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Secretive Expression and identification of vp2，the Major Antigenic Protein of 

InfectiOUS Bursal Disease Virus in Yeast 
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Abstract：Here we report that the major antigenic protein VP2 of very virulent Infectious bursal disease 

virus(vvlBDV)was secretively expressed with high level in yeast(Pichia pastoris)expression system． 

Primers were designed to amplify the previously cloned vvlBDV—vp2 gene from the plasmid pMD 1 8一T— 

VP2．The amplified 1．4kb vp2 gene fragment was sub—cloned into the yeast—expressing plasmid 

pPICZa—A．The recombinant pPICZa—A—VP2 was analyzed by restriction enzymes and sequenced， 

which was then linearized by Sac I and transfected into Pichia pastoris X一33．After selection with 

Zeocin⋯ ，the phenotype identity，the inductive expression
， the SDS—PAGE and the western blot 

analysis of culture supernatant．an engineering Pichia pastoris strain X一33／pPICZ Q A—VP2 with which 

the VP2 protein could be expressed with high level was obtained．SDS—PAGE and W estern blot analysis 

indicated that the expressed product of the VP2 in culture supernatant of X一33／pPICZ Q A—VP2 was 

about 55kDa，a bit larger than expected．Gel scanning and Bradford protein analysis showed that the 

expressed product was as high as 23mg／L，or 28％ of total proteins in culture supernatant of X一33／ 

pPICZ Q A—VP2． 
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摘要：应用 Pichia酵母表达系统高效分泌表达了传染性传染性法氏囊病病毒 vp2基因片段。首先用 Primer5．0设 

计 1对引物 P1、P2，以插入 IBDV vp2基因的PMD18-T—VP2载体为模板，扩增出带有终止密码子的 l_4 kb片段， 

将此片段正向亚克隆到酵母表达载体pPlCZct—A上，将构建好的重组载体pPlCZct—A—VP2用Sac I内切酶线性化后， 

电击转化整合入Pichia PastorisX一33酵母菌，经高浓度Zeocin M筛选、表型鉴定、诱导表达及表达产物的鉴定， 

得到高效表达vp2基因的酵母工程菌X一33／pPlCZct—A—VP2。工程菌72h培养上清的SDS—PAGE电泳与免疫印迹 

结果显示，vp2基因表达产物大小约为 55 kDa，比预期的 41kDa大。凝胶薄层扫描结合 Bradford蛋白质总含量 

测定结果表明，表达产物占工程菌培养上清总蛋白的28％，表达量可达 23 mg／L。问接 ELISA结果表明重组表达 

产物能够有效地区分法氏囊病病毒标准阳性与阴性血清。 
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传染性法氏囊病 (IBD)是由鸡传染性传染性 

法氏囊病病毒(Infectious bursal disease virus，IBDV) 
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引起的幼龄鸡和火鸡的一种急性、高度接触性传染 

病。本病的危害性主要表现在两个方面：一方面是 
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引起幼龄鸡发病和死亡，特别是近年来超强毒株 

