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Abstract：An 864bp fragment at the 3’- end of the vp3 gene of Goose parvovirus (GPV) HG5/82 isolate 
was cloned by RT-PCR, and was cloned into pMD18-T Simple vector. Positive clones were identified 
by REN digestion and PCR and a recombinant plasmid was digested with BamH and Hind  andⅠ Ⅲ  
subcloned into the prokaryotic expression vector pET-30a. E. coli BL21 were transformed by the 
recombinant vector and induced by IPTG at a concentration of 0.6mmol/L. It was ascertained that the 
target fusion peptide with a molecular weight of 34kDa was expressed. The bacteria induced by IPTG 
were treated with 6mol/L Guanidine hydrochloric acid and ultrasonotor. The fusion protein was purified 
by using a ProBondTM Resin kit. The antiserum against the fusion protein was raised in rabbits. Western 
blot analysis indicated that the antiserum specifically recognized the fusion protein as well as VP1、VP2 
and VP3 of GPV HG5/82 strain. In addition, a 65kDa protein of HG5/82 strain was also recognized by 
the antiserum. Presumablely, the protein may be an unknown structural viral protein of GPV. Combined 
with previous work, it can be seen the locations of B cell linear epitopes were mapped in amino acid 
145～198 and amino acid 231～733 of VP1 sequence of GPV HG5/82 strain. This information may be 
helpful when designing recombinant diagnostic antigens for GPV. 
Key words：Goose parvovirus; Fragment of vp gene; Prokaryotic expression; Antiserum 

摘要：以鹅细小病毒（Goose parvovirus, GPV）HG5/82 株基因组作为 PCR 反应模板，扩增 vp 基因 3’端长 864bp

的基因片段，将其克隆到 pMD18-T Simple 克隆载体后转化入大肠杆菌 TG1。筛选阳性质粒，并通过 BamHⅠ和

Hind Ⅲ将外源基因定向克隆到原核表达载体 pET-30a，阳性重组质粒经确证性序列测定，证明外源片断插入到

pET-30a 的预期位置。将其转入大肠杆菌 BL21，经终浓度为 0.6mmol/L 的 IPTG 诱导，SDS-PAGE 表明外源基因

获得表达，融合蛋白分子量约为 34kDa。将诱导后的工程菌用 6mol/L 盐酸胍裂解，经超声处理后离心，利用镍离

子亲和树脂对裂解产物的上清进行纯化。用纯化的融合蛋白免疫新西兰白兔制备兔抗该融合蛋白的抗血清。

Western blotting 结果表明制备的兔抗血清与该融合蛋白及亲本病毒的结构蛋白都具有反应性。结合前期工作进展

对 GPV VP 蛋白的 B 细胞线性抗原表位进行定位。 
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鹅细小病毒感染(Goose parvovirus infection)是
一种主要侵害小鹅和雏番鸭的高度接触性传染病，

