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　　鹅细小病毒 ( Gooseparvovirus , GPV) ,主要引
起雏鹅和雏番鸭感染发病 ,被感染禽的发病率和死
亡率可高达 70 %～100 % ,是一种传播快、死亡率高
的高度接触性传染病 ,亦称小鹅瘟。该病以渗出性
肠炎、小肠黏膜表层大片坏死脱落、肠道栓塞为特征
性病变 ,是目前危害养鹅业的主要疾病之一 ,造成严
重的经济损失。

研究表明 V P3 是主要的衣壳蛋白 ,具有良好的
免疫原性 ,可以刺激机体产生中和抗体。因此本试
验选取 V P3 基因构建原核表达载体 p ET222b/ V P3

表达目的蛋白 ,为研究重组蛋白的生物学特性及建
立 EL ISA 诊断试剂盒奠定基础。
1 　材料与方法
1. 1 　试验材料 　p ET222b ( + ) 载体为 Novagen 公
司产品。T aq 聚合酶、1kb 的λDNA Marker、蛋白
Marker、dN TP 为上海生工生物工程技术有限公司
产品。PCR 回收试剂盒、胶回收试剂盒为 OM EGA

公司产品。限制性内切酶、T4 DNA 连接酶为 N EB

产品。Ni2 + 2 Hi Trap Chelating HP 树脂为 Amer2
sham Pharmacia Biotech 公司产品。鼠抗 6 ×His

抗体为北京天根生化公司产品。辣根过氧化物酶
( HRP)标记的兔抗鹅、羊抗鼠 Ig G抗体由厦门波生
生生物技术有限公司制备。临床患有鹅细小病毒病
的组织病料、阳性血清、阴性血清由厦门农产品检测
中心提供。大肠杆菌 BL21 (DE3) 由厦门大学医学
院抗癌研究中心保存。
1. 2 　引物设计 　根据 GenBank 公布的鹅细小病毒
序列 ( A Y506547. 1) ,设计两对引物 ,扩增 V P3 基
因 ,引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合
成。扩增 V P3 基因 :V P3 5′:5′2AACCACA TCTA2
CAAA GCAA T TACC23′, V P3 3′: 5′2A GA T T T T2
GA GT TA GA TA TCT GGT TC23′, 扩增基因 1 149

bp 。引入酶切位点的引物 : V P3 up : 5′2TA T G2
GA T CCAAACCACA TCTACA23′, V P3 down : 5′2
GA TC T CGA GA T T T T GA GT TA G23′,上游引物含
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B am H Ⅰ位点 ,下游引物含 X hoⅠ位点 ,加下划线表
示 ,扩增基因 1 456 bp 。
1. 3 　PCR 模板制备 　将组织病料充分研磨制成悬
浮液 ,反复冻融 3 次 ,离心取上清 ,加入蛋白酶 K至
终浓度 200μg/ mL 、SDS 至终浓度 1 % ,55 ℃水浴 3

h ,用苯酚、苯酚 ∶氯仿 ∶异戊醇 (25 ∶24 ∶1) 和氯仿
各抽提 1 次 ,吸取水相 ,加入 1/ 10 体积的3 mol/ L

乙酸钠和 2. 5 倍体积的无水乙醇沉淀 DNA ,12 000

r/ min (4 ℃)离心 15 min ,沉淀悬浮于超纯水中。取
适量做 PCR 模板。
1. 4 　PCR 扩增基因 　V P3 基因扩增的反应条件 :

95 ℃变性 5 min 后 ,95 ℃变性 45 s、53 ℃退火 1 min、
72 ℃延伸 90 s ,共 35 个循环 ; 最后 72 ℃延伸 10

min。扩增产物在 1. 7 %琼脂糖凝胶电泳分析。切
下含 V P3 基因片段 ,用 PCR 回收试剂盒回收。
1. 5 　重组表达质粒的构建 　将得到的 V P3 基因与
载体 p ET222b 用对应的内切酶消化 ,产物用胶纯化
回收。用 T4 DNA 连接酶将 V P3 基因克隆至载体
p ET222b 中 ,构建重组质粒 p ET222b/ V P3 ,转化 E.

