
!" 卷 # 期

$%%" 年 & 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：!’# ( !’"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+, $%%"

基金项目：国家“-"# 项目”（$%%./0.$#$%$）

"通讯作者。1,2：3&4!.’43.-#.%!"；567：3&4!.’43$"&$.’%；8496:2：79;<=>?: @ 6A@ A+
作者简介：刘 伟（’-"- B ），男，黑龙江牡丹江人，硕士研究生，主要从事动物分子病毒学与免疫学研究。8496:2：2;4"-%&’#<’$&C AD9
收稿日期：$%%&4%-4’#；接受日期：$%%&4’%4$%；修回日期：$%%"4%’4$.

鸡胚成纤维细胞 !"#$ 表达文库的构建

刘 伟’，$，高玉龙’，高宏雷’，王笑梅’，#"，许修宏$

（’ 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室 禽传染病研究室 哈尔滨 ’.%%%’）

（$ 东北农业大学资源与环境学院微生物系 哈尔滨 ’.%%#%）

（# 黑龙江省农业科学院 博士后科研工作站 哈尔滨 ’.%%%’）

摘 要：鸡胚成纤维细胞（/85）是研究鸡传染性法氏囊病病毒（E0FG）的主要细胞材料，而构建 /85 的 AFHI 表达文

库是筛选 E0FG 在 /85 中的细胞受体，研究细胞嗜性的基础平台。采用 J6K,;6L 技术构建 /85 的表达文库，避免使

用限制性内切酶切割 AFHI，能够解决常规方法构建 AFHI 文库的技术缺陷。该技术将 /85 的 9MHI 分离纯化后，

以 .N端生物素标记的 O2:PD（Q1）R?:9,? 为引物反转录后连接 IQ6RK,?，层析柱纯化，通过 0S 重组反应构建 AFHI 入门

文库，其平均滴度为 ’C’ T ’%& AU*V9W，文库总容量为 ’C$ T ’%" AU*，平均插入片段为 $$!#XR，重组率为 ’%%Y。通过 WM
重组反应将入门文库转换为表达文库，经测定平均滴度为 . T ’%. AU*V9W，文库总容量为 .C. T ’%& AU*，平均插入片段

为 $!’’XR，重组率为 ’%%Y。结果表明，所构建的文库具有较高的重组率和较大的库容量，可作为较高质量的文库

来研究 E0FG 的相关基因，为研究病毒受体和病毒入侵途径，进一步了解 E0FG 的致病机理奠定了基础。

关键词：鸡胚成纤维细胞（/85）；J6K,;6L 技术；AFHI 表达文库；传染性法氏囊病病毒（E0FG）

中图分类号：Z"3 文献标识码：I 文章编号：%%%’4&$%-（$%%"）%#4%!’#4%.

鸡 传 染 性 法 氏 囊 病（ !"#$%&’()* +),*-. /’*$-*$，

E0F）是由鸡传染性法氏囊病病毒（ !"#$%&’()* +),*-.
/’*$-*$ 0’,)*，E0FG）引起的一种危害鸡的急性、高度

接触性传染病。E0FG 主要侵染幼鸡未成熟的 0 淋

巴细胞，# ( & 周龄的幼鸡为易感鸡群，年龄较大的

鸡具有一定抵抗力，小于 # 周龄的雏鸡感染后会产

生严重的免疫抑制［’ ( #］，但不表现临床症状。迄今，

此病在世界范围内均有报道，我国的流行情况也十

分复杂，变异株和超强毒株均有报道，使养禽业承受

重大经济损失。

E0FG 感染鸡体的主要靶器官是法氏囊，主要靶

细胞是 0 淋巴细胞［!］。E0FG 的超强毒株只适应鸡

的 0 淋巴细胞，但其可通过鸡胚传代的方法致弱。

超强毒株（>>E0FG）的致弱与细胞嗜性的改变相伴而

生［.］，致弱后的毒株可以在鸡胚成纤维细胞（/85）

上增殖。本实验室已将 >>E0FG J7 株经过在鸡胚上

传 . 代、/85 上传 $% 代获得相应的致弱疫苗株 JK
株［&］。0?6+QK 等［3］研究表明，E0FG 超强毒株在 /85
细胞没有受体，在其传代致弱过程中，GS$ 基因的几

