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鸡马立克氏病（<=）是鸡的常见的淋巴组织增生性疾病，由"5疱疹病毒引起。由于该病既能引起免

疫抑制作用，又能导致较高的病死率，一直是危害养鸡业发展的重要疾病之一［%］。现使用的疫苗有马立

克氏病病毒（<=&）血清 %、"、3 型单价苗和混合多价苗，在疾病的预防中起重要作用。但 <= 冻干疫苗免

疫保护力低而液氮疫苗保存运输不方便，并常因此造成免疫失败。为了研制免疫保护率高、使用方便新

一代疫苗，国内外许多实验室开展了 <= 重组基因工程疫苗的研究，如 <= 亚单位疫苗、重组活病毒载体

疫苗、基因疫苗等。目前研制成功的重组疫苗的免疫效力与常规疫苗接近或相当，并不能充分发挥基因

工程疫苗的优势，还无法替代常规疫苗，如何提高基因工程疫苗的免疫效力成为当今研究的一个热点。

细胞因子是功能很强的蛋白介质，能够调节许多生物学功能，参与机体由细胞因子组成的信息网络

功能传导，具有免疫佐剂功能，是比较有希望的免疫增强剂，已在构建基因工程疫苗方面显示出广阔的

应用前景［" > !］。本研究在鸡痘病毒载体中共表达了 <=&?6 和鸡!干扰素基因，为探索!干扰素的免疫

佐剂作用，提高 <= 基因工程疫苗的免疫效力打下基础。

% 材料和方法

%&% 病毒

鸡痘病毒（@A&）"1"B! 疫苗株购自中国兽药监察所，增殖适应于含 !C犊牛血清 @%$5%44 培养基中鸡

胚纤维细胞（DB@）上。水泡性口炎病毒（&9&）由南京医科大学惠赠。9A@ 鸡胚购于南京药械厂实验动物

房。

%&’ 质粒和宿主菌

含鸡痘病毒复制非必需片段的 E@A&FG、及含 AF:#5A%%5HI+J 标记基因盒的 EEEK(1 由彭大新等［#］构

建；含人工合成强启动子的 AG 由朱爱华等构建［2］；含 <=& 疫苗株 D&L411 ?6 基因的 A<K6 由邢力等［F］构

建：鸡!干扰素基因由程坚等［1］克隆鉴定并在 AB M H 启动子调控下表达。宿主菌 =N#"购自华美生物工

程公司。

%() 酶及其他试剂

限制性内切酶、O! =0; 连接酶、7(.P’Q 酶、=0; 快速连接试剂盒、=0; 琼脂凝胶抽提试剂盒、@R5



!"#"$%& 转染试剂购自 ’()*" 公司或 +,(-"./ 公司；012、133 培养基、细胞培养覆盖用琼脂、羊抗鼠 4.!5
04$6 荧光抗体购自 78.-/ 公司：化学试剂均为国产分析纯；抗 %9: .; 单抗由崔治中教授惠赠。

!"# 复制非必需片段的多克隆位点的加工和高效表达插入载体的构建

人工合成多克隆位点（!"#<!、$%&"、’()"、$*+"、,-*"、.*/="、$/*"、0%#"、$1*"、213’"，

并于两端各加 > 个保护碱基，宝生物工程公司合成），经退火、磷酸化［&］后与 213’: 酶切的 ?0+:@A 相连，

命名为 0+:@A。将 ???!BC .*/="酶切经 DB"#(E 酶补平，电泳回收 +@FG5+115H/)I 基因盒后与 213’"酶

切补平 +A 连接，命名为 ?!7。将 ?!7 和 0+:@A 分别用 ,-*"和 0%#"酶切补平，再用 !"#<!酶切电泳回

收目的片段连接构建成插入载体 ?0!711，结构为 0+:5+A!%675H/)I5+1150+:。所有的连接均用 $J 9KL
连接酶于 1&M连接 J*，连接产物转化感受态大肠杆菌 9=G#，涂布含氨苄青霉素、N5!/B 和 4+$! 的 H; 平

