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　 　 摘要:　 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增获得鹅星状病毒(Ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ)的衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ꎬ并将其克隆至 ｐＣｏｌｄ￣
ＳＵＭＯ 原核表达载体ꎮ 重组表达载体 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 经过测序和双酶切验证正确后ꎬ转化到感受态细胞 Ｒｏｓｅｔｔａꎮ 挑取

阳性克隆子ꎬ利用异丙基硫代半乳糖苷诱导表达鹅星状病毒衣壳纤突重组蛋白ꎬ使用镍柱纯化衣壳纤突蛋白

ＶＰ２７ꎬ将定量的重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎮ 利用 ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 鉴定鼠抗衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆

抗体ꎮ 结果显示ꎬ鼠抗衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的效价大于１ ∶ ６４ ０００ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验结果证明了鼠抗衣

壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的特异性ꎬＩＦＡ 试验结果证明鼠抗衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体能够识别天然的鹅
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＡｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＨｅｆｅｉ ２３００３６ꎬＣｈｉｎａꎻ ２.Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐａｔｈｏ￣
ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅ ＣｏｎｔｒｏｌꎬＨｅｆｅｉ ２３００３６ꎬＣｈｉｎａꎻ ３.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ａｎｈｕｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＨｅｆｅｉ
２３００３６ꎬＣｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｖｐ２７ ｇｅｎｅ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐｒｏ￣
ｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ
ｃｅｌｌ Ｒｏｓｅｔｔａ ａｆｔｅｒ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｏ ｂｅ ｃｏｒｒｅｃｔ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｂｙ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ( ＩＰＴＧ).
Ｔｈｅ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ

ＢＡＬＢ / ｃ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｐｓｉｄ
ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＩＦＡ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ １ ∶ ６４ ０００. Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｏｌｙ￣
ｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｗａｓ ｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ＩＦＡ ｔｅｓｔ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｐ￣
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ｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｉｎ ｍｉｃｅ ｃｏｕｌｄ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｎａｔｕｒａｌ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓꎻ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ꎻ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 星状病毒(Ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ)是一种单股正链无囊膜

的 ＲＮＡ 病毒ꎬ可以感染哺乳动物和禽类ꎮ 在哺乳动

物中ꎬ星状病毒通常感染人、猪[１]、狗[２] 和牛[３] 等ꎬ
主要引起胃肠炎和腹泻ꎬ在极个别条件下会引起脑

炎[４]ꎮ 在禽类动物中ꎬ星状病毒感染主要发生在

鸡、鸭、鹅和火鸡中ꎬ引起鸡肾炎[５]、鸭致死性肝

炎[６]、火鸡肠炎[７] 等临床常见疾病ꎮ 近年来ꎬ在安

徽、江苏、福建等省份流行一种由鹅星状病毒(Ｇｏｏｓｅ
ａｓｔｒｏｖｉｒｓ)感染引起雏鹅痛风为主要特征的疾病[８]ꎮ
鹅星状病毒主要感染 ２１ 日龄左右的雏鹅ꎬ死亡率可

达 ３０％ꎬ给养鹅产业带来极大的经济损失ꎮ
目前鹅星状病毒的检测主要依赖于 ＲＴ￣ＰＣＲ 方

法ꎬ没有商品化的试剂盒[９]ꎮ 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７
作为存在于鹅星状病毒表面的衣壳纤突蛋白ꎬ含有

中和抗原表位ꎬ介导鹅星状病毒粒子与细胞表面受

体结合[１０]ꎮ 相关研究结果表明ꎬ衣壳纤突蛋白

ＶＰ２７ 是鹅星状病毒主要的抗原决定蛋白[１１]ꎮ 本研

究以本实验室分离的鹅星状病毒 ＤＹ￣１９ 株为基础ꎬ
构建鹅星状病毒衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 原核表达载

体ꎬ利用 ＩＰＴＧ 诱导表达和亲和层析柱纯化方法获

得衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎬ免疫小鼠获得多抗血清ꎬ利
用制备的多克隆抗体对感染新型鹅星状病毒的鸡肝

癌细胞 ( Ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅꎬＬＭＨ)进行间接免疫荧光( Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙꎬＩＦＡ)检测ꎬ为鹅星状病毒早期检测方

法的建立和应用以及后续研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

ＤＨ５α 和 Ｒｏｓｅｔｔａ 大肠杆菌感受态细胞采购于

通用公司ꎬＳｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰ、限制性内切酶 ＢａｍＨ Ⅰ和

Ｈｉｎｄ Ⅲ采购于宝日医生物技术(北京)有限公司ꎬ２×
ｔａｐ ＰＣＲ Ｍｉｘ、质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒购自

