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鸭肠炎病毒犵犆糖蛋白胞外区优势抗原表位

的筛选与鉴定
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摘　要：为筛选出鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）ｇＣ糖蛋白胞外区的优势抗原表位，本试验通过抗原表位作图法对ＤＥＶｇＣ基

因进行分段克隆并构建重组表达载体，表达蛋白经纯化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。结果显示，经过４轮筛选，

ＤＥＶｇＣ糖蛋白优势抗原表位为第７３８８位氨基酸。该优势表位的发现为ＤＥＶｇＣ糖蛋白具体功能区的研究、诊

断试剂及表位疫苗的研制奠定了物质基础。
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　　鸭病毒性肠炎（Ｄｕｃｋｖｉｒａｌｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ＤＶＥ），又

名鸭瘟（Ｄｕｃｋｐｌａｇｕｅ，ＤＰ），是由鸭肠炎病毒（Ｄｕｃｋ

ｅｎｔｅｒｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＤＥＶ）引起的鸭、鹅及多种雁形目禽

类的一种急性、热性、败血性传染病，具有发病率和

死亡率高等特征［１］。该病在世界范围内的发生和流

行给水禽养殖业带来了巨大的经济损失。

ＤＥＶ属 α疱疹病毒亚科，但属于未分属病

毒［２］。其核酸结构为线状双股ＤＮＡ，大小约为１５０

ｋｂ，目前基因序列已完全公布。鸭肠炎病毒ＤＮＡ

具有典型的疱疹病毒ＤＮＡ的特征，即病毒粒子呈

球形［３］。囊膜糖蛋白为疱疹病毒的主要保护性抗

原，可诱导机体产生免疫应答反应，同时其在介导病

毒吸附，穿入细胞，及病毒的成熟与释放中起重要的

作用［４］。疱疹病毒的囊膜蛋白主要有糖蛋白 Ｂ

（ＧｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＢ，ｇＢ）、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ等１２种。其中

作为疱疹病毒家族中较不保守且非复制必需的ｇＣ

糖蛋白具有多功能性，它不仅参与病毒吸附细胞，还

对病毒粒子的释放、病毒的毒力以及病毒粒子的稳
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定性［４６］等有影响，同时ｇＣ也是细胞免疫和体液免

疫的主要靶标，参与淋巴细胞增殖、ＣＴＬ、补体介导

的中和作用等［７］。因此犵犆基因是疱疹病毒疫苗研

究的候选基因之一。

本试验通过基因分段克隆表达，结合蛋白质印

迹技术［８］，筛选出ＤＥＶｇＣ糖蛋白胞外区的优势抗

原表位，为ＤＥＶ检测方法的建立、亚单位疫苗及核

酸疫苗的开发等奠定了物质基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　质粒、载体、菌种与工具酶　　重组质粒

ｐＭＤ１８ＴｇＣ、表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）、大肠杆菌

ＴＧ１及Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ均为作者实验室保存；

各限制性内切酶类犈犮狅ＲⅠ、犡犺狅Ⅰ、犛犪犾Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡ

多聚核酸激酶（Ｔ４ＰＮＫ）等购自宝生物工程（大连）

有限公司，Ｔ４ 连接酶购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ

（ＮＥＢ）。

１．１．２　分子生物学试剂　　ＤＬ２０００ＰｌｕｓＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ，Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓⅡＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ等购自北京

