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摘要：为了进一步了解传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ）ＶＰ２蛋白Ｐ２２多肽抗原表位的功能，根据ＩＢＤＶ
ＶＰ２蛋白的三维结构，设计合成编码Ｐ２２多肽的基因序列，通过大肠杆菌密码子优化，并将基因序
列Ｐ２２串联二次合成并转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株。用ＩＰＴＧ诱导Ｐ２２基因的表达。表达纯
化后的Ｐ２２多肽经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析及传染性法氏囊病毒快速检测试纸条检
测。结果表明，Ｐ２２表位多肽的分子质量约为１６ｋＤ，并能被 Ｈｉｓ单抗识别，用试纸条检测纯化的

Ｐ２２多肽，呈阳性反应结果。提示ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白Ｐ２２多肽能与ＩＢＤＶ单抗特异性反应。
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　　鸡传染性法氏囊病（ＩＢＤ）是由传染性法氏囊病毒
（ＩＢＤＶ）引起的３～１２周龄雏鸡及青年鸡的一种急
性、高度接触性免疫抑制传染病。它通过破坏鸡的中

枢免疫器官－法氏囊，使免疫器官和免疫活性细胞功
能受到严重损伤，从而出现不同的免疫抑制［１］。该病
潜伏期较短，发病率高，且由于免疫抑制的发生，感染
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鸡常常发生疫苗接种免疫失败和对其他病原的易感
性增强，给养禽业造成了巨大的经济损失［２－３］。

传染性法氏囊病病毒（ＩＢＤＶ）属于双ＲＮＡ病毒
科，为典型的禽双ＲＮＡ病毒属。它由二十面体立体
对称的病毒粒子组成，分为２个片段的双链ＲＮＡ（Ａ
和Ｂ）的基因组，无囊膜，表面无突起，直径约６０
ｎｍ［４］。ＩＢＤＶ可以编码５种病毒蛋白，分别为ＶＰ１、

ＶＰ２、ＶＰ３、ＶＰ４、ＶＰ５［２］。其中ＶＰ２为主要的结构蛋
白，暴露在核衣壳的外面，并携带有病毒的主要中和
性抗原表位，它能诱导宿主产生针对ＩＢＤＶ的中和性
抗体，这种抗体能保护易感鸡使其免受ＩＢＤＶ的感
染，同时具有配体结合表位，对于病毒毒力和细胞嗜
性有着非常重要的影响［５－８］。根据细胞抗原受体的不
同，抗原表位可分为Ｂ细胞抗原表位和Ｔ细胞抗原
表位。ＩＢＤＶ以体液免疫为主，因此，鉴定其Ｂ细胞表
位有助于理解其体液免疫的本质。目前，ＩＢＤＶ　ＶＰ２
蛋白的抗原表位的研究已有很大进展，Ｃｕｉ等利用噬
菌体展示肽库得出构象表位位于 ＶＰ２ 高变区

２０４～３４４ａａ［９－１０］；Ｗａｎｇ等［１１］通过噬菌体展示肽库和
肽扫描法得出ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白的第１９７～２０９位和第
３２９～３３７位氨基酸序列特异结合抗ＩＢＤＶ的单克隆
抗体。肖治军等［１２］的研究也显示，ＶＰ２蛋白的第

１８９～２０５位和第３１２～３２６位氨基酸序列均可阻断
ＩＢＤＶ与抗ＩＢＤＶ单抗的结合反应。

本课题组之前对ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白配体结合表位
多肽进行了筛选和鉴定，并通过多肽结合鸡胚成纤维
细胞（ＣＥＦ）试验筛选出一条ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白配体结
合表位多肽Ｐ２２［１３－１４］。为了进一步深入研究Ｐ２２多
肽的功能，在之前试验基础上，通过大肠杆菌密码子
优化，设计合成编码Ｐ２２多肽（４３ＡＡ）的基因序列，将
基因序列串联合成后表达纯化并进行初步鉴定，以期
为进一步研究Ｐ２２多肽的其他功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
含Ｐ２２序列的重组载体由生工生物工程技术服

务有限公司合成；Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ　Ｒｅｓｉｎ购自
ＱＵＡＧＥＮ公司，ＩＢＤＶ抗原快速检测试纸条由河南
省动物免疫学重点实验室研制［１５］。预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
购自ＮＥＢ。

１．２　目的基因的合成
通过大肠杆菌密码子优化，设计合成编码Ｐ２２多

肽（４３ａａ）的基因序列，将该基因重复串联２次，中间
通过ｌｉｎｋｅｒ相连，ｌｉｎｋｅｒ氨基酸序列为 ＧＧＧＳＧ。在
Ｐ２２多肽的串联重复基因两端分别加酶切位点：

ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ和终止密码子ＴＡＡ，送至上海生工

生物工程技术服务有限公司进行基因合成，合成基因
的插入ｐＵＣ５７克隆载体中，命名为ｐＵＣ５７－Ｐ２２。基
因设计好后，送至生工生物工程技术服务有限公司合
成并转入ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１菌株。新的菌株命名为

ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２并提取质粒。

１．３　重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２的诱导表达
将鉴定正确的重组表达质粒ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２

以１％的接种量接种在含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ
液体培养基中，至细菌生长到对数生长期，即ＯＤ６００为

０．４～０．６时，在培养物中分别加入ＩＰＴＧ作为诱导
剂，ＩＰＴＧ终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃下振荡培养；取
ＩＰＴＧ诱导前和诱导后菌液各１ｍＬ，离心，收集菌体
做ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定结果。

１．４　多肽ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２的可溶性分析
诱导的菌液离心后的沉淀，用ＰＢＳ悬浮菌体；超

声破碎细胞后，９　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分离上清和
沉淀；上清和沉淀分别经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，判断该多
肽的可溶性。

１．５　表达条件优化
重组表达质粒ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２，３７℃下振荡

培养至对数生成期时，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＩＰＴＧ，分别诱导表达２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、过夜。各取不
同诱导时间的菌液，９　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集菌
体做ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．６　重组多肽的纯化及复性
按优化好的诱导表达条件摇菌液２００ｍＬ，离心

后收集沉淀。用Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ　Ｒｅｓｉｎ在变性条件
下纯化含Ｈｉｓ－ｔａｇ的融合蛋白。将沉淀溶解于变性结
合 缓 冲 液 （１００ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ 值 ８．０；

１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；８ｍｏｌ／Ｌ　Ｕｒｅａ）放置３０ｍｉｎ后，
确保沉淀完全溶解，９　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，除去不
溶成分，上清过亲和层析柱（亲和层析柱预先用２倍
体积的变性结合缓冲液平衡）；８倍柱床体积的变性
漂洗缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ 值６．３，

１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素）洗柱；３倍柱床
体积的变性洗脱缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ
值４．５；１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；８ｍｏｌ／Ｌ尿素）洗脱目的
蛋白，收集组分进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

使用 透 析 袋，用 Ｔｒｉｓ 缓 冲 液 （１００ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ值８．０；１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）逐渐降低
尿素的浓度，在４℃条件下透析２４～４８ｈ，直至蛋白
样品中的尿素完全被透析出来。

１．７　重组多肽的抗原性分析
纯化后的多肽进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析。样品经

沸水浴加热３～５ｍｉｎ，以使多肽充分变性。冷却到室
温后，将样品直接加至ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶加样孔即可。

１５１　第５期 王倩倩等：ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白Ｐ２２表位多肽的原核表达及初步鉴定



预计目的多肽已经适当分离后可停止电泳。将其转
移至硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）上，５％脱脂奶４℃封闭过
夜。ＰＢＳＴ洗膜３～５遍。加 Ｈｉｓ单抗，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，Ｈｉｓ单抗需１∶２　０００稀释。ＰＢＳＴ 洗膜
３～５遍。加入 ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗，３７℃孵育
１ｈ，ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗需１∶１　０００稀释。

ＰＢＳＴ洗膜３～５遍。ＡＥＣ试剂盒显示３ｍｉｎ后，双蒸
馏水终止反应。

用河南省动物免疫学重点实验室研制的ＩＢＤＶ
抗原快速检测试纸条检测纯化的多肽，上样量２０μｇ，
用３倍量生理盐水稀释，５ｍｉｎ内读结果。用生理盐
水和 河 南 省 动 物 免 疫 学 重 点 实 验 室 培 养 的
ＩＢＤＶ［１６］作为对照。

２　结果与分析

２．１　重组多肽的诱导表达与可溶性分析结果

ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２重组表达载体，在１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，３０℃条件下经２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ及过夜诱导，
离心取沉淀，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果发现（图１），诱
导４ｈ表达的蛋白最多，蛋白表达量随着时间的增长
逐渐增加，但超过８ｈ之后蛋白量反而有略微下将，
可能是因为诱导时间过长会有部分蛋白分解。

Ｍ．低分子量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．未诱导菌液；２～６．菌液
ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２诱导２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、过夜诱导

图１　ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２不同诱导时间下的表达情况

ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２重组表达载体，在１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ诱导４ｈ，将菌液离心，沉淀用ＰＢＳ重悬，经超声
波破碎后，沉淀和上清分别经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，如图２
所示。ｐＥＴ２８－ＢＬ２１－Ｐ２２在上清液中未见预期蛋白条
带，在沉淀中可见预期的蛋白条带。这说明表达的蛋
白全部为非溶性蛋白，主要以包涵体形式存在。

