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　 　 摘要:　 本研究旨在探究双靶向融合蛋白用于新城疫病毒(ＮＤＶ) Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株对鸭的免疫效率的提高作用ꎬ为
提升鸭新城疫免疫防控能力做有益探索ꎮ 将特异性结合囊膜病毒表面糖蛋白的红藻凝集素(ＧＲＦＴ)与靶向结合禽

树突状细胞的纳米抗体分子(ＶＨＨ)的编码基因进行串联表达ꎬ经大肠杆菌表达系统制备双靶向融合蛋白ꎮ 利用组

氨酸(Ｈｉｓ)标签纯化 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ 融合蛋白ꎬ采用有限稀释法定量评价融合蛋白与 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒的结合能力ꎮ 用饱和

结合融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒制备疫苗ꎬ分组免疫无特定病原体(ＳＰＦ)雏鸭ꎬ监测免疫后血凝抑制(ＨＩ)抗体效价以

及 ＩＬ￣４、ＩＦＮ￣γ 细胞因子水平ꎮ 结果显示ꎬ构建的重组大肠杆菌能够高效表达融合蛋白ꎬ经 Ｎｉ 柱纯化回收的 ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ５４、ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 蛋白质量浓度分别为 ２３０ μｇ / ｍＬ、１ ３５０ μｇ / ｍＬꎬ仅需 １００ ｎｇ 融合蛋白即可完全结合１×１０８半

数感染量(ＥＩＤ５０)病毒ꎻＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 组免疫后 ２１ ｄ ＨＩ 抗体效价达到 ７ ｌｏｇ２２ 以上ꎬ血清中 ＩＬ￣４ 和 ＩＦＮ￣γ 含量

分别为 ８０􀆰 ０ ｐｇ / ｍＬ、８􀆰 ８ ｐｇ / ｍＬꎬ显著高于 ＮＤＶ 单独免疫组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 双靶向融合蛋白 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 能够提高新

城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株对鸭的免疫效率ꎬ可作为免疫增强剂做进一步的开发与应用ꎮ
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　 　 新城疫病毒(Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＮＤＶ)是

一种有囊膜的线性单股负链 ＲＮＡ 病毒ꎬ属于副黏病

毒科(Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ)禽腮腺炎病毒亚科(Ａｖｕｌａｖｉｒ￣
ｉｎａｅ)正禽腮腺炎病毒属(Ｏｒｔｈｏａｖｕｌａｖｉｒｕｓ)正禽腮腺

炎病毒 １ 型(Ａｖｉｎａ ｏｒｔｈｏａｖｕｌａｖｉｒｕｓ １)的成员[１]ꎮ 自

１９２６ 年首次被报道以来ꎬ经历了 ４ 次世界范围内的

大流行ꎬ其宿主范围不断扩大ꎬ能感染的禽类超过

２５０ 种ꎬ对家禽养殖业造成严重危害ꎬ而水禽被认为

是 ＮＤＶ 的天然储存宿主ꎬ一般无临床症状或仅表现

轻微症状[２￣３]ꎮ 中国自 １９９７ 年报道了水禽群因感染

ＮＤＶ 出现高发病率和死亡率后ꎬ鸭、鹅自然感染发

病的情况时有发生[４]ꎮ 近年来ꎬ随着养鸭产业的集

约化与规模化ꎬ鸭群感染强毒 ＮＤＶ 而造成严重损失

的情况时有报道ꎬ感染范围涵盖了番鸭、半番鸭、麻
鸭以及野鸭等诸多品种[５]ꎮ

接种疫苗是预防和控制传染病的有效手段之

一ꎮ 当前ꎬ新城疫(ＮＤ)载体疫苗、灭活疫苗以及减

毒活疫苗在临床上应用广泛ꎬ有效控制了鸡新城疫

的发生与流行[６￣７]ꎮ 但国内市场尚未有商品化的鸭

源 ＮＤ 疫苗ꎬ鸭场防疫主要依靠传统的鸡 ＮＤ 疫苗

作为替代ꎬ其免疫效果在学界一直存在争议ꎮ Ｎｉｓｈ￣
ｉｚａｗａ 等[８] 利用新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 株活疫苗免疫北京

