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摘要： 为制备鸽腺病毒Ⅰ型 （ＰｉＡｄＶ－１） 六邻体蛋白 （Ｈｅｘｏｎ） 和纤突蛋白 （Ｆｉｂｅｒ） －２ 的多克隆抗体， 用蛋白结构分析软件对 Ｈｅｘｏｎ 基因和

Ｆｉｂｅｒ－２ 基因序列进行分析， 设计其相关抗原片段， 克隆至载体 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 中， 获得重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２。 利用大肠

杆菌 ＢＬ－２１ （ＤＥ３）， ＩＰＴＧ 诱导表达， 并通过 Ｎｉ 亲和层析树脂纯化。 然后， 用纯化的重组蛋白免疫新西兰大白兔， 制备多克隆抗体并利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ 层析柱纯化。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果分别出现大小约 ２７ 和 ５４ ｋＤａ 的目的条带， 表明重组 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ 蛋白成功表达。 ＥＬＩＳＡ 方法检测免疫后兔血

清， 抗 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２ 多抗血清效价均高达 １ ∶ １０８。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表明制备的多克隆抗体具有目标蛋白的结合活性。 本研究为建立 ＰｉＡｄＶ－１
的检测方法奠定基础， 也为 ＰｉＡｄＶ－１ 亚单位疫苗研制提供支持。
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　 　 鸽腺病毒 （ｐｉｇｅｏｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ， ＰｉＡｄＶ） 感染是由

禽腺病毒 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ， ＦＡｄＶ） 引起的一种急性

传染性疾病［１］。 ＰｉＡｄＶ 主要分为 ＰｉＡｄＶ－１ 和 ＰｉＡｄＶ－
２ 两个亚型［２－３］， 前者为典型腺病毒， 后者为坏死性
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传染病的诊断与防治， Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｓｌ４１８１＠ ｈｅｖｔｔｃ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

肝炎病毒［４］。 ＰｉＡｄＶ－１ 和 ＰｉＡｄＶ－２ 是根据临床特征

和尸体剖检后所观察到的组织器官损伤等命名的［５］，
其中， ＰｉＡｄＶ－１ 主要感染 １２ 月龄以内的鸽子， 以 ３～
５ 月龄的鸽子为主， 临床可见呕吐、 水样腹泻及体重

下降等症状［６－７］。 该疾病传播较为迅速， 数天后， 同

一鸽棚内的鸽子可能全群感染［８］。
腺病毒是一种没有包膜的直径为 ７０～９０ ｎｍ 的颗

粒， 呈无囊膜的球形结构［９］， 每个病毒颗粒包含一

个 ３６ ｋｂ 的线性双链 ＤＮＡ， 线性双链 ＤＮＡ 与核心蛋

白形成直径为 ６０ ～ ６５ ｎｍ 的髓芯， 被包裹于衣壳
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内［１０］。 腺病毒主要由纤突蛋白 （Ｆｉｂｅｒ）、 五邻体蛋

