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多克隆抗体的制备
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摘要： 为开展禽腺病毒 ４ 型 （ＦＡｄＶ－４） 五邻体蛋白 （Ｐｅｎｔｏｎ） 和纤丝蛋白 （Ｆｉｂｅｒ１） 多克隆抗体的制备及评价， 研究通过对 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 基

因优势抗原表位基因片段进行生物信息学分析， 设计特异性引物 ＰＣＲ 扩增获得 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 优势抗原表位基因片段， 将其克隆至原核表达载

体 ｐＣｏｌｄⅠ， 转入表达宿主菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 进行异丙基硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ） 诱导表达， 将纯化、 鉴定后的目的蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠制备多克

隆抗体， 对抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定及间接 ＥＬＩＳＡ 抗体效价测定。 结果可见， ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ 基因序列共编码 ５２５ 个氨基酸， Ｆｉｂｅｒ１ 基因序列共

编码 ４３２ 个氨基酸， 其优势抗原表位点分别有 ７、 ６ 个区域， 且均集中于 Ｎ 端； 成功构建 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 和 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 重组原核表达质粒， 其诱导表

达的重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 均与 Ｈｉｓ 标签单抗发生特异性反应， 动物免疫获得的 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体均能与目的蛋白反应形成特异性条

带， 且 Ｐｅｎｔｏｎ 多克隆抗体效价高于 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体。 综上， 研究获得的纯化重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 较 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白表达量更高， 免疫后血清抗体效价更

高， 更具有制备多克隆抗体的优势。
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　 　 禽腺病毒 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ， ＦＡｄＶ） 属于腺病毒

科、 禽腺病毒属［１］。 根据群特异性抗原特征将禽腺

病毒分为Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ群和 １２ 个血清型， 又根据系统

进化树、 基因组分为 Ａ～ Ｅ ５ 个基因型［２］。 安卡拉病

毒属于 Ｉ 群禽腺病毒血清 ４ 型 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４， ＦＡｄＶ－４）， 基因型为 Ｃ 型， 感染鸡后其

特 征 性 病 变 为 心 包 积 液 － 肝 炎 综 合 征

（Ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＨＨＳ） ［３］， 病理

变化是黄色心包积液、 肿胀， 肝脏坏死、 有点状出

血， 其对家禽业造成了巨大经济损失［４－５］。 ＨＨＳ 最初

于 １９８７ 年报道在巴基斯坦卡拉奇发生， 在 １ 年内迅

速传播到巴基斯坦其他地区， 随后在南美洲和亚洲暴

发， 包括伊拉克、 日本、 智利、 韩国和中国［６］。 该

病多发于 ３ ～ ５ 周龄的肉鸡， 死亡率在 ３０％ ～ ７０％之

间， 最高可达 ８０％， 且死亡率随着鸡日龄的增大而

降低， 成年蛋鸡死亡率一般不超过 １０％， 发病鸡群

产蛋率下降 １０％ ～ ３０％［７］。 开展对 ＨＨＳ 的诊断、 预

防和治疗研究是防控本病的必要手段， 基于 ＦＡｄＶ－４
病毒结构蛋白的诊断方法、 新型疫苗开发、 抗体类分

子制剂等研究多建立于目的蛋白的分子特征分析、 蛋

白表达与纯化、 抗体制备的基础上， 是防控 ＨＨＳ 的

技术 关 键。 五 邻 体 蛋 白 （ Ｐｅｎｔｏｎ ） 和 纤 丝 蛋 白

（Ｆｉｂｅｒ１） 是 ＦＡｄＶ－４ 主要结构蛋白之一， Ｐｅｎｔｏｎ 对

病毒粒子在细胞中的装配和维持病毒粒子的结构和病

毒侵入细胞方面发挥作用， 在不同血清型间较为保

守［８］； Ｆｉｂｅｒ１ 能够直接与宿主细胞受体结合， 可介导

病毒内化， 在病毒感染细胞时绑定细胞， 影响病毒的

致病性， Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白与 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 相连伸出［９］。 目

