
!" 卷 ! 期

#$$" 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：国家自然科学基金重点项目（0$00$!"$）

"通讯作者。12345(：667+58 -94+) :9+) 7;
作者简介：王锡乐（<=%< > ），男，山东蓬莱人，硕士研究生，主要从事动物病毒分子生物学及免疫学研究。12345(：?4;,@5(:%$8<A0B 7’3
收稿日期：#$$!2<$2#C，修回日期：#$$"2$!2#%

昆虫细胞表达的网状内皮组织增殖症病毒囊膜糖蛋白及其免疫性
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摘 要：利用 D472.’2D47 D47+(’E5F+- 1@GF:--5’; HI-.:3- 构建了能表达禽网状内皮组织增殖症病毒（J1&）囊膜糖蛋白

基因（ !"#）的重组杆状病毒。用 J1& 特异性单克隆抗体分别做间接免疫荧光抗体试验（KL*）和免疫转印试验，均可

从感染的 HM= 昆虫细胞中检出 J1& !"#。重组杆状病毒感染的 HM= 细胞裂解后制备成油乳疫苗免疫 HNL 鸡后，可以

诱发维持 !"9 以上的特异性抗 J1& 抗体，并可抵抗 J1& 病毒感染。

关键词：网状内皮组织增殖症病毒（J1&），囊膜糖蛋白基因（ !"#），表达，HM= 细胞，免疫原性
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禽网状内皮组织增殖症（J:.57+(’:;9’:.O:(5’-5-，