鸭ꎬ在异源 ＮＤＶ 毒株攻击后未能分离到病毒ꎬ说明

疫苗接种对减少 ＮＤＶ 的传播具有重要意义ꎮ 石

跃[９]采用新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 株活疫苗接种绍兴鸭和绿

头鸭ꎬ结果发现病毒在 ２ 种鸭体内未能高效复制ꎬ刺
激机体产生的中和抗体水平较为低下ꎬ并不能提供

有效的免疫保护ꎮ 胡焱等[１０] 对比了新城疫病毒Ⅰ
系活疫苗(ＣＳ２ 株)、Ⅳ系灭活疫苗(Ｌａ Ｓｏｔａ 株)以及

重组基因Ⅶ型灭活疫苗(Ａ￣Ⅶ株)对贵州三穗麻鸭

的免疫效果ꎬ结果发现 ３ 种疫苗均能诱导产生较高

的抗体滴度ꎬ且 Ａ￣Ⅶ株诱发的抗体滴度最高ꎬ持续

时间最长ꎬ能有效抑制免疫鸭排毒ꎮ 因此ꎬ基于前人

的临床研究结果ꎬ笔者认为在没有专属鸭用 ＮＤ 疫

苗的情况下ꎬ加强现有 ＮＤ 疫苗对鸭的免疫应答水

平ꎬ进而提高交叉保护能力ꎬ仍是目前防控鸭 ＮＤＶ
的关键所在ꎮ

本研究拟开发一种新型双靶向融合蛋白用作

ＮＤ 疫苗的免疫增强剂ꎮ 该融合蛋白由特异性结合

囊膜病毒表面糖蛋白的红藻凝集素(ＧＲＦＴ) [１１]与靶

向结合禽树突状细胞的纳米抗体分子(ＶＨＨ) [１２] ２
个亚基组成ꎮ ＧＲＦＴ 亚基负责与 ＮＤＶ 表面囊膜结

合ꎬ而游离的 ＶＨＨ 亚基则负责引导病毒主动结合

树突状细胞ꎬ加速抗原的捕获与加工递呈ꎬ促进机体

产生更为广泛和强烈的免疫应答ꎮ 为此ꎬ采用大肠

杆菌表达系统制备双靶向融合蛋白ꎬ饱和结合 Ｌａ
Ｓｏｔａ 毒株后制备油乳剂灭活疫苗ꎬ分组免疫无特定

病原体(ＳＰＦ)雏鸭ꎬ检测抗体效价和细胞因子水平ꎬ
旨在为提升 ＮＤ 疫苗免疫效率做有益探索ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

大肠杆菌 ＢＬ２１￣ＤＥ３、ＤＨ５α、ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)质粒

均由江苏农牧科技职业学院保存ꎻ新城疫病毒 Ｌａ
Ｓｏｔａ 株由江苏省农业科学院国家兽用生物制品工程

技术研究中心提供ꎮ 限制性内切酶、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均为大连宝生物公司产品ꎻ胶回

收试剂盒为德国凯杰公司产品ꎻ鸭 ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣４ 酶联

免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)检测试剂盒购自上海酶联生

物科技有限公司ꎻ其余试剂均为分析纯ꎮ 台式离心

机购自美国 Ｂｅｃｋ￣ｍａｎ 公司ꎻ ＰＣＲ 仪购自大连宝生

物公司ꎻＧｅｌｄｏｃ￣Ｉｔ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 购自美国 ＵＶＰ 公

司ꎬ酶标仪购自美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎮ
１.２　 双靶向融合蛋白重组表达载体构建

将特异性结合囊膜病毒表面糖蛋白的 ＧＲＦＴ 与

特异性结合禽树突状细胞的纳米抗体分子 ＶＨＨ５４、
ＶＨＨ７４ 进行串联ꎬ其原理如图 １ 所示ꎮ 根据大肠杆

菌表达系统进行密码子优化ꎬ 将 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、
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ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 基因序列送金唯智生物有限公司合

成ꎬ并根据 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体多克隆位点在基因上下

游分别添加 Ｎｄｅ Ⅰ和 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ酶切位点ꎮ 双酶切

合成的基因与 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体ꎬ用 １％琼脂糖凝胶

电泳回收、纯化目的基因与载体ꎬ并以摩尔比３ ∶ １
进行连接ꎬ转化大肠杆菌 ＢＬ２１￣ＤＥ３ 感受态细胞ꎮ
将转化产物涂布在含有氨苄青霉素(Ａｍｐ＋)固体培

养基的平皿ꎬ３７ ℃过夜培养ꎬ次日挑选单菌落培养ꎬ
提取质粒ꎬ筛选重组子ꎬ鉴定正确的重组表达载体并

命名为 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎮ

图 １　 双靶向融合蛋白工作原理

Ｆｉｇ.１　 Ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｄｕａｌ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

