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共表达新城疫病毒 !基因和 "#亚型禽流感病毒 "$基因
的重组鸡痘病毒

韦栋平 刘玉良 邵卫星 卢建红 刘秀梵"

（扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 ##4$$6）

摘 要：应用 I23JKI扩增出新城疫病毒 7!/:/株融合蛋白（7）基因，将其克隆入 FL:M32 -8G? N-BO’P构建重组质粒
FL:M327并进行测序确证。分别从 FL:M32和 FQKR1切下 7基因和 R6 亚型禽流感病毒 7株（1SBH<BT-,SBH<,8S7S
066/）血凝素（R1）基因，通过一系列分子生物学操作步骤插入到质粒 F7J&5U中的鸡痘病毒基因组复制非必需片段
构建重组质粒 F5UR7，其中 7基因和 R1基因分别由鸡痘病毒启动子 J:SV和合成启动子 JU调控。最后将 J003!"#W
报告基因表达盒插入质粒 F5UR7获得转移载体 F7J&R7，用以转染已预先感染鸡痘病毒 #/#:!疫苗株的鸡胚成纤维
细胞（K:7）。通过在含有 X3L8(的营养琼脂上连续挑选蓝色病毒蚀斑获得并纯化重组病毒。JKI和 U’+OH-P, Y(’O检
测证实了 7基因和 R1基因已插入鸡痘病毒的基因组；间接免疫荧光试验结果表明重组病毒能够同时正确表达 R1
和 7蛋白。
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新城疫（.-DB8GO(- A<G-8G-，.[）是由副粘病毒科
的新城疫病毒（$%&#"’()% *+’%"’% ,+-.’，.[&）引起的
一种烈性家禽传染病，它对我国养禽业的危害最严

重。我国在防制 .[实践中一直依赖于常规疫苗包
括弱毒疫苗、中等毒力疫苗和油乳剂灭活疫苗的免

疫接种。低致病性的 R6亚型禽流感病毒（/,+"0 102
3).%04" ,+-.’，1\&）是目前影响我国养禽业的主要禽
流感病毒亚型［0］，它对养禽业的危害是以严重程度

不同的形式存在，但是该亚型 1\& 的传播效率很
高，在国内鸡群复合感染比较普遍的情况下，可起到

协同致病的作用，导致更高的发病率和死亡率［#］。

而且该亚型病毒一旦侵入鸡群后可形成持续感染，

不会自动消失，因此它所造成的经济损失不可忽视。

当前我国对 R6亚型禽流感的控制主要应用相同亚
型的油乳剂灭活疫苗。但是作为我国目前控制 .[
和 R6亚型 1\的重要手段，常规疫苗的免疫接种会
干扰现有技术条件下的免疫监测和流行病学调查，

给 .[ 和 R6 亚型 1\ 的诊断和清群增加难度。其
中，油乳剂灭活疫苗使用后会引起严重应激、存在易

散毒等安全性问题，而且生产成本偏高。因此，目前

迫切需要研制能够取代常规疫苗的新型疫苗。应用

鸡痘病毒作为载体开发的基因工程活载体疫苗可以

克服常规疫苗的诸多缺陷，是近年来禽类基因工程

疫苗研究的热点。本研究拟用鸡痘病毒作为表达载

体，构建能够同时表达 .[& 融合蛋白（7+G<’, FP’3
O-<,，7）基因和 R6 亚型 1\&血凝素（R-;8EE(+O<,<,，
R1）基因的重组鸡痘病毒，旨在为 .[和 R6亚型 1\
的控制提供一种新型疫苗侯选株。

% 材料

%&% 病毒和鸡胚
鸡痘病毒 #/#:!疫苗株（DO37J&）和 .[& 7!/:/

株购自中国兽医药品监察所；6 ] 00 日龄 UJ7鸡胚
购自山东家禽研究所。单表达 .[& 7!/:/ 株 7 基
因的重组鸡痘病毒（P7J&37）由吴艳涛等［"］构建；单
表达 R6亚型 1\& 7株 R1基因的重组鸡痘病毒（P73
J&3R1）由本室陈 平构建。
%&’ 质粒和菌株
含 R6亚型 1\& 7株 R1基因的 FQKR1和含鸡

痘病毒早晚期启动子 J:SV的 U^\7.由程 坚等［!］构
建；含人工合成强启动子 JU 的质粒 FU 由朱爱华
等［4］构建；含鸡痘病毒复制非必需片段的质粒 F73