白 （ Ｐｅｎｔｏｎ ）、 六邻体 蛋 白 （ Ｈｅｘｏｎ ） 等 组 成［１１］。
Ｈｅｘｏｎ 在腺病毒的衣壳中占比最高［１２］。 腺病毒进入

细胞质后， Ｈｅｘｏｎ 负责激活微管动力蛋白， Ｈｅｘｏｎ 上

的表位是诊断不同血清型的标准， 它包括哺乳动物腺

病毒属的抗原成分， 是病毒体对免疫选择压力最敏感

的部位［１３］。 Ｆｉｂｅｒ 暴露在腺病毒外表面， 是腺病毒产

生抗体的主要抗原蛋白［１４］。 Ｆｉｂｅｒ 分为 Ｆｉｂｅｒ － １、
Ｆｉｂｅｒ －２［１５］， Ｆｉｂｅｒ－１ 与腺病毒受体的吸附有关， 与

致病性无关； Ｆｉｂｅｒ－２ 具有较好的免疫原性， 可用于

研制亚单位疫苗， 且疫苗具有较好的免疫保护

效果［１６－１７］。
本试验通过截短表达纯化 Ｈｅｘｏｎ 蛋白与 Ｆｉｂｅｒ－２

蛋白， 分别与佐剂乳化后免疫新西兰大白兔， 获得了

针对 Ｈｅｘｏｎ 蛋白与 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的特异性多克隆抗

体， 为建立 ＰｉＡｄＶ－１ 检测方法奠定基础， 也为研发

ＰｉＡｄＶ－１ 亚单位疫苗提供支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

２ 只 ６ 周龄 （体重 １􀆰 ５～２ ｋｇ） ＳＰＦ 级雌性新西兰

大白兔， 购自北京金牧阳实验动物养殖有限责任

公司。
１􀆰 ２　 菌株与载体

大肠杆菌 ＤＨ５α、 ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 购自上海唯地

生物技术有限公司。 原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 由

河北科技师范学院动物科技学院实验室保存。
１􀆰 ３　 主要试剂

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、 ＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ预染蛋白分子

量标准， 购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司；
ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ， 购自翌圣生物科技 （上海） 股份

有限公司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的羊抗鼠

ＩｇＧ、 羊抗兔 ＩｇＧ， 购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
６×Ｈｉｓ Ｔａｇ Ａｎｔｉｂｏｄｙ， 购自武汉三鹰生物技术有限公

司； 异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）， 购自北京

索莱宝科技有限公司； ＤＡＢ 显色液、 终止液， 购自

上海碧云天生物技术有限公司； ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ ＩＳＡ
２０６ＶＧ 佐剂， 购自默克有限公司； Ｈｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ－
Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ ＦＦ， 购自金斯瑞生物科技有限公司。
１􀆰 ４　 引物设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 公布的 ＰｉＡｄＶ － １ （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＣ ＿
０２４４７４􀆰 １） 中 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ－２ 基因的核苷酸序

列， 经 ＤＮＡＳｔａｒ 分析亲疏水性和抗原性， 选择 Ｈｅｘｏｎ
（４２～ ２５２ ａａ， 扩增片段大小为 ６８５ ｂｐ） 与 Ｆｉｂｅｒ － ２
（１～３３３ ａａ， 扩增片段大小为 １ ０５１ ｂｐ） 免疫原性较

好区域进行截短表达， 并合成 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 原核表

达载体引物 （表 １）。

表 １　 引物序列

引物 序列 （５′→３′） 内切酶

Ｈｅｘｏｎ－Ｆ ｃａｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇＡＴＴＴＧＣＧＣＣＴＧＴＣＧＡＧＴＣ ＸｈｏⅠ

Ｈｅｘｏｎ－Ｒ ｇｔｇｇａｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＡＧＣＴＡＣＴＴＣＧＡＧＴＴＧＣＧＣＡ ＢａｍＨⅠ

Ｆｉｂｅｒ２－Ｆ ｃａｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇＧＧＴＧＴＴＧＴＡＧＡＣＣＡＧＴＴＴＴＡＡＡ ＸｈｏⅠ

Ｆｉｂｅｒ２－Ｒ ｇｔｇｇａｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＣＣＣＣＡＧＣＣＧＴＣＡＡＡＣＧＴ ＢａｍＨⅠ

ｐＥＴ－２８ａ－Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ

ｐＥＴ－２８ａ－Ｒ ＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧ

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线处为酶切位点， 小写字母表示同源臂。

１􀆰 ５　 重组质粒的鉴定

将本实验室保存的 ＰｉＡｄＶ－１ 感染鸽肝进行充分

研磨， 提取 ＤＮＡ 作为模板扩增 Ｈｅｘｏｎ 与 Ｆｉｂｅｒ－２ 基

因， 采用 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 载体进行基因克隆与表达。
线性化 ｐＥＴ－２８ａ 载体经 ＰＣＲ 扩增及凝胶电泳鉴定后

回收， 使用 ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ进行双酶切处理 （３７ ℃
２０ ｍｉｎ， ８０ ℃ ５ ｍｉｎ） 后， 与纯化的 Ｈｅｘｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ－２
目的基因片段通过同源重组 （５０ ℃， ２０ ｍｉｎ） 进行

连接。 连接产物经热激法转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受

态细胞， 随后接种于含卡那霉素的 ＬＢ 琼脂平板，

３７ ℃倒置培养过夜 （约 １２ ｈ）。 挑取单菌落 ＰＣＲ 扩

增鉴定后， 送至北京擎科生物科技股份有限公司测

序， 鉴定成功的重组质粒命名为 ｐＥＴ－ ２８ａ －Ｈｅｘｏｎ、
ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２。
１􀆰 ６　 重组蛋白的诱导表达及鉴定