rvvIBDV)的出现使雏鸡死亡率大大增加⋯；另一方 

面是雏鸡早期感染本病，引起免疫抑制，导致鸡群 

抵抗力下降，对其它疫病的易感性增高和对其它疫 

苗的免疫应答能力降低。直接和问接的给世界各国 

的禽养殖业带来了巨大损失。 

传染性法氏囊病病毒 (Infectious bursal disease 

virus，IBDv)属于双股双节段 RNA病毒亚科，禽 

双 RNA病毒属，基因组由两个双链 RNA节段 A 

和 B组成。其主要病毒结构蛋白有 4种，分别为 

VP1、VP2、VP3和VP4 J。其中VP2具有一个不连 

续的构象依赖性的中和抗原决定簇，是 IBDV的宿 

主主要保护性抗原 J。自 IBDV发现至今，新的变 

异株、强毒株、超强毒株不断出现，分子结构的改 

变导致病毒致病力的改变及宿主对疫苗应答的改 

变，使得传统的疫苗已不能控制其流行。国内有人 

用大肠杆菌、杆状病毒表达IBDV VP2以及构建活 

载体疫苗等进行基因工程苗的研究，由于表达量不 

高、保护率低、难以工业化生产等缺点，国内目前 

还没有基因工程疫苗用于传染性法氏囊病的预防。 

本研究用 Pichia Pastoris酵母表达系统表达 了 

IBDV VP2蛋白并测定了其免疫活性，为保护性好、 

适于工业化生产的基因工程亚单位疫苗的研制创 

造了条件。 

1 材料和方法 

1．1 材料与试剂 

含 IBDV 强毒株 vp2基因的质粒 pMD18一T- 

VP2、E．coli DH5 Gc由本实验室保存，Pf iapastoris 

受体菌 x一33(His‘Mut )、表达载体 pPICZct—A购自 

Invitrogen公司。限制性内切酶，T4 DNA连接酶， 

高保真 Taq DNA 聚合酶，DNA 分子质量标准 

DL一2000、DL一15000均购自大连宝生物工程公司； 

ZeocinTM 购于 invitrogen公司；配制培养基用酵母 

抽提物、水解乳蛋白、YNB、干酪素(Casein)、生 

物素等分别购 自英国 OXIOD公司、Uniphath公司 

与 Sigma公司。硝酸纤维素膜购自 Schleicher& 

Schuell公司。IBDV VP2多抗鸡阳性血清由本实验 

室保存。HRP酶标羊抗鸡 G购自深圳晶美公司。 

其它试剂均为进口或国产分析纯产品。 

1．2 引物设计与 PCR扩增 

根据 IBDV标准强毒株 52／70株基因组核苷酸 

序列与表达载体pPICZ—O【一A的特点设计合成了一对 

引物：P1(5’一GCTGAATTCTCCATCCCGGACGAC 

ACC一3’)，引入 EcoR I位点；P2(5’ CTGTCTAGAT 

TAAGGAG CGGCGGGTGGGAA一3’)引入 Xba I位 

点。引物间距约 1396bp，由大连宝生物工程公司合 

成。以pMD18一T—VP2质粒为模板进行 PCR扩增， 

反应程序如下：95℃预变性 5min后，按 95℃lmin， 

56℃1．5min，72℃2min进行 30个循环，最后 72℃ 

延伸 10min，扩增产物经0．8％琼脂糖凝胶电泳检测， 

胶回收试剂盒回收目的DNA。 

1．3 重组质粒 plCZct—A—VP2构建 

PCR 产物经回收并用 EcoR I+Xba I双酶切 

后，与同样酶切后回收的 pPICZ a A／EcoR I+Xba 

I线性载体进行连接反应，连接产物转化大肠杆菌 

DH5ct感受态细胞，得到重组表达载体 pPICZ a 

A—VP2。利用EcoR IIXba I对 pPICZ Q A—VP2重组质 

粒进行双酶切鉴定，利用pPICZa A载体两端的5 、 

3 AOX1引物对其进行测序。具体操作参照文献 。 

1．4 整合酵母与筛选鉴定 