板，O@M培养 1& P 1C * 挑取蓝色菌落，小量抽提，酶切鉴定［3］。

!$% 表达 %9: .; 和鸡$干扰素基因的转移载体的构建

将 +%!; 中的 .; 基因插入到 ?0!711 的 %67 中，使 .; 的起始密码子置于 +A 下游构建成 ?0!;7；将

+QRH540K 基因盒插入到 ?0!;7 中，构建成转移载体 ?0!;74。连接使用快速连接试剂盒，于 1CM作用

G -8#，后转化，酶切图谱分析鉴定阳性质粒。

!$& 共表达 %9: .; 和鸡$干扰素基因的重组鸡痘病毒（,0+:’.;’40K）的转染和纯化

转染按 0S!"#"$%& 转染试剂的说明进行。在 &2-- 培养皿中培养 7+0 6Q0 至形成单层，以 2F1 %T4
的 0+: >C>QJ 株感染 6Q0，O@M培养 O P J *，倒去上清用 9%Q% 基础培养基洗涤两次后加 J-H 备用；将 >
P J%. ?0!;74 溶于 O2%H 的 $Q，按 1UO 将 0S!"#" 稀释到 122%H 9%Q% 基础培养基，两者混匀后置室温作

用 1G-8#，将上述混合物缓慢滴加至 6Q0 的 9%Q% 基础培养基中，轻轻混匀，O@M培养 & * 后换维持液。

待细胞完全病变后收获病毒，反复冻融 O 次，低速离心去除细胞碎片，上清用于重组病毒的筛选。筛选

和纯化方法见文献［&］。

!$( 表达 %9: .; 和鸡$干扰素基因的重组鸡痘病毒的鉴定

%9: .; 的表达以间接免疫荧光试验检测［@］，并以 +A 启动子单表达 %9: .; 的重组鸡痘病毒（,0+:5
.;）和野生型鸡痘病毒为对照。鸡$干扰素的表达用水泡性口炎病毒（:7:）病毒病变抑制法测定［J］，即

将重组病毒按 2F21 %T4 接种 6Q0，@> * 培养上清，倍比稀释加到 3& 孔次代 6Q0 上，122%H V孔，O@M培养

过夜，去上清，接种含 12J $49G2:7: 的维持液 12%HR孔，吸附 O2 -8# 后加维持液，O@M培养 >J P JC * 观察空

斑形成。上清能完全抑制 :7: 产生细胞病变的最大稀释度 W 12，即为每毫升上清中所含的$干扰素量。

!$) 重组病毒在 6Q0 上的繁殖及形态学观察

将双表达的重组病毒和单表达 %9: .; 基因的重组病毒及野生型 0+: 冻融三次后低速离心去细

胞，以 1U12 和 1U>2 稀释接种次代 6Q0，O@M吸附 O2-8#，加维持液培养 3&*，测微尺测定 1> 个病毒空斑大

小。以上述三种病毒按 2F1 %T4 感染 6Q0，O@M培养 @>*，收获后计数空斑。

* 结果

*$! 鸡痘病毒插入载体及共表达 %9: .; 和鸡$干扰素基因转移载体的构建

经一系列操作将 +A 和 +115H/)I 相向插入到复制非必需片段 0+:@A 中形成插入载体 ?0!711；将 %9:
.; 基因正向置于 +A 下游，+QRH540K 相同或相向置于 .; 下游（图 1），构建转移载体 ?0!;74。酶切分析证

