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含有禽网状内皮组织增生病病毒基因组片段的

天然重组禽痘病毒的研究

丁家波 崔治中" 于立娟 孙淑红 姜世金
（山东农业大学动物科技学院 泰安 #D%$%5）

摘 要：将国内 " 个不同生产厂家来源的禽痘弱毒疫苗株和 % 株禽痘野毒株在鸡胚成纤维细胞（1;7）上连续传 "
代，用禽网状内皮组织增生病病毒（!"#$%&’(")*(#+"’$(,$, -$.&,，H;&）特异性的单克隆抗体进行间接免疫荧光试验（I<6
<?C’J(?’/.A+.C+. 8AA8K，I7L），均检测不到传染性 H;&。但以 3 株禽痘病毒（7M&）感染的第 # 代和第 " 代细胞基因组

提取物为模板，通过 M1H 均能扩增出 H;& 的长末端重复序列（N4H）和囊膜蛋白（ ")-）基因片段。用特异性核酸探

针作分子斑点杂交（O’, -(’,），结果显示所扩增的 M1H 条带为特异的 H;&6N4H 和 H;&6 ")- 基因片段。实验结果表

明，国内的一些痘病毒疫苗和野毒株基因组中，已稳定地整合进了 H;& 的基因组成分。
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禽 网 状 内 皮 组 织 增 生 病 病 毒（ !"#$%&’(")/
*(#+"’$(,$, -$.&,，H;&）有别于禽淋巴白血病病毒（0-$/
1) ’"&2(,$, -$.&,，LN&），能引起肿瘤和免疫抑制的 1
型反转录病毒［%，#］，其基因序列的同源性与哺乳动

