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摘要：【目的】本研究以火鸡疱疹病毒（TDH）EU3分子克隆为平台，构建表达禽流感 TU基因的重组火鸡疱疹
病毒，以开发新型病毒活载体疫苗。【方法】利用 VIW5NH重组技术，经过两步法重组：第一步，用两端带有 4.
X9大小左、右同源臂 (和 X的选择标记基因 +9=CK)I;表达盒替换 TDH基因组 Y0-区；第二步，用两端带有同
样的 4. X9左、右同源臂 (和 X的 TU基因表达盒替换选择标记基因 +9=CK)I;表达盒。在含有氯霉素和链霉
素双抗性的平板上筛选阳性克隆，经卡那霉素抗性反向筛选和 F3V进一步鉴定，鉴定正确的克隆命名为
9TDHKTU。提取并纯化 9TDHKTU Z1U，转染原代鸡胚成纤维细胞（3NL），以完成重组病毒的拯救。【结果】命
名为 9TDHKTUG的 EU3克隆转染 3NL后第 !天，出现病毒噬斑，噬斑形态与野生型 TDH相似，获得拯救的重
组病毒，命名为 +TDHKTUG，将重组病毒 +TDHKTUG在 3NL上连续传代培养，经 F3V和间接免疫荧光检测表
明，重组病毒在连续传代过程中仍能稳定表达 TU蛋白。【结论】本研究以 TDH EU3为平台，利用 VIW5NH重
组技术，构建了表达禽流感 U5[;;=I5[*()QW;)Q5G5"2（T41#）毒株的血凝素（TU）基因的重组火鸡疱疹病毒，为
新型禽流感重组活载体疫苗开发奠定基础。
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火鸡疱疹病毒（TI+9I=S?+*= ;O H*+\I,，TDH）是近
年来研究开发并逐渐转向实际应用的一种新的病毒

载体，与其它禽病毒载体相比具有许多优势：对鸡及

其它动物均无致病性，使用安全；接种鸡体后病毒在

鸡体内形成长达数周的病毒血症，且终生潜伏感染，

可刺激机体产生较高的抗体水平并维持终生，接种

一次即可获得终生免疫；TDH 基因组庞大，可插入
较长外源基因，可用于构建多价或多联重组病毒活

疫苗；TDH疫苗不仅生产成本低，而且可以冻干，易
于贮存和运输；即使在密度很高的鸡群，TDH 也不

发生水平传播，因而减少了重组活载体疫苗散毒的

危险。目前，国外已成功地利用 TDH作为载体表达
了多种禽病原保护性抗原基因，展现了 TDH作为载
体疫苗的良好应用前景［# & -］。

禽流感（(S?() ?)O<*I)](，U/）是由 U型流感病毒
引起的一种禽类（家禽和野禽）感染的疾病综合症，

是目前危害养禽业最严重的疫病之一。世界多个国

家的禽流感的暴发，并引起人的感染和死亡，提示人

们 U/的防制具有重要的公共卫生意义［G & 4］。TU是
构成 U/D囊膜的主要成分之一，是病毒主要的表面



抗原，可以刺激机体产生中和抗体，并介导病毒进入

宿主细胞［! " #］，是开发药物和疫苗的主要研究对象。

“$%&’()重组”是近年发展起来的一种基于同
源重组原理在大肠杆菌中直接修饰各类 *+,分子
的新技术。这种同源重组是由 $-.噬菌体的重组蛋
白 $%.(’)或!噬菌体的 $%&"’#介导重组，将线性
*+,片段引入环形 /,0 *+,中，从而实现应用 10$
产物或体外合成的寡核苷酸直接对靶 *+,分子进
行各种有目的修饰。目前已有研究报道［2 " 34］应用该

