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表达 !" 亚型禽流感病毒血凝素基因的

重组鸡痘病毒及其免疫效力"

程 坚 刘秀梵"" 彭大新 刘红旗
（扬州大学畜禽传染病学农业部重点开放实验室 扬州 ""6##2）

摘 要：以 7859:7 法扩增获得 ;2 亚型禽流感病毒（)<%）分离株（)=:>?@ABC=:>?CD=E=122$）的

血凝素（;)）基因，将其定向插入鸡痘病毒转移载体 1136 的痘苗病毒启动子 93F6 的下游，得

到重组转移载体 1136;)。以脂质体转染法将 1136;) 转染至已感染鸡痘病毒 "$"G! 疫苗株

（H-5E9%）的鸡胚成纤维细胞（:GE）中，通过在含 I5+D’ 的营养琼脂上连续挑选蓝色病毒蚀斑获

得并纯化 JE9%5;)。以间接免疫荧光法证实感染 JE9%5;) 的 :GE 表达了 ;)。JE9%5;) 在免

疫 3 日龄 K9E 鸡 3 天后即能诱生可检出的血凝抑制（;<）抗体，1! 天后诱生的 ;< 抗体到达高

峰，且诱生的 ;< 抗体保持较高水平达 66 天。在 3 日龄 K9E 鸡及含抗 E9% 母源抗体的商品鸡

上进行的免疫效力试验表明，JE9%5;% 能显著抑制静脉攻毒后免疫鸡从泄殖腔的排毒，效果

与 )<% 全病毒灭活苗相当。

关键词：;2 亚型禽流感病毒，重组鸡痘病毒，血凝素

中图分类号：K$6"F/6 文献标识码：) 文章编号：###15/"#2（"##"）#!5#!!"5#/

禽流感病毒（)<%）属正粘病毒科、) 型流感病毒属。根据 )<% 对禽类致病性的差异，

可将 )<% 分为高致病性 )<% 和低致病性 )<%。高致病性 )<% 所导致的禽流感对养禽业具

有毁灭性的打击，是国际兽疫局规定的 ) 类疾病之一；低致病性 )<% 导致的禽流感对养

禽业也有较大的危害性［1］。因此，综合采用各种手段，包括疫苗接种的手段来控制 ;2 亚

型禽流感的进一步蔓延和扩散就显得十分必要［"］。然而，目前在临床上较广泛使用的抗

;2 亚型禽流感全病毒灭活疫苗却存在着诸多缺限，包括价格较高、使用不便和使用后产

生的针对 )<% 血凝素（;)）和 .9 蛋白的抗体会干扰免疫监测和流行病学调查等［0］。为了

克服灭活苗的这些缺陷，本研究以鸡痘病毒作为表达系统，构建了表达 ;2." 亚型 )<% 中

国分离株 ;) 基因的重组鸡痘病毒（JE9%5;)），并初步研究了其免疫效力，旨在为控制 ;2
亚型禽流感在我国的发生和流行提供一种新型疫苗。

# 材料和方法

# $# 毒株及疫苗

;2 亚型禽流感病毒株 )=:>?@ABC=:>?CD=E=122$，本室 122$ 年从华东地区发病鸡群中分



离，经国家流感中心鉴定为 !"#$ 亚型，简称 % 株 &’(。鸡痘病毒 $)$*+ 疫苗株（,-.%/(）

购自中国兽医药品监察所。& 型禽流感低致病性 !" 亚型病毒灭活疫苗（% 株）由本室研

制和生产。

! "# 质粒和菌株

%/( 转移载体 0012，含痘苗病毒启动子 /132 和 /00，以及 %/( 复制非必需片段、筛选

标记 !"#4 基因和多克隆酶切位点，由本室构建。560、7890) 购自华美生物工程公司。

! "$ 试剂

各种分子克隆用工具酶及试剂盒购自 :;<=> 公司。蛋白胨和酶母抽提物购自 ?@?’A
公司。细胞培养基及其它普通化学试剂购自 BCDEF 公司。以 & 型禽流感低致病性 !" 亚

