
书书书

畜牧兽医学报　２００８，３９（６）：７５７７６３

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

鹅细小病毒非结构蛋白和结构蛋白

犅细胞线性抗原表位的鉴定
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摘　要：鹅细小病毒是小鹅瘟的病原体，其基因组含有２个主要开放阅读框（ＯＲＦ），分别编码非结构蛋白（ＮＳ）和

结构蛋白（ＶＰ）。为了对这２种蛋白进行抗原表位作图，设计了３４个覆盖非结构蛋白 ＮＳ和结构蛋白 ＶＰ的５０～

６０个氨基酸残基的重叠短肽，并进行了融合表达。用攻毒１０周龄鹅血清对这３４个融合蛋白进行蛋白质印迹分

析，结果鉴定出 ＮＳ蛋白线性抗原表位位于Ｃ末端的４５３６２７氨基酸区域；ＶＰ蛋白线性抗原表位位于３５—１９８、

４２３—４９１、５３１—５９５、６１６—６６９和６７８—７３２氨基酸区域。
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　　鹅细小病毒（Ｇｏｏｓｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）是小鹅

瘟（Ｇｏｓｌｉｎｇｐｌａｇｕｅ，ＧＰ）的病原体，由于其感染雏鹅

传播快、病死率高，引起国内外学者的广泛重视［１］。

ＧＰＶ在病毒分类上归于细小病毒科依赖病毒属成

员，是一种单股线性ＤＮＡ病毒
［２］。自１９６１年方定

一［３］首次发现并分离到 ＧＰＶ后，国外也有分离到

该病毒的报道［１］。

　　ＧＰＶ基因组由５１０６个核苷酸组成，基因组两

端为回文序列折叠形成的发夹结构，含有２个主要

开放阅读框（ＯＲＦ），编码非结构蛋白（ＮＳ）和结构蛋

白（ＶＰ）。左侧ＯＲＦ编码２个非结构蛋白（ＮＳ１和

ＮＳ２），编码二者基因的起始密码子的位置不同，但

共用同一终止密码子，它们的氨基酸序列按肽链Ｃ

端到Ｎ端方向完全重叠，肽链长度大小为 ＮＳ１＞

ＮＳ２；右侧 ＯＲＦ编码３个结构蛋白（ＶＰ１、ＶＰ２和

ＶＰ３）。ＶＰ３为主要结构蛋白，由 ＶＰ２在蛋白酶的
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作用下裂解而来，ＶＰ１含有组成ＶＰ２、ＶＰ３的全部

氨基酸序列［４６］。由于ＧＰＶ的２种非结构蛋白以及

３种结构蛋白分别具有共同的羧基端，因此在理论

上，存在于ＮＳ２的抗原表位应该也存在于 ＮＳ１；存

在于ＶＰ３的抗原表位应该也存在于ＶＰ１和 ＶＰ２，

存在于ＶＰ２的抗原表位应该也存在于ＶＰ１。

　　目前国内外对ＧＰＶ分子生物学的研究远落后

于对人细小病毒（Ｂ１９）、腺联病毒（ＡＡＶ）、猪细小病

毒（ＰＰＶ）和犬细小病毒（ＣＰＶ）等细小病毒的研

究［７１１］，所以存在许多诸如ＧＰＶ的转录、转译、复制

和调控的机制及病毒蛋白的功能和抗原性等问题需

要阐明。虽然 ＧＰＶ最早是由我国学者分离获得，

但我国对 ＧＰＶ 分子生物学方面的研究却起步较

晚。目前，国内外有关 ＧＰＶ的致病机制及变异性

等分子生物学方面的研究报道非常有限，深入研究

鹅细小病毒的分子机制，对于了解其致病机理和遗

传变异能够提供有力的帮助。

　　本实验室曾克隆表达了 ＮＳ１、ＮＳ２、ＶＰ１、ＶＰ２

和ＶＰ３等蛋白
［１２１４］，抗原性检测结果表明，原核表

达产物均可被抗ＧＰＶ血清识别。因此本试验利用

一组覆盖ＮＳ和ＶＰ蛋白的短肽融合蛋白进一步对

其抗原性进行研究。

１　 材料和方法

１１　质粒与菌株

　　质粒ｐＧＥＸ６Ｐ１、含ＧＰＶ Ｈ１株 ＮＳ１和 ＶＰ１

基因的重组克隆质粒ｐＭＤ１８ＴＮＳ１
［１２］和ｐＭＤ１８

ＴＶＰ１
［１３］，大肠杆菌 ＴＧ１及 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ

均为本实验室保存。

１２　酶与标记物

　　限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ⅰ为宝生物工

程（大连）有限公司产品；Ｔ４ＤＮＡ连接酶为Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司产品，ＨＲＰ标记抗鹅ＩｇＧ由本实验室制