前对 ＦＡｄＶ－４ 主要结构蛋白的研究较多， 但并无针对

相关蛋白的成熟商品化疫苗推出， 对 ＦＡｄＶ－４ 主要结

构蛋白的致病机理、 免疫效果的探索仍是当下研究的

主题。
本试验基于 ＦＡｄＶ－４ 结构蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１

分子特征分析， 选择 Ｎ 端优势抗原表位基因片段进

行原核表达， 获取纯化蛋白并制备其多克隆抗体， 最

后对多克隆抗体效价、 重组蛋白的免疫原性和反应原

性作出评价， 可为 ＦＡｄＶ－４ 结构蛋白生物学功能研

究、 诊断试剂盒研发以及临床药物治疗提供数据

参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物、 菌种、 载体和质粒

６～８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自贵州医科大学实验动

物中心； ｐＣｏｌｄ Ⅰ载体、 ＤＨ５α 感受态细胞、 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞均购自上海碧云天生物技术有限

公司； ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｐｅｎｔｏｎ 克隆载体、 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｆｉｂｅｒ１
克隆载体由贵州大学预防兽医学实验室保存。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

酵母粉、 胰蛋白胨购自 ＯＸＯＩＤ 公司； ２ × Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 Ｔ４ 连 接 酶、 Ｈｉｎｄ Ⅲ、 ＢａｍＨ Ⅰ、
ｐＭＤ－１９Ｔ 载体购自宝生物工程 （大连） 有限公司；
Ｅ．Ｚ．Ｎ． Ａ．® Ｐｌａｓｍｉｄ ｋｉｔ 质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
ＢＩＯ－ＴＥＫ 公司； 蛋白纯化试剂盒、 山羊抗小鼠 ＩｇＧ
ＨＲＰ、 Ｈｉｓ 小鼠单抗、 聚丙烯酰胺凝胶试剂盒、 ５ ×
ＳＤＳ 蛋白上样缓冲液均购于上海碧云天生物技术有限

公司； 异丙基硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 购自 Ｓｉｇｍａ
公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白生物信息学分析

应用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析 ＦＡｄＶ－ ４ Ｐｅｎｔｏｎ、
Ｆｉｂｅｒ１ 蛋 白 的 基 本 理 化 性 质； 应 用 在 线 软 件

ＤＥＴＡＩＢＩＯ 分析 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白信号肽

和跨膜区； 应用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件包 Ｐｒｏｔｅａｎ 分析 Ｐｅｎｔｏｎ、
Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白 Ｂ 细胞抗原表位的亲水性、 柔韧性、 表面

可 及 性 和 抗 原 指 数； 应 用 软 件 ＳＯＰＭＡ 与

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 分析 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白二级

结构与三级结构。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 基因表达载体构建

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已发表的 ＦＡｄＶ 基因序列

（登录号： ＧＵ１８８４２８）， 应用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件

设计合成两对引物， 分别扩增 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１， 命名

为 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 和 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１， 引物序列见表 １， 预期

扩增片段大小分别为 ７１７ ｂｐ 和 ３６６ ｂｐ， 引物由上海

生工生物工程股份有限公司合成。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 目的基因扩增、 克隆与阳性重组质粒筛选

使用质粒 ＤＮＡ 提取试剂盒从保存的菌液中提取

ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｐｅｎｔｏｎ 克隆载体、 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｆｉｂｅｒ１ 克隆

载体质粒 ＤＮＡ， 以各自的质粒 ＤＮＡ 为模板， 按以下

反应扩增： 预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ４５ ｓ， ６１ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３５ 个循环； 最后 ７２ ℃ 终延伸

１０ ｍｉｎ。 扩增结束后 ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶电

泳观察结果。 使用胶回收试剂盒切胶回收目的基因，
将回收产物与 ｐＣｏｌｄⅠ空载体分别应用对应的内切酶

３７ ℃酶切过夜， 回收酶切过的目的片段并与 ｐＣｏｌｄⅠ
使用 Ｔ４ 连接酶 ４ ℃ 连接过夜。 将连接产物转化入

ＤＨ５α 感受态细胞， 后置于 ＬＢ 固体培养基培养 １６ ｈ，
挑取单个菌落接种含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中过夜培

