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共表达禽流感病毒 !"和 #"基因重组禽痘病毒的遗传稳定性
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摘 要：将表达禽流感病毒 E" E4及 0% 04基因的重组禽痘病毒 /9F&6E4604连续传代至 #"代，取第 "、%"及 #"代
重组病毒作为受检代次，进行外源基因的 FGH扩增与测序，同时比较这 3个代次重组禽痘病毒的免疫效力。结果
对各代次重组病毒 I04的模板进行 FGH扩增，均能够获得 E4和 04两个目的片段；经测序证明两个外源基因在
细胞传代过程中没有发生氨基酸水平的改变。动物试验结果表明，该重组病毒的毒力在细胞传代过程中没有发生

变化，接种试验鸡后在鸡体内能够检测到外源基因的存在，各免疫组在免疫 #周后的抗体效价平均为 2J"(’K#，完全

抵抗了高致病力禽流感病毒的攻击。以上结果表明此重组病毒具有较好的遗传稳定性，经过 #"代的传代后，所插
入的外源基因及其表达产物的免疫原性未见变化，重组病毒的免疫效力相当稳定。

关键词：禽流感，重组禽痘病毒，遗传稳定性

中图分类号：L7" 文献标识码：4 文章编号：$$$%62#$8（#$$!）$"6$2126$3

禽流感（4M>:@ N@O(P.@Q:，4N）是由 4型流感病毒引起的一
种禽类的感染和R或疾病综合征，给养禽业尤其是养鸡业造
成严重的经济损失。目前预防 4N的疫苗主要是全病毒油乳
剂灭活疫苗，但这一途径生产的疫苗成本高，疫苗应用后会

严重影响现有条件下的禽流感疫情监测；痘病毒（包括鸡痘

病毒）作为较为成熟的重组病毒疫苗载体已成功地用于多种

病原保护性抗原基因的表达，并在接种机体后显示出良好的

免疫原性［%］。

近几年来，哈尔滨兽医研究所农业部动物流感重点开放

实验室已经构建了表达 E"和 E7亚型 4N& E4基因、共表达
E" E4和 0% 04基因等多株重组禽痘病毒，并对其免疫保护
性进行了研究［#，3］，结果表明重组禽痘病毒 /9F&6E4 能够
%$$S保护免疫鸡群抵抗同一 E4亚型病毒的攻击，/9F&6E46
04免疫鸡群后能够同时诱导产生对 E"0%和 E70%病毒攻
击的保护，因而拟将重组禽痘病毒 /9F&6E4604确定为新型
基因工程疫苗研发的重点。

国际兽医局（*N<）和《兽医生物制品规程》规定，用于兽
医生物制品制造和检验用的菌（毒）种应有一定的使用代次

限制［!］，以防止疫苗株发生基因突变而导致毒力返强等生物

学特征发生改变。因此本试验对此重组疫苗病毒株的遗传

稳定性进行了研究。

$ 材料和方法

$%$ 病毒
表达禽流感病毒 E" E4及 0% 04基因的重组禽痘病毒

/9F&6E4604由哈尔滨兽医研究所农业部动物流感重点开放
实验室构建；攻毒用高致病力禽流感毒株 4RT’’U.RTP:@K6
V’@KR%R82（E"0%）由本实验室保存。
$%& 重组病毒的传代
重组禽痘病毒在 WF9鸡胚成纤维细胞（G<9）上扩增，3 X

!V收获，连续传代至 #"代，取 "、%"、#"代次的重组病毒进行
效价测定后备用。

$%’ 目的基因的 ()*扩增
用 FYW吹下感染 3个代次重组禽痘病毒的细胞单层，以

WIW6蛋白酶 Z法提取病毒 I04，分别进行 E4和 04基因的
FGH反应。FGH 所用的引物为：E4 上游引物 "[644445T6
T4T4T4454T5TG5563[，下游引物 "[6G54G445G5T44G5G446
5444563[；04 上游引物 "[6TT4T555G45545T445GG4445G6
3[，下游引物 "[6455T4G44T54T5GGG54G55T5G63[。反应条
件：8!\ "=>@；8!\ %=>@，"#\ $J"=>@，7#\ %J"=>@，3" 个循
环；7#\ %$=>@。
$%+ 基因克隆和序列分析
将 FGH产物回收纯化，克隆到 ]^I%165 &.+,’/载体上，

采用双脱氧链终止法进行测序。将所测得 3 个代次的 E4
及 04基因序列分别进行比较分析。
$%, 动物试验
$%,%$ WF9鸡：由哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供，实
验期间饲养于禽病感染实验室的负压隔离器内。