备；琼脂糖凝胶回收试剂盒为上海华舜生物工程有

限公司产品。

１３　阳性血清

　　ＧＰＶＨ１株攻毒１０周龄鹅血清和健康鹅血清

由本实验室采集制备。

１４　犖犛１和犞犘１短肽融合蛋白的设计

　　为了对ＮＳ１蛋白（６２７ａａ）和ＶＰ１蛋白（７３２ａａ）

进行抗原表位作图，分别设计了一套覆盖整个ＮＳ１

和ＶＰ１蛋白的短肽，这些短肽包含５０～６０个氨基

酸，各有１０～１５个氨基酸重叠。为了表达这些短

肽，共设计合成了３４对引物，其中犖犛１基因１５对，

犞犘１基因１９对。在正向引物的５′端引入犅犪犿ＨⅠ

位点，在反向引物的５′端引入犡犺狅Ⅰ位点以及终止

密码子。引物由上海生物工程技术有限公司合成。

引物名称及序列如表１和２所示。

１５　短肽融合蛋白表达质粒的构建及表达、纯化

　　ＰＣＲ反应体系：Ｈ２Ｏ３３μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液５

μＬ，２５ｐｍｏｌ／Ｌ 上下游引物各１μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ４μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ，Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ聚合

酶１μＬ，总体积５０μＬ。ＰＣＲ 反应条件：９５℃ ５

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，退火（温度见表１和表２）３０ｓ，７２℃

３０ｓ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物凝

胶回收，再用 犅犪犿ＨⅠ 和 犡犺狅Ⅰ 双酶切回收，

－２０℃存放备用。犅犪犿ＨⅠ和 犡犺狅Ⅰ双酶切质粒

ｐＧＥＸ６Ｐ１，回收大片段，按凝胶回收按试剂盒说明

进行，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接过夜，转化大肠杆菌

ＴＧ１，重组子经酶切及ＰＣＲ鉴定，最后送上海生物

工程技术有限公司测序。将经测序鉴定正确的重组

质粒转化感受态大肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ。大

肠杆菌感受态的制备、质粒的转化按常规方法进行。

将表达菌种接种于含１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的ＬＢ

培养基中，３７℃培养过夜后，按１∶１００接种于新鲜

ＬＢ培养基中，继续培养至对数生长期（Ａ６００＝０．５～

０．６），加ＩＰＴＧ至终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ诱导４ｈ，培养

物离心后用１／２０体积ＰＢＳ重悬，１２％ＳＤＳ聚丙烯

酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳检测表达情况。短肽融

合蛋白经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，０．３ｍｏｌ／ＬＫＣｌ预

染５ｍｉｎ，切胶纯化。纯化后测定蛋白质含量，

－２０℃保存备用。

１６　蛋白质印迹检测融合蛋白与犌犘犞攻毒鹅血清

的免疫反应性

　　纯化的短肽融合蛋白样品经ＳＤＳＰＡＧＥ后，转

印至硝酸纤维素膜上，５％脱脂乳４℃封闭过夜，

ＰＢＳＴ洗３遍，浸入１∶５０稀释的 ＧＰＶ阳性血清或

健康鹅血清中，３７℃作用２ｈ，ＰＢＳＴ洗３遍后浸入１

∶５００稀释的ＨＲＰ标记的抗鹅ＩｇＧ抗体，室温作用

１ｈ，洗涤３次后用４ＣＮ显色。

２　结　果

２１　短肽融合蛋白的表达与纯化

　　编码各短肽的ＰＣＲ短链核酸克隆至表达载体

ｐＧＥＸ６Ｐ１，经测序检验表明各编码序列完全正确。

重组质粒转化宿主菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ，用１

８５７
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表１　非结构蛋白截短表达引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狀狅狀狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

名称

Ｎａｍｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＮＳ（１６０）
ＮＳＵ（１６０）：ＡＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＴＴＴＣＴＡＧＧＣ

ＮＳＬ（１６０）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＴＣＧＧＴＡＧＡＴＴＣＡＣＡ
５７．１

ＮＳ（３５９６）
ＮＳＵ（３５９６）：ＡＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＧＡＡＴＧＧＣＴＴＴ

ＮＳＬ（３５９６）：ＴＴＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＴＧＴＡＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＴＣ
５６．９

ＮＳ（７３１３９）
ＮＳＵ（７３１３９）：ＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＡＡＡＧＡＴＧＧＡＡＴＣＡＧＴＴＣＡ

ＮＳＬ（７３１３９）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＧＧＧＡＴＣ
５６．９

ＮＳ（１１７１７６）
ＮＳＵ（１１７１７６）：ＣＧＣＣＧＧＧＧＧＧＡＴＣＣＴＣＴＣＡＧＡＴＡＡＡＡＧＡＣＴＣＴＡＴＣＡＴ

ＮＳＬ（１１７１７６）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＴＧＧＴＡＡＡＧＧＣＣＣＡＴＴＧ
５７．０

ＮＳ（１６３２２９）
ＮＳＵ（１６３２２９）：ＴＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＴＣＣＴＡＡＡＡＡＧＣＡＡＣＣＴ

ＮＳＬ（１６３２２９）：ＡＡＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＧＧＴＴＧＣＴＡＴＡＧＴＴＣＴＴＴＧＣ
５７．０

ＮＳ（２１２２７９）
ＮＳＵ（２１２２７９）：ＡＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＡＣＴＧＴＧＧＣＡＣＣ

ＮＳＬ（２１２２７９）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＴＴＡＡＴＡＡＣＡＴＴＴＣＡＧＣＡＣＧ
５７．１

ＮＳ（２５５３１４）
ＮＳＵ（２５５３１４）：ＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＴＣＡＡＧＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣ

ＮＳＬ（２５５３１４）：ＴＴＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＡＣＧＴＡＴＴＧＡＧＧＧＴＴＧＴ
５６．９

ＮＳ（３０１３５９）
ＮＳＵ（３０１３５９）：ＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＡＴＣＡＡＡＴＴＣＴＧＡＡＡＡＴＧ

ＮＳＬ（３０１３５９）：ＡＡＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＡＧＡＡＧＧ
５６．９

ＮＳ（３４６４００）
ＮＳＵ（３４６４００）：ＧＧＧＧＧＧＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＡＧＣＴＡＴＴＧＣＣ

ＮＳＬ（３４６４００）：ＡＧＴＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＣＡＧＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡ
５７．１

ＮＳ（３７９４２７）
ＮＳＵ（３７９４２７）：ＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴ

ＮＳＬ（３７９４２７）：ＧＧＧＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＡＣＡＴＧＴＣＡＧＴＡＴＴＡＣＴＡＧ
５７．０

ＮＳ（４１３４７３）
ＮＳＵ（４１３４７３）：ＧＧＧＧＧＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＴＡＣＴＣＣＴＧ

ＮＳＬ（４１３４７３）：ＧＧＧＧＧＧＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＴＧＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣ
５７．１

ＮＳ（４５３５１４）
ＮＳＵ（４５３５１４）：ＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＡＴＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＣＴＴ

ＮＳＬ（４５３５１４）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＣＡＧＡＴＣＴＴＡＧＧＡＧＧＣＴ
５７．２

ＮＳ（４８５５４２）
ＮＳＵ（４８５５４２）：ＡＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＴＴＣＡＡＡＧＴＣＣ

ＮＳＬ（４８５５４２）：ＡＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＴＣＡＣＡＧＧＡＡＴＴＧ
５７．２

ＮＳ（５３３５９８）
ＮＳＵ（５３３５９８）：ＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＣＴＣＡＴＣＡＧＴＣＧＣＴ

ＮＳＬ（５３３５９８）：ＣＡＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＣＡＣＣＣＡＴＧＴＴＣＡＴＣＡ
５７．０

ＮＳ（５７５６２７）
ＮＳＵ（５７５６２７）：ＧＧＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＡＡＴＧＴＧＡＧＡＡＡＧＣ

ＮＳＬ（５７５６２７）：ＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＧＴＴＣＡＴＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＡＴＣＡＡＧＣ
５６．９

