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禽腺病毒江苏株（!"）复制非必需片段的确定
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摘 要：利用 EFG 方法从一株!群禽腺病毒的分离物（H0&I6*J）中扩增出其基因组的两个末端 K 片段和 L 片段、IMG
片段，并分别克隆进 NO4P6M -8D< 载体，然后将 K 片段、L 片段和 IMG 片段同时克隆进 NQF 粘粒载体中，获得质粒

NQF6H0&I6L6IMG6K，再在该克隆片段中插入增强型绿色荧光蛋白（-OHE）基因，获得转移质粒载体 NH0&I6-OHE。将

NH0&I6-OHE 转染已被该野生型!群禽腺病毒分离物感染了的鸡胚肾细胞进行同源重组，通过无限稀释法筛选重组

病毒，结果获得了表达增强型绿色荧光蛋白的重组!群禽腺病毒 LH0&I6-OHE，证明位于基因组右末端 L 片段和 IMG
片段之间的位点为病毒复制非必需区，为禽腺病毒的重组基因工程疫苗的研究奠定了基础。

关键词：!群禽腺病毒，复制非必需片段，确定

中图分类号：R@/ 文献标识码：0 文章编号：$$$26%#$5（#$$!）$"6$#526$!

腺病毒（!"#$%&’()*，0>S）最早发现于 251" 年，

其基因组含有早期转录基因（4264!）和晚期转录基

因（K26K1），其中 4 区与病毒复制、病毒代谢调节有

关，而 4" 区是腺病毒复制非必需区，位于病毒基因

组 N"基因和纤维蛋白基因之间，在该区域插入外

源基因，不影响病毒复制而能使外源基因良好表

达［2］，此外，有研究表明，腺病毒还能够激发细胞免

疫、体液免疫和黏膜免疫。各国研究学者充分利用

了腺病毒的这些特点，目前已成功构建了一些人腺

病毒［# T !］)和动物腺病毒载体［1 T 22］并在临床上得到

了成功应用。因此，腺病毒作为载体的研究更受到

普遍的重视。

禽类腺病毒分为 " 个群，!群禽腺病毒（ +%,-
!"#$%&’()* OL’+N I，H0&I）对所有家养禽都易感，与#
群和$群禽腺病毒相比，!群禽腺病毒作为病原的

