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含禽流感病毒 M2e 氨基端抗原表位的重组传染性法氏囊

病毒 VP2 蛋白的免疫原性鉴定
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*

江苏省农业科学院，国家兽用生物制品工程技术研究中心，南京 210014

摘要:【目的】构建传染性法氏囊病毒 VP2 蛋白展示禽流感 M2e 抗原表位的重组蛋白，研发预防 H5 或 H9 亚

型禽流感和传染性法氏囊的基因工程疫苗。【方法】根据现有禽流感疫苗株 M2e 的氨基端 12 个氨基酸多肽

序列(nM2e) 序列，结合 GenBank 中 H5 和 H9 亚型禽流感病毒 nM2e 的比对结果，确定 nM2e 序列。用融合

PCR 分别将 1 拷贝 H5 或 H9 的 nM2e 序列插入 IBD B87 株 VP2 基因的 PBC 区，获得 VP2BC nM2e 重组基因。
将重组基因克隆至杆状病毒表达系统，转染 Sf9 细胞进行表达。经间接免疫荧光和 Western blotting 检测 Sf9
细胞表达重组基因后，扩繁重组病毒，制备疫苗，间隔 4 周对非免鸡作 2 次重复免疫，用间接 ELISA 和鸡胚成

纤维细胞中的病毒血清中和试验检测血清中 VP2 和 nM2e 的抗体效价。【结果】成功构建含 H5 或 H9 nM2e
的 VP2BC nM2e 重组基因，该重组基因在 Sf9 细胞中得到表达。经免疫鸡，两重组蛋白均能激发针对 VP2 和

nM2e 的抗 体，VP2BC nM2eH5 组 抗 体 效 价 高 于 VP2BC nM2eH9 组。【结 论】两 重 组 蛋 白 均 具 有 免 疫 原 性，VP2BC

nM2eH5 免疫原性更佳。
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禽 流 感 ( Avian Influenza) 和 传 染 性 法 氏 囊 病

( Infectious Bursal Disease，IBD) 是 严 重 危 害 我 国 养

鸡业发展的烈性传染病，疫苗是防控这两种疾病的

主要手段
［1］。由于病毒的进化和变异，我国针对禽

流感已研发了 5 种疫苗，但疫苗的研发速度仍赶不

上病毒的变异速度。禽流感的 M2 蛋白胞外结构域

(M2e) 的 23 个氨基酸序列在不同亚型病 毒 中 均 相

当保守，并具有一定的免疫原性，并能产生对不同亚

型或同亚 型 内 不 同 变 异 株 的 广 谱 性 保 护
［2］。Wu

等
［3］

研究表明 M2e 氨 基 端 的 12 个 氨 基 酸 ( nM2e)

与载体蛋白偶联，免疫小鼠能激发产生保护性抗体，

具有病毒中和活性。

为了防控传染性法氏囊病，我国目前使用的疫

苗包括中等毒力的活疫苗、灭活疫苗，以及亚单位疫

苗，其中亚单位疫苗以 IBD 病毒的 VP2 结构蛋白作

为免疫原
［4］。根据对 IBDV VP2 形成的晶体结构研

究表 明，VP2 含 有 4 个 刺 突 区 域 ( PBC、PDE、PFG 和

PHI)
［5］，其中在其 PBC 区可以插入外源性短序列氨基
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酸而不影响 VP2 表达和结构的完整性
［6］。

本研究利用 IBD 病毒的 VP2 的 PBC 位氨基酸作

为展示位点，将筛选的 H5 和 H9 亚型禽流感的 M2e
氨基端的 1 拷贝 nM2e 多肽插入该区，用 Bac-to-Bac
杆状病毒系统进行表达，以期能构建预防传染性法

氏囊和禽流感的双价疫苗。

1 材料和方法

1. 1 病毒、细胞、载体、非免疫鸡和主要试剂

传染性 法 氏 囊 病 毒 中 等 毒 力 活 疫 苗 B87 株、
B87 CEF 细胞适应株和 BC6 /85 强 毒 参 考 株，以 及

H9 NJ02 /01 株 为 本 中 心 保 存。 Sf9 细 胞 和

pFastBac 系列载体 由 江 苏 省 农 业 科 学 院 兽 医 研 究

所王芳惠赠。限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、rTaq
DNA 聚合酶、pUC19T 载体均购自宝 生 物 科 技 有 限