１.３　 双靶向融合蛋白表达与鉴定

过夜培养 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４
重组菌ꎬ次日按１ ∶ １００(体积比)转接ꎬ３７ ℃振荡培养

２􀆰 ５ ｈ (ＯＤ６００为０.４~０􀆰 ６)ꎬ加入异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳

吡喃糖苷(ＩＰＴＧ)至浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ继续诱导培

养 ５􀆰 ０ ｈꎬ收获细菌ꎮ 使用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴
定融合蛋白的表达ꎬ根据 Ｈｉｓ 标签层析柱(ＨｉｓＴｒａｐ
ＨＰ)操作说明纯化蛋白质ꎬ使用微量分光光度计

(Ｎａｎｏｄｒｏｐ)定量后保存备用ꎮ
１.４　 融合蛋白与新城疫病毒的互作关系

将新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒调整滴度至 １ ｍＬ １×１０９

半数感染量(ＥＩＤ５０)ꎬ然后做连续 ２ 倍比稀释ꎬ每个

稀释度取 １０ μＬ 点样于硝酸纤维膜ꎬ同时设置磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)作为阴性对照ꎬ融合蛋白作为阳性

对照ꎮ 待完全干燥后将膜转移至 １％脱脂乳中ꎬ４ ℃
过夜封闭ꎮ 次日ꎬ用含 ０.５％吐温￣２０ 的磷酸盐缓冲

液(ＰＢＳＴ)洗膜 ３ 次ꎬ转入质量浓度为 ２ μｇ / ｍＬ的融

合蛋白中孵育 ４５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ再转入

１ ∶ ５ ０００稀释的辣根过氧化酶标记的抗组氨酸标签

(ＨＲＰ Ａｎｔｉ￣６Ｘ Ｈｉｓ Ｔａｇ) 的抗体中孵育 ４５ ｍｉｎꎬ用
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ用二氨基联苯胺(ＤＡＢ)底物显色ꎬ
观察反应情况ꎮ 将 １ ｍＬ １× １０９ ＥＩＤ５０ 的新城疫 Ｌａ
Ｓｏｔａ 病毒包被于 ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 板ꎬ在 １％脱脂乳中ꎬ４
℃过夜封闭ꎮ 调整融合蛋白质量浓度至 ２ μｇ / ｍＬꎬ
然后做 ２ 倍比梯度稀释ꎬ加入 １ 孔 １００ μＬ 包被了病

毒的 ＥＬＩＳＡ 板中ꎬ每个稀释度做 ３ 个重复ꎬ３７ ℃孵

育 ４５ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ每孔加入１ ∶ １０ ０００
稀释的抗 Ｈｉｓｔａｇ￣ＨＲＰ 抗体ꎬ３７ ℃ 孵育 ４５ ｍｉｎꎮ 用

ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ加入 ３ꎬ ３′ꎬ ５ꎬ ５′￣四甲基联苯胺

(ＴＭＢ)底物显色 １０ ｍｉｎꎬ每孔加入 ５０ μＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２ＳＯ４终止反应ꎬ读取 ＯＤ４５０值ꎮ
１.５　 疫苗制备与分组免疫

取 １０ ｍＬ 滴度为 １ ｍＬ ４× １０８ ＥＩＤ５０ 新城疫 Ｌａ
Ｓｏｔａ 病毒ꎬ加入 ０.１％二乙烯亚胺(ＢＥＩ)进行灭活ꎮ
取其中 ５ ｍＬ 灭活病毒与质量浓度为 ２ μｇ / ｍＬ融合

蛋白等体积混合ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎻ剩余 ５ ｍＬ 灭活病

毒与等体积 ＰＢＳ 混合ꎮ 以体积比５４ ∶ ４６ 将抗原与

ＩＳＡ２０６ 佐剂进行混合ꎬ充分乳化后制备成疫苗ꎮ 选

取 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸭分成 ７ 组ꎬ每组 １０ 羽ꎬ接种制备的

灭活疫苗ꎬ于接种后 ７ ｄ、２１ ｄ、３５ ｄ 采血评价免疫效

率ꎮ 疫苗配比及分组情况见表 １ꎮ

表 １　 疫苗制备及免疫分组

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｉｎｇ

分组　 　 　 　 抗原含量
(ＥＩＤ５０ꎬ１ ｍＬ)

