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　 　 摘要：　 为获得 Ｊ 亚群禽白血病病毒（ＡＬＶ⁃Ｊ）囊膜蛋白 ｇｐ８５ 和兔 ＩｇＧＦｃ 的融合蛋白，通过腺病毒表达系统融合

表达 ＡＬＶ⁃Ｊ ＳＵＪ 和兔 ＩｇＧＦｃ（ ｒＩｇＧＦｃ）基因。 将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 用 ＸｈｏⅠ、ＫｐｎⅠ进行双酶切，获得 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ
基因，将其克隆至 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ 质粒，构建穿梭载体 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ，重组质粒转化含 ｐＡｄｅａｓｙ⁃１ 的

ＢＪ５１８３⁃ＡＤ⁃１ 感受态细胞，获得重组腺病毒质粒 ｐＡｄ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ，最后转染人 ２９３Ｔ 细胞。 表达的融合蛋白可被

ＡＬＶ⁃Ｊ 单克隆抗体 ＪＥ９ 以及羊抗兔 ＩｇＧ 识别，重组蛋白的分子量大小约 ９􀆰 ５×１０４，且与 ＪＥ９ 及羊抗兔 ＩｇＧ 都有很好

的反应性；免疫共沉淀试验结果显示融合蛋白可与 ＤＦ１ 细胞膜蛋白混合物反应并获得差异蛋白。 该融合蛋白可与

ＡＬＶ⁃Ｊ 宿主细胞蛋白发生特异性反应。
关键词：　 Ｊ 亚群禽白血病病毒； ｇｐ８５ 基因； 兔 ＩｇＧＦｃ； 腺病毒； 融合表达

中图分类号：　 Ｓ８５８􀆰 ３５􀆰 ３　 　 　 文献标识码：　 Ａ　 　 　 文章编号：　 １０００⁃４４４０（２０１６）０４⁃０８４８⁃０６

Ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ｊ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ｇｐ８５ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧＦｃ ｇｅｎｅ ｉｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＭＥＩ Ｍｅｉ１，２，３，　 ＱＩＡＮ Ｋｅ４，　 ＴＡＮＧ Ｙｉｎｇ⁃ｈｕａ１，３，　 ＱＩＮ Ａｉ⁃ｊｉａｎ２，３，　 ＨＯＵ Ｊｉ⁃ｂｏ１，３

（１． Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｙａｎｇ⁃
ｚｈｏｕ ２２５００９， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏ⁃ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ Ａｎｉｍａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｚｏｏｎｏｓｅｓ， Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９，
Ｃｈｉｎａ； ４． Ｊｉａｎｇｓｕ Ｅｎｔｒｙ⁃ｅｘｉｔ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｂｕｒｅａｕ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００１， Ｃｈｉｎａ）
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ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐＡｄｅａｓｙ⁃１ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ
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ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅ⁃

８４８



ａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｕｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＡＬＶ⁃Ｊ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ｊ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ； ｇｐ８５ ｇｅｎｅ； ｒａｂｂｉｔ ｒＩｇＧＦｃ； ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ； ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 禽白血病病毒（Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＡＬＶ）是能

引起禽多种类型肿瘤的反转录病毒，包括 Ａ～ Ｊ 等 １０
个亚群。 上世纪 ８０ 年代末，Ｐａｙｎｅ 等［１］ 首次从肉鸡

中分离鉴定出 Ｊ 亚群禽白血病病毒 （ Ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ｊ
ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＡＬＶ⁃Ｊ）。 １９９９ 年杜岩等［２］ 首次