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ３７℃诱导４ｈ后，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析

表明目的基因得到了表达（图１）。表达产物切胶纯

化结果如图２所示。

２２　短肽融合蛋白的蛋白质印迹分析

　　ＳＤＳＰＡＧＥ预制胶每孔加入纯化的截短蛋白及

ＧＳＴ对照蛋白１５μｇ，蛋白质印迹结果表明，表达的

融合蛋白 ＮＳ（４５３５１４）、ＮＳ（４８５５４２）、ＮＳ（５３３

５９８）、ＮＳ（５７５６２７）、ＶＰ（３５１００）、ＶＰ（８１１３６）、ＶＰ

（１２４１６１）、ＶＰ（１４６１９８）、ＶＰ（４２３４９１）、ＶＰ（５３１

５９５）、ＶＰ（６１６６６９）和ＶＰ（６７８７３２）能被攻毒鹅血清

所识别（图３），但不与健康鹅血清反应（结果未列

出）。其中ＮＳ（４８５５４２）、ＶＰ（３５１００）、ＶＰ（８１１３６）、

ＶＰ（１２４１６１）、ＶＰ（１４６１９８）和 ＶＰ（６７８７３２）反应性

较强。

９５７
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表２　结构蛋白截短表达引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

名称

Ｎａｍｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＶＰ（１５３）
ＶＰＵ（１５３）：ＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＡＣＴＴＴＴＴＴＡＧＡＴ

ＶＰＬ（１５３）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＧＣＣＣＣＧＡＴＴＡ
５７．３

ＶＰ（３５１００）
ＶＰＵ（３５１００）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＴＣＡＧＴＣＴＧＴＧＴＣＴＣ

ＶＰＬ（３５１００）：ＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＴＴＡＴＡＴＡＴＧＧＡＴ
５６．７

ＶＰ（８１１３６）
ＶＰＵ（８１１３６）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＴＧＡＡＣＡＣＧＡＣＡＡ

ＶＰＬ（８１１３６）：ＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＧＣＴＣＴＡＡＧＡＴＡＣ
５６．２

ＶＰ（１２４１６１）
ＶＰＵ（１２４１６１）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＧＧＣＴＧＴＡＴＴＴＣＡＧＧＣ

ＶＰＬ（１２４１６１）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＧＧＧＴＡＡＴＧＧＴＣＡＧ
５４．２

ＶＰ（１４６１９８）
ＶＰＵ（１４６１９８）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣＣＴＧＣＡＡＡ

ＶＰＬ（１４６１９８）：ＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＣＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＡＣ
６０．７

ＶＰ（１９９２５６）
ＶＰＵ（１９９２５６）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧ

ＶＰＬ（１９９２５６）：ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＴＴＧＣＴＴＴＧＴＡＧＡＴＧＴＧＧ
６０．３

ＶＰ（２３７２８４）
ＶＰＵ（２３７２８４）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＡＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣ

ＶＰＬ（２３７２８４）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＧＧＡＡＧＣＧＧＴＴＧＡ
５７．３

ＶＰ（２６７３２９）
ＶＰＵ（２６７３２９）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＡＧＴＡＴＧＣＡＧＧＡＴＡＣＡ

ＶＰＬ（２６７３２９）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＣＡＡＴＧＧＴＣＴＴＴＧＴＴ
５６．４

ＶＰ（３１０３６６）
ＶＰＵ（３１０３６６）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＧＡＴＣＴＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡ

ＶＰＬ（３１０３６６）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＡＧＡＣＡＴＣＣＧＡＣＧＧ
５７．７

ＶＰ（３４７４０９）
ＶＰＵ（３４７４０９）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＴＡＴＧＴＣＣＴＧＧＧＣＴ

ＶＰＬ（３４７４０９）：ＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＣＡＡＡＧＴＴＧＴＴＧＣＣＴＧＴＴＣ
６０．３

ＶＰ（３９１４４３）
ＶＰＵ（３９１４４３）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴＧＣＴＴＡＧＡＧＴＡＣ

ＶＰＬ（３９１４４３）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＴＣＣＡＧＡＧＧＴＡＴＴＧ
５４．１

ＶＰ（４２３４９１）
ＶＰＵ（４２３４９１）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＣＧＣＴＣＡＴＴＣＡＣＡＧ

