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暋暋坦布苏病毒感染家禽始见于 棽棸棸棸 年 斔旓旑旓
等椲棻椵报道的马来西亚肉鸡坦布苏病毒感染病例棳受

感染的肉鸡表现生长迟缓及生产性能下降等棳并伴

有脑炎病变暎棽棸棻棸年棿月棳我国东部地区 棬浙江暍
福建暍山东等棭部分鸭群中暴发一种以产蛋骤降为

特征的新疫病棳患病鸭产蛋率从椄棸棩暙椆椀棩下降

至棽棸棩暙棾棸棩棳有些甚至出现停产暎患病鸭临床

表现除了产蛋率下降外棳另一重要特点是有神经症

状棳常摇头扭颈棳剖检可见卵泡充血暍出血等棳部

分出现脑膜出血暎研究人员从病死种鸭分离到病

毒棳经电镜观察暍理化特性检测暍斠斣灢斝斆斠鉴定和

测序分析确定该病原为一种与坦布苏病毒关系密切

的坦布苏病毒科新成员椲棽棴椀椵暎随后蛋鸡养殖场发生

了鸡坦布苏病毒感染棳引起蛋鸡出现发热暍产蛋急

降或停止暍采食减少或食欲废绝棳可见卵泡出血棳
部分卵黄破裂暍卵黄性腹膜炎棳给蛋鸡养殖业造成

较大的经济损失椲椂棴椃椵暎鹅感染坦布苏病毒后表现为

产蛋率急剧下降棳神经性症状棳摇头棳剖检可见肝

脾出血暍坏死棳肠黏膜坏死暍溃疡暍出血棳胰腺点

状出血坏死棳肾脏呈花斑状棳卵巢出血坏死椲椄棴椆椵暎
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坦布苏病毒是黄病毒科成员之一棳外附囊膜棳
其基因组为单股正链 斠斘斄棳包含一个长的阅读框棳
编码的前体蛋白经酶解后产生一系列结构蛋白和非

