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表达新城疫病毒!"#$#株融合蛋白基因的
重组鸡痘病毒及其免疫效力

吴艳涛 彭大新 刘秀梵 刘伟忠 张如宽
（扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 $$#%%&）

摘 要 将新城疫病毒（+:’）;7969株融合蛋白基因导入鸡痘病毒（;<’）插入载体.;8!!=#3!的<=>#启动子下
游，得到转移载体.;8!!=#3!重组质粒。采用脂质体转染技术，将该质粒转染;<’$9$67株感染的鸡胚成纤维细
胞（?6;）。经过多次蓝斑筛选纯化，获稳定的重组病毒2;<’3+:;。间接免疫荧光试验表明，2;<’3+:;感染的

?6;中表达了+:’的融合蛋白。用2;<’3+:;免疫的,<;试验鸡能产生对+:’强毒攻击的免疫力，保护率达

&">4@。
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新城疫（+-CDEF/)-:GF-EF-，+:）是鸡的一种烈
性、病毒性传染病，被国际兽疫局列为对动物危害最

大的B类传染病之一，每年给国家造成上百亿元的
经济损失。本病病原为新城疫病毒（+:’），分类上
归于副粘病毒科、腮腺炎病毒属，是一种有囊膜的单

链、不分节段、负极性H+B病毒。位于+:’囊膜
上的两种糖蛋白为融合蛋白（;）和血凝素I神经氨
酸酶（J+），与病毒的致病性和免疫原性密切相关。
其中;负责病毒穿入细胞，产生细胞融合和溶血作
用；J+负责病毒吸附到细胞受体和破坏细胞受体。

;常以;(前体的形式被合成，;(经宿主细胞酶切
割成具有生物活性的;!和;$多肽，;!多肽起融合
作用。;(酶切部位的氨基酸序列决定其能否被宿
主细胞酶识别，因而决定了病毒的毒力［!］。

由于+:’强毒在我国流行非常普遍，而常规
疫苗的短期免疫保护率虽高，免疫期却不长，致使鸡

的整个饲养期内需要多次使用疫苗。在存在各种免

疫抑制因素的情况下，免疫监测稍有疏忽，鸡群就会

发生+:。为了研制免疫保护率高、免疫期长的+:
新一代疫苗，国内外不少实验室已采用多种途径表

达了+:’的结构基因，这些重组体对+:’强毒攻
击具有保护作用［$，4］。本文将报道表达+:’中国
标准强毒;7969株;基因的重组鸡痘病毒（.;<’）

构建及其免疫效力，为研制+:基因工程疫苗打下
基础。

% 材料与方法

%&% 材料

%&%&% 病毒、,<;鸡和鸡胚：+:’中国标准强毒

;7969株、+:’KE,(/E疫苗株和鸡痘病毒（;<’）

$9$67疫苗株，由中国兽药监察所提供。表达+:’
;7969株J+基因的2;<’（2;<’3+:;）由本室刘
伟忠等构建［7］。,<;鸡和鸡胚购自斯巴法斯公司。

%&%&’ 质粒和宿主菌：含+:’;7969株;基因的
质粒.;4=由吴艳涛等构建［#］，;基因插入片段全长

!"&%1.，包括一个编码##4个氨基酸的开放阅读框
架。;<’插入载体.;8!!=#3!由本室王志亮等构
建［"］，含疫苗病毒启动子<=>#和<!!，以及;<’复
制非必需片段、筛选标记KEDL基因和多克隆酶切
位点。宿主菌M8!购自华美生物工程公司。

%&%&( 分子生物学试剂：限制酶、M7:+B聚合酶、

M7:+B连接酶、:N,<6H)G.(O-D/GP试剂盒等购自

H(DQ-公司、羊抗鸡RS8I;RM?荧光抗体购自,GS3
0E公司。

%&%&" ;基因狄高辛探针：由本室刘伟忠等制备。

%&%&) 鸡抗新城疫病毒阳性血清：由本室制备。以



!"#$甲醛灭活超速离心提纯的%&’(’株)*+，制
备成油乳剂灭活疫苗，两次免疫,-%鸡，采集血清
备用。

!"# 方法

!"#"! 含)*+%基因的%-+转移载体的构建：方
法见图.。以!"#/酶切0%#1，经2&*)3聚合酶
补平末端，再以$%&4!切割，低熔点琼脂糖电泳提
纯长约."156的 )*+%基因开放阅读框架；

