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摘 要：为表达抗鸡传染性法氏囊病病毒(IBDV)抗体 Fab并检测其中和活性，本研究将抗 IBDV抗体的轻链

(L)和重链片段(Fd)基因分别克隆于 pET-27b (+)载体中，并转化于大肠杆菌 Rosetta (DE3)进行诱导表达。将 L和

Fd片段包涵体蛋白变性后等量混合于复性液中，制备 Fab并对其进行活性鉴定。结果显示 L和 Fd蛋白相对分子

质量大小分别为 25 ku 和 28 ku。Western blot 和 ELISA检测结果表明，获得的抗体 Fab 大小约为 50 ku，并且与

VP2蛋白和不同病毒株均具有特异性结合能力。体外中和试验结果表明，获得的 IBDV抗体 Fab具有中和活性，

可以有效阻断 IBDV (B87株)对鸡胚成纤维细胞(DF1)的感染。本实验获得的 IBDV抗体 Fab有望成为治疗 IBD的

候选生物制剂，为研制治疗 IBD抗体制剂奠定了基础。
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Abstract: To express the neutralizing Fab antibody against infectious bursal disease virus (IBDV), the gene of light chain (L)

or heavy chain fragment (Fd) against IBDV was cloned into the prokaryotic expression plasmid, respectively, and then the

recombinant L or Fd was expressed in E.coli Rosetta (DE3), respectively, and purified through sole denaturation and

co-renaturation of inclusion body. Western blot results showed that the Fab was approximately 50 ku. ELISA results showed that

the Fab exhibited binding ability and specify to VP2 for different IBDV strains. The results of neutralization test in vitro showed

that the Fab exhibited neutralizing activity to IBDV-B87 strainin chicken embryo fibroblast (DF1) cells. The Fab antibody prepared

in this study is expected to become a candidate drug for treatment of IBD, which laid the foundation for the treatment of IBD.
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传染性法氏囊病 (Infectious bursal disease， IBD)
是由 IBD 病毒(IBDV)引起的以损害雏鸡中枢免疫器

官法氏囊为主要特征的急性接触性传染病，是危害

养鸡业的重要传染病之一 [1]。该病除引起易感鸡发

病死亡与产蛋性能下降外，还会造成严重的免疫抑

制和免疫缺陷，增加鸡体对其他病原体的易感性，

因 而 常 继 发 和 混 合 感 染 多 种 疾 病。 IBDV 属 于 双

RNA 病 毒 科 双 RNA 病 毒 属 [2]，主 要 结 构 蛋 白 有 4
种，其中 VP2 是最主要的宿主保护抗原，诱导机体

产生中和抗体 [3-5]，保护宿主免受 IBDV 的感染。随

着生物工程制药技术的快速发展，具有高专一性、
高亲和力、高效性和高可塑性的基因工程抗体被应

用于疾病的临床诊断、预防、治疗及基础理论研究

等各个领域[6]。Fab 片段是由完整轻链(L)和重链(Fd)
片段组成的异二聚体，大小为完整抗体的 1/3，具有

较好的穿透力能够较快的达到组织病灶部位，并且

能够较好地保留结合抗原的活性，因此成为应用较

多的一种基因工程抗体[7]。
本实验通过 PCR 扩增获得抗 IBDV 抗体 Fab 的

L 和 Fd 片段基因，将其分别克隆于 pET-27b(+)表达

载体中，分别表达重组 L 蛋白和 Fd 蛋白后，利用

变性液和复性液将其共复性获得具有中和活性的抗

IBDV 抗体 Fab。本研究为研制治疗 IBD 抗体制剂提

供了新的方法和策略。

1 材料和方法

1.1 主要实验材料 peedual-IRES 质粒(含抗 IBDV
全长抗体基因全序列)、IBDV 高免血清、VP2 蛋白

均 由 本 实 验 室 制 备 ；DF1 细 胞、pET-27b (+)载 体、
E.coli DH5α 及 Rosetta (DE3)株均 由 本 实 验 室 保 存 ；