在国内从白羽肉鸡中分离到 ＡＬＶ⁃Ｊ。 ＡＬＶ⁃Ｊ 在世界

范围内的流行给养禽业造成了巨大的经济损失［３］。
目前，ＡＬＶ⁃Ｊ 不仅可以引起肉鸡产生肿瘤，而且可引

发蛋用型鸡群［４⁃５］和地方品系鸡群［６］ 产生肿瘤。 近

年来，ＡＬＶ⁃Ｊ 引起的混合感染日趋严重，最新研究报

道，ＡＬＶ⁃Ｊ 已从最初导致鸡群的髓细胞瘤，演变成可

同时导致鸡群的髓细胞瘤、血管瘤［７］ 和平滑肌

瘤［８］，这可能是由于抗原变异致使 ＡＬＶ⁃Ｊ 感染特性

和宿主范围发生了改变。
ＡＬＶ⁃Ｊ 的囊膜蛋白 Ｅｎｖ 是病毒感染细胞的关键

因素。 Ｅｎｖ 蛋白是由 ＳＵ 蛋白和 ＴＭ 蛋白组成，其中

ＳＵ 蛋白由 ＳＵ 基因表达，含有病毒⁃受体决定簇［９］，
是决定宿主范围和亚群特异性的关键因素［１０］。
２００６ 年 Ｃｈａｉ 等［１１］利用 ＡＬＶ⁃Ｊ ＨＰＲＳ１０３ 株的 ＳＵ 和

兔 ＩｇＧＦｃ 融合蛋白分离到 ＤＦ１ 细胞表面 ＡＬＶ⁃Ｊ 受

体 ＮＨＥ⁃１。 但是，由于 Ｊ 亚群禽白血病病毒的 ＳＵ 基

因呈现高度变异，且变异程度较其他亚群高［１２］，因
此 ＳＵ 基因的突变很可能会影响到病毒受体种类、
组织亲嗜性和宿主范围，ＡＬＶ⁃Ｊ 很可能存在除 ＮＨＥ⁃
１ 以外的新受体。

免疫共沉淀试验（Ｃｏ⁃ＩＰ）是研究病毒受体的经

典免疫学方法，通过固定在琼脂糖珠上葡萄球菌 Ａ
蛋白能结合 ＩｇＧＦｃ 端这一特性，实现诱饵蛋白对靶

蛋白的捕获。 因此，本研究以吴晓平［１３］ 构建的质粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 为原型，将 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 基因

克隆至腺病毒表达载体，通过哺乳动物细胞表达融

合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ，以此为诱饵蛋白为进一步分离

鉴定 ＡＬＶ⁃Ｊ 新受体提供工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、引物、菌体、病毒、细胞

质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ、ｐＡｄＥａｓｙ⁃１、ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃
ＣＭＶ 由本实验室（江苏省动物预防医学重点实验室）
保存；ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 基因上、下游引物（Ｐ１：５′⁃ＧＧＧＧＴＡ⁃

ＣＣＡＴＧＡＧＧＣＧＡＧＣＣＣＴＣＴＣＴＴＴＧ⁃３′；Ｐ２：５′⁃ＧＧＡＡＴ⁃
ＴＣ ＴＣＡＴＴＴＡＣＣＣＧＧＡＧＡＧＣＧ⁃３′）由吴晓平［１３］ 设计

合成，并由本实验室保存；大肠杆菌 ＤＨ５α 由本实验

室保存，大肠杆菌 ＢＪ５１８３⁃ＡＤ⁃１ 和 ＸＬ⁃１０ 超级感受态

细胞购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司；ＡＬＶ⁃Ｊ（ＪＳ０９ＧＹ０７）由本实

验室保存；２９３Ｔ 细胞购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＡＬＶ⁃Ｊ 特异性单抗 ＪＥ９ 由本实验室保存，ＨＲＰ
标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ、ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＤＡＢ 显

色液购自 ＡＭＲＥＳＣＯ 公司，ＦＩＴＣ 标记的山羊抗鼠

ＩｇＧ、ＦＩＴＣ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 等抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公

司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，蛋白质标准分子量

Ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ＬＡ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和限制性

核酸内切酶 ＸｈｏⅠ、ＫｐｎⅠ均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公
司，ＰｍｅⅠ和 ＰａｃⅠ限制性内切酶购自 ＮＥＢ 公司，反
转录 酶 （ Ｍ⁃ＭＬＶ）、 ｄＮＴＰ 等 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司，
Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ 购自罗氏公司。
１􀆰 ３　 重组穿梭质粒的构建与鉴定

将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 和 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ 分别

用 ＫｐｎＩ、ＸｈｏＩ 进行双酶切，经琼脂糖凝胶电泳回收

后，两者以 ３ ∶ １ 的摩尔比，１６ ℃连接过夜。 反应体

系（１０ μｌ）如下：１０×Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １ μｌ，目的片段

ＤＮＡ（ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ）７ μｌ，ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ １ μｌ，Ｔ４ ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ １ μｌ。 连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细胞，碱裂