角色并不确定，但绝大多数分离物不致病［2#］；在免

疫学上，!群禽腺病毒在感染后 / 周还可使鸡重复

受到感染，诱发中和及沉淀两种抗体的二次应答，尽

管有循环抗体存在，该群病毒仍能在鸡体内复制和

排毒［2"］，因此若以该病毒为载体表达外源基因，有

可能在机体内诱发对靶基因较长时期的免疫反应。

目前 FC9’??8 等［2!］已完成了!群禽腺病毒 F4KU 病

毒全基因组的序列测定，为将该病毒发展成表达性

载体打下了基础。0,,-6ID8V-((- 等［21］和 0?C9((- 等［2%］

已通过不同的系统筛选出了 F4KU 病毒的复制非必

需片段；JC-NN8L> 等［2$］也对!群禽腺病毒 2$ 型进行

了复制非必需片段的筛选，并成功表达了 I3W& 的

&E# 基因。本研究以从鸡中分离的一株!群禽腺病

毒（H0&I6*J）为材料，确定其复制非必需片段，以期

构建更能适宜家禽免疫的可复制性病毒活载体，研

制基因工程疫苗，将为禽类重要传染病的控制发挥

重要作用。

# 材料和方法

#$# 材料

H0&I 江苏分离株（H0&I6*J）由作者 分 离 鉴 定

（另文发表）；JEH 鸡胚种蛋购自山东无特定病原鸡

实验种鸡场。细菌培养所用的胰蛋白胨和酵母提取

物为 UXUIW 公司产品；鸡胚肾细胞（F4Y）生长所需

的基础培养基 WP4P 购自 O9V?’ 公司，新生牛血清

为兰州民海生物工程公司产品。NQF 粘粒载体和宿

主菌 WQ1%由 本 室 保 存。NO4P6M -8D< 载 体 和 M!
W.0 连接酶购自 EL’7-Z8 公司；./0 酶购自上海生

工生物工程服务有限公司；限制性内切酶 12%G!、

3/-!、4%5!、36#!、78/!等购自 M8Y8G8 公司；琼

脂糖凝胶回收试剂盒、质粒纯化试剂盒、转染试剂

K9N’[-?\9, 均为 O9V?’ 公司产品。其它试剂均为国产

或进口分析纯试剂。

#$% 方法

#$%$# H0&I6*J 的扩增和病毒 W.0 的提取：将病毒

原液进行 2$$ 倍稀释后接种 5 日龄 JEH 鸡胚，"@]
孵化 %> 后取尿囊液，做适当处理后负染，观察病毒



形态，然后取尿囊液用蛋白酶 ! 消化，参照文 献

［"#］提取病毒基因组 $%& 备用。

!"#"# 引物设计：根据已发表的 ’&() 病毒全基因

组序 列，设 计 了 * 对 引 物，它 们 分 别 是 +,"：-./
000010011010&20&202&2&&2&&112/*.；+,3：-./
000212&0&121&1/010&1&20&120212/*.；+4"：-./
010212&0&11&0&&11&221221&0110/*.；+43：-./
0100&&22102&1100&12022020100&/*.； +)25"：

-./0100&&221&1&1&100&1&&1221&&&0/*；+)253：

-./0100210&10&20&202&2&&2&&1121/*.。分别扩

增!群禽腺病毒基因组左末端 , 片段、右末端 4 片

段和右 )25 片段。上述引物均由 26!656 公司合成。

!"#"$ +15 扩增：取 78""9 的病毒 $%& 进行 +15
扩增，采用 -7", 的 +15 体系：$%& 78""9，"7 : +15
;<==>4 -",，3-??@AB, C91A3 *",，"7??@AB, D%2+ "",，

上游引物和下游引物各 3-E?@A，!"# 酶 78-F，加灭

菌超纯水至 -7",，并按以下程序进行：GHI -?JK；

GHI "?JK，-LI "?JK，#3I 3?JK，*7 个 循 环；#3I
"7?JK，HI保存。

!"#"% +15 产物的回收、连接和测序：将 +15 产物

通过 78MN琼脂糖凝胶电泳，切下目的片段，并用琼

脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化，取回收产物按 * O "
的比例与 E0PC/2 >6QR 载体于 HI连接 MS 以上，转