处核苷酸改变导致其细胞嗜性的改变，然而致弱毒

株与 /85 细胞如何作用及病毒的 /85 细胞受体还

未见相关报道。

J6K,;6L 技术是一种新的通用型克隆系统，它整

合了各种克隆载体的技术平台，可加快达到最终研

究目标的速度。该技术克服了其它技术常用的两种

方法：酶切和连接、S/M 产品克隆等相关的制约因

素。J6K,;6L 技术基于已被详尽研究的!噬菌体位

点特异性重组系统，使得在不同的克隆载体之间转

移 FHI 片段、保持基因定位和阅读框架及有效地取

代使用限制性内切酶和连接酶进行克隆和亚克隆的

方法成为可能，具有简单快速、克隆效率高、方便灵

活等特点［"］。

鸡胚成纤维细胞（/85）是实验常用的细胞原料

之一，也是研究 E0FG 的主要细胞材料，因此鸡胚成

纤维细胞 AFHI 文库对研究 E0FG 具有广泛的应用

价值。本试验运用 J6K,;6L 技术成功构建了鸡胚成

纤维细胞的 AFHI 表达文库，为进一步研究 E0FG 在

鸡胚成纤维细胞中的病毒受体及其细胞嗜性提供了

理论物质基础，同时也为研究其它适应于鸡胚成纤

维细胞上生长的病毒提供可靠的试验基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% [S5 鸡胚：试验所用 [S5 鸡胚由中国农业科



学院哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供。

!"!"# 载体与引物：载体 !"#$%&’ (()、!"*+&&’ ((
购自美国 ,-./01234- 公司，所有引物由上海英俊公司

合成，序列见表 )。

表 ! $%&’(（)*）+,&-., 和载体引物序列

&5674 ) &84 94:;4-<4 2= #7/32（>&）!1/?41 5-> .4<021 !1/?41
$5?4 2= !1/?419 +4:;4-<4 2= !1/?419（@A!BA）

#7/32（>&）!1/?41
C/20/-DEEFEEFFEFGFGGF&&&E&G

FGGEGGGEF&EEE&（&）)H

G>5!041 &FE&FEEEEGFGGF&&&E&GFGGGGGGEFGEEF&
FFFF&E&&EGGGFG&E&&&&&&FE&FFEG!

’)B E&FG&GEF&E&&&FF&E
EGFFEEFGEFGGGG&E&&E

!"!"/ 主 要 试 剂：&%,I27&’ 总 %$G 提 取 试 剂、

J590&15-K (LM ?%$G 纯化试剂盒、+;!41+<1/!0&’! 反

转录酶、! N "#$% "$G O/3594、! N "#$% "$G P27Q?41594、
! N "#$% %$594 R、&S "$G P27Q?41594、&S "$G O/3594、
<"$G +/I4 J15<0/2-50/2- F27;?-9、CP F72-594&’ *-IQ?4
’/T、O% F72-594&’ *-IQ?4 ’/T 均购自美国 ,-./01234-
公司，&’(E"限制性内切酶购自纽英伦生物技术有

限公司。

!"# 鸡胚成纤维细胞的制备

取 )M 日龄鸡胚，按常规方法制备细胞［H］，分装

至细胞瓶，BUV培养待用。

!"/ 细胞总 012 的提取和 -012 的纯化

将鸡胚细胞传一代后，细胞铺满瓶壁时，弃去营

养液，用 &%,I27&’提取总 %$G，用 J590&15-K (LM ?%$G
纯化试剂盒分离 ?%$G，按试剂盒说明操作。纯化

的 ?%$G经分光光度计检测吸光度后用于构建文库。

!"3 4512 第一链的合成

将 B#3 ?%$G 溶 于 "*PF 水 至 H#O，加 入 )#O
#7/32（>&）!1/?41、)#O >$&P9，W@V @?/-，冷却到 S@V
后加入 S#O @ X 第一链 C;==41、(#O ML)?27YO "&&、)#O
"*PF 水，S@V (?/-，小心加入 +;!41+<1/!0&’!反转录

