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摘 要：新城疫病毒是理想的新型活病毒疫苗载体，具有巨大的优势和应用前景。采用生产实践中广泛应用、免疫

效果良好的 HIJ K9LG.9弱毒疫苗株，建立了反向遗传操作系统。在此基础上，进一步构建了表达绿色荧光蛋白
（MNO）的重组 HIJ基因组 BIH*克隆，成功救获了重组病毒 @K9LG.967MNO，病毒 N)代尿囊病毒液按 ) P )$! 7QI&$接种

0 ( )$日龄 LON鸡胚尿囊腔，接种后分别于 #!>、!%>、’#>及 0">收获尿囊液，检测平均 R*滴度分别为 #%、#)$S1、#))S1

和 #))，每 8K尿囊液病毒量 7QI&$分别为 )$%S"!、)$0S##、)$0S#)和 )$0S"!，重组病毒与亲本株生长滴度在相近时间达到峰

值，生长动力学特性与亲本株无明显差异。各代次重组病毒按 ) P )$" 7QI&$病毒量接种 0 ( )$日龄 LON鸡胚，0">内

完全不致死鸡胚。救获重组病毒保持了 K9LG.9弱毒疫苗亲本毒株对鸡胚良好的高滴度生长适应和低致病特性，并
且鸡胚连续传 0代次仍保持 MNO的稳定表达及生物学特性不变。重组病毒 @K9LG.967MNO的成功救获为开展新城疫
病毒活载体疫苗研制提供了可行的技术平台。
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新城疫（H4UB9-.54 V:-49-4，HI）是危害世界养禽
业的重大烈性传染病。新城疫病毒（H4UB9-.54
V:-49-4 ?:@+-，HIJ）为不分节段单股负链 WH* 病毒
（CGC -4,84C. C4,9.:?4 -:C,54 -.@9:C ?:@+-），是副粘病毒
科的重要成员和模型病毒。重组 HIJ作为活病毒
疫苗载体具有极为突出的优点，HIJ弱毒疫苗长期
以来一直用于家禽防疫，其安全有效性已被充分证

明；HIJ遗传相对稳定，仅有一个血清型，毒株间发
生重组及毒力返强可能性极小；复制过程在细胞浆

内完成，从 WH*到 WH*，不存在 IH*阶段及细胞基
因组整合的可能；HIJ弱毒疫苗可同时诱导全身性
体液免疫、局部粘膜免疫及细胞免疫的形成，具有确

实的免疫保护作用［) ( 1］；可通过饮水、喷雾、滴鼻、点

眼或注射等多种方式给苗，使用极为方便；HIJ 具
有高滴度的鸡胚生长特性，生产成本极为低廉［! ( "］。

HIJ弱毒疫苗免疫在我国养禽业几乎是所有新生
雏鸡必不可少的免疫程序，K9LG.9 毒株所有这些突
出的特点使得该疫苗成为最具吸引力的重组活病毒

疫苗载体。HIJ为高度传染性和高度致死性的家
禽疫病原，我国每年用于新城疫防治的弱毒疫苗至

少在百亿羽份以上。HIJ作为活病毒疫苗载体应
用的经济意义十分巨大。

HIJ基因组全长 )&)%"核苷酸，有 " 个独立转
录单元，分别编码核蛋白（HO）、磷蛋白（O）、基质蛋
白（X）、融合蛋白（N）、血凝集素神经氨酸酶蛋白
（RH）和大聚合酶蛋白（K），HIJ和其它负链 WH*病
毒一样，其最小感染单位是核糖核蛋白复合物，无蛋

白包裹的 WH* 本身并无感染性。HIJ 的基因组
WH*与 HO、O、K蛋白共同组成核蛋白复合体，启动
WH*的首轮转录及病毒蛋白的翻译合成、产生感染
性子代病毒。根据这一原理，)000年欧洲学者率先
建立了第一个高致病性 HIJ的反向遗传操作系统
（W4?4@-4 ,4C4.:B -F-.48，WML 系统）［’］。研究表明，
HIJ基因组在不同位点插入外源报告基因或免疫
原基因，经细胞或鸡胚连续高代次传代仍保持高度