养， 提取质粒并进行 ＰＣＲ 与双酶切鉴定， 将阳性质

粒送至上海生工生物工程股份有限公司测序。
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表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′－３′） 长度 ／ ｂｐ 内切酶

ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＧＡＣＣＴＡＴＣＣＧＧＣＧＡＴＧＧＴ

ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ Ｒ： ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＧＴＡＡＣＣＣＴＴＧＴＡＣＡＣＧＴＡＣＧＴＧＣ
７１７

ＢａｍＨⅠ

ＨｉｎｄⅢ

ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ Ｆ： ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＣＧＧＣＣＣＴＡＡＴＣＧＣＣＴ

ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ Ｒ： ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＣＣＡＡＡＧＴＡＴＣＧＴＣＡＴＣＧＡＴＧＡＧＣＡＧ
３３６

ＨｉｎｄⅢ

ＸｂａⅠ

　 　 　 　 　 　 注： 下划线标注为酶切位点序列

１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋白的原核表达

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 蛋白表达形式验证

将测序鉴定成功的阳性重组质粒转入 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞培养过夜， 扩大培养后加入 ＩＰＴＧ
至终浓度 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ３７ ℃振荡培养 ４ ｈ， 诱导表达

目的蛋白， 取菌液离心后将 ＰＢＳ 洗涤冻融后的沉淀

超声波裂解， 分别收集上清液和沉淀， 上清液需要咪

唑洗脱液进行洗脱， 沉淀则需要咪唑脲素 （ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 洗脱， 取适量样品用 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

其蛋白表达形式。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋白纯化

采用结合 Ｈｉｓ－ｔａｇ 标签的蛋白纯化试剂盒纯化后

进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 将细菌裂

解液、 上样穿流液、 洗涤液、 洗脱液制样后进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 参考步骤如下： 组装制胶模具并参

照 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒说明书配置浓缩胶，
待浓缩胶凝固后配置分离胶并转移在玻璃夹层内， 将

裂解的蛋白混合蛋白上样缓冲液后在沸水中放置

１０ ｍｉｎ后， 每泳道 ２０ μＬ 上样量于孔中， 将 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 缓冲液倒入电泳槽中， 在样品进入分离胶之前

８０ Ｖ 恒压， 之后 １００ Ｖ 恒压直跑到凝胶底部。 从胶

板中取出凝胶， 置于染色容器内， 加入考马斯亮蓝染

色液， 染色 ３０ ｍｉｎ。 倒掉染色液后并用去离子水清洗

后， 并加入 １００ ｍＬ 脱色液脱色至背景清晰。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 参考步骤如下： 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后按

照胶块大小裁剪 ＰＶＤＦ 膜， 安装好转印夹后放入垂直

电泳槽中， 加入适量转膜缓冲液 １００ ｍＡ 恒流转印

３ ｈ， 结束后取出 ＰＶＤＦ 膜使用 ５％脱脂奶粉 ４ ℃封闭

过夜， 加入适当比例稀释的 Ｈｉｓ 小鼠单抗 ３７ ℃摇床

孵育１ ｈ， 加入 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ ＨＲＰ 酶标二抗

３７ ℃摇床孵育 １ ｈ， 中间使用 ＴＢＳＴ 洗涤， 最后用

ＤＡＢ 底物显色溶液对 ＰＶＤＦ 膜显色， 红外扫描仪扫

描 ＰＶＤＦ 膜观察结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白多克隆抗体制备

１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫与血清收集

采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对纯化后的蛋白进行

蛋白浓度测定， 按免疫剂量为 ２００ μｇ ／只免疫小鼠。

将制备的重组蛋白与弗氏佐剂等体积混匀， 采用皮下

注射免疫。 第 １ 次免疫 １４ ｄ 后进行第 ２ 次免疫， ７ ｄ
后进行第 ３ 次免疫； ３ 次免疫后对小鼠进行眼球采

血， 离心后收集血清。
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定与 ＥＬＩＳＡ 抗体

效价测定

将纯化重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 分别进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ， 分别使用制备的 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 在印迹试验中将一抗换成

Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体， ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠

ＩｇＧ 作为二抗， 试验步骤同 １􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２。
应用 ＥＬＩＳＡ 方法对血清抗体进行效价测定， 将

酶标板放入酶标仪里面， 在 ＯＤ４５０进行读数， 根据吸

光值来判断多克隆抗体的效价。 ＥＬＩＳＡ 试剂盒具体操

作步骤如下： 将纯化好的蛋白用包被液来稀释成

１０ μｇ ／ ｍＬ， 在酶标板上每孔加入 １００ μＬ， ４ ℃ 孵育

过夜。 倒掉酶标孔中的液体， 然后使用洗涤液 （１×
ＰＢＳＴ） 洗涤 ５ 次， 每次 ３ ｍｉｎ， 最后 １ 次在吸水纸上

拍干。 加入封闭液每孔 ２００ μＬ， ３７ ℃孵育 ２ ｈ。 再次

洗涤， 加入稀释好的待测血清 １００ μＬ， 转移到 ３７ ℃
恒温培养箱 １ ｈ。 继续洗涤后加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗

小鼠 ＩｇＧ （１ ∶ １ ０００ 倍稀释） 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃孵

育 １ ｈ。 再洗涤， 最后加入显色液 Ａ 和显色液 Ｂ 各

５０ μＬ， 混匀， 避光显色 １０ ｍｉｎ， 最后加 ５０ μＬ 终止

液终止反应。 结果判定： 以 Ｐ ／ Ｎ 值 （阳性孔 ＯＤ 值 ／
阴性孔 ＯＤ 值） 大于或等于 ２􀆰 １ 为阳性； Ｐ ／ Ｎ 值小于

２􀆰 １， 但大于或等于 １􀆰 ５ 为可疑； Ｐ ／ Ｎ 值小于 １􀆰 ５ 为

阴性。

２　 结果

２􀆰 １　 目的蛋白的生物信息学分析

应用生物分析软件分析 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１
蛋白的基本理化性质， 信号肽， 跨膜区， Ｂ 细胞抗原

表位的亲水性、 柔韧性、 表面可及性、 抗原指数

（图 １）， 二级结构及三级结构。 由表 ２ 可知， ＦＡｄＶ－
４ Ｐｅｎｔｏｎ 基因完整开放阅读框为 １ ５７８ ｂｐ， 共编码

５２５ 个氨基酸， 理论等电点 （ｐＩ） 为 ５􀆰 ０３， 总平均亲

水性 （ＧＲＡＶＹ） 为－０􀆰 ３００， 推测该蛋白为酸性亲水
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蛋白 （ ｐＩ ＜ ７， 判 定 酸 性； ｐＩ ＞ ７， 判 定 碱 性 ）
（ＧＲＡＶＹ 负值的绝对值越大， 亲水性越高）， 不稳定

系数 （ＩＩ） 为 ４６􀆰 ３０ （ＩＩ＞４０， 不稳定； ＩＩ＜４０， 稳定）
推测该蛋白为不稳定蛋白。 ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ１ 基因完整

开放阅读框为 １ ２９９ ｂｐ， 编码 ４３２ 个氨基酸， ｐＩ 为

４􀆰 ７７， ＧＲＡＶＹ 为－０􀆰 １２０， 推测该蛋白为酸性亲水蛋

白； ＩＩ 为 ３５􀆰 ８９， 推测该蛋白为稳定蛋白。 软件分析

结果显示， Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白均无跨膜区， 进行

原核表达时不用考虑将跨膜区去除； 均无信号肽， 不

能分泌到胞外。
ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ 蛋白二级结构中 α －螺旋占比

１５􀆰 ４％， β－转角占比 ７􀆰 ４３％， 无规则卷曲和延长链

占比 ７７􀆰 １７％， 无 β－折叠； 在 ５ ～ ２３、 ６５～ ７６、 １６３ ～
１７１、 ２１６～２２７、 ３６６～ ３７５、 ４５２ ～ ４６２、 ４８６ ～ ４９０ 肽段

