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鸡痘病毒复制非必需区的选择对重组鸡痘病毒免疫效力的影响

孙 蕾 刘武杰 陈素娟 石火英 刘秀梵"

（扬州大学 农业部畜禽传染病重点开放实验室 扬州 $$"%%6）

摘 要：母源抗体的干扰是重组鸡痘病毒（7F’）活载体疫苗至今未能得到大规模推广应用的主要原因，而选择适当
的 7F’复制非必需区可能是解决这一问题的方法之一。根据已发表的美国致病株 7F’的基因组设计两对引物，用
FGH方法扩增 7F’假定复制非必需区的两个侧翼区 7F’1和 7F’$，利用此假定复制非必需区构建 7F’表达载体
IF1$JK及表达 L+1株新城疫病毒（/M’）7基因的转移载体 IF1$JK7。IF1$JK7与 $0$:!株 7F’共转染鸡胚成纤维细
胞（G:7），经数轮蓝斑筛选得到纯化的重组病毒 N7F’47KG。重组 7F’在 G:7上连续传 $%代仍具有良好的遗传稳定
性。对重组 7F’进行免疫效力试验，在 KF7鸡上，重组病毒 N7F’47KG和与之仅有复制非必需区差异的 N7F’47KO均
能抵抗 /M’强毒的攻击，提供 1%%P的保护。但在有母源抗体的商品鸡上，N7F’47KG与 N7F’47KO的免疫效力却有
显著差异，保护率分别为 1%%P和 &1E"!P，N7F’47KG的免疫效力与 /M’常规油苗相当。试验结果表明，母源抗体
对重组 7F’的免疫效力有一定的影响，而选择合适的 7F’复制非必需区是克服母源抗体并提高重组 7F’免疫效力
的有效策略之一。
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鸡痘病毒（7(R)I(9 ’<N,D，7F’）是一种具有独特
优越性和广阔应用前景的动物病毒表达载体。7F’
基因组庞大，长约 #%%ST，包括约 $"%个开放阅读框
（UH7），存在大量的复制非必需区（/(-.DD.-V<8) N.4
W<(-，/:H）可以做为外源基因的插入部位。然而，
虽然某些基因被证实是病毒在体外复制非必需的，

但它们若被缺失或因插入外源基因而失活，可能导

致病毒在体内的复制能力或免疫逃避能力下降，使

重组 7F’很容易被机体清除，无法在宿主体内发挥
持久而有效的免疫效力。研究表明，这些基因大多

是与病毒毒力、病毒免疫逃避或宿主范围相关的基

因［1 X #］。因此，有必要选择严格的复制非必需区，使

外源基因的插入尽量减少对 7F’原始性状的改变，
从而提高重组 7F’的免疫效力。
尽管 7F’载体疫苗的研究在近十几年来取得

了巨大进展，已有 /M’，YOM’，YO’，2Y’，ZM’等病原
的保护性抗原基因在 7F’中得以成功表达，但到目
前为止仍未得到大规模的推广应用。究其原因，主

要是重组 7F’疫苗的免疫效力在很大程度上受到
商品鸡所携带的母源抗体的干扰［!，"］。

本文是在我们前期构建的重组病毒 N7F’47KO

的基础上，重新筛选了一个 7F’ 复制非必需区，用
以构建新的重组病毒 N7F’47KG，N7F’47KG 与 N7F’4
7KO的差别仅在于外源基因新城疫病毒（/M’）7基
因所插入的 7F’复制非必需区不同，然后通过动物
试验来探讨 7F’复制非必需区的选择对重组 7F’
免疫效力的影响。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 毒株和质粒：$0$:! 株 7F’（疫苗株）和
7!0:0株 /M’（中国标准强毒株）购自中国兽药监察
所；L+1株鹅源 /M’ 由本室分离纯化（$%%% 年），鉴
定为 /M’ 基因 ’YYA 型流行强毒株［&］；克隆载体
IO),.DBN<IV K[（4）购自 KVN8V8W.-.公司；含 L+1株 /M’
7 基因的质粒 I37、含 FD 启动子和多克隆位点
（ZGK）的质粒 I/11K［5］、重组鸡痘病毒 N7F’47KO、
N7F’47KO所用的复制非必需区以及含 F114J8BL标记
基因表达框的质粒 I7\115"41［0］均为本室构建。
!"!"# 细胞和实验动物：KF7种蛋购自山东家禽所
KF7鸡场，鸡胚成纤维细胞（G:7）按常规方法制备。
KF7鸡自行孵化，商品蛋鸡购自无锡市某种鸡场。