技术对多株重组病毒进行修饰。充分显示了该技术

的可操作性，这将在利用 /,0资源开展基因组学研
究方面具有深远意义。

本研究以构建的火鸡疱疹病毒全基因组感染性

细菌人工染色体为平台［33］，利用现代 $%&’() 重组
系统，经过两步法重组，将 56亚型高致病力禽流感
毒株 ,’7889%’:;-<7&8<7’=’>!的 5,基因插入到 5?)
基因组的复制非必需区 @AB 区，获得插入 5,基因
的 /,0克隆，并通过脂质体转染鸡胚成纤维细胞拯
救出表达禽流感病毒 5, 基因的重组火鸡疱疹病
毒，为禽流感新型活病毒载体基因工程疫苗的开发

奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒载体、工程菌和毒株：CD*32E)载体购自宝
生物工程（大连）有限公司。真核表达载体 C.*+,=F3
（ G）购自 H<IJKL87%< 公司。大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）
*56"及 /,0宿主菌 *534/由本实验室保存。高致病

性 56+3禽流感病毒（,’7889%’:;-<7&8<7’=’>!）由哈尔滨
兽医研究所禽流感国家参考实验室保存。含有 5?)
M.3B!株全基因组的感染性细菌人工染色体 5?) /,0!
由本实验室构建并保存［33］。

!"!"# 主要试剂：+(,5$和 -).$等限制性核酸
内切酶、)N *+,连接酶、&+)1、O, /(0 酶和反转录
酶（,D?）均购自宝生物工程（大连）有限公司。
*D(D细胞培养基购自 :JP.8公司（美国）。胰酶购
自 *JQJ.8 公司（美国）。10$ 产物回收试剂盒购自
/J8QR;S 公 司（杭 州）。 OJC8Q%.K-TJ<%)D B444 购 自
H<IJKL87%< 公司（美国）。$+%-9U DJ<J VJK 和 WJ-7%<
CR-9TJ& DJ&J XJK 购自 WJ-7%< 公司（荷兰）。08;<K%LE
A%R%.KJ8< /,0 D8&JQJ.-KJ8< VJK购自 :%<% /LJ&7%9公司
（德国）。OE阿拉伯多糖、氯霉素、四环素、卡那霉素
及链霉素购自 AJ7T- 公司（美国）。:%<% 1;R9%L
Y.%RR)D (R%.KL8C8L-KJ8< AU9K%T 购自 /J8E$-& 公司（美
国）。鸡抗 56 亚型 ,H?阳性血清由哈尔滨兽医研
究所禽流感国家参考实验室提供。MH)0 标记的兔
抗鸡 H7:购自 AJ7T-（美国）公司。
!"!"$ A1M鸡胚及细胞系：> Z 34 日龄 A1M鸡胚由
中国农业科学院哈尔滨兽医研究所实验动物中心提

供。B>=)细胞系由本实验室保存。
!"# 引物设计与合成
根据 :%</-<X上发表的 5?) M.3B!株全长基因

组序列（ -..%99J8< +8F,MB>32!!）、/,0E7CK 序列、
C.*+,=F3（ G）序列及禽流感病毒 ,’7889%’:8<7&8<7’
=’>!株（56+3）5,基因序列设计了以下引物（表 3），
引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

表 ! %&重组所用线性 ’()片段扩增引物
)-PR% 3 A%[;%<.%9 8Q 8RJ78<;.R%8KJ&%9 ;9%& J< 10$ -<& () .R8<J<7

1LJT%L9 A%[;%<.% 8Q CLJT%L9（6\!=\） )-L7%K 7%<%

5,EM 00:::,)00:00,)::,,,,)::,:,:,,),:):0)) 5, 7%<%

5,E$ :)0:0::00:00),0,,)0):,,0)0,,),,,)

LC9OE<%8EM ::00)::):,):,)::0:::,)0: LC9OE<%8 7%<%

LC9OE<%8E$ )0,:,,:,,0)0:)0,,:,,::0:

$%COBEM
0)00,),0,)):,,),,))00,0,0:)0,:0)0,)0::,)00)),,)),,
::00)::):,):,)::0:::,)0:

LC9OE<%8 .-99%KK% Q8L 7CK
&%R%KJ8<

$%COBE$
):):,:0::,),,0,,)))0,0,0,::,,,0,:0),):
,00,):,)),0:)0,:,,:,,0)0:)0,,:,,::0:

$B5EM
:::0,,))0:0)0:0:0:,0)00,),0,)):,,),,))00,0,0:)0,:0)0,)0
:)):,0,)):,)),)):,0)

5, .-99%KK% Q8L LC9OE<%8
&%R%KJ8<

$B5E$
):):,:0::,),,0,,)))0,0,0,::,,,
0,:0),):,00,):,)),0:,,:00,),:,:000,00:0,)0
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!"# 重组质粒 $%&’()的构建
按照 !"#$%& ’()% *+,+ -+.的说明书提取禽流感

病毒 /0122%#032,142,105067的 !"/，并进行反转录，
以 89"/ 为模板进行 !:;<=!，<=! 反应的条件为：
6>? > @+,；6A? B @+,，>C? A> %，DC? BE> @+,，5F个
循环；DC?BF @+,。<=! 产物经回收纯化后克隆到
’*9BG;:载体上，并进行测序鉴定。真核表达载体
’89"/5EB（ H）和 I/ 基因分别经 !"#I!和$%&!
双酶切处理后连接转化大肠杆菌，阳性的重组质粒

命名为 ’89;I/。
!"* 重组质粒 $%&’()的瞬时表达检测
提 取 并 纯 化 重 组 质 粒 ’89;I/，按 照

J+’2K#8.$@+,#:* CFFF 说明书方法转染 C65: 细胞，同
时设 ’89"/5EB（ H）空载体转染 C65:细胞对照，转
染后 57 L，用间接免疫荧光（MMN）试验检测 I/基因
在 C65:细胞中的瞬时表达情况，鉴定正确的质粒作
为 <=!模板，用于扩增 >O端带有 =*P启动子和 5O
端带有 ’2(&（/）尾的 I/基因表达盒。
!"+ ,-./01两步法重组修饰 (21 3)45
!"+"! <=! 扩增 Q’%J;,#2 基因表达盒：选取 IP:
R/=7中位于 STC区 1’.基因（构建 IP: R/=时用于
筛选重组子的筛选标记基因）第一个外显子 /:3前
面的 >F个碱基序列为左同源臂 $，选取 1’.基因终
止子 ://后面的 >F个碱基序列为右同源臂 U，将 $
和 U分别置于 Q’%J;,#2上、下游特异引物 Q’%J;,#2;N0
! 序列的 >O端，合成新引物 !#’JC;N0!，以质粒
’!<TJ;"#2为 <=!模板，扩增带有同源臂 $ 和 U 的
选择标记基因 Q’%J;,#2表达盒。回收并纯化所得的
<=!产物，浓度控制在 BFF V CFF ,10"J。
!"+"6 第一轮 !#40W: 重组：按照 =2),.#Q;T#(#8.+2,
R/= *24+K+8$.+2, -+. 中描述的方法制备包含 IP:
R/=7的 9IBFR电转化感受态细胞，分成5F"J0管，
每管中加入 ’!#40W:质粒 B V C"J（CF V AF ,1），电转
参数设置为 B5>F P，BF"N，7FF#，B @@，电击完成后
立即加入 B @J 无抗 JR 培养液，5F?振荡培养 DF
@+,后，取 BFF"J 菌液涂布于含有氯霉素（=@Q，5F

"10@J ）和四环素（:#.，5"10@J）双抗性的 JR 平板
上，5F?温箱中培养 CA L，挑取单克隆，接种到含有
同样双抗性的 > @J JR 培养液中，5F?振荡，待
’(7FF达到 FE5左右时，加入 BFXJ;阿拉伯糖 CFF"J
（使其终浓度约为 FEAX），5D?振荡培养 A> V 7F @+,
（诱导 ’!#4W: 表达 !#4$0!#4%0!#4&0!#8/ 蛋白），制
备成电转化感受态细胞，分成5F"J0管，每管感受态
细胞中加入 B V C"J 回收纯化的 Q’%J;,#2 表达盒

