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　 　 摘要:　 为在昆虫细胞中表达Ⅰ型鸭甲型肝炎病毒(Ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ￣ＩꎬＤＨＡＶ￣Ｉ) ＳＨ 株的主要结构蛋

白 ＶＰ３ꎬ首先根据 ＤＨＡＶ￣Ｉ ＳＨ 株 ＶＰ３ 基因序列设计 １ 对引物ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 方法扩增出 ＶＰ３ 基因ꎬ克隆至杆状病毒表达

载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１ꎬ获得重组杆状病毒转移载体 ｐＦＢ￣ＶＰ３ꎬ将其转化到 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞中ꎬ经抗性和蓝白斑筛选ꎬ
获得重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ꎬ在脂质体介导下转染昆虫细胞 Ｓｆ９ꎬ获得重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ꎮ 间接免疫荧光

结果显示重组蛋白获得了正确表达ꎬ能与鸭抗全病毒阳性血清发生特异性反应ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示表达的重组

蛋白分子量约为 ２７ ０００ꎮ 表明ꎬＤＨＡＶ￣Ｉ ＳＨ 株的主要结构蛋白 ＶＰ３ 在昆虫细胞中获得了成功表达ꎬ为 ＶＰ３ 结构蛋

白的功能研究及相关亚单位疫苗的研制奠定了基础ꎮ
关键词:　 Ｉ 型鸭甲型肝炎病毒ꎻ ＶＰ３ 基因ꎻ 昆虫细胞ꎻ 表达ꎻ 鉴定
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ３ ｏｆ ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ￣Ｉ (ＤＨＡＶ￣Ｉ) ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ
ｃｅｌｌｓꎬ ｏｎｅ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＤＨＡＶ￣Ｉ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ＶＰ３
ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＰＣＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＦａｓｔＢａｃ１. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ
ｐＦＢ￣ＶＰ３ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ＤＨ１０Ｂａｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｍｉｄ ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｂｌｕｅ￣ｗｈｉｔｅ ｐｌａｇｕｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｍｉｄ ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ Ｓｆ９
ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ. Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｔｉ￣ｖｉｒｕｓ ｓｅｒｕｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ２７ ０００ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ. Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ３ ｏｆ ＤＨＡＶ￣Ｉ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓ ｌａｙｓ ａ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＶＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ￣Ｉꎻ ＶＰ３
ｇｅｎｅꎻ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 鸭病毒性肝炎(Ｄｕｃｋ ｖｉｒａｌ ｈｅｐａｔｉｔｉｓꎬＤＶＨ)是一

种由 鸭 甲 型 肝 炎 病 毒 ( Ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓꎬ
ＤＨＡＶ)感染导致的急性和高度致死性传染病ꎬ可引

９４６



起 ２１ 日龄以下的雏鸭发生急性肝炎ꎬ病死率高达

１００％ꎬ是严重危害中国养鸭业的疾病之一ꎮ ＤＨＡＶ
包括经典型(即中国原Ⅰ型鸭肝炎病毒)、台湾新

型、韩国新型 ３ 种亚型ꎬ即Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型ꎬ３ 种亚型之

间存在明显的差异ꎬ无交叉免疫性[１￣３]ꎬ目前中国发

生和流行的主要是Ⅰ型鸭肝炎病毒(ＤＨＡＶ￣Ｉ) [４￣６]ꎮ
鸭甲型肝炎病毒属于小 ＲＮＡ 病毒科ꎬ病毒粒子

无囊膜ꎬ呈二十面体对称ꎬ核心为单股正链的 ＲＮＡꎬ
基因组大小约为７ ６９０核苷酸ꎬ只编码 １ 个开放阅读

框ꎬ编码的产物为多聚蛋白ꎬ多聚蛋白在翻译过程中

不断被自身编码的蛋白酶水解为小片段蛋白ꎬ即
ＶＰ０、ＶＰ１、ＶＰ３、２Ａ１、２Ａ２、２Ｂ、２Ｃ、３Ａ、３Ｂ、３Ｃ、３Ｄ[７]ꎮ
ＶＰ０、ＶＰ１、ＶＰ３ 为病毒的结构蛋白ꎬ其中 ＶＰ３ 蛋白