col i BL21 (D E3) ,重组子质粒经酶切鉴定 ,阳性克隆
送上海英俊生物技术有限公司测序 ,将测序正确的
重组质粒命名为 p ET222b/ V P3。
1. 6 　重组基因的诱导表达、纯化、复性 　将 p ET2
22b/ V P3 阳性单菌株接种到含 Amp 的 LB 液体培
养基中 , 振荡培养过夜后 , 按比例放大培养至

OD600 nm值约 0. 6～0. 8 时 ,加入 IP T G 进行诱导表
达 , 4～6 h 后离心收集菌体。由于 p ET222 b 表达
的融合蛋白 C 端带有 6 ×His 标签 ,故目的蛋白纯
化方案参照 Amersham Pharmacia Biotech 公司的
镍柱蛋白纯化操作手册。纯化后的蛋白进行 12 %

SDS2PA GE 分析鉴定 ,并采用逐步透析法复性。
1. 7 　重组蛋白 Western2blot 鉴定 　将纯化的 V P3

蛋白进行 SDS2PA GE 电泳 ,电转移至硝酸纤维素
膜 ,一抗为鼠抗 6 × His 抗体 ,辣根过氧化物酶
( HRP)标记的羊抗鼠 Ig G 为二抗 ,3 ,3’2二氨基联
苯胺四盐酸盐 (DAB)显色。
1. 8 　EL ISA 试验 　选用鹅细小病毒阳性血清、阴
性血清对包被的抗原进行检测 ,同时设阴性、阳性、
空白菌体做对照。用 V P3 蛋白包被 96 孔酶标板 ,

92　　Chinese Journal of Veterinary Medicine 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国兽医杂志 2009 年 (第 45 卷)第 6 期

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41358295?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


4 ℃过夜 ,洗涤后 2 % BSA 封闭 2 h 以上 ,加入 1 ∶
100 稀释的鹅细小病毒阳性血清 ,37 ℃作用 30 min ,

PBST 洗板 ,扣干加 1 ∶1 000 稀释的酶标兔抗鹅
Ig G抗体 ,37 ℃作用 30 min , PBST 洗板 ,四甲基联
苯胺 ( TMB) 显色 ,用 2 mol/ L 硫酸中止反应 ,酶标
检测仪读取 A450 nm值。用所测得的 A 值按下述公
式计算 P/ N 值 ,以样品的 P/ N 值 ≥2. 1 判为阳性。
P/ N 值 = (阳性样品 A 值 - 空白对照 A 值) / (阴性
样品 A 值 - 空白对照 A 值) 。
2 　结果
2. 1 　PCR扩增结果 　PCR 扩增的产物 ,经琼脂糖凝
胶电泳检测 ,得到与预期大小相符的特异性条带(图 1) 。

图 1 　VP3 基因的 PCR产物电泳图
1 :1 kb DNA Marker ;2 :扩增产物 (1 456 bp)

2. 2 　重组质粒的构建 　V P3 基因与载体连接后 ,

转化 DE3 感受态细菌 ,筛选氨苄青霉素抗性的阳性
克隆 ,挑取单菌落培养 ,提取质粒酶切 ,分别得到约
为 5. 4 kb、1 448 bp 的片段 ,与预期结果相符 ,结果
见图 2。测序结果证明 V P3 基因插入的位置、大小
和读码框均正确 (测序结果略) 。
2. 3 　表达产物的 SDS2PA GE 分析 　将表达产物裂
解上清液、超声表达产物上清、沉淀分别电泳 ,经过
染色、脱色 ,在 55 kD 有一明显的表达带 ,与预期的
目的蛋白带大小一致 ,表明 V P3 基因获得表达 ,而
未诱导菌没有出现相同的条带 ,同时可以看出目的
蛋白绝大部分出现在超声沉淀中 ,说明融合蛋白在
宿主菌中主要以包涵体的形式存在。包涵体处理
后 , 过 Ni2 + 亲和柱 , 用 Elute Buffer ( 20 μmol/ L