将 ｐＥＴ － ２８ａ －Ｈｅｘｏｎ、 ｐＥＴ － ２８ａ － Ｆｉｂｅｒ２ 转化至

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 挑取单菌落在 ３７ ℃、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下摇菌培养。 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０ 时，
１ ∶ １００ 加入 ＩＰＴＧ （终浓度 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、
２０ ℃诱导 ２０ ｈ。 诱导结束后 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 １０ ｍｉｎ、
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４ ℃离心收菌， 保留沉淀； 用 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ （ ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）
按 １ ∶ １０ 比例重悬菌体， 保留 １ ｍＬ 全菌样品， 剩余

液体进行超声破碎， 离心后收集上清液及沉淀， 使用

１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 经考马斯亮蓝染色、 脱色后

分析 ２ 种蛋白表达与表达形式。
１􀆰 ７　 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ、 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白纯化

及浓度测定

　 　 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证后发现 Ｈｅｘｏｎ 与 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白

均以包涵体的形式表达。 在 ２０ ℃条件下大量诱导表

达 ２ 种蛋白， ２０ ｈ 后 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃ 离心 １０ ｍｉｎ
收集菌体沉淀， 用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 重悬菌体后

超声破碎， ４ ℃ 离心后加入溶解液重悬菌体沉淀，
４ ℃条件下结合 １ ｈ， 离心保留上清液， 利用 Ｈｉｇｈ
Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ－Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ ＦＦ 对 Ｈｅｘｏｎ 与 Ｆｉｂｅｒ－２ 重组

蛋白进行洗脱纯化， 用 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证纯化后

的蛋白。 参照 ＢＣＡ 试剂盒说明检测纯化所得 Ｈｅｘｏｎ
与 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的质量浓度。
１􀆰 ８　 多克隆抗体的制备及纯化

将购买的 ６ 周龄新西兰大白兔饲养 ３ ～ ５ ｄ，
Ｈｅｘｏｎ 蛋白与 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白分别与 ２０６ 佐剂 １ ∶ １ 混匀

乳化， 在新西兰大白兔的背部皮下多点注射乳化好的

蛋白， 按照每只 ４００ μｇ 的剂量进行免疫。 首免后每

间隔 ２ 周进行 ２ 次免疫， 与首免的佐剂和剂量相同，
第 ３ 次免疫后间隔 １ 周心脏采血， ４ ℃ 离心收集血

清。 将收集到的血清通过蛋白 Ａ 层析柱进行纯化，
通过改变洗脱液的 ｐＨ 值， 洗脱结合在蛋白 Ａ 柱上的

抗体， 将洗脱的抗体进行 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证。

１􀆰 ９　 ＥＬＩＳＡ 检测多抗效价

用纯化后的 Ｈｅｘｏｎ 蛋白、 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白 ４ ℃过夜

包被酶标板， ＢＳＡ （５０ ｇ ／ Ｌ） ３７ ℃封闭 ２ ｈ。 按照 １ ∶
１０～１ ∶ １０８ 稀释 ２ 只兔免疫前血清 （阴性对照）， 纯

化前、 后多克隆抗体， ３７ ℃条件下 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ４
次后加入 ＨＲＰ 标记羊抗兔 ＩｇＧ。 加入显色液后 ３７ ℃
避光显色 １５ ｍｉｎ， 终止反应后检测 ＯＤ４５０值。
１􀆰 １０　 多抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将纯化的 Ｈｅｘｏｎ 与 Ｆｉｂｅｒ － ２ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检

测， 随后利用湿转法将其转印至 ＰＶＤＦ 膜。 室温下，
５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈ。 将膜与经过纯化的多克隆一抗

在 ４ ℃条件下孵育过夜。 使用含 ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ－２０ 的

磷酸盐缓冲液充分漂洗 ４ 次后， 于室温下与 ＨＲＰ 标

记的山羊抗兔二抗孵育 ２ ｈ。 再次洗涤后， 采用化学

发光成像系统对免疫印迹结果进行扫描与图像分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｐＥＴ － ２８ａ －Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ － ２８ａ － Ｆｉｂｅｒ２ ＰＣＲ
鉴定