融合蛋白含量
(ｎｇꎬ１×１０８ＥＩＤ５０)

免疫剂量
(ｍＬꎬ１ 羽)

动物数量
(羽)

１ / ２ ＮＤＶ １×１０８ / ０.２ １０

ＮＤＶ １×１０８ / ０.４ １０

１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ １×１０８ ２００ ０.２ １０

ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ １×１０８ ２００ ０.４ １０

１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ １×１０８ ２００ ０.２ １０

ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ １×１０８ ２００ ０.４ １０

Ｃｏｎｔｒｏｌ / / ０.４ １０
ＮＤＶ:新城疫病毒ꎻＧＲＦＴ:红藻凝集素ꎻＶＨＨ５４、ＶＨＨ７４:纳米抗体分子ꎻＥＩＤ５０:半数感染量ꎮ １ / ２ ＮＤＶ、ＮＤＶ:Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻ１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ５４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４:嵌合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻ１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４:嵌合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４
融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻＣｏｎｔｒｏｌ:空白对照组ꎮ 其中ꎬ“１ / ２”代表该组免疫剂量减半ꎮ

９１３２李　 玲等:双靶向融合蛋白用于新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株对鸭的免疫效率的提高作用



１.６　 免疫效率的评价

在免疫后 ７ ｄ、２１ ｄ、３５ ｄ 采血并分离出血清ꎬ血
凝抑制(ＨＩ)抗体效价测定按照中华人民共和国出

入境检验检疫行业标准 «新城疫检疫技术规程»
(ＳＮ / Ｔ ０７６４－２０１１)进行ꎮ 根据 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

操作说明ꎬ测定免疫后第 ２１ ｄ 血清样品中 ＩＦＮ￣γ、
ＩＬ￣４ 含量ꎮ
１.７　 数据统计与分析

运用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９ 软件对抗体水平和细胞

因子含量数据进行统计分析ꎬ采用单因素方差分析

和 Ｔｕｋｅｙ 事后检验ꎬ不同字母标记表示组间的差异

显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组质粒载体构建与融合蛋白表达

提取重组质粒载体 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、 ｐＥＴ￣
ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎬ经 Ｂａｍ ＨⅠ、ＨａｐⅠ双酶切后得到约

２ １００ ｂｐ 的目的基因片段ꎬ大小符合预期(图 ２Ａ、图
２Ｂ)ꎬ测序分析发现ꎬ基因序列正确、阅读框无移码ꎮ
重组菌经 ＩＰＴＧ 诱导后表达出约２７ ０００目标蛋白(图
２Ｃ)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ该蛋白质与抗 Ｈｉｓ
标签特异性抗体有较好的反应活性(图 ２Ｄ)ꎮ

Ａ:重组质粒载体 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 双酶切鉴定ꎬ其中ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 的酶切产物ꎮ Ｂ:重组质粒载体 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ７４ 双酶切鉴定ꎬ其中ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 的酶切产物ꎮ Ｃ:目的蛋白诱导表达ꎬ其中ꎬ Ｍ:蛋白质相对分子量标准ꎻ
１:大肠杆菌 ＢＬ２１￣ＤＥ３ 菌液ꎻ ２:诱导后的重组大肠杆菌 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 菌液ꎻ３:诱导后的重组大肠杆菌 ｐＥＴ￣ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 菌液ꎮ Ｄ:辣根

过氧化酶标记的抗组氨酸标签二抗(ＨＲＰ Ａｎｔｉ￣６Ｘ Ｈｉｓ Ｔａｇ)鉴定融合蛋白ꎬ其中ꎬＭ:蛋白质相对分子量标准ꎻ１:大肠杆菌 ＢＬ２１￣ＤＥ 菌液ꎻ２:
融合蛋白 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ꎻ３:融合蛋白 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎮ

图 ２　 重组表达质粒载体构建与蛋白质诱导表达鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２.２　 融合蛋白与 Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株结合能力的定量分析

利用融合蛋白上的 Ｈｉｓ 标签ꎬ经 Ｎｉ 柱亲和纯

化ꎬ 收 获 目 的 蛋 白ꎬ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检 测ꎬ ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ５４、ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 融合蛋白的条带较为单一