J1）是由反转录病毒科的禽网状内皮组织增殖症病

毒（J:.57+(’:;9’:.O:(5’-5- E5F+-，J1&）引起的鸡、鸭、火

鸡和其他禽类的一组综合症，包括致死性网状细胞

瘤、矮小综合症以及淋巴组织和其他组织的慢性肿

瘤［<，#］。J1& 感染后禽生长迟缓，淘汰率和死亡率

升高；引起感染鸡的免疫抑制，干扰其它禽病疫苗的

免疫效果，导致免疫失败。J1& 已经成为继马立克

氏病病毒（PQ&）、禽白血病病毒（*R&）之后又一重

要的禽肿瘤病毒［<，0］。它不但可以引起雏鸡严重的

免疫抑制，还严重影响雏鸡的正常发育。如果用被

J1& 污染的鸡胚制备弱毒疫苗，更会污染疫苗。目

前，J1& 在我国的流行越来越严重，在某些鸡场中

对 J1& 阳 性 抗 体 的 检 出 率 可 能 高 达 #<B!S T
C<B$S，其中出现免疫抑制状态的鸡群对 J1& 抗体

阳性率要比正常鸡群高的多［#，!］。但到目前为止，世

界上还没有商品化地用于预防 J1& 的疫苗，这一严

峻现实对于抗 J1& 疫苗提出了新需求。

!"# 基因编码两种糖蛋白 ,G=$ 和 ,G#$［"，A］。其

中 ,G=$ 蛋白是 J1& 病毒的免疫原性蛋白，具有受

体结合功能，能够激发感染宿主产生中和抗体，是囊

膜糖蛋白的表面蛋白；,G#$ 为穿膜蛋白。本试验试

图通过杆状病毒双向表达载体构建 J1& 的 !"# 基

因真核表达载体，以作为进一步研究抗 J1& 基因工

程疫苗的基础。

! 材料和方法

!"! 材料

D47 .’ U47 杆状病毒表达系统购自 K;E5.F’,:; 公

司，主要由转移供体载体 GL4-.D47VPQW*R、大肠杆菌

（$%&’!()&’)* &+,)）QX"!、$ ) &+,) QX<$D47VP 菌 株 和

Y:((L1YVK/ 转染试剂构成。GL4-.D47VPQW*R 为双向

真核表达载体，含有两个强启动子，分别为 N’(O 启

动子和 G<$ 启动子，能同时高效表达两段外源基因。

$ ) &+,) QX<$D47VP菌株中含有天然杆状病毒全基因

组质粒及表达转座酶的辅助质粒（X:(G:F G(4-359）。

!"# 引物设计和 .-/ 基因的 $%& 扩增

根据 H/& 株 J1& 的前病毒基因组 Q/* 测得的

全基因序列（待发表资料）设计一对引物。上游引

物："Z2Y*[[**VVY**[**V[[*YV[VYVY*YY20Z；下

游 引 物："Z2*[*[VY[*YY**[Y*V[[[V*Y*[**[2
0Z。其中，上游引物含有 $&+J"酶切位点，下游引

物含有 -*,"酶切位点。引物合成后，以 H/& 株

J1& 的前病毒基因组 Q/* 为模板，NYJ 扩增包含整

个 !"# 基因的片段，大小约 <B%C\U。#"#R NYJ 反应

体系：模板 Q/*（约 <$$;,]#R）<#R，.*/ 酶（"W]#R）

$B"#R，正、反向引物（均为 #"#3’(]R）各 <#R，9/VN-
（#B"33’(]R）##R，P,Y(#（<"33’(]R）<B%#R，<$ ^ D+MM:F
（P,# _ MF::）#B"#R，99X#‘ <"B##R。NYJ 反应条件：首

轮循环：="a "35;，"$a<35;，C#a <35;；中间循环：

="a <35;，"$a <35;，C#a #35; 0$-，进行 0$ 个循



环；末轮循环：!"# $%&’，"(# $%&’，)*# $(%&’；末

轮循环后置 +#保存。

!"# 表达 $%& !"# 基因的重组杆状病毒全基因组

质粒的构建

用 ,-./01/,-. ,-.2314&526 7895:66&1’ ;<60:%6
（=>?@AB@ $(C"!/($D）杆状病毒表达载体试剂盒构

建重组杆状病毒，具体操作按试剂盒说明书进行。

!"#"! 含 E7F !"# 基因的重组供体质粒的构建：取

!"# 基 因 的 G=E 产 物 和 试 剂 盒 提 供 的 供 体 质 粒

9H-60,-.?IJK>L 分别经 $%&E!和 ’()!双酶切、电

泳，回收带有 $%&E!和 ’()!粘性末端的 !"# 基因

和线性化的转移供体质粒。然后将两者以 $ M C 的摩

尔比在 ?+ JA> 连接酶的作用下，$D#连接过夜，使

目的基因整合到供体载体 9H-60,-.?IJK>L 上的 G13N
启动子下游。取 $("L 连接产物转化 $ @ %&)* JO"#
感受态细胞，以转化菌制备含有 E7F !"# 基因的重

组供体质粒 JA>。

!"#"’ 含 E7F !"# 基因重组杆状病毒全基因组质

粒的构建：将重组供体质粒 JA> 约 *((’P 转化大肠

杆菌 JO$(,-.?I感受态细胞。在含相应抗生素和指

示剂的 L, 琼脂平板上，C)#避光培养 *+ Q +RN，挑

选白色菌落，连续传代 C 次，性状稳定的白色菌落即

为含有 E7F !"# 基因的重组杆状病毒全基因组质粒

转化的重组菌落。然后按操作手册从该重组菌提取

含有 E7F !"# 基因的重组杆状病毒全基因组质粒

JA>，以此质粒 JA> 为模板进行 G=E 扩增 验 证。

$%&E!单酶切此 G=E 产物，作进一步验证。

!"( 含 $%& !"# 基因的重组杆状病毒全基因组质

粒 )*+ 转染 ,-. 细胞

将 ;S! 细胞用无血清、无抗生素的培养基洗涤

* 次，然后加入上述培养基将细胞吹打起来，离心，

弃上清，加入培养基重悬细胞，取 *%L 含有! T $("个

细胞的无血清、无抗生素的培养基置于 C"%% 的一

次性平皿中，*)#静置 $N。取 >、, 两个 $U"%L 的离

心管，> 管中加入 ""L 含 E7F !"# 基因的重组杆状

病毒全基因组的质粒 JA> 溶液（(U*"PV"L）和 $(("L
无血 清、无 抗 生 素 的 培 养 基；, 管 中 加 入 D"L
=:33H7=?WA转染试剂和 $(("L 无血清、无抗生素的