结构蛋白棳其中囊膜 斉 蛋白位于病毒粒子表面棳
是病毒的主要抗原蛋白棳含有多种抗原表位棳可通

过诱发中和抗体产生保护性免疫应答暎
鸭坦布苏病毒病是一种新出现的疫病棳建立简

便快速的血清学检测方法尤为重要棳本研究成功扩

增鸭坦布苏病毒 斪斠 株的 斉基因棳构建重组原核

表达质粒棳为建立检测该病毒的血清学检测方法并

用于流行病学调查奠定基础暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋材料

棻灡棻灡棻暋病毒暍质粒及菌株暋鸭坦布苏病毒 斪斠株

由福建省农业科学院畜牧兽医研究所禽病室分离暍
鉴定和保存椈原核表达载体 旔斉斣灢棾棽斸暍大肠杆菌

斈斎椀毩暍斅斕棽棻 棬斈斉棾棭由福建省农业科学院畜牧兽

医研究所保存暎旔斉斄斢斮斣棾载体和 斣旘斸旑旙斣棻感受

态细胞购自北京全式金有限公司暎
棻灡棻灡棽暋酶和试剂暋 斈斘斄 聚合酶购自 斠斚斆斎斉
公司椈斾斘斣斝 斖旈旞旚旛旘斿暍斣棿斈斘斄 连接酶暍 斎斏暍

斏等内切酶及预染蛋白 斖斸旘旊斿旘均购自斊斿旘旐斿旑旚斸旙
公司椈琼脂糖凝胶斈斘斄回收试剂盒棳普通质粒小提

试剂盒暍斄旑旚旈灢斎旈旙抗体暍斎斠斝标记羊抗鼠斏旂斍抗体

为斣斏斄斘斍斉斘公司产品棳斉斆斕试剂盒为 斣旇斿旘旐旓公

司产品椈其他试剂为国产分析纯暎
棻灡棽暋方法

棻灡棽灡棻暋引物暋根据已发表的鸭坦布苏病毒 斪斠株

基因组序列 棬登录号斒斬棻椆椂棾棾棿棭棳应用 斚旍旈旂旓椂灡棽棿
软件设计扩增鸭坦布苏病毒 斉 基因的表达引物棳
引物序 列为椇上游引 物 斝棻椇椀曚灢斆斍斣斄斍斍斄斣斆斆灢
斆斆斄斍斆斍斣斄斆斄斍斆斣斣斆斄斍斆灢棾曚棳下划线为 斎斏
限制 性 内 切 酶 位 点椈 下 游 引 物 斝棽椇椀曚灢斄斣灢
斆斣斆斍斄斍斍斆斄斆斆斆斆斍斣斍斣斆斍斍斆斄斣斣灢棾曚棳 下 划

线为 斏限制性内切酶位点棳预计扩增长度为棻
椀棾椀斺旔暎引物由南京金斯瑞有限公司合成暎
棻灡棽灡棽暋病毒 斠斘斄 提取及 斠斣灢斝斆斠 扩增目的片段

暋取棽椀棸毺斕鸭坦布苏病毒 斪斠株病毒尿囊液棳按

照斣旘旈旡旓旍试剂说明书提取总斠斘斄暎取棾椀毺斕斠斘斄
作为模板棳加入反转录随机引物棻毺斕棳椃棸曟反应

棻棸旐旈旑后冰浴椀旐旈旑暎随后加入椀暳 斄斖斨斅旛旀旀斿旘
棻棸毺斕棳棻棸旐旐旓旍暏斕棴棻斾斘斣斝棽毺斕棳棽棸斦 斠斘斸旙斿
旈旑旇旈斺旈旚旓旘棻毺斕棳椀斦 斄斖斨 反转录酶棻毺斕棳共椀棸
毺斕于棿棽曟反应棻灡椀旇棳椄棸曟加热椀旐旈旑停止反应暎

取棽毺斕反转录产物为模板棳以 斝棻暍斝棽作为引物

进行 斝斆斠 扩增棳反应体系为椇棻棸暳 斝斆斠斅旛旀旀斿旘
棽灡椀毺斕暍引物 斝棻暍斝棽 各棸灡椀毺斕暍棻棸旐旐旓旍暏斕棴棻

斾斘斣斝棸灡椀毺斕暍反转录产物棽毺斕棳加水补足至棽椀
毺斕暎斝斆斠 反应条件为椇椆棿曟 预变性椀旐旈旑椈椆棿曟
变性棿棸旙棳椃棸曟延伸椆棸旙棳棾椀个循环椈最后椃棽曟
延伸棻棸旐旈旑棳保存于棻棸曟暎
棻灡棽灡棾暋鸭坦布苏病毒斉 蛋白基因的克隆与测序暋
回收纯化目的片段棳并与克隆载体旔斉斄斢斮灢斣棾于

棽椀曟连接棻椀旐旈旑棳转化大肠杆菌 斣旘斸旑旙斣棻感受态

细菌棳涂布于含氨苄青霉素斕斅琼脂平板棳过夜培

养后挑取单斑于含氨苄青霉素斕斅液体培养基中培

养暎经菌液斝斆斠和酶切鉴定后棳挑选阳性克隆质

粒送上海生工生物工程有限公司进行基因序列测

定棳阳性质粒命名为旔斉斄斢斮灢斉暎
棻灡棽灡棿暋重组表达载体的构建与鉴定暋用 斎斏
和 斏内切酶对重组质粒旔斉斄斢斮灢斉 进行酶切棳
回收目的片段后与相同内切酶酶切的原核表达质粒

