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摘  要：【背景】我们前期将新型鸭呼肠孤病毒(novel duck reovirus, NDRV)强毒株 NP03 在番鸭胚成

纤维细胞(muscovy duck embryo fibroblast, MDEF)上进行传代，选育出 NDRV 弱毒株 S，将强弱毒

株 p18 蛋白进行比对发现弱毒 p18 蛋白 C 端缺失 35 个氨基酸。【目的】制备 p18 蛋白的多克隆抗

体并鉴定 NDRV 强弱毒株 p18 蛋白的差异。【方法】采用 RT-PCR 方法扩增 NDRV 强弱毒株 p18
基因编码序列，克隆至原核表达载体 pET-28a 中诱导表达，用镍柱纯化目的蛋白，通过 SDS-PAGE
和 Western Blot 对纯化蛋白进行鉴定。进一步用纯化的蛋白免疫小鼠制备 p18 蛋白多克隆抗体，通

过间接 ELISA、Western Blot 和间接免疫荧光试验(indirect immunofluorescence assay, IFA)对制备的

多克隆抗体进行检测鉴定 NDRV 强弱毒株。【结果】对目的蛋白进行 SDS-PAGE 和 Western Blot
鉴定结果表明，分别获得了 NDRV 强弱毒株 p18 重组蛋白。对多克隆抗体进行间接 ELISA 检测，

效价达 1:51 200。Western Blot 鉴定显示，制备的 p18 蛋白多克隆抗体能特异性检测 NDRV 强、弱
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毒株感染细胞后表达的 p18 蛋白，结果表明，强、弱毒株 p18 蛋白的分子量有明显差异，分别约为

18 kDa 和 14 kDa。IFA 结果表明，制备的 p18 蛋白多克隆抗体可以特异性识别 NDRV 强、弱毒复

制时表达的 p18 蛋白。【结论】本研究制备的 p18 蛋白多克隆抗体可用于 NDRV 强弱毒株 p18 蛋白

检测，并发现 NDRV 强、弱毒株 p18 蛋白存在明显差异，为深入研究 NDRV p18 蛋白生物学功能

及致病机理奠定了基础。 
关键词：新型鸭呼肠孤病毒；p18 蛋白；多克隆抗体；毒力 
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Abstract: [Background] In our previous study, we passaged the virulent strain NP03 of novel 
duck reovirus (NDRV) on muscovy duck embryo fibroblast (MDEF) cells and obtained an 
attenuated strain NDRV S. Compared with that of the virulent strain, the p18 protein of NDRV S 
misses 35 residues at the C-terminus. [Objective] To prepare anti-p18 polyclonal antibodies and 
identify the differences in p18 between the virulent and attenuated strains of NDRV. [Methods] 
RT-PCR was employed to amplify the p18 gene sequences of the virulent and attenuated strains 
of NDRV. The obtained sequences were then cloned into the prokaryotic expression vector 
pET-28a for induced expression. The target proteins were purified by nickel columns and 
identified by SDS-PAGE and Western Blot. The polyclonal antibodies were prepared by 
immunizing the BALB/c mice with the purified proteins, and the antibodies were detected and 
identified by indirect ELISA, Western Blot, and indirect immunofluorescence assay (IFA). 
[Results] The SDS-PAGE and Western Blot results showed that the recombinant p18 proteins of 
the virulent and attenuated strains of NDRV were obtained. The indirect ELISA result showed 
that the serum titer of the polyclonal antibodies was 1:51 200. The result of Western Blot 
demonstrated that the prepared polyclonal antibodies could specifically detect the p18 proteins 
expressed by cells infected with virulent and attenuated strains. The molecular weights of the p18 
proteins of virulent and attenuated strains varied, being 18 kDa and 14 kDa, respectively. The IFA 
results confirmed that the prepared polyclonal antibodies could recognize p18 proteins expressed 
in cells infected with virulent and attenuated strains. [Conclusion] We successfully prepared the 
anti-p18 polyclonal antibodies and identified the significant differences in its composition 
between virulent and attenuated strains of NDRV. The findings lay a solid foundation for 
investigating the biological function of p18 as well as the pathogenic mechanism of NDRV. 
Keywords: novel duck reovirus; p18 protein; polyclonal antibodies; virulence 
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水禽呼肠孤病毒(waterfowl reovirus, WRV)
是可感染番鸭、樱桃谷鸭、麻鸭、北京鸭和鹅等