　 　 将扩增的 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ－２ 基因克隆至ｐＥＴ－
２８ａ （＋）， 命名为 ｐＥＴ － ２８ａ － Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ － ２８ａ －
Ｆｉｂｅｒ２。 提取重组质粒后， 用特异性引物与 ｐＥＴ－２８ａ
原核表达载体引物进行 ＰＣＲ 鉴定。 特异性引物扩增

得到目的片段 ６８５、 １ ０５１ ｂｐ； ｐＥＴ－２８ａ 原核表达载

体引物扩增得到目的片段 １ ０８４、 １ ４５０ ｂｐ， 与预期结

果相符 （图 １）。

Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００； １􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ； ２􀆰 Ｈｅｘｏｎ； ３～６􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｆｉｂｅｒ２； ７～１０􀆰 Ｆｉｂｅｒ－２； Ｐ． ｐＥＴ－２８ａ 质粒； Ｎ１～ Ｎ２􀆰 阴性对照。

图 １　 重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ （Ａ） 和 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ （Ｂ） ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ２　 重组蛋白的表达、 鉴定及纯化

重组蛋白经检测， ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ－２８ａ－
Ｆｉｂｅｒ２ 菌液成功表达了约 ２７ ｋＤａ 和约 ５４ ｋＤａ 的重组

蛋白， 结果表明重组蛋白主要存在于超声破碎后沉淀

中， 说明 ２ 种蛋白均为非可溶性表达 （图 ２Ａ）。 大量

表达 ２ 种蛋白， 使用 Ｈｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ －Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ
ＦＦ 对重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２

进行蛋白纯化， 经 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定。 在 ２７ ｋＤａ
和约 ５４ ｋＤａ 处出现目标条带， 且较单一， 表明 ｐＥＴ－
２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 截短重组蛋白纯化效

果较好， 并无其余杂带 （图 ２Ｂ）。 ＢＣＡ 法测定 Ｈｅｘｏｎ
蛋白浓度为 ７􀆰 ９６２ ｇ ／ Ｌ， Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白浓度为 ５􀆰 ０７４
ｇ ／ Ｌ。
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Ｍ． 标准分子量蛋白； １􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 未诱导； ２􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 破碎后上清液； ３􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 破碎后沉淀； ４􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 未

诱导； ５􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 诱导； ６􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 破碎后沉淀； ７􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 破碎后上清液； ８ ～ ９􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２； １０ ～ １１􀆰 ｐＥＴ－

２８ａ－Ｈｅｘｏｎ。

图 ２　 ｐＥＴ－２８ａ－Ｈｅｘｏｎ 和 ｐＥＴ－２８ａ－ Ｆｉｂｅｒ２ 重组表达 （Ａ） 及蛋白纯化 （Ｂ） 的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 多克隆抗体的纯化鉴定

使用蛋白 Ａ 层析柱对收集的血清进行纯化， 将

洗脱的抗体进行 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证 （图 ３）。 在

２０ ｋＤａ （轻链） 和约 ５５ ｋＤａ （重链） 处出现目标条

带， 且较单一， 表明多克隆抗体的纯化效果较好， 并

无其余杂带。
２􀆰 ４　 多克隆抗体效价检测

经 ＥＬＩＳＡ 检测后发现， 纯化前 Ｆｉｂｅｒ － ２ 多抗

ＯＤ４５０ （１ ∶ １０８） 平均值为 １􀆰 ２５３， Ｈｅｘｏｎ 多抗 ＯＤ４５０

（１ ∶ １０８ ） 平均值为 ０􀆰 ４８８； 纯化后多抗 Ｈｅｘｏｎ 组

ＯＤ４５０ （１ ∶ １０７） 平均值为 ０􀆰 ４９４， Ｆｉｂｅｒ － ２ 组 ＯＤ４５０

（１ ∶ １０８） 平均值为 ０􀆰 ３７４。 ４ 个稀释度的样品孔 ／阴
性对照均的 ＯＤ４５０值＞２􀆰 １， 因此 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２ 均