!"!"# 主要试剂：!"#$ %&’( %)* +(,-./0( %’(-/’/0"12
3"0为宝灵曼公司产品；45-/26 !"#$ 7"6(."08 %)* 98:;
0(,、+< =>? @"#/:(、?#/’1:( A(. =>? 450’/B0"12 3"0、
7&A4>4+C D +’/2:E(B0"12 *(/#(20 、F;#/.、G%+A 等为
*1B$(公司产品；限制性内切酶主要为华美公司产
品；细胞培养用培养基 7HI、CHJJ及 7G+)标记的兔
抗鸡 G#A为 9"#,/公司产品。
HKL %)*扩增假定 7%M复制非必需区的侧翼区
根据已发表的美国致病株 7%M的基因组全序

列设计两对引物，用于扩增 7%M假定复制非必需区
的侧翼区 7%MH 和 7%ML。 %H 和 %L 跨幅约为
HNNIO-，即 7%MH；%P 和 %< 跨幅约为 HQRIO-，即
7%ML。LNL4<株 7%M基因组 =>?的提取参照 !"#$
%&’( %)* +(,-./0( %’(-/’/0"12 3"0 说明书进行，以其
为模板按常规方法进行 %)*，扩增 7%MH 和 7%ML。
引物合成由 +/3/*/公司完成，测序工作由联合基因
上海联众基因科技研究院完成。

!"# 载体的构建
!"#"! 7%M表达载体的构建：首先将 7%MH、7%ML克
隆入载体 -S.&(:B’"-0 93（;）（酶切位点有 !"#6!、
$%&"、’()#、’*+!"、,*-"），然后在 7%MH、7%ML
之间按一定方向插入标记基因表达框 %HH;@/BT（所
用酶切位点为 .%/"、$0*"），最后在 @/B T下游插
入末端带有 C)9 的启动子 %:（所用酶切位点为
!"#6!、,+*"），所得 7%M表达载体命名为 -%HL@9
（图 H）

图 ! 载体 $%!&’(
7"#UH +$( V(B01’ -%HL@9

!"#"& 含 TWG株 >=M 7基因的 7%M转移载体的构
建：-+7用 ’()#和 ,*)"双酶切，7基因用 ’*+!"
和 ,*) G双酶切的 -%HL@9连接，构建含 TWG株 >=M 7
基因的 7%M转移载体 -%HL@97（图 L）。
!") 重组 *%+的筛选和纯化
将质粒 -%HL@97与 LNL4< 株 7%M共转染 )47，

转染试剂为 7&A4>4+C D +’/2:E(B0"12 *(/#(20，转染及
重组病毒的筛选纯化按照转染试剂说明书和文献

［R］进行，重组 7%M命名为 ’7%M;79)。

图 & 载体 $%!&’(*
7"#UL +$( V(B01’ -%HL@97

!", 重组 *%+表达的 *蛋白的鉴定
!","! %)* 鉴定：为了验证 7 基因是否已经插入
7%M的基因组，将在 )47 上扩增的重组病毒收获，
按照 !"#$ %&’( %)* +(,-./0( %’(-/’/0"12 3"0说明书提
取重组 7%M的基因组 =>?，然后按照常规方法进行
%)*。
!","& 间接免疫荧光鉴定：将纯化的重组 7%M感染
次代 )47单层，待出现单个病毒蚀斑后用冷甲醇固
定，与 >=M多抗血清及 7G+)标记的兔抗鸡 G#A进行
免疫学反应。