位于病毒粒子表面ꎬ是其主要的结构蛋白之一ꎮ 目

前研究主要集中在结构蛋白 ＶＰ１ 的功能和免疫原

性研究ꎬ而对 ＶＰ３ 的研究却很少[８]ꎮ 本研究利用杆

状病毒 /昆虫细胞表达系统表达 ＤＨＡＶ￣１ ＳＨ 株的

ＶＰ３ 基因ꎬ为 ＶＰ３ 蛋白的功能研究、诊断试剂及亚

单位疫苗的研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 毒株、菌株和载体

ＤＨＡＶ￣Ｉ ＳＨ 毒株由中国农业科学院上海兽医

研究所惠赠ꎬ大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞由本实验

室保存ꎬＳｆ９ 细胞、杆状病毒 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 表达系统(包
括 重 组 杆 状 病 毒 转 移 载 体 ｐＦａｓｔＢａｃ１、 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＤＨ１０Ｂａｃ 受体菌)购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 工具酶和试剂

Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、限制性内

切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎬ转染试剂

Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ昆虫细胞

培养基 Ｓｆ￣９００Ⅱ ＳＦＭ ( Ｓｅｒｕｍ ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ) 购自

ＧＢＩＣＯ 公司ꎬＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ、ＦＩＴＣ 标记的

羊抗鸭 ＩｇＧ 购自 ＫＰＬ 公司ꎬ其他试剂均为国产分析

纯ꎮ
１.３　 引物的设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＤＨＡＶ￣Ｉ ＳＨ 毒株病毒

基因组序列设计 １ 对引物扩增 ＶＰ３ 基因ꎬ为便于基

因的克隆及表达载体的构建ꎬ在 ＶＰ３ 引物的上下游

５′端分别引入 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎮ 通用引

物 Ｍ１３Ｆ / Ｍ１３Ｒ 参照 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 杆状病毒表达系统

设计ꎬ引物均由上海英潍捷基生物技术有限公司合

成ꎮ 引物序列为: ＶＰ３￣Ｆ: ５′￣ＧＴＡＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴ￣
ＧＧＧＡＡＡＧＡＧＡＡＡＡＣＣＡＣＧＣＡＧＧ￣３′(下划线为 Ｂａｍ
Ｈ Ｉ 酶切位 点 )ꎬ ＶＰ３￣Ｒ: ５′￣ＧＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴ￣
ＧＡＴＴＡＴＴＧＧＴＴＧＣＣＡＴＣＴＧＣ￣３′(下划线为 Ｘｈｏ Ｉ 酶

切位点)ꎮ 通用引物序列为:Ｍ１３￣Ｆ: ５′￣ＧＴＴＴＴＣ￣
ＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ￣３′ꎬ Ｍ１３￣Ｒ: ５′￣ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣ￣
ＴＡＴＧＡＣ￣３′ꎮ
１.４　 ＤＨＡＶ￣Ｉ 的增殖与病毒 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ꎬ于 ３７ ℃孵化箱孵化ꎮ 选择 ４８~７２
ｈ 之内死亡的鸡胚ꎬ置于 ４ ℃过夜ꎬ收集尿囊液ꎮ 按

Ｔｒｉｚｏｌ 法抽提尿囊液总 ＲＮＡ(参照说明书操作)ꎮ
１.５　 ＤＨＡＶ￣Ｉ ＶＰ３ 基因的扩增

以提取的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ根据 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

的 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒说明书进行操作ꎬ反应程序设定

为:２５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４２ ℃ ９０ ｍｉｎꎬ７０ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 以扩

增的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ再进行高保真 ＰＣＲ 扩增 ＶＰ３ 基

因ꎮ ５０ μｌ 扩增体系为:Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μｌ、
１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ、ｄＮＴＰ (２ ｍｍｏｌ / Ｌ) ５ μｌ、Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ２
μｌ、Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ ２ μｌ、ｃＤＮＡ ２ μｌ、ＤＤＷ ３３ μｌꎮ 反应程