!"#$和含 !%%&!"#’标记基因盒的质粒 ((()%*由彭
大新等［+］构建；质粒 (,-./0123(4$5 和 ()67&8 /90:
;/14<2购自 !2<=/>9 公司；大肠杆菌 ?@A!购自华美
生物工程有限公司。

!"# 主要试剂
各种分子克隆用工具酶购自 !2<=/>9公司；B>9&

2<0/ )/- ?CB 6D429143<E F34、6D(9EG @3>H I3G/-34: !JK
0:04/=、转染试剂 I.)6C687+、?L) ?CB M9N/-3E> 9EG
?/4/143<E 534购自 K<1H/公司；羊抗鼠 L>)&IL8J荧光
抗体和羊抗鸡 L>)&IL8J荧光抗体购自 $3>=9 公司；
鼠抗 @O 亚型 BL" I 株的单克隆抗体腹水和鸡抗
C?" IP*6*株的多克隆血清由本实验室制备。

$ 方法

$"! 引物设计和合成
根据本室前期研究结果［Q，P］，设计分别扩增 @O

亚型 BL" I 株 @B 基因和 C?" IP*6* 株 I 基因引
物。@B 基因上游引物 !@B%：AR&JJJBB)J88B8)&
)BBBJB8B8JBJ&QR；下游引物 !@BS：AR&JJJ)8J)B&
J))BBJBBB)B8)&QR，引物跨幅约为 %T#FN，覆盖整
个 @B 基因编码框。I 基因上游引物 !I%：AR&)JB&
))B8JJ)JB88JBBB)8)JBB)B8&QR，引入 $"%@"
限制酶切位点；下游引物 !IS：AR&)))8J8B)BB&
BBBBBB)8J8)JB88JBJB88JB8)8B&QR，引入 &’""
限制酶切位点和痘病毒基因组早期基因的转录终止

信号。引物跨幅约为 %T#FN，覆盖整个 I 基因编码
框。引物由 8959K9公司合成。
$"$ %&’ (基因的 )*+,-)扩增和克隆
参照文献［#］的方法提取 C?" IP*6*株基因组

KCB为模板，首先以引物 !IS 为反转录引物合成
1?CB，然后以引物 !I% 和 !IS 为扩增引物，用 6D&
(9EG @3>H I3G/-34: !JK 0:04/=扩增 I基因。反应条件
为：OPU A=3E；OPU PA0，A#U PA0，#SU S=3E，QV个循
环；#SU *=3E。!JK产物经电泳鉴定后，回收 %T#FN
大小的片段与 ()67&8 /90: ;/14<2连接，构建重组质
粒 ()67&8I，并对目的片段进行测序确证。
$"# 含 (基因表达盒重组质粒的构建
用 $"%@"和 ("#"双酶切质粒 ()67&8I，回收

约 %T#FN的 I基因片段；$"%@"和 ("#"双酶切质
粒 $5LIC，回收含启动子 !6WM的线性载体片段与 I基
因片段连接，使 I基因置于启动子 !6WM的下游，限制

性内切酶法筛选阳性重组质粒命名为 $5!6MI。
$". 含 /0基因表达盒重组质粒的构建
首先以 )*+G#酶切 (XJ@B，以 $"%@"酶切 ($

质粒，然后分别用 5-/E<Y 酶补平末端，再以 ,-+"
酶切两种质粒，分别回收约 %T#FN 的 @B 片段和线
性化 ($质粒并进行连接，筛选 @B片段正确插入人
工合成启动子 !0下游的阳性质粒并命名为 (!$@B。
$"1 (基因和 /0基因双表达盒重组质粒的构建
用 )*+G#和 ("."双酶切质粒 (!$@B，回收

%T#FN的 @B表达盒与同样经 )*+G#和 ("."双酶
切质粒 (,-./01234$5 连接，筛选重组质粒并命名为
$5!$@B。
用 ("."酶切质粒 $5!6MI、)*+G#酶切质粒

$5!$@B，然后分别用 5-/E<Y酶补平末端，再以 &’"
"分别酶切，回收 %T*FN的 I基因表达盒和线性化
质粒 $5!$@B进行连接，使启动子 !6WM和合成启动子

!0串联并背向分别调控 I基因和 @B基因的转录，
筛选阳性重组质粒并命名为 $5@IQ。
$"2 含 (基因和 /0基因双表达盒鸡痘病毒转移
载体的构建

以 ("#"酶切 $5@IQ，$"%@"酶切 (I!"#$，然
后分别用 8P ?CB 聚合酶修平末端，再用 ,-+"酶
切，回收约 QT#FN的 I基因和 @B基因双表达盒与
线性化的 (I!"#$ 并进行连接，构建转移载体
(#$@I。为方便筛选重组病毒，用 $"%@"和 &’""
双酶切 ((()%*，再以 8P ?CB聚合酶修平末端，回收
!%%&!"#’标记基因盒与经 &’""酶切、8P ?CB聚合
酶修平末端并用小牛肠碱性磷酸酶去磷酸化处理的

