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重组虎源 !"#$流感病毒 !%基因犬 &型腺病毒的
构建与实验免疫研究

高玉伟/，夏咸柱/"，王立刚#，刘 丹#，黄 耕/

（/ 军事医学科学院军事兽医研究所 长春 /($$"#）

（# 黑龙江省东北虎林园 哈尔滨 /0$$#&）

摘 要：E0F/流感病毒可以对虎和猫产生致死性感染，为研制可用于预防猫科动物流感的新型疫苗，构建了重组
虎源 E0F/流感病毒 E)基因的犬 #型腺病毒。将 )G1,B2+GE7+H,AG$/G#$$(（E0F/）的 E)基因克隆入 *I)J/载体中，
然后将含有 E)基因的表达盒（KLIM E)M N>-=)）克隆入 *I)J!5(的 OON"酶切缺失处，获得含有 E)表达盒的穿
梭载体 *!5E)。用 !"#" M $%&"分别对 *!5E)和 *N>-=4#4K)I#进行双酶切，将含有 E)表达盒的 !"#" M $%&"片
段克隆入 *N>-=#4K)I#，获得了在 5(区缺失处插入 E)表达盒的重组质粒 *K)I4#GE)。释放 K)I4#GE)重组基因组
转染 LPKQ细胞，获得了重组活病毒 K)I#GE)，经 R2SD2+A H->D分析表明重组表达产物可被流感病毒 E)单克隆抗
体 ()/(所识别。使用该重组病毒免疫猫可以产生效价为 /T3 ’ /T/"的抗 E0亚型流感病毒血凝抑制抗体。
关键词：EN)UI；血凝素基因；犬 #型腺病毒
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自 #$$(年 /#月以来，在韩国、日本、越南、泰国
和中国等东亚各国相继爆发了 )型 E0F/亚型流感
病毒引起的禽流感［/］，而且继 /%%&香港“禽流感”事
件后再次出现了 E0F/亚型高致病性流感病毒感染
人的事件［#］。研究表明近年来在亚洲流行的 E0F/
亚型流感病毒对哺乳动物的感染性与致病性日趋增

强［(］，#$$(年 /#月，泰国动物园的两只虎和两只豹
死于 E0F/ 流感病毒感染［!］，#$$! 年 /$ 月，泰国再
次出现了禽流感病毒感染虎的事件，有近 3$只虎感
染，#(只虎死亡，泰国政府表示将对所有病虎进行
宰杀。QX,Y2A 证实 E0F/流感病毒可感染与虎同为
猫科动物的猫并可在猫之间水平传播，用 E0F/ 感
染的鸡饲喂家猫同样可以使家猫发病死亡［0］，本研

究室曾从发病虎中分离获得流感病毒，并证明该虎

源流感病毒对猫具有致病性［"］。这些研究表明

E0F/流感病毒已对虎等猫科动物构成了威胁，而且
这些动物也有可能成为 E0F/流感病毒的新宿主甚
至成为“混合器”，如何采取有效的防治措施保护这

些珍贵的野生与经济动物成了一个迫在眉睫的问

题。目前控制流感，降低发病率和死亡率的最有效、

经济的方法是接种疫苗。因而我们以具有广泛的动

物感染谱的犬 # 型腺病毒（K)I4#）疫苗株为载体，

将 E)表达盒插到 K)I4# 的 5(区缺失处，构建了表
达 E)蛋白的重组 K)I4#病毒（K)I#GE)），为 E0亚
型流感病毒重组活载体疫苗研究提供了新的思路，

也为保护珍贵的濒危野生动物———虎免受 E0亚型
流感病毒的危害提供物质与技术基础。

$ 材料和方法

$’$ 材料
$’$’$ 病毒株、细胞株、工程细菌和质粒：K)I4# OZ
毒株、PQ细胞、大肠杆菌（’()*+%,)*," )-#,）[L/$%菌
株、质粒 *I)J!5(、*N>-=#4K)I#、含有虎源流感病毒
)G1,B2+GE7+H,AG$/G#$$(（ E0F/）E) 基 因 的 质 粒
NI)JE) 和 E)蛋白的单克隆抗体 ()/( 均为本实
验室构建并保存（另文发表）。

