验　 Ｐ ３ 代 ｒＢａｃ⁃ＮＰ 感染 ２４
孔板中对数生长期的 Ｓｆ９ 细胞，以鸭抗全病毒血清

为一抗进行间接免疫荧光分析，结果显示在感染

ｒＢａｃ⁃ＮＰ 的 Ｓｆ９ 细胞中观察到了特异性荧光，而在对

照孔细胞中未出现荧光（图 ５）。

３　 讨 论

自 １９９７ 年以来在江苏、山东等地相继报道了

鹅副粘病毒病以后，鸭源 ＮＤＶ 也相继从发病鸭群

中分离到，近些年鸭、鹅等水禽感染 ＮＤＶ 并发病

的病例越来越多，给中国的水禽养殖业带来了较

大的损失。 目前，疫苗接种仍然是预防和控制该

病的主要手段和方法。 ＮＰ 蛋白质是 ＮＤＶ 的核衣

壳蛋白质，与病毒基因组 ＲＮＡ 结合形成螺旋堆成

的卷曲状结构［７］ 。 不同毒株间 ＮＰ 基因的保守性

很高，ＮＰ 蛋白质在病毒粒子中是最丰富的蛋白

１：感染重组病毒细胞；２：正常 Ｓｆ９ 细胞。
图 ５　 重组蛋白质的间接免疫荧光试验

Ｆｉｇ．５　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ

质，具有天然的免疫原性，但不具有免疫保护作

用，常用于监测疫苗接种程序和新城疫诊断中［８］ 。
本试验利用鸭源新城疫病毒福建强毒株为研究对

象，利用分子克隆技术克隆出 ＮＰ 基因片段，将其

克隆入 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒载体中并且获得了成

功表达。
Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒表达系统是一种比较成熟

的真核表达系统，具有阳性重组率高、操作简便、成
本低等优点，尤其是该系统可以获得大量的、免疫原

性较好的、与天然蛋白质功能相似的可溶性重组蛋

白质，因此被广泛应用于药物开发、重要药用蛋白质

及疫苗研究等多个领域［９⁃１１］。
本研究利用 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒表达系统在

昆虫细胞中表达鸭源新城疫病毒 ＮＰ 基因。 首先

将 ＮＰ 基因克隆入杆状病毒转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１
中，转化感受态细胞 ＤＨ１０Ｂａｃ，经抗性基因和蓝白

斑筛选随机挑取白色菌落，分别以 ＮＰ 基因上、下
游引物和 Ｍ１３ 上、下游引物进行 ＰＣＲ 鉴定，以蓝

色菌落为阴性对照，结果证实白色菌落为重组成

功的阳性转座子。 提取其 ＤＮＡ，脂质体介导下转

染 Ｓｆ９ 昆虫细胞， ７２ ｈ 后 细 胞 出 现 典 型 病 变。
Ｗｅｓｔｅｒｔｎ ｂｌｏｔ 分析重组蛋白质表达产物，有一条约

５３ ０００的特异性条带，与理论值相符，且重组蛋白

质与鸭抗全病毒血清也呈现了良好的反应原性，
说明本系统表达的重组 ＮＰ 蛋白质可用于鸭源新

城疫病毒的诊断和检测。
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