(图 ３Ａ)ꎻＮａｎｏｄｒｏｐ 测定结果显示ꎬＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、Ｇ￣
ＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 蛋白质量浓度分别为 ２３０ μｇ / ｍＬ、
１ ３５０ μｇ / ｍＬꎮ 通过固定病毒稀释融合蛋白的方式

测定二者的结合能力ꎬ结果(图 ３Ｂ)显示ꎬ当投入的

融合蛋白大于 １００ ｎｇ 时即可完全结合１×１０８ＥＩＤ５０病

毒ꎬ继续增加融合蛋白的量至 ２００ ｎｇꎬＯＤ４５０值未能

继续升高ꎮ 融合蛋白投入量下降ꎬ其结合在病毒表

面的融合蛋白含量也随之减少ꎬ表现为 ＯＤ４５０值的降

低ꎮ 通过固定融合蛋白稀释病毒的方式测定二者的

结合能力ꎬ结果(图 ３Ｃ)显示ꎬ随着吸附在硝酸纤维

膜上的病毒量减少ꎬ显色反应逐渐减弱ꎬ表现为显色

圈的缩小以及颜色变淡ꎮ
２.３　 ＨＩ 抗体水平的检测

各组鸭只 ＨＩ 抗体效价如图 ４ 所示:免疫后 ７ ｄ
至 ２１ ｄꎬ各免疫组抗体整体呈上升趋势ꎬ且第 ２１ ｄ
时 ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 组抗体效价显著高于其他组
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(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 组与 ＮＤＶ 组差异不

显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 免疫后 ２１ ｄ 至 ３５ ｄꎬ各免疫组抗

体效价未能持续上升ꎬ且 ＮＤＶ、 １ / ２ＮＤＶ ＋ ＧＲＦＴ￣

ＶＨＨ７４ 和 ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 组抗体效价显著下

降ꎬ仅 ＮＤＶ ＋ ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 组 抗 体 效 价 仍 达 到

７ ｌｏｇ２２以上ꎮ

Ａ:Ｎｉ 柱纯化后的融合蛋白ꎬ其中ꎬＭ:蛋白质相对分子量标准ꎻ１:融合蛋白 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ꎻ２:融合蛋白 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎮ Ｂ:质量浓度梯度稀释

的融合蛋白与１.０００ ０×１０８半数感染量(ＥＩＤ５０) Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株结合能力的测定ꎬ融合蛋白从起始质量浓度 ２ μｇ / ｍＬ 做连续 ２ 倍比稀释ꎬ每个稀

释度取 １００ μＬ 用于检测ꎮ Ｃ:质量浓度梯度稀释的 Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株与 ２ μｇ / ｍＬ融合蛋白结合能力的测定ꎬ其中ꎬＰ:融合蛋白阳性对照ꎻＮ:磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)阴性对照ꎻ１~ ７:分别取 １０ μＬ 滴度为 １ ｍＬ １.０００ ０×１０９ ＥＩＤ５０、５.０００ ０×１０８ ＥＩＤ５０、２.５００ ０×１０８ ＥＩＤ５０、１.２５０ ０×１０８ ＥＩＤ５０、

６.２５０ ０×１０７ＥＩＤ５０、３.１２５ ０×１０７ＥＩＤ５０、１.５６２ ５×１０７ＥＩＤ５０的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒固定于硝酸纤维膜ꎮ

图 ３　 融合蛋白与 Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株结合能力的测定

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ Ｌａ Ｓｏｔａ ｓｔｒａｉｎ

Ａ:１ / ２ ＮＤＶꎻＢ:ＮＤＶꎻＣ:１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ꎻＤ:ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ５４ꎻＥ:１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎻＦ:ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎻＧ:
Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ 图中不同小写字母表示抗体水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
ＮＤＶ:新城疫病毒ꎻＧＲＦＴ:红藻凝集素ꎻＶＨＨ５４、ＶＨＨ７４:纳米抗

体分 子ꎻ １ / ２ ＮＤＶ、 ＮＤＶ: Ｌａ Ｓｏｔａ 病 毒 组ꎻ １ / ２ ＮＤＶ ＋ ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ５４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４:嵌合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 融合蛋白的 Ｌａ
Ｓｏｔａ 病毒组ꎻ１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４:嵌合

ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻＣｏｎｔｒｏｌ:空白对照组ꎮ
其中ꎬ“１ / ２”代表该组免疫剂量减半ꎮ

图 ４　 血凝抑制(ＨＩ)抗体效价

Ｆｉｇ.４　 Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ (ＨＩ) ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ

２.４　 细胞因子水平的检测

免疫后 ２１ ｄꎬ各试验组每羽鸭血清中 ＩＬ￣４ 和

ＩＮＦ￣γ 含量如图 ５Ａ 所示:ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 免疫

组鸭只血清中 ＩＬ￣４ 含量最高ꎬ达到 ８０􀆰 ０ ｐｇ / ｍＬꎬ且

显著高于 １ / ２ＮＤＶ、ＮＤＶ、１ / ２ＮＤＶ ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、
１ / ２ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 以及 ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 免

疫组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 同样ꎬＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 免疫组

鸭只血清中 ＩＮＦ￣γ 含量最高ꎬ达到 ８􀆰 ８ ｐｇ / ｍＬꎬ显著

高于其他试验组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

一直以来ꎬ鸭、鹅等水禽被认为对 ＮＤＶ 具有较

强的抵抗力ꎬ被感染带毒但不表现临床症状ꎮ ２０００
年以来ꎬ张训海等[１３]、李建军等[１４] 陆续报道了家鸭

感染新城疫病毒导致死亡的病例ꎬ这些研究结果对

传统认知提出了挑战ꎮ 此外ꎬ在广东、江苏、安徽、福
建以及浙江等多个省份的鸭群中发生一种新型传染

病ꎬ临床表现为采食量下降、腹泻、消瘦以及呼吸道、
消化道、胰腺和脾脏出现溃疡、出血等典型病变ꎬ最
终被证实该病的病原是 ＮＤＶ 强毒株[１５]ꎮ 经过病毒

分离和基因序列分析发现ꎬ鸭源强毒 ＮＤＶ 以基因Ⅶ
型为主ꎬ与鸡源 ＮＤＶ 毒株在基因序列、感染宿主范

围以及体外培养特性等方面存在一定差异[１６￣１７]ꎮ
虽然新城疫病毒有多个基因型ꎬ但只有 １ 个血清型ꎬ
不同毒株之间存在抗原性和基因特性的差异ꎬ却仍

然保持一定的交叉保护性ꎮ 当前中国新城疫疫苗使

用较为广泛的是 Ｂ１、Ｌａ Ｓｏｔａ、Ｎ７９、Ｎ８８ 和 Ｃ３０ 毒株ꎬ

１２３２李　 玲等:双靶向融合蛋白用于新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株对鸭的免疫效率的提高作用



Ａ:１ / ２ ＮＤＶꎻＢ:ＮＤＶꎻＣ:１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ꎻＤ:ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ꎻＥ:１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎻＦ:ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ꎻＧ:Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ 图中

不同小写字母表示各组之间细胞因子水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＮＤＶ:新城疫病毒ꎻＧＲＦＴ:红藻凝集素ꎻＶＨＨ５４、ＶＨＨ７４:纳米抗体分子ꎻ１ / ２
ＮＤＶ、ＮＤＶ:Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻ１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４:嵌合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻ１ / ２ ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣
ＶＨＨ７４、ＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４:嵌合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒组ꎻＣｏｎｔｒｏｌ:空白对照组ꎮ 其中ꎬ“１ / ２”代表该组免疫剂量减半ꎮ

图 ５　 鸭血清中 ＩＬ￣４、ＩＦＮ￣γ水平的检测

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣４ ａｎｄ ＩＦＮ￣γ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｕｃｋ ｓｅｒｕｍ

尚没有专属于鸭、鹅以及鸽子等禽类的 ＮＤ 疫苗产

品ꎬ在此背景下ꎬ通过提高现有 ＮＤ 疫苗免疫效率ꎬ
进而达到更好的交叉保护效率仍是其他禽类防控新

城疫的备选方案之一ꎮ
唐思静等[１８] 将大肠杆菌热敏感性肠毒素突变

体蛋白与 ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株共同免疫ꎬ能诱导高水

平的黏膜免疫球蛋白 Ａ( ＩｇＡ)和血清抗体ꎮ 徐磊

等[１９]发现猪脾脏转移因子能够提高 ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ 株

免疫后 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣１０ 以及 ＩＬ￣２１ 介导的免疫应答和

ＮＤ ＨＩ 抗体效价ꎬ还能降低强毒 ＮＤＶ 攻击后介导的

炎症反应和病毒血症ꎬ进而提高 Ｌａ Ｓｏｔａ 株的免疫保

护效率ꎮ 因此ꎬ开发新型佐剂及免疫增强剂来提高

ＮＤ 疫苗的免疫效率对该病的防控仍有现实意义ꎮ
本研究通过原核表达系统制备了 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ 双靶