共有 ７ 个 Ｂ 细胞表位， 且该连续线性表位均位于肽

段的无规卷曲和延长链处， 很可能是 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ
的优势抗原表位区域。 由图 １Ｂ 可知， ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ１
蛋白二级结构中 α－螺旋占比 ６􀆰 ４８％， β－转角占比

６􀆰 ２５％， 无规则卷曲和延长链占比 ８７􀆰 ２７％， 无 β－折
叠； 在 １５～２４、 ３２ ～ ４９、 ２２３ ～ ２３０、 ３０２ ～ ３０９、 ３２７～
３３２、 ３５２～３５８ 肽段共有 ６ 个 Ｂ 细胞表位， 且该连续

线性表位同样位于肽段的无规卷曲和延长链处， 很可

能是 ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ１ 的优势抗原表位区域。 ＦＡｄＶ－４
Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白都是以无规则卷曲和延长链为

主， α－螺旋和 β－转角为辅。 无规则卷曲和转角散在

存在， 提高了目的蛋白充分与周围的极性环境相接

触， 为抗原表位的形成提供了有利条件。

表 ２　 蛋白理化性质分析结果

项目 Ｐｅｎｔｏｎ Ｆｉｂｅｒ１

开放阅读框 ／ ｂｐ １ ５７８ １ ２９９

氨基酸数目 ５２５ ４３２

蛋白分子式 Ｃ２５４７Ｈ３９５５Ｎ６７７Ｏ７９４Ｓ２０ Ｃ２００１Ｈ３１３３Ｎ５３１Ｏ６３７Ｓ７

ｐＩ ５􀆰 ０３ ４􀆰 ７７

相对分子质量 （ＭＷ） ５７ ４０５􀆰 ６８ ４５ ０４５􀆰 ４８

正电荷氨基酸残基

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）
３９ ２４

负电荷氨基酸残基

（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）
４９ ３３

ＩＩ ４６􀆰 ３０ ３５􀆰 ８９

脂肪系数 （ＡＩ） ７９􀆰 ２８ ８３􀆰 ０３

ＧＲＡＶＹ －０􀆰 ３００ －０􀆰 １２０

图 １　 Ｐｅｎｔｏｎ （Ａ） 和 Ｆｉｂｅｒ１ （Ｂ） 蛋白 Ｂ 细胞表位分析
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２􀆰 ２　 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 基因表达载体构建

２􀆰 ２􀆰 １　 目的基因 ＰＣＲ 扩增

以 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｐｅｎｔｏｎ 克隆载体、 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｆｉｂｅｒ１
克隆载体为模板， 扩增 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 基因目的片

段。 由图 ２ 和图 ３ 可见， ＰＣＲ 能扩增出与预期目的基

因大小相符的特异性目的片段条带。

Ｍ． ＤＬ２０００ 分子质量标准； １～５． 质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｐｅｎｔｏｎ；
６． 阴性对照。

图 ２　 ＦＡＤＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ 基因扩增

Ｍ． ＤＬ２０００ 分子质量标准； １～４． 质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｆｉｂｅｒ１；
５． 阴性对照。

图 ３　 ＦＡＤＶ－４ Ｆｉｂｅｒ１ 基因扩增

２􀆰 ２􀆰 ２　 阳性重组质粒 ＰＣＲ 鉴定

将重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 和 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 使用所设

引物与反应条件进行 ＰＣＲ 扩增。 由图 ４ 和图 ５ 可见，
能扩增出与预期目的基因大小相符的片段。
２􀆰 ２􀆰 ３　 重组质粒双酶切鉴定

分别对 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 和 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 重组质粒使用

两组限制性内切酶 （ＢａｍＨⅠ与 ＨｉｎｄⅢ、 ＨｉｎｄⅢ与

ＸｂａⅠ） 进行酶切鉴定。 由图 ６ 和图 ７ 所示， 均出现

双酶切条带， 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ、 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 目

