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摘 要：为原核表达鸭坦布苏病毒(Duck tembusu virus，DTMUV) NS1 重组蛋白，本研究通过 RT-PCR 方法

扩增 NS1 基因，将其亚克隆至 pET32a (+)载体中构建重组表达质粒 pET32a-NS1。将其转化大肠杆菌 Rosetta 中，

经 IPTG 诱导表达了约 59 ku 的重组蛋白。Western blot 分析表明，该重组蛋白可以与 DTMUV 阳性血清发生特异

性反应，表明其具有良好的反应原性。
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Cloning and expression of NS1 gene of duck Tembusu virus
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Abstract: To express the NS1 of duck-origin Tembusu virus, the NS1 gene of DTMUV was amplified by RT-PCR and was

cloned into pET32a(+) for expression in E.coli. The recombinant protein was highly expressed in a molecular weight of 59 ku.

Western blot showed that the recombinant protein was reacted positively against the DTMUV antibodies. The results provide

important basis for establishment of diagnostic and seroepidemiological monitoring method for DTMUV infection in ducks.
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鸭坦布苏病毒(Duck tembusu virus，DTMUV)属

于黄病毒科黄病毒属的坦布苏病毒，是 DTMUV 病

的病原 [1-3]。DTMUV 病于 2010 年在华东地区首次发

生，已蔓延至全国各地的养禽场。该病毒能够感染

鸭、鹅和鸡 [4-5]，蛋鸭发病后，临床上以病鸭厌食、
排稀便、产蛋量急剧下降甚至停止，卵泡出血，变

性，坏死为主要特征，其发病率高达 100 %，死亡

率为 5 %～10 %[1-2]，开展该病深入的流行病学研究

具有重要的经济和公共卫生意义。目前，适用于该

病大规模血清流行病学研究的方法只有用纯化的全

病毒抗原建立的间接 ELISA 方法 [6]，但由于该方法

采用全病毒抗原，具有潜在散毒的危险，同时成本

高。因此，迫切需要建立一种更加安全、成本低廉

的流行病学监测方法。
DTMUV 的基因组为不分节段的具有感染性的

单股正链 RNA，长度为 10 990 个核苷酸，顺序为

5'-UTR-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-N

S5-UTR-3'。DTMUV 非结构蛋白 NS1 由 404 个氨基
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酸组成 [7]，具有保守性和抗原性。迄今为止，未见

DTMUV NS1 克隆表达的报道。本研究将 DTMUV

NS1 基 因 克 隆 到 pET32a (+) 载 体 ， 在 Rosetta 中 表

达，获得重组表达的 DTMUV NS1，为 DTMUV 病

的诊断和血清流行病学监测方法的建立奠定基础。

1 材料和方法

1.1 病毒和菌株 DTMUV JM 株及其抗血清，为

广东省农业科学院兽医研究所禽病研究室分离鉴定、
制备和保存；阳性血清是采自本实验室用 DTMUV

分离株感染 DTMUV 阴性鸭耐过后 28 d 的血清。
1.2 主要试剂及质粒 RNA 抽提试剂盒、BamH Ⅰ、
Hind Ⅲ 、T4 DNA 连接酶、DNA Marker、pMD18-T

Simple 购自宝生物工程(大连)有限公司；M-MLV 反

转录酶购自 Invitrogen 公 司 ；DNA 胶 回 收 试 剂 盒、
质粒小提试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司；

预 染 蛋 白 质 Marker 购 自 Fermentas 公 司 ； 兔 抗 鸭

IgG 购自 Nordic 公司；OPD 购自北京鼎国生物技术

有限责任公司；大肠杆菌工程菌株 DH5α、Rosetta、
pET32a (+)为本实验室保存。
1.3 引 物 设 计 与 合 成 根 据 GenBank 中 DTMUV

NS1 基因序列(JF312912 )设计引物，预计扩增片段

大小为 1 065 bp，引物由上海英潍捷基生物技术有

限公司合成。上游引物：5'-TATGGATCCGACACG

GGGTGCTCAA-3' (BamH Ⅰ )； 下 游 引 物 ： 5'-CCC

AAGCTTAGCCATGACCTTT GATTT-3' (Hind Ⅲ)。
1.4 DTMUV NS1 基因的扩增 参照 RNA 抽提试

剂盒操作说明提取 DTMUV RNA，反转录合成 cDNA。
以 cDNA 为模板进行 RT-PCR 扩 增。反 应 条 件 为 ：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s、53 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，