(#$@I进行连接反应，用限制性内切酶法筛选 !%%&
!"#’标记基因盒顺向插入 I基因下游的阳性质粒，
并通过序列测定对 I基因和 @B基因编码框进行确
证，获得转移载体，命名为 (I!"@I。
$"3 表达 %&’ (基因和 /4亚型 05’ /0基因重
组病毒（6(,’+/0+(）获得和纯化
转移载体的转染以及重组病毒的筛选和纯化方

法按文献［A］进行。
$"7 共表达 %&’ (基因和 /4亚型 05’ /0基因
重组病毒的鉴定

$"7"! 重组病毒的 !JK扩增和 $<.4H/2E N-<4检测：
（%）@B基因和 I基因探针标记：分别从质粒 (XJ@B
和 ()67&8I回收 @B和 I基因完整片段，参照 ?L)
?CB M9N/-3E> 9EG ?/4/143<E 534说明书进行标记。（S）
重组病毒目的基因的 !JK 扩增和 $<.4H/2E N-<4 鉴
定：病毒和 J6I 基因组 ?CB 的抽提参照文献［A］。
分别用 I基因和 @B基因的扩增引物对 2I!"&@B&I
基因组 ?CB进行 !JK扩增；同时分别以质粒 ()67&
8I和 (XJ@B作为阳性对照组，以 J6I和 Y4&I!"基
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因组 !"#为阴性对照组分别进行扩增。$%&产物
经电泳初步鉴定后转移到尼龙膜上，再用 ’基因和
(#基因探针进行杂交并免疫测定。
!"#"! 重组病毒的间接免疫荧光鉴定：（)）(#基因
表达产物的鉴定：用 *’$+,(#,’感染已经长成单层
的 %-’，并分别设 *’$+,(#和 ./,’$+为阳性和阴性
对照。待单层 %-’出现典型蚀斑后用甲醇固定，先
后用鼠抗 (0"1亚型 #2+ ’株的单克隆抗体和羊抗
鼠 234,’25%荧光抗体相结合，充分洗涤后置荧光显
微镜下观察。（1）’基因表达产物的鉴定：用 *’$+,
(#,’感染已经长成单层的 %-’，并分别设 *’$+,’
和 ./,’$+为阳性和阴性对照。待单层 %-’出现典
型蚀斑后用甲醇固定，先后用鸡抗 "!+ ’67-7株的
多克隆血清和羊抗鸡 234,’25%荧光抗体相结合，充
分洗涤后置荧光显微镜下观察。

$ 结果

$"% &’( )基因的克隆和鉴定
通过 &5,$%&方法从 "!+ ’67-7株的基因组扩

增出 )89:;大小的片段，与预期相符。回收目的片
段插入 <-4=,5载体，测序结果显示，编码框序列与
所发表的 ’基因序列完全相符；终止密码子后含有
痘病毒转录终止信号序列 5555555。
$"! 含 &’( )基因表达盒重组质粒的构建和鉴定
用 !"#(!和 $"%!双酶切质粒 >?2’"的线性

载体片段（含启动子 $-@A）与 ’基因相连接后的重组
质粒，经电泳可见 )89:; 的目的片段及 B8):; 大小
的含启动子 $-@A载体片段。说明 ’基因已成功插入

质粒 >?2’"启动子 $-@A的下游。

$"$ 含 *+基因表达盒重组质粒的构建和鉴定
重组质粒 <$>(#经 &’(C"和 )*(!双酶切后，

得到 )80:;的片段与 (#基因片段（约 )89:;）加上
人工合成启动子 $>（约 1DD;<）之和相一致，表明 (#
基因已成功插入质粒 <>并置启动子 $> 的下游。

$", 含 )基因和 *+基因双表达盒重质粒的构建
和鉴定

用 &’(C"和 $"+!双酶切 <$>(#，回收 )80:;
大小的 (# 基因表达盒，插入经同样双酶切的
<EFGHIJ*K</>?质粒。重组质粒用 &’(C"和 $"+!双
酶切后获得 )80:;大小的片段和 B8D:;大小的载体
片段，表明 (# 基因表达盒已插入 <EFGHIJ*K</>? 质
粒，重组质粒命名为 >?$>(#。经过一系列步骤，从
>?$-A’切下 ’基因表达盒定向插入 >?$>(#。所得