全式金生物技术有限公司；小量胶回收试剂盒购自

北京百泰克生物有限公司。

１．１．３　阳性血清及酶标抗　　鸭源ＤＥＶ阳性血

清由作者实验室制作并保存；ＨＲＰ标记羊抗鸭ＩｇＧ

抗体为美国ＫＰＬ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　ＤＥＶｇＣ糖蛋白抗原表位的初步筛选

１．２．１．１　ＤＥＶｇＣ糖蛋白短肽分段设计与引物合

成：为了对 ＤＥＶｇＣ胞外区基因抗原表位进行分

析，设计７个覆盖ｇＣ胞外区的多肽片段，每段蛋白

大小为６０～８０ａａ，相互重叠１２～２３ａａ（图１）。为了

表达这些短肽，设计并合成了７对引物，在上游引物

５′端引入保护性碱基及犈犮狅ＲⅠ酶切位点，在下游引

物５′端引入保护性碱基、犡犺狅Ⅰ酶切位点以及终止

密码子（表１），引物由上海生工生物工程技术有限

公司合成。

表１　犇犈犞犵犆蛋白分段表达引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犇犈犞犵犆狆狉狅狋犲犻狀狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

片段名称 Ｎａｍｅ 引物序列 （５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 退火温度／℃ Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｇＣ１（２７９６ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＴＧＡＣＡＴＧＴＴＣＧ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＧＴＴＧＡＧＣＴＴＧＣＴＴ３′
５２．６

ｇＣ２（７４１４９ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＣＡＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＧＴＣＴＣＣＡＧ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＡＣＡＡＴＣＣＣＴＣＧＴＣ３′
５３．６

ｇＣ３（１２８１９０ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＧＡＡＴＴＣＣＣＧＡＣＣＧＡＡＧＡＣＴＣＴ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＣＡＡＴＧＡＣＡＧＡＧＡＴ３′
５３．３

ｇＣ４（１６８２３９ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＧＡＡＴＴＣＣＧＧＡＣＡＧＡＡＧＣＡＡＴＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＴＴＴＴＴＧＣＧＧＴＡＧＡ３′
５３．５

ｇＣ５（２２８３０７ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＧＡＧＡＡＴＴＣＡＴＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＣＧＧ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＣＡＴＣＴＴＧＣＡＴＴＡＣＡ３′
５３．８

ｇＣ６（２７９３３８ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＴＣＧＡＡＴＴＣＡＡＴＧＣＴＴＣＡＧＣＡＧＴＴ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＣＣＴＡＣＡＡＣＴＴＣＣＡＣ３′
５３．２

ｇＣ７（３２７３９６ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′ＧＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＧＧＡＡＧＧＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＡＴＣＡＴＡＧＧＣＴＴＣＣＣ３′
５４．１

图１　犇犈犞犵犆短肽分段设计

犉犻犵．１　犜犺犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犇犈犞犵犆犳狉犪犵犿犲狀狋狊

７２１１
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１．２．１．２　短肽表达载体的构建及表达与纯化：采用

２５．０μＬＰＣＲ反应体系，１０×ＥｘＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５

μＬ，上、下游引物各０．５μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１），ｄＮＴＰ

２．０μＬ，模板 ＤＮＡ０．５μＬ，Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶

０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１８．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性５ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延

伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃终延伸８ｍｉｎ，４℃终止

反应。

１．２．１．３　重组表达载体的构建、表达及纯化：将上

述７个片段经 犈犮狅ＲⅠ、犡犺狅Ⅰ双酶切后克隆入

ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体，鉴定正确后送上海生工生

物工程技术有限公司测序。经测序鉴定正确的重组

质粒转化大肠杆菌感受态Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ，经

ＩＰＴＧ诱导表达４ｈ后通过ＳＤＳＰＡＧＥ检测重组蛋

白的表达情况。

１．２．１．４　短肽融合蛋白ｇＣ１７ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴

定：诱导后的短肽融合蛋白样品经小量纯化后，经过

ＳＤＳＰＡＧＥ，转印至ＰＶＤＦ膜，５％的脱脂乳４℃封

闭过夜，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；加入１×８０

稀释的ＤＥＶ阳性血清，３７℃摇床６０ｒ·ｍｉｎ１孵育

２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；加入１×１００００

稀释的羊抗鸭ＩｇＧＨＲＰ，３７℃摇床６０ｒ·ｍｉｎ
－１孵

育１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；ＥＣＬ显色试剂

盒进行曝光显色。

１．２．２　ＤＥＶｇＣ糖蛋白抗原表位的第２轮筛选　

　根据第１轮 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的鉴定结果，选择ｇＣ

１、ｇＣ２短肽设计了５个相互重叠１１～１５个氨基酸

的短肽片段（图２）。按照“１．２．１”方法，对这５个短

肽进行抗原表位的第２轮筛选。

图２　犇犈犞犵犆第二轮短肽分段设计

犉犻犵．２　犜犺犲狊犲犮狅狀犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犇犈犞犵犆犳狉犪犵犿犲狀狋狊

１．２．３　ＤＥＶｇＣ糖蛋白抗原表位的第３轮筛选

１．２．３．１　短肽ｇＣ２．１Ａ～Ｅ分段设计与寡聚核酸

片段的合成：根据第２轮鉴定结果，对ｇＣ２．１短肽

进行第３轮抗原表位筛选。设计５个相互重叠１０

ａａ的短肽片段，大小为１５～１６ａａ（图３）。为了表达

这５个短肽片段，合成互补退火后具有黏性末端（正

向为犈犮狅ＲⅠ，反向为犡犺狅Ⅰ）的寡聚核酸片段（表

２）。寡聚核酸片段由上海生工生物工程技术有限公

司合成。

表２　短肽犵犆２．１犃～犈分段退火寡聚核酸片段

犜犪犫犾犲２　犗犾犻犵狅犿犲狉犻犮狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犳狉犪犵犿犲狀狋狊犳狅狉犵犆２．１犃犈狆狉狅狋犲犻狀狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲

片段名称

Ｎａｍｅ

寡聚核酸片段序列 （５′３′）

Ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

Ａ（６７８２ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＣＡＣＡＡＡＣＣＡＡＣＡＣＡＡＧＣＡＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＧＴＣＴＣＣＡＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＡＡＡＴＣＧＡＣＴＧＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴＴＧＴＧＧ３′

Ｂ（７３８８ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＧＴＣＴＣＣＡＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＡＡＡＴＣＧＡＣＧ３′

Ｃ（７９９４ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＧＴＴＣＴＡＡＧＣＡＡＧＣＴＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＡＡＣＣＧＡＣＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＧ３′

Ｄ（８５９９ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＧＴＴＣＴＡＡＧＣＡＡＧＣＴＣＡＡＣＣＴＡＧＡＡＴＣＡＴＣＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＧＡＴＧＡＴＴＣＴＡＧＧＴＴＧＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＡＡＣＣＧＡＣＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧ３′

Ｅ（９０１０４ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＧＧＴＴＣＴＡＡＧＣＡＡＧＣＴＣＡＡＣＣＴＡＧＡＡＴＣＡＴＣＴＡＴＡＣＴＧＣＧＡＴＧＣＣＡＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＴＧＧＣＡＴＣＧＣＡＧＴＡＴＡＧＡＴＧＡＴＴＣＴＡＧＧＴＴＧＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＡＡＣＣＧ３′
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　８期 崔立虹等：鸭肠炎病毒ｇＣ糖蛋白胞外区优势抗原表位的筛选与鉴定

１．２．３．２　短肽ｇＣ２．１Ａ～Ｅ表达载体的构建及表

达：将合成的５对寡聚核酸片段，正反义链经过５′端

磷酸化反应，退火成双链ＤＮＡ分子片段后，与具有

相同黏性末端的表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）连接过夜，

转化大肠杆菌感受态ＴＧ１中，重组质粒经酶切鉴定

正确后，送上海生工生物工程技术有限公司测序。

鉴定正确的重组质粒转化大肠杆菌感受态Ｒｏｓｅｔｔａ

（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ。诱导表达方法同“１．２．１．３”。短肽融

合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，具体方法同“１．２．１．

４”。

图３　犇犈犞犵犆第３轮短肽分段设计

犉犻犵．３　犜犺犲狋犺犻狉犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犇犈犞犵犆犳狉犪犵犿犲狀狋狊