0%7..189.以!’"/和$%&4!酶切割，提纯长约

:"156的片段；两者于!;经2&*)3连接酶作用
连接&’<。将上述连接产物转化感受态大肠杆菌

27.，涂布含氨苄青霉素、=9>?@和/-27的AB平
板，#1;培养.C".’<。挑取#!个蓝色菌落，用狄
高辛标记的%基因探针进行原位杂交，筛选到的阳
性重组质粒命名为0%7%..189.。

图. 含)*+%基因的%-+转移载体0%7%..189.的构建

%D>". EFGHIJKLIDFGFM-%+IJ?GHMNJONLIFJ0%7%..189.
LFGI?DGDG>I<N%>NGNFM)*+.

!"#"# 含 )*+ % 基因的 J%-+ 构建：参照

*P,-(QAD0FMNLIDG试剂盒说明书进行。在8!RA
方瓶中，培养,-%鸡胚成纤维细胞（E(%）至形成单
层；以!".RA的%-+S’S(&株感染E(%，#1;培养

#<；用#RA无血清*T(T培养基洗细胞面两次，
再加入SRA无血清*T(T培养基。分别在两个灭
菌指形管中用UB,（S!RRF@／AUN0NH，.8!RRF@／A

)?E@，0U1V&）分别稀释脂质体、质粒0%7%..189.
至8!#A，使脂质体与质粒的比例为8W.；将两管物
质合为一管，轻轻混匀，室温静置.8"#!RDG。将
上述.!!#A脂质体X质粒复合物缓缓加入到E(%
细胞单层的无血清培养基中，轻轻混匀，#1;培养

C<。加入SRA含.!$犊牛血清的*T(T 培养
基，继续培养.’<；换含.$犊牛血清的*T(T培
养基培养&’"1S<。待细胞完全病变后收获病毒，

X1!;反复冻融#次，低速离心去细胞碎片，上清即
可能含J%-+。

!"#"$ 含)*+%基因的J%-+纯化：将上一步骤
转染的病毒液作.W.!稀释，取!"8RA感染培养于
直径为C!RR平皿内的次代E(%单层，待出现单
个分散的病毒蚀斑时，倒掉培养液，加入终浓度.8!

#>／RA=9>?@的营养琼脂（SY细胞培养液与."C$
琼脂等体积混合）8RA，凝固后翻转平皿，#1;、8$
EPS培养。待蓝斑出现后，将其吸出，转入!"8RA
细胞培养液中，X#!;冻融#次，重复进行这一步
骤，连续蓝斑筛选#次。

!"#"% 表达)*+%基因的J%-+鉴定：采用间接
免疫荧光试验进行，以%-+S’S(&株感染的E(%和
未感染病毒的E(%为对照。将纯化的J%-+感染

S&孔培养板上的E(%，1S<后移去培养液，用-B,
洗涤.次，再以冷甲醇固定，洗涤后加工作浓度的鸡
抗新城疫病毒阳性血清，#1;孵育.<；洗涤#次后
再加入羊抗鸡/>79%/2E荧光抗体，&8RDG后充分
洗涤并观察荧光，阳性者命名为J%-+9)*%。

!"#"& 表达)*+%基因的J%-+（J%-+9)*%）免
疫效力试验：将.日龄,-%鸡随机分组，隔离饲养。

S’日龄时，每只试验鸡分别肌肉接种.!&个半数细
胞感染量（2E/*8!）的J%-+)*%、J%-+)*U) 和

J%-+)*%／J%-+)*U)（两 者 各 占 !"8Y.!&

2E/*8!），疫苗对照组接种!"SRA.W.!!稀释的

)*+A?,FI?病毒株鸡胚尿囊液。&S 日龄时以

)*+%&’(’强毒肌肉注射攻毒，每只鸡接种.!8个
鸡胚半数致死量（(/*8!）病毒，观察记录试验鸡发病
死亡情况。本试验还设有攻毒对照组和空白对照

组。

# 结果

#"! 构建含’()*基因的*+)转移载体
经一系列步骤将)*+%&’(’株%基因正向置

于%-+插入载体0%7..189.的痘苗病毒启动子

-1"8下游。以狄高辛标记的%基因探针原位杂交
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筛选到!个阳性克隆，命名为"#$#%%&’(%。

!"! 表达#$%&基因的’&(%构建和鉴定
以脂质体和质粒"#$#%%&’(%转染#)*+,+-!