的条带分别 ７１７ ｂｐ、 ３６６ ｂｐ。 阳性重组质粒经测序验

证， 与预期相符， 说明重组原核表达质粒构建成功。

Ｍ． ＤＬ２０００ 分子质量标准； １． 阳性对照；
２～５． 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ； ６． 阴性对照。

图 ４　 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 的 ＰＣＲ 鉴定

Ｍ． ＤＬ２０００ 分子质量标准； １． 阳性对照；
２． 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１； ３． 阴性对照。

图 ５　 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 的 ＰＣＲ 鉴定

Ｍ． ＤＬ５０００ 分子质量标准； １～３． 重组质粒； ４． 空载体对照。

图 ６　 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 双酶切鉴定

２􀆰 ３　 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋白的原核表达

２􀆰 ３􀆰 １　 重组蛋白表达形式验证

将离心收集的蛋白样品取 ２０ μＬ 使用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析其蛋白表达形式。 由图 ８ 和图 ９ 可见， 重组菌

ｐＣｏｌｄⅠ － Ｐ 和 ｐＣｏｌｄ Ⅰ － Ｆ１ 在沉淀中表达， 表明
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Ｐｅｎｔｏｎ 蛋白和 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白主要为包涵体表达。

Ｍ． ＤＬ５０００ 分子质量标准； １～２． 重组质粒； ３． 空载体对照。

图 ７　 重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 双酶切鉴定

Ｍ． １８０ ｋＤａ 预染蛋白； １． ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 诱导沉淀； ２． ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 诱

导上清液。

图 ８　 重组菌 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｐ 表达形式分析

Ｍ． １８０ ｋＤａ 预染蛋白； １． ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 诱导沉淀；
２． ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 诱导上清液。

图 ９　 重组菌 ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ１ 表达形式分析

２􀆰 ３􀆰 ２　 重组蛋白纯化与鉴定

将纯化后的目的蛋白使用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测。 由图 １０ 和图 １１ 可见， 重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ、

Ｆｉｂｅｒ１ 纯化后电泳分别出现 ３１􀆰 ８ ｋＤａ、 １６􀆰 ５ ｋＤａ 的蛋

白条带， 无杂蛋白条带， 说明均已成功纯化。 由图

１２ 和图 １３ 可知， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 印迹目的条带分别为

３１􀆰 ８ ｋＤａ、 １６􀆰 ５ ｋＤａ， 与预期相符， 说明所纯化得到

的蛋白为带有 Ｈｉｓ 标签的目的蛋白。

Ｍ． １２０ ｋＤａ 预染蛋白； １． 上样穿流液； ２～３． 洗涤液 （０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑脲素）； ４～８． 洗脱液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑脲素）

图 １０　 重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 沉淀纯化 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

Ｍ． １２０ ｋＤａ 彩色预染蛋白； １． 上样穿流液； ２ ～ ３． 洗涤液 （０􀆰 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑脲素）； ４～７． 洗脱液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑脲素）。

图 １１　 重组蛋白 Ｆｉｂｅｒ１ 沉淀纯化 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

１． 阴性对照； ２． 带 Ｈｉｓ 标签的重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ。

图 １２　 Ｐｅｎｔｏｎ 纯化蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 （Ｈｉｓ 单抗为一抗）

１． 阴性对照； ２． 带 Ｈｉｓ 标签的重组蛋白 Ｆｉｂｅｒ１。

图 １３　 Ｆｉｂｅｒ１ 纯化蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 （Ｈｉｓ 单抗为一抗）
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２􀆰 ４ 　 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白多克隆抗体效价测定及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ４􀆰 １　 重组蛋白浓度测定

采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对纯化后的蛋白进行

浓度测定， 用酶标仪测定 ＯＤ６３０处的吸光值， 根据测

定样品的吸光值推算出重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋

白浓度分别为 ３􀆰 ３７１ μｇ ／ μＬ 和 １􀆰 ２３５ μｇ ／ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