旔斉斣灢棾棽斸进行连接棳将连接产物转化入原核表达菌

斅斕棽棻 棬斈斉棾棭感受态细胞棳经含氨苄青霉素的 斕斅
平板初步筛选后棳挑取单个菌落接种于含氨苄青霉

素的液体斕斅培养基中棳过夜培养后提取质粒棳经

双酶切和斝斆斠鉴定筛选阳性克隆暎
棻灡棽灡椀暋重组质粒的表达及溶解方式的鉴定暋将重

组表达 菌 接 种 于 氨 苄 青 霉 素 的 斕斅 培 养 基 中棳
棾椃曟 振荡培养至 斚斈椂棸棸旑旐曋棸灡椂棳加入终浓度为棻
旐旐旓旍暏斕棴棻 的斏斝斣斍诱导表达棳收集棿旇的菌液处

理后进行斢斈斢灢斝斄斍斉 分析棳同时将未诱导作为阴

性对照暎菌液经椄棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑后沉

淀重 悬 于 斝斅斢 溶 液 中棳超 声 波 破 碎 表 达 菌 后

棻棾棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑棳分别收集上清和沉

淀棳斢斈斢灢斝斄斍斉 分析表达蛋白的存在形式暎
棻灡棽灡椂暋蛋白表达的 斪斿旙旚斿旘旑灢斅旍旓旚旚旈旑旂鉴定暋在鉴

定表达斉蛋白在菌体中存在方式的同时棳对诱导

表达的重组菌进行斢斈斢灢斝斄斍斉 电泳棳转印到硝酸

纤维素膜棳以椀棩脱脂奶粉封闭后加入抗坦布苏病

毒 斪斠 株的单克隆抗体进行孵育棳洗涤后加入

斎斠斝标记的羊抗鼠斏旂斍二抗棳最终用斉斆斕试剂盒

进行显影暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋鸭坦布苏病毒斉基因的斠斣灢斝斆斠扩增与克隆

通过 斠斣灢斝斆斠技术扩增出鸭坦布苏病毒 斪斠
株斉基因棳电泳后可见一约棻灡椀旊斺的条带棳与预

期大小相符 棬图棻棭暎将目的片段连接入旔斉斄斢斮灢

椂棾椆 福建农业学报 第棽椆卷



斣棾克隆载体棳转化后提取质粒进行鉴定棳阳性重

组质粒命名为旔斉斄斢斮灢斉棳同时进行基因序列测定暎
测序结果显示所扩增的鸭坦布苏病毒 斉基因序列

与鸭坦布苏病毒 斪斠 株 斉基因序列完全相同棳表

明成功地克隆了鸭坦布苏病毒斉基因暎

图棻暋鸭坦布苏病毒的斉基因扩增结果

斊旈旂灡棻暋斝斆斠旔旘旓斾旛斻旚旙旓旀斾旛斻旊斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙
注椇斖为 斖斸旘旊斿旘旝旈斾斿旘斸旑旂斿棬椀棸棸暙棻棽棸棸棸棭椈棻为斉基因斝斆斠产物暎

棽灡棽暋重组 斉蛋白表达载体的构建与鉴定结果

将 斎斏和 斏内切酶双酶切后的鸭坦布

苏病毒 斉基因与原核表达载体旔斉斣灢棾棽斸连接并转

化入大肠杆菌斅斕棽棻 棬斈斉棾棭棳提取质粒经限制性内

切酶 斎斏暍 斏双酶切后电泳显示棳除了大

小约为椀灡椆旊斺载体片段外棳还出现了约棻灡椀旊斺的

条带棳其大小预期结果一致 棬图棽棭棳测序结果也

与预期相同棳将重组表达质粒命名为旔斉斣灢斉暎

图棽暋鸭坦布苏病毒的斉基因表达重组质粒鉴定

斊旈旂灡棽 暋 斏斾斿旑旚旈旀旈斻斸旚旈旓旑 旓旀 旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚 旔旍斸旙旐旈斾旙 旀旓旘
斿旞旔旘斿旙旙旈旑旂斉旂斿旑斿旀旘旓旐斾旛斻旊斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙

注椇斖 为 斖斸旘旊斿旘旝旈斾斿旘斸旑旂斿棬椀棸棸暙棻棽棸棸棸棭椈棻为重组表达质粒

的双酶切产物椈棽为斉基因斝斆斠产物暎

棽灡棾暋重组质粒在大肠杆菌中的表达

阳性质粒旔斉斣灢斉转化大肠杆菌 斅斕棽棻 棬斈斉棾棭
后棳经斏斝斣斍 诱导后进行斢斈斢灢斝斄斍斉分析棳结果

显示约在椃椀旊斈 处出现棻条明显的特异性蛋白条

带棳与预期的融合蛋白 棬目的蛋白和载体蛋白棭大

小一致 棬图棾棭暎超声波破碎诱导表达的菌体棳离

心后分别收集表达菌上清和沉淀棳斢斈斢灢斝斄斍斉 分

析显示表达蛋白主要存在于包涵体中 棬图棿棭暎

图棾暋鸭坦布苏病毒斉基因的斏斝斣斍诱导表达

斊旈旂灡棾暋斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斉旔旘旓旚斿旈旑旀旘旓旐斾旛斻旊斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙
旈旑斾旛斻斿斾斺旟斏斝斣斍

注椇斖 为预染蛋白 旐斸旘旊斿旘椈棻为旔斉斣灢斉未诱导椈棽为旔斉斣灢斉诱导暎

图棿暋鸭坦布苏病毒斉基因表达产物的存在形式

斊旈旂灡棿暋斢旓旍旛斺旈旍旈旚旟旓旀旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚斉 旔旘旓旚斿旈旑旀旘旓旐 斾旛斻旊
斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙

注椇斖 为预染蛋白 旐斸旘旊斿旘椈棻为沉淀椈棽为上清暎

椃棾椆第棻棸期 施少华等椇鸭坦布苏病毒囊膜斉蛋白的原核表达



棽灡棿暋表达蛋白的 斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚旚旈旑旂分析

离心超声波破碎的菌体棳收集上清与沉淀棳将

电泳条带转移至硝酸纤维素膜棳用椀棩脱脂奶粉封

闭棳以鸭坦布苏病毒单克隆抗体为一抗棳斎斠斝标

记的羊抗鼠斏旂斍 为二抗棳用显色后在椃椀旊斈 处沉

淀蛋白与单抗发生反应棳而上清反应微弱棳证明了

融合蛋白主要以包涵体形式存在棳而且 斉 基因表

达的重组蛋白具备良好的反应原性 棬图椀棭暎

图椀暋鸭坦布苏病毒旔斉斣灢斉表达旝斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚检测

斊旈旂灡椀暋斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斉旂斿旑斿旀旘旓旐 斾旛斻旊斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙
旈斾斿旑旚旈旀旈斿斾斺旟斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚

注椇斖 为预染蛋白 旐斸旘旊斿旘椈棻为鸭坦布苏病毒旔斉斣灢斉沉淀椈棽
为鸭坦布苏病毒旔斉斣灢斉上清暎

棾暋讨论与结论

病毒囊膜蛋白 棬斉蛋白棭是黄病毒的主要抗原

蛋白棳与病毒的毒力暍组织嗜性暍膜融合等生物学

特性有密切关系棳同时 斉蛋白存在优势抗原表位棳
能够刺激机体产生保护性抗体棳是黄病毒科病毒疫

苗设计和诊断抗原的首选靶蛋白暎斖旈旟斸旚斸等应用

纳米微胶囊技术对日本乙型脑炎病毒囊膜蛋白斏斏斏
结构域进行生物包装棳免疫小鼠可抵抗致死性攻

击椲棻棸椵暎斢斸旞斿旑斸等成功表达了西尼罗河病毒的囊膜

蛋白棳并用于对该病毒感染的早期诊断椲棻棻椵暎因此棳
囊膜蛋白一直是黄病毒科相关病毒亚单位疫苗研究

的靶点和有效诊断抗原暎
鸭坦布苏病毒作为黄病科的成员之一棳其表面

囊膜斉蛋白的抗原性也得到证实椲棻棽棴棻椃椵暎本研究利

用 斠斣灢斝斆斠技术成功扩增出鸭坦布苏病毒 斪斠株

斉基因棳其序列与 斍斿旑斅斸旑旊已发表的鸭坦布苏病

毒基因序列一致暎对重组菌进行斏斝斣斍 诱导表达棳
斉基因能够在大肠杆菌中得到高效表达棳主要以包

涵体形式存在棳并具备良好的反应原性棳为建立检

测抗体的诊断方法提供基础暎
参考文献椇

椲棻椵斔斚斘斚 斮棳 斣斢斦斔斄斖斚斣斚 斔棳 斄斅斈 斎斄斖斏斈 斖棳斿旚 斸旍棶
斉旑斻斿旔旇斸旍旈旚旈旙斸旑斾旘斿旚斸旘斾斿斾旂旘旓旝旚旇旓旀斻旇旈斻旊旙斻斸旛旙斿斾斺旟斢旈旚旈斸旝斸旑
旜旈旘旛旙棳斸旑斿旝旈旙旓旍斸旚斿斺斿旍旓旑旂旈旑旂旚旓旚旇斿旂斿旑旛旙斊旍斸旜旈旜旈旘旛旙 椲斒椵棶斄旐
斒斣旘旓旔斖斿斾斎旟旂棳棽棸棸棸棳椂棾 棬棻棴棽棭椇椆棿棴棻棸棻棶

椲棽椵曹贞贞棳张存棳黄瑜棳等棶鸭出血性卵巢炎的初步研究 椲斒椵棶
中国兽医杂志棳棽棸棻棸棳棿椂 棬棻棽棭椇棾棴椂棶

椲棾椵万春和棳施少华棳程龙飞棳等棶一种引起种 棬蛋棭鸭产蛋骤降

新病毒的分离与初步鉴定 椲斒椵棶福建农业学报棳棽棸棻棸棳棽椀 棬椂棭椇
椂椂棾棴椂椂椂棶

椲棿椵斢斦斒棳斕斏斢棳斎斦斬棳斿旚斸旍棶斈旛斻旊斿旂旂灢斾旘旓旔旙旟旑斾旘旓旐斿斻斸旛旙斿斾斺旟
斅斮斈旜旈旘旛旙棳斸旑斿旝斣斿旐斺旛旙旛灢旘斿旍斸旚斿斾斊旍斸旜旈旜旈旘旛旙 椲斒椵棶斝斕旓斢斚旑斿棳
棽棸棻棻棳椂 棬棾棭椇斿棻椄棻棸椂棶

椲椀椵斆斄斚斱棳斱斎斄斘斍斆棳斕斏斦 斮棳斿旚斸旍棶斣斿旐斺旛旙旛旜旈旘旛旙旈旑斾旛斻旊旙棳
斆旇旈旑斸 椲斒椵棶斉旐斿旘旂斏旑旀斿斻旚斈旈旙棳棽棸棻棻棳棻椃 棬棻棸棭椇棻椄椃棾棴棻椄椃椀棶