公 司。羊 抗 鸡 酶 标 抗 体 购 自 Southern Biotech，

TPCK 胰 酶 购 自 SIGMA。 IBDV 亚 单 位 疫 苗、H5
(Re-5) 和 H9 灭 活 单 价 疫 苗 均 购 自 青 岛 易 邦 生 物

技术有限公司。非 免 疫 鸡 购 自 南 京 某 养 殖 场 的 海

兰褐鸡，免 疫 前 检 测 IBDV、H5 和 H9 亚 型 禽 流 感

的抗体，抗 体 效 价 低 于 阈 值，均 可 免 疫。ELISA 板

购自 Corning 酶标板。
1. 2 nM2e 序列和抗 nM2e 血清

根据 GenBank 中公开的 H5 和 H9 亚型禽流感

的 M2 基因序列，并结合本中心的 H9 疫苗株序列，

选定 H5 的 nM2e 氨基酸序列为
2 SLLTEVETPTRN13 ，

核 苷 酸 序 列 为 AGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGC
CTACCAGAAAC。H9 的 nM2e 氨 基 酸 序 列 为

2 SLL
TEVETHTRN13 ，核 苷 酸 序 列 为 AGTCTTCTAACC
GAGGTCGAAACGCACAC CAGAAAC。鸡 抗 nM2e
血清系用合 成 的 nM2e 多 肽 与 KLH 载 体 偶 联 后 制

备成疫苗，经 3 次免疫鸡后制得多抗。
1. 3 重组 VP2-n-M2e 的构建

将整个 VP2 从 PBC 区 分 成 两 段，分 别 用 引 物 将

H5 或 H9 的 nM2e 序 列，经 PCR 融 合 成 嵌 合 基 因，

即 VP2BC nM2eH5 和 VP2BC nM2eH9。构建的重组基因

克隆至 pUC19T 载 体，经 测 序 验 证 正 确 后 备 用。用

于构 建 重 组 基 因 的 引 物 详 见 表 1，构 建 过 程 详 见

图 1。

表 1 构建重组 VP2-n-M2e 的引物

Table 1 Primer for construction of recombinant VP2-nM2e
Name Nucleotides Sequence (5'→3') Fragment amplification
VP2-1 ATGGATCCATGACAAACCTGCAAGATCAAACC Forward primer for VP2
VP2-2 TTGTCGACCTTATGCTCCTGCAATTTTCAGGGG AGA Reverse primer for VP2

VP2-BC2-H5
GCTAGTGTTTCTGGTAGGCGTTTCGACCTCGGTTAGAAGACTGCTGGC
TTGGTACTGTGATGAGAATTGG

Reverse primer for VP2 fusing with nM2e of H5

VP2-BC1-H5
GCCAGCAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGCCTACCAGAAACACTAGC
GGGGTAACAATCACACTGTTCT

Forward primer for VP2 fusing with nM2e of H5

VP2-BC2-H9
GCTAGTGTTTCTGGTGTGCGTTTCGACCTCGGTTAGAAGACTGCTGGC
TTGGTACTGTGATGAGAATTGG

Reverse primer for VP2 fusing with nM2e of H9

VP2-BC1-H9
GCCAGCAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGCACACCAGAAACACTAGC
GGGGTAACAATCACACTGTTCT

Forward primer for VP2 fusing with nM2e of H9

Italics，restriction endonuclease enzyme sites． Bold，stop codons． Underlined，coding sequences for nM2e．

1. 4 构建重组 VP2-nM2e 的杆状病毒及其转染表

达

将含重组基因 VP2BC nM2eH5 和 VP2BC nM2eH9 从

pUC19T 载体中经酶切连接至 pFastBac-1 载体，将阳

性的 pBac-VP2BC nM2eH5 和 pBac-VP2BC nM2eH9 转 化

DH10Bac，经 蓝 白 斑 筛 选 获 得 相 应 的 Bacmid DNA，

用 PCR 对获得的 Bacmid DNA 进行验证。将验证后

正 确 的 Bacmid DNA 按 Bac-to-Bac  Baculovirus
Expression System 的 操 作 说 明 书 转 染 Sf9 细 胞。被