解法小量提取质粒 ＤＮＡ。 对提取的质粒 ＤＮＡ 用

ＫｐｎＩ、ＸｈｏＩ 进行双酶切鉴定，酶切体系如下：ＫｐｎＩ、
ＸｈｏＩ 各 ２ μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ Ｔａｎｇｏ ２ μｌ，质粒 ８ μｌ，补去

离子水至 ２０ μｌ。 ３７ ℃反应 ５ ｈ。 反应结束后取酶

切产物进行电泳分析。
１􀆰 ４　 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的线性化

将重组穿梭质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 用

ＰｍｅＩ 单酶切线性化，体系如下：ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃
ｒＩｇＧＦｃ １５ μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ ４ μｌ，ＰｍｅＩ ２ μｌ，补去离子

水至总体积 ４０ μｌ。 ３７ ℃酶切 ６ ｈ，反应结束后取酶

切产物进行电泳分析并切胶回收。
１􀆰 ５　 重组腺病毒质粒的构建及鉴定

将线性化的 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ ５ μｌ（约
１ μｇ）电转化 ＢＪ５１８３⁃ＡＤ⁃１ 感受态细胞，电转化参

９４８梅　 梅等：Ｊ 亚群禽白血病病毒 ＳＵＪ 及兔 ＩｇＧＦｃ 基因在腺病毒表达系统中的融合表达



数：２００ Ω， ２􀆰 ５ ｋＶ， ２５ μＦ。 挑菌提取质粒，用 ＰａｃＩ
进行酶切鉴定。 酶切体系如下：质粒 ２ μｌ，ＰａｃＩ １
μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，补超纯水至 ２０ μｌ；３７ ℃ 酶切 ５
ｈ，１％琼脂糖凝胶电泳，观察结果。
１􀆰 ６　 重组腺病毒质粒 ｐＡＤ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的大量培

养和纯化

　 　 将 ｐＡＤ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 转化 ＸＬ⁃１０ 感受态细胞，方
法参考 ＡｄＥａｓｙＴＭ腺病毒载体系统说明书。 挑取 ＸＬ⁃
１０ 阳性克隆菌，经 Ｐａｃ Ｉ 酶切鉴定正确后，将阳性菌

落扩大培养，用 ＱＩＡＧＥＮ 试剂盒大量提取质粒并纯

化。 最后用 ５０ μｌ 去内毒素的超纯水溶解质粒。
１􀆰 ７　 重组腺病毒的制备

取 ５ μｇ 线性化的重组腺病毒质粒 ｐＡＤ⁃ＳＵＪ⁃
ｒＩｇＧＦｃ 转染 ２９３Ｔ 细胞，方法按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 试剂盒说明书进行，同时设空载体作对照。 待

细胞出现病变后收集细胞上清和细胞作为种毒，保
存于 ４ ℃备用。
１􀆰 ８　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ２９３Ｔ 细胞中 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的

表达

　 　 用重组腺病毒和亲本腺病毒分别感染 ２９３Ｔ 细

胞，待细胞出现病变后收集细胞，用 Ａｘｙｇｅｎ 总 ＲＮＡ
提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，反转录后进行 ＰＣＲ。
反转录体系（２５ μｌ）：总 ＲＮＡ １６ μｌ，５×ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ ５
μｌ，下游引物 Ｐ２ １ μｌ，ｄＮＴＰ １ μｌ，Ｍ⁃ＭＬＶ １ μｌ （１０
Ｕ ／ μｌ），ＲＮａｓｉｎ １ μｌ，轻弹混匀，于 ４２ ℃反应 ９０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 反 应 体 系 （ ２０ μｌ ）： ＰＣＲ ｍｉｘｔｕｒｅ （ ２ ×，
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ） １０ μｌ，上下游引物 Ｐ１ ／ Ｐ２ 各 １ μｌ，模板

ｃＤＮＡ ２ μｌ，补去离子水 ６ μｌ；反应程序：９５ ℃ ５
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５０ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，３０ 个循

环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取 ２ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％琼

脂糖凝胶电泳鉴定。
１􀆰 ９　 免疫荧光试验检测 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 融合蛋白在

