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Abstract：Acording tO Avian Infectious Brochitis virus(IBV)Beaudette strain S 1 gene sequence，a 

pair of primers were designed and synthesized．W ith the primers， IBV Guangdong isolation strain 

GD05 S 1 gene was successively amplified by RT —PCR．PCR product was digested with BstY I，Hae 

III and Pst I respectively，the result showed RFLP pattern of was the same as that of M41 S 1 gene． 

IBV GD05 strain was thought as M ass serotype primaryly．IBV GD05 S 1 gene was cloned into pGEM 

— T vector and sequenced， its sequence was consisted of 1611 base pairs．By comparison ， the nu— 

cleotide sequence was 97．14％ identical tO that of IBV M 41．IBV GD05 S 1 gene was subcloned into 

expression vector pET21 d．SDS—PAGE experiment showed that it expressed in E ．coli． 
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鸡传 染性 支气 管炎病 毒 (Infectious Brochitis 

virus，IBv)属于冠状病毒科冠状病毒属，可引起鸡 

呼吸道 、输卵管、肾脏、肠道及腺 胃等多部位病变。 

近年来，由于新的 IBV变异毒株不断出现，从而导 

致鸡传染性支气管炎病的不断爆发，造成严重的经 

济损 失[ ， 。 IBV 的基因组 为单 股 RN'A，主要 编码 

3种主要结构蛋 白：纤突蛋 白(S)、膜蛋 白(M)和核 

衣壳蛋白(N)，其 中 s蛋白成熟裂解为 s1和 s2两 

个蛋 白亚基。s1蛋白是 IBV的主要免疫原基因，可 

刺激机体产生中和抗体，决定病毒的组织亲嗜性，在 

病毒血清学分类中起 主要作用L1．3 J。GD05株是从 

广东地方鸡场分离获得的典型 肾病变 IBV毒株，本 

研究利用 RT—PCR方法成功地从 GD05中扩增出 

S1基因，对扩增产物进行 BstY I，Hae III和 ￡I 

酶切和序列分析，并将 IBV S1基因亚克隆到表达 

载体 pET21d中进行研 究，为进 一步研制 和开发 

IBV基因工程疫苗奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 病毒 

肾病变型 IBV 广东分离株 GD05和标准毒株 

M41由华南农业大学禽病室提供。 

1．2 寡核苷酸引物 

根据 已报道[3]的 IBV Beaudette株 S1基因序 
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列 设 计 PCR 引 物 P1 (5 CGCGAATTCAGA— 