转染的细胞 经 传 代 3 次 后 保 留 作 为 后 续 工 作 用 种

毒。
1. 5 重组蛋白的检测

对 Sf9 细胞表 达 的 重 组 蛋 白 用 间 接 免 疫 荧 光、
SDS-PAGE 和 Western blotting 进行验证。间接免疫

荧光操作简 介 如 下:用 相 应 的 重 组 Bacmid DNA 转

染 Sf9 细 胞，用 冷 丙 酮 固 定，与 相 应 的 抗 血 清 作 用

后，用 FITC 标记的兔抗鸡 IgY 抗 体 孵 育 后，荧 光 显

微镜观 察。SDS-PAGE 操 作，系 用 12% PAGE 胶 电

泳，并以考马斯亮蓝 R-250 染色，在经 脱 色 后 获 得。
Western blotting 操 作 如 下: 在 蛋 白 条 带 转 膜 后，用
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图 1 构建嵌合 nM2e 的 VP2 基因

Fig． 1 Construction of chimeric VP2 insertion with nM2e．

5% 的脱脂奶封闭，再用 0. 2% 的 PBST 洗涤 3 次，将

膜与 100 倍稀释的鸡抗 IBDV 或 nM2e 血清孵育 2h，

膜用 0. 2% 的 PBST 洗 涤 3 次，再 与 HRP 标 记 的 羊

抗鸡 IgY 作用 1h，显色。
1. 6 重组蛋白免疫原性检测

用 Sf9 细胞扩 增 各 重 组 病 毒，将 表 达 的 各 重 组

病毒按 每 羽 份 免 疫 含 1. 5 × 106 TCID50 制 备 油 乳 剂

疫苗，对 10 日龄非免鸡进行首免，4 周后用同种疫

苗加强免疫。同时设立 IBDV VP2 亚单位重组疫苗

组、H5 和 H9 商 品 化 灭 活 疫 苗 组、以 及 不 免 疫 的 空

白组，每组 10 只鸡。
1. 7 抗体检测

针对 VP2 和 nM2e 的抗体均用间接 ELISA 和鸡

胚成纤维细胞( chicken embryo fibroblast，CEF) 中病

毒血清中和试验(VNT) 进行检测。
1. 7. 1 间 接 ELISA: ( a) 针 对 VP2 抗 体 的 间 接

ELISA 检测简介如下:以 VP2 纯化蛋白以 1 ∶ 900 稀

释作为包 被 抗 原，血 清 做 1 ∶ 400 倍 稀 释，HRP 标 记

的羊抗鸡二抗做 1 ∶ 3000 倍稀释，37℃ ，TMB 底物显

色 15 min，以 100 μL 2 mol /L H2 SO4 终止反应。检

测 样 品 为 每 个 免 疫 组 的 血 清 混 合 样。 ( b) 针 对

nM2e 抗体的间接 ELISA 检测间接如下:以 5 μg /mL
的人工合成的 2 拷贝 H5 或 H9 的 nM2e 作为包被抗

原包被对短肽有高亲和力的 ELISA 板，分别检测对

应的 nM2e 抗体，其他条 件 同 检 测 VP2 抗 体 的 间 接

ELISA。
1. 7. 2 VNT(a) 检测 VP2 抗体的 VNT 简介如下:

检测样品包括一免后 4 周和二免后 4 周每只鸡的个

体样品和每个免疫组的血清混合样。CEF 细胞按 1
× 108

个 /孔接入 96 孔板细胞板培养至单层。待检

血清用 2% DMEM 作 2 倍 倍 比 稀 释，稀 释 度 从 1 ∶
100 － 1 ∶ 6400 倍 稀 释。B87 细 胞 适 应 毒 同 样 用 2%
DMEM 稀释至 200TCID50 /100 μL，稀 释 后 的 病 毒 和