以重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 作为 抗 原 进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。 由图 １４ 和图 １５ 所见， 重组蛋白

Ｐｅｎｔｏｎ 制备的多克隆抗体能够特异性识别 ３１􀆰 ８ ｋＤａ
条带， 重组蛋白 Ｆｉｂｅｒ１ 制备的多克隆抗体能够特异

性识别 １６􀆰 ５ ｋＤａ 条带， 与预期结果相符。
２􀆰 ４􀆰 ３　 多克隆抗体效价测定

应用 ＥＬＩＳＡ 方法对小鼠血清抗体进行效价测定，
结果如表 ３、 表 ４ 所示， Ｐｅｎｔｏｎ 多克隆抗体的效价在

１ ∶ ３ ２００ 以上， 而 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体的效价在 １ ∶
１ ６００倍稀释时为阳性， 稀释至 １ ∶ ３ ２００ 时 Ｐ ／ Ｎ 值为

可疑， 重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 的血清抗体效价大于 Ｆｉｂｅｒ１。
说明重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 较 Ｆｉｂｅｒ１ 具有更高的免疫原性。

１． 阴性对照； ２． Ｐｅｎｔｏｎ 蛋白。

图 １４　 Ｐｅｎｔｏｎ 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果

１． 阴性对照； ２． Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白。

图 １５　 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

表 ３　 重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 多克隆抗体效价检测

稀释比例
ＯＤ 值

第 １ 次检测 第 ２ 次检测 两次均值
阴性对照 Ｐ ／ Ｎ

１ ∶ １００ ２􀆰 １３５ ２􀆰 １４２ ２􀆰 １３８ ０􀆰 １５９ １３􀆰 ４

１ ∶ ２００ １􀆰 ７９９ １􀆰 ７９１ １􀆰 ７９５ ０􀆰 １３７ １３􀆰 １

１ ∶ ４００ １􀆰 ５４３ １􀆰 ６９１ １􀆰 ６１７ ０􀆰 １８１ ８􀆰 ９

１ ∶ ８００ １􀆰 ２３３ １􀆰 ３５５ １􀆰 ２９４ ０􀆰 １６７ ７􀆰 ７

１ ∶ １ ６００ ０􀆰 ７８９ ０􀆰 ９６７ ０􀆰 ８７８ ０􀆰 １２５ ７􀆰 ０

１ ∶ ３ ２００ ０􀆰 ６７８ ０􀆰 ７１２ ０􀆰 ６９５ ０􀆰 １２４ ５􀆰 ６

表 ４　 重组蛋白 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体效价检测

稀释比例
ＯＤ 值

第 １ 次检测 第 ２ 次检测 两次均值
阴性对照 Ｐ ／ Ｎ

１ ∶ １００ １􀆰 ８１１ １􀆰 ９１９ １􀆰 ８６５ ０􀆰 １８２ １０􀆰 ２

１ ∶ ２００ １􀆰 ５６６ １􀆰 ４５８ １􀆰 ５１２ ０􀆰 ２６２ ５􀆰 ８

１ ∶ ４００ ０􀆰 ９８６ ０􀆰 ９８８ ０􀆰 ９８７ ０􀆰 ２５９ ３􀆰 ８

１ ∶ ８００ ０􀆰 ５３９ ０􀆰 ６３９ ０􀆰 ５８９ ０􀆰 １７５ ３􀆰 ４

１ ∶ １ ６００ ０􀆰 ４２４ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 ４３１ ０􀆰 １３３ ３􀆰 ２

１ ∶ ３ ２００ ０􀆰 ２２２ ０􀆰 ３１２ ０􀆰 ２６７ ０􀆰 １４４ １􀆰 ９

３　 讨论

基因序列的生物信息学分析有助于了解编码蛋白

的结构与成分， 为目的蛋白的体外表达、 应用等奠定

基础。 通过生物信息学分析， 明确蛋白理化性质、 抗

原表位， 可为亚单位疫苗、 抗体制备提供有效的数据

基础［１０］。 本研究使用生物信息学分析预测出 Ｐｅｎｔｏｎ
蛋白的亲水性能力大于 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白， 更有利于将其