水禽的重要水禽病毒，WRV 主要分为番鸭呼肠

孤病毒(muscovy duck reovirus, MDRV)和新型鸭

呼肠孤病毒 (novel duck reovirus, NDRV)[1-2]。

MDRV 主要感染雏番鸭和雏鹅，导致感染雏鸭和

鹅肝脏、脾脏出现大量白色坏死点，俗称番鸭“白
点病”或“花肝病”，NDRV 可以感染雏番鸭、樱桃

谷鸭、麻鸭、雏鹅等多种水禽，主要病理特征是脾

脏、肝脏大面积肿大出血、坏死(俗称“出血性坏

死性肝炎”)[1-2]。自 2005 年以来，NDRV 在我国山

东、江苏、福建、广州等沿海地区暴发流行，致使

鸭成活率降低，给养鸭业造成较大的经济损失[1]。 
NDRV 属于呼肠孤病毒科正呼肠孤病毒属

的成员，是禽呼肠孤病毒(avian reovirus, ARV)的
一种[3]。NDRV 基因组由 10 段双链 RNA 组成，

分别为 L1−L3、M1−M3 和 S1−S4，编码 8 个结

构蛋白和 4 个非结构蛋白[3]。其中 S1 片段是

NDRV 与其他水禽呼肠孤病毒、鸡源禽呼肠孤

病毒差异较大的片段[3]。NDRV 的 S1 片段编码

σC、p10 和 p18 蛋白，鸡源禽呼肠孤病毒的 S1
编码 σC、p10 和 p17 蛋白，而 MDRV 与鸡源

ARV、NDRV S1 片段对应的 S4 基因片段仅编码

σC 和 p10 这 2 种蛋白，缺少 p18/p17 蛋白[3]。据

报道，NDRV 特有的 p18 蛋白是由 162 个氨基酸

组成的非结构蛋白[3]，然而，目前对 NDRV 的

p18 蛋白研究仍较少，尚不清楚 p18 蛋白在病毒

复制及致病中发挥的功能。但是，对 NDRV p18
蛋白的同源蛋白鸡源 ARV p17 蛋白功能的研究

已有较大进展，鸡源 ARV p17 蛋白具有核定位

信号，在病毒感染早期进入到细胞核中，干扰细

胞周期和蛋白的翻译，p17 蛋白能够诱导感染细

胞 G2/M 期停止、宿主蛋白翻译关闭以及细胞自

噬，从而有利于病毒自身复制[4-6]。NDRV p18
蛋白是否有与 ARV p17 蛋白相似的功能，还是

p18 蛋白有独特的功能，还需进一步深入研究。 
本团队前期将 NDRV 强毒株 NP03 在番鸭

胚成纤维细胞(muscovy duck embryo fibroblast, 
MDEF)上连续传代，选育出 NDRV 弱毒株 S[7]，

强弱毒株基因组比对发现弱毒株的 p18 基因第

382 位核苷酸发生了 C→U 突变(CAA→UAA)，
导致 p18 基因中间产生一个终止密码子，造成弱

毒 p18 蛋白 C 端缺失 35 个氨基酸。然而，弱毒

株 p18 蛋白 C 端的缺失是否与病毒的毒力密切

相关，以及在病毒复制中发挥的功能尚不清楚。

因此，本研究克隆 NDRV 强弱毒株的 p18 基因，

利用原核表达系统表达强弱毒株 p18 蛋白，制备

高效的鼠抗 p18 蛋白多克隆抗体，并鉴定 NDRV
强弱毒株 p18 蛋白，以期为深入研究 p18 蛋白生

物学功能及强弱毒株 p18 蛋白差异在病毒毒力

中的作用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

BALB/c 雌性小鼠购自上海斯莱克实验动

物有限责任公司。NDRV 强毒株 NP03 和 NDRV
弱毒株 S 均由福建省农业科学院畜牧兽医研究

