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摘要:【目的】研究禽网状内皮组织增生症病毒(Reticuloendotheliosis Virus，REV)群特异性抗原 P30 与囊膜
糖蛋白 gp90 体外共表达蛋白的免疫原性，为研发新型 REV 抗体诊断试剂盒提供基础。【方法】根据 REV
脾脏坏死病毒( spleen necrosis virus，SNV)株的前病毒基因组 cDNA 序列，设计合成 2 对引物，以 pPB101 质
粒为模板，分别扩增 REV p30 基因和 gp90 基因片段。将 PCR 产物依次克隆入表达载体 pET-28a( + )中，
通过酶切鉴定和测序分析，筛选阳性重组克隆 pET-p30-gp90。重组菌经异丙基硫代 D-半乳糖苷( IPTG)诱导
后，通过 SDS-PAGE 电泳分析表达情况，Western blot 检测表达蛋白与特异性血清之间的反应性。制备表达
蛋白的抗血清，以该抗血清与 REV 感染的鸡胚成纤维细胞(CEF)进行间接免疫荧光实验( IFA)，验证表达
蛋白的免疫原性。【结果】经 SDS-PAGE 电泳后能观察到预期大小的表达条带，Western blot 结果显示，重组
蛋白能与 REV 抗血清反应。将表达产物纯化后免疫 Balb / c 小鼠，制备 p30-gp90 抗血清，该抗血清与 REV
感染 CEF 在 IFA 中呈现特异性荧光反应。【结论】体外串联表达 REV p30-gp90 蛋白，表达蛋白具有良好的
免疫原性。
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禽网状内皮组织增生症(Reticuloendotheliosis，
RE)是由逆转录病毒科的禽网状内皮组织增生症病
毒(REV)引起的鸡、鸭、火鸡和其他禽类的一种以
淋巴-网状细胞增生为特征的肿瘤性病理综合
征［1 － 2］。REV 已经呈世界性分布，该病在澳大利
亚、匈牙利、英国、德国等国均有报道，我国于 1988
年在南京首次分离到 REV-C45 株［3］。由于其具有

致瘤性，感染后会引起禽的免疫抑制，干扰其他禽病
疫苗的免疫效果，导致免疫失败［4］。因此，REV 成
为继马立克氏病病毒(MDV)、禽白血病病毒(ALV)
之后又一重要的禽致瘤性病毒，而且常与其他病毒
混合感染，使养禽业生产性能下降，造成严重的经济
损失［5］。

REV 是逆转录病毒，属逆转录病毒科 C 型逆转



陈瑞爱等: 禽网状内皮组织增生症病毒 p30-gp90 串联表达蛋白及其免疫原性 ． /微生物学报(2014)54(3)

录病毒属，其基因组为单股 RNA，其基因序列的同
源性与哺乳动物的反转录病毒很接近［6 － 7］，主要包
括 gag、pol 和 env 等结构基因以及两端的长末端重
复序列(LTR)。gag 是 REV 的核衣壳蛋白基因，位
于 1034 － 2533 位碱基之间，全长 1500 bp，共 499 个
氨基酸，编码 P12、PP18、PP20、P30、PP10 五种结构
蛋白。P30 是主要的群特异性抗原，在病毒粒子的
装配中起作用［8］。env 是 REV 的囊膜糖蛋白基因，
也是 REV 的主要变异基因，与产生中和抗体有关。
env 基因位于 6052 － 7812 位碱基之间，全长 1761
bp，共编码 586 个氨基酸，具有 9 个可能的糖基化位
点，编码两种糖蛋白 gp90 和 gp20，gp20 为穿膜蛋
白，而 gp90 蛋白是 REV 的表面囊膜糖蛋白，含有
顺序和构象抗原表位，是 REV 病毒的保护性抗原，
具有受体结合功能，能够激发感染宿主产生中和抗
体［9 － 10］。