$’$’& 主要试剂：1! PF) 连接酶、)LI \2]2+S2
1+7AS@+,*D7S2、17Q7\7 58 ."/1L、牛小肠碱性磷酸酶

（KU)N）、*LP/341、PF) ^-XAD,AB Y,D和限制性内切酶
（ !(0"、12""、’)-\#、’)-\"、304"、5(60"、
5"7E"、8,4_$、!"#"、$%&"）均为 17Q7\7 公司产品。
9()"和 :#""购自纽英伦生物技术（北京）有限公司。
$’& 重组基因组的构建
$’&’$ 转移载体 *I)J!5E) 的构建：用 ;#&"和



!"#!双酶切 !"#$%#，进行凝胶电泳回收含有 %#
表达盒目的片段，对两末端进行平滑化；用 !$"!酶
切 !"#$"&’，去磷酸化；两片段连接后获得了 %#表
达盒的转移载体，重组子命名为 !"&%#。
!"#"# (#")*+%#基因组重组质粒的构建：用 !%&!
, ’()!分别双酶切 !-./0*)(#"*和 !"&%#，回收目
的片段，将含 %#表达盒的 !%&! , ’()!片段克隆
入 !-./0*)(#"*载体，构建含 %#表达盒重组 (#")*
基因组的质粒 !(#")*+%#，分别用 *+%!、,-.1 "、
,-.1!、/"0!、1$2!!、1%3%!和 4502#进行酶切
鉴定。

!"$ 重组 %&’(#)*&基因组转染 +,细胞
将重组 !(#")*+%#质粒用 6$-!和 7&%!双酶

切后，在脂质体介导下转染 34细胞。按常规进行
传代培养，每隔 52 传代一次，出现 (-& 后，进行常
规病毒增殖。将获得的重组病毒命名为 (#"*+%#。
!"- %&’(#)*&重组病毒的 .%/鉴定与表达盒的
克隆测序

利用 &’缺失区两侧的特异性引物，以重组病
毒 (#")*+%#为模板，扩增 %#表达盒核酸片段（在
两侧含有 &’区的部分序列），以 67琼脂糖凝胶电
泳分析扩增效果。回收所扩增的核酸片段，将其克

隆入 !8369): 后测序，测序工作由上海联合基因
（集团）科技有限公司完成。

!"0 %&’(#)*&病毒中 *&蛋白表达转录水平的
检测

用 (#")*+%#的第 ;代 34细胞培养物接种 34
细胞，置 ’5<培养 ’=>，弃上清，用 ?1@#提取试剂
盒提取 ?1@#，将提取的 ?1@#用 %#基因特异性引
物进行 1:)-(1，同时用 (#")*感染的 34细胞培养
物作为对照。

!"1 表达产物的 2+2(.&34和567869: ;<=8检测
用 (#")*+%#的第 ;代 34细胞培养物接种 34

细胞，置 ’5<培养 ;=> 后，收集上清，刮下细胞
A== B 8离心，用 -CD 洗 * 次，进行 D3D)-#E&分析，
并用同样方法处理 (#")*病毒感染的 34细胞作为
阴性对照。将 D3D)-#E&的电泳产物转移至硝酸纤
维素膜上，A7的脱脂乳封闭，用虎源流感病毒 %#
蛋白的单克隆抗体 ’#6’作为一抗，以辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔 FGE作为二抗，经 3#C)%*H* 显色，

观察特异性条带。

!"> %&’#)*&免疫猫试验
用 (#"*)%# 免疫 ’只 ;= I A=日龄猫（抗 (#")

*和 %A@6 病毒的 %F抗体效价均小于 6 J *），肌注，

剂量 6 B 6=;:(F3A= +只，免疫前和免疫后第 52、6;2、

*62分别采血制备血清，AK< ’=?LM灭活，N *=<冻
存待检。用微量 %F试验检测猫血清抗 %A@6 流感
病毒的 %F抗体。

# 结果

#"! ?%&’(#)*&重组质粒的构建与鉴定
将 !"#$%#表达盒连接到 !"#$"&’的 &’区缺

失处，获得了 %#表达盒方向与 &’区转录方向一致
的重组子 !"&%#。将 %# 表达盒克隆入 !-./0*)
(#")*载体中，获得了在 &’区缺失处插入 %#表达
盒的 (#")* 重组质粒 !(#")*+%#，!(#")*+%#酶切
鉴定结果见图 6。

