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摘  要：【背景】鸭短喙侏儒综合征(beak atrophy and dwarfism syndrome, BADS)是由新型鸭细小病

毒(novel duck Parvovirus, NDPV)感染导致雏鸭生长发育迟缓、上下喙萎缩的疾病。BADS 的暴发

给我国养鸭业造成了巨大的经济损失。【目的】利用大肠杆菌表达系统制备 NDPV 病毒样颗粒

(virus-like particles, VLPs)，为研制 NDPV 相关疫苗奠定基础。【方法】对 NDPV VP2 序列全长进

行密码子优化、合成，连接至 pColdTF 表达载体，获得 pColdTF-NDPV-VP2 重组质粒，酶切、测

序鉴定正确后将重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中进行诱导表达，利用十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)对蛋白表达

进行可溶性分析；使用凝血酶(thrombin)切除 trigger factor (TF)标签，利用镍柱(Ni-NTA)亲和层析

方法纯化重组蛋白；利用 Western blotting 对纯化后的 VP2 蛋白进行反应原性分析；利用透射电镜、

动态光散射观察重组蛋白形态以及能否形成 VLPs。【结果】构建了 pColdTF-NDPV-VP2 重组质粒，

在大肠杆菌中主要以可溶性形式表达，融合蛋白 TF-VP2 大小约为 115 kDa，去除 TF 标签经镍柱

纯化后得到 67 kDa 的 VP2 蛋白；Western blotting 试验表明 VP2 蛋白能与 NDPV 鸭阳性血清发生

特异性结合；通过透射电镜可以观察到形状规则、直径约为 20−25 nm 的病毒样颗粒。【结论】利

用大肠杆菌表达系统制备了 NDPV VLPs，为下一步研发 BADS 相关亚单位疫苗及生物相关制品提

供了基础。 
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Abstract: [Background] Beak atrophy and dwarfism syndrome (BADS) caused by novel duck 
parvovirus (NDPV) infection leads to stunted growth and atrophy of the upper and lower beaks 
of ducklings. The outbreak of BADS has caused huge economic losses to the duck industry in 
China. [Objective] To construct NDPV virus-like particles (VLPs) in Escherichia coli, laying 
the foundation for the development of NDPV-related vaccines. [Methods] The full-length 
NDPV VP2 sequence was codon-optimized, synthesized, and then ligated into the pColdTF 
vector to obtain the pColdTF-NDPV-VP2 recombinant plasmid. After being identified by 
enzyme digestion and sequencing, the recombinant plasmid was transformed into E. coli 
BL21(DE3) for expression. SDS-PAGE was employed to analyze the solubility of the 
recombinant protein. The TF tag was removed by thrombin protease, and then recombinant 
protein was purified by Ni-NTA affinity chromatography. Western blotting was employed to 
examine the reactogenicity of purified VP2 protein and dynamic light scattering and 
transmission electron microscopy to observe the morphology of the recombinant protein and the 
formation of VLPs. [Results] The recombinant plasmid pColdTF-NDPV-VP2 was constructed 
successfully and expressed in E. coli mainly in the soluble form. The TF-VP2 fusion protein had 
a molecular weight of 115 kDa, and the molecular weight was 67 kDa after removal of the TF 
tag. Western blotting showed that the VP2 protein specifically bound to NDPV-positive duck 
serum. The VP2 VLPs with diameters of 20 nm to 25 nm could be observed by transmission 
electron microscopy. [Conclusion] We used the E. coli expression system to design NDPV 
VLPs, which can provide a basis for the development of subunit vaccines and biological-related 
products against BADS. 
Keywords: novel duck parvovirus; virus-like particles; Escherichia coli expression system  
 

鸭短喙侏儒综合征(beak atrophy and dwarfism 
syndrome, BADS)是由新型鸭细小病毒 (novel 
duck parvovirus, NDPV)感染，导致雏鸭生长发

育缓慢、上下喙萎缩、舌头外伸肿胀为特征的疾

病，俗称“鸭长舌病”或“鸭大舌病”[1]。该病易感

染 10−30 日龄的樱桃谷北京鸭雏鸭[2]。自 2015 年

以来，BADS 在中国广泛传播，可导致 10%−100%
的发病率和0−10%的死亡率[3]。患病鸭表现出不

愿行走、进食减少甚至无法进食等症状；3 周

龄后，鸭体矮小、生长不良现象更加明显；在

屠宰时，患病鸭的腿骨和翅膀易折断，对我国

肉鸭养殖业造成严重的经济损失[4]。 
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水禽细小病毒(waterfowl parvovirus)属于细