判定为阳性 （表 ２、 表 ３）。 结果说明， Ｈｅｘｏｎ 蛋白与

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白经纯化后具有良好的免疫原性， ２ 种蛋

白免疫新西兰大白兔后产生的抗体均具有较高效价。

Ｍ． 标准分子量蛋白； １～３􀆰 Ｈｅｘｏｎ 多克隆抗体； ４ ～ ６􀆰 Ｆｉｂｅｒ－２ 多

克隆抗体。

图 ３　 多克隆抗体纯化的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

表 ２　 Ｆｉｂｅｒ－２ 多克隆抗体 ＥＬＩＳＡ 结果 （ＯＤ４５０值）

血清稀释比例
纯化前 纯化后

１ ２ ３ １ ２ ３
阴性对照

１０１ ２􀆰 ６１３ ２􀆰 ５８５ ２􀆰 ７０４ ２􀆰 ７７９ ２􀆰 ８２４ ２􀆰 ８２９ ０􀆰 ６８６

１０２ ２􀆰 ７１７ ２􀆰 ８９４ ２􀆰 ７８８ ２􀆰 ７７７ ２􀆰 ７９０ ２􀆰 ８７６ ０􀆰 ２５５

１０３ ２􀆰 ８７３ ２􀆰 ８２０ ２􀆰 ６９４ ２􀆰 ６０６ ２􀆰 ６００ ２􀆰 ６９４ ０􀆰 １６１

１０４ ２􀆰 ８４４ ２􀆰 ６６９ ２􀆰 ６０９ ２􀆰 ４９６ ２􀆰 ５７６ ２􀆰 ６６１ ０􀆰 １８３

１０５ ２􀆰 ５６５ ２􀆰 ４８６ ２􀆰 ５４６ ２􀆰 １２１ ２􀆰 １８５ ２􀆰 ０４０ ０􀆰 １３１

１０６ ２􀆰 ５２６ ２􀆰 ３３４ ２􀆰 ５４５ ２􀆰 １１８ ２􀆰 １９６ ２􀆰 ２１９ ０􀆰 １２４

１０７ ２􀆰 ０５６ ２􀆰 ０７８ ２􀆰 １３６ １􀆰 １７７ １􀆰 ４０４ １􀆰 ２６９ ０􀆰 １１５

１０８ １􀆰 ００６ １􀆰 ２４９ １􀆰 ５０２ ０􀆰 ２９６ ０􀆰 ４５８ ０􀆰 ３６８ ０􀆰 １０４
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表 ３　 Ｈｅｘｏｎ 多克隆抗体 ＥＬＩＳＡ 结果 （ＯＤ４５０值）

血清稀释比例
纯化前 纯化后

１ ２ ３ １ ２ ３
阴性对照

１０１ ２􀆰 ８６４ ２􀆰 ８０４ ２􀆰 ７４５ ２􀆰 ３７２ ２􀆰 ５２８ ２􀆰 ３９４ ０􀆰 ９４０

１０２ ２􀆰 ８７５ ２􀆰 ７４４ ２􀆰 ７０５ ２􀆰 ３０９ ２􀆰 ４２７ ２􀆰 ５２１ ０􀆰 ３４１

１０３ ２􀆰 ５３０ ２􀆰 ３３７ ２􀆰 ３５０ ２􀆰 ０４６ ２􀆰 ０５５ ２􀆰 １４４ ０􀆰 １７８

１０４ ２􀆰 ００３ １􀆰 ９９２ ２􀆰 ０５８ １􀆰 ４３９ １􀆰 ４３２ １􀆰 ６１５ ０􀆰 １３８

１０５ １􀆰 ６５８ １􀆰 ５９４ １􀆰 ６６６ ０􀆰 ８５４ ０􀆰 ８９０ １􀆰 ０７１ ０􀆰 １３６

１０６ １􀆰 ２０６ １􀆰 ２８５ １􀆰 ５８４ ０􀆰 ６９１ ０􀆰 ７０６ ０􀆰 ８７８ ０􀆰 １３８

１０７ ０􀆰 ６４９ ０􀆰 ７８１ １􀆰 ３２３ ０􀆰 ３９７ ０􀆰 ４９９ ０􀆰 ５８５ ０􀆰 １２０

１０８ ０􀆰 ３５９ ０􀆰 ４２８ ０􀆰 ６７８ ０􀆰 １９６ ０􀆰 ２１３ ０􀆰 ２２６ ０􀆰 １１８

２􀆰 ５　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将纯化后的 Ｈｅｘｏｎ 蛋白、 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 检测， 转印后用纯化后稀释的家兔抗 Ｈｅｘｏｎ 蛋