所动物病毒实验室提供；MDEF 细胞由福建省

农业科学院畜牧兽医研究所动物病毒实验室制

备；载体 pET-28a 由福建省农业科学院畜牧兽

医研究所病毒实验室保存；大肠杆菌 DH5α 感

受态细胞、BL21(DE3)感受态细胞购自北京擎

科生物科技股份有限公司。动物实验设计方案

通过福建省农业科学院畜牧兽医研究所实验动

物伦理委员会的伦理审查(202402GJ004)。 

1.2  主要试剂和仪器 
病毒 DNA/RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒

和同源重组试剂盒(C116-01)，南京诺唯赞科技

有限公司；胶回收提取试剂盒、质粒 DNA 小提

试剂盒，北京擎科生物科技股份有限公司；抗
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His 标签鼠单克隆抗体，北京百奥创新科技有限

公司；FITC 和 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 二抗，

武汉博士德生物工程有限公司；弗氏完全佐剂

和弗氏不完全佐剂，西格玛奥德里奇(上海)贸易

有限公司。一体式化学发光成像系统，上海勤

翔科学仪器有限公司；荧光显微镜，尼康公司。 

1.3  引物设计及合成 
根据 NDRV 强毒株 NP03 的 p18 基因序列

(GenBank 登录号 KC312699.1)和弱毒株 S 第 30 代

(NDRV S-C30) p18 基因序列(GenBank 登录号

OR208190.1)，应用 Oligo 7.0 软件设计与 pET-28a
载体同源重组连接的 PCR 引物：强毒株和弱毒

株上游引物 28a-BamH I-p18-F (5′-agcaaatgggtc 
gcggatccTCGCTCCCGCCAACCCCGAT-3′)，强毒

下游引物 28a-Xho I-p18-R 强(5′-tggtggtggtggtgc 
tcgagGTTGTTGATTGTAGATCTGC-3′)，弱毒下

游引物 28a-Xho I-p18-R弱(5′-tggtggtggtggtgctcg 
agTTCTGTGTCGTCAAATGATC-3′)，小写字母

为 pET-28a 同源片段，大写字母为 p18 片段。

引物由北京擎科生物科技股份有限公司合成。 

1.4  病毒 RNA 的提取及 p18 基因扩增 
取 NDRV NP03 及 NDRV S 第 30 代

(NDRV-S-C30)病毒液各 200 µL，按说明书操作

步骤提取病毒核酸，参照反转录试剂盒说明书将

所提取的病毒核酸反转录为 cDNA，以 1.3 设计

的引物用于 PCR 扩增，PCR 反应体系：2×Taq 
Master Mix 25 µL，上游引物 28a-BamH I-p18-F、
下游引物 28a-Xho I-p18-R 强/弱(10 µmol/L)各
2 µL，cDNA 模板 2 µL，ddH2O 补足 50 µL。PCR
反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，
72 ℃ 30 s，共 30 个循环；72 ℃ 5 min。将 PCR
产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，按照琼脂糖