!"- 重组 *%+的遗传稳定性测定
将 ’7%M;79)在 )47上连续传 LI代，取 I代、HI

代、LI代的重组病毒进行蓝斑检测和间接免疫荧光
检测。提取这 P个代次重组 7%M的基因组 =>?，按
常规方法针对 >=M 7基因进行 %)*并测序，检测外
源基因在重组 7%M传代过程中是否发生变异。
!". 重组 *%+的免疫效力试验
!"."! 9%7鸡：将 H日龄 9%7鸡随机分为 <组，每组
HI 只，Q 日龄时分别颈部皮下接种 ’7%M;79S，
’7%M;79)及 LNL4< 株 7%M，免疫剂量为 HI< %7XY羽，
同时设 >=M 油苗组。免疫后 LH6 用 HIQ 4@=QI的

7<N4N株 >=M进行滴鼻攻毒，连续观察 H<6，统计发
病和死亡情况。

!"."& 商品鸡：将 H日龄商品鸡（>=M母源 !G抗体
滴度平均为 N.1#L）随机分为 < 组，每组 LQ 只，于 H<
日龄（>=M !G抗体滴度平均为 <.1#L）接种重组 7%M
及 LNL4<株 7%M，同时设油苗组，攻毒同 9%7鸡。

& 结果

&"! %/0扩增假定 *%+复制非必需区的侧翼区
%)*产物经琼脂糖电泳，得到预期大小的 =>?

片段（图略）。测序结果进一步证明所得 =>?片段
即为目的片段 7%MH和 7%ML，且测序部分的序列与
美国致病株 7%M相应序列的同源性在 JJZ以上。
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!"! #$%载体 &$’!()和 &$’!()#的鉴定
在 !"#转移载体的构建过程中，每一个所得中

间载体和最终转移载体均经过酶切鉴定，最终获得

!"#载体 $"%&’(和 $"%&’(!（图 %，图 &）。
!"* 重组 #$%的筛选与纯化
将转染收获的病毒利用蓝斑筛选的方法在 )*!

上进行数轮纯化，最终得到纯化的重组病毒 +!"#,
!()。同时表明外源基因的插入并未影响 !"#的复
制，证明我们假定的 !"#复制非必需区即为 !"#的
复制非必需区。

图 * 重组 #$%的间接免疫荧光试验
!-./0 122345673+89:84:8 ;8<8:<-54 56 <=8 8>$+8998; ! .848 -4 +!"#,!()

!"+ 重组 #$%的鉴定

")?试验（图略）及间接免疫荧光试验（图 0）表
明，@A%株 BC#的 !基因已经成功插入 !"#的基因
组，并且获得了很好的表达。

!", 重组 #$%的遗传稳定性测定

D代、%D代、&D代的重组病毒 +!"#,!() 感染次
代 )*!后进行蓝斑检测和间接免疫荧光检测，可见
病毒蚀斑均呈蓝色或呈特异性荧光（图略）。测序结

果经 E8.F7-.4软件分析后证实，0 个代次的 BC# !
基因在重组 !"#传代过程中未发生任何变化，以上
试验均表明该重组 !"#具有良好的遗传稳定性。

!"- 重组 #$%的免疫效力试验

!"-"’ ("!鸡：重组 !"#对 ("!鸡的保护性试验结
果见表 %，+!"#,!(G，+!"#,!() 及 BC# 油苗免疫的

("!鸡均能抵抗 BC#强毒攻击，提供 %DDH的保护
率，而接种野生 !"#（&I&*J株）的 ("!鸡全部死亡，
保护率为 D。

表 ’ 重组 #$%对 )$#鸡的免疫效力试验
KLM78 % "+5<8:<-N8 866-:L:O 56 +!"# -4 ("! :=-:P849

#L::-48 CLO L< -45:37L<-54Q; C598 CLO L< :=L7784.8Q; C598 56 :=L7784.8 E5+M-;-<O E5+<L7-<O "+5<8:<-54LH
+!"#,!(G R %DJ"!S &T %DR*’CRD DQ%D DQ%D %DD
+!"#,!() R %DJ"!S &T %DR *’CRD DQ%D DQ%D %DD