序为:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ４９ ℃退火

３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬＰＣＲ 产物经 ０.８％琼脂糖凝胶电

泳检测

１.６　 重组杆状病毒转移载体 ｐＦＢ￣ＶＰ３ 的构建

ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳分离后ꎬ按胶回收

试剂盒说明书回收目的基因ꎬ经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ
酶切后ꎬ与经同样酶切的杆状病毒转移载体 ｐＦａｓｔ￣
Ｂａｃ１ 连 接ꎮ 连 接 产 物 转 化 感 受 态 细 胞 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＤＨ５αꎬ涂布于含 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 平板ꎬ
３７ ℃培养 １２ ~ １６ ｈꎮ 挑取疑似单菌落ꎬ提取质粒ꎬ
进行琼脂糖凝胶电泳筛选ꎬ并用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ
双酶切鉴定ꎮ 酶切鉴定正确后送上海生工公司测

序ꎬ鉴定正确的克隆命名为 ｐＦＢ￣ＶＰ３ꎮ
１.７　 重组杆状病毒穿梭载体的制备

参考 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 使用说明ꎬ将鉴定正确的重组质

粒 ｐＦＢ￣ＶＰ３ 转化 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞ꎬ涂布于含有

Ｋａｎ＋(５０ μｇ / ｍｌ) / Ｇｅｎ＋(７ μｇ / ｍｌ) / Ｔｅｔ＋(１０ μｇ / ｍｌ) /
Ｘ￣Ｇａｌ(１００ μｇ / ｍｌ) / ＩＰＴＧ(４０ μｇ / ｍｌ)的 ＬＢ 平板上ꎬ
３７ ℃培养箱内培养ꎬ直至蓝白斑出现ꎮ 随机挑取白

色菌落数 个ꎬ 分 别 接 种 于 ５ ｍｌ 含 有 Ｋａｎ＋ ( ５０
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μｇ / ｍｌ) / Ｇｅｎ＋(７ μｇ / ｍｌ) / Ｔｅｔ＋(１０ μｇ / ｍｌ)的 ＬＢ 培

养基ꎬ３７ ℃ ２５０ ｒ / ｍｉｎ摇床培养过夜ꎬ按改造后的碱

裂法提取重组杆粒 ＤＮＡꎮ 用引物 Ｍ１３Ｆ / Ｍ１３Ｒ 进

行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ反应体系为:Ｔａｑ ＤＮＡ 酶(５ Ｕ / μｌ)０􀆰 ５
μｌꎬ１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬＭｇＣｌ２(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ０
μｌꎬｄＮＴＰ (２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ５ μｌꎬＭ１３￣Ｆ、Ｍ１３￣Ｒ (２５
ｍｍｏｌ / Ｌ)各 ２􀆰 ０ μｌꎬ重组 Ｂａｃｍｉｄ ＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬＤＤＷ
１２􀆰 ５ μｌꎬ总体积 ２５􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序为:９４ ℃预变性

３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ４９ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用

０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ获得的阳性重组转座子

命名为 ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ꎮ
１.８　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 的制备

将 ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ 和野生型 Ｂａｃｍｉｄ ＤＮＡ 参照

Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂说明书转染对数生长

期 Ｓｆ９ 昆虫细胞ꎮ 转染后每隔 １２ ｈ 观察 １ 次细胞ꎬ
直至细胞出现明显病变ꎬ收集上清液ꎬ５００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎꎬ将上清液转移至新的无菌管中ꎬ此即为 Ｐ１ 代

ｒＢａｃ￣ＶＰ３ꎬ４ ℃避光保存备用ꎮ 将 Ｐ１ 代 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 按

