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!"亚型禽流感重组鸡痘病毒活载体疫苗的构建
及其遗传稳定性与免疫效力

贾立军 彭大新 张艳梅 刘红旗 刘秀梵"

（扬州大学畜牧兽医学院 扬州 $$6%%8）

摘 要：以鹅源 H6亚型禽流感病毒（3I’）基因组为模板，用 J54KLJ扩增血凝素（H,.:MM)?N=4
D=D，H3）基因，克隆入鸡痘病毒表达载体 O9P&&76，转染鸡痘病毒感染的鸡胚成纤维细胞，通
过蓝斑筛选和间接免疫荧光检测，获得表达 H3基因的重组鸡痘病毒（J,-(./=D:DN >(Q)O(; R=04
?S，09K’4H3）。09K’4H3经鸡胚成纤维细胞连续传 &6代后，报告基因 !"#T和 H3基因可稳定
表达。用 &%" K9U和 &%6 K9U的 09K’4H3免疫无特定病原体的（VO,-=>=- O:NG(M,D >0,,，VK9）鸡，免
疫后 $$C 血凝抑制（H,.:MM)?N=D=D =DG=/=N=(D，HI）抗体监测阳性率分别为 %W和 $%W，但均抵御
了 H6亚型毒株的致死性攻击，保护率为 &%%W。结果表明，构建了表达 H3基因的重组鸡痘
病毒，该重组病毒具有良好遗传稳定性，免疫鸡可提供完全保护，显示出了一定的应用前景。
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高致病性禽流感（H=MG)A O:NG(M,D=- :R=:D =D>)?,DB:，HK3I）是由特定亚型的禽流感病毒
（3R=:D =D>)?,DB: R=0?S，3I’）引起的禽类急性高度致死性传染病，被国际兽疫局列为 3类疾
病，常对疫区禽业发展造成毁灭性打击，严重影响国际贸易［&］。&887 年香港“禽流感事
件”中，H61&亚型高致病性禽流感病毒（HK3I’）跨越种间障碍直接感染人类，造成 &2人
感染，#人死亡［$］。$%%"年 $月，香港再次发生 H61&亚型 HK3I’感染人并致感染者死亡
事件［"］，其巨大的公共卫生学意义引起世人关注。近年来，国际上 HK3I发生越来越频
繁［&］。我国也从水禽中分离到 H6亚型禽流感毒株，因此该病对我国养禽业和人类健康
已构成了巨大的现实威胁［!］。

发生 HK3I时，扑杀销毁感染群及受威胁动物、清除传染源、进行严格检疫和采取生
物安全措施是控制疫情的首选方案。但当疫情已大面积扩散，以上措施难以奏效、巨大的

经济损失无法承担时，免疫接种就成为控制疫情的关键措施之一［&］。目前应用的疫苗是

油乳剂全病毒灭活苗，灭活苗具有保护率高，免疫期长，研制周期短等优点［6］。但灭活苗

也存在一些难以克服的缺陷，如灭活苗除诱导产生针对流感病毒保护性抗原血凝素蛋白

的抗体外，还会诱导针对内部蛋白的抗体，从而影响运用针对内部蛋白抗体的血清学方法

进行疫情监测［#］。此外，灭活苗还存在制备成本高、散毒风险大、影响肉品品质等缺点。



因此，开发并应用新型疫苗已迫在眉睫。本研究构建了表达 !"亚型禽流感病毒 !#基因
的重组鸡痘病毒，初步鉴定了其遗传稳定性，评价其免疫保护作用，旨在为该病的防治提

供新的工具。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 病毒：禽流感病毒鹅体分离株（$"株），经国家流感中心鉴定为 !"%&亚型。本研
究用 $"株作为构建重组鸡痘病毒 !#基因的供体，并作为免疫后攻毒毒株。鸡痘病毒疫
苗株 ’(’)*（+,-’(’)*），购自中国兽药监察所，作为构建重组病毒的亲本鸡痘病毒和开展
动物保护试验时的野生型鸡痘病毒接种对照。