本研究将 REV 群特异性抗原编码基因 p30 和
囊膜糖蛋白 gp90 基因串联，成功实现了串联基因在
大肠杆菌体内的表达。经 Western blot 检测，表达蛋
白能与 REV 特异性抗血清反应。将纯化的表达产
物免疫小鼠后，制备抗血清，能与 REV 感染的鸡胚
成纤维细胞呈现特异性阳性反应。研究结果表明，
体外表达的重组串联 p30-gp90 蛋白具有良好的免
疫原性，为研发高敏感性的 REV 抗体诊断试剂盒奠
定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 质粒与菌株:质粒 pPB101 (含 REV SNV 株
前病毒基因组 cDNA ) 购自美国菌种保藏中心
(ATCC);原核表达载体 pET-28a( + )、大肠杆菌工
程菌 DH5α、BL21(DE3)由本实验室保存。
1. 1. 2 试剂:T4 DNA 连接酶、Taq LA 酶、限制性内
切酶、质粒小提试剂盒、凝胶回收试剂盒、DNA
marker 和小分子蛋白 Marker 等均购自大连宝生物
工程公司;弗氏完全佐剂与不完全佐剂、辣根过氧化
酶(HRP) 标记的兔抗鸡 IgG 抗体、异硫氰酸荧光素
(FITC)标记的羊抗鼠 IgG 抗体均购自 Sigma 公司、
鸡源 REV 多克隆抗体购自美国 Charles River 公司;
脂质体(Lipofectamine)购于 GiBco BRL 公司。
1. 2 PCR 扩增

1. 2. 1 引物设计与合成:参照 REV SNV 株基因组
序列，利用 Lasergene 软件设计 2 对引物。用于扩增
p30 的 引 物 为: 上 游 引 物 F ( p30 ): 5'-
TAGAATTCGATGATTGCCAGCAA-3'，5' 端含 EcoR
Ⅰ 位 点; 下 游 引 物 R ( p30 ): 5'-
GCGTCGACTAATTCCTCTACCAA-3'，5'端含 SalⅠ位
点，预期的 PCR 产物大小为 726 bp。用于扩增 gp90
的 引 物 为: 上 游 引 物 F ( gp90 ) : 5'-
CAGGTCGACCAGATAGCTACTCA-3'，5'端 SalⅠ位
点; 下 游 引 物 R ( gp90 ) : 5'-
AGACTCGAGGACATCTTCAATCA-3'，5'端含 XholⅠ
位点，预期的 PCR 产物大小为 996 bp。引物由上海
生工生物技术有限公司合成。
1. 2. 2 p30 和 gp90 基因的扩增:p30 和 gp90 基因
的 PCR 扩增反应体系如下:pB101 质粒模板 1 μL，
上游引物 1 μL ( 25 pmol )，下游引物 1 μL ( 25
pmol)，10 × reaction buffer 5 μL，dNTP 4 μL，Taq LA
酶 1 μL，补水至总体积 50 μL。反应程序均为:94℃
5 min;94℃ 45 s，54℃ 1 min，72℃ 1 min 进行 30 个
循环;72℃延伸 10 min。PCR 产物用 0. 8% 琼脂糖
凝胶电泳分析，大小正确后，用凝胶回收试剂盒回
收。
1. 3 重组质粒 pET-P30-gp90 的构建

将 p30 PCR 产物用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切，回
收 PCR 酶切产物，与同酶处理的 pET-28a( + )载体
进行连接，转化 DH5α 感受态细胞，随机挑取 4 个生
长出的单个菌落，接种含卡那霉素的 LB 液体培养
基(kan 终浓度为 50 μg /mL)，37℃过夜培养，次日
提取质粒进行酶切鉴定，获得的阳性质粒命名为
pET-p30。

将 gp90 PCR 产物用 SalⅠ和 XholⅠ双酶切，回
收后与同酶处理的 pET-p30 质粒进行连接，转化
BL21(DE3)感受态细胞。按上述方法酶鉴定，将酶
切鉴定的阳性克隆送至上海生工生物技术有限公司
进一步测序验证，阳性克隆命名为 pET-p30-gp90。
1. 4 重组质粒的诱导表达