小病毒科(Parvoviridae)细小病毒亚科(Parvovirinae)
依赖病毒属(Dependovirus)成员，被人熟知的是

鹅细小病毒(goose parvovirus, GPV)[5]。新型鸭

细小病毒包含一个小的无包膜、线性单链 DNA
基因组，长度约为 5.1 kb，其复制不需要宿主

细胞中的辅助病毒，病毒呈正二十面体对称，

直径 20−25 nm，无囊膜，与鹅细小病毒具有相似

的基因组成与结构[6]。全基因组主要由中间 2 个

开放阅读框(open reading frame, ORF)和两侧末

端倒置重复序列(inverted terminal repeat, ITR)
区构成，左侧 ORF编码非结构蛋白 NS1和 NS2，
右侧 ORF 编码结构蛋白 VP1、VP2 和 VP3[7]。

研究表明结构蛋白 VP2 (1 764 bp)含有丰富的

抗原表位，能刺激机体产生免疫反应，是常用

的疫苗候选抗原[8]。 
病毒样颗粒(virus-like particles, VLPs)是由

病毒的一个或多个结构蛋白自发组成与天然病

毒粒子结构相似的中空蛋白粒子，是非感染性

病毒结构蛋白，因为它们不含病毒遗传物质，

同时又保留了天然病毒的生物学活性，能有效

诱导机体产生免疫应答反应，在疫苗开发中发

挥着重要作用[9-10]。已有研究表明细小病毒家族

能通过不同表达系统表达这 3 种结构蛋白，并

在体外组装形成病毒样颗粒。相关文献报道

VP2、VP3 形成的 VLPs 比 VP1 形成的 VLPs
能使机体产生更高水平的中和抗体[11]。细菌是

用于生产重组蛋白时最广泛使用的表达系统之

一。大肠杆菌表达系统具有操作简单、生产成

本低、细胞生长快和蛋白表达水平高等优点。

目前未见大肠杆菌表达系统表达 NDPV 形成

VLPs 的相关研究报道，因此本研究通过应用大

肠杆菌表达系统表达 NDPV VP2 蛋白制备病毒

样颗粒，并进行纯化和组装鉴定，以期为研制

NDPV 亚单位疫苗及相关生物制品提供基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

pColdTF表达载体、T4 DNA连接酶和EcoR I、
Xho I 限制性内切酶，TaKaRa 公司；2×Phanta 
Max Master Mix 高保真酶，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；大肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3)
感受态细胞，生工生物工程(上海)股份有限公

司；质粒提取试剂盒，Omega Bio-Tek 公司；

His-Tagged Protein Purification Kit (Soluble Protein)，
康为世纪生物科技股份有限公司；NDPV 鸭阳

性血清、阴性血清由本实验室保存；辣根过氧

化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记兔抗

鸭单克隆抗体，AB Box 公司；预染蛋白标记，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；过氧化物酶显

色底物 AEC (3-amino-9-ethylcarbazole)试剂盒和

凝血酶(thrombin)，北京索莱宝科技有限公司。

PCR 热循环仪、核酸蛋白电泳仪、凝胶成像系

统，Bio-Rad 公司；高速低温离心机、恒温制冷

摇床，赛默飞世尔科技公司；超声波细胞破碎

仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；纳米粒

度仪，马尔文帕纳科公司。 

1.2  NDPV VP2 基因的合成 
NDPV 毒株使用由本实验室分离鉴定的

QH-L01株，已测得VP2蛋白的基因序列(1 764 bp)。
根据大肠杆菌密码子偏好性将基因序列进行优

化，由南京金斯瑞生物科技有限公司合成

pUC57-NDPV-VP2 重组质粒和携带酶切位点的

上、下游引物 VP2F [5′-GAATTC(EcoR I)ACAG 
CTCCCGTAAAAAAG-3′]和 VP2R [5′-CTCGAG 
(Xho I)TTAGAGATTCTGGGTCAG-3′]。 

1.3  重组质粒 pColdTF-NDPV-VP2 的构

建及鉴定 
以 pUC57-NDPV-VP2 为模板，通过 PCR

扩增 VP2 基因。PCR 反应体系：上、下游引物   
(10 μmol/L)各 2 μL，2×Phanta Max Master Mix  
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25 μL，模板 1 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃   
60 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。将反应产物经

