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　 　 摘要:　 为获得 Ａ 亚群禽白血病病毒(ＡＬＶ￣Ａ)ｅｎｖ 基因的表达产物ꎬ以 ＡＬＶ￣Ａ ＡＨ１０ 毒株病毒 ＲＮＡ 为模板ꎬ通
过反转录 ＰＣＲ 扩增得到 ｅｎｖ 基因ꎬ将其克隆到转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 中ꎬ转化 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞ꎬ获得重组穿梭质

粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡꎬｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ 转染昆虫细胞 Ｓｆ９ꎬ获得重组杆状病毒ꎮ 间接免疫荧光试验( ＩＦＡ)和免疫印迹试验

(Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ)结果显示ꎬ重组蛋白可与抗 ＡＬＶ￣Ａ 抗体发生特异性反应ꎬ重组蛋白分子大小约为 ９０ ０００ꎬ与预期大

小相符ꎬ表明 ｅｎｖ 基因在 Ｓｆ９ 细胞中获得了良好表达ꎮ
关键词:　 Ａ 亚群禽白血病病毒ꎻ ｅｎｖ 基因ꎻ 表达
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(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏ￣ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎ￣
ｔｅｒ ｆｏｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ Ａｎｉｍａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｚｏｏｎｏｓｅｓꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｋｅｙ ｌａｂ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ａｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ａ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ｅｎｖ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅ ｅｎｖ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ
ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ａ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＡＨ１０ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｐＦａｓｔＢａｃ１ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｈｕｔｔｌｅ ｖｅｃｔｏｒ
Ｂａｃｍｉｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ＤＨ１０Ｂａｃ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｈｕｔｔｌｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ( ＩＦＡ) ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｙ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＡＬＶ￣Ａ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｗｅｉｇｈｔ ａｂｏｕｔ ９０ ０００ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｎｖ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｅｌｌ ｉｎ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ .

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ａ(ＡＬＶ￣Ａ)ꎻ ｅｎｖ ｇｅｎｅꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 根据病毒囊膜蛋白中 ｇｐ８５ 蛋白抗原性的不同ꎬ
将禽白血病病毒分为 １１ 个(Ａ￣Ｋ)亚群ꎬ其中只有 Ａ
亚群、Ｂ 亚群、Ｃ 亚群、Ｄ 亚群、Ｅ 亚群、Ｊ 亚群和 Ｋ 亚

群能感染鸡[１￣２]ꎮ 外源性禽白血病以 Ａ 亚群、Ｂ 亚

群、Ｊ 亚群和 Ｋ 亚群为主[３￣５]ꎬＡ 亚群(尤其是来航
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鸡)被认为是商业产蛋鸡群中最普遍的外源性病毒

亚群ꎬ可导致淋巴细胞性白血病[６￣７]ꎮ 近几年ꎬ对禽

白血病病毒(ＡＬＶ)感染的血清学调查结果也证明

了 ＡＨ１０ 毒株感染的普遍性ꎬ并且 Ａ 亚群禽白血病

病毒(ＡＬＶ￣Ａ)会与其他亚群 ＡＬＶ 混合感染[８￣９]ꎬ临
床症状以淋巴细胞性白血病为主ꎬ引起鸡的免疫抑

制[１０￣１１]ꎮ 因此ꎬ若能研制出 Ａ 亚群禽白血病病毒的

快速检测试剂盒[１２]ꎬ将会对临床禽白血病的检测发

挥一定的作用[１３￣１５]ꎮ
本研究拟利用 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 系统克隆和表达 Ａ 亚

群禽白血病病毒 ｅｎｖ 蛋白ꎬ以期为进一步研制 ＡＬＶ￣
Ａ 单克隆抗体并建立检测方法等提供试验材料ꎬ为
实现 Ａ 亚群禽白血病的快速特异性诊断和种鸡群

净化提供基础材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒

Ａ 亚群禽白血病病毒 ＡＨ１０ 毒株来自扬州大学

兽医学院江苏省动物预防医学重点实验室ꎮ
１.２　 试剂

ＲＮＡ 小量提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎬＳｕｐｅｒ￣
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＮＡ 逆转录试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ氯仿

和苯酚均购自上海生物工程有限公司ꎬｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓ￣
ｙ 载体购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬＢａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 购自 Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ 公司ꎬＣｅｌｌ ＦＥＣＴＩＮ 试剂购自 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司ꎮ
１.３　 病毒 ＲＮＡ 提取和反转录

ＡＨ１０ 毒株感染 ＤＦ￣１ 细胞 ７ ｄ 后ꎬ利用 ＡＸＹ￣
ＧＥＮ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 试剂盒从细胞中提取病毒 ＲＮＡꎬ反
转录 ｃＤＮＡꎮ 根据 ＮＣＢＩ 公布的 Ａ 亚群禽白血病 ｅｎｖ
基因序列ꎬ设计并合成 １ 对针对 ｅｎｖ 基因的特异性

引物(表 １)ꎬ并在上游引物和下游引物两端分别添

加 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｌ Ｉ 酶的酶切位点ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称 　 　 　 　 　 引物序列 (５′→３′) 片段大小
(ｂｐ)