图 ! 重组质粒 %&’(#的酶切鉴定
OLGP6 F2QMRLSLTURL.M .S !(#"*+%# V0 WQXRWLTRL.M QM2.MYT/QUXQ

2LGQXRL.M Z 6 Z 3LGQXRQ2 [LR> *+%!；*P3LGQXRQ2 [LR> ,-.1 "；’Z 3LGQXRQ2

[LR> ,-.1!；; Z 3LGQXRQ2 [LR> /"0!；AZ 3LGQXRQ2 [LR> 1$2!!；KZ

3LGQXRQ2 [LR> 1%3%!；5Z 3LGQXRQ2 [LR> 4502#；8Z \L2Q WUMGQ

?UW]QW Z

#"# 重组 %&’(#)*&基因组转染 +,细胞
转染 34 细胞后，盲传至 ’ 代时出现典型的

(#")*样 (-&，细胞肿胀变圆，呈葡萄串样病变，获
得重组病毒 (#")*+%#。
#"$ 重组病毒 %&’#)*&的鉴定
#"$"!(#")*+%#病毒的 -(1鉴定与表达盒的测序：
以 (#")*+%#病毒基因组为模板，扩增出与预期片
段大小相一致的片段，约为 ’PK]V。将该片段克隆
入 !8369):，进行序列测定，测序结果与 &’ 区中的
相关序列、!"#$6中的相关序列以及 %#基因的测
序结果一致。

#"$"#(#")*+%#病毒中 %#蛋白表达转录水平的检
测结果：用 1:)-(1 能够扩增出大小约为 6P5]V 的
%#特异的核酸片段，而 (#")*感染的 34细胞扩增
结果为阴性。

#"$"$表达产物的 D3D)-#E&和\QXRQWM V/.R检测：将
得到的重组病毒接种 34细胞，感染后出现 5=7以
上 (-&时（约 ;=>）分别收集细胞和上清，使用抗 %#
蛋白的单克隆抗体 ’#6’，对上述表达产物进行了蛋
白印迹分析（图 *）。\QXRQWM V/.R结果表明，在 (#")

9^* E#H _Y)[QL #2 %& Z +6-2% 95-(.+5.&.85-% !505-%（*==K）;K（*）



!"#$感染的细胞中可检测到大小约为 %&’() 的表
达产物，与预期大小相一致，证明本实验所得的表达

产物为 #$蛋白，在感染细胞上清中没有检测到表
达产物，表明所表达的蛋白没有分泌到上清中。

图 ! "#$%#&’ ()*%检测图谱
*+,- ! $.)/01+1 23 451657. 8/26 - 9- :2; ;5+,<6 =2/5>?/)7 @7265+.

=)7’57；A -9(BC >5//1 +.35>65D 80 B$EF!"#$；!- G?@57.)6).6 23 9(BC

>5//1 +.35>65D 80 B$EF!"#$；H - 9(BC >5//1；&- G?@57.)6).6 23 9(BC

>5//1 +.35>65D 80 B$EF! -

!+,+- 实验免疫结果：用 B$E!F#$ 免疫 H 只 &I J
IK日龄猫（图 H）。免疫前，H只猫的血清 #L抗体效
价均小于 A M!，H次免疫后，H只猫的血清抗 #INA流
感病毒的 #L抗体效价为 A MO J A MA%。

图 , 免疫猫血清 ./抗体检测结果
*+,-H P<5 157?= #L 6+6571 23 6<5 +==?.+Q5D >)6 -

, 讨论
“禽流感”事件在以我国为中心的东亚地区的屡

次发生引起了人们高度的重视，研究者认为中国大

陆的鸭和其它禽类可能是 #INA 病毒的储存库。
B<5.等［H］对在 ARRR J !KK!年间从中国南部分离的
鸭源流感病毒的研究表明近年来在我国流行的

#INA亚型流感对哺乳动物的感染性与致病性日趋
增强。近日在泰国发生的虎感染禽流感事件和猫的

感染实验表明 #INA亚型流感病毒对猫科动物的感
染不但对这些动物本身具有危害性，而且也可能作

为新的传染源或是中间宿主对人类构成威胁。研制

可用于这些动物的疫苗是防治“禽流感”在这些哺乳

动物中发生与流行的关键，血凝素抗原是流感病毒

最主要的保护性抗原，血凝抑制抗体的水平与病毒

中和抗体的水平呈正相关。因此在本实验中采用流

感血凝素基因来构建重组病毒，对猫的免疫实验表

明该重组病毒能够诱导机体产生 #L抗体。此外，呼
吸道粘膜表面的分泌型 L,$在阻止病毒感染中有重
要的地位，它能抑制病毒的粘附，是机体保护机制不

但可以诱导机体产生体液免疫，还可以诱导机体产

生细胞免疫和通过适当的免疫途径产生粘膜免疫。

用腺病毒载体表达狂犬病膜蛋白的重组疫苗显示，

缺失 SH 区的重组病毒可以通过口服方式进行免
疫，而 S/区缺失的重组病毒则不能通过口服方式免
疫［T］。因此我们构建了缺失 SH区的重组病毒，以便
于今后的研究中对大型野生动物进行口服免疫，从