<=!产物，电转参数设置同上，5D?振荡培养 DF @+,
（同源重组在此时发生），取菌液 BFF"J涂布于含有
氯霉素（=@Q，5F"10@J）、四环素（:#.，5"10@J）和卡
那霉素（-$,，B>"10@J）5种抗性的 JR平板上，5F?
温箱中培养 CA L（切勿在 5D?温箱中培养过夜，否
则表达 !#4$0!#4%蛋白的质粒 ’!#4W: 将会完全消
失，无法进行下一步重组），挑取单克隆，接种到含有

同样 5种抗性的 > @J JR培养液中，5F?振荡培养
B7 L 左右，取少量菌液划线接种于含有氯霉素
（=@Q，5F"10@J）、卡那霉素（-$,，B>"10@J）和链霉素
（T.Q，>F"10@J）5种抗性的平板上，5D?温箱中培养
CA L左右，以检测选择标记基因 Q’%J;,#2 功能是否
正常发挥（如果正常发挥，则不能在具有链霉素抗性

的平板上生长）。提取并纯化 R/=质粒，经过凝胶
电泳为大分子 9"/的克隆进一步做 <=!鉴定，阳性
克隆用于下一步操作。

!"+"# <=!扩增 I/基因表达盒：以重组质粒 ’89;
I/为模板，用设计的 >O端分别带有同源臂 $、U的引
物对 !CI;N0!扩增 >O端带有 =*P启动子和 5O带有
’2(&（/）尾的 I/基因表达盒，回收并纯化 <=!产物。
!"+"* 第二轮 !#40W:重组：将包含 Q’%J;,#2基因的
R/= 克隆，制备成电转化感受态细胞，分成
5F"J0管，每管感受态细胞加B V C"J（BFF V CFF ,1）
I/基因表达盒，<=!回收产物电转参数设置同上，
电击完成后立即加入 B @J无抗 JR培养液，混匀后
转入到 BE> @J灭菌 W<管中，5D?，CCF Q0@+,振荡培
养 DF @+,左右（同源重组在此时发生），取 BFF"J菌
液，涂布于含有氯霉素（=@Q，5F"10@J）和链霉素
（T.Q，>F"10@J）两种抗性的平板上，5D?温箱中培养
CA L左右（’!#4W:质粒此时丢失，以防非预期重组
的发生），同一细菌单克隆用 CF"J :+’头各挑取一
定量菌体，分别接种到含有氯霉素（=@Q，5F"10@J）
与链霉素（T.Q，>F"10@J）的双抗性 JR培养液和含氯
霉素（=@Q，5F"10@J）与卡那霉素（-$,，B>"10@J）双
抗性的 JR培养液中，验证选择标记基因 Q’%J;,#2是
否被替换掉；经抗性筛选正确的 R/=克隆进一步通
过 <=!进行鉴定。
!"5 禽流感重组火鸡疱疹病毒的拯救
经鉴定正确的含禽流感病毒 I/基因的 R/=克

隆，提取并纯化其 9"/，按照 J+’2K#8.$@+,#:* CFFF说
明转染新鲜制备的原代 =WN，5D?、>X =YC 细胞培

养箱中培养 6 L 后，换成含 CX胎牛血清和 BX T0<
的 9*W*细胞培养液培养，DC L后开始每天观察病
毒噬斑形成情况。出现病毒噬斑后，待 GFX细胞出

FG 9#%2,1 J$, #. $( Z 0)*&" +,*-%.,%/%0,*" 1,2,*"（CFF6）A6（B）



现病变时，传到新鲜制备的单层原代 !"# 上增殖。
根据文献［$%］描述的方法提取病变细胞总 &’(，通
过 )!*进一步验证；重组病毒在 !"#上连续传代至
第 $+代，再次通过 )!*扩增 ,(基因，同时按照本
文 $-%-.中描述的方法进行间接免疫荧光检测重组
病毒中禽流感病毒 ,(基因的表达情况。