Ｆ１ ＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＣ １ ６６０

Ｆ２ ＴＡＧＴＣＧＡＣＣＴＡＴＡＣＴＧＣＴＣＴＴＴＣＧＧＧＣＴ

　 　 ＰＣＲ 反应体系:１０×ＬＡ Ｔａｑ 酶 ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬ２５
ｍｍｏＩ / Ｌ ｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋ ２􀆰 ０ μｌꎬ ＬＡ

Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ１０ ｐｍｏｌ / Ｌ上游引物和下游引物各

０􀆰 ５ μｌꎬ模板 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ补灭菌双蒸水至 ２５􀆰 ０
μｌꎮ

ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃反应 ２
ｍｉｎꎬ５５ ℃反应 ２ ｍｉｎꎬ７２ ℃反应 ２ ｍｉｎꎻ３０ 个循环ꎬ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.４　 构建重组载体 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡ

将 ＰＣＲ 产物回收后与 Ｔ 载体以 ７ ∶ １ 的摩尔比

混合ꎬ４ ℃连接过夜ꎬ连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细

胞ꎬ挑取单克隆菌ꎬ提取质粒ꎬ酶切鉴定并测序ꎮ
１.５　 构建重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡ

将 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 和重组载体 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡ 分

别经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｌ Ｉ 酶双酶切后ꎬ回收目的片段

后ꎬ将 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 与 ｅｎｖ 片段按 １ ∶ ３ 的摩尔比混合ꎬ
４ ℃连接过夜ꎬ连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ３７
℃培养后挑取单菌落扩增培养ꎬ提取质粒并酶切鉴

定ꎮ
１.６　 构建重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ

重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡ 转化 ＤＨ１０Ｂａｃ 感

受态细胞ꎬ３７ ℃培养 ２４~４８ ｈꎬ挑取白色菌落ꎬ连续

传代 ３ 代后ꎬ挑取白色单克隆菌落ꎬ利用 ｅｎｖ 基因上

游引物和 Ｍ１３ 下游引物ꎬＰＣＲ 鉴定 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡꎮ
ＰＣＲ 反应体系:２５ ｍｍｏＩ / Ｌ Ｍｇ２＋ ２􀆰 ０ μｌꎬ １０×ＬＡ

Ｔａｑ 酶 ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬ２５ ｍｍｏＩ / Ｌ ｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌꎬＬＡ
Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ１０ ｐｍｏｌ / Ｌ上游引物和下游引物各

０􀆰 ５ μｌꎬ模板 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ补灭菌双蒸水至 ２５􀆰 ０
μｌꎮ

ＰＣＲ 反应程序:９３ ℃ ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃ ４５ ｓꎬ５２ ℃
４５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.７　 转染

取 ５ μｇ ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ 和 ６ μｌ 转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃ￣
ｔｉｎꎬ轻柔混匀静置 ２０ ｍｉｎ 后均匀加入细胞ꎬ２７ ℃孵

育 ４ ｈ 后弃去转染混合物ꎬ加入含 １０％胎牛血清

(ＦＣＳ)的完全培养基ꎬ２７ ℃继续培养至 Ｓｆ９ 细胞出

现明显病变后ꎬ收集细胞和培养上清ꎬ５００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎ 去除细胞和大的细胞碎片ꎬ收集上清ꎬ即第一代

重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡꎮ
１.８　 间接免疫荧光试验(ＩＦＡ)鉴定重组杆状病毒

重组杆状病毒感染 Ｓｆ９ 细胞 ９６ ｈꎬ弃细胞上清ꎬ
采用预冷的 ４％多聚甲醛固定细胞ꎬ以抗 ＡＬＶ￣Ａ 多

抗血清(１ ∶ １００)为一抗ꎬＦＩＴＣ 标记的羊抗鸡荧光抗

体(１ ∶ ３００)为二抗ꎬ鉴定重组杆状病毒在 Ｓｆ９ 细胞

７１３１梅　 梅等:Ａ 亚群禽白血病病毒 ｅｎｖ 基因在昆虫细胞中的表达与鉴定



中的表达ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组杆状病毒

重组杆状病毒感染 Ｓｆ９ 细胞 ７２~ ９６ ｈꎬ收获细

胞和上清ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥꎬ转膜后ꎬ以抗 ＡＬＶ￣Ａ 多抗血清为一抗ꎬＨＲＰ
标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋

白的表达ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＣＲ 扩增 Ａ 亚群禽白血病病毒 ｅｎｖ 基因

ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后ꎬ其大小约

为１ ６６０ ｂｐ(图 １)ꎬ与预期大小相符ꎬ而阴性对照未

出现相应条带ꎬ说明 ＰＣＲ 扩增正确ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:阴性对照ꎻ３:ｅｎｖ 基因片段ꎮ
图 １　 ＰＣＲ 扩增 Ａ 亚群禽白血病病毒 ｅｎｖ 基因

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ａ ｅｎｖ ｇｅｎｅ

２.２　 酶切鉴定重组质粒 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡ
提取重组质粒 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡꎬＢａｍ Ｈ Ｉ 酶