天根公司ꎬ胎牛血清(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬＨＲＰ 标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ 和 ４′ꎬ６￣二脒

基￣２￣苯基吲哚 ( ４′ꎬ ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡ￣
ＰＩ)、异硫氰酸荧光素 ( Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ
ＦＩＴＣ)标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎬ异丙

基硫 代 半 乳 糖 苷 ( Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬ

ＩＰＴＧ)购自 ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎬＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养基购自

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎮ ＬＭＨ 细胞系、ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 载体、鹅
星状病毒 ＤＹ￣１９ 株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＭＴ７０８９０２)由本实验

室分离和保存ꎮ ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠购自安徽医科大学实

验动物中心ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 　
根据鹅星状病毒 ＤＹ￣１９ 株全基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ:
ＭＴ７０８９０２)ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎬ
扩增鹅星状病毒衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ꎬ扩增的衣

壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 片段大小为 ７２３ ｂｐꎮ 同时在

上、下游引物 ５′端分别添加 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切

位点ꎮ ｖｐ２７ 基因的引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ｖｐ２７ 基因的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｖｐ２７ ｇｅｎｅ

引物 序列(５′→３′) 　 　

ｖｐ２７￣Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＡＧＧＴＴＡＣＴＣＣＣＴＣＧＣＴＴＧＴＧ

ｖｐ２７￣Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＧＴＣＴＴＧＡＧＣＧＡＧＡＣＴＧＣＴＡ

单下划线部分为 ＢａｍＨⅠ酶切位点ꎬ双下划线部分为 ＨｉｎｄⅢ酶切位
点ꎮ

１.２.２　 重组质粒 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 的构建　 将胶回收的衣

壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 目的片段和 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 质粒

利用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶分别进行双酶

切ꎮ 反应总体系 ５０ μｌꎬ其中 １０× Ｋ ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌꎬ
ＢａｍＨⅠ ２ μｌꎬ ＨｉｎｄⅢ ２ μｌꎬ利用无菌去离子水补

足ꎮ 于 ３７ ℃ 水浴锅酶切 ３ ｈꎬ衣壳纤突蛋白基因

ｖｐ２７ 片段、ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 质粒的酶切产物电泳后利

用胶回收试剂盒分别进行回收ꎮ
将衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 片段、ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ

质粒的胶回收产物进行连接ꎬ反应总体系 １０ μｌ:衣
壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 片段 ４ μｌꎬｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 质粒

胶回收产物 １ μｌꎬＳｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰ ５ μｌꎮ 于 １６ ℃条件下

连接 ４ ｈꎮ 吸取连接产物 １０ μｌ 转化到感受态细胞

Ｒｏｓｅｔｔａꎮ 利用 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 载体的氨苄抗性进行筛

选ꎮ 在氨苄琼脂平板上挑取单个菌落进行 ＰＣＲ 鉴

定ꎮ 对于 ＰＣＲ 鉴定阳性的单个菌落摇菌提取质粒ꎬ
利用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶进行双酶切鉴

定ꎬ同时将质粒进行测序ꎮ 鉴定正确后将重组质粒

３１４吕　 炫等:鹅星状病毒衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的制备和鉴定



命名为 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎮ
１.２.３　 重组衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 的诱导表达和纯化

　 将鉴定正确的重组质粒 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 转化到大肠杆

菌 Ｒｏｓｅｔｔａꎬ挑取阳性菌落ꎬ进行 ＩＰＴＧ 浓度优化(终
浓度 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１６ ℃ 、１２０ ｒ / ｍｉｎ诱导 ２４ ｈꎮ 收集菌体后ꎬ
利用超声波细胞粉碎机破碎细菌ꎬ细菌破碎后８ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分别保存重组星状病毒衣壳纤

突蛋白上清液和沉淀ꎮ 取星状病毒重组衣壳纤突蛋

白质上清液和沉淀分别加入蛋白质上样缓冲液进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ
１.２.４　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 免疫及多克隆抗体制备

　 按照上述方法大量制备衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎬ以纯

化定量后的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 为抗原免疫 ６ 周龄

ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠ꎮ 免疫程序如下:第 １ 次免疫ꎬ
１００ μｌ 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７(１００ μｇ)和 １００ μｌ 的等