物的反转录病毒很接近［2 Q 3］。当多种病毒持续感染

同一只鸡时，病毒的基因会发生相互作用［D］，人们已

从共感染禽痘病毒（3(4’ 5(6 -$.&,，7M&）和马立克氏

病病毒（ 71."2’, *$,"1," -$.&,，RO&）的鸡体内分离

出含有 7M& 基因同源序列的 RO&［5］。而像 H;& 这

类禽反转录病毒基因成分整合进 RO& 基因组的现

象更为常见［: Q %#］。近年来，国外已有越来越多的关

于 H;& 污染禽痘疫苗及 H;& 基因片段整合进 7M&
基因组中的报道［%2 Q %3］。进一步研究发现，当有完整

H;& 前病毒基因组整合到 7M& 基因组中时，对临床

上会造成潜在的危害［%D］，而且用这种病毒的基因组

O0L 转染鸡胚成纤维细胞时，能够检测到传染性

H;& 的形成［%!］。种种研究表明，H;& 的基因片段甚

至完整的基因组整合在痘病毒基因组中的现象是普

遍的，其可能带来的危害也应得到重视。

但到目前为止，尚未见有关我国禽痘疫苗毒和

野毒株中 H;& 的污染和基因整合的报道。为了解

我国这方面的情况，我们收集了来自全国 " 个不同

省份不同生产厂家的禽痘冻干疫苗和本实验室分离

的一株禽痘野毒，通过 M1H、核酸杂交和 I7L 的方

法，证实了在我国禽痘疫苗株和野毒株基因组中，存

在 H;& 基因片段的整合。这是对国内 7M& 基因组

中整合进 H;& 基因组成分的首次报道。

! 材料和方法

!"! 毒株和细胞

从市场上购买的 " 支禽痘疫苗分别是由江苏、

北京、山东、浙江、辽宁等地厂家生产的冻干产品，已

在 !S下保存数月，本研究中分别表示为 L、T、1、O、

; 样品；% 株禽痘病毒野毒（UO64LV#$$2）从山东某爆

发禽痘的鸡场分离到。取临床上典型发病鸡的鸡

痘，碾 碎 后 加 入 含 %$$$WV<N 双 抗 的 生 理 盐 水 于

2DS孵育 %G，离心，取上清接种 : Q %% 日龄的 UM7 鸡

胚尿囊腔，2 Q !B 后收获鸡胚尿囊液。将收获的尿

囊液稀释 %$$ 倍，取 $X#<N 接种到适龄鸡胚，并以此

连续传代到鸡胚绒毛尿囊膜上直至 7M& 特异的痘

斑出现。经 UM7 鸡胚连传 2 代后冻存。用于制备鸡

胚成纤维细胞的 UM7 鸡胚购自济南斯帕法斯公司。

!"# 材料和试剂

M1H Y=, 购于 48Y8H8 公司；O0L O=E’9=E.C=C 标

记和检测试剂盒购自 H’+G. 公司；H;& 前病毒全基

因组克隆质粒 ZT%$%［%5］由美国 18A. [.A,./C WC=\./A=6



!" 医学院 #$% &’() 惠赠；*+, 特异的单克隆抗体

--.--/［-0］由本实验室保存。12* 引物合成和 12*
产物的序列测定由上海 34()5( 公司完成。

!"# 原始冻干疫苗产品中病毒基因组 $%& 的提取

将收集的市售禽痘弱毒苗用 677!8 - 9 1.3 稀

释后，取 -77!8 悬液按常规方法提取核酸。简略步

骤如下：每样品加入 :77!8 的组织消化液和蛋白酶

&（-77!);<8），6=>消化 =? 以上。用苯酚和氯仿分

别抽提两遍后，用 = 倍体积的无水乙醇沉淀核酸，最

后溶解于含 *@A 酶的 B+ 缓冲液中。

!"’ 病毒在 ()* 中的传代和 $%& 的提取

每瓶冻干疫苗用 6<8 - 9 1.3 稀释后，小滤器过

滤，取 -<8 的滤液接种到已长满约 C7D的鸡胚成纤

维细胞（2+E）单层上，间隔 F G :H 后取上清接种到

另一瓶新鲜的 2+E 细胞上。按此法传至出现细胞

病变时收获细胞。将收集的细胞消化，抽提，最后用

乙醇沉淀 #@A，溶解于含足量 *@A 酶的 B+ 缓冲液

中。取接种了野毒株的鸡胚尿囊液 7I6<8 到细胞

上，按同样的方法传代。

!"+ ,(- 和 ./012,(- 扩增 -)3 45- 序列和 !"#
基因片段

分别用痘病毒冻干疫苗核酸提取物和病毒感染

细胞的核酸提取物为模板，参照文献［=7，=-］，设计

两对引物分别用于扩增 *+, 的 8B* 和 !"# 基因片

段，同时设计这两对引物的 (JK!L12* 引物。: 对引

物的序列见表 -。12* 反应程序：06> :<M(；06>
F7K，6:> F7K，C=> F7K，=/ 个循环；C=> -7<M(。12*
产物经 7I/D的琼脂糖凝胶电泳观察。