１．２．４　ＤＥＶｇＣ糖蛋白抗原表位的精确定位　　

根据第３轮的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果，为了更加精

确地鉴定出ｇＣ糖蛋白抗原表位，对ｇＣ２．１Ｂ、Ｃ进

行进一步的截短表达（表３），设计合成５个相互重

叠７个ａａ短肽片段，大小为１０～１１ａａ（图４）。寡聚

核酸片段由上海生工生物工程技术有限公司合成。

短肽ｇＣ２．１Ｂ１～Ｅ２表达载体的构建、表达与纯

化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定同“１．２．３．２”。

段肽 ｇＣ２．１Ｂ１～Ｅ２ 表达蛋白应用鸭源

ＤＥＶ一次攻毒阳性血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定方法

同“１．２．３．２”。

２　结　果

２．１　犇犈犞犵犆糖蛋白抗原表位的初步筛选

２．１．１　短肽基因ｇＣ１～７的克隆与表达　　ＰＣＲ

反应扩增得到大小为１８０～２４０ｂｐ的７个基因片段

（图５Ａ）；重组质粒经酶切和ＰＣＲ鉴定正确后，得到

与预期大小相符的载体和目的基因条带，ＤＮＡ测序

表明插入片段完全正确。ＳＤＳＰＡＧＥ分析表明各

目的基因片段在Ｒｏｓｅｔｔａ中获得了表达（图５Ｂ），并

且纯化结果满足 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的要求（图５Ｃ）。

表３　短肽犵犆２．１犅１～犆２分段退火寡聚核酸片段

犜犪犫犾犲３　犗犾犻犵狅犿犲狉犻犮狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犳狉犪犵犿犲狀狋狊犳狅狉犵犆２．１犅１～犆２狆狉狅狋犲犻狀狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲

片段名称 Ｎａｍｅ
寡聚核酸片段序列 （５′３′）

Ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

Ｂ１（７３８２ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＧＣＴＣＣＡＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＡＡＡＴＣＧＡＣＧ３′

Ｂ２（７６８６ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＴＴＧＴＣＴＣＣＡＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＧ３′

Ｂ３（７９８８ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＧＴＣＧＡＡＴＧＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＴＣＣＡＴＴＣＧＡＣＧ３′

Ｃ１（８２９１ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＡＡＣＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＧＴＴＣＴＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＡＧＡＡＣＣＧＡＣＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＴＧ３′

Ｃ２（８５９４ａａ）
Ｓｅｎｓｅ５′犃犃犜犜犆ＣＡＧＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＧＴＴＣＴＡＡＧＣＡＡＧＣＴＴＡＡＣ３′

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′犜犆犌犃犌ＴＴＡＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＡＡＣＣＧＡＣＧＧＧＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧ３′

图４　犇犈犞犵犆第四轮短肽分段设计

犉犻犵．４　犜犺犲犳狅狌狉狋犺犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犇犈犞犵犆犳狉犪犵犿犲狀狋狊

２．１．２　短肽融合蛋白ｇＣ１～７的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分

析　　经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，表达的７个短肽片段

中ｇＣ１（２７９６ａａ）、ｇＣ２（７４１４９ａａ）与ＤＥＶ阳性血

清产生特异性反应，且在２８ｋｕ左右处出现明显条

带，且ｇＣ１反应性较强（图５Ｄ）。

２．２　犇犈犞犵犆糖蛋白抗原表位的第二轮筛选

２．２．１　短肽基因ｇＣ１．１～２．３的表达与纯化　　

通过ＰＣＲ反应扩增得到大小为９９～１１４ｂｐ的５个

基因片段（图６Ａ）；克隆至表达载体中，经酶切和

９２１１
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ＰＣＲ鉴定正确后送测序，其结果表明插入片段完全