!"!"# 质粒和菌株：鸡痘病毒表达载体 .+$&&/"，内含痘苗病毒启动子 ,&&和 ,/0"、筛选
标记细菌!1半乳糖苷酶基因（!"#2基因）和鸡痘病毒复制非必需片段等元件，由王志亮等
构建［/］；大肠杆菌 3!""和 .$)415 )678 -9:;<=购自 ,=<>9?6公司。
!"!"$ 主要试剂：禽成髓细胞病毒反转录酶、$"% 3%#聚合酶、限制性内切酶和其他修饰
酶均购自 ,=<>9?6公司；#>.@:@AA@B、C1?6A、D,5$和 3EF5)G H@.<I9:;@B转染试剂盒购自 G<:J9
公司；抗 !"亚型禽流感病毒多抗由扬州大学传染病教研室制备；兔抗鸡 D?$ +D5K标记荧
光抗体购自 ,=<>9?6公司。
!"!"% F,+鸡胚和实验动物：F,+鸡胚和 F,+白来航鸡均购自南京药械厂 F,+鸡场。
!"# 方法
!"#"! G51,KG扩增 $"株 !#基因：根据 $9BL6BM中 !"亚型禽流感毒株 !#基因的序
列，设计上游引物和下游引物，并分别引入 &’(N#和 )"*$限制性内切酶酶切位点。上游
引物 为 "O1KKK##$K55#5$$#$####5#$5$K551PO，下 游 引 物 为 "O1KK#$5K$#KK5#1
K##5K5$##K5K#K#1PO。G51,KG反应条件按参考文献进行［(］。扩增产物经 &Q琼脂糖凝
胶电泳和测序鉴定。引物合成及 ,KG产物测序由大连宝生物工程有限公司完成。
!"#"# 含 !#基因的鸡痘病毒重组质粒 .+$&&/"1!#的构建：将 !#基因克隆入 .$)415
)678 -9:;<=形成 51!#质粒。51!#经 &’(N#和 )"*$双酶切后，分离纯化 !#基因并与经
&’(N#和 )"*$双酶切的 .+$&&/"连接，构建含 !#基因的重组质粒 .+$&&/"1!#。利用
限制性内切酶分析和 ,KG扩增鉴定 .+$&&/"1!#。
!"#"$ 重组质粒 .+$&&/"1!#转染和重组鸡痘病毒筛选纯化：按照参考文献［R］进行。
!"#"% 重组病毒表达产物的鉴定：以 +,-’(’)*感染的鸡胚成纤维细胞（KJ@:M9B 9>S=8<
I@S=<SA67;，K)+）作阴性对照，采用间接免疫荧光试验鉴定重组病毒在感染 K)+后的 !#表
达情况。用纯化的重组病毒接种 ’*孔细胞培养板上培养的单层 K)+，P/T、"Q KE’ 条件

下培养，至 K)+ 出现单个散在的痘病毒蚀斑，吸弃培养液，冷甲醇固定细胞 &U>@B。以
&U>><AVH ,LF SWII9=（,!/0*）洗涤后，用稀释度为 & X’UU的鸡抗 !"亚型禽流感病毒的阳性
血清（内含 &Q的 LF#进行封闭）P/T孵育 &J。以 ,LF振荡洗涤 P次后，再以 & X ’UU稀释
的异硫氰酸荧光素（+AW<=97:9@B @7<;J@<:86B6;9，+D5K）标记的兔抗鸡 D?$在 P/T孵育 PU>@B，
最后以 ,LF振荡洗涤 P次，置于荧光显微镜下观察。
!"#"& 重组鸡痘病毒遗传稳定性测定：将纯化的重组鸡痘病毒经 K)+连传 &"代后，取第
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!代和第 !"代病毒感染 #$%细胞，待形成单个散在的病毒蚀斑后，分别用含 &’()*的营养
琼脂覆盖，+,后随机观察 -.个病毒蚀斑，计算蓝斑所占比例。在平行实验中，待形成病
毒蚀斑后，进行间接免疫荧光检测，随机观察 -.个蚀斑，计算呈现特异性荧光的蚀斑所占
比例。以上试验中设 %/0-1-$2感染 #$%为阴性对照。
!"#"$ 动物保护试验分组和处理：!..只 !日龄 3/%白来航鸡随机分为 2组，每组 -"只。
分别以 !.+ 蚀斑形成单位（/%4）及 !."/%4的 5%/0’67、!."/%4的 %/0-1-$2和 .8-9: /;3
进行颈部皮下接种。接种后 --,用 !.+$:<".的 ="株病毒经肌肉注射攻毒，攻毒后观察

!2,，统计发病和死亡情况。分别在免疫后 >、!.、!+、!?、!@和 --,分离血清检测 6A抗体效
价。试验动物饲养于隔离器内。

!"#"% 临床发病判断标准：精神沉郁、垂头蜷缩、食欲不振或废绝、腹泻、头部水肿、呼吸
困难、神经症状、可视粘膜或无毛皮肤发绀、出血等。

!"#"& 血清学检测：血凝试验（67试验）和血凝抑制试验（6A试验）方法见参考文献［!.］。
!"#"’ 统计分析：采用 3/33统计分析软件进行数据处理，对 6A抗体应答阳性率、攻毒后
各组鸡只发病率和死亡率进行卡方检验，统计数据间差异的显著性。

