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　 　 摘要:　 为获得杆状病毒表达的重组高致病性血清 ４ 型禽腺病毒(Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ꎬＦＡｄＶ￣４)六邻体蛋

白(Ｈｅｘｏｎ)ꎬ本研究通过 ＰＣＲ 从高致病性血清 ４ 型禽腺病毒基因组中扩增到 ｈｅｘｏｎ 基因ꎬ克隆到杆状病毒转移载体

ｐＦａｓｔＢａｃ￣１ꎬ获得重组转移质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ｈｅｘｏｎꎬ将其转化 ＤＨ１０Ｂａｃ 大肠杆菌并筛选ꎬ获得重组杆状病毒穿梭质粒

ｒＢａｃｍｉｄ￣ｈｅｘｏｎꎬ将重组杆状病毒穿梭质粒转染 Ｓｆ９ 细胞ꎬ获得重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｈｅｘｏｎꎮ 间接免疫荧光试验和免疫

印迹试验结果显示ꎬＳｆ９ 细胞中的 Ｈｅｘｏｎ 蛋白能够与血清 ４ 型禽腺病毒阳性血清发生特异性反应ꎬ蛋白质分子量约

１１０ ０００ꎬ表明 Ｈｅｘｏｎ 蛋白在 Ｓｆ９ 细胞中获得良好的表达ꎮ
关键词:　 高致病性血清 ４ 型禽腺病毒ꎻ 六邻体蛋白ꎻ ｈｅｘｏｎ 基因
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　 　 禽腺病毒(ＦＡｄＶ)属于腺病毒科禽腺病毒属ꎬ 主要分为 ５ 个种(Ａ ~ Ｅ)ꎬ１２ 个血清型[１]ꎮ 禽腺病

毒感染 １９６３ 年首次在美国发生ꎬ随后扩散至世界各

地[２]ꎮ ＦＡｄＶ 感染一般引起亚临床症状ꎬ而急性感

染会引发肌胃糜烂、心包积液及包涵体肝炎等[３]ꎮ
２０１３ 年以来ꎬ中国鸡群由 ＦＡｄＶ 引起的心包积液、
包涵体肝炎临床病例逐渐增多[４￣５]ꎮ ２０１５ 年以来ꎬ

２６８



ＦＡｄＶ 感染鸡群在多国爆发ꎬ而发病鸡除 ３ ~ ４ 周龄

的肉鸡外ꎬ１０~２０ 周龄的蛋鸡也可被 ＦＡｄＶ 感染ꎬ而
目前高致病性血清 ４ 型 ＦＡｄＶ 在鸡群流行广泛ꎬ给
养鸡业造成了严重的经济损失[６￣１０]ꎮ

禽腺病毒( ＦＡｄＶ) 是一种没有包膜的直径为

７０~９０ ｎｍ 的颗粒ꎬ由 ２５２ 个壳粒呈二十面体排列而

成[１１]ꎮ 衣壳含有 ２４０ 个六邻体(Ｈｅｘｏｎ)、１２ 个五邻

体( Ｐｅｎｔｏｎ) 和 １２ 根纤突 ( Ｆｉｂｅｒ)ꎬ Ｈｅｘｏｎ 蛋白是

ＦＡｄＶ￣４ 主要表面结构蛋白ꎬ可诱导机体产生中和抗

体ꎬ在病毒感染细胞过程中起着非常重要的作用ꎮ
本研究利用 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 真核表达系统ꎬ克隆和表达

了 ＦＡｄＶ￣４ ｈｅｘｏｎ 基因ꎬ为进一步研究 ＦＡｄＶ￣４ 致病

性及疫苗抗原的研制提供基础材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒

高致病性血清 ４ 型禽腺病毒由本实验室分离、
鉴定和保存ꎮ
１.２　 试剂

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ｐＭＤ￣１９ 载体、
Ｔ４ 连接酶购自 ＴａＲａＫａ 公司ꎬ小提质粒试剂盒、Ａｇａ￣
ｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、ＢＡＣ 基因组提取试剂盒

