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共表达 !" 亚型禽流感病毒 !# 和 $# 基因

的重组鸡痘病毒及其免疫效力
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摘 要：为了构建更为安全有效地抵抗高致病性 D0 亚型禽流感病毒的基因工程疫苗，将 D0 亚型禽流感病毒分离

株的血凝素（D/）基因和神经氨酸酶（E/）基因定向插入鸡痘病毒转移载体 F##G 中，D0/ 和 E/ 基因的启动子分别

为 HG 和 H8IJ，获得用不同的启动子启动不同的外源基因且两基因盒方向为背向串联的重组转移载体 F##GD0/E/。

将 F##GD0/E/ 转染至已感染鸡痘病毒 $4$8! 疫苗株（KL5’HM）的鸡胚成纤维细胞（N8’）中。F##GD0/E/ 与 KL5’HM 基

因组 OE/ 之间的同源重组产生了重组鸡痘病毒 *’HM5##GD0/E/。通过在含 P5Q,3 的营养琼脂上连续挑选蓝色病毒

蚀斑，获得纯化的重组病毒。经传代证实该重组病毒具有良好的遗传稳定性。用 #%0 H’R 的 *’HM5##GD0E/ 免疫无

特定病原体（GH’）鸡，能激发机体产生有效的血凝抑制（DS）抗体。初步的动物试验表明，该重组病毒能使经肌肉注

射攻毒的 GH’ 鸡抵抗 D0 亚型 /SM 的致死性攻击，保护率为 #%%T，显示出一定的应用前景。
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鸡痘病毒（’VK3FV7 W:*+X，’HM）是近年来研究开

发并逐渐转向实际应用的一个新的病毒载体［#］。与

痘苗病毒（M,@@:A:, W,@@:A(，MM）相比，鸡痘病毒具有

宿主特异性，不容易散毒，对人类及其它哺乳动物无

危险性。’HM 基因组庞大，可插入较长外源基因，构

建多价或多联重组病毒活疫苗，诱导机体产生体液

免疫和细胞免疫，具有明显的优势，因而 ’HM 是具

有广阔应用前景的动物病毒载体。

高 致 病 性 禽 流 感（ D:YZ3- F,LZVY(A:@ ,W:,A
:A;3+(A>,，DH/S）是由特定亚型的禽流感病毒引起的

禽类高度致死性传染病。DH/S 以感染群呈现高发

病率和高死亡率为特征，常对发病地区养禽业造成

毁灭性打击，影响国际贸易［$］。/SM 的 E/ 蛋白能裂

解细胞表面的神经氨酸酶残基，对病毒的扩散、病毒

粒子的释放及防止病毒的聚集有很重要的作用。

E/ 所诱生的特异性抗体能够一定程度地限制病毒

的繁殖。虽然对 /S 起免疫作用的主要是体液免疫，

疫苗的保护力与它所诱导的 DS 抗体水平呈正相关。

但有资料显示，DS 抗体的效价与疫苗中的抗原含量

呈正 相 关［C］。因 此，为 更 有 效 地 控 制 D0E# 亚 型

DH/S 的发生，我们构建了稳定表达 D/ 和 E/ 基因

的重组鸡痘病毒（*’HM5##GD0/E/），以克服目前在

兽医临床上较广泛使用的抗 D0 亚型禽流感全病毒

灭活疫苗的一些缺陷，如价格高使用不便，使用后会

干扰免疫监测和流行病学调查等［!］。旨在为控制

/S 在我国的发生和流行提供一种新型疫苗。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 病毒和实验动物：鸡痘病毒（’HM）$4$8! 疫

苗株购自中国兽药监察所，GH’ 鸡胚购于山东家禽

研究所实验动物房。GH’ 鸡由本室自行孵化。

%&%&’ 质粒和宿主菌：含人工合成强启动子 HG 和

H##53,@[ 标记基因盒的质粒载体由朱爱华［0］等构

建，D0 亚型禽流感病毒的 D/ 基因由贾立军等［"］克

隆鉴定，E/ 基因由作者克隆鉴定。宿主菌大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）OD0!购自华美生物工程公司。