型病毒灭活疫苗（% 株）免疫 B/% 鸡，获鸡抗 !" 亚型 &’( 多克隆血清，本室制备。

! "% 试验鸡和鸡胚

" G 0H 日龄 B/% 鸡胚及 0 日龄 B/% 雏鸡购自南京药械厂。0 日龄含抗 %/( 母源抗体

的商品肉鸡由上海大江公司提供。

! "& 引物的设计与合成

根据本室前期研究结果［+］，设计引物 /0、/$ 扩增 % 株 &’( !& 基因。/0：2’.999&&6
955&56 6&& &9& &5& 59& 9.I’；/$：2’.999 659 6&9 66& &9& &&6 &56 &.I’。为便于

/9: 产物克隆，引物 /0、/$ 前分别加 $%&J!和 ’"("酶切位点和三个保护性碱基。引物

由宝生物大连有限公司合成。

! "’ () 基因的 *+,-. 扩增与克隆

以酚.BAB 法抽提的 % 株 &’( 基因组 :#& 为模板，以 /0 为反转录引物，/0、/$ 作为

/9: 扩增引物，采用 :5./9: 法扩增全长 !& 基因序列。纯化的 /9: 产物 $%&J!和 ’"("
酶切后，与同时经 $%&J!和 ’"("酶切的质粒载体 7890) 连接。以限制性内切酶法筛选

出阳性重组质粒 789!&。

! "/ 含 () 基因的重组鸡痘病毒转移载体 !!/&() 的构建

以 $%&J!和 ’"("酶切质粒 789!&，以低熔点琼脂糖凝胶电泳法纯化、回收 031KL 的

!& 基因片段。将该基因片段与经 $%&J!和 ’"("酶切的鸡痘病毒转移载体 0012 连接，

以限制性内切酶法筛选出插入 !& 基因的重组转移载体 0012!&。

! "0 表达 () 基因的重组鸡痘病毒 12-3,() 的获得与纯化

转移载体的转染，重组病毒的筛选，纯化方法按文献［2］进行。

! "4 感染 12-3,() 的 .52 中 () 表达产物的间接免疫荧光鉴定

以感染 ,-.%/( 的 9*% 作阴性对照，采用间接免疫荧光法鉴定感染 M%/(.!& 的 9*%
能否表达 !&。

! "!6 12-3,() 诱生的 (7 抗体水平的检测

1 日龄 B/% 雏鸡随机分为三组，每组 $H 只，于颈部皮下分别接种剂量为 0HN/%8 的 M%.
/(.!&、,-.%/( 或 H3$EO 的 /PB。接种当天采集各组鸡血清，测定其中针对 !" 亚型 &’(
的特异性血凝抑制抗体（!’）滴度（以 Q;D$ 表示）。以后分别于免疫后 1、0H、0+、$H、$2、IH、

I2、+H、+2、2H、++J 采集血清并测定 !’ 滴度。各个时间的 !’ 抗体滴度以 $H 只鸡的 !’ 抗

体滴度的几何平均数表示，以 B/BB 软件对 M%/(.!& 免疫 B/% 鸡后诱生的 !’ 抗体动态变
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化作曲线拟合。

! "!! 免疫鸡静脉攻毒后泄殖腔排毒率的检测

! 日 龄 "#$ 雏 鸡 分 为 % 组，分 别 于 颈 部 皮 下 接 种 &’($#)（*+,#$-.只）、/$#)(01
（*+,#$-.只）和油乳剂全病毒灭活苗（+2345.只），另两组鸡接种 #6"（+2345.只），用作攻毒