该病也被称为小鹅瘟或Derzsy's病，传播速度快，发

病率和死亡率可高达90%～100%[1]。随着雏鹅的日

龄增长，其发病率和死亡率下降。最大发病日龄为

73日龄，但其症状较轻，病程较长，死亡率低。一

年四季均可发生流行，但由于我国南方和北方养鹅

季节不同、饲养方式不同等原因，小鹅瘟的流行发

生时间也不同。它以小肠粘膜表层大片坏死脱落与

渗出物凝成假膜栓子物堵塞于小肠为病变特征。目

前，该病仍为养鹅业和集约化养殖番鸭的国家中最

主要的传染病之一，能造成重大危害。1948年春该

病就在我国江苏省扬州市郊发生，以后数年中先后

在广西、广东、浙江、安徽发生，最终遍及全国各

养鹅地区[2]。所有年龄的鹅都能对鹅细小病毒感染

产生免疫应答，但不一定表现临床症状。鹅感染本

病后主要的体液反应以最初产生IgM，然后产生IgG
为特征[1]。20日龄内的雏鹅免疫功能不全，最容易

发生感染[3]。该病在我国每年都有不同程度的流行，

长期困扰着水禽养殖业的发展[3]。 
鹅细小病毒（Goose parvovirus，GPV）为该病

病原，是细小病毒科[4]依赖病毒属[5]的成员。每个

病毒粒子都是成熟的细小病毒粒子一般都是由二

至四种具有共同羧基端的细小病毒结构蛋白(Struct 
ural viral proteins, VPs)构成，目前认为该病毒有三

种结构蛋白，即：VP1、VP2和VP3，它们有共同的

羧基端，在病毒粒子中的比值约为1:1:8。VP2的原

始结构与VP1羧基端的588个氨基酸残基完全相同。

VP3是将VP2氨基端截去53个氨基酸残基而产生的

蛋白。VP3在病毒粒子中含量最高 [6]。有研究显示

最突出于细小病毒粒子外表面的三聚体峰和肩部

与病毒刺激动物机体产生中和有关[7,8]，GPV的该同

源性序列位于VP3中部。细小病毒VP蛋白的羧基端

可能在衣壳蛋白单体相互连接装配形成完整病毒

粒子的过程中起着重要作用 [9]。 
本实验针对VP3中部至羧基端的 288氨基酸残

基所组成的肽段，从 GPV(HG5/82 株)中扩增出编码

该肽段的基因片段，在大肠杆菌原核表达系统中获

得融合表达。以纯化后的融合蛋白作为抗原制备兔

抗血清，采用 Western blotting 分析该抗血清与经纯

化的融合蛋白及亲本病毒结构蛋白的反应性。现将

试验结果报告如下： 

1  材料与方法 

1.1  材料 

GPV HG5/82 株由本试验室分离鉴定并保存
[10]。大肠杆菌 TG1、BL21 由本室制备并保存；克

隆载体 pMD18-T Simple Vector 购自宝生物工程（大

连）有限公司；原核表达载体 pET30a 购于 Novagen
公司。ProBondTM蛋白质纯化试剂盒购自 Invitrogen
公司；弗氏完全和弗氏不完全佐剂购自 Sigma 公司。

引物根据孔宪刚等[11]发表的 GPV HG5/82 基因序列

(登陆号：AY506547)设计，上游引物（WJ3）：5’-GGA 
TCCGAGGTAGACA GCAGCAG-3’（下划线为 Bam 
HⅠ位点）；下游引物(WJ5)：5’-AAGCTTT TAC AG 
ATTTTGAGT TA-3’（下划线为 Hind Ⅲ位点）。引