将空载体与重组质粒分别重新转化宿主菌
BL21(DE3)感受态细胞，挑取单菌落接种含卡那霉
素的 LB 液体培养基，于 37℃摇床培养 12 h 以上。
取培养菌液按照 1:100 转接种 2 × YT 培养基，37℃
培养至 OD600 = 0. 4 － 0. 5 时，加入终浓度为 1 mmol /
L 的异丙基硫代-β-D-半乳糖苷 ( IPTG)，于 30℃诱
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导培养 4 h 后收集菌液。将收集的菌液 10000 × g
离心 10 min，PBS 洗涤菌体沉淀，超声裂解(工作时
间 5 s，间隔时间 5 s，循环 99 次)。裂解产物10000 × g
离心 10 min 后收集上清，按照分子克隆实验指南上
的方法进行 SDS-PAGE。电泳结束后，置于考马斯
亮蓝染液中染色 1 h，转移到脱色液中脱色。
1. 5 免疫印迹法(Western blot)检测表达蛋白

将 1. 4 中裂解产物经 SDS-PAGE 后，转印至 NC
膜上，5%脱脂乳封闭过夜后，用 PBST 洗涤 3 次，每
次 5 min，将 NC 膜置于 1∶ 100 稀释的 REV 抗血清常
温孵育 1 h，PBST 洗涤 3 次，每次 5 min;洗涤后的
NC 膜置于 1∶ 10000 稀释的 HRP 标记的兔抗鸡 IgG
抗体溶液中作用 1 h，PBST 洗涤 3 次，每次5 min;将
洗涤好的 NC 膜用 DAB 辣根过氧化物酶显色试剂
显色。
1. 6 p30-gp90 多抗血清的制备

p30-gp90 表达产物经 BCA 蛋白浓度定量后，与
等量弗氏完全佐剂乳化后，按 200 μg /只腹腔注射 6
周龄的 Balb / c 小鼠。隔 2 周用等量的弗氏不完全
佐剂乳化后，进行二免，隔 2 周后，用 p30 － gp90 融
合蛋白加强免疫 1 次，10 天后内眦眶静脉窦采血，
分离血清。
1. 7 REV 拯救及间接免疫荧光法( IFA)检测
1. 7. 1 pPB101 质粒转染:提取包含 SNV 全基因组
的质粒 pPB101 并定量，按常规制备鸡胚成纤维细
胞(CEF)，参照 GiBco BRL 公司 Lipofectamine 说明
书将 pPB101 转染 CEF。简略步骤如下:2 μg 待转
染的质粒 pPB101 及 4 μL 脂质体稀释于 200 μL 不
含血清的 DMEM 中，室温下孵育 30 min 后，加入
1. 2 mL不含血清的 DMEM，轻轻摇匀，配成转染溶
液;将转染溶液轻轻加入到生长密度达 80 %的 CEF
细胞表面，37℃ 5% CO2 孵育 12 h 后吸除无血清培
养液，换入含 1 % 血清的 DMEM 培养基继续培养
120 h 以上。同时设平行转染空载体 pSK 作为阴性
对照。
1. 7. 2 IFA 检测拯救的 REV 病毒:用丙酮:乙醇
(3:1 = V:V))固定液固定后，按一般方法进行 IFA，
使用的一抗体为 1. 6 中制备的血清(1 ∶ 100 稀释)，
二抗为异硫氰酸荧光素 ( FITC)标记的羊抗鼠 IgG
抗体，最后在荧光显微镜下观察并拍摄实验结果。

2 结果

2. 1 p30 和 gp90 基因的扩增以及重组质粒的构建
以质粒 pPB101 为模板，F(p30)和 R(p30)为引

物，扩增获得了与预期大小为 726 bp 的目的条带;
以 F( gp90)和 R( gp90) 为引物，扩增获得了与预期
大小为 996 bp 的目的条带(图 1)。经连接、转化后
筛选得到的重组质粒，酶切鉴定于预期吻合(图 1)。
经测序鉴定，结果与已 SNV 株公布的基因序列一
致。