重组质粒用 &’(C"和 ,-"!双酶切可切出约 )87:;
大小的目的片段，与 ’基因片段加上启动子 $-@A（约

)DD;<）大小之和相一致，表明 ’基因表达盒已成功
插入质粒 >?$>(#，命名为 >?(’B。
$"- 重组鸡痘病毒转移载体的构建和鉴定
将 B89:;的 ’基因和 (#基因表达盒插入质粒

<’$+9>。重组质粒用 )*(! L ,-"!双酶切，可切
出 B89:;大小的片段，与 ’基因和 (#基因双表达
盒的预期大小一致；用 )*(! L !"#(!双酶切，可
切出 )89:;和 18D:;的片段，分别与 ’基因片段、(#
基因表达盒加上启动子 $-@A大小相一致，证明 ’基
因和 (#基因双表达盒成功插入 <’$+9>的鸡痘病
毒复制非必需片段，命名为 <9>(’；从 <<<4)7 切下
$)),."%M基因表达盒经 56 !"# 聚合酶修平末端
后，插入 ,-"!酶切和 56 !"# 聚合酶修平末端的
<9>(’，重组质粒用 !"#(!酶切可切出 N8O:;大小
的片段，与 $)),."%M基因表达盒加上 ’基因之和相
一致，证明 $)),APJM基因表达盒成功插入 <9>(’；用
)*(!酶切重组质粒，结果切出 68D:;大小的片段，
与 ’基因、(#基因表达盒和 $)),."%M基因表达盒
NQ端约 BDD;< 大小片段之和相一致，表明 $)),."%M
基因表达盒顺向插入 ’基因的下游。阳性质粒经序
列测定显示，’基因和 (#基因编码框序列正确，未
发生移码。转移载体命名为 <’$+(’。
$". 重组病毒的 /01和 23456789 :;35鉴定结果
分别用 ’基因和 (#基因的扩增引物均可以从

*’$+,(#,’基因组中 $%&扩增出约 )89:;大小的目
的片段，与阳性对照组结果一致，而阴性对照组未能

扩增出任何条带。$%&产物经 >RG/SH*T ;FR/进一步
鉴定，结果显示，在尼龙膜上与 *’$+,(#,’基因组扩
增目的条带相应的位置出现明显的杂交带，与阳性

对照组结果一致，而阴性对照组则未有任何杂交信

号（图 )和图 1），从而证明 ’基因和 (#基因均已成
功整合入鸡痘病毒的基因组。

图 % 8)/(<*+<)基因组中 *+基因的 /01和 23456789
:;35鉴定
’K3U ) 2CHT/KVKJP/KRT RV (# 3HTH KT /SH 3HTRWH RV *’$+,(#,’ ;X $%&
PTC >RG/SH*T ;FR/
=U !"# WP*:H*（#!"#@&’(C" ）；)，1 U "H3P/KYH JRT/*RF；BU $%&
<*RCGJ/ V*RW <Z%(#；6U $%& <*RCGJ/ V*RW /SH !"# RV %-’ KTVHJ/HC
.K/S *’$+,(#,’U
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图 ! "#$%&’(&#基因组中 # 基因的 $)* 和 +,-./0"1&
23,.鉴定
!"#$% &’()*"+",-*".) .+ ! #()( ") */( #().0( .+ 1!234564! 78 29: -)’
;.<*/(1) 7=.*
>$ ?@6 0-1A(1（!?@6B!"#’" ）；C，%$ @(#-*"D( ,.)*1.=；E $ 29:
F1.’<,* +1.0 FGH>4I!；J $ 29: F1.’<,* +1.0 */( ?@6 .+ 9H! ")+(,*(’
K"*/ 1!234564!$

456 基因表达产物的鉴定
45657 56 基因表达产物的鉴定：感染 1!234564!
和 1!23456的 9H!胞浆和胞膜区呈特异性黄绿色
荧光（图 E46和图 E4L）；而感染 K*4!23的 9H!则未
呈现特异性荧光着色（图 E49），表明 56基因获得正
确表达。

图 4 感染 "#$%&’(&#的 )8#中 ’(表达产物的间接免
疫荧光鉴定结果

!"#$E &00<).+=<.1(M,(),( ’(*(,*".) .+ */( (NF1(MM(’ 56 ") 1!234")4
+(,*(’ 9H!
6$ 9H! ")+(,*(’ K"*/ 1!234564!；L$ 9H! ")+(,*(’ K"*/ 1!23456；9$
9H! ")+(,*(’ K"*/ K*4!23$