%&%&( 酶和试剂：Q(A(\,99(*2] 转染试剂购自瑞士

^V@Z( 公司；’#%、]#11、O]8] 细胞培养基和细胞培养

覆盖用琼脂购自美国 G:Y9, 公司；_3(AVK 酶、OE/
快速连接试剂盒、OE/ 琼脂凝胶抽提试剂盒购自美

国 H*V9(Y, 公司；限制性内切酶、化学试剂均为国产

分析纯。



!"# $%& ’($ 和 )$ 基因引物的设计

根据本实验室的前期研究设计引物，!"# 基因

的扩增引物：上游引物 $!"#% 的 "&端引入 !"#!!
位点和 ’()*+ 序列（如方框所示），下游引物 $!"#,
的 "&端引入 !"#!!、$%&-"位点外，还引入了痘病

毒基因组早期基因的转录终止信号（如方框所示）。

上、下游引物跨幅约为 %./+0，覆盖整个 !"# 基因编

码框。引物序列为 !"#1%："&1###22#344 244#44

#322#2####3#2324334334 15&； !"#1$,："&1222

22#344##2433 #3##### 432##434#4#2#333

###32415&；
6# 基因的扩增引物：上游引物 $6#% 的 "&端引

入 78*!位点和 ’()*+ 序列（如方框所示）；下游引物

$6#, 的 "&端引入 ’("!、$%&-"位点外，还引入了

痘病毒基因组早期基因的转录终止信号（如方框所

示）。上、下游引物跨幅约为 %.9+0，覆盖整个 6# 基

因 编 码 框。 引 物 序 列 为 6#1$%："&1###22#344

244#44 #322###4##3#34#43##3#24315&；6#1

$,："&124322#344##2433 #4##### 244##33#

3#3#4###34332415&。引物由宝生物工程（大连）有

限公司合成。

!"* $%& 的 ’($ 和 )$ 基因的克隆

用 :;<*=- !>?@ A>-BC>DE $4F 7EGDB8 分别扩增出

!"# 和 6# 基因，经电泳鉴定为预期长度的 $4F 产

物，用 H6# 琼脂凝胶抽提试剂盒进行回收和纯化，

将目的基因与 <2:I13 B*GE JBKD(L 进行连接，连接产

物转化感受态大肠杆菌 H!"#，涂布含氨苄青霉素、

M12*C 和 N$32 的 OP 平板，5/Q培养 %R S %T@，分别挑

取白色菌落小量抽提质粒酶切鉴定，得阳性质粒

<3!"# 和 <36#。

!"+ 共 表 达 $%& ’($ 和 )$ 基 因 的 转 移 载 体

,!!-’($)$ 的构建

将质粒 <3!"# 用 $%&-"酶切经 ’CB=(U 酶补

平，酚 V氯仿（% V%）抽提回收质粒 H6#，用 !"#!!酶

切电泳回收 %./+0 左右片段与用 )#"!和 !"#!!
酶切 的 载 体 质 粒 <%%7 连 接，构 建 成 中 间 载 体

<%%7!"#；将 <36# 用 !"#!!酶切电泳回收 %./+0
片段与用 !"#!!酶切的质粒 <7’NA6 连接构建成

插入载体 <7’6#；将 <7’6# 用 )"*!和 )"+!酶切与

用 )"*!和 )"+!酶切的质粒 $W4%T 连接得到插入

载体 <$:O6#；将 <$:O6# 用 $%&-"酶切电泳回收

%.R+0 左右的片段与用 $%&-"酶切的 <%%7!"# 连接

得转移载体 <%%7!"#6#。

!"( 共 表 达 $%& ’($ 和 )$ 基 因 的 重 组 病 毒

（./0&1!!-’($)$）的转染和纯化

转染按 2B=BX*88BL3I转染试剂的说明进行。待

细胞完全产生病变后收获病毒，反复冻融 5 次，低速

离心去除细胞碎片，上清用于重组病毒的筛选和纯

化，方法参见文献［"］。

!"2 重组病毒的遗传稳定性试验

首先分别将 LA$YG 在 4:A 上连续传 ,Z 代，然后

进行后续试验。

!"2"! 模板提取：将重组病毒接种 4:A 单层，待病

变达 TZ[以上时将病毒收获，%ZZZL\8>= "8>=，弃上

清；用 ,ZZ$O $P7 轻轻悬浮沉淀，以 !>?@ $]LB $4F
3B8<C*DB $LB<*L*D>(= +>D 提取核酸模板 H6# 进行 $4F
反应。