图 1． p30 和 gp90 基因的 PCR 扩增及重组质粒酶切结

果电泳图
Figure 1． PCR amplification of the p30 and gp90 genes and

restriction enzyme analysis for the recombinants． Lane 1 － 2: p30

PCR products; lane 3 － 4: gp90 PCR products; lane 5: DL2000

marker; lane 6: pET-p30-gp90recombinant digested by SalⅠ and

XholⅠ; lane 7: pET-p30-gp90 recombinant digested by EcoRⅠand

XholⅠ; Lane 8:pET-p30-gp90 recombinant digested by EcoRⅠ ．

2. 2 p30-gp90 重组蛋白的表达与鉴定
阳性重组质粒 pET-p30-gp90 转化 BL21 感受态

细胞，经 IPTG 诱导后，发现重组菌裂解物在相对分
子质量约 60 kDa 的位置出现 1 条蛋白条带(图 2)。
将菌体超声波裂解，离心取裂解物上清与沉淀，分别
进行 SDS-PAGE 分析，结果表明:细胞裂解上清中目
的蛋白的量较多，而沉淀中几乎没有，这表明目的蛋
白是以上清表达形式表达。将重组菌裂解产物进行
经 SDS-PAGE 电泳后，转移至 NC 膜上硝酸纤维素
膜(NC)膜上，用 REV 抗血清进行 Western blotting
鉴定，结果在大约 60 kDa 位置处出现特异性的条带
(图 3)，表明本研究表达的 p30-gp90 蛋白能与 REV
阳性血清反应，具有良好的免疫反应性。
2. 3 p30-gp90 抗血清的制备与 IFA 检测

将 p30-gp90 表达蛋白产物免疫 6 周龄 Balb / c
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图 2． pET-p30-gp90 重组菌的诱导表达 SDS-PAGE 分

析
Figure 2． SDS-PAGE analysis for the expression p30-gp90 induced

by the recombinant pET-p30-gp90． Lane 1． Protein marker with

low molecular weight; lane 2． The lysis of E． coli． BL21 ( DE3 )

without plasmids; lane 3． The lysis of E． coli． BL21 ( DE3 )

containing plasmid pet28a; lane 4 － 8． The lysis of E． coli． BL21

(DE3) containing plasmid pET-p30-gp90．

图 3． pET-p30-gp90 重组表达蛋白的 Western blot 分

析
Figure 3． Western blot analysis for the expression p30-gp90

induced by the recombinant pET-p30-gp90． Lane 1． Protein

marker with low molecular weight;lane 2． The lysis of E． coli．

BL21 ( DE3 ) without plasmids; lane 3． The lysis of E． coli．

BL21(DE3) containing plasmid pet28a; lane 4 － 6． The lysis of

E． coli． BL21(DE3) containing plasmid pET-p30-gp90．

小鼠 3 次后分离血清，将分离得到的抗血清与
SNV 全基因组质粒转染的 CEF 进行 IFA 试验，结
果 pPB101 质粒转染的 CEF 在荧光显微镜下，可观
察到胞浆中呈现特异性绿色荧光 (图 4 )，非免疫
的阴性对照血清在 IFA 中无荧光，表明本研究表
达的 p30-gp90 蛋白免疫动物后，能产生具有与
REV 病毒反应的能力，表达蛋白具有良好的免疫
原性。

图 4． SNV 转染拯救病毒与 p30-gp90 抗血清 IFA 结

果
Figure 4． IFA detection for SNV rescued viruses with p30-gp90

antiserum． A: p30-gp90 anti-mouse serum; B: normal mouse

serum ( show negative) ．

3 讨论

REV 最早是 1958 年从患有内脏型淋巴癌的火
鸡脾脏中分离，经过火鸡和鸡 300 次连续传代而获
得的病毒。目前分离到的 REV 有 30 多株，虽然不
同毒株的致病力不同，但均具有相似的抗原特
性［11］。REVs 主要包括 REV-T 株、鸡合胞体病毒
(CS )、脾坏死病毒 ( SNV )、鸭传染性贫血病毒
(DIA)及 C45 株［12］。其中，SNV 虽然分离于鸭体，
但其基因组组装过程更接近哺乳动物逆转录病毒，
其 env 蛋白与 D 型逆转录病毒更为接近，受体与
baboon 内源性逆转录病毒和 Mason-Pfizer 猴病毒相
同［13 － 14］。

REV 由 gag、pol 和 env 等结构基因以及两端的
长末端重复序列( LTR)组成，其中 gp90 蛋白由 env
基因编码，其 C 端抗原表位位于感染细胞的表面，
含有顺序和构象表位，是病毒的免疫显性蛋白［15］，
能够激发感染宿主产生中和抗体［16］。gp90 编码基
因容易变异，对不同地区不同时间分离的 REV 全基
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因组测序表明，env 基因序列同源性在 92 % 以上，
gp90 可能与病毒的变异、毒力、致病性、致病机理等
有关［17］。