DNA 凝胶回收试剂盒步骤回收目的片段。 

1.5  重组表达质粒的构建与鉴定 
将 pET-28a 用 BamH I、Xho I 双酶切，然

后按照同源重组试剂盒说明书与纯化的 p18 片

段连接，构建 p18 原核表达质粒，由北京擎科

生物科技股份有限公司测序验证。 

1.6  p18 蛋白诱导表达 
将重组质粒 pET-28a-p18 (强毒和弱毒)转

化到 BL21(DE3)感受态细胞中，经 IPTG 诱导后，

4 ℃、8 000 r/min 离心收集沉淀菌体，超声裂

解功率 300 W，超声裂解 10 s，停 10 s，共超

声 30 min，离心后收集超声产物的上清和沉淀。 

1.7  重组蛋白的纯化及鉴定 
采用 His 标签蛋白琼脂糖纯化树脂填料柱，

按照说明书纯化 His-p18 重组蛋白。将纯化蛋白

进行 SDS-PAGE 电泳和考马斯亮蓝染色，以抗 His
鼠单克隆抗体作为一抗进行 Western Blot 鉴定。 

1.8  p18 多克隆抗体的制备 
将强毒株重组 p18 蛋白以 50 µg/只与弗氏

完全佐剂 1:1 乳化，采用背部多点皮下免疫 6 周

龄 BALB/c 雌鼠。首免后的第二周和第四周，

用 p18 蛋白按照 50 µg/只与弗氏不完全佐剂 1:1
混合乳化后对小鼠免疫。第 3 次免疫后 7 d，采

集小鼠血清。将纯化的强毒株的 p18 重组蛋白

作为包被抗原，用常规间接 ELISA 方法对收取

的 p18 小鼠多克隆抗体效价进行测定。 

1.9  p18 蛋白多克隆抗体 Western Blot
鉴定 NDRV 强弱毒株 

将 NDRV 强毒株 NP03 和弱毒株 NDRV 
S-C30 分别以感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)为 0.1 接种于 12 孔板 MDEF 细胞，培养

24 h 后弃去培养液，收取细胞蛋白，以上述制

备的鼠 p18 多克隆抗体为一抗，HRP 标记的山

羊抗鼠 IgG 作为二抗，进行 Western Blot 鉴定。 

1.10  p18 蛋白多克隆抗体间接免疫荧光

试验(indirect immunofluorescence assay, 
IFA)检测 NDRV 强弱毒株 

将 NDRV 强毒株 NP03 和弱毒株 S-C30 分
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别以 MOI 为 0.1 接种于 MDEF 细胞，培养 12 h
后弃去培养液，加入 4%多聚甲醛固定细胞，以

上述制备的鼠 p18 多克隆抗体为一抗，FITC 标

记的山羊抗鼠 IgG 为二抗，同时设置正常细胞

对照，进行 IFA 鉴定。 

2  结果与分析 
2.1  p18 重组蛋白的诱导表达及纯化 

构建了 NDRV 强弱毒株 p18 重组表达质

粒，表达菌经 IPTG 诱导表达和 SDS-PAGE 鉴

定，结果显示，诱导表达的强毒和弱毒 His-p18
重组蛋白大小分别约为 19 kDa 和 16 kDa (包含

载体的标签序列) (图 1A、1B)，与预测蛋白大

小一致，在裂解菌体沉淀和上清中均能够检测

到重组蛋白，收集上清纯化获得纯化的强弱毒

株 His-p18 重组蛋白(图 1A、1B)。 

2.2  p18 重组蛋白的 Western Blot 鉴定 
对诱导表达及纯化的 p18 重组蛋白进行

Western Blot 分析，如图 2A、2B 所示，NDRV 强

弱毒 His-p18 重组蛋白分别在约 19 kDa 和 16 kDa
处出现特异性条带，大小与预期的重组蛋白大

小一致(包含载体的标签序列)，而空载体诱导菌

没有出现任何条带，结果表明，强弱毒 His-p18
重组蛋白在大肠杆菌中成功表达并获得了纯化

的 His-p18 重组蛋白。 

2.3  p18 蛋白多克隆抗体效价的检测 
应用间接 ELISA 方法，以纯化的强毒株重

组 p18 蛋白为抗原进行包被，测定制备的 p18 

 

 
 