# 结果

#"! ()*+,(扩增 -.株 /0基因
以 ="株基因组为模板，利用 67基因特异性引物进行 BC’/#B扩增后，进行 !D琼脂

糖凝胶电泳，可见大小约为 !8>EF的单一条带，与预期大小一致。测序分析显示，该片段
完整阅读框长度为 !>.>FG，与 7H#IJKELMH6NM(ONM(H-"1H@>（6"P!，7%.">-@!）67基因核苷
酸同源性为 @>8+D，表明扩增产物为 ="株的 67基因（序列未附）。
#"# 含 /0基因的重组质粒 12-!!%.*/0的鉴定
利用 !"#!和 $%&,"双酶切 G%=!!>"’67后，产生了大小分别约为 !8>EF和 @8>EF的

两个条带，与预期片段大小一致；同时利用 /#B也扩增出 !8>EF的条带，初步表明 67基
因已克隆入 G%=!!>"中。

图 ! 重组病毒的间接
免疫荧光鉴定

%J(Q! A99RMNS*R5LTKLMKL ,LULKUJNM

NS UIL LVG5LTTL,67 JM #$%
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#"3 表达 /0基因的重组鸡痘病毒的筛选和鉴定
利用 G%=!!>"’67转染 %/0-1-$2感染的 #$%，待形成完全

细胞病变后，收获细胞，反复冻融 +次，离心去除细胞碎片，收
获上清。利用转染产物的离心上清接种单层 #$%，待形成单个
散在的病毒蚀斑后利用含 &’()*的琼脂覆盖细胞，获得了呈蓝
色的重组病毒蚀斑。利用蓝斑筛选纯化 +代后的重组病毒感
染单层 #$%，形成病毒蚀斑后进行间接免疫荧光染色。结果重
组鸡痘病毒感染 #$%产生的蚀斑呈现特异性绿色荧光（图 !），
而 %/0-1-$2感染 #$%产生的病毒蚀斑及对照 #$%细胞均无
特异性荧光（图略）。结果表明筛选的重组病毒表达了 67蛋
白，命名为 5%/0’67。
#"4 重组病毒遗传稳定性
利用纯化后的第 !代和第 !"代重组病毒感染 #$%细胞后
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进行蓝斑检测和免疫荧光检测，分别随机观察的病毒蚀斑均为蓝色或呈现特异性荧光，且

荧光强度无差别；而 !"#$%$&’感染 (&!后形成的病毒蚀斑在检测中不显蓝，也无特异性
荧光（图片略）。

!"# 动物保护试验
)*+"!,的 -!"#./0免疫 )日龄 1"!鸡后 )23可检出 /4抗体，阳性率为 )*5（)6)*），

滴度为 ’7*89:$；免疫后 $$3，)*+"!,免疫组 /4抗体阳性率为 $*5（$6)*），滴度为 ’7+89:$。
)*;"!, -!"#./0接种组直至免疫后 $$3仍检测不出 /4抗体。!"#$%$&’接种组和攻毒对
照组 /4抗体均为阴性（表 )）。

表 $ $日龄免疫的 %&’鸡 ()抗体应答和免疫保护效力
<=>8? ) /4 =@AB>93C -?DE9@D? 9F 1"! GHBGI?@D =@3 E-9A?GABJ? ?FFBG=GC 9F J=GGB@?D =:=B@DA K+ GH=88?@:?

K-9LE M9D=:?
/4 =@AB>93C -?DE9@D?

3EB= )2 3EB $$
N9->B3BAC3 N9-A=8BAC "-9A?GAB9@

-!"#./0 )*+"!, )6)*>（’7*）G $6)*（’7+） *6$+0 *6$+0 )**0

-!"#./0 )*; "!, *6)* *6)* *6$+0 *6$+0 )**0

!"#$%$&’ )*+ "!, *6)* *6)* $+6$+O $+6$+O *O

(9@A-98 *7$ *6)* *6)* $+6$+O $+6$+O *O

= 3EB P 3=CD E9DA BQQL@BR=AB9@S > GHBGI?@D TBAH /4 =@AB>93C6GHBGI?@D 3?A?GA?3S G 0J?-=:? /4 =@AB>93C ABA?- S 3 MBFF?-?@A DLE?-.

DG-BEA LEE?-G=D? 8?AA?-D B@3BG=A? J?-C DB:@BFBG=@A 3BFF?-?@G?D（! U *7*)）S

!"#$%$&’对照组和攻毒对照组从攻毒后第 $ 天陆续出现发病症状，表现为精神沉
郁、食欲废绝、腹泻下痢、鸡冠和足部皮下出血等，并于攻毒后 $ V W3内 )**5死亡，死亡高
峰为攻毒后第 ; V ’天。而 )*;"!,和 )*+"!,的 -!"#./0免疫 1"!鸡均抵御了 K+株的致
死性攻击，没有任何鸡只发病，保护率为 )**5，与对照组差异极显著（" U *7*)）（表 )）。