REV 不同分离株虽属同一个血清型，但国内外
分离的不同种属来源、不同年代的毒株之间基因的
同源性 91. 3% － 99. 5%，其中 1999 年中国分离株
HA9901 与鸭源的 SNV 株同源性最低(91. 3% )。对
REV 致病性的研究表明:不同种属来源的毒株都造
成了 1 日龄 SPF 鸡的生长迟缓和对 NDV 和 AIV 油
乳苗免疫后 HI 抗体滴度的抑制作用，但他们之间的
致病性并无显著差异。这说明 REV 的致病性与 env
蛋白之间的相关性尚有待进一步证实［18］。能有效
提高了 REV 诊断的进行免疫学检测是 REV 确诊的
关键所在。而衣壳蛋白 P30 是构成病毒粒子双层衣
壳的内壳-衣壳主要组分，在病毒粒子的装配中发挥
着重要作用，其氨基酸组成相对保守，同属病毒的衣
壳蛋白具有相同或相似的抗原性，比如有一个与其
他不 同 亚 类 逆 转 录 病 毒 共 同 的 抗 原 簇，即
24 SDLYNWK30，是 REV 群特异性抗原，适合用于家
禽的群体监测和筛查［18］。

国内已有学者针对本研究中的 p30 和 gp 90 基
因分别建立了大肠杆菌表达系统，并获得了具有良
好免疫原性的表达蛋白［11，18］。由于 p30 是 REV 群
特异性抗原，建立在 p30 基础上的检测方法应该会
提高检测的特异性，但它并不是主要的免疫保护性
抗原，机体内产生的抗体水平会受到一定程度的限
制，从而在一定程度上影响检测的敏感性。gp90 是
REV 的主要免疫保护性抗原，抗体水平产生较高，
提高了检测的敏感性。在此背景下，本研究选择群
特异性的抗原 p30 和主要免疫保护性抗原 gp90，并
将二者串联，获得了理想的表达，避免了单纯使用其
中一种蛋白可能导致敏感性和特异性下降。

为了能使串联蛋白得到较好的表达，本研究首
先对 p30 和 gp 90 蛋白进行抗原性分析，切除了 p30
基因前 180 bp，选取了 gp 90 基因 325 － 1320 bp 之
间的大小为 996 bp 抗原性较强的部分。串联后基
因大小为 1722 bp，在大肠杆菌体内最终获得了良好
的表达效果。

为了验证 p30-gp90 蛋白的抗原反应性和免疫
原性，本文分别用表达蛋白与 REV 的抗血清进行
Western blotting 分析，结果显示表达蛋白与特异性
血清之间的良好反应性;以表达蛋白制备的抗血清

同样能与 REV 感染的细胞呈免疫学阳性反应，表明
表达蛋白具有良好的免疫原性。本研究为下一步利
用 p30-gp90 作为包被抗原，建立适用于临床检测的
ELISA 检测技术，用于监测家禽体内网状内皮增生
症病毒的感染奠定了基础。
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Immunogenicity of co-expressed p30-gp90 against
Reticuloendotheliosis virus
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Abstract:［Objective］ To study the immunogenicity of co-expression of p30，one of a group specific antigens，and
glycoprotein gp90 genes of Reticuloendotheliosis virus (REV) ． ［Methods］ p30 and gp90 genes were amplified with the
template of plasmid pPB101 containing the whole sequence of spleen necrosis virus(SNV)，and cloned into pET-28a( + )
vector． The positive clone pET-p30-gp90 was identified by enzyme analysis and sequencing． The co-expressed protein
p30-gp90 was confirmed by SDS-PAGE and Western blot analysis． After quantitation，the purified protein p30-gp90 was
immunized to Balb / c mice three times to prepare the p30-gp90 specific anti-serum． Afterwards，we detected the REV
infected Chick Embryo Fibroblasts (CEF) by Immunofluorescence assay ( IFA) with the prepared anti-serum． ［Results］
The p30-gp90 was co-expressed efficiently by SDS-PAGE and Western blot analysis． The anti-serum of p30-gp90 reacts
with REV infected CEF in IFA． ［Conclusion］ The expressed protein of p30-gp90 keeps good immunogenicity．
Keywords: Reticuloendotheliosis virus，p30，gp90，immunogenicity
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