正确。ＳＤＳＰＡＧＥ 分析表明各目的基因片段在

Ｒｏｓｅｔｔａ中获得了表达（图６Ｂ），并且纯化结果满足

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的要求（图６Ｃ）。

Ｍ１．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１～７．ｇＣ１～Ｆ７ＰＣＲ扩增片段；Ｍ２．蛋白质相对分子质量标准；８．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａ

ＩＰＴＧ诱导４ｈ后；９～１５．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ１～７ＩＰＴＧ诱导４ｈ后；１６～２２．纯化后的融合蛋白ｇＣ１～７；Ｍ３．ＥＣＬ曝光

蛋白质相对分子质量标准；２３．ｐＥＴ３２ａ阴性对照；２４．ＤＥＶｇＣ阳性对照；２５～３１．ｇＣ１～７短肽的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｍ１．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１７．ＴｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇＣ１～７；Ｍ２．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；８．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ

ＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；９１５．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ１～７ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；１６２２．ＤｅｐｕｒａｔｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｇＣ１～７；Ｍ３．

ＥＣＬＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ；２３．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐＥＴ３２ａ；２４．ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＥＶｇＣ；２５３１．Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｇＣ１～７ｓｈｏｒｔｐｅｐｔｉｄｅｓ

图５　犵犆１～７基因犘犆犚扩增及表达的蛋白与纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．５　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犆１～７，犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犆１～７狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

２．２．２　短肽融合蛋白ｇＣ１．１～２．３的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析　　经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，表达的５个短肽

片段中ｇＣ２．１（６７１０４ａａ）与ＤＥＶ阳性血清产生特异

性反应，且在２４ｋｕ左右处出现明显条带 （图６Ｄ）。

Ｍ１．Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓⅡＤＮＡ 相对分子质量标准；１～５．ｇＣ１．１～２．３ＰＣＲ扩增片段；Ｍ２．蛋白质相对分子质量标准；６．

ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａＩＰＴＧ诱导４ｈ后；７～１１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ１．１～２．３ＩＰＴＧ诱导４ｈ后；１２～１６．纯化后的融合蛋白

ｇＣ１．１～２．３；Ｍ３．ＥＣＬ曝光蛋白质相对分子质量标准；１７．ｐＥＴ３２ａ阴性对照；１８．ＤＥＶｇＣ阳性对照；１９～２３．ｇＣ１．１～

２．３短肽的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｍ１．Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓⅡＤＮＡＭａｒｋｅｒ：１５．ＴｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇＣ１．１～２．３；Ｍ２．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；６．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａ

ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；７１１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ１．１～２．３ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；１２１６．Ｄｅｐｕｒａｔｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｇＣ１．１～２．３；Ｍ３．ＥＣＬＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ；１７．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐＥＴ３２ａ．１８．ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＥＶ

ｇＣ；１９２３．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｇＣ１．１～２．３ｓｈｏｒｔｐｅｐｔｉｄｅｓ
图６　犵犆１．１～２．３基因犘犆犚扩增及表达的蛋白与纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．６　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犆１．１～２．３；犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犆１．１～２．３狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊
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　８期 崔立虹等：鸭肠炎病毒ｇＣ糖蛋白胞外区优势抗原表位的筛选与鉴定

２．３　犇犈犞犵犆糖蛋白抗原表位的第３轮筛选

短肽基因ｇＣ２．１Ａ～Ｅ的表达与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析：各短肽片段经磷酸化退火后与ｐＥＴ３２ａ（＋）