1．4．1电转化及表型鉴定：按 invitrogen公司说明书 

制备毕赤酵母 x一33感受态细胞。大量提取重组酵 

母表达质粒，Sac I线性化并纯化回收，取 10．0pg 

与新鲜制备的80 感受态细胞混匀，冰浴 5 min， 

用 Bio Rad Gene Pulser电击仪进行电脉冲转化，参 

数为：电压 1500V，电容 25 ，电阻200Q，温度 

0℃，电击时问5 msec。电击结束后，立即加入 1．0 

mL预冷的 1．0 mol／L山梨醇，3O℃温育 1～2h，取 

100 涂布于含 lOOpg／mLZeocin的YPDS固体选 

择培养基上，30℃培养 2～4d，转化子出现。将 MM 

与 MD 平板划线分成多个小格，用灭菌牙签细挑 

YPDS上生长的具Zeocin抗性的单菌落，先点 MM 

平板，再点 MD平板，置于 30℃培养 2—3d，通过 

观察生长速度鉴定其表型。 

1．4．2筛选高拷贝转化子：将具有 Zeocin抗性的最 

初转化子菌落，通过影印法依次转移到含 Zeocin浓 

度为250，500，700，1000~tg／mL的YPDS平板上， 

30℃培养 2～4 d，逐级筛选目的基因高拷贝重组菌 

株。筛选到高拷贝重组菌株 18个。 

1．4．3基因扩增鉴定：取单菌落的一半放到eppendof 

管中，加入 5O TE(pH8．0)，采用煮．冻．煮法制备 

酵母菌染色体 DNA，以此为模板按原 PCR条件扩 

增 IBDV VP2基因，并用 5’AOX1和 3’X0A1引 

物扩增 AOX1基因，同时制备未整合酵母菌染色体 

DNA作阴性对照。取 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电 

泳。表型鉴定为Mut~的高拷贝转化予用于下一步的 

诱导表达。 

1．5 工程菌的诱导表达及表达产物的鉴定： 

以X一33为空白对照，空质粒转化子为阴性对照， 
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挑取 Mut+表型的高拷贝转化fT-BMGY培养基 I‘ 

培养至A 为2-6，3000r／min离心5rain．加 BMMY 

培养基悬浮至A㈣为 l，转全三角准瓶，30'(2280 r／min 

培养72 h 每隔 24 h添加甲醇叠终浓度为0j％， 

72 h后取样，丁12000 rlmin离心 I5 min．取上清保 

存于_8O℃豉立即用于 SDS．PAGE发免疫印迹 培养 

清的SDS—PAGE及免疫印迹按参考文献 操作及 

Bradford蛋白质总含量测定方法参见文献 l， 

I．6 表达产物的初步 EL1SA应用 

__厂稗菌诱导72h后，培养上清对占离子水透析 

过夜除去缓 液中的盐离了 用包袱液倍比稀释． 

4℃包被过夜，次日与 IBDV VP2标准 与标准 

阴性皿清进行间接 ELISA 反应 青稀释倍数为 

l：10．HRP标记的 抗鸡 lgG 稀释倍数为 I： 

8000，间接 ELISA反成程序参J 文献 略加修改， 

显色底物为OPD，室温 色 10nfin后l}{{1mol／L的 

H2SO4终 一̈反应，读取A fII【 

2 结 果 

2 I 重组表达载体 plCZct—A—VP2的构建 

以含IBDV全长vp2基冈片段f pMDI 8．T．VP2 

质粒 DNA 为槿扳．按” 巾方法进{j：PCR扩增后， 

电泳结果显币 PCR产物人小约为 1400 bp( 1】， 

与预期人小 致 将 EcoR I+Xba I积酶 的载体 

DNA与 PCR产物连接， Zeocin抗生紊筛选获得 

重 ll质粒，命名为pPICZ—A．VP2 EcoR I／Xba【陋 

鉴定结果(图 1)， j序列铡定结粜(结果术显示) 