体积弗氏完全佐剂完全混合后ꎬ皮下注射ꎻ１４ ｄ 后

进行第 ２ 次免疫ꎬ１００ μｌ 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７(１００
μｇ)和 １００ μｌ 的等体积弗氏不完全佐剂完全混合ꎬ
皮下注射ꎻ第 １ 次免疫后 ２８ ｄ 进行第 ３ 次免疫ꎬ免
疫方法与第 ２ 次免疫相同ꎮ 第 ３ 次免疫后 ７ ｄꎬ腹腔

注射衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 加强免疫ꎬ１ 只 １００ μｇꎮ 应

用 ＥＬＩＳＡ 方法测定其效价ꎮ
１.２.５　 ＥＬＩＳＡ 检测多克隆抗体的效价　 用碳酸盐缓

冲液包被纯化后的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７(１０ μｇ / ｍｌ)ꎬ
将包被好的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 加入 ９６ 孔板ꎬ１ 孔

１００ μｌꎬ４ ℃包被过夜ꎮ 第 ２ ｄ 早晨ꎬ弃掉 ９６ 孔板中

的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 包被液ꎬ用配制好的 ＰＢＳＴ 洗

涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ在室温条件下ꎬ用 ５％的脱脂奶

粉溶液(５０ ｇ / ＬꎬＰＢＳＴ 配制)封闭 １ ｈꎬ甩掉 ５％脱脂

奶粉溶液ꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬ在微量振荡器上振荡

５ ｍｉｎꎬ最后拍干确保孔内无 ＰＢＳＴ 残留ꎬ然后用 ５％
脱脂奶粉溶液稀释免疫小鼠的血清样品(１ ∶ ５００、
１ ∶ １ ０００、１ ∶ ２ ０００、１ ∶ ４ ０００、１ ∶ ８ ０００、１ ∶ １６ ０００、
１ ∶ ３２ ０００、１ ∶ ６４ ０００)ꎬ８ 个稀释度ꎬ每孔 １００ μｌ 稀
释好的样品ꎬ对照组为未经免疫的小鼠血清ꎬ于 ３７
℃培养箱孵育 ２ ｈꎬ甩掉稀释的血清样品ꎬ用 ＰＢＳＴ
洗涤 ４ 次ꎬ在微量振荡器上振荡 ５ ｍｉｎꎬ最后拍干确

保孔内无 ＰＢＳＴ 残留ꎬ然后将羊抗小鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 按

照１ ∶ ２ ０００进行稀释 (稀释液为 ５％ 脱脂奶粉溶

液)ꎬ每孔加入 １００ μｌꎬ于 ３７ ℃培养箱孵育 １ ｈꎬ甩掉

孔内液体ꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬ在微量振荡器上振荡

５ ｍｉｎꎬ最后拍干确保孔内无 ＰＢＳＴ 残留ꎬ在室温条件

下每孔加入 １００ μｌ ＴＭＢ 显色液ꎬ避光反应 １５ ｍｉｎꎬ
最后每孔加入 １００ μｌ 硫酸溶液(２ ｍｏｌ / Ｌ)终止反

应ꎮ 使用酶标仪检测各孔样品吸光值 Ａ４５０ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克

隆抗体 　 将利用 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 空载体

和纯化浓缩后的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分离后转到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５０ ｇ / Ｌ脱脂奶粉溶液(ＰＢＳ
配制)３７ ℃培养箱封闭 １ ｈꎬ用配制的 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ一抗为１ ∶ ２００ 稀释的鼠血清(ＰＢＳ
稀释)ꎬ于 ３７ ℃培养箱孵育 １ ｈꎬ然后用配制的 ＴＢＳＴ
缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻ二抗为１ ∶
２ ０００稀释的带 ＨＲＰ 标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ(ＰＢＳ 稀

释)ꎬ然后用配制的 ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ３
次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ最后用 ＤＡＢ 试剂盒显色观察ꎮ
１.２.７　 ＩＦＡ 鉴定衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体　
将处理好的 ＬＭＨ 细胞均匀铺到 ６ 孔板ꎬ待其密度达

到 ８０％以上ꎬ３ 孔接种鹅星状病毒 ＤＹ￣１９ꎬ剩余 ３ 孔

为对照组ꎬ使用 ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养基代替鹅星状病

毒ꎮ 鹅星状病毒感染 ＬＭＨ 细胞 ７２ ｈ 后ꎬ用移液枪

弃掉维持液ꎬ然后沿着侧壁加入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ每孔加入 ２ ｍｌ ５％脱脂奶粉溶液(ＰＢＳ 配