表达载体连接，测序结果表明各编码序列正确。

ＳＤＳＰＡＧＥ表明目的各基因片段在Ｒｏｓｅｔｔａ中获得

了表达（图７Ａ）。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，ｇＣ２．１Ａ

～Ｅ中ｇＣ２．１Ｂ（７３８８ａａ）和ｇＣ２．１Ｃ（７９９４ａａ）

与ＤＥＶ阳性血清产生特异性反应（图７Ｂ）。

Ｍ１．蛋白质相对分子质量标准；１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａＩＰＴＧ诱导４ｈ后；２～６．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ２．１Ａ～ＥＩＰＴＧ诱导４ｈ
后；Ｍ２．ＥＣＬ曝光蛋白质相对分子质量标准；７．ｐＥＴ３２ａ阴性对照，８．ＤＥＶｇＣ阳性对照；９～１３．ｇＣ２．１Ａ～Ｅ短肽的

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｍ１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；２６．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ２．１Ａ～ＥｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧ

ｆｏｒ４ｈ；Ｍ２．ＥＣＬＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ；７．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐＥＴ３２ａ．８．ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＥＶｇＣ；９１３．

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｇＣ２．１Ａ～Ｅｓｈｏｒｔｐｅｐｔｉｄｅｓ

图７　犵犆２．１犃～犈基因犘犆犚扩增及表达的蛋白与纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．７　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犆１．１～２．３，犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犆２．１犃～犈狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

２．４　犇犈犞犵犆糖蛋白抗原表位的精确定位

短肽基因ｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２的表达与 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析：短肽片段磷酸化退火后与表达载体连接，

测序结果正确。ＳＤＳＰＡＧＥ表明ｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２

在Ｒｏｓｅｔｔａ中获得了表达（图８Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果显示：ｇＣ２．１Ｂ１，Ｂ２，Ｃ１与 ＤＥＶ 阳性血清产

生特异性反应（图８Ｂ），即７３８８ａａ为其优势抗原表

位。

Ｍ１．蛋白质相对分子质量标准；１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａＩＰＴＧ诱导４ｈ后；２～６．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２ＩＰＴＧ诱导

４ｈ后；Ｍ２．ＥＣＬ曝光蛋白质相对分子质量标准；７．ｐＥＴ３２ａ阴性对照；８．ＤＥＶｇＣ阳性对照；９～１３．ｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２短

肽的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｍ１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；２６．ＲｏｓｅｔｔａｐＥＴ３２ａｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ

ＩＰＴＧｆｏｒ４ｈ；Ｍ２．ＥＣＬＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ；７．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐＥＴ３２ａ；８．ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＥＶｇＣ；９

１３．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２ｓｈｏｒｔｐｅｐｔｉｄｅｓ

图８　犵犆２．１犅１～犆２基因犘犆犚扩增及表达的蛋白与纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．８　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犆１．１～２．３，犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犆２．１犅１～犆２狊犺狅狉狋狆犲狆狋犻犱犲狊

　　短肽 ｇＣ２．１Ｂ１～Ｅ２表达蛋白应用鸭源

ＤＥＶ一次攻毒阳性血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，结果

显示：ｇＣ２．１Ｂ１，Ｂ２，Ｃ１与同样与鸭源 ＤＥＶ一

次攻毒阳性血清产生特异性反应（图９），即７３８８ａａ

为其优势抗原表位。

２．５　犇犈犞犵犆糖蛋白优势抗原表位的分析

根据“２．４”结果得出ＤＥＶｇＣ糖蛋白优势抗原

表位分布于Ｎ末端的第７３８８氨基酸区域，氨基酸

序列为“ＶＤＬＬＳＰＶＥＷＮＧＭＱＹＤＰ”。将 ＤＥＶ犵犆

基因与 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的其他序列进行ＢＬＡＳＴ

分析，结果显示本试验筛选出的抗原表位同其他公

布序列的同源性在９５％以上（图９），即ＤＥＶｇＣ糖

蛋白的Ｎ端基因序列高度保守。
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Ｍ１．蛋白质相对分子质量标准；１．ｐＥＴ３２ａ阴性对照；２．

ＤＥＶｇＣ阳性对照；３～７．ｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２短肽的

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｍ１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐＥＴ３２ａ；２．

ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＥＶｇＣ；３７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