!"2"# 重组病毒的纯度检测：取第 ,Z 代重组病毒

接种形成致密单层的 4:A，待形成单个散在的病毒

蚀斑后，用含有 ,ZZ$?\8O M12*C 的营养琼脂进行覆

盖，/,@ 后在倒置显微镜下观察病毒蚀斑并计算蓝

色蚀斑和白色蚀斑所占的比例。

!"2"* 重组病毒的间接免疫荧光试验检测：在平行

实验中，待形成病毒蚀斑后，用间接免疫荧光试验进

行检测，然后在倒置荧光显微镜下观察，计算呈现和

未呈现特异荧光的病毒蚀斑比例。以上试验设 UD1
A$Y 感染的 4:A 为阴性对照。

!"3 动物保护试验

/ 日 龄 7$A 鸡 分 别 用 %Z"$AW 的 LA$Y1
%%7!"#6#、LA$Y1%%7!"#、UD1A$Y、和 !" 亚型 #NY 油

乳剂灭活苗经颈部皮下进行免疫。分别在免疫后

/、%Z、%9、%T 和 ,%- 分离血清检测 !N 抗体效价，方法

参见文献［R］。免疫 ,%- 后以 %Z":OH"Z !" 亚型 #NY
2" 株病毒经肌肉注射攻毒。观察攻 !" 亚型 #NY2"
株病毒的鸡只发病和死亡情况。

# 结果

#"! 中间载体 ,!!-’($ 及转移载体 ,!!-’($)$
的鉴定

将 #NY !"# 基因顺向插入 $7 启动子的下游，

酶切分析证实获得了重组质粒 <%%7!"#（图 %1#），

将 $:\O16# 基因盒相反方向置于 !"# 的背侧，酶切

分析证实获得了重组质粒 <%%7!"#6#（图 %1P）。

#"# ./0&4 的遗传稳定性

用 !"#、6# 基因的扩增引物对第 ,Z 代的 LA$YG
基因组进行扩增，结果均可以扩增出 %./+0、%.9+0
大小的目的条带，与预期值相符合（图 ,）。

,%% 4!:6 7]1^]*= ,- "* _ \ .+-" /%+01(%1*12%+" )%&%+"（,ZZR）9R（%）



图 ! 载体 "!!#$%& 及 "!!#$%&’& 的鉴定图

!"#$% &’()*"+)",- ’-./0’( 1-12/("( ,3 "-(’*)",- 4’+),* 5%%6789 1-:

)*1-(3’**"-# 4’+),* 5%%6789;9

9：%< 5=789（!"#:! > $%&7"）；?< 5%%6（$%&7" > ’&%"）；

@<5%%6789（ ()*&"）；A$ BC%8DDD$ E：%<5%%678;9（ +,-"）；

?<5%%6789（ ’%." > ’%)"）；@<5FGC;9（ ’%." > ’%)"）；A$

#B;9H!"#:! > ()*&" $

图 ( )*+,- +./ 的鉴定

!"#$? FI& ":’-)"3"+1)",- ,3 *!FJ(

用同一代的 *!FJ( 感染 IG! 后，同时进行蓝白

斑检测和免疫荧光试验鉴定。当重组病毒在 IG!
上形成蚀斑后，用含有 ?DD$#H0C KLM12 的营养琼脂

进行覆盖后，发现所有病毒蚀斑均呈蓝色。

免疫荧光试验检测发现所有病毒蚀斑均呈现特

异性荧 光，阴 性 对 照 组 无 特 异 性 荧 光，以 上 表 明

*!FJ( 基因组内的 /%)N 基因、789 基因和 ;9 基因

能够稳定遗传和表达。

(01 共表达 &2, $%& 和 ’& 基因的重组鸡痘病毒

产生的 $2 抗体

用 *!FJL%%6789;9、*!FJL%%6789、O)L!FJ 和 78
亚型 9P 油乳剂灭活苗免疫 6F! 鸡，免疫后采集血清

检测 7P 抗体，*!FJL%%6789;9 在鸡体内诱生的 7P
抗体效价比单表达的 *!FJL%%6789 在鸡体内诱生的

7P 抗体效价略高，但 ?%: 后却远远低于 78 亚型 9P
油乳剂灭活苗诱生的 7P 抗体效价（图 @）。

图 1 重组病毒产生的针对 $% 亚型 &2, 的 $2 抗体

!"#$@ =Q’ )")’* ,3 7P 1-)"R,:/ ,3 5,() "00S-".’: 6F! +Q"+T’-( ), 78

(SR)/5’ 9PJ

(03 共表达 &2, $%& 和 ’& 基因的重组鸡痘病毒

在 #+* 鸡体内的免疫效力

免疫后 ?%:，各组试验鸡用 %D8GCB8D 9PJ M8 株

肌肉注射攻毒，观察结果显示 *!FJL%%6789;9 和

*!FJL%%6789 与 78 亚型 9P 油乳剂灭活苗均能有效

地抵制野毒对试验鸡的致死性攻击（表 %）。

表 ! #+* 鸡接种 )*+,4!!#$%&’& 后抵抗 $% 亚型 &2, 攻击的免疫保护作用

=1R2’ % F*,)’+)",- ,3 41++"-’( 1#1"-() 78 (SR)/5’ 9PJ +Q122’-#’ "- 6F! +Q"+T’-(

J1++"-’( B1/ ,3
"00S-".1)",-

B,(’ ,3
"00S-".1)",-

B,(’ ,3
+Q122’-#’ A,*R":")/ A,*)12")/ F*,)’+)",-

HU
*!FJL%%6789;9 V: %D8 F!W %D8 GCB8D DH%D DH%D %DD
*!FJL%%6789 V: %D8 F!W %D8 GCB8D DH%D DH%D %DD

78 (SR)/5’ T"22’: 41++"-’ V: D<? 0C %D8 GCB8D DH%D DH%D %DD
O)L!FJ V: %D8 F!W %D8 GCB8D %DH%D %DH%D —

F*,)’+)",- X（A,*)12")/ ,3 )Q’ +,-)*,2 #*,S5LA,*)12")/ ,3 )Q’ 41++"-’( #*,S5）HA,*)12")/ ,3 )Q’ +,-)*,2 #*,S5 Y %DDU $

1 讨论

B;9 重组技术的快速发展，使得基因工程苗代

替传统的灭活苗成为可能。近几年来，禽痘病毒作

为重组病毒载体疫苗株之一，以其独特的优越性已

成功地用于多种病原基因的表达［V Z %?］。79 和 ;9
是构成流感病毒囊膜纤突的主要成分，是流感病毒

主要的两种糖蛋白，免疫后刺激机体产生的中和抗

体可中和病毒的毒力以抵抗感染和疾病。因此，我

们构建了双表达 79 和 ;9 基因的重组病毒，以提高

疫苗的免疫效力。

有学者采用相同的启动子且顺向串联启动不同

的外源基因，产生的重组病毒遗传可能不稳定，连续

传代 后 相 同 的 启 动 子 间 的 外 源 基 因 有 丢 失 的 可

能［%@］。为减少重组病毒的不稳定性，同时克服多个

启动子之间可能存在的干扰现象［%[］，我们在构建转

移载体时，两个不同的基因分别使用不同的启动子

连接且背向启动转录，在各个基因终止密码子后引

@%%陈素娟等：共表达 78 亚型禽流感病毒 79 和 ;9 基因的重组鸡痘病毒及其免疫效力 $ H微生物学报（?DD\）[\（%）



入痘 病 毒 早 期 启 动 子 所 能 识 别 的 转 录 终 止 信 号

（!"#!），以减少基因转录时的相互干扰。结果显

示，$"% 基因和 #% 基因均能够在重组病毒中得到

正确表达，且具有良好的遗传稳定性。

从 &’( 鸡免疫后产生的 $) 抗体曲线可以看出，

重组鸡痘疫苗比全病毒灭活苗能更快地诱导机体产

生有效的 $) 抗体；双表达的重组鸡痘苗比单表达的

重组鸡痘苗诱导鸡体所产生的 $) 抗体水平略高，证

明插入到同一载体的两个外源基因在鸡体产生 $)
抗体的过程中起到了一定的协同作用，并没有产生

相互干扰。通过本实验获得了双表达 $" 亚型 %)*
$% 和 #% 基 因 的 重 组 鸡 痘 病 毒，为 更 好 地 预 防

$’%) 的发生与流行提供了新的工具。
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