不同 IBDV 疫苗株(1-65 株、MB 株、BJ836 株、NF8
株、Gt 株和 B87 株)购自不同的生物公司；限制性

内切酶、T4 连接酶、TaqDNA 聚合酶、pMD18-T 载

体及 DNA Marker 均购自 TaKaRa 公司；HRP 标记的

兔抗鸡 IgG(IgG-HRP)购自 eBioscience 公司；引物由

Invitrogen 公司合成(表 1)。
1.2 抗 IBDV 抗体 Fab 重组表达质粒的构建及表达

以 peedual-IRES 质 粒 为 模 板 ， 采 用 引 物 P1/P2 和

P3/P4 分别 PCR 扩增 L 和 Fd 基因，PCR 产物经测序

正确后利用 NcoⅠ /BamHⅠ进行双酶切，并分别克

隆 于 pET-27b (+)载 体 中 ， 构 建 重 组 质 粒 pET-L 和

pET-Fd，将其分别转化于 Rosetta (DE3)株。重组菌

经终浓度 0.25 mmol/L 的 IPTG 在 37 ℃下诱导培养

4 h。收集菌体经超声破碎后离心，分别取上清液和

沉淀，进行 SDS-PAGE 电泳检测。

1.3 包涵体 L 及 Fd 蛋白的变性复性 将 L 和 Fd
片段两种经变性液(8 mol/L 尿素，pH8.0)过夜变性

的包涵体按等摩尔量的比例逐滴共同加入 10 倍体

积的复性液(2 mol/L 尿素，pH8.0)中，4 ℃ 12 h 后

置于 50 mmol/L 的 Tris-HCl 中透析 48 h。将 L 蛋白

和 Fd 蛋白分别复性透析及共同复性透析后获得的

样品于 4 ℃以 12 000 r/min 离 心 15 min，取 20 μL
上清，进行 SDS-PAGE 检测，考马斯亮蓝染色、脱

色后观察结果。
1.4 重 组 抗 体 Fab 的 western blot 检 测 将 L、
Fd、Fab 及 BSA 样品各 10 μL 经 Native-PAGE 电泳

并转印至 NC 膜上，在含 5 %脱脂乳的封闭液中 37℃
封闭 2 h，洗膜后加入 VP2 蛋白(50 μL/mL)，37 ℃
40 min，以 IBDV 高免血清为一抗 (1 ∶200)，兔抗鸡

IgG-HRP 为 二 抗 (1 ∶7 500)，利 用 显 影 仪 曝 光 显 影 ，

检测各样品活性。
1.5 重组抗体 Fab 的亲和力和特异性检测 将抗

IBDV 的 Fab 抗体以浓度梯度 500 μg/mL、100 μg/mL、
20 μg/mL、4 μg/mL 各 100 μL 分 别 包 被 96 孔 板 ，

检测其对 VP2 的结合能力；将浓度为 500 μg/mL 的

Fab 抗体包被 96 孔板检测 Fab 抗体对不同 IBDV 株

(1-65 株、MB 株、BJ836 株、NF8 株、Gt 株和 B87
株)的结合能力。设置 PBS 组作为背景对照 1，未加

VP2 蛋白或 IBDV 组为阴性对照 2，未加高免血清

组为阴性对照 3，未加 HRP 标记兔抗鸡二抗组为阴

性对照 4，利用 BSA 代替 VP2 蛋白或 IBDV 组为阴

性对照 5，以及包被 L 蛋白组为阴性对照 6 和包被

Fd 蛋白组为阴性对照 7。样品及对照组均设置 3 个

平行孔。4 ℃包被过夜，采用 5 %脱脂奶粉 37 ℃封

闭 2 h， 加 入 VP2 蛋 白 (50 μg/mL)或 不 同 IBDV 株

(100 μL)，37℃ 1 h，以 IBDV 高免血清为一抗(1∶200)，
兔 抗鸡 IgG-HRP 为二抗 (1 ∶7 500)，以 TMB 底 物 液

表 1 目的片段扩增引物
Table 1 Primers used in the amplification of the target gene

Primers
P1: Fab-L(F)
P2: Fab-L(R)
P3: Fab-Fd(F)
P4: Fab-Fd(R)

Primer sequences (5'-3')
CCATGGGTGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTC (NcoⅠ)
GGATCCATTAGCACTCGGACCTCTTCAGGGTCTTC (BamHⅠ)
CCATGGGTGCCGTGACGTTGGACGAG (NcoⅠ)
GGATCCATTAGAGGACCTGCACCTCTGGGG (BamHⅠ)
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M: Protein Marker; 1, 5: Uninduced bacteria; 2, 6: Induced bacteria;
3, 7: Supernatant of induced bacteria; 4, 8: Precipitation of induced

bacteria; 9: L protein; 10: Fd protein;
11: The corenaturation of Fab protein

图 2 重组 L (A)和 Fd (B)诱导表达及其纯化蛋白(C)的
SDS-PAGE 检测

Fig. 2 The expressions of L (A), Fd (B) and purification of
the proteins (C) detected by SDS-PAGE