的遗传和表达稳定性。我们采用生产实践中广泛应

用、免疫效果良好的 HIJ K9LG.9 弱毒疫苗株，建立
了相应的反向遗传操作系统。在此基础上，进一步

构建了表达绿色荧光蛋白（MNO）的重组 HIJ基因组
BIH*克隆，救获了重组病毒 @HIJ6MNO；救获的重组



病毒保持了 !"#$%"弱毒疫苗亲本毒株对鸡胚良好的
高滴度生长和低致病特性，经鸡胚连续传 &代次仍
保持 ’()的稳定表达，主要生物学特性不变。本研
究为开展多价新城疫病毒活载体疫苗研制提供了充

分可行的载体平台。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 细胞和病毒：稳定表达 *+ 聚合酶的 ,#-.+
细胞系由 /"01./1"23 4$56718"55 博士惠赠，培养基为
含 9:;胎牛血清及 9!<=8! ’>9? 的 @ABA；C@D
!"#$%"疫苗株由本研究室保存，接种 & E 9:日龄 #)(
鸡胚尿囊腔扩增后 F +:G冻存备用；鸡抗 C@D高免
性血清由本研究室制备；#)(鸡胚及 #)(鸡雏均由
哈尔滨兽医研究所 #)(实验动物中心提供。
!"!"# 试剂和仪器：!"# 酶，*> @CH连接酶及其它
限制性内切酶均购自 *"I"-"公司，磷酸钙转染试剂
盒（J"14K28 LM$3LM"%7 *0"53N74%K$5 IK%）购自 O5PK%0$<75；
荧光显微镜为 !7K4" @A O-,，购自 !7K4"公司。
!"# 转录载体的构建
基因组 -CH转录载体 L,*-*以低拷贝克隆载

体 L,-QRR为骨架并在 $%&-"= ’"("位点插入 *+启
动子（*+ L0$8$%70）、丁肝病毒核酶（-KS）和 *+转录终
止信号（*+ %708K5"%$0），由本实验室自行构建。克隆
在 *+ 启动子和核酶之间的 @CH 片段可以在 *+
-CH聚合酶的作用下得到转录，并且由于 -KS的自
身催化功能，可以保证转录产物的 QT末端与克隆的
@CH片段精确一致。
!"$ 表达 %&’重组基因组全长 ()*+的构建

C@D !"#$%"疫苗株病毒接种鸡胚尿囊液按常规
方法提取病毒基因组负链 -CH；整个基因组分为末
端部分重叠的 9:个片段（(9 E (9:）进行 -*.)J-扩
增，4@CH 片段克隆至 L,12340KL%（J1$5%74M）)*""位
点并经序列分析确证与病毒基因组 -CH序列完全
一致；为引入特异的分子遗传标签，选择 !"#$%"疫苗
株基因组 4@CH U9+RSL处存在一甲基化的 +,""位
点，序列为 *J*H’H*JH，利用 )J-手段将其突变为
*J*H’HJJH，使其不再受甲基化酶识别，因而能够
被限制性内切酶 +,""所识别；利用相邻片段重叠
部分存在的限制酶切位点连接成组装完整的 C@D
基因组 4@CH，并克隆在转录载体 L,*-*上；进一步
通过 )J-方法在 4@CH第 Q9UV5%处引入 -*."限制
酶切位点（’***HHHJ），构建成重组 C@D病毒基因
组 转 录 载 体 L,-C.(!.)87O；再 以 LO-B#.’()