! 结果和分析

!"# $% 基因的 &’( 扩增及真核表达重组质粒
)*+,$%的鉴定
以禽流感病毒 (/01123/41506150/./78（,9’$）的

:&’(为模板扩增出一条特异性条带，大小约为
$-;<=，与 ,(基因大小相符，经过测序进一步鉴定
正确。将 ,( 基因定向克隆到真核表达载体
>:&’(.-$（ ?）中，构建的真核表达重组质粒 >:&@,(
经酶切鉴定结果正确，说明载体构建成功。

间接免疫荧光结果显示，重组质粒 >:&@,(转染
%7.A细胞 .8 B 后，出现特异性荧光，而空载体
>:&’(.-$（ ?）转染 %7.A细胞对照则无荧光（图 $），表
明 ,(基因能够正确表达，可以用于下一步试验。

图 # 间接免疫荧光检测 $%的表达
#C0D$ &3E3:EC15 1F ,( 3G>H322C15 =I J#( K22KID (：JLLM51FNM1H32:35:3

1F >:&@,( EHK52F3:E36 %7.A :3NN2；O：>:&’(.D $（ ?）EHK52F3:E36 %7.A

:3NN2 K2 :15EH1N D

!"! -)./,012基因替换 34!区鉴定
在 P@阿拉伯糖的诱导下，>*36"A 质粒表达

*36!/*36"/*36#等蛋白，介导同源重组发生，经抗性
筛选，共获得 $Q个细菌克隆，小量提取质粒，经过凝
胶电泳初步鉴定确定均为大分子 &’(的克隆，中量
提取并纯化其中的 ;个 O(!质粒，以设计的不带同
源臂的引物进行 )!*扩增，产物大小约为 $-. <=，与
预期大小一致（图 %@(），表明 H>2P@531 基因插入到
,RA基因组的 ST%区，鉴定正确的 O(!克隆命名为

O(!@H>2P@531。
!"5 $%基因表达盒替换 -)./,012基因鉴定
经抗性筛选，获得具有氯霉素和链霉素双抗性、

并失去卡那霉素抗性的 O(!克隆 $% 个，分别命名
为 >,RA@,($@>,RA@,($%。经凝胶电泳初步鉴定为

大分子 &’( 的克隆，中量提取并纯化其中的 8 个
O(!质粒，以设计的引物对（,(@#/*）特异性地扩增
到大小约为 $-; <=的条带，与 ,(基因片段大小一
致（图 %@O）。

图 ! &’(扩增 -)./,012基因
#C0D% )!* KL>NCFC:KEC15 1F H>2P@531 0353（(）K56 ,K 0353（O）D (：

$D ’30KECU3 :15EH1N；%@V D H>2P@531 0353；WD &’( WKH<3H &P%+++；O：$

X 8：,( 0353；;D ’30KECU3 :15EH1N；WD &’( WKH<3H &P%+++ D

!"6 表达禽流感 $%基因的重组火鸡病毒的拯救
随机选取 >,RA@,($@>,RA@,($%中的 8个 O(!

克隆，中量提取并纯化 O(! &’(后转染次代 !"#，
其中标记为 >,RA@,(. 的 O(!克隆在 !"# 上再次
启动感染，拯救出禽流感重组火鸡疱疹病毒，命名为

H,RA@,(，图 .为该 O(!克隆在鸡胚成纤维细胞上
培养 78和 $%+ B病毒形成的噬斑。
!"7 间接免疫荧光检测重组病毒中$%基因的表达
拯救的重组病毒 H,RA@,( 连续传至第 $+ 代，

)!*扩增到大小约 $-; <=的 ,(基因，间接免疫荧
光结果表明，拯救的重组病毒 H,RA@,(感染 !"#后
出现特异性荧光，而 !"#对照则无荧光（图 Q），表明
重组病毒 H,RA@,(能再 !"#中正确表达 ,(蛋白。