表 ! 用于扩增 -)3245- 和 -)32 !"# 基因片段的 ,(- 和 ./012,(- 引物

B4NOJ - 1$M<J$K P5$ 8B* 4(H !"# )J(J P$4)<J(!K 5P *+,

1$M<J$K 3JQ’J(RJK 15KM!M5(K M( *+, )J(5<J! E$4)<J(! KMSJK;NT

E8B*（P5$U4$H） 6VL2ABA2BWWAW22AABWWBBLFV FF6 G F6= =0F

*8B*（$JXJ$KJ） 6VLAABWBBWBA22WAAWBA2BLFV YCC G Y60

E8B*L(JK!（P5$U4$H） 6VLWBAAAWWW2AWABW2BALFV F6F G FY0 =Y7

*8B*L(JK!（$JXJ$KJ） 6VLBA2BA2WWABB2AWB22LFV YYF G Y:Y

E!"#（P5$U4$H） 6VLAW2BAWW2B2WBABWAALFV Y67: G Y6=7 :F/

*!"#（$JXJ$KJ） 6VLBABBWA22AWWBWWWBBWLFV Y0:7 G Y0=F

E!"#L(JK!（P5$U4$H） 6VLABWAAWA2WWW22BAALFV Y6-6 G Y6F- :7=

*!"#L(JK!（$JXJ$KJ） 6VLAAAWWWWAWW2BAAWALFV Y0-Y G Y0-7

!吉 荣 %禽网状内皮增生症病毒分子生物学特性的研究 %硕士论文 %扬州，扬州大学运行医学系，=77=%

!"6 45- 和 !"# 基因探针的标记及对样品的检测

以表 - 中的 E8B*、*8B* 以及 E!"#、*!"# 为引

物，以 T.-7- 质粒 #@A 为模板，扩 增 *+,L8B* 和

*+,L !"# 基因片段。*+,L8B* 和 *+,L !"# 12* 产物

经测序验证无误后，作为标记用的探针 #@A。各取

=!)，按 #M)5ZM)J(M( #@A 标记说明书对 8B* 和 !"# 基

因片段进行标记。将定量过的 8B* 和 !"# 基因 12*
产物递度稀释，用标记好的探针进行斑点杂交实验，

验证探针的灵敏性为 -7T)（显色 -7?）。取冻干疫苗

产品和野毒及细胞核酸抽提物 -!8，点样于硝酸纤

维素 膜 上，经 变 性、中 和、固 定 后，用 *+,L8B* 和

*+,L !"# 探针进行杂交。对 -I6 中获得的 12* 产物

也按同样的方法，用分子杂交进行特异性检测。

!"7 禽痘疫苗株和禽痘病毒野毒株中传染性 -)3
的检测

禽痘 病 毒 疫 苗 株 和 分 离 野 毒 株 感 染 2+E 后

-/?，用 7I=6D的胰蛋白酶将细胞单层消化成细胞悬

液，再重新接种于预先放入盖玻片的 Y7<< 瓶皿中，

维持 :H 后，取出盖玻片。用针对 *+, 的单克隆抗

体 --.--/ 做间接免疫荧光试验（[<<’(5PO’5$JKRJ(RJ
4KK4"，[EA），检测有无传染性 *+, 的存在。将接种

了病毒的细胞上清连传至第 6 代时，用同法检测

*+,。

8 结果

8"! *,3 野毒株感染鸡胚尿囊液和 *,3 疫苗产品

中 -)3 基因组的检测

用特异性核酸探针检测禽痘冻干疫苗核酸提取

物时，A、.、2、#、+ 6 个样品的 *+,L8B* 和 *+,L !"#
全为阴性。但 E1, 野毒株 3#LBA;=77F 接种鸡胚的

尿囊液核酸提取物中 *+,L8B* 呈弱阳性，而 *+,L
!"# 仍呈阴性。以 6 支疫苗产品直接提取的 #@A 为
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模板，经 !"# 扩增后，电泳观察到 $、%、" 和 & ’ 个

样品出现微弱的相当于 #&()*+# 大小的条带，, 样

品为阴性（图 -)$）。. 个样品的 !"# 基因 !"# 均为

阴性。以这 . 个样品的 *+# 和 !"# 基因的 !"# 产物

作为模板，用相应的 /012)!"# 引物（表 -）进行同一

程序 的 !"# 反 应，结 果 所 有 样 品 的 #&()*+# 和

#&()!"# 基因均为强阳性。以野毒株尿囊液核酸提

取物为模板，!"# 循环后，得到清晰的 #&()*+# 和

#&() !"# 基因片段。这些 !"# 产物不仅在电泳中大

小符合，其特异性也为特异性核酸探针作分子斑点

杂交得以验证（图 -)$，-)%，表 3）。

图 ! 以 " 个 #$% 疫苗产品核酸提取物和 ! 个野毒株鸡

胚尿囊液核酸提取物中 &’%()*& 和 &’%( !"# 扩增产物

电泳图

4567- !"# 8/9 /012)!"# :;< #&()*+# 8/9 #&() !"# 60/0 :<86=0/21

:<;= 2>0 ,?$ 0@2<8A209 :<;= . B8AA5/0 12<85/ 8/9 8 :50C9 12<85/ :<;= 0=)

D<E; 8CC8/2;5A C5FG59

$7 !"# H<;9GA21 ;: *+# 8/9 !"# 60/0 :<86=0/217 - I .J*+# !"# H<;9)

GA21 ;: . 4!( B8AA5/0 12<85/ 18=HC01（3KLDH）；MJ*+# !"# H<;9GA2 ;:

2>0 :50C9 12<85/ 18=HC0；NJO8<P0< 3QQQ；RJ !"# 60/0 :<86=0/2 8=HC5:509

:<;= 2>0 :50C9 12<85/ 18=HC07 $"# 60/0 :<86=0/21 ;: 2>0 . B8AA5/0 12<85/1

S0<0 !"# /06825B0（H5A2G<01 /;2 1>;S/）7 %7 /012)!"# H<;9GA21 :;< *+#
（3MQDH）8/9 !"# 60/0 :<86=0/21（’Q3）;: 2>0 . 4!( 12<85/17 - I .J*+#

/012)!"# H<;9GA21 :;< *+#；MJO8<P0< 3QQQ；N I --J?012)!"# H<;9GA21

:;< !"# 60/0 :<86=0/217

+,+ #$% 野毒株感染鸡胚尿囊液和 #$% 疫苗产品

中传染性 &’% 的检测

将 M 株 4!( 接种到放有盖玻片的平皿中，’9 以

后，用 #&( 特异性的单克隆抗体 --%--R，经 T4$，未

检测到 #&(。将细胞连续传至第 . 代时，所有样品

中仍未能用 T4$ 检测到 #&(。结果表明，在所检测

的 4!( 疫苗株和野毒株中，无传染性 #&( 颗粒的存

在（表 3）。

表 + 不同方法对禽痘病毒疫苗株和野毒株基因组中

&’% 污染和 &’% 基因片段的检测

+8DC0 3 +>0 9020A25;/ ;: #&( A;/28=5/825;/ ;< #&()*+# 8/9 #&() !"#

60/0 :<86=0/21 5/ 2>0 18=HC01 ;: . 4!( B8AA5/0 12<85/1 8/9 - :50C9 12<85/

O02>;9 U0/0
4!( B8AA5/0
CE;H>5C5V09

4!( B8AA5/0 12<85/1
H<;H868209 5/ "&4

$ % " , & $ % " , &

450C9
12<85/

,;2 DC;2 *+# W W W W W X X X X X X
!"# W W W W W X X X X X W

!"# *+# X X X W X X X X X X X
!"# W W W W W X X X X X X

/012)!"# *+# X X X X X
!"# X X X X X

#08A25;/ 2; O8D--%--R
;: #&( 5/ T4$ W W W W W W W W W W W

W 7 ?06825B0；X 7 !;1525B07

+,- #$% 野毒株和疫苗株传代细胞中 &’% 基因组

的检测

疫苗病毒经细胞传至第 3 代后，出现明显的细

胞病变，细胞变圆，变亮，折光加强。以第 3 代和第

. 代的细胞核酸提取物作为模板，经 !"# 扩增后，所

有 M 个样品的 #&( W *+# 和 #&( W !"# 全部为阳性

（图 3，表 3），在用 #&( W *+# 和 #&( W !"# 特异性核

酸探针作斑点分子杂交时，也均为阳性。所有 M 株

4!( 感染的细胞核酸提取物在用 #&( 特异性探针

作分子杂交时，全部呈现阳性（图 L）。

图 + 以 . 株 #$% 感染细胞的核酸提取物为模板的 &’%
/ )*& 和 &’%/ !"# 扩增产物电泳图

45673 !"# :;< #&()*+# 8/9 #&() !"# 60/0 :<86=0/21 :<;= 2>0 ,?$

0@2<8A209 :<;= 2>0 "&4 A0CC1 5/:0A209 DE 2>0 M 4!( 12<85/1 <01H0A25B0CE

- I MJ!"# H<;9GA21 ;: #&()*+#；NJO8<P0< 3QQQ；R I -LJ!"# H<;9GA21

;: #&() !"# 60/0 :<86=0/217

图 - . 株病毒感染细胞的基因组 012 与 &’% 特异性探

针的斑点杂交图

4567L ,;2 DC;2 5/ 2>0 9020A25;/ ;: *+# 8/9 !"# 60/0 :<86=0/21 :<;= 2>0

0@2<8A21 ;: M 4!( 5/:0A209 "&4 <01H0A25B0CE

$7 ,;2 DC;2 <01GC2 ;: #&()*+#；%7 ,;2 DC;2 <01GC2 ;: #&() !"# 7
“ X ”!;1525B0 A;/2<;C；“ W ”?06825B0 A;/2<;C 7
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! 讨论