实了阳性重组质粒 ?0!711（图 >）和 ?0!;74（图 O），+Q V H540K 与 +A5.; 相同方向的 ?0!;741 213’: 酶切条

带分别为 @F3XY、>FGXY 和 >FJXY，相对方向的 ?0!;74> 213’: 酶切条带分别为 @F3XY、>F&XY 和 >FOXY。

*$* 共表达 %9: .; 和鸡$干扰素基因的重组鸡痘病毒的筛选与鉴定

选择 ?0!;74> 转染已感染 0+: >C>QJ 株的 6Q0，经蓝斑筛选，得到稳定纯化的重组病毒 ,0+:5.;540K。

间接荧光试验可见 ,0+:5.;540K 感染的 6Q0 的胞浆和胞膜上的黄绿色荧光（图 J）。:7: 病毒病变抑制法

测定 ,0+:5.;540K 的 @>* 上清的$干扰素量为 &J2 P 1>C2 单位 V -H。
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图 ! 共表达 "#$ %&和鸡!干扰素基因的鸡痘病毒转移载体的构建

图 ’ ()*+!! 的酶切鉴定

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

( ’()1"；2" ./3 ( $%&)#；4 " 5+67, ( !"#’"；8"
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图 , (-*&+.的酶切鉴定
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图 ! 间接免疫荧光试验检则重组病毒中 "#$ %& 基因的表达

!："#$%&’(；(："#$%&’(&)#*+

’() *+,$-%&-.+/ 在 01+ 上的繁殖及形态学观察

结果见表 ,。!#$%&’( 和野生型 #$% 的空斑大小无显著差异，但均显著大于!#$%&’(&)#* 的空斑。

!#$%&’(&)#* 经过一次扩增后的空斑数明显少于!#$%&’( 和野生型 #$%。

表 2 重组鸡痘病毒空斑大小及空斑数的测定

组别 平均大小-". 空斑数-（$#/-.0）

!#$%&’(&)#* （123 4 5,）6（7,2 4 8,）9! ,:1 ; ,<5

!#$%&’( （55, 4 ,,7）6（817 4 3=）>! 8:, ; ,<5

?@&#$% （5=, 4 ,,7）6（882 4 ,A,）>! 1:8 ; ,<5

!字母不同代表差异显著（! B <+<1）

) 讨论

!干扰素是非常重要的细胞因子，可通过诱导多种细胞表达 CDE#类和$类分子增强免疫应答，促

进 @FG 向 @F, 的分化，促进 EH3 E@0 细胞的成熟［,<］，因此可作为免疫佐剂。I>">J> 等［2］用鸡痘病毒载体

共表达 *H% # 或 D* 和 ) 型干扰素，免疫鸡发现 ) 型干扰素可显著降低鸡痘病毒减轻体重的副反应；

K>LMNOPJFQNRO 等［7］共表达 *H%#、D* 和#、$型干扰素，免疫火鸡发现 "#$%&*H%&)#*&$的免疫保护力最

高。本研究以鸡痘病毒载体共表达 CH% ’( 和鸡!干扰素基因，希望能增强重组病毒的免疫保护率和降

低 #$% 减轻体重的副反应。从 "#$%&’(&)#* 在细胞上形成空斑比 #$% 的小且数量比 #$% 少来看，减轻体

重的副反应可能与抑制病毒繁殖有关。

0NST 等［,,］测定天然的 , 型和 A 型干扰素对 CH% 病毒复制影响时发现，用 )#* , 次处理后 2 U 7V 内

可抑制 E%)=33 和 D%@ ’( 的表达，1 U 5V 后恢复到未处理组的表达水平，但 5V 后 CH% 病毒的空斑数量少

且体积小。)#* 的多次处理会一直抑制 CH% 的复制，但不会完全清除病毒。比较!#$%&’(&)#*、"#$%&’(
和野生型 #$% 在 EW# 上生长状态时可见，"#$%&’( 与 #$% 的空斑大小及数量一致，证明 CH% ’( 基因在

鸡痘病毒中的表达，并不影响 #$% 的复制和繁殖的速度，而共表达 CH% ’( 和!干扰素基因的 "#$%&’(&
)#* 的空斑明显比 "#$%&’( 和 #$% 小且数量少，说明干扰素的表达可干扰鸡痘病毒的复制。!干扰素对

重组病毒的表达产物的作用要通过动物试验来验证。
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