5 讨论
禽流感自 $V;V年意大利首次报道至今已有 $.+

年的历史。目前，该病在世界各地广泛存在，给养禽

业带来巨大损失，而高致病性禽流感（,)(J）虽然对
养禽业的危害却是毁灭性的。更值得注意的是近年

来 ,)(J病毒感染人并致人死亡事件不断发生，由

$V兰德松等：利用 *63/"A技术构建表达 ,9亚型禽流感病毒 ,(基因的重组火鸡疱疹病毒 D /微生物学报（%++7）Q7（$）
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图 ! "#$%&#’! (’)质粒转染鸡胚成纤维细胞后形成的噬斑形态
!"#$% &’()*’+’#, ’- .*/ )+012/3 ’4 56!3 0-./( .(04-/7."’4 8".* .*/ 9:5 ;<: ’- )=>?@=:%$

:：<’(A0+ 56!3；9：)=>?@=:% 9:5 "4-/7./B 56!（CD *）（ E FGG）；5：)=>?@=:% 9:5 "4-/7./B 56!（FHG *）（ E FGG）$

图 * 间接免疫荧光检测重组病毒 +#$%&#’感染鸡胚成
纤维细胞后 #’基因的表达
!"#$ I JAA24’-+2’(/37/47/ 040+,3"3 ’- =: /K)(/33"’4 "4 (=>?@=:

"4-/7./B 56!3$ :：JAA24’-+2’(/37/47/ B/./7./B ’4 (=>?@=: "4-/7./B

56!3；9：<’(A0+ 56!3$

此可见，=L:J病毒正在逐渐获得感染人的能力，人
类可能面临着流感大爆发的威胁［%，F%］。

对 =L:J的控制最初是采取隔离和扑杀，如今
越来越多的国家倾向于应用疫苗进行免疫预防，实

践证明全病毒灭活疫苗具有良好的免疫效果。但其

最大的不足是疫苗接种诱导机体产生的抗体会导致

免疫鸡与自然感染鸡难以区分，从而影响疫病的流

行病学普查。近年来，;<:重组技术的发展和应用
使得疫苗的研究正逐渐从传统的灭活和减毒疫苗向

基因工程疫苗过渡，以期克服常规疫苗的一些弊端，

进而更好地满足生产的需要，其中病毒活载体疫苗

以其独特的优势备受青睐。同灭活疫苗相比，活载

体疫苗的用量少，又不需要添加佐剂，成本大大降

低，而且免疫保护持续时间长，效果好。更重要的

是，重组活载体疫苗在免疫鸡群后，=J抗体和中和
抗体都很低，而攻毒后两种抗体滴度都明显升高，从

而既可以保护强毒的攻击，又不至于严重影响该病

的监测和流行病学调查［FI］。一些科学家已经以鸡

痘病毒（-’8+-’K M"(23）及新城疫病毒（</8703.+/ B"3/03/
M"(23）为载体成功构建了表达禽流感 =: 基因的重
组病毒［D，FN O FP］，而且动物试验结果表明，免疫效果良

好，显示了重组病毒活载体疫苗良好的开发和应用

前景。

=>? !7@FHD株作为原型 &; 疫苗自 FCPG 年以

来一直使用，该疫苗无致瘤性，保护效果良好，可以

冻干，使用方便，是世界各国普遍使用的疫苗，尤其

是 =>?与其它疫苗株联合使用（如 =>? Q R9@F，=>?
Q 5>JCSS）时表现出明显协同保护效果，使得其在控
制 &;上仍然具有重要价值［H，FS O FC］。

另外，=>?作为病毒载体携带外源保护性抗原
基因方面，与其它病毒载体相比具有许多优势，近些

年来以 =>?为载体的基因工程疫苗一直是国内外
学者研究的热点。新城疫病毒（<;>）、血清 F 型
&;>、传染性法氏囊病病毒（J9;>）、传染性喉气管
炎病毒（JT?>）、禽白血病病毒（:T>）以及艾美尔球
虫病（6"A/("0）的保护性抗原都已在 =>? 载体中获
得表达，而且能够抵抗致死剂量病原的感染，因而以