表明插入片段大小、方向均正确 

暑 
闰1．重封【丧选质粒pPICZ u A—vP2的酶切喀宜 

Fig 1 Characterization of recombinant expression vector 

PPICZ。A-VP2 by restriction e{izyllle digestion 

I DL-21／{10 blarker：2，pHCZ u A—VP2 digested by Er-oR 1 and I．3． 

pPICZ“A digested by EeoRI：t pPlCZ¨A VP2 digested by EcoR】，5， 

DL—I5003 Marker 

2．2 酵母菌转化子 X一33／pPICZ q A—VP2的筛选与 

鉴定 

电转化后 低浓度 YPDS z 平扳f俞 l00laglmL 

Zeocin)可长出数十至 E 个转化菌落，『茸经 MM／ 

MD 培养筛选出『1l醉诱导№迷生长型ft"／Mut 袭型 

菌 井将 Mut 表型菌落依次点种 J 离浓度的YPDS 

z 平扳 t 250～l 000 ，mLZeocin)米确定高拷贝 

转化 f。将 获得的 l8个『 拷 见转化子命名为 

X一33IpPICZn A_VP2 男以摊般的酵母菌整合转化 

ri：l~l DNA为模板，用原引物进行 PCR m。。增．11T得 

剑约 1400bp左右的片段( 略)．以引物 5。AOX1、 

3 AOXl扩增AOXI基因均l『J见2000bp芹右的片 

段，结粜 I8个转化了全部娃 ?t-，而 x一33 酵母 

菌丛lX'I 【I 性别}{(!扩增出 6(M】bp左右的片段(阁 

晰) 表I蚪筛选剑的转化了：的 VP2基IX1均整 八酵 

母菌染色体AOXl攮因 

2 3 工程菌的诱导表达及表达产物的鉴定 

工程菌 x一33／p PICZ a A VP2经 F醇诱导培 

养．收集诱导72 h的培养上清进行SDS—PAGE 

纳果、Ft I ÷， 埘空载体转化埘照茼栋 x一33／pPlCZ 

0 A和宿辛菌 x一33州l比，a-上 陌的培养 1：清卉- 

43 0 kDa与66．2 kDa之问J：,jyj-条带出现 ( 2)， 

‘ 理沧 卜VP2蛋I'1(4I kDa)夫小不大十̈符合，但 

是戢其中两个工程菌株的培券 L清进 步Ḧ  抗 

IBDV 阳性m清进行蛋白质印迹分析 ，两肯 约 

55kDa处均出现一条特异性l 歧 带( 3】：．所以对 

比蛋白质Fpj,~与SDS．PAGE z"i。。i粜．_1_‘判定 vp2墼 

片段在各 I．程 中部可表达，其 庄 I、3、4 菌 

株培养上清 (图-II第 l、3、4泳道)t 的表达量耍 

商丁其他菌株 IBDV vp2犟 片段IX1存在3个潜 

的 N一鞋基化位点，而酵母的醐评肝诂摹化修饰过程 

以N一钴撼化为 1：，排测其表迷 物比婵沦分 r质 

⋯ 大是翻译后 N一糖基化修饰的站粜。 

—  _ ⋯ ⋯ _ 蒌 
．． 黪 

旧2 x一331pPlCZ A VP2茛迓 i rr~SDS．PAGE舒析 

Fig 2 SDS—PAGE of cuhum supematanl of X一33／pPICZ a A— 

VP2 

l 6，culmrc supernat~ t of diffe rent X-331 pl lCZ ll̂ VP2： culture 

supemauml nf X 33；8．culture~upematant i,l×一3 pP[CZ：J^ 埘 pmtein 

molecuhtr mu ̂ landards 
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贾 祷 等 毒 坫凶任哮母· 的分泌表达及箍定 