培养 基。将 两 管 合 并 于 = 管 中，混 匀，室 温 作 用

C"%&’ 后，加入 R(("L 无血清、无抗生素的培养基轻

轻混匀。将平皿中的上清吸干，用 = 管中的混合物

覆盖细胞，*)#培养 "N。吸干平皿中的转染混合

物，加入 *%L 无血清、无抗生素的培养基，继续培

养，CX 后收集、保存含有转染细胞产生的重组杆状

病毒上清液，并继续培养转染的 ;S! 细胞。

!"/ 重组杆状病毒感染细胞中 $%& !"# 基因表达

的检测

!"/"! 间接免疫荧光抗体检测：收集构建的重组杆

状病毒转染了 CX 和 )X 的 ;S! 细胞。离心后，将浓缩

的细胞约 * T $("个涂布于载玻片上，待自然干燥后，

丙酮固定 $(%&’，自然干燥，在载玻片上滴加抗 E7F
的鼠源单克隆抗体 $$,$$R 和 $$,$"+［)］的混合液作

为一抗，C)#作用 +"%&’，用 G,; 漂洗 C 次，甩干残留

的 G,;；加入 HW?= 标记的羊抗鼠 WPY（;&P%- 公司）二

抗，C)#作用 +"%&’，用 G,; 漂洗 C 次，甩干残留的

G,;，滴加 "(Z的甘油，荧光显微镜下观察，出现特

异性绿色荧光的判定为阳性。

!"/"’ ;J;/G>Y7 和 [:60:5’ \310 检测：取转染 )*N
后收集、保存的含有重组杆状病毒的上清接种 ;S!
细胞，培养 )*N 后收集感染重组杆状病毒的细胞约

"T $(D 个，加入 $U"%L 的离心管中，*(((5V%&’ 离心

"%&’，弃上清，用 G,; 洗涤 * 次，弃上清，加入细胞裂

解液 $(("L，冰浴 C(%&’，加入 * T 上样缓冲液 $(("L
煮沸 C%&’，离心 "%&’，取上清电泳分析。用同样的

方法处理用天然杆状病毒感染的 ;S! 细胞作为阴性

对照，进行 ;J;/G>Y7 分析。按文献［)］介绍的方法

进行 [:60:5’ \310 试验，检测 6S! 细胞中 !"# 基因的

表达。本试验所选用的一抗为抗 E7F 的鼠源单克

隆抗体 $$,$$R 和 $$,$"+［R］两种单抗的混合液。

!"0 !"# 基因重组表达产物在 ,12 鸡的免疫反应

及抗体水平的检测

用重组杆状病毒以 IBW 值为 * Q C 的量感染处

于对数生长期的 ;S! 细胞，待 + Q "X，细胞膨胀变大，

并有部分感染细胞悬浮于上清中后，收集细胞，经超

声波裂解，按水相 M油相 ] $ M C 的比例制成油乳苗，

相当于每毫升油乳苗中含有 +(( 万感染的 ;S! 细

胞。以 (U"%LV只的剂量免疫 +" 日龄的 ;GH 鸡。;GH
鸡在带过滤空气装置的隔离罩内饲养，饲料及饮用

水均高压灭菌，维生素及饲料添加剂亦经过无菌检

测。免疫两次后 $DX、C+X、+"X 采集的血清用 7LW;>
标准试剂盒（E:0&.231:’X10N:3&616&6 F&526 >’0&\1X< ?:60
^&0，WJ7__ 公司）进行检测。7LW;> 试验检测结果