图 1  NDRV 强弱毒 p18 蛋白诱导表达及纯化的 SDS-PAGE 分析   M：蛋白质分子量 marker；1：空

载体；2：蛋白诱导前；3：蛋白诱导后；4：表达产物超声破碎上清；5：表达产物超声破碎沉淀；6：表

达产物经 Ni-NTA 柱吸附后流出液。A 中 7：洗脱得到的强毒 His-p18 重组蛋白。B 中 7：洗脱得到的弱

毒 His-p18 蛋白(收集的第一管洗脱液)；8：洗脱得到的弱毒 His-p18 蛋白(收集的第三管洗脱液)。箭头：

NDRV 强毒或弱毒 His-p18 重组蛋白。 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of induced expression and purification of p18 protein of virulent and 
attenuated strains of NDRV. M: Protein molecular marker; 1: Empty plasmid; 2: Before IPTG induction; 3: 
After IPTG induction; 4: The supernatant product after ultrasonic crushing; 5: The precipitated product after 
ultrasonic crushing; 6: The flow liquid of the expression product after adsorbed by Ni-NTA column. 7 in A: 
Purified His-p18 protein of virulent strain. 7 in B: Purified His-p18 protein of attenuated strain (The first tube 
of eluent); 8: Purified His-p18 protein of attenuated strain (The third tube of eluent). Arrow: The His-p18 
protein of the virulent or attenuated strains of NDRV. 
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图 2  强弱毒 His-p18 重组蛋白的 Western Blot 鉴定   M：蛋白质分子 marker；1：空载体；2：蛋白诱

导前；3：蛋白诱导后；4：表达产物超声破碎上清。A 中 5：纯化的强毒 His-p18 蛋白。B 中 5：纯化的

弱毒 His-p18 蛋白。 
Figure 2  Identification of His-p18 recombinant protein of virulent and attenuated strains by Western Blot. 
M: Protein molecular marker; 1: Empty plasmid; 2: Before IPTG induction; 3: After IPTG induction; 4: The 
supernatant expression product after ultrasonic crushing. 5 in A: Purified His-p18 protein of virulent strain. 5 
in B: Purified His-p18 protein of attenuated strain. 
 
蛋白多克隆抗体效价。检测制备的多克隆抗体

效价达 1:51 200，表明本研究制备的 p18 蛋白

多克隆抗体有较高的效价。 

2.4  p18 蛋白多克隆抗体可用于鉴定

NDRV 强弱毒株 
将 NDRV 强弱毒分别感染 MDEF 细胞 24 h

后的细胞蛋白作为抗原，以制备的强毒株 p18
蛋白多克隆抗体为一抗，进行 Western Blot 鉴

定。如图 3 所示，NDRV 强毒 p18 蛋白和弱毒

p18 蛋白分别在 18 kDa 和 14 kDa 处有目的条

带，与预期结果相符，说明制备的 p18 多克隆

抗体可以特异性识别 NDRV 强弱毒株感染细胞

的 p18 蛋白，也证实 NDRV 弱毒株的 p18 基因

在第 382 位核苷酸的突变造成蛋白的截短表达，

导致弱毒株的 p18 蛋白 C 端缺失。 

2.5  p18 蛋白多克隆抗体可用于 NDRV
强弱毒株 IFA 检测 

将 NDRV 强弱毒感染的 MDEF 细胞固定，

以上述制备的 p18 蛋白多克隆抗体为一抗，进

行 IFA 试验，如图 4 结果所示，p18 蛋白高免 

 
 

图3  p18蛋白多克隆抗体Western Blot鉴定NDRV
强弱毒株   M：蛋白质分子量 marker；1：未感

染的 MDEF 细胞；2：感染强毒 MDEF 细胞；3：
感染弱毒 MDEF 细胞。 
Figure 3  Identification of virulent and attenuated 
strains of novel duck reovirus using anti-p18 
polyclonal antibody by Western Blot. M: Protein 
molecular marker; 1: Normal MDEF cells; 2: NDRV 
virulent strain-infected MDEF cells; 3: NDRV 
attenuated strain-infected MDEF cells. 
 
血清与 NDRV 强毒株和 NDRV 弱毒株感染的

MDEF 细胞呈现较强的绿色荧光，而未感染的

阴性对照细胞则未检测到荧光，说明制备的多

克隆抗体可以特异性检测 NDRV 强弱毒株感染

细胞时表达的 p18 蛋白。 
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图 4  p18 蛋白多克隆抗体 IFA 检测 NDRV 强弱毒株(100×) 
Figure 4  Examination of virulent and attenuated strains of novel duck reovirus using anti-p18 polyclonal 
antibody by IFA (100×). 
 