ＶＰＬ（４２３４９１）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＡＧＴＴＧＴＣＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＧ
５７．２

ＶＰ（４６８５１９）
ＶＰＵ（４６８５１９）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＧＣＡＡＴＴＧＧＣＴＧＣＣＡＧ

ＶＰＬ（４６８５１９）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＧＣＴＧＡＣＡＣＡＧＧＴＣＣＧＧＧＴ
６０．５

ＶＰ（４９６５４８）
ＶＰＵ（４９６５４８）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＣＴＧＧＡＧＴＡＡＴＧＧＧ

ＶＰＬ（４９６５４８）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＴＡＧＴＧＣＴＧＣＣＡＧＡＴ
５６．２

ＶＰ（５３１５９５）
ＶＰＵ（５３１５９５）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＴＣＡＡＡＡＴＡＴＴＴＴＡＧＧ

ＶＰＬ（５３１５９５）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＣＡＧＡＴＣＴＧ
５５．１

ＶＰ（５７４６３５）
ＶＰＵ（５７４６３５）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＧＧＡＣＴＧＴＡＡＣＧＧＡ

ＶＰＬ（５７４６３５）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＣＣＡＡＡＴＣＣＴＣＣＧＡＧ
５７．１

ＶＰ（６１６６６９）
ＶＰＵ（６１６６６９）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＡＡＡＡＡＴＡＣＣＧＡＡＧＡＣ

ＶＰＬ（６１６６６９）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＧＡＧＴＴＡＴＧＴＡＧＧＡＡＴＴＣＣＡ
５７．９

ＶＰ（６４７６９４）
ＶＰＵ（６４７６９４）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＴＡＣＡＣＣＡＧＴＧＣＣＴＧＣＡ

ＶＰＬ（６４７６９４）：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＣＴＧＧＧＴＴＣＣＡＴＣＴＣＴＴＴＧＡＡ
５７．９

ＶＰ（６７８７３２）
ＶＰＵ（６７８７３２）：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＡＴＧＧＴＧＴＧＧＧＡＧＣＴ

ＶＰＬ（６７８７３２）：ＧＧＧＧＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＧＡＴＴＴＴＧＡＧＴＴＡＧ
５６．４

３　讨　论

　　在本试验中主要应用基因表达分析法对ＧＰＶ

Ｈ１株非结构蛋白和结构蛋白进行抗原表位作图。

这种方法是指采用ＰＣＲ方法将相互重叠的 ＤＮＡ

片段分别克隆至一种简单的、但是能够高效表达的

０６７



　６期 于天飞等：鹅细小病毒非结构蛋白和结构蛋白Ｂ细胞线性抗原表位的鉴定

Ｍ．中等分子量蛋白标准；Ｇ．ＧＳＴ对照；１～１５．ＮＳ（１－６０）～ＮＳ（５７５－６２７）；１６～３４．ＶＰ（１－

５３）～ＶＰ（６７８－７３２）

Ｍ．Ｍｉｄｄｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；Ｇ．ＧＳＴｃｏｎｔｒｏｌ；１－１５．ＮＳ（１－６０）－ＮＳ（５７５－６２７）；１６－

３４．ＶＰ（１－５３）－ＶＰ（６７８－７３２）

图１　犖犛１（犃）和犞犘１（犅）截短表达蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖犛１（犃）犪狀犱犞犘１（犅）狋狉狌狀犮犪狋犲犱犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀

Ｍ．中等分子量蛋白标准；Ｇ．ＧＳＴ对照；１～１９．ＶＰ（１－５３）～ＶＰ（６７８－７３２）；２０～３４．ＮＳ（１－

６０）～ＮＳ（５７５－６２７）

Ｍ．Ｍｉｄｄｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；Ｇ．ＧＳＴｃｏｎｔｒｏｌ；１－１９．ＶＰ（１－５３）－ＶＰ（６７８－７３２）．２０

－３４．ＮＳ（１－６０）－ＮＳ（５７５－６２７）

图２　犖犛１和 犞犘１截短蛋白纯化结果的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵２　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖犛１犪狀犱犞犘１狆狌狉犻犳犻犲犱狋狉狌狀犮犪狋犲犱犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀
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Ｇ．ＧＳＴ对照；１．ＮＳ（４５３－５１４）；２．ＮＳ（４８５－５４２）；３．ＮＳ（５３３－５９８）；４．ＮＳ（５７５－６２７）；５．ＶＰ