购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎬ引物由金斯瑞公司合成ꎮ
１.３　 病毒基因组 ＤＮＡ 的提取

病毒基因组 ＤＮＡ 的提取[１２]ꎬ具体方法如下:向
２００ μｌ 病毒液中加入 ４００ μｌ 消化液(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＡＴꎬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｐＨ
８ ０ꎬ０ ５％ ＳＤＳꎬ０ １ ｍｇ / ｍｌ蛋白酶 Ｋ)ꎬ在 ３７ ℃消化

过夜ꎬ在上述消化产物中加入等体积的苯酚ꎬ充分混

匀ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ加等体积的

苯酚和氯仿ꎬ混匀ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清

液ꎬ再用等量的氯仿抽提ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ
取上清液ꎬ加入 ２ 倍体积的无水乙醇于－２０ ℃沉淀

ＤＮＡꎬ过夜ꎬ以１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ将沉淀以

７０％乙醇洗涤 １ 次ꎬ空气中自然干燥后悬浮于 ５０ μｌ
灭菌 ＴＥ(ｐＨ８ ０)中ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.４　 基因扩增

根据已发表的血清 ４ 型禽腺病毒基因组六邻体基

因 ｈｅｘｏｎ 碱基序列设计 １ 对引物ꎬ扩增基因片段２ ８９０
ｂｐꎮ 引 物 序 列: Ｈｅｘ１: ５′￣ＴＡＴＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＧＣ
ＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＧＡＣＣＴＧＡ￣３′ꎻＨｅｘ２:５′￣ＴＡＴＴＴＴＣＧＡＡ
ＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧＴＴＧＣＣＴＧＴＧＧＣＧＡＡＡＧＧＣＧＴＡ￣３′ꎮ

　 　 ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μｌ:１０ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌꎬ
ＭｇＣｌ２ ２ μｌꎬｄＮＴＰ ２ μｌꎬＤＮＡ 模板 １ μｌꎬ上、下游引物

各 １ μｌꎬＴａｑ 酶 １ μｌꎬ灭菌双蒸水 ３８ μｌꎮ
ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ６０

ｓꎬ６４ ℃ ６０ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ１０ 个循环ꎻ９５ ℃ ６０ ｓꎬ６２ ℃
６０ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ１０ 个循环ꎻ９５ ℃ ６０ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ７２
℃ ９０ ｓꎬ１０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.５　 构建重组杆状病毒转移质粒

将杆状病毒转移载体与 ＰＣＲ 回收产物按１ ∶ ７
(摩尔比)４ ℃连接过夜ꎬ连接产物转化 ＤＨ５ａ 感受

态ꎬ３７ ℃培养箱培养过夜ꎬ挑取单克隆ꎬ接种至液体

ＬＢ(Ａｍｐ＋)培养基ꎬ３７ ℃培养１２~ １６ ｈꎬ酶切鉴定并

测序ꎮ
１.６　 构建重组杆状病毒穿梭质粒

将 ５ μｇ 重组转移质粒转化 ＤＨ１０ Ｂａｃ 感受态细

胞ꎬ３７ ℃培养箱培养２４~ ４８ ｈꎬ经蓝白斑筛选ꎬ挑取

白色单克隆划线培养 ２~ ３ 代ꎬ接种液体 ＬＢ (含

Ｋａｎ＋、Ｇｅｎ＋、Ｔｅｔ＋)培养基ꎬ３７ ℃培养１６~ １８ ｈꎬ同时

用特异性上、下游引物(表 １)和通用引物 Ｍ１３ 进行

ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１.７　 转染

取 ５ ~ １０ μｇ 重组穿梭质粒转染昆虫细胞

(Ｓｆ９)ꎬ转染后 ２７ ℃培养箱继续培养 １２０ ｈ 或出现

细胞病变ꎬ收集细胞和上清液ꎬ４ ℃ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ５ ｍｉｎꎬ收获离心上清液ꎬ４ ℃避光保存ꎮ
１.８　 重组杆状病毒的鉴定