4565! !基因表达产物的鉴定：感染 1!234564!和
1!234!的 9H!胞浆和胞膜区呈特异性黄绿色荧光
（图 J46和图 J4L）；而感染 K*4!23的 9H!则未呈现特
异性荧光着色（图 J49），表明 !基因获得正确表达。

图 9 感染 "#$%&’(&#的 )8#中 #表达产物的间接免疫
荧光鉴定结果

!"#$J &00<).+=<.1(M,(),( ’(*(,*".) .+ */( (NF1(MM(’ ! ") 1!234")+(,*(’
9H!
6$ 9H! ")+(,*(’ K"*/ 1!234564!；L$ 9H! ")+(,*(’ K"*/ 1!234!；9$
9H! ")+(,*(’ K"*/ K*4!23$

9 讨论
新城疫病毒 !蛋白和禽流感病毒 56均是病毒

相应宿主的主要保护性抗原［O，P］。本实验室前期工

作［CQ，CC］中，发现新城疫病毒 !JOHO株和近几年国内
流行的野外分离株之间，!蛋白表现 PQR以上的同

源性，主要功能区保守；而 5P 亚型 6&3 !株 56基
因则与近几年从我国不同省份分离的大部分 5P亚
型 6&3毒株的 56基因序列的同源性达 PSR以上。
因此，@?3 !JOHO 株 !基因和 5P6&3 !株 56基因
均适合作为基因工程疫苗的目的基因。吴艳涛等［E］

和程 坚等［J］应用本实验室自主开发的鸡痘病毒表

达系统构建了分别表达 @?3!JOHO 株 ! 基因和
5P6&3 !株 56基因的重组痘病毒，其免疫效力与
常规疫苗相当，并具有良好的遗传稳定性。本研究

在以上的工作基础上，利用同源重组的方法首次将

新城疫病毒 !JOHO株 !基因和 5P6&3 !株 56基因
同时插入鸡痘病毒基因组复制非必需区，成功构建

了能够同时表达 ! 基因和 56 基因的重组鸡痘病
毒。这为开发基因工程活载体多联苗来取代 @?和
5P亚型 6&常规疫苗的使用，以克服后者干扰免疫
监测的缺点奠定了基础。并且，多联苗的免疫策略

可以达到一针多免，简化免疫程序，减少应激和节约

成本的目的，在禽业生产与疫病控制中具有重要的

现实意义。

为方便筛选重组病毒，将大肠杆菌的#4半乳糖
苷酶（$%&T）基因与 !基因和 56基因同时插入鸡痘
病毒基因组复制非必需区内，重组病毒在细胞内表

达的#4半乳糖苷酶可与外加底物 U4G-=发生化学反
应，生成蓝色产物，使重组病毒蚀斑呈蓝色而易于筛

选和纯化。由于带有各自独立启动子的 E个基因表
达盒同时插入鸡痘病毒的一个非必需区内，为克服

多个启动子之间可能存在的干扰现象［C%，CE］，在构建

转移载体时，使分别调控 !基因和 56基因的早晚
期启动子 2HBV和 2; 串联连接但背向启动转录；在 !
基因终止密码子（IG6）后引入痘病毒早期启动子所
能识别的转录终止信号（IIIIIII）［CJ］，以屏蔽顺向
插在 !基因下游的 $%&T报告基因转录时受上游基
因转录的干扰。通过对所插入基因转录方向的调

整，以 $%&T基因为筛选标记获取的重组病毒经间接
免疫荧光试验检测，结果显示，!基因和 56基因均
能够在重组病毒中得到正确表达。这为利用鸡痘病

毒同时表达多个外源基因来生产多价或多联重组活

载体疫苗的研究做了有益的探索。

外源基因能否在鸡痘病毒中高效表达很大程度

上取决于上游启动子的强弱。本实验构建的重组鸡

痘病毒基因组中，调控 !基因转录的早晚期启动子
2HBV是目前所有禽痘病毒自身启动子中表达效率较

高的启动子，而调控 56基因的启动子 2; 是由本实

验室人工合成，其表达效率是目前在构建重组痘病

PO%E 期 韦栋平等：共表达新城疫病毒 !基因和 5P亚型禽流感病毒 56基因的重组鸡痘病毒



毒中广泛使用的痘苗病毒早晚期启动子 !"#$ 的 %
倍以上［$］。通过使用强启动子调控抗原基因来增加

表达量，在提高疫苗免疫效果的同时，可以减少重组

病毒的使用剂量以降低基因工程活载体疫苗的生产

成本，促进重组鸡痘病毒疫苗在禽病控制中的推广

运用。在后续研究中我们将对重组病毒的免疫效力

进行评价。
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