=>?为载体的基因工程疫苗的研究具有广阔的应
用前景［H］。

但是 =>?基因组庞大，结构复杂，而且具有很
强的细胞结合特性，过去使用在真核细胞中的重组

操作技术对其进行操作和研究，显得困难重重，而且

费时费力。近年来，细菌人工染色体（9:5）技术在
疱疹病毒上的应用解决了这一难题。通过构建

=>? 9:5，就可以在大肠杆菌中对 =>?基因组进行
遗传修饰。与在真核细胞中相比，在大肠杆菌中操

作的重组技术具有更快速、有效而且可靠的优

点［H，HG O HF］。尤其是最近发展起来的“U/BV6?重组”技
术在 9:5修饰上的应用，更是促进了 9:5技术的快
速发展。

“U/BV6?重组”是近年发展起来的一种基于同
源重组原理在大肠杆菌中直接修饰各类 ;<:分子
的新技术。较之传统的酶切、连接、转化的方案更加

快速方便，而且应用范围更广泛。这种同源重组是

由 U07 噬菌体的重组蛋白 U/76V? 或!噬菌体的
U/B"V#介导重组，将线性 ;<: 片段引入环形 9:5
;<: 中，发 生 重 组 所 需 要 的 同 源 臂 仅 为
%G W NG X)［C，HH］。NG X)的同源臂可以通过 L5U的方法
加载在打靶序列的两侧，也可以直接合成仅含两个

HS ;/3’4# T04 /. 0+ $ V!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（HGGC）IC（F）
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同源臂的寡核苷酸序列，在同源臂与 !"#引物之间
或两个同源臂之间还可以加入一些特殊序列，如

$%&!位点、限制性内切酶位点、蛋白质标签以及点突
变等，从而实现应用 !"#产物或体外合成的寡核苷
酸直接对靶 ’()分子进行各种有目的修饰［**］。
本研究利用目前优化的 +,克隆技术对 -)"进

行 修 饰，以 表 达 #./!0#./"0#./#0#.1) 的 质 粒
2#./+,为依托质粒，采用 324567.%为正0反向选择系
统，理论上只需要 * 8 9 周即可完成对 -)"进行插
入、替换、删除等各种有目的修饰。之所以应用

324567.%，一方面是因为 -)" 的宿主菌株 ! : "#$%
’;<=-为 3245 缺失突变株，其自身具有链霉素抗
性，当插入并重新表达 3245后 -)"宿主菌又会变为
链霉素敏感；同理，当 3245 再次被其它目的基因替
换时宿主菌则又恢复链霉素抗性。因此，通过链霉

素抗性筛选就可以实现非抗性目的基因对 -)"的
修饰，联合 7.%基因的目的是能够通过卡那霉素做
正向筛选，使 3245 顺利插入到 -)" 中。应用 32456
7.%另一方面是因为该联合基因只有 <>9 ?@，易于进
行 !"# 扩增以加载同源臂。另外，在进行第一轮
#./0+,重组时由于能够进行卡那霉素做正向筛选，
因而效率很高，在卡那霉素抗性平板获得的细菌克

隆 A=B左右为正确的克隆。但进行第二轮 #./0+,
重组时，因为链霉素进行反向筛选的是缺失了 3245
的 -)"突变株，在电转化过程中会有一定比例的突
变，在链霉素抗性平板上的细菌克隆只有 *=B 8
9=B为正确的克隆，不过 #./0+, 重组本身效率很
高，因而很容易获得多个正确的 -)" 克隆。提取
-)"质粒转染真核细胞，部分 -)"克隆可以完成重
组病毒的拯救。

本实验以本研究室构建的 ;C,感染性细菌人
工染色体为平台，首次利用高效的 -)" 修饰技术
———#./0+,重组修饰系统对其进行操作，将禽流感
病毒血凝素（;)）基因插入到 ;C, 复制非必需区
DE*，最终构建了表达禽流感 ;)基因的重组火鸡疱
疹病毒，为新型 )F 重组活载体疫苗的开发奠定了
基础。
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