近几年来，!"# 病毒基因组整合进 $%# 基因组

中的现象开始引起人们的重视［&’ ( &)］，并且认为 !"#
*+! 整合到 $%# 的现象在 ,- 年之前就很普遍［..］。

*+! 序列和 !"# 基因常用来检测 $%# 中有无

!"# 基因片段的整合［.. ( ./］。本研究通过 %0! 和核

酸杂交检测 *+! 和 !"# 基因片段，并结合间接免疫

荧光试验，对国内不同省份兽医生物制品厂生产的

$%# 疫苗进行 !"# 污染和基因组整合情况的研究

发现，所有样品 $%# 基因组中全部存在 !"# 基因成

分的整合，且临床发病的分离株，同样存在 !"# 基

因片段的整合。这一结果表明，无论是疫苗株还是

流行毒株，整合有 !"# 基因成分的 $%# 在我国已广

泛存在。然而，本研究只是检测了所有 1 个 $%# 中

的 !"#2*+! 和 !"#2 !"#。虽然国外有报道表明，在

有的 $%# 基 因 组 中 已 整 合 进 完 整 的 !"# 基 因

组［&)］，但本文所研究的 1 个 $%# 中，究竟是整合进

!"# 基因组还是基因组片段，还有待进一步分析。

对所有的样品用 %0! 或核酸杂交检测之前，我

们在处理的核酸样品中，加入足够量的 !34 酶，以

避免由于传染性（游离的）!"# 病毒颗粒中基因组

!34引起的实验结果的假阳性。%0! 和核酸杂交

显示的阳性结果，证实了 !"#2*+! 和 !"#2 !"# 基因

以 5634 的形式整合进 $%# 的基因组中。本实验起

初用 %0! 方法，从疫苗产品核酸抽提物中只能部分

（’7,）扩增出 !"#2*+! 序列，!"#2 !"# 基因 %0! 全为

阴性，这主要是由于模板量太少，当在细胞上传代增

殖后，无论用 %0! 或核酸杂交，均能显示阳性结果。

89:;< 等［)］在研究 !"# 整合到 $%# 基因组中位点时

发现，以所研究的 = 株 $%# 疫苗产品的核酸提取物

为模板时，!"#2*+! 的 %0! 结果全为阴性，而以其

它 > 株 $%# 感染的细胞核酸提取物为模板时，%0!
结果全为阳性。为了提高实验检测的精确性，我们

使用了 :?@A2%0! 的方法，非常灵敏地检测到了所有

$%# 疫苗样品中 !"#2*+! 和 !"#2 !"# 基因片段。

这是首次将 :?@A2%0! 用于 !"# 基因整合的报道，也

为我们从组织中直接检测基因整合现象提供了有益

的方法。

几年前国外就报道了 !"# 污染 $%# 疫苗的事

件［&/］，为了确定所研究的样品中有无传染性 !"# 的

污染，本研究将疫苗株和分离的野毒株在细胞上连

续传代，然后通过 !"# 特异的单克隆抗体，进行 B$4
试验，结果所有样品均呈阴性。这表明，在我们从市

场上收集到的 $%# 弱毒疫苗冻干制品中，均未检测

出传染性 !"# 存在。然而，由于所检测的疫苗制品

的保存条件和时间不详，我们无法判断新鲜的疫苗

制品中究竟有无传染性 !"#。!"# 是一种抵抗力

很弱的反转录病毒，是否由于 $%# 种毒中污染有

!"#，但在疫苗保存的过程中 !"# 已经失去传染

性，这还有待对生产厂家的种毒进行检测。值得注

意的是，!"# 如果以完整前病毒的形式整合到 $%#
基因组，会不会在接种到鸡体后的某一过程中，从

$%# 基因组中游离出来，重新形成对鸡体有致病力

!"#。病毒之间的重组对于病毒的进化和病毒毒力

的变化显然是关联的。!"# 部分和完整基因组的

整合对 $%# 到底有什么样的影响，还有待进一步的

研究。
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