２９３Ｔ 细胞中的表达

　 　 将分别感染重组腺病毒和亲本腺病毒的 ２９３Ｔ
细胞用丙酮⁃乙醇（３ ∶ ２）固定 ５ ｍｉｎ，吹干后分别用

间接免疫荧光和直接免疫荧光检测融合蛋白 ＳＵＪ⁃
ｒＩｇＧＦｃ 在 ２９３ 细胞中的表达情况。 ＩＦＡ 分别以 ＪＥ９
（１ ∶２００）为一抗，ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ（１ ∶２００）为
二抗进行荧光检测；ＤＦＡ 以 ＦＩＴＣ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ
为抗体进行荧光检测。
１􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧ Ｆｃ 融合蛋白在

２９３Ｔ 细胞中的表达

　 　 将重组腺病毒感染 ２９３Ｔ 细胞，９６ ｈ 后收获细

胞并裂解，离心取上清进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ。 转印后用

脱脂乳过夜封闭，分别与 ＪＥ９ 单抗（１ ∶４００）、ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）和 ＨＲＰ 标记的羊抗兔

ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００） 反应。 同时设亲本腺病毒感染的

２９３Ｔ 细胞为阴性对照。
１􀆰 １１　 融合蛋白在免疫共沉淀试验中的应用

ＭＤＣＫ 细胞适合无血清培养，因此免疫共沉淀

试验所需重组蛋白使用 ＭＤＣＫ 细胞无血清培养获

得。 将重组腺病毒感染 ＭＤＣＫ 细胞（ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １），７２
ｈ 后收集细胞，预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，经 ＮＰ⁃４０ 裂解液

（含 Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ ） ４ ℃ 反应 ３０ ｍｉｎ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清与 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ
进行免疫沉淀，形成 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ。

收获 ＤＦ１ 细胞，预冷 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，经 ＮＰ⁃４０
细胞裂解液 ４ ℃反应 ３０ ｍｉｎ，６００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 去除

细胞核及细胞碎片，收获上清以６ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ
去除细胞器后，于 ４ ℃条件下１３ ５００ ｇ离心 １ ｈ，沉
淀用预冷的含蛋白酶抑制剂的 ＮＰ⁃４０ 裂解液重悬。
向 ＤＦ１ 细胞膜蛋白中加入 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ⁃ ｒＩｇＧ 以去除非

特异性结合，再与 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ 结合

物充分孵育，经洗涤后所获得的免疫沉淀蛋白经

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和胶体银染进行分析。 试验同时设

ｒＩｇＧ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ 和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ 为 阴 性

对照。

２　 结 果

２􀆰 １　 重组穿梭质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的
鉴定

　 　 将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 和 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ 分别

用 ＫｐｎＩ、ＸｈｏＩ 进行双酶切，经琼脂糖凝胶电泳回收

后，两者以 ３ ∶１的摩尔比，１６ ℃连接过夜。 连接产物

转化 ＤＨ５α 感受态细胞，挑菌提取质粒后经 ＫｐｎＩ、
ＸｈｏＩ 双酶切鉴定，得到 ２ 条特异型条带，大小分别

为７ ５００ ｂｐ和 １ ８００ ｂｐ，而空载体双酶切后仅得到 １
条大小为 ７ ５００ ｂｐ 的条带（图 １），说明目的基因已

成功插入到 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ 中。 将构建正确的重组

穿梭质粒命名为 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ。
２􀆰 ２　 重组腺病毒质粒 ｐＡｄ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的鉴定

将线性化的 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 电转化

ＢＪ５１８３⁃ＡＤ⁃１ 感受态细胞。 挑菌提取质粒后 ＰａｃＩ 酶
切鉴定，得到 ２ 条特异条带，大小分别为 ３０ ｋｂ 和

４􀆰 ５ ｋｂ（图 ２），说明目的基因已整合到腺病毒基因
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Ｍ：１ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１： ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 酶切产物；２：
ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ 酶切产物。
图 １　 重组穿梭质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｈｕｔｔｌｅ
ｐｌａｓｍｉｄ ｐＳｈｕｔｔｌｅ⁃ＣＭＶ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ

组中，获得重组腺病毒质粒，并将其命名为 ｐＡＤ⁃
ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ。

Ｍ：λＤＮＡ⁃Ｈｉｎｄ Ⅲ ｍａｒｋｅｒ；１：１ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２：重组腺病毒质粒

Ｐａｃ Ｉ 酶切产物。
图 ２　 重组腺病毒质粒 ｐＡＤ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ．２ 　 Ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｐｌａｓｍｉｄ ｐＡｄ⁃ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ

２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定重组腺病毒

收获重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞，提取细胞总

ＲＮＡ，以目的基因 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 上、下游引物（Ｐ１、Ｐ２）
进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，同时设亲本腺病毒感染的 ２９３Ｔ
细胞为阴性对照。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖电泳

得到 １ ８００ ｂｐ 大小的条带，与目的基因大小一致，而
对照组没有条带（图 ３）。 说明目的基因已成功整合

到病毒基因组。

Ｍ： １ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１： 重组腺病毒感染 ２９３Ｔ 细胞的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩

增产物；２： 正常 ２９３Ｔ 细胞 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物。
图 ３　 重组腺病毒的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

２􀆰 ４　 免疫荧光试验检测重组腺病毒在 ２９３Ｔ 细胞

中的表达

　 　 用重组腺病毒质粒转染 ２９３Ｔ 细胞，细胞发生病

变后取重组病毒感染 ２９３Ｔ 细胞，７２ ｈ 后，用丙酮⁃乙
醇固定，分别用间接免疫荧光（ ＩＦＡ）和直接免疫荧

光（ＤＦＡ）检测融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 在 ２９３ 细胞中

的表达情况。 结果显示，重组腺病毒与 ＪＥ９ 和 ＦＩＴＣ
标记的羊抗兔 ＩｇＧ 都发生特异性反应，产生特异性

荧光，而野生腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞均未出现荧光

（图 ４）。 说明融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧ 在 ２９３Ｔ 细胞中得

到很好的表达。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析重组蛋白表达

将重组腺病毒感染 ２９３Ｔ 细胞，９６ ｈ 后裂解细

胞，离心取上清进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，分别用 ＡＬＶ⁃Ｊ 特异

型单抗 ＪＥ９ 和羊抗兔 ＩｇＧ 进行 ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析。
结果（图 ５）在约 ９．５×１０４处均出现 １ 条特异性条带，
而野生腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞没有出现相应的条

带。 说明融合蛋白在重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞

中获得表达，其分子量大小约为 ９􀆰 ５×１０４，与预期大

小相符。
２􀆰 ６　 免疫共沉淀试验分析融合蛋白在 ＡＬＶ⁃Ｊ 受体

鉴定中的初步应用

　 　 ＤＦ１ 细胞膜蛋白混合物与 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ⁃ｒＩｇＧ 反应

去除非特异性结合后，再分别与 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ Ｂｅａｄｓ 和 ｒＩｇＧＦｃ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｂｅａｄｓ 充分振荡孵育，
获得的沉淀进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和胶体银染。 结果（图
６）显示，在 ＤＦ１ 细胞膜蛋白与 ＳＵＪ⁃ ｒＩｇＧＦｃ 融合蛋

白免疫共沉淀产物中，发现 ３ 条蛋白质条带，大小约

１５８梅　 梅等：Ｊ 亚群禽白血病病毒 ＳＵＪ 及兔 ＩｇＧＦｃ 基因在腺病毒表达系统中的融合表达



Ａ：２９３Ｔ 细胞与单抗 ＪＥ９ 反应；Ｂ：２９３Ｔ 细胞与 ＦＩＴＣ 标记的羊抗

兔 ＩｇＧ 反应。 １： 重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞；２： 野生腺病毒感

染的 ２９３Ｔ 细胞。
图 ４　 免疫荧光分析融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧ 在 ２９３Ｔ 细胞中的表达

（×１００）
Ｆｉｇ．４ 　 ＩＦＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ

２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ

Ａ： ＪＥ９ 单抗与重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞裂解物反应；Ｂ：ＨＲＰ
标记羊抗兔 ＩｇＧ 抗体与重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞裂解物反

应。 Ｍ： 预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１： 重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞裂

解产物；２：野生型腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞裂解产物。
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析融合蛋白在重组腺病毒感染的 ２９３Ｔ 细