（J1$57%74M）为模板，通过 )J-，在 ’()的 W-( VT端引
入 -*."限制酶识别序列和 C@D自身聚合酶 !识
别的转录终止序列 ’B（**HH’HHHHHH）及转录起始
序列 ’#（HJ’’’*H’HH），在 ’() 的 W-( QT端引入
-*."限制酶识别序列；)J-末端经 -*."酶切插
入 L,-C.(!.)87O，并确保重组基因组 4@CH全长总
碱基数仍保持 U的倍数，构建的表达 ’()重组基因
组全长 4@CH 克隆命名为 L,-C.(!.’()；表达核蛋
白（C)）、磷酸蛋白（)）及大聚合酶蛋白（!）基因的开
放阅读框架（W-(）4@CH分别克隆在 L,S17340KL%（ X =
F）质粒 *+ 启动子下游，分别构成转录辅助质粒
L,#C)，L,#)和 L,#!。
!", 病毒拯救及扩增

,#-.+细胞接种于 QV88六孔板内生长达 V:;
E ?:;单层时，转录质粒及辅助质粒 L,-C.(!.’()、
L,#C)、L,#) 和 L,#! 分别以 V!<、RYV!<、9YRV!<，共
转染 ,#-.+细胞，采用 J")W> 转染试剂盒，操作按试

剂盒说明书进行。转染后 ? E 9RM，弃去转染混合
物，用含 9:;@A#W的 ),#液休克细胞 RYV8K5，加入
完全 @ABA过夜孵育，第二天换成无血清培养基，
并加入 *)JI（9!<=8!）继续孵育 R E QZ后，收获培养
物上清，:YRR!8孔径滤器过滤后接种 & E 99Z的 #)(
胚尿囊腔；接种后的 #)(胚继续培养，Q E VZ，取鸡胚
尿囊液 V:!!按常规进行新城疫病毒的血凝（[H）和
血凝抑止（[O）试验。收获 [H及 [O试验结果阳性
尿囊液，.+:G冻存，并按常规方法分别于 & E 9: 日
龄鸡胚尿囊腔接种进行传代、BO@V:滴定及鸡胚生长

动力学测定［9R］。

!"- %&’表达检测
救获病毒 & E 9:日龄鸡胚传代，收获病毒尿囊

液分别取 V:!!体积 @ABA 9:F >倍数稀释的病毒液

接种生长于 R> 孔板的原代 JB(细胞，Q+G孵育 9M
后用 @ABA洗涤 Q遍，然后加入完全 @ABA继续培
养，R>M后荧光显微镜直接观察 ’()蛋白在感染细
胞的表达结果。

# 结果

#"! 重组 *). /01230株基因组 ()*+的构建
为建立 C@D新城疫 !"3$%" 疫苗株的反向遗传

操作系统，必须首先构建相应基因组的全长 4@CH
克隆，作为基因组负链 -CH转录模板，为此构建了
覆盖整个基因组的 9:个 4@CH克隆片段，利用各个
片段间重叠部分的酶切位点，在低拷贝质粒转录载

体质粒 L,*-* 连接组装获得了 9V9?U5% 的完整

?>V ’B \K5.]K5< ./ "( ^ =0%/" 12%3&,2&(&42%" )252%"（R::U）>U（>）



!"#$克隆（图 %&$），在全长 !"#$片段 ’(端前缀 )*
+#$聚合酶启动子，在 !"#$片段后连有具有自我
催化功能的肝炎!核酶（+,-）和 )* 转录终止信号；
在此基础上，进一步利用基因 !"#$ .%/’01 处 23+
引入 !"#"位点，插入 ’(端引入了 #"4 5聚合酶特
异的转录调控序列 67和 68的 7692基因，构建成
表达 692的重组 #"4!"#$克隆 :;+#&95&7692（图
%&;）。与其他研究者一样，我们同时在 )*聚合酶启
动子于基因组 !"#$的 ’(末端引入两个多余的 6，
根据其他研究者的经验可能有助于副粘病毒反向遗

传操作的病毒拯救。

图 ! 带有 "#$%基因的 &’(基因组的构建
9,<= % 3>0?1@A!1,>0 >B !"#$? C0!>D,0< #"4 E01,<C0>F,! "#$