琼脂糖凝胶电泳鉴定，胶回收目的基因片段。

用 EcoR I 和 Xho I 限制性内切酶分别与目的基

因片段和 pColdTF 载体进行双酶切反应，反应

完成后进行 DNA 纯化回收，随后用 T4 DNA 连

接酶在 16 ℃环境下反应 30 min，获得重组表达

质粒 pColdTF-NDPV-VP2。将构建好的重组质

粒转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞后涂布 LB
固体培养基培养过夜，然后挑取单菌落进行扩大

培养；收集菌液并使用质粒提取试剂盒(Omega)
提取重组质粒，对重组质粒进行双酶切鉴定后

测序鉴定。 

1.4  重组蛋白的诱导表达及可溶性分析 
将鉴定正确的 pColdTF-NDPV-VP2 重组质

粒转化到大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞中，

涂布至含有 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 平板

培养过夜，次日挑取单菌落接种至含有氨苄青

霉素(100 μg/mL)的 LB 液体培养基培养为种子

菌液，再以 1:50 的比例接种至同样的培养基中

37 ℃、220 r/min 振荡培养至 OD600 约为 0.6−0.8
时，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的异丙基-β-D-硫
代半乳糖苷(isopropyl β-D-thiogalactopyranoside, 
IPTG)，分别在 16、24 和 37 ℃下诱导 16 h 以

探索最佳诱导温度。在最佳诱导温度下按照上

述方法分别加入终浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8 和

1.0 mmol/L 的 IPTG，探索最佳 IPTG 诱导浓度。

诱导完成后，收集菌液至离心管中，7 000 r/min
离心 15 min 弃上清收集菌体沉淀，加入 1/10
体积的磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, 
PBS)重悬菌体，放置冰上进行超声破碎(功率设

定 300 W，工作 5 s，间隔 5 s)，超声 10 min 后

将破碎液转移至离心管中，4 ℃、12 000 r/min

离心 20 min，分别收集上清和沉淀，并各取   
90 μL 进行 SDS-PAGE 分析重组蛋白的可溶性

表达。 
1.5  重组 VP2 蛋白的纯化和 TF 标签的切除 

按照优化后的最佳诱导条件表达重组蛋

白，收集菌体并进行超声裂解，详细操作参照

1.4 中的步骤，收集超声破碎后的蛋白于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 20 min 后收集上清溶液。使

用 Ni-NTA 亲和层析的方法对表达的重组蛋白

进行纯化。将 Ni-NTA 填料吸至层析柱中，洗涤

后使用 5倍柱体积的结合缓冲液(binding buffer) 
(20 mmol/L Tris-HCl、10 mmol/L 咪唑(imidazole)、
500 mmol/L NaCl)平衡层析柱；将超声破碎后得

到的上清液过滤后转移至平衡后的层析柱，放置

摇床，设置转速 90 r/min，4 ℃环境下相互作用

30 min，用 15 倍柱体积的 binding buffer 洗涤，

最后使用 1 倍柱体积的洗脱缓冲液 (elution 
buffer) (20 mmol/L Tris-HCl、500 mmol/L 咪唑、

500 mmol/L NaCl)洗脱目的蛋白，收集洗脱液。

纯化后的重组蛋白由于带有较大的促溶标签

TF (trigger factor)-Tag (49 kDa)，因此使用

thrombin 切除标签蛋白，4 ℃酶切过夜后将样品

再次用 Ni-NTA 树脂纯化，收集洗脱液，得到

纯化后的 VP2 蛋白。 

1.6  重组蛋白的 Western blotting 鉴定 
取纯化的蛋白样品进行 SDS-PAGE，以

NDPV 感染鸭阳性血清作为一抗，4 ℃孵育过夜，

等渗缓冲盐溶液(Tris-HCl buffer solution Tween, 
TBST)洗膜 3 次，每次 5 min；以 HRP 标记的兔

抗鸭 IgG 为二抗，在摇床上低速振摇，室温孵育

1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，最后加入化

学发光显色液避光进行显色处理，观察结果。 

1.7  NDPV VLPs 的组装和鉴定 
将纯化的 VP2 蛋白进行体外组装，配制组
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装缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl、250 mmol/L NaCl、
pH 8.0)，将样品转移至 14 kDa 透析袋中密封后