的 ;VG 值 ‘ (U" 判为阳性。

!"3 !"# 基因重组表达产物免疫 ,12 鸡后的 $%&
病毒攻毒试验

按 $UD 中叙述的方法制备含有 !"# 基因表达产

物的重组杆状病毒油乳苗，以 (U"%LV只的剂量免疫

+" 日龄 ;GH 鸡。所有 ;GH 鸡在无菌隔离罩内饲养。
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待 !"# 后，用 $%& 病毒以 ’"( )*+," -只的量进行攻

毒，以后每隔 ’"# 无菌采血，以鸡胚成纤维细胞进行

血液病毒分离试验并采用间接免疫荧光试验进行检

测，以确定血液中 $%& 病毒是否存在。以 %.*/0 标

准试剂盒检测血清中抗 $%& 抗体的变化。

! 结果

!"# 含 $%& !"# 基因的重组供体质粒的酶切鉴定

经初步筛选的重组供体质粒经 !"#$!和 $%&!
酶切后，电泳结果呈现两条特异带，其中一条为 ’()
基因，大 小 约 ’1234；另 一 条 为 载 体，大 小 约 为

,1’34。均与预期值一致，该重组供体质粒定名为

56789:7;<$%& ’()。

!"! 含 $%& !"# 基因重组杆状病毒全基因组质粒

’() 的验证

将上述重组转移供体质粒 56789:7;<$%&’() 转

化大肠杆菌 +=’":7;)> 感受态细胞，在抗生素及指

示剂的筛选下，选取白色菌落，经 ! 次传代后，所得

的菌落全部为白色菌落。选取其中一菌落大量扩

增，提取质粒 +?0 作为模板，以 @AB->’! 为引物，

@B$ 扩增出一条约 C1C34 的特异条带，!"#$!单酶

切成两条特异带，分别为 ’1234 和 D1(34，与试验设

计预期的大小相符。从而验证所筛选的菌落为含有

$%& ’() 基因的重组表达载体质粒转化的阳性菌

落，该重组质粒定名为 E:0B>*+<$%&’()。

!"* 表达 $%& !"# 重组杆状病毒的检测

用含有 $%& ’() 基因的重组杆状病毒全基因组

质粒 E:0B>*+<$%&’() 的 +?0 转染 /FG 细胞，在转

染后 !#，一些细胞开始出现细胞病变，贴壁的细胞

开始悬浮起来，细胞形态变大，折光性增强，表明已

有病毒形成。

!"*"# *60 检测重组 $%& ’() 基因的表达：在转染

后 !# 和 H# 分别取 /FG 细胞用 $%& 的单克隆抗体做

*60 检测 $%& ’() 的表达，转染后 !# 有 ,I J ’"I
的细胞呈 *60 阳性，转染 H# 后 *60 检测的阳性细胞

比例可达 G,I以上，表明已发生病毒向未感染细胞

的传染（图 ’）。取转染了 !# 的含有重组杆状病毒

的上清，以 >K* 为 "1’ 的量接种处于对数生长期的

/FG 细胞，经 *60 检测也同样为阳性。说明已形成了

能表达 $%& ’() 的重组杆状病毒。

!"*"! /+/<@0L% 和 MN89NEO 4PQ9 检测结果：用转染

!# 的重组杆状病毒上清感染新鲜的 /FG 细胞，培养

HDR 后收集细胞。此细胞经 /+/<@0L% 分析后再用

MN89NEO 4PQ9 进一步分析（图 D），发现重组杆状病毒

图 # +,- 细胞转染 *.（)）和 /.（0）后用 $%& 单抗做 12)
的检测结果

6STU’ *60 QF /FG ;NPP8 #N9N;9N# 4V $%& >74 7F9NE 9E7O8FN;9SQO FQE !（0）

7O# H #7V8（:）

所表达的蛋白（泳道 ’）可以与 $%& 特异性 单 抗