化 $T-#感受态细菌，通过 U/06A 板筛选白斑，酶切

鉴定，* 个 片 段 的 阳 性 质 粒 E0PC/2/,、E0PC/2/4、
E0PC/2/)25 用于下一步的克隆并送上海生工生物

工程技术服务有限公司测序。

!"#"& 含 >0’+ 基因 ’&()/VW 转移质粒载体的构

建：首先将 E0PC/2/4 用 $%&5!、’()!酶切，回收

3X; 的 4 片段，克隆进已用相应酶酶切的 ET1 载体

中，然后再将 E0PC/2/)25 中的 )25 片段以 $%&5!、

’"*!插入到已含有 4 片段的 ET1/’&()/4 载体中，获

得载体 ET1/’&()/4/)25，在该载体的 $%&5!位点插

入含 1C( 启动子和 W(H7 E@AR& 的 >0’+ 表达盒，获

得含有报告基因的 ET1/’&()/4/)25/>0’+ 质粒载体，

为了利于细胞内的同源重组，最后还在 ET1/’&()/4/
)25/>0’+ 插入 ’&()/VW 的 , 片段，获得的转移质粒

载体命名为 E’&()/>0’+。

!"#"’ 含 >0’+ 基因 ’&()/VW 转移质粒载体的转

染：在 L7?? 培养皿中培养原代 1P! 至形成 M7N单

层，以 "77 个 21)$-7YZ/’&()/VW 感染 1P!，*#I作用

3S；同时在 3 个 PEE>KD@4= 管中各加入 "77", 无血清

的 $CPC，然后分别加入 # [ M", ,JE@=>\ZJK 和 "8- [
H"9 的 E’&()/>0’+ 质粒 $%&，置室温 H-?JK，将 3 管

混合，室温作用 "-?JK，加入 M77", 无血清的 $CPC，

轻轻将此转染混合液转移到已感染 ’&()/VW 的 1P!
上，在 *#I，-N 1]3 作用 LS，吸去转染液，加入含

MN小牛血清的 $CPC，*#I培养 3 [ *D，每天观察荧

光直至出现重组病毒荧光斑。

!"#"( 含 >0’+ 基因重组 ’&()/VW 的筛选和传代：

在出现荧光的培养皿中覆盖营养琼脂，待琼脂凝固

后翻转培养皿，*#I、-N 1]3 继续培养 3H [ HMS。

将细胞核中出现荧光的细胞及细胞集落在荧光显微

镜下作好标记，然后用吸管将其吸出，置于 "?, 细

胞培养维持液中，冻融 * 次后，取上清，以不同的稀

释倍数感染 3H 孔细胞培养板上的 1P!，待出现荧光

后，再进行荧光挑斑。

# 结果

#"! )*+,-./ 在尿囊液中的繁殖

尿囊液经过适当处理后，进行负染，在电镜下看

到了腺病毒样颗粒，证实 ’&()/VW 在鸡胚中有效扩

增（另文发表）。

#"# 012 结果

按上述 +15 引物和扩增条件，均扩增出了相应

的目的片段，即 3X; 的 , 片段，3X; 的 4 片段和 "8-X;
的 )25 片段，与预期的目的片段大小相符（图 "）。

图 ! （*）)*+,-./ 左末端片段的扩增结果电泳图；（3）)*+,-./ 右末端片段的扩增结果电泳图；

（1）)*+,-./ 右末端含 ,42 片段的扩增结果电泳图

’J9^" （&）+15 4>Q<AZ @= A>=Z Z>4?JK6A @= ’&()/VW；（_）+15 4>Q<AZ @= 4J9SZ Z>4?JK6A @= ’&()/VW；（1）+15 4>Q<AZ @= )25 Z>4?JK6A @= ’&()/VW
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将上述 !"# 产物克隆进 $%&’() *+,- 载体，酶

切鉴定证实获得 $%&’()(.、$%&’()(/、$%&’()(0)#
1 种阳性克隆，送上海生工生物工程技术服务有限

公司测序，将所获得的 1 个片段与 %*23+24 上发表

的 "&.5 病毒全基因组的相应序列比较，结果各片

段间均显示高度同源性，仅部分碱基发生改变。

!"# 含 $%&’ 基因 &()*+,- 转移质粒载体的构建

通过 !"##!、$%&!、$’(!、)#*!等酶切鉴定，

证实 . 片段、/ 片段和 0)# 片段均已成功克隆到 $6"
粘粒载体中，其中 . 片段和 0)# 片段中 0)# 的方向

与它们在基因组中的方向一样，在 / 片段和 0)# 片

段之间的缺失部分插入了含有 "’7 启动子和 879:
$;<-= 的 *%>! 基 因，获 得 了 转 移 质 粒 载 体

$>=70(*%>!。

!". 含 $%&’ 基因重组 &()*+,- 的构建和纯化

含有 .?$;@*AB?2 的转染混合物在 "&C 上作用 DE
后换上细胞生长液，1E 后即能观察到荧光蛋白的表

达（图 F(=）。经荧光斑的筛选纯化，获得了较纯的

含有 *%>! 的重组!群禽腺病毒 />=70(*%>!，所获得

的重组病毒荧光斑如图 F(3、" 所示。随着病毒的纯

化，该病毒荧光斑更加明显。

图 ! （(）/&()*+$%&’ 转染 012；（3）第二代 4&()*+
$%&’ 病毒在鸡胚肾细胞上的荧光；（0）第四代 4&()*+$%+
&’ 病毒在鸡胚肾细胞上的荧光