酶 S@V WM?/-，合成 <"$G 第一链。

!"6 4512 第二链的合成

加入 ! N "#$% "$G O/3594（)MZY#O）)#O、! N "#$%
"$G P27Q?41594（)MZY#O）S#O、! N "#$% %$594 R（(ZY

#O）)#O、)M??27YO >$&P ’/T B#O，)WV作用 (8，合成

第二链。

!"7 连接 2)8+9.,
将合成的第二链 <"$G 加入 (#O &S "$G O/3594

产生平末端，)WV @?/-，加入 )M#O ML@?27YO *"&G
!R[LM 终止反应。用 )WM#O 酚 \氯仿 \异戊醇（(@ \ (S
\)）抽提，取上清加入 [M#O UL@?27YO $RSGF、WMM#O

)MM]乙醇干冰中沉淀 )M?/-，SV )SMMM1Y?/-，离心

(@?/-，UM]乙醇洗一遍，用 )[#O "*PF 水重悬沉淀，

在沉淀中加入 500C) G>5!041 )M#O、@ X G>5!041 C;==41
)M#O、ML)?27YO "&& U#O、&S "$G 连接酶 @#O，)WV作

用 (S8。

!": 纯化

由于 <"$G 纯化柱可以阻止小片段的 "$G，如

残留的 G>5!0419 和小的 <"$G（@MM6!），将第二链连

上 G>5!041 后，放入 <"$G 纯化柱过滤纯化，只收集

WMM#O 以前的过滤液进行平板印迹试验（P+G）来估

算 <"$G 的产量。

!"; <= 重组反应、转化构建入门文库

混合纯化 后 的 U@ ^ )MM-3 <"$G、CP F72-594&’

*-IQ?4 ’/T 与 !"#$%&’(() 载体，进行 CP 重组反应。

采用电转化法将重组反应产物转入大肠杆菌 "R@$
感受态细胞。BUV、(MM1Y?/- 培养 )8，加入等体积的

冷冻培养基（含 SM]甘油的 +#F 培养基），_ UMV保

存，即为构建的 <"$G 入门文库。

!"> 入门文库的鉴定

从文库中取出 )MM#O <"$G 样品用 +#F 培养基

系列稀释 )M 倍、)MM 倍、)MMM 倍、)MMMM 倍。从中各

取 )MM#O，分别涂含 @‘a5-5?Q</- 的 OC 平板，每种

稀释度涂两个板，BUV条件 )( ^ )W8 后进行计数，计

算文库滴度，从而得出文库的总容量。从平板上随

机挑选 (S 个克隆，提取质粒，用限制性内切酶 &’(E
"进行酶切消化，)]琼脂糖凝胶电泳分析插入片段

大小和阳性克隆重组率。根据载体 !"#$%&’(() 设

计引物 ’)B（表 )）扩增插入片段，验证插入片段的

准确性。

!"!? 序列测定及分析

随机挑选 H 个入门文库克隆进行序列测定。

!"!! 表达文库的构建及鉴定

取 )L) X )MW <=; 接种到 @M?O 含 @‘a5-5?Q</- 的

OC 中，BUV、(WM1Y?/- 培养到 )*WMM 大约为 )，提取质

粒，稀释定量到 (@-3Y#O。混合 (#O 文库质粒、B#O
!"*+&&’(( 载体、(#O O% F72-594&’ *-IQ?4 ’/T 和 B#O
&* C;==41，(@V条件下 )W ^ (M8，进行 O% 重组反应。