制)封闭液ꎬ３７ ℃培养箱封闭 １ ｈꎬ然后沿着侧壁加

入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 一抗为１ ∶ ２００ 稀释

的制备的抗鹅星状病毒衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆

抗体(ＰＢＳ 配制)ꎬ３７ ℃培养箱孵育 １ ｈꎬ然后沿着侧

壁加入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ二抗为１ ∶ １ ０００
稀释的带 ＦＩＴＣ 标记的羊抗小鼠 ＩｇＧꎬ３７ ℃培养箱孵

育 １ ｈꎬ然后沿着侧壁加入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬ加入 １ ｍｌ １ ∶ １ ０００稀释的 ＤＡＰＩ(ＰＢＳ 配制)溶
液ꎬ３７ ℃ 培养箱孵育 １０ ｍｉｎꎬ然后沿着侧壁加入

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ最后加入 ６００ μｌ ＰＢＳꎬ置
于荧光倒置显微镜下进行观察ꎮ

２　 结 果

２.１　 衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

以制备的鹅星状病毒 ＤＹ￣１９ 的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
进行衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ 扩增ꎮ 衣壳纤突蛋白

基因 ｖｐ２７ 扩增目的条带大小在 ７２３ ｂｐ 左右ꎬ与预期

结果相符(图 １)ꎮ
２.２　 重组质粒 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 鉴定

构建的重组质粒 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 经 ＢａｍＨ Ⅰ 和
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Ｍ:ＤＬ ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｖｐ２７ 基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 衣壳纤突蛋白基因 ｖｐ２７ ＰＣＲ 扩增产物电泳图

Ｆｉｇ.１ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ
ｖｐ２７ ｇｅｎｅ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｉｎｄ Ⅲ限制性内切酶双酶切ꎬ得到了 ７２３ ｂｐ 的目的

基因片段和 ４.７ ｋｂ 的 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 载体片段ꎬ与预

期大小相符(图 ２)ꎮ

Ｍ:ＤＬ ５ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＣｏｌｄ￣ＶＰ２７ 经 ＢａｍＨⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ
双酶切产物ꎮ
图 ２　 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 载体的双酶切鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７
ｖｅｃｔｏｒ

２.３　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 的表达、鉴定和纯化

将转入重组质粒 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 的表达菌 Ｒｏｓｅｔｔａ
培养 至 Ａ６００ ＝ ０.６~ ０􀆰 ８ꎬ 用 ４ 个 不 同 浓 度 ( ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)的

ＩＰＴＧ 诱导ꎬ１６ ℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ诱导表达 ２４ ｈꎮ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ在相对分子质量约为４３ ０００处出

现特异性条带(图 ３)ꎬ选择终浓度 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ
进行蛋白质表达ꎮ 未经诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 无目的条

带ꎮ 可溶性分析结果表明衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 在沉

淀和上清液中均可表达ꎮ 收集破碎离心后上清液利

用亲和层析法纯化衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎻ２:１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎻ３:１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎻ
４:２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎻ５:未诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ꎻ
６: １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄꎻ７:未诱导的 ｐＣｏｌｄꎮ
图 ３　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 原核表达

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７

２.４　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的效价

第 ４ 次加强免疫后 ７ ｄꎬ采集并分离小鼠血清ꎬ
用 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清中衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克

隆抗体的效价ꎮ 结果表明制备的鼠抗衣壳纤突蛋白

ＶＰ２７ 血清效价大于１ ∶ ６４ ０００(图 ４)ꎬ衣壳纤突蛋

白 ＶＰ２７ 经 ４ 次免疫小鼠后诱导机体产生了抗衣壳

纤突蛋白 ＶＰ２７ 特异性多克隆抗体ꎮ

ａ:１ ∶ ５００ꎻｂ:１ ∶ １ ０００ꎻｃ:１ ∶ ２ ０００ꎻｄ:１ ∶ ４ ０００ꎻｅ:１ ∶ ８ ０００ꎻｆ:
１ ∶ １６ ０００ꎻｇ:１ ∶ ３２ ０００ꎻｈ:１ ∶ ６４ ０００ꎮ
图 ４　 ＥＬＩＳＡ 方法测定的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体效价

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ
ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ(ＥＬＩＳＡ)

２.５　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法鉴定

　 　 以经 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 空载体和纯化

后的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 为抗原ꎬ免疫小鼠后获得

的血清为一抗ꎬ二抗为带 ＨＲＰ 标记的羊抗小鼠

５１４吕　 炫等:鹅星状病毒衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的制备和鉴定



ＩｇＧꎮ 结果显示ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 空载

体组无明显条带ꎬ衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 在相对分子

质量４３ ０００处有一条明显的条带(图 ５)ꎮ 证明制备

的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体特异性良好ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:经 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ￣ＳＵＭＯ 空载体ꎻ２:纯化后的衣

壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎮ
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ２７ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.６　 衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

将衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体应用于病毒

的 ＩＦＡ 检测ꎬ结果表明制备的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７
多克隆抗体可以识别天然的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎬ感
染鹅星状病毒的 ＬＭＨ 细胞质中检测到明显的荧光

信号ꎬ未感染鹅星状病毒的 ＬＭＨ 细胞中未检测到荧

光信号(图 ６)ꎮ 表明制备的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多

克隆抗体可以应用于病毒的 ＩＦＡ 检测ꎮ

３　 讨 论

１９７５ 年ꎬ星状病毒首次在婴儿粪便中被发现ꎬ
因其在透射电子显微镜下具有特征性的五角星结

构ꎬ故将其命名为星状病毒[１２]ꎮ 随着现代分子生物

学和病原检测技术的发展ꎬ越来越多的星状病毒在

哺乳动物和鸟类动物中被发现[１３￣１５]ꎮ 导致动物腹

泻的主要病原体之一就是星状病毒ꎬ同时星状病毒

还会感染机体的其他组织脏器ꎬ导致雏鸭致死性肝

炎、鸡肾炎和哺乳动物脑炎等[１６]ꎮ 鹅星状病毒感染

雏鹅ꎬ主要引起雏鹅的内脏器官、腿部关节乃至腿部

肌肉出现尿酸盐沉积ꎬ给养鹅产业造成巨大的经济

损失[１７￣１８]ꎮ
目前ꎬ鹅星状病毒的检测方法主要是 ＲＴ￣ＰＣＲ

方法[１９]ꎬ包括鹅星状病毒 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光定量检

测[２０]和鹅星状病毒 ＴａｑＭａｎ 荧光定量检测[２１]ꎮ ＲＴ￣

Ａ:感染鹅星状病毒的 ＬＭＨ 细胞ꎻＢ:未感染鹅星状病毒的 ＬＭＨ
细胞ꎮ ＦＩＴＣ:异硫氰酸荧光素ꎻＤＡＰＩ:４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚ꎻ
Ｍｅｒｇｅ:融合ꎮ
图 ６　 间接免疫荧光细胞化学染色法检测 ＬＭＨ 细胞ＶＰ２７ 蛋白

表达

Ｆｉｇ.６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ２７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＬＭＨ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

ＰＣＲ 方法主要采集发病或者病死雏鹅的部分组织

器官ꎬ提取核酸进行检测ꎬ不适合在临床上进行大规

模检测ꎮ 建立一种基于衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 的

ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ应用于临床上大规模检测尤为迫

切ꎮ
衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 为存在于鹅星状病毒粒子

表面的蛋白质ꎮ 相关研究结果表明ꎬ鹅星状病毒衣

壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 是鹅星状病毒的主要抗原决定蛋

白ꎬ参加鹅星状病毒粒子与细胞内外受体的结合ꎮ
因此ꎬ衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 可以作为疾病检测和疫

苗研制的靶点[２２]ꎮ 本研究通过构建 ｐＣｏｌｄ￣ｖｐ２７ 原

核质粒ꎬ利用大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 表达系统ꎬ优化蛋白

质表达条件( ＩＰＴＧ 浓度)ꎬ获得高效表达的衣壳纤

突蛋白 ＶＰ２７ꎮ 将衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 纯化定量后

与弗氏佐剂混合ꎬ免疫小鼠ꎬ经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

证明抗衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体血清的特异

性良好ꎬ与对照组无特异性反应ꎮ 同时应用间接

ＥＬＩＳＡ 方法检测制备的鼠抗衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多

克隆抗体效价大于１ ∶ ６４ ０００ꎮ 使用感染鹅星状病

毒 ＤＹ￣１９ 的 ＬＭＨ 细胞对多克隆抗体使用 ＩＦＡ 法进

行鉴定ꎬ感染鹅星状病毒的 ＬＭＨ 细胞中有明显的绿

色荧光ꎬ而未感染鹅星状病毒的 ＬＭＨ 细胞无荧光ꎬ
证明制备的抗体特异性非常好ꎬ可以特异性识别天

然的衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ꎮ 综上所述ꎬ制备的鼠抗衣

壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 可以用于临床鹅星状病毒的检测

和实验室中鹅星状病毒特性研究以及致病机制研
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７１４吕　 炫等:鹅星状病毒衣壳纤突蛋白 ＶＰ２７ 多克隆抗体的制备和鉴定