物的合成及 DNA 测序由上海生工生物工程技术服

务有限公司完成。实验动物为哈尔滨兽医研究所实

验动物中心提供的 3 月龄新西兰白兔。 
1.2 重组克隆载体和表达载体的构建及鉴定 

用含 GPV HG5/82 株病毒的鹅胚尿囊液提取

DNA 作为 PCR 反应的模板，扩增所需的部分 vp 基

因片段，经 DNA 凝胶回收试剂盒纯化，与 pMD18-T 
Simple 载体按一定比例连接过夜，转化入大肠杆菌

TG1。重组质粒经 PCR 初步鉴定正确后，用 BamH
Ⅰ和 Hind Ⅲ酶将外源基因定向克隆于原核表达载

体 pET30a。采用 PCR 和测序对重组表达载体进行

鉴定。 
1.3 外源基因的诱导表达 

将测序确证的阳性质粒，转入大肠杆菌 BL21。

将该转入外源基因的工程菌接种 10mL 含 Kana+的

液体 LB 培养基 37℃振摇。当工程菌菌液 OD600nm

约为 0.4～0.5 时，取 1mL 菌液离心后保留细菌沉淀

作为诱导前对照，剩余菌液中加入 IPTG 至终浓度

为 0.6mmol/L，37℃继续振荡培养，在不同时间段

取 1mL 菌液，离心收菌。用 PBS 悬起离心收集的

细菌样品，再分别加入 5×上样缓冲液混匀，在沸

水中加热 5min，冰浴 2min 后进行 SDS-PAGE 电泳，

考马斯亮蓝染色 2h，脱色至背景清晰后观察目的蛋

白的表达情况。 
1.4 融合蛋白的纯化及 Western blotting 检测 

离心收集 100mL 诱导 4h 的工程菌菌液，冻融

一次后用 10mL 6mol/L 盐酸胍裂解缓冲液悬起，在

磁力搅拌器上搅拌裂解 30 min 至溶液清澈透明，低

温超声破碎，4℃离心后收集上清液参照文献

ProBondTM 蛋白质纯化 [12]方法过柱纯化，采用

SDS-PAGE 检测纯化效果。按文献[13]的方法选取

1.5kg 左右的白兔制备该融合蛋白的兔抗血清。将

纯化所得的融合蛋白和含 GPV HG5/82 株的鹅胚尿
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囊液进行 SDS-PAGE，再将 SDS-PAGE 胶的蛋白部

分电转移到硝酸纤维膜上。在含 50mg/mL 脱脂乳的

TBS 中封闭过夜，用本次制备的兔抗血清(1:100 稀

释)作为一抗，在 37℃反应 2h，洗膜后将辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG(1:2500 稀释)作为二抗，在 37
℃反应 2h，充分洗膜后浸入显色液中显色，至目的

条带清晰时用含浓硫酸的终止液终止反应。 

2 结果 

2.1 克隆载体及表达载体的构建及鉴定 
以 GPV HG5/82 株 DNA 作模板，用引物 WJ3

和 WJ5 做 PCR，经琼脂糖凝胶电泳发现在 750bp- 
1000bp 间有一条与所需的目的片断 864bp 分子量大

小一致的特异带。将其克隆于 pMD18-T Simple 
Vector，用 BamHⅠ和 Hind Ⅲ酶将外源基因亚克隆

到 pET-30a 原核表达载体中转化大肠杆菌 BL21。将

经 PCR 初步筛选的阳性菌送交测序公司进行正向和

反向两次测序，结果表明重组载体 BamHⅠ和 Hind 
Ⅲ位点之间插入序列与登陆于 GeneBank 上的 GPV 
HG5/82 相应的序列完全相同。说明外源片断插入到

表达载体的预期位置，构建了含有 GPV HG5/82 株

vp 基因 3’ 端 864bp 基因片段的原核表达载体。 
2.2 外源基因的表达及融合蛋白的纯化 

12%的 SDS-PAGE 分析表明，经 IPTG 诱导后

的工程菌表达出一条相对分子量约为34kDa的特异

蛋白带，与预计的融合蛋白分子量大小一致，将该

融合蛋白命名为 F3。利用镍离子亲和树脂纯化回收

氨基端为 6×His 标签的融合蛋白，经 SDS-PAGE
电泳后发现 PH 为 4.0 的洗脱液中有一条蛋白带与

F3 分子量一致(图 1)。 

 

图 1 表达及纯化融合蛋白 

Fig.1 Expression and purification of fusion protein 
1, Engineering bacteria induced for 4h; 2, Engineering bacteria induced for 
2h; 3, Uninduced engineering bacteria; 4, Protein molecular weight standard; 
5, Purified F3 

2.3 F3 兔抗血清检测 F3 及 GPV HG5/82 病毒的

Western blotting 
用制备的 F3 兔抗血清分别与 F3 和含 GPV 

HG5/82 的鹅胚尿囊液进行 Western blotting 检测，

发现该抗血清不仅能与纯化的 F3 发生反应，还能

与含 HG5/82 株病毒的鹅胚尿囊液中的四条蛋白带

发生反应(图 2 箭头所指)，这四条蛋白带的分子量

约为 88kDa、77kDa、65kDa 和 60kDa。 

 
图 2 F3 抗血清检测 F3 及含 HG5/82 病毒鹅胚尿囊液的检

测 
Fig.2   Western blotting of F3 and HG5/82 strain with antis- 

erum 
M, Protein molecular Maker; 1, SDS-PAGE of F3; 2, SDS-PAGE of 
allantoic fluid with HG5/82 strain; 3, Western blotting of F3 with antiserum; 
4, Western blotting of GPV HG5/82 strain with antiserum 5，negative 
contrast 