GATGTTGGTAA 3)和 P2(5 GACGGATCCTAA— 

CATAAGGGCAA 3)，由上海 生物工程公司合成。 

为了克隆的方便，引物 P1的 5 端引入了 EcoR I酶 

切位点，引物 P2的 5 端引入了 Bam H I酶切点。 

1．3 病毒增殖及 RNA提取 

病毒 RNA的提取和 RT—PCR参照 Binns和 

王林川等方法作改进[ ， 。反应产物作 1．0％琼脂 

糖凝胶电泳分析。 

1．4 RT—PCR产物的酶切分析 

将 IBV GD05株及 M41毒 株 的 PCR产物分 别 

用 BstY I，Hae III和 Rf I进行酶切后 ，在 2％琼脂 

糖凝胶(含 EB)上电泳后紫外检测。 

1．5 IBV GD05株 s1基因的克隆及全序列分析 

参照 pGEM —T Easy systemlI KIT说 明书进 

行。用 M13通用引物在 ABI PRISM M377自动测 

序仪上进行序列分析。 

1．6 IBV GD05株 s1基因表达载体的构建及表达 

参照文献 【 J进行 。 

2 结果 

2．1 IBV GD05株 sl基因的 PCR扩增 

IBV GD05株，M41株 经 RT—PCR扩 增 后 电 

泳分析表明二者均扩增得到了约 1．65kb的片段，与 

预期结果一致。 

2．2 PCR产物酶切分析 

分别用 BstY I，Hae III和 Pst I对 IBV GD05 

株与 M41株 RT—PCR产物进行酶切分析，结果表 

明 IBV GD05株 S1基 因 PCR 产物 经 BstY I酶 切 

得到 1．0kb和 0．65kb两个片段，经 Hae III酶切得 

到 0．9kb、0．4kb和 0．35kb三个片段，经 Pst I酶切 

得到 0．56和 1．09kb二个 片段。IBV GD05株与 

M41株 S1基 因 PCR产物酶 切结果 完全 一致，按 

Kwon等[ ]的 PCR／RFLP分 型方法，可判 定 IBV 

GD05株属 于 Mass血清型 ，结果见 图 1。 

2．3 IBV GD05株 S1基因的克隆 

IBV GD05株 S1基 因 PCR产物 与 pGEM —T 

Easy载体连接后转化 E．coli JM109，在筛选平板上 

挑取多个白色单菌落，小量提取质粒 EcoR I酶切分 

析电泳检测，经筛选获得阳性重组子 pGEMGDS5。 

重组 质粒 pGEMGDS5的鉴定 结果见 图 2。 

图 l IBVGD05 Sl基因的 RT—PCR产物的酶切分析 

Fig．1 Restriction enzyme digestion of RT — PCR of IBV GD05 Sl 

gene 

Lane l，250bpDNA Marker；2．M41 Sl／RT—PCR product／BstY I；3， 

GD05 S1／RT—PCR prod uct／BstY I；4．M41 S1／RT—PCR prod uct／ 

Hae III：5，GD05 S1／RT—PCR product／Hae III；6，M41 Sl／RT— 

PCR product／ ￡I：7，GD05 S1／RT —PCR product／Pst I；8，GD05 

Sl／RT—PCR product；9、XDNA／H／nd III． 

bpl皇 
图 2 重 组 质粒 pGEMGDS5的酶 切及 PCR鉴定 结果 

Fig．2 Restriction Enz yme Digestion and PCR of Recombinan t plasmid 

pGEM GDS5 

Lane 1．XDNA／／-／／nd III；2．PCR／pGEMGDS5；3．pGEMGDSS／BarnH 

I；4，pGEMGDS5／EcoRI． 

2．4 IBV GD05株 s1基因的全序列分析 

用 M13通用引物在 ABI PRISM M377自动测 

序仪上进行序列分析，测序结果与标准毒株 M41同 

区段序列作同源性 比较分析，结果表明，IBV GD05 

株 S1基因从起始密码 ATG到 s前体蛋白裂解位 

点总长为 1．61lkb的全序列，与 已发表的标准株 

M41同区段序列相比较，仅有 47个碱基差异，同源 

性达到 97．14％。从碱基变化来，在 47个碱基差异 

中，有 25个碱基是 T与 C之间互换，并且变异区段 

集中在 5 端。 

2．5 IBV GD05株 S1基因表达载体的构建 

将质粒 pGEMGDS5经 EcoR I酶切，低融点回 

收 1．65kb的 S1基因片段，与 EcoR I酶切消化并 

用CIAP 处理过 的表达载体 质粒 pET21d进行 连 

接，连接产物转化受体菌 E．coli JM109，挑取单菌 

落小量提取质粒，经酶切分析和 PCR扩增鉴定，获 
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妻 誓 一 组表达载体pET- 的 3讨论3 鉴定结果分别如图 所示
。 

J ¨  

图 3 重 组表 达载 悼 pET—S1的酶切 鉴定 电泳 图谱 

Fig．3 Restriction enzym e Digestion of Recom binant expression vector 

pET —S1 

Lane l，XDNA／H／nd III；2，pGEMGDS5／EcoR I；3，pETGDS5／EcoR 

I；4，pET—sl／BamH I；5，pET一21d／EcoR I． 

2．6 IBV GD05株 S1基因的表达及检测 

将重组表达载体质粒 pET—S1转化于感受态细 

胞 BI 21，挑取单菌落过夜培养，经 IPTG诱导表达， 

收集菌体 作 SDS—PAGE 电泳检测，结 果见 图 4。 

从 SDS—PAGE图谱可以看出，重组表达载体转化 

菌株的蛋白质条带比对照组在对应于蛋白质分子量 

标 准 66—97．4kD 之 间位 置 处 多 出一 条 蛋 白质条 

带。经凝胶成像系统扫描，绘制分子量曲线，推算该 

蛋白质条带的分子量大小为 70kD左右。根据本文 

测定 的 1．65kb的核 苷酸 序列 推测 ，IBV S1基 因编 

码 550个氨基酸，加上 pET一21d载体中的引导肽 

与 His·Tag，理论推测表达产物的分子量应为 70kD 

左右。这与实际表达产物的大小基本相符，由此可 

以初步推论该特异蛋 白质条带为 IBV S1基因的表 

达 产物 。 

kD 

97 4 

66 2 

43 

图 4 表达产物的 SDS—PAGE检测 

Fig．4 Detection of SDS—PAGE of Negative expression product 

Land ，Negative；2—4，Prod uct of IBV GD05 S1 gene；5，Protein mark 

er． 

已测定 IBV GD05株 S1基因从起始密码 ATG 

到 S前体蛋白裂解位点全长为 1．61lkb，该序列与 

已发表 的 M41同区段 序列 相 比较，同源性 达到 

97．14％。它编码一条 由 537个氨基酸组成分子量约 

为 64kD的多肽。疏水性分析表明，该多肽 N端有 
一

段较强的疏水区，包含 18个氨基酸，这些结构符 

合信号肽的共 同特征 一3，因此可初步判定该部位 

为 S蛋白的信号肽。此外，序列内部无终止密码子， 

这说 明我们获得 的 IBV GD05株 S1基因是完整 

的，可用于体外表达研究。 

将 IBV GD05 S1基因克隆到大肠杆菌表达载 

体 pET21d中进 行 原 核 表 达 研 究，根 据 IBV GD05 

S1基 因的氨基酸序 列，预计 表达产物大 小为 64kD， 

另据 CavanaghL9 J报道，成熟的 s1糖多肽分子量为 

90kD。但从 SDS—PAGE图谱上来看，有一条分子 

量大 小约为 70kD的特异条带，该条带可能是 IBV 

GD05 S1基 因在 大 肠 杆菌 中的表 达 产物。 由于大 

肠杆菌不具备与脊椎动物细胞相似的识别和修饰 N 
一 糖基化位点的能力，因而表达产物不能被正确地 

糖基化修饰。此外，表达产物较预计大小 64kD稍 

大，这 可 能 是 IBV GD05 S1基 因 与 表达 载 体 

pET21d中的 引导肽 和 His·Tag融 合表达 所致 。初 

步的免疫学检测实验结果表明，该重组蛋白的抗体 

抗原反应不是十分明显，分析其中原因最大可能性 

是 由于表达产物 没 有被 糖 基化 ，这 对表达 产 物免疫 

原性存在较大的影响。 
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