而达到同时诱导机体产生体液免疫、细胞免疫和粘

膜免疫的目的。

犬腺病毒（B).+.5 )D5.2U+7?1，B$E）属于腺病毒
科哺乳动物腺病毒属成员，是在已发现的哺乳动物

腺病毒属中致病性最强、感染动物最广的病毒。

B$E分为犬腺病毒 A 型（B$EFA）和犬腺病毒 ! 型
（B$EF!），两个血清型具有交叉免疫作用，且 B$EF!
弱毒苗克服了 B$EFA弱毒苗的现有缺点，能激发体
液免疫和细胞免疫，通过呼吸道与消化道接种时可

以诱导粘膜免疫，同时保护动物抵抗 B$EFA和 B$EF
!的感染，被应用于预防犬腺病毒的感染［O］，大量的
血清学调查资料证实，野生动物如黑熊、灰熊、山狗、

臭鼬和狼等 B$EFA 的感染率较高，有的可达 OAV。
在我国，多个地区的不同动物中有相继分离到该病

毒和检测到该病毒抗体的报道［R］。本室对虎的血清

抗体调查过程中发现抗 B$EFA 和 B$EF! 抗体阳性
率分别达 !%WRV和 RWATV，表明犬腺病毒可以感染
虎等猫科动物，:)’)621A 等［AK］通过抗体调查证实腺
病毒可能感染猫。目前本研究室已用犬 !型腺病毒
作为重组活疫苗的病毒载体研制出了表达狂犬病毒

糖蛋白，犬瘟热病毒 #蛋白等重组病毒，免疫研究
表明具有良好的应用前景［AA，A!］。本实验中将表达流

感病毒 #$蛋白的重组犬 !型腺病毒用作重组疫苗
可以一举两得：既可以用于预防 #INA 亚型流感病
毒感染又可以预防犬腺病毒的感染，本研究为猫科

动物流感的预防提供了一个新的备选方案。
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［7?］ 闫 芳，夏咸柱，扈荣良，等 -表达犬瘟热病毒 &基因的重组

犬 ?型腺病毒的构建与鉴定 -中国兽医学报，?@@A，%’（5）：A?5
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欢迎参加中国科协期刊优秀论文评比活动

为了提高学术期刊质量，鼓励科技工作者发表高水平的学术论文，促进学科发展和人才成长，中国科协学术交流工作委

员会决定：从 ?@@!年起，开展“中国科协期刊优秀学术论文评比活动”，每年评选一次。?@@A年 D月，《微生物学报》推荐中国科
学院微生物研究所陈远童等人的论文参加第二届评比活动（陈远童，庞月川，郝秀珍 -微生物发酵生产十三碳二元酸的研究 - !L
（!）：?DL C ?B7），经专家评审委员会评审，此文荣获第二届中国科协期刊优秀学术论文奖，全国共计 LL篇科技论文获此殊荣。
本刊编辑部希望能有更多的作者参与此项活动，?@@Q年将是第四届，若您在 ?@@7 ] ?@@5年有文章刊登在本刊，欢迎您在

?@@Q年 Q月 !@日前将一些相关的证明材料（详见以下 !条）寄回到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。今后我们将进
一步改进工作，更好的为科研工作者服务，使本刊成为您真正的朋友，以下为参加优秀论文评比时需要提供的材料：

（7）在 ?@@7 ] ?@@5年，发表在本刊的论文或相关成果的获奖情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 C卷 C期 C页码）、
获奖名称（国家，省部级），并提供奖状或证书复印件一份。

（?）在 ?@@7 ] ?@@5年，由于论文或相关成果在本刊发表，促进了相关研究成果在应用和推广中获得的经济效益和社会效
益情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 C卷 C期 C页码），并提供经济效益的证明材料（包括转让金额、投产规模、专利
等）（加盖公章），提供社会效益的简单文字材料 。

（!）您的论文被国内外权威检索系统（检索期刊和数据库）收录情况。
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