3 讨论 

在前期研究中，我们对 1982 年从黑龙江某养

鹅场的病料中分离到的一株 GPV 进行回顾性研究
[10]，分析了该毒株的分子生物学特征[11]，并将其命

名为 HG5/82 株。因为 VP 蛋白是 GPV 刺激动物机

体产生保护性抗体的抗原成分，所以我们试图通过

分段表达 HG5/82 株的整个 vp 基因来分析 VP 蛋白

各区段的抗原性。根据 HG5/82 株病毒的分子生物

学特征及当时已报道的其它 GPV 分离株的相关研

究进展[14,15]，我们将 HG5/82 株整个 vp 基因分为三

个有重合序列的基因片断，即：vp1 基因 5’ 端 662bp
的基因片段，vp2 基因 5’ 端 969bp 的基因片段及 vp
基因 3’ 端 864bp 的基因片段。把它们分别连入原

核表达载体，并将其表达产物分别命名为 F1[16]、

F2[17]和 F3。采用 Western blotting 检测这三种融合

蛋白的兔抗血清与亲本病毒的反应性，一方面鉴定

这三种融合蛋白的反应特性，为重组诊断抗原的研

制奠定基础。另一方面也为 GPV B 细胞表位的研究

积累资料。 
由于 GPV 三种结构蛋白具有共同的羧基端，

因此在理论上，存在于 VP3 的表位应该也存在于

VP1 和 VP2；存在于 VP2 的抗原表位应该也存在于

VP1。根据这种观点，通过分析 F1 和 F2 兔抗血清

与亲本病毒的 Western blotting 结果已说明：GPV 
VP1 的第 145～198 位和 231～468 位氨基酸残基中
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含有 B 细胞线性抗原表位，第 198～231 位氨基酸

残基之间的肽段中没有线性抗原表位[16]。本次试验

制得的F3抗血清能与HG5/82株病毒的四条蛋白带

发生反应，这四条蛋白带的分子量约为 88kDa、
77kDa、65kDa、60kDa，其中 88kDa 的蛋白带和

GPV VP1 分子量一致，77kDa 蛋白带和 VP2 分子

量相同，60 kDa 蛋白带和 VP3 分子量相符[18]。说

明 F3 能与 VP1、VP2 及 VP3 反应，所以 VPs 羧基

端 288 个氨基酸残基中含有抗原表位。由此可知：

GPV VP1 的第 145～198位和 231～733 位氨基酸残

基中含有 B 细胞线性抗原表位，第 198～231 位氨

基酸残基之间没有线性抗原表位。此外，F3 的抗血

清与亲本株的 Western blotting 结果与 Alexandrov
等[18]报道的用鹅抗GPV MX45株经胶体金标记的多

克隆 IgG及单克隆抗体 IA8检测GPV蛋白的结果一

致，说明 F3 的抗血清和鹅抗 GPV 的 IgG 及单克隆

抗体 IA8 可能中和的是相同的表位。 
目前普遍认为 GPV 有 3 种结构蛋白，本次试

验制备的 F3 兔抗血清经 Western blotting 检测却识

别了亲本病毒的 4 条蛋白带，其中分子量为 65kDa
的蛋白带也被前期制备的 F2 兔抗血所识别。

Alexandrov 等[18]用鹅抗 GPV MX45 株(保加利亚分

离株)制备的 GPV 多抗及 8 个单抗均能识别一条相

对分子量为 65kDa 的蛋白带。他们认为这条蛋白带

可能是一种尚未被公认的 GPV 结构蛋白，并且它

可能是 GPV 刺激鹅产生体液免疫最主要的抗原成

分。本实验室用中国分离株部分 VP 蛋白的兔抗血

清也识别了这条分子量为 65kDa 的蛋白带，支持了

Alexandrov 等的推断，但该未知结构蛋白的产生机

制还有待于进一步研究。 
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