ＭＯＩ 为 ０􀆰 １ 感染对数生长期 Ｓｆ９ 细胞ꎬ直至约 ７２ ｈ
后ꎬ细胞出现明显病变ꎬ收集上清液即为 Ｐ２ 代重组

病毒ꎬ按此方法将病毒传至 Ｐ３ 代ꎮ
１.９　 重组蛋白的间接免疫荧光鉴定

将 Ｐ３ 代 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 及不含目的基因的野生型杆

状病毒分别按 ＭＯＩ 为 １、５、１０ 接种到 ２４ 孔板中处

于对数生长期的 Ｓｆ９ 细胞ꎬ感染后 ７２ ｈꎬ弃去上清

液ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ用预冷的固定液(冷丙酮 ∶ 乙醇

为３ ∶ ２)固定 ５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次后用 ５％ＢＳＡ 室

温封闭 １ ｈꎬ加入鸭抗全病毒血清ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈ 后ꎬ
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ再加入 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鸭 ＩｇＧꎬ３７
℃孵育 ２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后在荧光倒置显微镜下

观察特异性荧光ꎮ
１.１０　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 Ｐ３ 代 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 及不含目的基因的野生型杆

状病毒分别按 ＭＯＩ 为 １、５、１０ 接种 ２４ 孔板中处于

对数生长期的 Ｓｆ９ 细胞ꎬ分别在感染后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２
ｈ 收集细胞沉淀ꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ于沉淀中加入５×
Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 煮沸 ３ ｍｉｎ 后ꎬ取 １５ μｌ 进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析ꎬ以未接种病毒的细胞沉淀作为阴性对

照ꎮ 样品电泳结束后转印 ＰＶＤＦ 膜ꎬ以 ＶＰ３ 单抗作

为一抗ꎬ以 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠作为二抗ꎬ按常规方

法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＶＰ３ 基因的扩增

以 ＶＰ３￣Ｆ 和 ＶＰ３￣Ｒ 为上下游引物扩增 ＶＰ３ 基

因ꎬ产物经 ０.８％的琼脂糖凝胶电泳ꎬ可见大约 ７３０
ｂｐ 的条带(图 １)ꎬ与预期结果相符ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:ＶＰ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 ＶＰ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＶＰ３ ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

２.２　 重组转座载体 ｐＦＢ￣ＶＰ３ 的构建与鉴定

ＶＰ３ 基因回收后用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切ꎬ与经

同样酶切的 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 连接ꎬ获得重组子ꎮ 重组子

经Ｂａｍ Ｈ Ｉ和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切后产生约４ ８００ ｂｐ 和 ７３０ ｂｐ
的 ２ 个条带(图 ２)ꎬ与预期相符ꎬ且 ＤＮＡ 测序结果

表明 ＶＰ３ 基因克隆正确且无突变ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:ｐＦＢ￣ＶＰ３ 的 Ｘｈｏ Ｉ＋Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切ꎮ
图 ２　 重组质粒 ｐＦＢ￣ＶＰ３ 的酶切鉴定

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

２.３　 重组杆状病毒穿梭载体的鉴定

以 Ｍ１３Ｆ / Ｍ１３Ｒ 为引物对重组转座子进行 ＰＣＲ
鉴定ꎬ产物经 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳后ꎬ在约３ ０００
ｂｐ 处有一特异性条带(图 ３)ꎬ与预期片段大小相

符ꎬ表明 ＶＰ３ 基因转座成功ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１: 重组转座子 ｒＢａｃｍｉｄ￣ＶＰ３ꎮ
图 ３　 重组转座子的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ 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￣ＶＰ３ 转染对数生长期 Ｓｆ９ 细胞ꎬ５ ｄ 后

可见明显的细胞病变现象(细胞生长停止ꎬ细胞内

出现颗粒ꎬ细胞变大ꎬ有些细胞肿大而破碎)ꎬ而未

转染组的细胞未出现此现象ꎮ
２.５　 重组蛋白的间接免疫荧光检测

为检测重组蛋白在昆虫细胞中的表达情况ꎬ将
Ｐ３ 代 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 感染 ２４ 孔板中对数生长期的 Ｓｆ９ 细