向融合蛋白作为免疫增强剂ꎬ病毒粒子在融合蛋白

的引导下ꎬ主动靶向结合抗原递呈细胞ꎬ促进了抗原

的加工递呈ꎬ提升了免疫效率ꎮ
ＧＲＦＴ 是一种广谱的抗病毒蛋白ꎬ在病毒性疾

病的预防与治疗领域有着良好的应用前景ꎬ能够与

一切具有类似外壳糖蛋白结构的膜病毒非可逆的结

合ꎮ 体外试验结果表明ꎬ１００ ｎｇ 的融合蛋白即可饱

和结 合 １.０００ ０× １０８ ＥＩＤ５０ 的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病 毒ꎬ 而

１.５６２ ５×１０５ ＥＩＤ５０的病毒也能被融合蛋白吸附ꎬ说
明二 者 的 结 合 具 有 较 好 的 亲 和 性 和 灵 敏 性ꎮ
ＶＨＨ５４、ＶＨＨ７４ 是从 Ｔ７ 噬菌体表面展示的羊驼源

纳米抗体文库中筛选得到能结合鸡、鸭、鹅等家禽骨

髓源树突状细胞的纳米抗体分子ꎬ本团队前期已对

该纳米抗体分子的氨基酸组成、空间构象以及结合

树突状细胞的选择性与特异性等指标进行了检测ꎮ

结合了融合蛋白的 Ｌａ Ｓｏｔａ 病毒能够更快、更高

地激发免疫反应ꎬ对比试验结果显示:对同等抗原含

量的 ＮＤＶ 进行免疫ꎬＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 组产生的

ＨＩ 抗体水平显著高于 ＮＤＶ 组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 １ / ２ 抗

原含量的 ＮＤＶ 结合 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 后所激发 ＨＩ 抗

体效价均值在免疫后的２１~３５ ｄ 亦高于全剂量 ＮＤＶ
免疫组ꎮ 虽然 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 蛋白具备结合 Ｌａ Ｓｏｔａ
病毒和树突状细胞的能力ꎬ但未能发挥免疫增强效

果ꎬＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ７４ 组与 ＮＤＶ 组激发的 ＨＩ 抗

体水平没有显著差异ꎮ 此外ꎬ在免疫应答和抗感染

免疫反应过程中细胞因子也发挥着重要作用ꎮ ＩＬ￣４
属于 Ｔｈ２ 型细胞因子ꎬ具有促进 Ｂ 细胞增殖和分化

的能力ꎬ是 ＩｇＧ１ 类抗体产生的关键因子ꎻＩＦＮ￣γ 属

于 Ｔｈ１ 型细胞因子ꎬ是活化巨噬细胞的关键因子ꎬ能
增强其吞噬和杀伤病原体的能力[２０]ꎮ 与单独免疫

ＮＤＶ 相比ꎬＮＤＶ＋ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 组显著上调了 ＩＬ￣４
和 ＩＦＮ￣γ 表达水平ꎬ一方面解释了该组为何能激发

较高的 ＨＩ 抗体水平ꎬ另一方面可以预见该免疫组具

备更强的抗病毒感染能力ꎮ 由于受到试验条件的限

制ꎬ未能进行攻毒保护试验ꎬ但抗体和细胞因子水平

的比较能够证明 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 具备免疫增强能力ꎮ
此外ꎬ该研究也为提升家禽其他囊膜病毒疫苗的免

疫效率提供很好的借鉴ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功构建双靶向融合蛋白原

核表达载体ꎬ制备的融合蛋白能够高亲和力、高灵敏

度的结合 ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ 毒株ꎬ其中 ＧＲＦＴ￣ＶＨＨ５４ 融

合蛋白能够显著提高 Ｌａ Ｓｏｔａ 疫苗免疫效率ꎬ激发更

高水平的 ＨＩ 抗体以及上调 ＩＬ￣４ 和 ＩＦＮ￣γ 表达水

平ꎮ
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