血清等体积混合，置 37℃ CO2 细胞培养箱作用 1 h，

作用后的混 合 物 按 100 μL /孔 接 种 细 胞，每 个 稀 释

度设 4 个重复，同时设置细胞对照与病毒对照，放入

CO2 细胞培养箱内培养，48 － 120 h 观察细胞病变出

现情况，以 3 个孔出现病变的最高稀释度孔记为抗

体最高保护效价。(b) 检测 nM2e 的 VNT 抗体。过

程类似与 VP2 的抗体检测，作以下修改。仅用一免

后 4 周和二免后 4 周每个免疫组的血清混合样经 2
倍倍比稀释后作检测，检测用病毒为 NJ02 /01 株，其

终浓度为 100TCID50 ，并 在 培 养 液 中 添 加 5 μg /mL
的 TPCK 胰酶。

2 结果

2. 1 重组蛋白的表达

重 组 病 毒 pBac-VP2BC nM2eH5 和 pBac-VP2BC

nM2eH9 的 种 子 毒 在 Sf9 细 胞 中 的 TCID50 分 别 为

106. 5 /0. 1 mL，106. 2 /0. 1 mL。将 重 组 病 毒 和 空 载 体

以 0. 1 M． O． I 感染 Sf9 细胞，经培养 48h 后，固定细

胞，用 转 染 空 载 体 的 Sf-9 细 胞 做 对 照，结 合 鸡 抗

IBDV 的血清，用 间 接 免 疫 荧 光 检 测 ( IFA) 其 表 达，

感染 pBac-VP2BC nM2eH5 和 pBac-VP2BC nM2eH9 的 Sf9
细胞均可见荧光，而对照的空载体组无荧光，详见图

2-(A，B，C)。分别用鸡抗 H5 的 nM2e 和鸡抗 H9 的

nM2e 血清，经 IFA 检测 nM2e 的表达，结果同 IBDV
抗 血 清，感 染 pBac-VP2BC nM2eH5 和 pBac-VP2BC

nM2eH9 的 Sf9 细胞 均 可 见 荧 光，而 对 照 的 空 载 体 组

无荧光详 见 图 2-(D，E，F)。收 集 感 染 后 96h 病 变

细胞，经系列处理后用 SDS-PAGE 检验表达的蛋白。
SDS-PAGE 检测显示在 54 kDa 处有目的蛋白条带，

这与 重 组 蛋 白 的 预 期 大 小 一 致，详 见 图 3。经

Western blotting 进行再次验证，其条带与 SDS-PAGE
一致。图 4-A 显 示 重 组 蛋 白 与 鸡 抗 IBDV 血 清 反

应，图 4-B 显 示 重 组 蛋 白 与 鸡 抗 nM2e 血 清 反 应 条

带。
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图 2 IFA 检测 Sf9 细胞表达的重组蛋白

Fig． 2 IFA to detect recombiant proteins expressed by Sf9 cell． A，B，C: VP2BC nM2eH9 ，VP2BC nM2eH5 and cell control incubated with

chicken anti-IBDV serum，respectively． D，E，F: VP2BC nM2eH9 ，VP2BC nM2eH5 and cell control incubated with chicken anti-nM2e serum

respectively． Fluorescein isothiocyanate-conjugated rabbit anti-chicken IgY was used for detection of bound chicken serum．

图 3 SDS-PAGE 检测表达重组蛋白

Fig． 3 Recombinant proteins detected by SDS-PAGE． M，Maker;

C，cell control; 1，VP2BCnM2eH9;2，VP2BCnM2eH5．

图 4 Western Blot 检测表达重组蛋白

Fig． 4 Western blot analysis of recombinant proteins． A，Incubation

with serum against VP2． B，Incubation with serum against nM2e．

M， Maker; C， cell control; 1， VP2BCnM2eH9; 2，

VP2BCnM2eH5．

表 2 各免疫组针对 VP2 的 VN 抗体合格鸡只数

Table 2 Qualification chicken number of VN antibody against VP2 in each vaccination group
Vaccination group No． Chicken No． of chickens with VNT antibody qualification /No． totala

VP2BC nM2eH9 10 7 /10
VP2BC nM2eH5 10 8 /10
IBDV subunit commercial vaccine 10 7 /10
H5 inactivated commercial vaccine 10 — b

H9 inactivated commercial vaccine 10 — b

Bac 10 0 /10
Control 10 0 /10

a，No． of chickens with VNT antibody qualification against IBDV 4 week post secondary vaccination / No． total．
b，not test．
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2. 2 间接 ELISA 抗体检测