放入缓冲液中，在 4 ℃低温环境下透析过夜。取

透析组装后的蛋白样品 20 μL 滴于 200 目铜网

上，室温下作用 2 min，用磷钨酸染液负染，等

待自然干燥后使用透射电镜(transmission electron 
microscope, TEM)观察样品的形态。另外，通过

纳米粒度仪检测 VLPs 的粒径分布。 

2  结果与分析 
2.1  重组表达质粒 pColdTF-NDPV-VP2
的构建与鉴定结果 

选择 pColdTF 作为表达载体，该载体自带

促溶标签 TF-Tag 以及 Thrombin 酶切位点方便

后续切除，将 VP2 基因片段插入载体 pColdTF
中构建重组质粒 pColdTF-NDPV-VP2，将构建

好的 pColdTF-NDPV-VP2质粒经双酶切后用 0.8%
琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示约在 1 700 bp
和 5 700 bp 处可见两条特异性条带(图 1)，经比

对符合目的基因条带大小(1 764 bp)。将双酶切

鉴定正确的质粒送检测序，结果与密码子优化

后的序列相同，表明重组表达质粒 pColdTF- 
NDPV-VP2 构建成功。 

2.2  重组蛋白的表达条件优化和可溶性分

析结果 
将重组表达质粒 pColdTF-NDPV-VP2 转化

至大肠杆菌 BL21(DE3)中，分别收集诱导前后

的菌体，超声破碎后离心分离获得上清和沉淀

进行 SDS-PAGE 鉴定。结果显示，空载质粒

pColdTF 经诱导后在 48 kDa 处出现明显条带，

符合 TF 标签大小；重组表达质粒 pColdTF- 
NDPV-VP2 经诱导后在 115 kDa 处出现明显条带，

符合重组蛋白 TF-VP2 的大小(67 kDa+48 kDa)，表
明成功诱导了重组蛋白的表达；表达的重组蛋白

大部分是可溶的，主要存在于上清中(图 2)。对 

 
 
图 1  重组质粒 pColdTF-NDPV-VP2 的双酶切鉴定 
Figure 1  Identification of pColdTF-NDPV-VP2 
plasmid digested by EcoR I and Xho I. M: DNA 
molecular Marker; 1: pColdTF-NDPV-VP2 plasmid 
digested by EcoR I and Xho I; 2: pColdTF- 
NDPV-VP2 plasmid. 
 

 
 
图 2  重组蛋白表达可溶性分析   M：蛋白质

Marker；1：pColdTF 空载诱导前对照；2：pColdTF 
IPTG 诱导后对照；3：pColdTF-NDPV-VP2 IPTG
诱导前全菌；4：pColdTF-NDPV-VP2 IPTG 诱导

后全菌；5：pColdTF-NDPV-VP2 IPTG 诱导后沉

淀；6：pColdTF-NDPV-VP2 IPTG 诱导后上清 
Figure 2  Soluble analysis of recombinant protein. 
M: Protein molecular weight Marker; 1: pColdTF 
without induced; 2: pColdTF induced by IPTG; 3: 
Total bacteria of pColdTF-NDPV-VP2 before 
induction by IPTG; 4: Total bacteria of pColdTF- 
NDPV-VP2 after induction by IPTG; 5: Sediment of 
pColdTF-NDPV-VP2 after induction by IPTG; 6: 
Supernatant of pColdTF-NDPV-VP2 after induction 
by IPTG. 