对照和空白对照。免疫后 *78，除空白对照外，其它各组鸡均从静脉攻击剂量为 *+!95:%+

的 $ 株 1;)（0<=3）。攻毒后 78、,8 从各组鸡泄殖腔中采集棉试子样品，作病毒分离试验，

测定各组鸡泄殖腔排毒率。排毒率 > 泄殖腔病毒分离为阳性的鸡只数.试验鸡总数。以 !
日龄含抗 $#) 母源抗体的商品肉鸡为试验材料，重复上述免疫效力试验。

# 结果

# "! 重组转移载体 !!$%&’ 的构建与鉴定

以 #*、#3 为引物，以 ?@(#A? 法从 $ 株 1;) 的基因组 ?=1 中扩增出了全长为 *2!BC
的 01 基因并将其克隆进质粒 D-A*E，获阳性重组质粒 D-A01。再将其中的 01 基因片段

以 !"#8!和 $%&"切出，定向插入转移载体 **!%，获重组转移载体 **!%01。**!%01 主要

有三部分组成，分别是位于 #!2% 和 #** 双向串联启动子 #!2% 下游的 01 基因，位于 #**
下游的 ’%(F 基因以及位于 01 基因和 ’%(F 基因两侧、来源于鸡痘病毒基因组的同源重

组序列。**!%01 以 !"#8!和 $%&"酶切产生 <2!BC 的载体片段和 *2!BC 的 01 片段，与

预期相符（图 *）。

# "# 感染 ()*+,&’ 的 -.) 中 &’ 表达产物的间接免疫荧光鉴定结果

间接免疫荧光试验证实，感染 /$#)(01 的 A9$ 的胞浆和胞膜区呈特异性黄绿色荧光

（图 31），表明感染细胞表达了 01。感染 &’($#) 的 A9$ 则未呈现特异性的荧光着色（图

36）。

图 ! 重组转移载体 !!$%&’ 的

!"#/! !$%&"酶切鉴定电泳图

$GHI* ?JK’/GL’GMN JN8MNOLPJQKJ 8GHJK(

’GMN DQ’’J4 MR /JLM4CGNQN’ ’/QNKRJ//GNH

SJL’M/ **!%01

1I**!%.!"#8 ! T $%&"；

6I**!%01.!"#8 ! T $%&"；

AI#:=1.!"#8 ! T )(*" I

图 # 感染 ()*+,&’ 的 -.) 中 &’ 表达产物的

间接免疫荧光鉴定结果

$GHI3 ;44ONMRPOM/JKLJNLJ 8J’JLGMN MR ’UJ JVD/JKKJ8 01 GN /$#)(GNRJL’J8 A9$

1I A9$ GNRJL’J8 &G’U /$#)(01； 6I A9$ GNRJL’J8 &G’U &’($#)I
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图 ! "#$ 鸡免疫 %$#&’(& 后 ()
抗体动态变化

!"#$ % &"’()"*+ ,- ./ 0’)"1,23 )")(4+ "’