以 VP2 重组蛋白包被 ELISA 板，检测各免疫组

在免疫前以及一免后 2 周、4 周和二免后 2 周、4 周

的的血清混合样品，结果 见 图 5-A。含 VP2 成 分 的

各免疫组在免疫后的针对 VP2 的血 清 ELISA 效 价

逐渐上升，抗体效价由高到低依次 为 VP2BC nM2eH5

组 ＞ IBDV 亚 单 位 商 品 苗 组 ＞ VP2BC nM2eH9 组。
ELISA 检测针对 nM2e 抗体，结果见图 5-B。含 VP2
成分的各免疫组在免疫后的针对 VP2 的血清 ELISA
效 价 逐 渐 上 升，抗 体 效 价 由 高 到 低 依 次 为 VP2BC

nM2eH5 组 ＞ VP2BC nM2eH9 组 ＞ H9 灭活苗组 ＞ H5 灭

活苗组。

图 5 针对 VP2 和 nM2e 的抗体效价检测

Fig． 5 Detection of antibody against VP2 or nM2e． A，ELISA antibody titer against VP2. B，ELISA antibody titer against

nM2e． C，VNT antibody titer against IBDV． D，VNT antibody titer against nM2e． Pre． Vac． ，pre-vaccination． 2W． P． P． V，

2 weeks post primary vaccination． 4W． P． P． V，4 weeks post primary vaccination． 2W． P． S． V，2 weeks post secondary

vaccination． 4W． P． S． V，4 weeks post secondary vaccination．

2. 3 VNT 抗体检测

2. 3. 1 针对 VP2 的 VNT 抗体:以适应细胞的 B87

疫苗株作为检测用病毒，检测各免疫组在一免 后 4
周和二免后 4 周 血 清 对 IBDV 的 中 和 效 价，结 果 详

见表 2 和图 5-C。各免疫组在二免后的效价显著高

于一免后效价，VP2BC nM2eH5 和 IBDV 亚单位商品化

疫苗免疫效 果 相 当，二 者 均 优 于 VP2BC nM2eH9 疫 苗

组。对二免 后 4 周 每 只 鸡 的 血 样 进 行 检 测，VP2BC

nM2eH9 疫苗组的 7 只鸡和 VP2BC nM2eH5 疫苗组的 8
只鸡以及 IBDV 亚 单 位 商 品 疫 苗 组 的 7 只 鸡，VNT
抗体效价均达到 1 ∶ 6400，而 VP2BC nM2eH9 疫 苗 组 余

下的 3 只鸡的 VNT 效价仅为 1 ∶ 1600，VP2BC nM2eH5

疫苗组余下的 2 只鸡和 IBDV 亚单位商品疫苗组余

下的 3 只鸡其 VNT 效价均为 1 ∶ 3200。而 一 免 后 4
周各免疫组血清效价均低于 1∶ 1600。
2. 3. 2 针 对 nM2e 的 VNT 抗 体:以 H9 亚 型 禽 流
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感 NJ02 /01 株作为检测用病毒，检测各免疫组在一

免后 4 周和二 免 后 4 周 血 清 对 nM2e 的 中 和 效 价，

结果 详 见 图 5-D。二 免 后 抗 体 比 一 免 显 著 上 升。
VP2BC nM2eH5 组 和 H5、H9 灭 活 疫 苗 组 免 疫 效 果 相

当，二免后第 4 周的抗体效价与阳性高免血清相当，

该高免血清 以 合 成 的 nM2e 与 KLH 载 体 蛋 白 偶 联

后制备疫苗经三次免疫鸡制备。VP2BC nM2eH9 组 免

疫效果低于 VP2BC nM2eH5 组。空载体细胞对照组与

空白对照组一样均未检测到抗体。

3 讨论

由于我国的养禽量大，且各种养殖模式并存，另

外还存在野禽等迁徙涉及面广等不利条件，我国在

禽流感防治方面疫苗免疫占有重要地位。但随着病

毒的变异，现有的疫苗很难对新出现的变异株提供

有效保护
［7］。现有的 Re-4 禽流感疫苗与 Re-5 禽流

感的保护谱不具交叉性
［8］。因此，临床亟需具有广

谱免疫效果的禽流感疫苗。
本研究利用法氏囊病毒的 VP2 蛋白作为载体，

将 H5 或 H9 亚型禽流感的 M2e 蛋白氨基端的 12 个

氨基酸插入其纤突区，在杆状病毒表达系统中成功

地 表 达 这 些 融 合 蛋 白。而 H5-nM2e ( 2 SLLTEV
ETPTRN13 ) 与 H9-nM2e ( 2 SLLTEVETHTRN13 ) 在 氨