疫苗株感染的.-#，经过连续/次的蓝斑筛选，得
到纯化的0#)*(12#。间接免疫荧光试验可见

0#)*(12#感染的.-#细胞中有明显的特异性黄
绿色荧光，表明12*#基因得到表达（见图+）。而
作为对照的.-#中均未出现荧光。

图+ 间接免疫荧光试验检测0#)*(12#感染的
鸡胚成纤维细胞中12*#基因表达

#345+ 67789:;<8:0=>?=9?=@=A=?A3:9:;12*;8>3:9"0:A=39
=B"0=>>=@39AC=0#)*(12#39;=?A=@.-#?=<<>

!") ’&(%*#$&的免疫效力
应用D)#鸡所进行的免疫效力试验结果见表

%。0#)*(12#、0#)*(12E1和0#)*(12#／0#)*(
12E1免疫组对12*强毒攻击均有很高的保护作
用，试验鸡在免疫接种0#)*到攻毒期间未出现任
何不良反应。

) 讨论
融合蛋白是12*的重要结构成分，用#)*作

为载体对其进行表达是研制12基因工程疫苗的途
径之一，这一技术路线有明显的优越性。首先作为

载体的#)*+,+-!毒株本身是鸡常用的疫苗株，免
疫期长，具有严格的宿主限制性，不感染人类和哺乳

动物，用于预防鸡痘安全有效；其次，#)*表达系统
是真核系统，表达产物经糖基化等修饰后更接近于

天然成分，能产生良好的免疫原性。

12*#基因能否在#)*中高效表达，与插入
载体关系密切，一方面取决于插入载体的痘苗病毒

启动子性质；另一方面取决于与#)*发生同源重组
的复制非必需片段。本室构建的"#$%%&’(%是一
种高效插入载体，马立克氏病毒4F基因和12*
E1基因均已用该载体导入到#)*中，并产生了对
相应病原体的免疫保护性［&］。本试验亦采用

表+ ’&(%*#$&免疫鸡群对#$%强毒攻击的保护率

,-./0+ (’1203245006643-3716280384390:;4:13</-20=>428’&(%*#$&-?-4:;254’</0:2#$%38-//0:?0

$0:8" 1:G:;?C3?H=9>
2:>=:;69:?8<IA3:9
（J.62’K／?C3?H=9）

2:>=:;?CI<<=94=
（-62’K／?C3?H=9）

LIA3::;D80M3M:0 )0:A=?A3:9LIA=／N

0#)*(12# /K %K! %K’ +O／/K OP5&

0#)*(12E1 /K %K! %K’ +,／/K O/5/

0#)*(12#／0#)*(12E1 /K %K! %K’ +,／/K O/5/

QID:AI /K KG+7Q（.:77=0?3I<MI??39=） %K’ /K／/K %KK5K

.:9A0:<% %’ — %K’ K／%’ K5K

.:9A0:<+ %’ — — %’／%’ —

"#$#%%&’(%插入载体，构建了含12*#基因的转移
载体"#$#%%&’(%，并用脂质体方法转染#)*+,+-!
株感染的.-#，获得0#)*(12#。
影响脂质体转染效率的重要因素是脂质体与转

移载体质粒的比例和转染时间，因此必须优化转染

条件。经过反复试验，确定了脂质体和质粒比例为

’R%，转染时间选择在#)*+,+-!株感染.-#后/
!!C，在此条件下可获得较高的转染效率，在含S(
4I<营养琼脂的平皿上获得多个呈蓝色的重组病毒。

初步的动物试验表明，0#)*(12#和0#)*(
12E1一样，都能刺激鸡体产生对12*强毒攻击
的免疫保护作用，而0#)*(12#和0#)*(12E1的
组合并没有进一步提高保护率。关于重组12疫苗
的合适免疫剂量以及组合，尤其是免疫持续的时间

还有待研究；如何提高12基因工程疫苗的细胞免
疫水平亦仍需作深入探索。在这些问题解决以后

12基因工程疫苗可望进入实用阶段，这将为12
的控制提供新的手段。

/O’’期 吴艳涛等：表达新城疫病毒#!,-,株融合蛋白基因的重组鸡痘病毒及其免疫效力
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