将重组产物转入大肠杆菌 "R@$感受态细胞，转化

方法与文库鉴定同入门文库。

# 结果

#"! 提 取 的 鸡 胚 成 纤 维 细 胞 总 012 和 纯 化 的

-012 的质量分析

提取的细胞总 %$G，经 )]琼脂糖凝胶电泳，结

S)S O,Z b4/ +, -$ N Y.",- /%"(#0%#$#1%"- 2%3%"-（(MMU）SU（B）



果可见 !"# 和 $"# 核糖体 %&’ 条带清晰（图 $）。分

离纯化的 (%&’ 呈涂布状分布，与预期结果相符。

经分光光度计测定总 %&’ 和 (%&’ 的 !!)* +!!"*分别

为 $,-. 和 $,-)，说明纯度较高。

图 ! 鸡胚成纤维细胞总 "#$ 电泳图

/012$ 34567 %&’ 0847659: ;<4( =>0=?9@ 9(A<B4 ;0A<4A7685 2 C, C6<?9<

$?A D&’ E6::9<；$, 34567 %&’

%&% ’(#$ 的鉴定

将合成的双链 =D&’ 经过柱层析，分离不同大

小片段 =D&’ 共 !* 管，经平板印迹试验测定 =D&’
产量（图 !），留取 )**!E 以前的 =D&’，其双链 =D&’
产量的计算结果见表 !。

图 % 平板印迹实验（)*$）估算双链 ’(#$ 图

/012! 3>9 B097: 4; =D&’ =67=F7659: AB G#’2 3>9 6A4H9 <4I 0@ 79;5

J7659：JKLJMN595 =4@5<47 D&’ 08 O*@1+!E，!O@1+!E，$*@1+!E，O@1+!E，

$@1+!E ;<4( 79;5 54 <01>5 2 3>9 74I9< <4I 0@ J7659：89J6<659: 0@54 $*

J0J98 =4779=59: =D&’ A9;4<9 )**!E2 3>9 6A4H9 <4I 0@ <01>5 J7659：JKLJMN

595 =4@5<47 D&’ 08 $@1+!E，O@1+!E，$*@1+!E，!O@1+!E ;<4( 79;5 54 <01>5 2

3>9 74I9< <4I 0@ 5>9 J7659：5>9 =4779=59: ) P " =D&’ 6<9 =67=F7659: AB

:07F59: $ QO，$ Q$*，$ Q!*,

表 % 柱层析后去除 + ,--./ 片段后的双链 ’(#$
经 )*$ 估算的产量

36A79 ! ’(4F@5 4; :8=D&’ I05>4F5 5>9 80R9N;<6=504@6504@
（ S O**）9850(659: AB G7659 #J4550@1 ’886B

&42 /<6=504@ H47F(9
+!E

’(4F@5 4; =D&’
+@1

"（=D&’）

+（@1+!E）

) O" O" $
M T! $!) .
" O. $O- .
- O* $O* .
$* O! $O) .

%&0 文库滴度的测定

根据公式：平均滴度（=;F+(E）U 平均克隆数 V
稀释倍数+涂板体积，算出入门文库平均滴度 U $,$
V $*)（=;F+(E），文库总容量为 $,! V $*M =;F，表达文