１.８.１　 ＩＦＡ 鉴定重组杆状病毒　 重组杆状病毒感染

Ｓｆ９ 细胞 ９６ ｈꎬ吸去细胞上清液ꎬＰＢＳ 清洗细胞 １ 遍ꎬ
４％多聚甲醛室温固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ自然吹干后加入

抗禽腺病毒多抗血清ꎬ３７ ℃作用 ４５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３
遍ꎬ加入 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鸡荧光二抗ꎬ３７ ℃作用 ４５
ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ４ 遍ꎬ倒置荧光显微镜观察结果ꎮ
１.８.２　 ＷＢ 鉴定重组杆状病毒　 重组杆状病毒感染

Ｈｉｆｉ 细胞 １２０ ｈꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ收获细胞ꎬ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 后ꎬ５％脱脂乳 ４ ℃ 封闭过夜ꎬ以抗禽腺

病毒多抗血清为一抗ꎬ３７ ℃ 作用 １ ｈꎬＴＢＳＴ 清洗 ３
遍ꎬＨＲＰ 标记的羊抗鸡抗体ꎬ３７ ℃作用 １ ｈꎬＴＢＳＴ 清

洗 ３ 遍ꎬＤＡＢ 显色ꎬ肉眼观察反应结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｈｅｘｏｎ 基因的扩增

ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后显示ꎬ扩增

３６８梅　 梅等:高致病性血清 ４ 型禽腺病毒 ｈｅｘｏｎ 基因在昆虫细胞中的表达及鉴定



片段大小约２ ８９０ ｂｐꎬ与预期大小相符(图 １)ꎬ将
ＰＣＲ 片段命名为 ｈｅｘｏｎꎮ

Ｍ:２００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １:ｈｅｘｏｎ 基因ꎮ
图 １　 ＰＣＲ 扩增血清 ４ 型禽腺病毒 ｈｅｘｏｎ 基因

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

２.２　 重组转移质粒的鉴定

将重组转移质粒进行双酶切ꎬ酶切产物经 １％
琼脂糖凝胶电泳后显示ꎬ酶切后条带与预期大小相

符(图 ２)ꎬ说明重组转移质粒构建成功ꎬ将测序结果

正确的质粒命名为 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ｈｅｘｏｎꎮ

１:ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ ２:２００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ ３:ｐＦａｓｔＢａｃ￣ｈｅｘ￣
ｏｎ 酶切ꎮ
图 ２　 酶切鉴定重组转移质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ｈｅｘｏｎ
Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＦａｓｔＢａｃ￣

ｈｅｘｏｎ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 重组穿梭质粒的鉴定

重组转移质粒转化 ＤＨ１０ Ｂａｃ 感受态细胞后ꎬ
挑取白色克隆传代培养ꎬ利用 ｈｅｘｏｎ 基因特异性引

物和杆状病毒穿梭载体通用引物 Ｍ１３ 进行 ＰＣＲ 鉴

定ꎮ ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后显示ꎬ基因

片段与预期大小相符(图 ３)ꎬ说明重组穿梭质粒构

建成功ꎬ命名为 ｒＢａｃｍｉｄ￣ ｈｅｘｏｎꎮ

１:ｈｅｘｏｎ 特异性上下游引物 ＰＣＲ 扩增 ｈｅｘｏｎ 基因片段ꎻ２:２００ ｂｐ
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ３:ＤＬ１００００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ４:通用引物 Ｍ１３ 上下游引