 
邹昕熠等: 新型鸭细小病毒样颗粒的制备及鉴定 5409 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

重组蛋白的最佳诱导温度和 IPTG 诱导浓度进

行优化，结果显示重组蛋白在 16 ℃和 25 ℃条

件下诱导主要以可溶性表达为主(图 3A)，采用

Image J 软件检测蛋白条带光密度值，计算目

的蛋白可溶性相对表达量，结果显示在 16 ℃
条件下目的蛋白可溶性相对表达量高于 25 ℃ 
(图 3B)，因此该蛋白表达的最佳诱导温度为

16 ℃；考虑到 IPTG 具有一定毒性以及使用成

本的问题，最终选取最低的 0.2 mmol/L 为诱导

浓度(图 4)。 

2.3  重组蛋白 TF-VP2 的纯化 
将诱导后得到的重组蛋白经 Ni-NTA 柱亲

和层析纯化后进行 SDS-PAGE 分析，如图 5 所

示，得到了纯度较高、单一的目的蛋白，且洗

脱峰集中在泳道 5−7 样品中。 
2.4  TF 标签蛋白的切除 

将纯化得到的 TF-VP2 重组蛋白使用

Thrombin 酶切标签蛋白 TF，酶切后的产物采用

SDS-PAGE 鉴定。结果显示，分别在约 67 kDa
和 48 kDa 处出现两条特异性条带，符合 VP2
蛋白和 TF 标签蛋白的大小，表示 Thrombin 酶

酶切成功，得到单一的 VP2 蛋白(图 6)。通过

Ni-NTA 亲和层析纯化酶切后的蛋白，即得到单

一的不含 TF 标签的 VP2 蛋白，使用二辛可宁

酸 蛋 白 浓度 测 定 试剂 盒 (bicinchoninic acid, 
BCA)进行浓度测定，得到重组蛋白 VP2 浓度为

1.023 mg/mL。 

2.5  重组蛋白 VP2 的 Western blotting 分析 
将纯化后的蛋白进行 Western blotting 鉴

定，一抗分别为 NDPV 鸭阳性血清、鸭阴性血

清，二抗为 HRP 标记的兔抗鸭 IgG 抗体。结果

如图 7A 所示，在 67 kDa 处出现一条特异性条

带，与目标条带大小相符，而与鸭阴性血清反

应未出现目的条带(图 7B)，表明纯化后的 VP2
蛋白能与 NDPV 鸭阳性血清中特异性抗体结

合，具有良好的反应原性。 

 

 
 

图 3  重组蛋白表达最佳温度条件优化   M：蛋白质 Marker；A：不同温度诱导下重组蛋白表达量. 1、
2、3：分别为 16 ℃诱导全菌、沉淀、上清；4、5、6：分别为 25 ℃诱导全菌、沉淀、上清；7、8、9：
分别为 37 ℃诱导全菌、沉淀、上清. B：可溶性目的蛋白相对表达量 
Figure 3  Optimization of recombinant protein expression temperature. A: Expression of recombinant protein 
induced by different temperatures. M: Protein molecular weight (MW) Markers; 1, 2, 3: Total bacteria, 
sediment, supernatant of pColdTF-NDPV-VP2 after induction at 16 ℃; 4, 5, 6: Total bacteria, sediment, 
supernatant of pColdTF-NDPV-VP2 after induction at 25 ℃; 7, 8, 9: Total bacteria, sediment, supernatant of 
pColdTF-NDPV-VP2 after induction at 37 ℃. B: Relative expression of soluble protein. 
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图 4  重组蛋白表达最佳 IPTG 浓度条件优化   
M：蛋白质分子质量标准；1：pColdTF 空载未诱

导；2：pColdTF 空载诱导；3：pColdTF-NDPV-VP2
未诱导；4‒8：IPTG 终浓度分别为 0.2、0.4、0.6、
0.8 和 1.0 mmol/L 
Figure 4  Optimization of IPTG concentration. M: 
Protein molecular weight (MW) Markers; 1: pColdTF 
without induced; 2: pColdTF induced by 0.2 mmol/L 
IPTG; 3: pColdTF-NDPV-VP2 without induced; 4‒8: 
Final concentration of IPTG was 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 
1.0 mmol/L, respectively. 
 

 
 

图 5  重组蛋白 TF-VP2 的纯化   M：蛋白质分

子质量标准；1：诱导后菌体上清；2：流穿液；3：
洗涤液；4‒8：洗脱液 
Figure 5  Purification of TF-VP2 protein. M: Protein 
molecular weight (MW) Markers; 1: Supernatant 
of pColdTF-NDPV-VP2 after induction; 2: Flow 
buffer; 3: Wash buffer; 4‒8: Purified TF-VP2 
protein. 
 