库平均滴度 U O V $*O（=;F+(E），文库总容量为 O,O V
$*) =;F。

%&1 ’(#$ 入门文库与表达文库的质量鉴定

载体 JDW&%3C!!$ 经 #$%X"酶切后有 . 条标准

条带，分别为 !,O?A、$,T?A 和 M-*AJ（图 .）。插入片

段的克隆经 #$%X"酶切后在 !,O?A 处与空载体重

合，其它插入片段成不均匀分布，且大小都不一样，

与空 载 体 没 有 重 合 的 条 带。载 体 JDK#33C !! 经

#$%X"酶 切 后 有 T 条 标 准 条 带，分 别 为 ),$?A、

$,T?A、$,$?A 和 ."*AJ（图 T）。插入片段的克隆经

#$%X"酶切后在 ),$?A 和 $,$?A 处与空载体重合，

其它插入片段成不均匀分布，且大小都不一样，与空

载体没有重合的条带，说明插入的片段都是阳性。

平均 插 入 片 段 入 门 文 库 为 !!T.AJ、表 达 文 库 为

!T$$AJ，!. 个克隆的插入片段均与载体片段不一样，

重组率为 $**Y。经 GZ% 扩增后的结果（图略）与酶

切结果条带相符，验证了文库的准确性。

%&, 序列测定及生物信息学分析

从入门文库中随机挑取 - 个克隆，对其插入的

=D&’ 片段进行测序，并于 X9@[6@? 数据库进行核苷

图 0 入门文库经 !"#2!酶切图

/012. ’@67B808 4; 80R9N;<6=504@659: =D&’ 0@89<59: 5>9 JDW&%3C!!$ H9=54< 2 C2$?A D&’ E6::9<；$ P !.,
3>9 !. <9=4(A0@6@58 :019859: AB #$%X"9@RB(9 <98J9=50H97B；Z2 <98F75 4; 5>9 JDW&%3C!!$ H9=54< :019859: AB #$%&"9@RB(92
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图 ! 表达文库经 !"#"!酶切图

!"#$% &’()*+"+ ,- +"./0-1(23",’(3/4 256& "’+/13/4 37/ 859:;;<== >/23,1 $ <$ ?@A 56& B(44/1；? C =DE ;7/ =D 1/2,FA"’(’3+ 4"#/+3/4

A* !"#G!/’.*F/ 1/+8/23">/)*；H$ 1/+I)3 ,- 37/ 859:;;<== >/23,1 4"#/+3/4 A* !"#G!/’.*F/$

酸同源性比较，结果显示 J 个克隆中有 K 个与编码

原鸡（G())I+ #())I+）相关基因有较高的同源性，另外

= 个为未知基因。

# 讨论

通过运用 G(3/L(* 技术将目的基因克隆到载

体，不需要使用限制性内切酶和连接酶，大大减轻了

实验操作的复杂性，并且由于 DM端用生物素标记，

接头只能连接在 NM端，大大提高了连接效率。重组

时 56& 片段的阅读框和方向保持不变，因而为新的

克隆测序、表达提供了便利条件。本试验所构建的

文 库 运 用 了 O’>"31,#/’ 公 司 的 入 门 克 隆 载 体

85P6Q;<==?［?R］，通过重组反应，可以将该入门文库

方便的转移到原核、真核、酵母、昆虫、酵母双杂交等

表达系统［?? C ?D］，为文库的下一步表达、筛选提供了

方便。

高质量的 256& 文库应满足如下条件：（?）文库

总容量不低于 ?EK S ?RN 2-I；（=）插入片段的平均长

度不能低于 ?ER@A；（D）文库重组率不能低于 JRT。

本试验所构建的鸡胚成纤维细胞表达文库，其平均

滴度为 N S ?RN 2-IUFB，文库总容量为 NEN S ?RV 2-I，平

均插入片段为 =%??A8，重组率为 ?RRT，均达到了构

建一个高质量的文库所应具备的条件［?%，?N］，完全可

以满足下一步的研究应用。

采用分子克隆技术构建不同组织的 256& 文

库，然后用已知基因从中筛选分离目的基因，是获取

新基因的重要手段。256& 分子不含内含子序列和

调控序列，且与蛋白质的氨基酸序列具有对应性，因

此，构建 256& 文库是筛选新基因、分离已知基因、

揭示某些因素对基因表达影响的基础，尤其是目前

正蓬勃发展起来的酵母双杂交技术更离不开 256&
文库这一基础平台［?V］。由于鸡胚成纤维细胞是研

究传染性法氏囊病病毒的主要试验用细胞，而到目

前为止还未见有关鸡胚成纤维细胞文库构建的报

道，本试验所构建的鸡胚成纤维细胞表达文库，为研

究鸡传染性法氏囊病病毒的相关基因以及从分子水

平研究激活蛋白提供了基础，为通过酵母双杂交来

筛选病毒在鸡胚成纤维细胞中的病毒受体提供了材

料基础，并为在此基础上，研究病毒受体与病毒的相

互作用，揭示病毒入侵途径，进一步阐明鸡传染性法

氏囊病病毒的致病机理奠定了基础。
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