胞ꎬ以鸭抗全病毒血清为一抗ꎬ进行间接免疫荧光检

测ꎬ结果(图 ４)显示在 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 感染的 Ｓｆ９ 细胞中

出现特异性荧光ꎬ而野生型杆状病毒感染组则未出

现特异荧光ꎮ

Ａ:感染 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＢ:感染野生型昆虫病毒的 Ｓｆ９ 细

胞ꎮ
图 ４　 重组蛋白的间接免疫荧光检测(×４００)
Ｆｉｇ.４ 　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ (×４００)

２.６　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

为鉴定重组蛋白的大小ꎬ将 Ｐ３ 代 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 感

染后的细胞沉淀进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ以 ＶＰ３ 单

抗为一抗ꎮ 结果显示在分子量约为２７ ０００处出现了

特异性条带ꎬ分子量与目的蛋白相同ꎬ而野生型杆状

病毒感染则未出现特异条带(图 ５)ꎮ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:感染 ｒＢａｃ￣ＶＰ３ 的细胞裂解液ꎻ２:感染野生

型杆状病毒的细胞裂解液ꎮ
图 ５　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨 论

鸭甲型肝炎病毒为无囊膜的二十面体对称的

ＲＮＡ 病毒ꎬ其衣壳由 ＶＰ０、ＶＰ１ 和 ＶＰ３ ３ 种结构蛋

白组成ꎬＶＰ１ 作为其主要的保护性抗原蛋白ꎬ对于其

功能的相关研究较多ꎬ而相关 ＶＰ３ 的研究报道则较

少ꎮ ＤＨＡＶ 和人肠道病毒 ( Ｈｕｍａｎ ｐａｒｅｃｈｏｖｉｒｕｓꎬ
ＨＰｅＶ)同属于小 ＲＮＡ 病毒科ꎬ有报道表明 ＨＰｅＶ
ＶＰ３ 蛋白的 Ｎ￣末端约 ２０ 个氨基酸的区域有 １ 个连

续的抗原表位ꎬ具有很强的免疫原性ꎬ在抗病毒感染

方面起到一定的作用[９￣１１]ꎮ ＤＨＡＶ ＶＰ３ 蛋白在该区

域有较高的表面可及性、亲水性和抗原指数ꎬ推测

ＶＰ３ 在此区域也具有 １ 个连续的抗原表位ꎬ具有较

强的反应原性ꎮ
杆状病毒表达系统作为一种体外基因表达系

统ꎬ不但克服了大肠杆菌原核表达系统不能对重组

蛋白进行翻译后加工的缺陷ꎬ而且也克服了动物细

胞真核表达系统操作复杂、成本高等弊端ꎬ已成为外

源基因表达的主要候选系统ꎮ 本研究选择利用

Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 杆状病毒系统来表达 ＤＨＡＶ￣Ｉ ＶＰ３ 蛋白ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示表达的蛋白大小正确ꎬ间接免

疫荧光结果说明重组蛋白能与阳性鸭抗全病毒血清

发生特异性反应ꎬ说明昆虫细胞中表达的 ＶＰ３ 蛋白

具有良好的反应原性ꎮ
杆状病毒系统表达外源蛋白有时需要对外源基

因进行密码子优化ꎮ 密码子适应指数接近 １.０ 时ꎬ
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蛋白表达水平较高ꎬＧＣ 含量平均为 ３０％~ ７０％ꎬ目
的基因能够进行有效的转录和翻译ꎬ许多研究者通

过优化密码子实现了对目的基因的高效表达[１２]ꎮ
本试验中在用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 对外源蛋白表达水平进行

检测分析时ꎬ与对照组相比ꎬ未能观察到明显的差异

条带ꎬ而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析时则出现了特异性的差异

条带ꎬ说明重组蛋白的表达量不高ꎬ为提高重组蛋白

的表达水平ꎬ在以后的试验中ꎬ我们将对 ＶＰ３ 基因

的密码子进行优化ꎬ以提高 ＶＰ３ 的表达量ꎬ促进其

进一步应用ꎮ
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