２．２　复性多肽ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定结果
用Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ　Ｒｅｓｉｎ在变性条件下纯化

带Ｈｉｓ－ｔａｇ的融合蛋白，得到的多肽装入透析袋，４℃
条件下逐渐降低尿素的浓度，直到样品中的的尿素完
全透析出去。用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定纯化后表达产
物Ｐ２２，在１６ｋＤ处得到单一的浓烈的条带（图３），与

预期的结果相符，说明纯化的产物为Ｐ２２串联产物。

Ｍ．低分子量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２超声
破碎后沉淀；２．ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２超声破碎后上清

图２　Ｐ２２表达多肽的可溶性分析

Ｍ．低分子量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｐ２２表达蛋白；２．Ｐ２２纯化蛋白

图３　纯化Ｐ２２表达产物ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定图谱

２．３　复性多肽的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果
复性多肽ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分

析，然后转至硝酸纤维素膜。３７℃条件下用５％脱脂
奶封闭该膜１ｈ。ＰＢＳＴ洗３遍。加 Ｈｉｓ单抗，３７℃
条件下作用３０ｍｉｎ。ＰＢＳＴ洗膜３遍。加辣根过氧化
酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ，３７℃条件下作用３０ｍｉｎ。ＡＥＣ
试剂盒显色。如图４所示，复性多肽能被抗Ｈｉｓ单克
隆抗体特异识别。

Ｍ．预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．复性多肽的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；

２．复性多肽的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ，一抗为抗Ｈｉｓ单抗

图４　复性多肽ｐＥＴ２８－Ｐ２２－ＢＬ２１的
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测图谱
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２．４　复性多肽的检测结果
用河南省动物免疫学重点实验室研制的ＩＢＤＶ

抗原快速检测试纸条检测复性多肽ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－
Ｐ２２，加ＩＢＤＶ和复性多肽ｐＥＴ２８－Ｐ２２－ＢＬ２１的试纸
条，控制线和检测线都有明显的红色条带，而加生理
盐水的试纸条只有控制线显色，说明获得的多肽可被

ＩＢＤＶ的单抗识别。

３　讨论

随着分子生物学技术的不断发展，原核表达系统
也在不断发展和完善，成为目前外源基因高效表达的
首选体系，以大肠杆菌表达系统为代表，具有繁殖快、
生长周期短、易于培养、表达量高、表达产物分离纯化
方法相对简单、培养基成本低、遗传背景清楚等优点。
本试验运用大肠杆菌表达系统表达了Ｐ２２基因，试验
最初直接将Ｐ２２多肽序列插入到克隆载体，之后将目
的片段与原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ连接，诱导后发现在

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ）株不表达。然后考虑将该基因重复
串联２次，中间通过ｌｉｎｋｅｒ相连，ｌｉｎｋｅｒ氨基酸序列为

ＧＧＧＳＧ，ｐＥＴ２８ａ－ＢＬ２１－Ｐ２２菌株后经ＩＰＴＧ 诱导，经

ＳＤＳ－ＰＡＧ电泳鉴定后考马斯亮蓝染色，可观察到约
在相对分子质量１６ｋＤ处有明显可见的条带，与预期
大小相一致，并能被Ｈｉｓ单抗识别。

Ｆａｓｓéｌｉ等［１７］于２００５年首次在Ｃｅｌｌ杂志公布了

ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白的亚结构，在文中提出了作为构成双

ＲＮＡ无囊膜病毒的ＶＰ２结晶图谱，ＶＰ２折叠成３个
不同在亚病毒颗粒中呈辐射状排列，分别由３个部位
组成，即基底部（Ｂ）、外壳部（Ｓ）和投影区（Ｐ），氨基酸
排列顺序显示出Ｓ和Ｂ部位是相对保守，Ｐ部位是高
变区。目前大部分理论认为ＩＢＤＶ的抗原表位主要
集中在Ｐ部位。而Ｐ２２基因位于ＶＰ２单边的外壳部
（Ｓ），且与河南省动物免疫学重点实验室研制的ＩＢＤＶ
抗原快速检测试纸条呈现阳性反应，说明Ｐ２２多肽能
够被ＩＢＤＶ单克隆抗体识别，是ＩＢＤＶ的抗原决定簇，
很好地补充了现有关于ＩＢＤＶ　ＶＰ２蛋白的表位理论，
后续试验将继续研究该多肽的免疫原性和其他功能。
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