*5"*6(’+ 70**"’0)(2 8")5 4!9:;.<

* +! %$#&’(, 诱生的 () 抗体效价

4!9:;.< 在免疫 = 日龄 >9! 鸡 =2 后，已能诱生出可

检出的 ./ 抗体；免疫 ?@2 后，4!9:;.: 诱生的 ./ 效价达

到高峰。4!9:;.: 诱生的 ./ 效价维持在较高水平（./ A
@）长达 BB2。>9! 鸡免疫 4!9:;.< 后，其抗体 ./ 抗体动态

变化过程见图 %。接种 9C> 及 8);!9: 的鸡则在检测期中

未产生任何特异性 ./ 抗体。

* +- %$#&’(, 的免疫效力

以 4!9:;.< 免疫 = 日龄 >9! 鸡及含抗 !9: 母源抗体

的商品鸡，静脉攻毒 @2、D2 后，各组鸡从泄殖腔排毒的结

果分别见表 ?、E。

表 . %$#&’(, 免疫的 "#$ 鸡静脉攻毒后，各组鸡（/ 0 *1）从泄殖腔排毒的结果

F01G( ? H0)0 ,- 7"4I+ "+,G0)",’ -4,J *G,0*0G +801 +K(*"J(’+ ,- >9! *5"*6(’+ 70**"’0)(2

8")5 2"--(4(’) 70**"’(+ 0’2 )5(’ *50GG(’#(2 8")5 ! +)40"’ </:（.LME）

./ 0’)"1,23 )")(4+

N4,IK+ H,+( ,- "’,*IG0)",’ 0) 203 ,- *50GG(’#(（G,#E）

O0)",+ ,- *5"*6(’ +5(2"’# 7"4I+

@ 203+ K,+) *50GG(’#( D 203+ K,+) *50GG(’#(

P50GG(’#(2 *,’)4,G Q $EJR9C> Q ?DSEQ0 ?BSEQ0

8);!9: ?QD9!T Q ?USEQ0 ?USEQ0

4!9:;.< ?QD9!T B$E V Q $@0 QSEQ1 QSEQ1

/’0*)"70)(2 70**"’( Q $EJR U$Q V Q$D1 @SEQ1 ESEQ1

M(#0)"7( *,’)4,G Q $EJR 9C> Q QSEQ1 QSEQ1

0 0’2 1 2(’,)( +"#’"-"*0’) 2"--(4(’*(（! W Q$QB）$

表 * %$#&’(, 免疫的商品鸡静脉攻毒后，各组鸡（/ 0 *1）从泄殖腔排毒的结果

F01G( E H0)0 ,- 7"4I+ "+,G0)",’ -4,J *G,0*0G +801 +K(*"J(’+ ,- *,JJ(4*"0G 14,"G(4 *5"*6(’+ 70**"’0)(2

8")5 2"--(4(’) 70**"’(+ 0’2 )5(’ *50GG(’#(2 8")5 ! +)40"’ </:（.LME）

./ 0’)"1,23 )")(4+

N4,IK+ H,+( ,- "’,*IG0)",’ 0) 203 ,- *50GG(’#(（G,#E）

O0)",+ ,- *5"*6(’ +5(2"’# 7"4I+

@ 203+ K,+) *50GG(’#( D 203+ K,+) *50GG(’#(

P50GG(’#(2 *,’)4,G Q $EJR9C> Q LSEQ0 ?%SEQ0

8);!9: ?QD9!T Q ?QSEQ0 ?@SEQ0

4!9:;.< ?QD9!T %$Q V ? $@0 QSEQ1 QSEQ1

/’0*)"70)(2 70**"’( Q $EJR U$Q V Q$U1 QSEQ1 QSEQ1

M(#0)"7( *,’)4,G Q $EJR 9C> Q QSEQ1 QSEQ1

0 0’2 1 2(’,)( +"#’"-"*0’) 2"--(4(’*(（! W Q$QB）

! 讨论

在以疫苗控制 </: 流行和传播的研究中，为了克服灭活苗干扰免疫监测的缺陷，人们
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利用 !"# 中最主要的保护性抗原 $! 的基因，构建了多种基因工程疫苗。目前对表达 $!
基因的重组鸡痘病毒活载体疫苗研究较为深入，这是一类首先有可能应用于临诊的抗禽