白、 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白多克隆抗体 （一抗） 和山羊抗家兔

ＩｇＧ （ＨＲＰ） （二抗） 对制备的多克隆抗体进行鉴定。
结果显示， 在 ２７ 和 ５４ ｋＤａ 位置出现特定条带 （图
４）， 表明制备的 Ｈｅｘｏｎ 与 Ｆｉｂｅｒ－２ 多克隆抗体与重组

表达的 Ｈｅｘｏｎ 蛋白、 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白之间发生特异性的

结合反应。

Ｍ． 标准分子量蛋白； １􀆰 Ｈｅｘｏｎ； ２􀆰 Ｆｉｂｅｒ－２。

图 ４　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

３　 讨论

ＰｉＡｄＶ 感染是赛鸽的一种常见疾病， 具有发病率

高、 传播范围广等特点。 该病毒在鸽群打斗互啄时，
通过受伤暴露的皮肤与黏膜进入易感动物体内， 引起

发病。 病鸽主要症状为进食饮水后立即呕吐、 消化停

滞， 有些病鸽在 １０～３０ ｍｉｎ 后呕吐， 嗉囊中还未吐出

的饲料触感较硬［１８］。 病鸽全身羽毛蓬松， 呆立， 粪

便由绿色水便逐渐转为墨绿色黏稠便， 后转为黄绿色

蛋清样便， 再变为深褐色， 病鸽的呕吐物及排泄物中

含有病毒。 由于 Ｈｅｘｏｎ 中具有中和抗体表位的

Ｌｏｏｐ１、 Ｌｏｏｐ２， 因此使用 Ｈｅｘｏｎ 蛋白免疫后， 机体能

产生中和抗体［１３］。 Ｆｉｂｅｒ－２ 之所以可以用来制备亚单

位疫苗， 是由于该蛋白具有良好的免疫原性， 且制备

的疫苗具有较好的免疫保护效果［１９］。 因此制备ＰｉＡｄＶ－
１ Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白多克隆抗体， 对于研究

ＰｉＡｄＶ 相关的检测方法及亚单位疫苗具有重要意义。
本研究用蛋白结构分析软件对 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２

基因进行分析， 对 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２ 基因进行截短，
选取 Ｈｅｘｏｎ 免疫原性较好区域 （４２ ～ ２５２ ａａ） 以及

Ｆｉｂｅｒ－２ 免疫原性较好区域 （１ ～ ３３３ ａａ）， 在原核表

达载体 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 中分别克隆 ＰｉＡｄＶ－１ 的 Ｈｅｘｏｎ
及 Ｆｉｂｅｒ－２ 基因， 并通过大肠杆菌表达系统对重组蛋

白进行诱导表达与纯化。 随后以纯化的蛋白作为免疫

原， 对新西兰大白兔进行免疫接种， 最终制备并纯化

了针对 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的兔源多克隆抗体。 经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析证实， ２ 种重组蛋白均成功在大肠杆

菌内实现表达， 且主要以包涵体形式存在， 其分子量

约为 ２７ 和 ５４ ｋＤａ。 将纯化的多克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试验， 结果表明， 制备的 ２ 种多克隆抗体能够与

２ 种重组表达蛋白发生特异性结合。 另外， 经 ＥＬＩＳＡ
检测， 纯化后的 Ｈｅｘｏｎ 多克隆抗体效价达 １ ∶ １０７；
Ｆｉｂｅｒ－２ 多克隆抗体纯化前后效价均达 １ ∶ １０８， 说明

２ 种抗体具有较好的敏感性。
目前， ＰｉＡｄＶ 已散发于世界各地， 畜牧业及家禽

产业的飞速发展为疾病传播带来了巨大的风险。 随着

经济发展， 多数散养户转化为养殖场， 由于日渐增长

的饲养数量以及饲养规模的扩大， 疾病防控与治疗面

临巨大挑战。 ＰｉＡｄＶ 在赛鸽、 肉鸽、 宠物鸽中不断传

播， 给家禽业的发展造成困难并带来一定的经济损

失， ＰｉＡｄＶ 已经成为威胁养鸽产业的重要病原之一，
目前还没有商品化的疫苗。 本试验通过截短表达

ＰｉＡｄＶ－１ Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白， 获得的抗 Ｈｅｘｏｎ 和

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白多克隆抗体均具有较高的效价与较好的

特异性， 为建立 ＰｉＡｄＶ－１ 检测方法奠定基础， 也为

研发 ＰｉＡｄＶ－１ 亚单位疫苗提供支持。
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