P-778; NL::-48 56 BC# R DU&2’ &T %DR *’CRD DQ%D DQ%D %DD
&I&*J 9<+L-4 !"# R %DJ"!S &T %DR *’CRD %DQ%D %DQ%D —

L"+5<8:<-54 V（E5+<L7-<O 56 <=8 :54<+57 .+53$,E5+<L7-<O 56 <=8 .+53$ -4 W=-:= :=-:P849 W8+8 -45:37L<8; NL::-48）QE5+<L7-<O 56 <=8 :54<+57 .+53$ > %DDH

!"-"! 商品鸡：表 & 为商品鸡的保护性试验结果，
攻毒后 +!"#,!()和 BC#油苗组无鸡只死亡，保护
率达 %DDH，而与 +!"#,!()仅有复制非必需区差异

的 +!"#,!(G组保护率为 T%URJH。无论从发病率还
是死亡率来看，+!"#,!(G 与 +!"#,!() 组的保护率
存在显著差异。

表 ! 重组 #$%对商品鸡的免疫效力试验
KLM78 & "+5<8:<-N8 866-:L:O 56 +!"# -4 :5228+:-L7 :=-:P849

#L::-48 CLO L< -45:37L<-54Q; C598 CLO L< :=L7784.8Q; C598 56 :=L7784.8 E5+M-;-<OM E5+<L7-<O "+5<8:<-54LH
+!"#,!(G %J %DR "!S 0R %DR *’CRD IQ&RF RQ&RF T%URJF

+!"#,!() %J %DR "!S 0R %DR *’CRD %Q&RG DQ&RG %DDG

P-778; NL::-48 56 BC# %J DU&27 0R %DR *’CRD DQ&R DQ&R %DD
&I&*J 9<+L-4 !"# %J %DR "!S 0R %DR *’CRD &RQ&R %0Q&R —

L"+5<8:<-54 V（E5+<L7-<O 56 <=8 :54<+57 .+53$,E5+<L7-<O 56 <=8 .+53$ -4 W=-:= :=-:P849 W8+8 -45:37L<8; NL::-48）Q E5+<L7-<O 56 <=8 :54<+57 .+53$ > %DDH；MC-668+84<
93$8+9:+-$< 3$$8+:L98 78<<8+9 -4;-:L<8 9-.4-6-:L4< ;-668+84:8（" X DUDR）/

* 讨论
在本次动物试验中，接种 +!"#,!(G和 +!"#,!()

的无母源抗体的 ("!鸡均能抵抗 BC#强毒的攻击，
提供 %DDH的保护。而在 BC#母源抗体降到 J75.&
的商品鸡上，两种重组病毒的免疫效力却呈现出显

著差异。+!"#,!() 明显比与之仅有复制非必需区
差异的 +!"#,!(G 保护率高得多，前者保护率为
%DDH，与 BC#油苗相当，后者仅为 T%URJH。试验
结果表明，!"#复制非必需区的选择对重组 !"#的
免疫效力有一定的影响，尤其是在有母源抗体的商

品鸡上。因此，选择适当的 !"#复制非必需区是克
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服母源抗体并提高重组 !"#免疫效力的有效策略
之一。

母源抗体的干扰是重组 !"#研究领域中亟待
解决的问题之一。重组 !"#不仅受 !"#母源抗体
的干扰，而且针对外源蛋白的母源抗体也会干扰其

免疫效力。二者的干扰作用孰大孰小，或者只有其

一，还有待进一步研究。本试验中，$!"#%!&’在 &"!
鸡和母源抗体阳性的商品鸡上免疫保护率有显著差

异，证实了母源抗体对重组 !"#的免疫效力确实有
一定的影响。

本研究从选择适当的 !"#复制非必需区的角
度出发，构建了 $!"#%!&(，其在 &"! 鸡和有母源抗
体的商品鸡上都获得了与常规油苗相当的免疫效

果，且具有良好的遗传稳定性，从而加快了重组 !"#
基因工程疫苗替代常规疫苗的进程。如何克服母源

抗体的干扰以提高重组 !"#的免疫效力将是今后
研究的重点。
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