以可溶性蛋白形式表达。 有研究分析了 ＦＡｄＶ－４ 主要

结构蛋白的二级结构、 三级结构， 并预测了各蛋白潜

在的 Ｂ 细胞、 ＣＴＬ 细胞、 Ｔｈ 细胞抗原表位［１１］。 因蛋

白结构与氨基酸组成不同， ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ 蛋白优势

抗原表位点区域分布较为均匀， 含有 ＦＡｄＶ－４ 的主要

抗原表位和中和抗体的识别表位， 该蛋白免疫鸡后可

诱导有效的免疫保护， 证实该蛋白可用于亚单位疫苗

的研制及单克隆抗体的制备［１２］。 研究发现， Ｐｅｎｔｏｎ
抗体可以阻断病毒体从酸性的核内质进入细胞浆， 从

而使病毒感染性失活， 因此 Ｐｅｎｔｏｎ 蛋白的高效表达

对诊断试剂、 抗病毒药物及疫苗的制备研究等都具有

重要意义［１３］。 Ｆｉｂｅｒ１ 在氨基酸 Ｎ 端拥有最高的抗原

性、 柔韧性、 亲水性和表面可及性， 相关研究将携带

Ｆｉｂｅｒ１、 Ｆｉｂｅｒ２ 突变基因的腺病毒质粒转染鸡 ＬＭＨ 细

胞， Ｆｉｂｅｒ１ 突变的重组病毒无法拯救， 而 Ｆｉｂｅｒ２ 组则

成功拯救， 证实 Ｆｉｂｅｒ１ 对介导病毒吸附至关重要，
而该区域可能是病毒粒子与细胞膜上受体结合的位

点［１４］。 本研究通过原核表达载体 ｐＣｏｌｄⅠ实现 ＦＡｄＶ－
４ Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋白大量表达， 可为后续动物

免疫提供优势抗原， 但表达的 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋
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白均为包涵体表达， 与杨华、 罗思思等［１５－１６］ 试验结

果一致。 有研究将 Ｐｅｎｔｏｎ 基因全序列克隆至 ｐＣｏｌｄ－
ＳＵＭＯ 表达载体中， 成功高效表达出可溶性 Ｐｅｎｔｏｎ
蛋白， 关于 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 重组蛋白亲水性对比需进

一步验证。
多克隆抗体在病原的检测和疾病治疗上具有重要

价值［１７］。 以 ＦＡｄＶ－４ 全病毒灭活抗原为诊断抗原存

在易散毒、 制备繁琐、 成本高等缺点， 而使用原核表

达系统表达出的人工抗原易于纯化与标准化， 成本低

且无散毒风险［１８］。 研究 ＦＡｄＶ－４ 衣壳蛋白多克隆抗

体可为后续 ＦＡｄＶ－４ 检测方法的开发及其相关致病机

制的研究奠定物质基础［１９］。 本研究应用 ＥＬＩＳＡ 方法

对制备的鼠源 Ｐｅｎｔｏｎ、 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体进行了效价

测定， Ｐｅｎｔｏｎ 多克隆抗体在 １ ∶ ３ ２００ 倍稀释时仍有

很高的免疫原性， 而 Ｆｉｂｅｒ１ 多克隆抗体效价仅为 １ ∶
１ ６００， 说明重组蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ 比 Ｆｉｂｅｒ１ 具有更高的免

疫原性， 可作为制备亚单位疫苗的优势抗原。
综上所述， 本研究对 Ｐｅｎｔｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ１ 基因优势

抗原片段序列进行扩增并克隆至 ｐＣｏｌｄⅠ表达载体，
成功在大肠杆菌中获得了高效表达， 通过免疫小鼠后

测定其血清抗体效价， 证实 Ｐｅｎｔｏｎ 重组蛋白具有良

好的免疫原性， 为后续亚单位疫苗或单克隆抗体研发

奠定了基础。
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