3  讨论 
NDRV 是近年来严重危害我国水禽健康的

新发鸭源病毒，NDRV 感染宿主后引起脾脏、

肝脏、法氏囊出血病变，导致免疫抑制和生长

障碍，进而容易继发其他病原的感染[8-9]。然而，

目前尚无防控 NDRV 的有效疫苗和药物，使得

NDRV 仍在我国许多鸭场中流行[10-12]。 
本研究团队前期分离到 NDRV 强毒株

NP03，并对病毒的全基因组进行了测序[2]。为获

得 NDRV 弱毒疫苗株，我们将 NP03 在 MDEF 细

胞上连续传代，选育到 1 株 NDRV 弱毒株 S[7]。

前期通过基因组比对发现，NDRV 弱毒株的 p18
基因发生突变，导致 p18 蛋白比强毒株缺失了

C 端的 35 个氨基酸。为了鉴定 NDRV 强弱毒株

p18 蛋白差异，本研究制备了 p18 蛋白小鼠多克

隆抗体，并通过 Western Blot 鉴定 NDRV 强弱毒

株 p18 蛋白确实存在明显的分子量差异，验证了

弱毒株 p18 蛋白缺失了蛋白 C 端的 35 个氨基酸。 

将分离到的强毒株在细胞、胚蛋或者动物

体内进行传代致弱是选育天然弱毒疫苗株的有

效措施，病毒在连续传代过程中会产生基因突

变，进而减弱病毒的致病性。鸭坦布苏病毒在

BHK-21细胞上传 310代后减弱了对鸭子的致病

性，研究发现强毒株的 E 蛋白第 367 位苏氨酸

突变为弱毒株的赖氨酸是病毒致弱的关键氨基

酸位点[13]。鸡传染性支气管炎病毒在鸡胚连续传

代的弱毒株的 S 基因 3′端突变产生一个终止密码

子，使 S2 亚基 C 端的胞质尾结构域(cytoplasmic 
tail, CT)截短 9 个氨基酸，改变了 S 蛋白的定位，

是病毒致弱的关键原因[14]。本研究的 NDRV 弱

毒株在 p18 基因的突变产生的终止密码子造成

了 35 个氨基酸的截短表达，然而还不清楚该突

变与病毒致弱的关系，并且对 NDRV p18 蛋白

的功能也知之甚少。NDRV 的 p18 蛋白与鸡源

禽呼肠孤病毒的 p17 蛋白是同源蛋白，对 ARV
的 p17 蛋白功能的研究已有了较大的进展。p17
蛋白是一个核质穿梭蛋白，其中 p17 蛋白 C 端
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具有核定位信号的功能，p17 蛋白的核定位能

够调控细胞周期、诱导细胞自噬，在病毒复制

中发挥重要作用[4-6]。本研究的 NDRV p18 蛋白

C 端是否同样含有核定位信号，弱毒株的 p18 蛋

白 C 端缺失是否会改变蛋白的定位功能，以及

p18 蛋白 C 端缺失是否是病毒毒力减弱的关键

原因等都是需要回答的科学问题。这些科学问

题的阐明将对 NDRV 及其他禽呼肠孤病毒弱毒

疫苗的研发提供理论支撑。本研究的结果将为

深入研究 NDRV p18 蛋白在病毒致弱中的作用

及机理奠定基础。 

4  结论 
本研究表达并纯化获得了 NDRV 强弱毒株

的 p18 重组蛋白，制备了强毒株的 p18 蛋白小

鼠多克隆抗体，进一步在病毒感染细胞水平验证

了 NDRV 弱毒株的 p18 蛋白 C 端天然缺失 35 个

氨基酸，为深入研究 NDRV p18 蛋白生物学功

能及病毒致弱机理奠定了基础，将为 NDRV 新

型疫苗的研发提供理论支撑。 
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