ｇＣ２．１Ｂ１～Ｃ２ｓｈｏｒｔｐｅｐｔｉｄｅｓ

图９　犵犆２．１犅１～犆２表达的蛋白不同时间阳性血清

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．９　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犆２．１犅１～犆２狊犺狅狉狋

狆犲狆狋犻犱犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狊狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲狊犲狉狌犿

３　讨　论

表位（ｅｐｉｔｏｐｅ）是抗原分子中决定抗原特异性的

特殊化学基团，它是Ｔ细胞抗原受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＴＣＲ）和Ｂ细胞抗原受体（Ｂｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＢＣＲ）及

抗体特异结合的基本单位［９］。严格来说，抗体的特

异性是针对表位而不是针对完整的抗原分子的［１０］。

因此，抗原表位不仅可以作为蛋白质抗原性研究的

物质基础，同时也有利于病毒致病机理的研究、诊断

试剂及表位疫苗的研制等。其中多表位疫苗的研究

在ＳＡＲＳＣｏＶ和结核病治疗方面具取得显著进展，

不仅可以应用多个表位串联［１１］，还可以插入免疫原

性强的蛋白载体［１２］中，从而使表位疫苗更好地被呈

现和识别。目前，ＤＥＶｇＣ糖蛋白优势抗原表位区

的研究仅处与预测阶段，具体的抗原表位区鉴定还

没有报道［１３１４］。ＤＥＶｇＣ糖蛋白是鸭肠炎病毒主要

的囊膜蛋白之一。研究表明，ＤＥＶｇＣ糖蛋白胞外

区具有良好的抗原性，并且推测其能够刺激机体产

生中和抗体并且引起机体 Ｔｈ１型的细胞免疫反

应［１３］。因此，本试验选择ＤＥＶｇＣ糖蛋白作为目的

蛋白进行优势抗原表位的筛选，为ＤＥＶｇＣ糖蛋白

具体功能区的研究奠定基础。

图１０　犇犈犞犵犆氨基酸的比对

犉犻犵．１０　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犌犾狔犮狅狆狉狅狋犲犻狀犆犫犲狋狑犲犲狀犳狅狌狉犇犈犞狊狋狉犪犻狀狊

　　表位的筛选方法有很多，其中表位预测方法、合

成肽库方法和表位作图方法较为常见。表位作图法

以其技术成熟及易操作等优势得到了广泛的应用。

表位作图法不仅可以检测免疫反应的特异性，还可

以鉴定出结合特异性抗体的表位。本试验通过抗原

表位作图法，利用ＤＮＡ重组技术，实现了截短片段

在大肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ表达系统中的融合表达，进而

通过免疫印记法鉴定出ＤＥＶｇＣ糖蛋白的优势抗

原表位。

２００８年刘峰源通过ＤＮＡｓｔａｒ软件预测结果显

示，ｇＣ糖蛋白具有良好的抗原性，其中以区段３９

６０、８７９６、１０３１３５，１５７１７２、２５４２７９、３８１３９５的抗

原活性最高［１３］。本试验应用免疫的 ＤＥＶ 阳性血

清，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术，筛选出的抗原表位位于

ＤＥＶｇＣ糖蛋白第７３８８氨基酸区域，这同预测结

果有所偏差。推测其原因有可能是蛋白质抗原性预

测方法中忽略了各个氨基酸之间的分子间作用力，

从而没有真实地反映 ＤＥＶｇＣ糖蛋白在引起机体

免疫应答时的高级结构。因此软件预测结果只能作

为潜在抗原表位优势区的参考，具体表位分布情况

需要试验结果验证。本试验结果显示，鉴定出的表

位抗原性与ＤＥＶｇＣ糖蛋白胞外区基本一致。因

此，ＤＥＶｇＣ糖蛋白优势抗原表位因其肽段短，易表

达、纯化，易检测、包被等优势，可以广泛应用于抗

原、抗体检测方法的建立及多表位疫苗的研究。

２３１１
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