>?GH F （=）"&C I+, B/+2,@*AB*J K- $>=70(*%>!；（3）)E* ,*A;2J $+,(

,+G* ;@ />=70(*%>! ?2 "&C；（"）)E* @;/BE $+,,+G* ;@ />=70(*%>! ?2

"&C

# 讨论

本研究利用插入 >=70(L8 核酸片段的转移质粒

载体和野生病毒在鸡胚肾细胞内的同源重组，以增

强绿色荧光蛋白基因（*%>!）为报告基因，直接通过

荧光显微镜进行观察，最终确定了 >=70(L8 的复制

非必需片段，并通过荧光斑的纯化，获得表达 *%>!
的重组禽腺病毒，证实，本研究所缺失的 FMD4K 的片

段为该禽 0 型腺病毒（>=7(L8）复制非必需区之一，

是否还存在其他非必需区则有待于进一步的研究。

该研究结果将为利用该病毒表达重要疫病的保护性

抗原基因，研制基因工程疫苗奠定了基础。

目前构建重组腺病毒载体的方法主要有两种，

即体外直接连接（N?/*AB <?G+B?;2 +, -+*.#）或体内同源

重组（ /, -+-# E;O;<;G;P, /*A;OK?2+B?;2）。但这些方法

均需在体外操作病毒基因组，难度较高。本研究则

在这些方法的基础上，利用野生病毒先感染细胞，然

后再转入转移质粒载体，使带有同源序列的片段在

细胞内进行同源重组，获得重组病毒，避免将病毒基

因组在体外操作时碰到的困难。

腺病毒 NQ= 复制起始于 NQ= 分子的 RS端，呈

单向复制，当复制形成子代 J,NQ= 后，被置换出的

另一条亲代 NQ= 单链通过末端重复序列互补产生

锅柄样环形分子，并能够以此作为模板进一步合成

出 另 一 条 子 代 NQ= 链，并 由 二 者 互 补 形 成

J,NQ=［TU］。为了便于细胞内同源重组，我们利用了

腺病毒 NQ= 复制的这一特点，将 !"# 扩增出的 >=(
70(L8 基因组两末端连起来，使其形成一个病毒基因

组的简缩体，在细胞内利用这两个末端启动同源重

组，带动外源片段插入病毒基因组中相应位点，随基

因组进行复制。

人腺病毒的 &1 区位于病毒基因组 $"基因和

纤维蛋白基因之间，是病毒复制的非必需区，但其编

码产物在病毒逃逸机体免疫监视，确保病毒高效复

制和病毒粒子释放方面具有重要的作用。但禽类腺

病毒 &1 区功能明显减少甚至缺失 &1 区［TV］。8P,+2(
2+ 等［T9］的测序结果表明，>=70 中 "&.5 病毒没有明

显的 &1 区，与人类 =J &1 区相应的区域只有 F1:K$，

而其所含有的 F 个阅读框所编码的蛋白质与鼠的和

其它 &1 区没有同源性，因此，"&.5 病毒的 &1 区不

位于 $"基因和纤维蛋白基因之间。=22*(0,+K*<<*
等［TR］和 =AE?<<* 等［TD］的研究结果证实，在 "&.5 病毒

基因组右末端缺失 9::DR W 91DURK$ 的 1D::K$ 的片

段不影响病毒在 .’6 细胞系和鸡胚上的复制，这一

片段所编码的蛋白质有可能参与了病毒对宿主免疫

反应的逃逸与调节。因此缺失这一区域的重组病毒

在体内的复制如何，还有待于进一步的研究，但这一

区域仍然是 "&.5 病毒基因组承载外源基因最好的

区域，此外，8E*$$+/J 等［T:］对!群禽腺病毒 T: 型的

研究也表明，在基因组的右末端存在着一个病毒复

制非必需区，因此在我们所构建的转移质粒载体中，

参照了 "&.5 病毒和 T: 型病毒的研究结果，外源基

因插入了与其相应的区域，在满足一般性的需要外，

我们缩小了缺失的区域，把右末端的 TTVK$ 的 0)#
区向左推进到 TMR4K，这将有利于鸡胚肾细胞内的

同源重组。
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