（３５－１００）；６．ＶＰ（８１－１３６）；７．ＶＰ（１２４－１６１）；８．ＶＰ（１４６－１９８）；９．ＶＰ（４２３－４９１）；１０．ＶＰ（５３１

－５９５）；１１．ＶＰ（６１６－６６９）；１２．ＶＰ（６７８－７３２）

Ｇ．ＧＳＴｃｏｎｔｒｏｌ；１．ＮＳ（４５３－５１４）；２．ＮＳ（４８５－５４２）；３．ＮＳ（５３３－５９８）；４．ＮＳ（５７５－６２７）；５．ＶＰ

（３５－１００）；６．ＶＰ（８１－１３６）；７．ＶＰ（１２４－１６１）；８．ＶＰ（１４６－１９８）；９．ＶＰ（４２３－４９１）；１０．ＶＰ（５３１

－５９５）；１１．ＶＰ（６１６－６６９）；１２．ＶＰ（６７８－７３２）

图３　犖犛１（犃）和 犞犘１（犅）截短表达蛋白抗原性的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犖犛１（犃）犪狀犱犞犘１（犅）狋狉狌狀犮犪狋犲犱犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊

细菌表达载体中（如含有谷胱甘肽Ｓ转移酶犌犛犜基

因的载体），最后对表达的融合蛋白应用蛋白免疫印

迹法进行抗原性检测［１５］。应用该方法在其他病毒

蛋白抗原表位的研究中已有成功的先例［１６１７］。

　　目前结构蛋白抗原表位的相关研究较少，如

ＶＰ１第１１９８氨基酸残基具有抗原性
［１８１９］；第１４５

１９８和２３１７３２氨基酸残基具有抗原性，１９８２３１氨

基酸残基之间的肽段中没有线性抗原表位［２０２１］，上

述研究结果与本试验所鉴定的一些表位位置相符

合。ＮＳ蛋白还未见有关抗原表位的报道。

　　研究表明，ＧＰＶ非结构蛋白抗体在感染初期开

始出现，而结构蛋白抗体至感染６～８周才开始出

现［１８］，因此本试验中所应用的血清为攻毒１０周的

鹅血清。Ｗａｎｇ等
［１８］证明在大肠杆菌中表达的

ＧＰＶ非结构蛋白 ＮＳ１可以作为检测抗原，进而可

以鉴别使用重组结构蛋白作为疫苗免疫的水禽和自

然感染水禽。本试验所鉴定的 ＮＳ１蛋白抗原表位

区在理论上也可以作为鉴别诊断抗原，且因为蛋白

肽段更短，灵敏性应该比全长非结构蛋白作为检测

抗原更高，特别是４８５５４２氨基酸抗原区，具有良好

的应用前景；Ｗａｎｇ等
［１８］表达了编码 ＧＰＶＶＰ１氨

基端的１１９８氨基酸残基的基因片段，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测发现易感禽在感染ＧＰＶ６周后才会产生

能与该融合蛋白结合的抗体，所以 Ｗａｎｇ等认为该

重组诊断抗原可以用于检测晚期感染鹅。本试验鉴

定的位于该位置的抗原表位区是否可用于ＧＰＶ感

染的晚期诊断有待于进一步试验证明。

　　本试验中所鉴定的ＧＰＶ非结构蛋白和结构蛋

白的线性抗原表位仍需进一步的精确定位，结合单

克隆抗体技术对抗原表位的特性研究正在进行中，

其中 ＮＳ（４８５５４２）、ＶＰ（３５１００）、ＶＰ（８１１３６）、ＶＰ

（１２４１６１）、ＶＰ（１４６１９８）和 ＶＰ（６７８７３２）等反应性

较强的片段所反映的分子生物学意义需要进一步阐

明。相信绘制的ＧＰＶＨ１株非结构蛋白和结构蛋

白的线性抗原表位图谱，为揭示抗原分子的结构与

功能的关系以及研制以短肽替代庞大的蛋白全长氨

基酸序列，设计更为有效的基因工程疫苗提供线索、

奠定基础，给建立基于抗原表位水平的特异性诊断

方法提供有益帮助。
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