Tris2HCL p H7. 9、8M 尿素、0. 1M PBS p H4. 3 ) 洗
脱液洗下亲和蛋白 ,电泳后几乎只出现一条蛋白条
带 ,说明经亲和层析纯化到较高纯度的 V P3 融合蛋
白。结果见图 3。通过紫外分光光度计扫描 ,按照

蛋白质浓度 ( C) : C = 1. 45OD280 - 0. 74OD260 ,测得
V P3 融合蛋白的浓度为 1. 2 mg/ mL 。
2. 4 　重组蛋白 Western2blot 鉴定 　Western2blot

试验结果表明 ,在 55 kD 处出现 1 条明显蛋白条带

(图 4) ,由此证实所表达的重组蛋白为含有 6 ×His

的 V P3 蛋白。

2. 5 　EL ISA 鉴定 　EL ISA 试验结果见表 1 ,通过
计算 P/ N 值 ,结果均 ≥2. 1 ,表明复性的 V P3 蛋白
能与鹅细小病毒阳性血清发生特异性反应。
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　　自由基学说 (f ree radical t heory) 是具有代表性

的致衰学说之一。这一学说 20 世纪 50 年代中期由

著名学者 Harman 首先提出 ,其后得到许多学者的

共识[ 1 ] 。自由基是指能独立存在的 ,含有 1 个或 1

个以上的不配对电子的任何原子或原子团 ,是机体

正常代谢的中间产物 ,在机体内有很强的氧化反应

能力 ,且易产生连锁反应 ,对蛋白质、核酸、脂质等
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产生伤害作用 ,从而导致机体的损伤[ 223 ] 。由于自由
基在体内浓度低 ,且不稳定 ,起初人们只能检测标本
中的丙二醛 ( malondialdehyde , MDA) 含量来了解
体内自由基代谢情况. 后来电子自旋共振波谱仪
(elect ron spin resonance , ESR) 的出现 ,可以用来
直接测量活性氧 ( reactive oxygen species , ROS) 。
本试验用两种方法动态测量了 BALB/ c 小鼠肺组
织中的自由基含量变化。
1 　材料与方法
1. 1 　动物分组 　取 6～8 周龄雌性 SPF BALB/ c

小鼠 (购于北京市实验动物中心) ,饲养于三级生物
安全实验室内不锈钢的小笼内 ,随机分为自由基检

表 1 　重组 VP3 蛋白的 ELISA测定

1 ∶10 1 ∶20 1 ∶40 1 ∶80 1 ∶160 1 ∶320 1 ∶640 1 ∶1 280 空白对照

VP3 蛋白 阳性血清 1. 824 1. 626 1. 358 1. 244 1. 126 0. 984 0. 653 0. 632 0. 051

阴性血清 0. 621 0. 554 0. 460 0. 513 0. 412 0. 294 0. 258 0. 182 0. 042

P/ N 3. 06 3. 07 3. 12 2. 52 2. 91 3. 71 2. 78 4. 15

3 　讨论
目前小鹅瘟主要通过流行病学、临床症状和特

征性的病理变化进行初步诊断 ,确诊还需要进一步
的实验室诊断。EL ISA 作为实验室常用的诊断技
术之一 ,已成熟地运用于多种动物疫病的检测。本
试验 EL ISA 结果表明纯化的 V P3 蛋白能与鹅细小
病毒阳性血清发生特异性反应 ,验证了重组蛋白的
抗原反应活性 ,为进一步建立 EL ISA 诊断试剂盒奠
定基础。

Zadori 等[7 ]通过 GPV 与 AAV2 衣壳蛋白三维
结构模拟比较分析发现 ,暴露于衣壳表面的氨基酸
序列均出现在 V P3 内 ,表明 V P3 内含有 GPV 主要
抗原决定簇成分 ,是 GPV 主要免疫保护性抗原。
原核表达可能会使 V P3 抗原决定簇的空间构象发
生改变 ,本试验通过 Western2blot 和 EL ISA 试验 ,

表明 V P3 空间构象的改变并不会影响其免疫原性 ,

因此表达出的 V P3 蛋白可用于血清学检测及疫苗
的研制 ,但这些空间构象的改变是否会影响病毒粒
子的毒力强弱和侵蚀性 ,还有待于进一步研究。
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