’’:’’2 和 ’’:’,C 两种单抗混合液反应，天然杆状

病毒中的蛋白（泳道 D）则不与两种单抗反应，表明

$%& ’() 基因得到了表达，而且被剪切成两种蛋白，

大小分别约为 C,3+ 和 (D3+。

图 ! 用 3456478 9:;6 检测 $%&!"# 基因表达产物

6STUD +N9N;9SQO QF $%&< ’() 5EQ9NSO 4V MN89NEO 4PQ9

’1/FG ;NPP8 SOFN;9N# WS9R 9RN EN;QX4SO7O9 47;YPQZSEY8 N[5EN88SOT $%&<

’()；D1/FG ;NPP8 SOFN;9N# WS9R 9RN 47;YPQZSEY8；>U@EQ9NSO X7E3NE U

!"< 重组杆状病毒感染细胞免疫 +=2 鸡后抗 $%&
抗体的检测

/@6 鸡免疫接种试验表明（表 ’），用感染的 /FG
细胞裂解产物二次免疫 ’(# 后，C 只鸡中（编号为

’ J C）有 ! 只鸡血清的 /-@ 值大于 "1,，呈现强阳性，

最高的一只鸡血清的 /-@ 值竟高达 ’1!2G’，只有一

只鸡血清的 /-@ 值为 "1C2，尽管我们用标准判定为

阴性，但其值也远高于对照鸡（编号为 , J H）血清的

"1"D。随着免疫时间的延长，鸡体内 $%& 的中和抗

体滴度开始下降。在二免后 !C# 检测时，尽管 C 只

鸡中仍然有 ! 只可以判定为阳性，但其 /-@ 的平均

值已降至 "1HGHH。在二免后 C,#，鸡血清中 $%& 的

中和抗体滴度进一步下降，除一只鸡意外死亡外，其

余 ! 只鸡血清的 /-@ 值均已降至 "1, 以下，但仍高

于对照组鸡。

!"> !"# 基因重组表达产物免疫 +=2 鸡后的 $%&
病毒攻毒试验结果

攻毒后 ’"# 和 D"# 分别采血分离病毒结果全部

为阴性。血清用 %.*/0 标准试剂盒检测，其抗体水

,G,D"",，&QPUC, ?QUC 王锡乐等：昆虫细胞表达的网状内皮组织增殖症病毒囊膜糖蛋白及其免疫性



平并未升高。以上说明 !"# 病毒并未在鸡体内增

殖，从而证明 $%& 鸡在免疫此重组疫苗后，能产生坚

强的免疫，以抵抗 !"# 病毒的侵袭。

表 ! 用表达 "#$ !"# 的 %&’ 细胞免疫的 %() 鸡体内产生抗 "#$ 抗体的 #*+%, 检测结果

’()*+ , -+.+/.012 13 .4+ (2.05!"# (2.0)167 )7 "89$: 02 ;(//02(.+6 $%& /40/<+2= 021/>*(.+6 ?0.4 $3@ /+** *7=(.+= ?40/4 /1>*6

+ABC+== D*7/1BC1.+02 13 !"#

E1F 13 /40/<+2=
,G6 HI6 IJ6

"89$: $K% !+=>*. "89$: $K% !+=>*. "89$: $K% !+=>*.
921/>*(.+6 /40/<+2= , LMINNL ! LMO@N, P LM,I,, P

O LMQOL, R ( LMN@@O R E-
H ,MHQ@, R LM@,O, R LMILGG !
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R ：%1=0.0;+ C+=>*.；P ：E+D(.0;+ C+=>*.；!：T*1=+ .1 B1=0.0;+ C+=>*.；E-：E1. 612+F (：’4+ C+=>*.= 02 .40= .()*+ ?+C+ 6+.+CU02+6 12 .4+ )(=+ ;(*>+ 13 LMJM