和 Ｓａｌ Ｉ 酶酶切后ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎮ 结果

(图 ２)显示ꎬ目的条带约１ ６６０ ｂｐꎬ大小与预期相符ꎬ
将测序结果正确的质粒命名为 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡꎮ
２.３　 酶切鉴定重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡ

提取重组质粒ꎬＢａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｌ Ｉ 酶酶切后ꎬ
经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ目的条带

约 １ ６６０ ｂｐꎬ大小与预期相符ꎬ表明重组转移载体

ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡ 构建成功ꎮ
２.４　 ＰＣＲ 鉴定重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ

利用 ｅｎｖ 基因上游引物和 Ｍ１３ 下游引物对
ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ １％琼脂糖凝胶电泳

结果(图 ４)显示ꎬ扩增片段大小约２ ３００ ｂｐꎬ与预期

大小一致ꎬ表明 ｅｎｖ 基因成功插入 Ｂａｃｍｉｄꎮ
２.５　 间接免疫荧光试验( ＩＦＡ)鉴定重组杆状病毒

ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ
　 　 重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ 感染 Ｓｆ９ 细胞 ９６ ｈ 后ꎬ

Ｍ:１ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阴性对照ꎻ２:ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡꎮ
图 ２　 酶切鉴定重组质粒 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎｖＡ
Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ￣ｅｎ￣

ｖＡ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ:１ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡꎮ
图 ３　 酶切鉴定重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ｅｎｖＡ
Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｐＦａｓｔＢａｃ１￣

ｅｎｖＡ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ: １ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阴性对照ꎻ２:ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡꎮ
图 ４　 ＰＣＲ 鉴定重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｅｎｖＡ
Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｈｕｔｔｌｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｒＢａｃｍｉｄ￣

ｅｎｖＡ ｂｙ ＰＣＲ

通过 ＩＦＡ 鉴定重组蛋白在 Ｓｆ９ 细胞中的表达ꎮ 结果

(图 ５)显示ꎬ重组病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞出现特异性
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亮绿色荧光ꎬ而野生型杆状病毒感染细胞未产生特

异性荧光ꎬ表明重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ 在 Ｓｆ９ 细胞

中得到良好表达ꎮ

Ａ:野生杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＢ:重组杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细

胞ꎮ
图 ５　 间接免疫荧光试验(ＩＦＡ)鉴定重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ
Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ ｂｙ

ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ (ＩＦＡ)

２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ
以抗 ＡＬＶ￣Ａ 多抗血清为一抗ꎬＨＲＰ 标记的羊

抗鼠 ＩｇＧ 为二抗ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ 结果(图
６)显示ꎬ重组杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞在约９０ ０００
处出现特异蛋白条带ꎬ与预期大小相符ꎬ而野生型杆

状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞无特异条带ꎬ说明表达蛋白

具有特异性ꎮ

Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻ２:野生型杆状

病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎮ
图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ
Ｆｉｇ.６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢＶ￣ｅｎｖＡ ｂｙ

ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨 论

杆状病毒表达系统是一个成熟的蛋白表达系

统ꎬ有真核表达系统蛋白翻译后加工修饰的过程ꎬ表
达的蛋白具有很好的生物学活性ꎬ使其抗原性和生

物学功能非常接近天然病毒蛋白ꎮ 杆状病毒只能感

染昆虫细胞ꎬ对哺乳动物和脊椎动物无感染性ꎬ因此

利用杆状病毒表达系统制备的重组蛋白更具安全

性ꎮ 本研究通过构建杆状病毒表达系统ꎬ表达 Ａ 亚

群禽白血病病毒 ｅｎｖ 基因ꎬ并最终在 Ｓｆ９ 细胞中获得

表达ꎮ ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ表达的重组蛋

白与抗 ＡＬＶ￣Ａ 抗体反应良好ꎬ特异性强ꎬ与其他亚

群禽白血病病毒抗体无交叉反应性ꎬ蛋白大小约

９０ ０００ꎬ与预期大小相符ꎬ为进一步研制诊断试剂盒

奠定了良好的基础ꎮ
近年来ꎬ白血病和血管瘤在中国各类型养鸡场

中的发生率不断上升ꎬ给中国养殖业造成很大的经

济损失ꎬ其罪魁祸首除了 ＡＬＶ￣Ｊ 之外ꎬ还有 ＡＬＶ￣
Ａ[１５￣１６]ꎮ 此外ꎬ有研究报道ꎬ国外市场使用的马立克

病毒疫苗被检测出 ＡＬＶ￣Ａ 污染ꎬ而国内养鸡场或种

鸡公司也有可能使用这些疫苗ꎬ从而造成 ＡＬＶ 感

染[１７￣１８]ꎮ 目前尚无针对 Ａ 亚群禽白血病的疫苗产

品或药物ꎬ只能依赖病原检测和种鸡群净化达到防

控和净化目的[１]ꎬ而通过本研究研制的重组蛋白可

为下一步制备针对 ｅｎｖ 蛋白的单克隆抗体提供免疫

原ꎬ为进一步研制 Ａ 亚群禽白血病检测试剂盒奠定

基础ꎮ
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