!>01E,0,0< 1GC 692 <C0C=

)*) 从 +’&,克隆救获感染性重组 &’(
为了从克隆的 !"#$ 中拯救感染性 #"4，以

:;+#&95&692及表达 #"4 #2、2、5蛋白的辅助质粒
共转染 ;8+&*细胞。#"4的融合蛋白 9H必须裂解
成 9%和 9I才具有感染性，对于 5E8>1E弱毒株而言，
;8+&*细胞不能分泌裂解 9H蛋白所需的蛋白酶，因
此换 成 无 血 清 培 养 基 并 加 入 蛋 白 酶 )23J
（%#<KF5），继续培养 I L .D，收获转染细胞上清接种
于 M L %%日龄的 829鸡胚。ND后收获鸡胚尿囊液，
血凝（O$）试验结果阳性，不同鸡胚的 O$ 价介于
IM L %%；#"4免疫血清血凝抑制（OP）试验分析同样呈
现阳性结果。收获病毒阳性尿囊液作为救获病毒

@#"4的 9%代。进一步的 +)&23+及序列分析结果
显示，9%代救获病毒基因组 !"#$与用于转染的重
组 !"#$克隆序列完全一致，和预期相符。结果表
明，通过反向遗传操作技术，利用 #"4 5E8>1E 疫苗
株基因组 !"#$克隆成功地救获具有感染性的重组
子代病毒 @5E8>1E&7692。
)*- 重组病毒在鸡胚的生长特性及致病特性
为确定反向遗传操作救获 @5E8>1E&7692的鸡胚

生长特性及其对鸡胚的致病性，@#"4及 @#"4&692
病毒 9%代尿囊病毒液按 % Q %HN7P"’H接种 M L %H日
龄 829鸡胚尿囊腔，接种后分别于 ING、NRG、*IG 及
M/G收获尿囊液，检测平均 O$滴度分别为 IR、I%HS.、

I%%S.和 I%%，每 F5尿囊液病毒量 7P"’H分别为 %HRS/N、

%HMSII、%HMSI%和 %HMS/N，而 @#"4 每 F5 尿囊液病毒量
7P"’H分别为 %HRS’N、%HRS/N、%HMS’/、%HMSN.。重组病毒与亲
本株生长滴度在相近时间达到峰值，生长动力学特

性与亲本株无明显差异。@5E8>1E&7692 病毒 9% 代
在 M L %H日龄 829鸡胚连续传 M代，各代次 *IG时
收获鸡胚尿囊液 O$价分别介于 IR 至 I%I（表 %），各
代次重组病毒按 % Q %H/7P"’H病毒量接种 M L %H日龄

829鸡胚，M/G 内完全不致死鸡胚。结果表明表达
692重组新城疫病毒 @5E8>1E&7692 仍然稳定保持
#"4 5E8>1E疫苗亲本株在鸡胚的高滴度生长及低致
死的遗传特性。

)*. /0123415#$%外源报告基因的稳定表达
#"4 5E8>1E疫苗株能一过性感染体外培养的哺

乳动物细胞。为证明 @5E8>1E&7692病毒在 ;8+细胞
内的复制及插入外源报告基因 692在传代过程中
仍然能够保持稳定表达，@5E8>1E&7692 鸡胚尿囊腔
接种连续传代 M次，各代次鸡胚尿囊病毒液分别 %H
倍连续梯度稀释 %HH#5体积接种 IN 孔板培养 379
细胞，ING后荧光显微镜直接观察结果（图版"&$），
根据镜下表达强阳性绿色荧光蛋白的细胞数量，确