．

ffJ 波长薄层扫描仪对凝胶址 仃薄层扫捕．结 

果显示 vP2基凶片段表达产物 占 x一33／pPICZ a 

A．VP2工程菌 72 h培养 L清总蛋 的 28％，结合 

Bradford蛋白质总含量驯定结果，可知其表l丛量为 

23 mg!L，属T-iq效表达 

国 3 X一33／pPICZ n A—VP2表逃j．晴们V~'et,tern—b|ot S~斫 

Fig 3 W estern—blot uf culture sulmrnatant of X一33l pPICZ 

A—VP2 

I Proteinmolecular ～~landards：2 3 CuIturc supernalant of dilfen：nt 

X一 ，pP[CZ ,at—VP!．4 Negali~e culture~upernatam ofX一331pP1CZll A 

2．4 重组表达产物的抗原性测定 

重组_L程菌X一33／pPICZ nA—VP2诱导72 h的 

培养 清对 PBS透析过lf复后 用包被液按照 l： 

10--l：2560的比例倍比稀释 IBDV 标准 性m 

清与阴性InL清按 l：20棉祥，1 同的抗原稀释度下 

表达产物与标准阳性与阴性山惰反麻R 的  ̂． 值及 

一 者问的比值(表 ¨ 反应结果表叫，当抗原按 I： 

10-】：2560稀释时，_5口性与 陲血清反应A }值 

之比 fP／N)均大 F 3，能够有效地区分IBDV标准 

阳性 与阴性 血清．说明该重组表逃产物特 性较 

好 1抗原按 l：160稀释州 性 刚t't【fIL髓反麻 

 ̂．的比值(P／IN)丛刮最大 

美1 接ELISA 圳表逃产_栅嗣IBDV 准ffllf~ql'i：JJ_乏应肚 

Table1 Detection‘ expression product 0j vp2 fragmell L and 

IBDV and Stalldard serugl using Indirect ELISA 

¨ ll 1 2O t．∞ 1：Rn 1：1∞ 1：、! 1：640 ll_2gll 1：25“) 

Pmitive m I 47 1 38 l 34 I 3ll l I I 1 08 H 0 53 

Negati~e r；t~llJrll 04l II 36 m32 c)27 0 24 0 23 【l 22 mlq Ⅱ14 

P 3 59 3 83 {l 9 4 g1 5 J 2 5I)tJ 4 9I 4 58 3 79 

3 讨论 

甲醇 赤酵母(Pic’hia pa．~lO! is)表达系统足近年 

发展起柬的真梭表达系统 I，它是 种甲基营养型 

酵母，在缺乏葡萄榭、甘油等碗源叫，【『 嗣用甲醇 

作为唯一碳螈而生【乏 其醇氧化嗨(AOXI) 动子 

受甲醇的严格控制，可调控外源蛋 质的高效表 

达 其既具有原核表达系统的高表达量、可大规幔 

培养和成品低廉的优点，又具有真妓表达系统 进 

行蛋白翻译后修饰、加j二和折叠 ⋯等优点 馊掰 

甲醇 赤酵母在表达外源活性蛋 li情受青院 而 

得到广泛庶用 迄今为i【： 此系统已成功地表达了 

2oo多种蚩臼 

本试验 分泌表达的形式坡动地住毕赤醉母 

系统-l-表达 厂IBDV vp2 因，经过埘培养祭件的 

初步优化获得，稳定表达日的虽白l’门 组崮株，表 

达产物经 SDS PAGE l也泳分析显示，重组 性茼株 

嵌达的 VP2蛋白比埋论上的 42kDa偏夫，约有 

55kDa左扁．仉经过 Western．blot结 分析 引蛮 

ELISA结果证明，表达的VP2蛋l I能够敞 IRDV 

性血清识川。后经过时 VP2蛋 的越 酸 州分 

， 发现在 序列中有一个N一特筚化他J ．L，推删 

表达r 物比理论分子量稍人是翻洋后 N．糖 化修 

饰的结果。根据薄层打捕和 Bradford比邑，笔者测 

得的VP2蛋白f1"3表达跫占总蛋白禽量的28％ 笔肯 

将存此基础 匕继续摸索适合表达 IBDV vp2些 的 

条件，包括甲醇浓度、温度、 嫂、pH 值及摇球 

转速等 以瑚进一步提r岛IBDVP2蛋白表达罐 

伴随着养鸡、 l_l{=l集约化发胜，他染性法氏囊炳 

早已成为危害养鸡、Ik的 要f《染病，特别是变异 

株、超强毒株的 断山 ，使L衰病 制的难度l0u人， 

传统的疫曲已不能挖制其流行，闻此，急需免疫服 

性好、安全性高的新型 苗I_uJ世 固l～自人用大肠 

抒 、杆状病毒表达 IBDV vp2以及构建 iri娥体螋 

l il等进行基冈 l 程茁的研f究， 1存 表达最小高、 

保圹 低、难以 I．业化 产等缺m，吲外 Fahey川 

l99 F用酵母表达了IBDV pl,,2琏J 动拗试验 

证I 得到了很好的保护赦果 水试验心用新 Iqll 

醉分泌。rl：酵母细胞表达系统表达 J IBDV VP2 

， 帆l 】为基因 ⅢI 、旺学位瘦f15#F,渗 试剂的 制 

奠定 坚实基础 
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