- 讨论

近年来，国内大量的流行病学调查及病例报告

表明，!"# 感染及其在我国鸡群中造成的危害已相

当普遍。!"# 可在年轻鸡群中引起免疫抑制和生

长滞缓（特别是与其它病毒共感染时），也可引起肿

瘤，很多专家已认为近几年我国鸡群中显著增加的

肿瘤发病率均与 !"# 感 染 相 关。OLL, 年 金 文 杰

等［@］从传染性法氏囊的病料中检测到 !"# 的感染

率为 OOMNV；OLLH 年姜世金等［,L］曾用斑点杂交方法

对我国 QLL 余份发生肿瘤的样品进行检测，其中

!"# 的阳性率高达 QLV以上；OLLI 年张志等［,,］从马

立克氏病病毒中检测到 !"# 的共感染率至少为

HGMQV。显然，!"# 的感染应引起人们的重视。

!"# 可以在鸡胚和鸡胚成纤维细胞上复制，但

复制量较低，用其做成疫苗免疫鸡后，很难诱发抗

体。因此迄今为止，国内外还没有可以用来有效防

治 !"# 的疫苗，本文则是对此进行的一次尝试。

W(/ .1 W(/ 杆状病毒表达系统的突出优点是阳

性重组率高，不需要空斑纯化即可获得重组体，这大

大减少了鉴定和纯化重组病毒的时间。本试验采用

的转移供体质粒 B&(=.W(/’X-S:8 为双向表达载体。

此供体质粒有两个强真核启动子，分别为多角体蛋

白（%1*4）启动子和 B,L 启动子，能高效表达两段外

源基因。此表达系统中的 ! F "#$% -Y,LW(/’X菌株中

含有天然杆状病毒全基因组质粒和提供转座酶的辅

助质粒。本研究将已整合进 !"# &’( 的重组供体质

粒 B&(=.W(/5!"# &’( 在辅助质粒表达的转座酶的作

用下，将 !"# &’( 基因转座到天然重组杆状病毒的

全 基 因 中，形 成 重 组 的 杆 状 病 毒 基 因 组 质 粒

CW:TX9-5!"# &’(，并以此质粒 -E: 转染 $3@ 细胞获

得了能表达 !"# &’( 的重组杆状病毒。经 Z+=.+C2
)*1. 分析发现，在昆虫细胞中表达的 !"# 的囊膜蛋

白表现为分子量分别大约为 GO<- 和 IJ<- 二条带。

其中，GO<- 条 带 与 我 们 过 去 用 单 抗 ,,W,,Q 和

,,W,JI 做免疫沉淀反应从 !"# 感染的 T"& 中识别

的 GO<- 囊膜糖蛋白相符［Q］；另一条 IJ<- 的蛋白带可

能是完整的囊膜蛋白在 $3@细胞中被剪切的产物。

对于不同日龄的鸡来说，雏鸡对 !"# 最易感，

而且 !"# 感染的最主要传播途径为母鸡通过鸡蛋

到雏鸡的垂直感染，因此如果鸡性成熟前产生中和

抗体，就可以大大减少以至完全阻止这种垂直感染。

在 !"# 基因组中，!"# 的 &’( 基因与中和抗体的产

生有密切关系。尽管 !"# 毒株不同，但毒株之间的

抗原性相似，交叉免疫性也较强［,O］。因此，我们在

试验前设想用真核系统表达 !"# 的 &’( 基因作为

抗原免疫种鸡群，如能产生抗 !"# 抗体，就可实现

这一目的。结果表明真核表达的囊膜糖蛋白免疫

$%& 鸡后，确实可以刺激鸡体产生抗 !"# 抗体（表

,），在免疫接种 ,G6 后 !"# 中和抗体的滴度最高可

达 ,MHQ@,，这证明本试验中用杆状病毒重组表达的

囊膜糖蛋白具有一定的免疫原性。且经攻毒试验证

明此重组蛋白能刺激机体产生中和抗体，以抵抗

!"# 的感染。但在已完成的试验中，该重组蛋白在

鸡体内诱发的抗 !"# 抗体下降较快，IJ6 后的含量

已降为 ,G6 时的 ILV左右。显然，为了加强免疫反

应，延长鸡体内的抗体持续时间，在提高抗原浓度和

选择合适的佐剂上还要做进一步的研究。

G@J 微生物学报 )"*+ ,%"-#.%#$#/%"+ 0%’%"+ OLLJ，#1*FIJ E1FI
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