椲椂椵傅光华棳黄瑜棳施少华棳等棶鸡黄病毒的分离与初步鉴定

椲斒椵棶福建畜牧兽医棳棽棸棻棻棳棾棾 棬棾棭椇棻棴棽棶
椲椃椵陈仕龙棳陈少莺棳王劭棳等棶一种引起蛋鸡产蛋下降的新型黄

病毒的分离与初步鉴定 椲斒椵棶福建农业学报棳棽棸棻棻棳棽椂 棬棽棭椇
棻椃棸棴棻椃棿棶

椲椄椵黄欣梅棳李银棳赵冬敏棳等棶新型鹅黄病毒斒斢椄棸棿毒株的分离

与鉴定 椲斒椵棶江苏农业学报棳棽棸棻棻棳棽椃 棬棽棭椇棾椀棿棴棾椂棸棶
椲椆椵施少华棳傅光华棳万春和棳等棶鹅源坦布苏病毒的分离及初步

鉴定 椲斒椵棶中国兽医杂志棳棽棸棻棽棳棿椄 棬棻棽棭椇棻棸棴棻棻棶
椲棻棸椵斖斏斮斄斣斄 斣棳斣斄斊斦斔斦斢棳斎斄斠斄斔斦斘斏斣棳斿旚斸旍棶斄斺旈旓灢

旑斸旑旓斻斸旔旙旛旍斿斻旓旑旚斸旈旑旈旑旂斿旑旜斿旍旓旔斿旔旘旓旚斿旈旑斾旓旐斸旈旑斏斏斏旓旀斒斸旔斸旑斿旙斿
斿旑斻斿旔旇斸旍旈旚旈旙 旜旈旘旛旙 旔旘旓旚斿斻旚旙 旐旈斻斿 斸旂斸旈旑旙旚 旍斿旚旇斸旍 斒斸旔斸旑斿旙斿
斿旑斻斿旔旇斸旍旈旚旈旙旜旈旘旛旙旈旑旀斿斻旚旈旓旑椲斒椵棶斖旈斻旘旓斺旈旓旍斏旐旐旛旑旓旍棳棽棸棻棾棳椀椃
棬椂棭椇棿椃棸棴棿椃椃棶

椲棻棻椵斢斄斬斉斘斄 斈棳斝斄斠斏斈斄 斖棳斠斄斚 斝 斨棳斿旚斸旍棶斆旍旓旑旈旑旂斸旑斾
斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斸旑 斿旑旜斿旍旓旔斿 旂斿旑斿 旓旀 斪斿旙旚 斘旈旍斿 旜旈旘旛旙 斸旑斾
斿旜斸旍旛斸旚旈旓旑旓旀旚旇斿旔旘旓旚斿旈旑旀旓旘旛旙斿旈旑斸旑斏旂斖斉斕斏斢斄 椲斒椵棶斈旈斸旂旑
斖旈斻旘旓斺旈旓旍斏旑旀斿斻旚斈旈旙棳棽棸棻棾棳椃椀棬棿棭椇棾椆椂棴棿棸棻棶

椲棻棽椵张琳棳逯茂洋棳胡北侠棳等棶棿株鸭坦布苏病毒包膜蛋白基

因的分子进化分析及表达 椲斒椵棶中国兽医学报棳棽棸棻棾棳棾棾
棬棽棭椇棻椃椀棴棻椄棸棶

椲棻棾椵黄欣梅棳李银棳赵冬敏棳等棶鹅黄病毒囊膜蛋白的原核表达

及抗原性分析 椲斒椵棶华北农学报棳棽棸棻棽棳棽椃 棬椀棭椇棾棾棴棾椃棶
椲棻棿椵姬希文棳李雪松棳边延峰棳等棶鸭坦布苏病毒斉蛋白的原核

表达 椲斒椵棶中国动物传染病学报棳棽棸棻棽棳棽棸 棬棽棭椇棿棽棴棿椂棶
椲棻椀椵刘宗梁棳付钰广棳吉艳红棳等棶鸭坦布苏病毒斉蛋白膜外区的原

核表达与鉴定椲斒椵棶中国兽医科学棳棽棸棻棾棳棿棾棬椄棭椇椄椀棸棴椄椀棿棶
椲棻椂椵柴顺秀棳马花棳韩英棳等棶鸭坦布苏病毒斉蛋白主要抗原区

域的原核表达与鉴定 椲斒椵棶动物医学进展棳棽棸棻棾棳棾棿 棬椃棭椇
棿椆棴椀棾棶

椲棻椃椵杨少艳棳于可响棳王华棳等棶鸭坦布苏病毒 斉基因的克隆表达及

初步应用椲斒椵棶浙江农业学报棳棽棸棻棽棳棽棿棬椀棭椇椃椄棽棴椃椄椂棶
棬责任编辑椇林海清棭

椄棾椆 福建农业学报 第棽椆卷