基酸序列 上 仅 第 10 位 氨 基 酸 存 在 差 异。H5-nM2e
的 Pro 为 疏 水 性 非 极 性 氨 基 酸，而 H9-nM2e 的 His
为碱性氨基 酸。含 VP2BC H5 的 重 组 病 毒 种 子 毒 的

TCID50 亦略高于含 VP2BCH9 重组毒。
根 据 针 对 VP2 的 抗 体 而 言，疫 苗 组 VP2BC

nM2eH5 优于 VP2BC nM2eH9 组，略高于 IBDV 亚单位疫

苗组。IBDV 亚单位疫苗以原核表达的 VP2 蛋白作

为抗原。针对 nM2e 的抗体，疫苗组 VP2BC nM2eH5 优

于 VP2BC nM2eH9 组 和 H5 及 H9 灭 活 疫 苗 组。根 据

对 VP2 的晶体结 构 研 究 表 明，表 达 的 VP2 由 20 个

VP2 三聚体构成，即可形成 60 个 PBC 纤突区，能展示

60 个 nM2e 分子
［5］。文献表明，在成熟的流 感 病 毒

中 M2e 的表达量少
［9 － 10］，仅在感染的细胞表面有大

量 M2e，不利于机体免疫系统识别，激发免疫系统产

生相应的抗体。因此，M2e 需与其他载体蛋白展示，

提高与机体免疫系统接触的几率。本研究采用 IBD
病毒的 VP2 作 载 体 蛋 白 展 示 nM2e，以 提 高 其 表 达

量。

综合比较对鸡的免疫结果，可以得知，重组蛋白

VP2BC nM2eH5 的 免 疫 效 果 优 于 VP2BC nM2eH9。利 用

真核表达系统产生的重组蛋白能获得比较正确修饰

和折叠，但该系统表达所需的培养条件和成本均高

于原核表达系统及其常规鸡胚生产疫苗。因此，后

续研究主要集中于提高表达量和降低表达成本。
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Characterization the immunogenicity of recombinant VP2
of infectious bursal disease virus containing N-terminal
M2e of avian influenza virus

Yinghua Tang，Yuzhen Gong，Yongwei Wang，Jihu Lu，Peipei Wu，Feng Gao，

Tao Chen，Jiahui He，Jibo Hou*

Jiangsu Academy of Agricultural Sciences，National Research Center of Engineering and Technology for Veterinary
Bioproducts，Nanjing 210014，China

Abstract:［Objective］We developed subunit vaccines against H5 or H9 subtype avian influenza viruses ( AIV) and
infectious bursal disease viruses ( IBDV) ． Viral protein 2 (VP2) of IBDV was used as cargo protein to display a 12-
amino-acid ( aa) immunodominant epitope derived from N-terminal M2 extracelluar domain (nM2e) of H5 or H9 subtype
AIV． ［Methods］ The aa and nucleotide sequence of nM2e was determined by comparing the available avian influenza
vaccine strains and alignment the AIV sequence available in GenBank． One copy of H5 or H9 nM2e was inserted into PBC

region of VP2 origin from IBDV B87 vaccine strain by fusion polymerase chain reaction． The VP2BC nM2e recombinants
were cloned into Bac-to-Bac expression system and transfected to Sf9 cell． The expressed chimeric protein was
characterized by indirect immunofluorescence assay and Western blotting，and subsequently was used as antigen to develop
vaccine． The non-immunized chicken was given two injections with the vaccine at a 4-week interval． Serum against VP2
and nM2e was tested by indirect ELISA and virus neutralization in chick embryo fibroblast． ［Results］Both VP2BC nM2e
recombinants were successfully constructed and expressed in Sf9 cell． Both chimeric proteins elicited antibody against VP2
and nM2e． The antibody level elicited by VP2BC nM2eH5 vaccine was higher than that of VP2BC nM2eH9 ． ［Conclusion］

Both chimeric proteins were immunigenic，and the efficacy of VP2BC nM2eH5 was higher than VP2BC nM2eH9 in chicken．
Keywords: avian influenza virus，infectious bursal disease virus，M2e，VP2
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