2.6  NDPV VLPs 的组装和鉴定结果 

取组装后的重组蛋白样品经 3%的磷钨酸

负染后进行透射电镜观察，图 8A 结果显示可

观察到大小均一、直径为 20 nm 左右的病毒样 

 
 
图 6  Thrombin 酶处理后的 TF-VP2 蛋白   M：

蛋白质分子质量标准；1：纯化后的 TF-VP2 蛋白；

2：Thrombin 酶处理后的 TF-VP2 蛋白 
Figure 6  TF-VP2 protein after thrombin digestion. 
M: Protein molecular weight (MW) Markers; 1: 
Purified TF-VP2 protein; 2: Protein after Thrombin 
digestion. 
 

 
 
图 7  纯化后的 VP2 蛋白 Western blotting 分析   
A：纯化后的 VP2 蛋白与 NDPV 鸭阳性血清反应

(泳道 1). B：纯化后的 VP2 蛋白与鸭阴性血清反

应(泳道 2). M：蛋白质分子质量标准 
Figure 7  Western blotting analysis of purified VP2 
protein. A: Purified VP2 protein with NDPV 
duck-positive serum (lane 1). B: Purified VP2 
protein with NDPV duck-negative serum (lane 2). 
M: Protein molecular weight Marker. 
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颗粒；图 8B 动态光散射结果显示组装液中形成

了直径为 20 nm 左右的颗粒，符合 NDPV 颗粒

大小。以上结果表明重组 VP2 蛋白成功在体外

自组装成 VLPs。 

3  讨论与结论 
1971‒1972 年间法国首次报道了由 NDPV

引起骡鸭的短喙侏儒综合征(BADS)[12]，随后在

1989‒1990 年间在中国台湾报道。1995 年波兰出

现相关病例报道，2009 年在匈牙利暴发此病[13]。

2015 年，我国山东、江苏、河南、安徽和河北

等省份的商品樱桃谷鸭突发慢性传染病疫情，

一年后四川省报道了该病[14]。目前未见商品化 

 

 
 
图 8  重组蛋白的透射电镜(A)与动态光散射(B) 
鉴定 
Figure 8  The identification of recombinant proteins 
by TEM (A) and DLC (B). 

疫苗，一些农户仍使用病原特征相似的小鹅瘟

卵黄抗体以获得交叉保护作用，但研发出安全高

效的以预防为主的疫苗是防控本病的重点[15]。 
传统的灭活疫苗和弱毒疫苗虽然技术成

熟，但存在一些局限性，而基于单一病毒蛋白的

重组亚单位疫苗存在免疫原性较弱和高成本等

缺点。相比之下，病毒样颗粒(VLPs)作为一种

高效、安全的亚单位疫苗，能以更真实的构象

呈现病毒抗原，具有良好的反应原性，较低剂

量便能刺激机体产生体液和细胞免疫。 
截至目前，研究者们已经通过不同的表达

系统为 30 多种感染人类和其他动物的不同病

毒生产了 VLPs，其中较常见的大肠杆菌表达系

统具有操作简单、生长速度快和相对较低的成

本，已广泛用于实验室和工业规模的重组蛋白

生产。但是大肠杆菌表达系统缺乏转录后剪切、

翻译后修饰能力的缺点，意味着表达一些复杂

蛋白质时表达产物常容易相互结合形成不溶性

聚集体[16]。为了解决这些问题，通常采用优化

表达条件、选择合适的宿主菌和共表达伴侣分

子来解决。本研究选择 pColdTF 载体进行重组

蛋白表达，该载体是一种冷休克载体，载体上

带有 cspA (冷休克蛋白 A)启动子，可以在低温

环境(15 ℃)下培养。本试验经过表达条件优化，

成功表达了可溶性的 TF-VP2 重组蛋白，通过

Thrombin 酶切位点去除 TF 标签，再通过 Ni-NTA
树脂纯化得到不含标签的单一 VP2 蛋白。经

Western blotting 分析，纯化后的 VP2 蛋白能与

NDPV 鸭阳性血清特异性结合，表明 NDPV VP2
蛋白具有良好的反应原性。透射电镜和动态光

散射结果显示，NGPV VP2 蛋白在体外形成了

与天然病毒颗粒形态相似、直径约为 20−25 nm
的 VLPs。综上所述，本研究利用大肠杆菌表达

系统成功制备了 NDPV-VP2 VLPs，为后续研究

NDPV 相关疫苗奠定了基础。 
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