避 光 显 色 5 min， 终 止 显 色 反 应 后 ， 酶 标 仪 测 定

OD450nm 值。
1.6 IBDV 滴度的测定 将 IBDV 疫苗株 B87 经 10
倍 倍 比 稀 释 (10-1～10-12)后 接 种 培 养 于 96 孔 板 中 的

DF1 细 胞 单 层 中 ， 每 个 稀 释 度 做 8 个 复 孔 ， 培 养

5 d ～7 d。根据细胞病变(CPE)，按照 Reed-Muench
方法计算病毒的 TCID50。
1.7 重 组 抗 体 Fab 中 和 活 性 的 测 定 将 抗 体 Fab
按 2 倍倍比稀释(500 μg/mL～0.977 μg/mL)，分别与

100 TCID50 的 IBDV (B87 株 )混 合 ，37 ℃孵 育 1 h。
混合液分别加 至铺有单层 DF1 细胞 的 96 孔 板 中 ，

对照组 1 加 100 TCID50 的 IBDV，对照组 2 加 DMEM，

对照组 3 加 L 蛋白和病毒混合液，对照组 4 加 Fd
蛋白和病毒混合液，实验组和对照组各 8 个复孔，

于 37 ℃ 5 % CO2 培养。逐日观察 CPE 并记录结果，

观察 5 d～7 d。

2 结 果

2.1 抗 IBDV 抗体 Fab 重组表达质粒的构建及鉴定

以 peedual-IRES 质粒为模板，P1/P2 和 P3/P4 为引物

PCR 分别扩增 L 和 Fd 基因，测序正确后分别克隆

于 pET-27b (+) 载 体 中 ， 构 建 重 组 质 粒 pET-L 和

pET-Fd，PCR 鉴定结果显示，L 和 Fd 基因片段大小

分别约为 630 bp 和 700 bp，与预期结果相符(图 1)。

2.2 片段 L 及 Fd 的诱导表达及纯化 将构建的重

组质粒 pET-L 和 pET-Fd 分别转化于 Rosetta(DE3)株
进行诱导表达。诱导后菌体经超声破碎后分别取上

清 和 沉 淀 进 行 SDS-PAGE 检 测 ， 结 果 显 示 ， 重 组

Rosetta (DE3)菌经诱导后分别在 25 ku 和 28 ku 处出

现目的蛋白条带，与预期结果一致。并且 L 蛋白和

Fd 蛋白均以包涵体形式表达(图 2)。转化空载体的

Rosetta(DE3)菌无目的蛋白表达。

2.3 Fab 抗体的 western blot 检测 L、Fd、Fab 及

BSA 样 品 进 行 Native-PAGE 后 ， 转 膜 封 闭 ， 进 行

western blot 检测，结果显示共复性后的 Fab 大小约为

50 ku，并且可与 VP2 蛋白特异性结合，而单独复性

获得的 L 蛋白、Fd 蛋白及 BSA 不能与 VP2 蛋白结

合(图 3)。
2.4 重组抗体 Fab 的亲和力和特异性检测 使用

VP2 蛋白和不同 IBDV 疫苗株对共复性获得的抗体

Fab 进行 ELISA 检测。结果显示，OD450nm 值随抗体

Fab 浓度的递增呈现上升趋 势，具有剂量依赖性。
样品组与 PBS 组及阴性对照组相比差异极显著(p<0.01)，
表明抗体 Fab 对 VP2 蛋白和不同 IBDV 疫苗株均具

有特异性结合能力，并且抗体 Fab 对不同 IBDV 疫

M: DL2000 DNA Marker; 1: Negative control; 2: L PCR product;
3: Fd PCR product

图 1 重组质粒 pET-L 和 pET-Fd 的 PCR 鉴定
Fig. 1 PCR product of pET-L and pET-Fd plasmid

M 1 2 3

630 bp
700 bp

35 ku

M 5 6 7 8

M 9 10 11

A M 1 2 3 4

25 ku

18 ku

25 ku

35 ku

25 ku

18 ku

35 ku

25 ku

18 ku

28 ku

28 ku

25 ku

B

C
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M: Protein Marker; 1: L protein; 2: Fd protein;
3: Fab protein; 4: BSA