定各代次 @5E8>1E&7692每毫升蚀斑形成单位（29T）
介于 %HM L %H%H之间（表 %）。

表 ! /&’(5"#$%中 #$%的稳定表达
)E-UC % 81E-UC CV:@C??,>0 >B 692 ,0 @C!>F-,0E01 #"4&7692

2E??E<C? O$ 1,1C@? 29TKF5 692 CV:@C??,>0
9% IM R Q %HM W
9I IR I Q %HM W
9. I%H N Q %H%H W
9N I%% I Q %H%H W
9’ I%H R Q %HM W
9/ I%H . Q %H%H W
9* IR N Q %HM W
9R I%H % Q %H%H W
9M I%I I Q %HM W

- 讨论
重组 #"4活载体疫苗亲本株的生物学特性，特

别是在宿主体内的复制能力对疫苗的免疫原性及有

效性具有重要影响。IHH% L IHHI 年，2EUC?C 等［’］相
继构建表达 O%亚型流感病毒 O$免疫原基因的重
组 #"4 ;%株和表达 O*亚型流感病毒 O$免疫原基
因的重组 #"4;% 株，免疫试验表明这两种 #"4活
载体疫苗可分别在小鼠和禽类诱导保护性免疫反

应。但是由于 ;% 本身高度致弱，在免疫接种鸡体

MN’葛金英等：表达绿色荧光蛋白重组新城疫病毒 5E8>1E疫苗株的构建 = K微生物学报（IHH/）N/（N）



内的复制能力较差，因而诱导免疫鸡形成有效免疫

保护的能力也相对较弱，试验表明，表达 !" 亚型
!#基因的 $%& ’( 株对 $%&及 !" 亚型高致病力
禽流感致死性攻击的存活保护分别仅为 )*+和
,*+，且不能阻止病毒在体内的复制和排放。-**,
年，./0/1等［,］采用体内复制能力较强，免疫原性良
好的 2/.34/疫苗株为活载体，构建了表达传染性法
氏囊病毒（5’%&）变异株 62.78的重组新城疫病毒，
免疫 -日龄雏鸡，结果可有效抵御 5’%&变异株及新
城疫强毒的攻击，保护率均为 (**+。为此，我们选
择生产中广泛应用、实践证明免疫效果良好的一株

$%& 2/.34/弱毒疫苗，作为构建重组 $%&活载体疫
苗的亲本株，以确保未来重组活载体疫苗的免疫保

护效果。

重组 $%&复制能力强、生长滴度高对其活毒疫
苗降低制备成本、生产应用的经济可行性以及确保

有效免疫剂量具有重要意义。外源基因在基因组内

的插入位置可对重组 $%&的鸡胚复制、生长能力产
生显著影响。9::4:;< 等［(=］以人类分泌性碱性磷酸
酶基因为外源基因，分别插入 $979之间、>7?之间、
!72之间或 27基因组 8@末端非编码区之间。结果表
明，上述位点插入外源基因后，重组病毒生长滴度复

制较非重组野生型毒株均有不同程度的降低，且病

毒滴度高峰的出现也较野生型后移；9/1:<:和 ./0/1
等分别以 A/4报告基因插入 97>之间、基因组 =@7$9
之间，也观察到了重组型病毒滴度高峰的出现较野生

型后移，但病毒生长滴度较野生型仅有 ( B -倍的下
降［(，(,，(8］。同时，外源基因的插入位置还可能对其表

达水平产生显著影响，一般认为，外源基因插入位置

越接近基因组 =@末端其病毒蛋白表达水平越高，但对
有些外源免疫原蛋白，特别是一些病毒囊膜糖蛋白，

表达后可装配于 $%&表达粒子的表面，过高的表达
有可能影响到重组病毒在体内的感染、复制、甚至遗

传稳定性。综合考虑诸方面因素，我们选择 97>之间
为重组 $%& 外源基因的插入位置，结果重组病毒
;2/.34/7C6?9与非重组野生型亲本毒株相比，生长特
性未发生明显下降，鸡胚接种后 "-D同样可达到 (*EF=E

C5%8*的高水平病毒滴度，并且连续传代外源基因保持

高水平的稳定表达。结果表明，;2/.34/是非常具有应
用前景的活病毒疫苗载体系统。
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