胞中的表达

Ｆｉｇ．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ２９３Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

７􀆰 ８×１０４、４􀆰 ２×１０４和 ３􀆰 ８×１０４，而对照中并未发现，
说明融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 能够与 ＡＬＶ⁃Ｊ 宿主细胞

系蛋白发生特异性反应，可作为进一步验证病毒受

体或病毒感染相关蛋白的有力试验材料。

３　 讨 论

近年来，世界各地发生 ＡＬＶ⁃Ｊ 感染的报道日益

增多，ＡＬＶ⁃Ｊ 的流行面越来越大，发病宿主范围不断

Ｍ： 普通蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１： ＤＦ１ 细胞裂解物与 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ
结合物免疫共沉淀蛋白；２： ＤＦ１ 细胞裂解物与 ｒＩｇＧ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 免

疫共沉淀蛋白；３： ＤＦ１ 细胞裂解物与 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 免疫共沉淀蛋白。
图 ６ 　 ＤＦ１ 细胞膜蛋白与融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 免疫共沉淀

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ．６　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｏ⁃ＩＰ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＤＦ１ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ

扩展。 ＡＬＶ⁃Ｊ 不同于其他亚群病毒，其在肉用型鸡

中的横向传染能力要比其他亚群在蛋用型鸡中的横

向传播能力强［１４］，而最显著的区别是 ＡＬＶ⁃Ｊ 以引起

禽的髓细胞瘤为主，而其他亚群如 Ａ、Ｂ 亚群主要引

起淋巴瘤［１５］。 这可能与不同组织细胞表面存在的

不同受体相关。 目前很多关于病毒受体的研究结果

表明，Ｊ 亚群禽白血病病毒受体有多种类型，宿主细

胞很可能存在不止一个受体，包括特异性和非特异

性的，因此鸡体组织存在除 ＮＨＥ⁃１ 以外新的 ＡＬＶ⁃Ｊ
受体的可能性相当大，值得进行深入研究。 而深入

研究病毒受体，自然需要病毒表面抗原的介入。 在

病毒受体的研究领域广泛采用免疫共沉淀这一经典

的免疫学方法，因此如采用该方法去捕捉病毒受体，
则要准备好捕获受体蛋白的诱饵蛋白。

本试验通过腺病毒表达系统成功表达了 ＳＵＪ⁃
ＩｇＧＦｃ。 腺病毒载体作为基因高效传递和表达的工

具被广泛应用于外源基因导入哺乳动物细胞。 与其

他病毒载体相比，它具有广泛的细胞嗜性和高效的

转导效率［１６］，病毒滴度高，可容纳大片段外源基因，
能够对重组蛋白进行正确的折叠和修饰，表达产物

可在无血清培养的包装细胞系中大量增殖，可进行

纯化和浓缩［１７］等优点，这也正是本试验选用 ＡｄＥａ⁃
ｓｙＴＭ ＸＬ Ａｄｅｎｏｖｉｒａｌ Ｖｅｃｔｏｒ Ｓｙｓｔｅｍ 和 ＭＤＣＫ 来表达

融合蛋白 ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的原因所在。
本研究中采用免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 等方法对

ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 的表达进行了鉴定。 ＩＦＡ 结果表明，
ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 在 ２９３Ｔ 细胞得到很好的表达，且表达的

融合蛋白可同时被 ＡＬＶ⁃Ｊ 特异性单抗 ＪＥ９ 以及羊抗
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兔 ＩｇＧ 抗体识别。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 结果显示，融合蛋白

ＳＵＪ⁃ｒＩｇＧＦｃ 与 ＪＥ９ 和羊抗兔 ＩｇＧ 都具有很好的反应

性，且重组蛋白大小 ９􀆰 ５ × １０４。 这些结果都说明

ＡＬＶ⁃Ｊ ＳＵＪ 基因和兔 ＩｇＧＦｃ 基因已成功导入到真核

细胞内，并在真核细胞中得到很好的包装和修饰，完
全可以作为捕获 ＡＬＶ⁃Ｊ 受体的诱饵蛋白，用于 Ｊ 亚

群禽白血病病毒受体的分离，为进一步分离 ＡＬＶ⁃Ｊ
受体提供有效的物质基础。
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