图 3 Fab 抗体的 western blot 分析
Fig. 3 The identification of Fab by western blot

A: Specificity and affinity of Fab to VP2 detected by ELISA;
B: Specificity and affinity of Fab to different virus strains detected

by ELISA; Note: **p<0.01 compared with negative controls

图 4 Fab 抗体的 ELISA 检测
Fig. 4 Fab detected by ELISA

苗株具有不同的结合能力(图 4)。

2.5 重组抗体 Fab 中和活性的测定 将连续倍比

稀 释 的 抗 体 Fab 与 100 TCID50 (TCID50=10-8.4/0.1 mL)
的 IBDV(B87 株)混合孵育，进行中和活性的测定，

结果显示，L 蛋白及 Fd 蛋白均无中和活性，而抗体

Fab 具有中和活性，其阻断病毒侵染 DF1 细胞的最

小浓度为 3.906 μg/mL (表 2)。

3 讨 论

近年来，由于 IBDV 超强毒株和变异株的出现[8-10]，

使得 IBD 的发生和流行呈现出新的特点，加大了诊

断和防制的难度 [8]。目前，IBD 已遍布全球各地区，

成为威胁世界养禽业最重要的疾病之一 [11]。一般使

用卵黄抗体和高免血清进行治疗，然而，因高免血

清造价昂贵很少大规模使用，而卵黄抗体也存在一

些不可避免的弊端 [12]，如可能携带传染病病原体(如
减蛋综合症、禽白血病、支原体等)，在应用时会产

生过敏反应，发病晚期应用疗效差等因素，这些严

重影响了卵黄抗体的应用。基因工程抗体作为以蛋

白为基础的靶向诊断和治疗用生物制品，在病毒性

疾病防制方面备受重视[13]。
本研究利用基因工程重组技术，通过 PCR 扩增

的方法获得了抗 IBDV 抗体 Fab 的 L 及 Fd 片段，将

它们分别克隆到表达载体 pET-27b(+)中进行表达，

共 复 性 后 获 得 了 具 有 天 然 构 象 的 重 组 抗 体 Fab。
Western blot 结果表明 L 蛋白与 Fd 蛋白能够通过共

复性的方法利用链间二硫键结合在一起获得大小约

为 50 ku 的抗 IBDV 抗体 Fab，并且其可以与 IBDV
VP2 蛋白特异性结合。ELISA 检测结果显示抗 IBDV
抗体 Fab 对 VP2 蛋白及不同 IBDV 疫苗株具有特异

性结合能力，而且其对不同病毒株具有不同的结合

能 力 ， 其 结 合 能 力 大 小 依 次 为 B87 株 >1-65 株

>BJ836 株 >Gt 株 >MB 株 >NF8 株。体外中和试验结

果表明获得的抗体 Fab 具有中和活性，其能够阻断

或抑制 IBDV (B87 株)对 DF1 细胞的侵染作用，其

阻断病毒的最小蛋白浓度为 3.906 μg/mL。
抗体 Fab 作为新型基因工程重组抗体之一，有

表 2 抗 IBDV(B87 株)抗体 Fab 中和活性的检测
Table 2 Neutralization tests of the Fab antibody against

IBDV (B87 strian)
Concentration of
Fab (μg/mL)

500
250
125
62.5
31.25
15.625
7.813
3.906
1.953
0.977

Fab and IBDV
0
0
0
0
0
0
0
0
100
100

IBDV
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

DMEM
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

L and IBDV
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Fd and IBDV
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

The percent of CPE (%)

O
D

45
0n
m

120 ku
M 1 2 3 4

85 ku

50 ku

35 ku

25 ku

20 ku

1 500 μg/mL
2 100 μg/mL
3 20 μg/mL
4 4 μg/mL
5 PBS
6 Negative 2
7 Negative 3
8 Negative 4
9 Negative 5
10 Negative 6
11 Negative 7

A 3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
1110987654321

O
D

45
0n
m

B 2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
1110987654321 12 13

1 1-65 strain
2 MB strain
4 BJ836 strain
5 NF8 strain
6 B87 strain
7 PBS
8 Negative 2
9 Negative 3
10 Negative 4
11 Negative 5
12 Negative 6
13 Negative 7
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

望成为治疗病毒类疾病的候选药物 [14]。本研究首次

获得了具有中和活性的抗 IBDV 抗体 Fab，为后续

研制 IBD 治疗性抗体提供了理论与技术支持。
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