* 讨论

*"$ 表达 (+基因的重组鸡痘病毒的构建及其遗传稳定性
鸡痘病毒基因组庞大，不便于进行体外操作，需依靠表达载体协助才能将外源基因整

合入鸡痘病毒基因组。鸡痘病毒表达载体含有痘病毒启动子、筛选标记基因、外源目的基

因和痘病毒复制非必需片段等［X，%］。E!K))X+含有 !"#$ 与 !%% 两个痘苗病毒启动子，以
!%%表达的!.半乳糖苷酶基因（ &’() 基因）作为筛选标记，用 !"#$ 表达 /0 基因。
E!K))X+所用复制非必需片段 E!"#XD由彭大新等［))］筛选，全长 $2*2>E。利用 E!K))X+构
建的重组鸡痘病毒成功地表达了 K+株的血凝素基因。
构建重组病毒用表达载体所含启动子及复制非必需片段是影响重组病毒遗传稳定性

的两个关键因素。E!K))X+所含的 !"#$ 与 !%% 是常用的痘病毒启动子，已用于构建多种
重组痘病毒。利用序列相似性检索软件 OY01<进行 K?@O=@I数据库检索发现，E!K))X+
所含的复制非必需片段 E!"#XD 共跨越鸡痘病毒的 W 个连续的基因片段（!"#*X$ V
!"#*XX，0!)2%)**），该区域主要编码!神经生长因子（!.ZK!）等细胞同源物，既不编码病
毒结构蛋白，也不编码病毒复制、转录和翻译的必需酶类和调控因子［)$］，揭示了 E!"#XD

+$XW 期 贾立军等：/+亚型禽流感重组鸡痘病毒活载体疫苗的构建及其遗传稳定性与免疫效力



适于作为复制非必需片段的分子基础。!"#$%&’在 ()"连续传 *+代后，报告基因 !"#$
和 &’蛋白均稳定表达，具有良好的遗传稳定性，提示 ,"-**.+所含启动子及复制非必需
片段适合构建重组鸡痘病毒。

!"# $%&’()*的免疫保护效力
/01!2等［*3］用 45+ 6 *74#"8的表达高致病性禽流感病毒 &’基因的重组鸡痘病毒免

疫鸡体后 9周，&:阳性率仅为 ;7<。=>1?@0等［*9］用 *7*5+组织半数感染量（A(:B+7）、*7;57

A(:B+7和 *7357 A(:B+7的重组鸡痘病毒经皮下注射免疫鸡，3 周后 &: 抗体阳性率分别为

7<、7<和 ;7<。用 *73#"8和 *7+#"8的 !"#$%&’于 *日龄免疫 =#"鸡，免疫后 ;;2 &:抗
体阳性率分别为 7<和 ;7<。结果提示，&#’:重组鸡痘病毒疫苗不能有效诱导 &:抗体
应答；提高免疫剂量可促进抗体生成，但差异不显著。

=>1?@0等［*9］利用表达 &’基因的重组鸡痘病毒以 *7*5+ A(:B+、*7;57 A(:B+ 和 *7353 A(%
:B+7的免疫剂量经皮下注射或翼部刺种免疫鸡，可使 C7< D *77<的免疫鸡抵抗 &#’:$的
致死性攻击。*73#"8和 *7+#"8的 !"#$%&’免疫组均 *77<抵御了同亚型毒株的攻击，进
一步证实了重组鸡痘病毒活载体疫苗的有效性。而且，*73#"8 的 !"#$%&’ 即可诱导
*77<保护，为制备价格低廉的重组鸡痘病毒疫苗奠定了坚实的基础。

=>1?@0等（;777年）［*+］研究表明，表达 ’EAF!G0?E:!0H1@2E*3.IEI3（&+J3）&’基因的重组
鸡痘病毒免疫鸡，可抵御跨越 3I年、分离自四大洲不同种属动物的 &+亚型 &#’:$的致
死性攻击，提供良好保护。利用 !"#$%&’免疫鸡，可完全抵御鹅源 -+株的致死性攻击。
以上结果表明，当 &+亚型 &#’:$发生一定限度内的抗原漂移或他种属 &+亚型毒株威胁
鸡群时，不需频繁构建表达流行毒株 &’基因的重组病毒，这为尽早控制疫情，减少经济
损失提供了有力的工具，这对于我国目前面临的威胁有十分重大的意义。

与灭活苗相比，!"#$%&’疫苗仅表达 &’蛋白，不影响应用琼脂扩散或 )K:=’方法进
行疫情监测，可有效区分感染群和重组病毒免疫群。而且重组鸡痘病毒活载体疫苗在制

备过程中，不需大量扩增高致病性禽流感病毒，不存在散毒的危险，生产和使用安全。&+
亚型 &#’:重组鸡痘病毒活载体疫苗的良好保护效果和以上优点使之有望代替灭活苗或
与之互补应用于 &#’:的防治实践。
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