30 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 产物经 1 %琼脂糖

凝胶电泳检测。
1.5 NS1 扩增产物的克隆与测序 将扩增的 NS1

基 因 与 pMD18-T-simple 载 体 连 接 ， 转 化 至 E.coli

DH5α 感 受 态 细 胞 ， 提 取 重 组 质 粒 进 行 BamH Ⅰ、
Hind Ⅲ双酶切及 PCR 鉴定，由上海英潍捷基生物

技 术 有 限 公 司 测 序 并 将 重 组 质 粒 命 名 为 pMD18T-

NS1。
1.6 重 组 表 达 载 体 的 构 建 将 pMD18T-NS1 经

BamH Ⅰ、Hind Ⅲ双酶切后的目的片段与经同样酶

切的 pET32a (+)载体连接，转化 E.coli DH5α 感受态

细胞，提取重组质粒进行双酶切及 PCR 鉴定，由上

海 英 潍 捷 基 生 物 技 术 有 限 公 司 测 序 ， 并 命 名 为

pET32a-NS1。
1.7 重 组 菌 的 诱 导 表 达 及 蛋 白 可 溶 性 分 析 将

pET32a-NS1 转化 Rosetta 感受态细胞，37 ℃培养至

OD600nm 达 0.5～0.8，加 IPTG 至终浓度为 1. 0 mmol/L，

37 ℃诱导 3 h，进行 SDS-PAGE 分析。用超声仪破

碎 菌 体 ， 分 离 上 清 和 沉 淀 ， 分 别 进 行 12 % SDS-

PAGE 分析表达蛋白的可溶性。
1.8 重组蛋白的提取及纯化 将诱导表达的重组菌

用超声波裂解，离心，弃去上清，加 15 mL Binding

Buffer 重悬菌体，冰浴 2 h，4 ℃ 11 000 r/min 离心

20 min，收集上清，得溶解的包涵 体。按 Novagen

公司的 Ni-NTA His.Bind 树脂说明书对重组蛋白进

行纯化，进行浓缩，bradford 方法测定蛋白浓度。
1.9 Western blot 检 测 表 达 的 NS1 重 组 蛋 白 经

SDS-PAGE 电泳后，电转印至 NC 膜。以 1 ∶50 倍稀

释的 DTMUV 阳性血清为一抗，1 ∶5 000 HRP 标记

的羊抗鸭 IgG 为二抗，用 DAB 显色。

2 结果与讨论

2.1 DTMUV NS1 基因 RT- PCR PCR 产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳检测显示，获得了一条约 1 100 bp

的特异性片段，与预期大小(1 065 bp)一致(图 1)。

2.2 pET32a- NS1 的 鉴 定 pET32a-NS1 经 酶 切 鉴

定，与预期结果一致。并将测序结果与标准株进行

比较，结果显示扩增的目的片段与参考基因的核苷

酸序列同源性为 99 %。
2.3 阳 性 重 组 菌 的 诱 导 表 达 及 蛋 白 可 溶 性 分 析

pET32a-NS1 经 IPTG 诱导表达，将表达重组蛋白进
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行 SDS-PAGE 分析，结果表明，在约 59 ku 出现一

条特异性蛋白条带，与预期的蛋白分子量大小一致

(图 2)。诱导表达的重组菌经超声裂解后，分别收

集上清和沉淀进行 SDS-PAGE，结果表明表达的重

组蛋白主要以包涵体形式存在。

2.4 NS1 重组蛋白 western blot 检测 用 DTMUV

阳性血清对该重组蛋白进行 western blot 检测，结果

显示，在约 59 ku 处有一条特异条带，表明 NS1 重

组蛋白能够与 DTMUV 阳性血清特异性结合，证明

该蛋白具有良好的反应原性(图 3)。

NS1 是 DTMUV 的非结构蛋白，其功能尚不清

楚。而 黄 病 毒 科 登 革 病 毒 (DENV) 的 NSl 是 DENV

非结构蛋白中唯一的糖蛋白，是唯一能够在感染细

胞表面 表 达 和 分 泌 到 胞 外 的 非 结 构 蛋 白 ，高 度 保

守，含有群特异性和型特异性决定簇，具有多种 T

和 B 细胞抗原表位，能够诱发细胞免疫和体液免疫

应答，检测血清中 NS1 水平可以用于 DENV 感染的

早期诊断和分型诊断 [8]。针对非结构蛋白的抗体只

在病毒感染的宿主中存在，而在经灭活疫苗免疫的

动物体内检测不到，从而可以区别感染动物和免疫

动物 [9]。因此，开展 DTMUV NS1 的表达研究，将

为建立能够区别 DTMUV 感染的动物和灭活疫苗免

疫动物的检测方法奠定基础，对该病的防控及净化

具有重要意义。
本研究为研制能够区分感染动物和免疫动物的

安全、成本低廉的血清学检测方法和试剂奠定了基

础，对该病的有效防制具有重要意义。
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