物 ＰＣＲ 扩增片段ꎮ
图 ３　 ＰＣＲ 鉴定重组穿梭质粒 ｒＢａｃｍｉｄ￣ｈｅｘｏｎ
Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＢａｃｍｉｄ￣ｈｅｘｏｎ ｗｉｔｈ ＰＣＲ

２.４　 ＩＦＡ 鉴定重组杆状病毒

重组杆状病毒感染 Ｓｆ９ 细胞 ９６ ｈꎬ吸去细胞上

清液ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定后分别与一

抗、二抗作用ꎬ结果(图 ４)显示ꎬ重组杆状病毒感染

的 Ｓｆ９ 细胞呈现亮绿色特异性荧光ꎬ野生杆状病毒

感染的细胞无特异性荧光ꎬ说明血清 ４ 型禽腺病毒

ｈｅｘｏｎ 基因在 Ｓｆ９ 细胞中得到表达ꎬ将重组杆状病毒

命名为 ｒＢＶ￣ｈｅｘｏｎꎮ

Ａ:重组病毒 ｒＢＶ￣ｅｘｏｎ 感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＢ:野生杆状病毒感染的

Ｓｆ９ 细胞ꎮ
图 ４　 间接免疫荧光试验( ＩＦＡ)鉴定 ｈｅｘｏｎ 基因在 Ｓｆ９ 细胞中

的表达

Ｆｉｇ.４ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢＶ￣ｈｅｘｏｎ ｉｎ
Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ(ＩＦＡ)

２.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组杆状病毒

重组杆状病毒感染 ＨＩＦＩ 细胞 １２０ ｈꎬ收获细胞

及上清液ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ分别与一抗、二抗

反应ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ约１１０ ０００处出现 １ 条特异

性的蛋白质条带ꎬ而阴性对照则未出现相应大小的

条带ꎬ且条带大小与 Ｈｅｘｏｎ 蛋白大小相符ꎬ说明血清

４ 型禽腺病毒 Ｈｅｘｏｎ 蛋白得到表达ꎮ
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Ｍ:蛋白预染 ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组杆状病毒 ｒＢｖ￣ｈｅｘｏｎ 感染的 Ｓｆ９ 细胞

裂解上清液ꎻ２:野生杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞裂解上清液ꎮ
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组杆状病毒 ｒＢＶ￣ｈｅｘｏｎ
Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢＶ￣ｈｅｘｏｎ ｂｙ

ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨 论

Ｈｅｘｏｎ 蛋白是 ＦＡｄＶ￣４ 的主要表面结构蛋白ꎬ血
清 ４ 型禽腺病毒的感染主要由六邻体蛋白和纤突蛋

白介导ꎬ而六邻体蛋白带有主要的属和亚属特异性

抗原决定簇和次要的种特异性抗原决定簇ꎬ能引发

机体产生中和抗体ꎮ 本研究通过杆状病毒表达系统

构建并表达了 １ 株高致病性血清 ４ 型禽腺病毒 ｈｅｘ￣
ｏｎ 基因ꎬ在 ｓｆ９ 细胞中获得很好的表达ꎬＩＦＡ 和 ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果均表明ꎬ表达的重组病毒与抗 ＦＡｄＶ￣４
多抗血清能发生特异性反应ꎬ且反应性良好ꎬ蛋白质

分子量大小１１０ ０００左右ꎬ与 Ｈｅｘｏｎ 蛋白大小相符ꎮ
血清 ４ 型禽腺病毒感染面积广ꎬ危害严重ꎬ临床上尚

未出现针对 ＦＡｄＶ￣４ 的有效疫苗[１３]ꎬ本研究制备的

重组高致病性血请 ４ 型禽腺病毒 Ｈｅｘｏｎ 蛋白ꎬ可为

进一步研制血清 ４ 型禽腺病毒基因工程亚单位疫苗

提供候选抗原ꎬ同时也为深入研究 ＦＡｄＶ￣４ 致病机

理提供基础试验材料ꎮ
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