流感基因工程疫苗［%］。但是，由于 $! 基因有 &’ 种亚型，其变异性较强，且不同的 !"# 疫

苗间的交叉保护作用较小。因此，在构建抗禽流感基因工程疫苗时，一般使用本地流行毒

株的 $! 基因。在前期工作中，我们已发现 ( 株 !"# 的 $! 基因序列与近几年来从国内不

同省区流行中分离的 &) 多株 $* 亚型 !"# 毒株的 $! 基因序列的同源性在 *’+以上。在

本研究中，我们利用该基因作为目的基因，成功构建了重组鸡痘病毒 ,(-#.$!。这对于利

用基因工程疫苗来控制 $* 亚型禽流感在我国的发生和流行具有现实的意义。

许多低致病性 !"#，包括目前正在我国各地广泛流行的 $* 亚型 !"#，在现场可致感

染鸡产生较为明显的临诊症状，如呼吸道疾病，产蛋率下降和死淘率上升等。但在实验室

水平上，这些低致病性 !"# 常不引起明显的病症。因此，评价抗低致病性禽流感疫苗的免

疫效力时，一般以免疫鸡产生的 $" 抗体水平、局部免疫效果、攻毒后排毒的持续天数等作

为指标［/］。在本研究中，我们也采用上述指标来评价 ,(-#.$# 的免疫效力。

人们对低致病性 !"# 的致病以及疫苗的免疫保护机理虽还了解不多，但兽医临诊实

践表明，禽流感疫苗的免疫效力一般与其诱生的 $" 抗体水平呈正相关［0］。故 $" 抗体水

平可作为反映疫苗免疫效力的指标之一。,(-#.$! 诱生的 $" 滴度的测定结果表明，,(.
-#.$! 最早在免疫后 01 即可诱生出 $" 抗体；而灭活苗一般在 &)1 左右才可诱生出可检

出的 $" 抗体。这可能表明 ,(-#.$! 能较灭活苗更早地诱生免疫保护力。另外，,(-#.$!
诱生的 $" 效价维持在较高水平（$" 2 3）可达 ’’1，表明 ,(-#.$! 的免疫保护期可能较长。

在 4-( 鸡上进行的免疫效力试验表明，,(-#.$! 诱生的特异性的 $" 抗体水平虽明显

低于灭活苗产生的 $" 抗体水平，但在静脉攻毒后，,(-#.$! 抑制免疫鸡排毒的效果好于

灭活苗。即疫苗抑制免疫鸡排毒的效果并不与其诱生的 $" 效价成正比。同样，在含抗

(-# 母源抗体的商品鸡上的试验结果也表明，灭活苗可诱生出高水平的 $" 抗体，而 ,(-#.
$! 诱生的 $" 抗体水平不仅远低于灭活苗诱生的 $" 抗体水平，也低于它在 4-( 鸡上诱生

的 $" 效价。但这两种疫苗均能有效地抑制免疫鸡排毒，免疫效力相当。这一结果与国外

学者的结论类似，即抗 (-# 母源抗体虽然降低了 ,(-# 诱生的体液免疫应答水平，但 ,(-#
仍能发挥显著水平的免疫效力［5］。这表明表达 $! 基因的重组鸡痘病毒可能不仅诱生了

体液免疫应答，而且还诱生了细胞免疫应答，与主要依赖体液免疫应答产生保护作用的灭

活疫苗不同，细胞免疫应答可能在 ,(-#.$! 的免疫保护作用中也具有一定的意义。

尽管现在对禽流感疫苗的保护机理还不甚清楚，但疫苗抑制免疫鸡排毒至少有两个

方面的意义：一是说明疫苗能抑制病毒在体内的大量增殖；二是免疫鸡排毒量的减少可降

低病毒水平传播的水平。这些影响对于控制 $* 亚型禽流感的流行是有利的。

在上述免疫效力试验中，,(-#.$! 的免疫接种剂量和免疫途径参考国外有关资料及

本室已有经验确定。有关 ,(-#.$! 的最佳免疫剂量和免疫途径、免疫保护期、交叉免疫

保护力以及野生型鸡痘病毒的感染是否会对 ,(-#.$! 的免疫效力产生干扰等方面的研

究正在深入进行中。但上述初步结果已表明：,(-#.$! 对 $* 亚型 !"# 的攻击有良好的保

护效力，有望被开发为抗 $* 亚型禽流感基因工程疫苗，为控制 $* 亚型 !"# 在我国的发

生和流行提供新手段。
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