$%,%& 重组病毒疫苗的毒力稳定性：将以上 3 个代次的重
组禽痘病毒按一个免疫剂量接种 !周龄 WF9鸡，免疫后 "V



采集接种部位肿胀的皮肤及邻近组织，制备成匀浆液，加入

青霉素和链霉素各 !"""单位后接种于 #$%细胞进行病毒毒
价测定。

!"#"$ 重组病毒外源基因在接种鸡体内的检测：按照 !&’&(
中叙述的方法制备组织匀浆液，接种 !" 日龄 )*%鸡胚绒毛
尿囊膜，+,后收集绒毛尿囊膜，提取禽痘病毒基因组 -./，
*#0方法检测 1/、./基因。
!"#"% 重组病毒疫苗的免疫效力：将以上 + 个代次的重组
病毒按一个免疫剂量经翅膀刺种接种 2周龄 )*%鸡，免疫后
!、(、+周检测 13抗体，+周时用高致病力禽流感病毒 1’.!
进行攻击。

& 结果

&"! ’(和 )(基因的 *+,检测
以 +个代次重组禽痘病毒的核酸作为模板进行 *#0反

应，分别扩增出两条特异性条带，大小依次约为 !&456 和
!&256，表明各代次重组病毒中包含有所插入的两个外源基
因（图 !）。

图 ! -.*/0’(0)(重组病毒中外源基因的 *+,扩增
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&"& 各代次重组病毒基因序列比较
+个代次的重组禽痘病毒的外源插入基因的序列经过

比较后发现：经过 (’代的传代，外源基因片段没有发生碱基
变化。

&"$ 重组病毒疫苗接种鸡体后毒力稳定性试验
结果将上述匀浆液接种 #$%细胞上后，均产生了明显

的细胞病变（#*$），所测得的蚀斑形成单位（*%M）与原代重
组病毒相比，没有出现毒力增强现象。

&"% 重组病毒疫苗外源基因在鸡体内的检测
取匀浆液接种鸡胚的绒毛尿囊膜，+,后形成了白色隆

起的大型痘斑。从收集的绒毛尿囊膜中提取禽痘病毒基因

组 -./，*#0方法扩增得到大小分别为 !&456和 !&256 的两
条带（图 (），表明重组病毒可以在鸡体内稳定地复制所包含
的 1/和 ./基因。

图 & ’(、)(基因 *+,检测结果
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&"# 不同代次的重组禽痘病毒疫苗免疫效力的比较
第 ’、!’及 (’代次的禽流感重组禽痘病毒疫苗免疫后，

从第 !周即检测到 13抗体，免疫鸡在攻毒后无一发病和死
亡，均能够完全抵抗 1’.!病毒的攻击（表 !）。表明不同代
次的重组禽痘疫病毒疫苗对免疫鸡的保护效果没有发生改

变，均可以诱导产生较高水平的 13抗体，证明插入的外源基
因能够在病毒的长期传代过程中稳定地遗传并表达出重组

1/和 ./蛋白，刺激机体产生针对禽流感病毒的免疫反应。

表 ! 不同代次重组禽痘病毒疫苗的免疫效力
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!’ +&"( T&’’ T&’+ "F!" "F!" !""

(’ (&’! T&(’ T&’V "F!" "F!" !""

$ 讨论

对于重组疫苗而言，体外或体内的传代均有可能导致外

源基因的突变，严重的发生移码突变，使得外源基因不表

达［’］。本研究通过外源基因克隆和测序、毒力测定及免疫效

力评价对重组禽痘病毒 A%*BC1/C./的遗传稳定性进行了检
测，结果第 ’、!’及 (’代重组病毒在连续的细胞传代过程中，
所插入的外源基因没有出现变异；重组病毒毒力相当稳定，

接种试验鸡后，可在鸡体内检测到 1/和 ./基因的存在，并

能够诱导产生良好的免疫效力。进一步表明该重组病毒所

插入的外源基因能在长期传代过程中稳定地遗传并表达重

组 1/和 ./蛋白，刺激机体产生针对禽流感病毒的免疫反
应，鸡群使用重组疫苗不会有免疫失败的安全隐患。

P::等［T］在对脊髓灰质炎病毒载体的研究中发现，重组
病毒的遗传稳定性与插入片段的大小无相关性，在遗传上较

为稳定的重组体往往会观察到 WF#的含量较高。在本研究
中，我们对第 ’代重组病毒外源基因序列与最初克隆得到的
禽流感病毒基因序列比较发现，1/基因发生了如下的变化：

4UT’ 期 乔传玲等：共表达禽流感病毒 1/和 ./基因重组禽痘病毒的遗传稳定性



!"#位的 $!%，&’()位的 *!+，并且这些变异均未导致氨基
酸的改变，这一结果表明重组病毒为保持自身的稳定而使得

外源基因发生了一定的改变，以达到 %,+的含量相对提高。
总之，本实验室所获得的表达禽流感病毒 -$及 .$基

因重组禽痘病毒在基因水平及免疫效力两个方面证明具有

良好的遗传稳定性，经过 #’代传代后的病毒仍可作为疫苗
生产用种子。
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