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表达鸡白细胞介素 !重组鸡痘病毒的构建
及其体外表达产物生物活性的检测

邵卫星 彭大新 卢建红 韦栋平 刘玉良 刘秀梵"

（扬州大学畜禽传染病学农业部重点开放实验室，扬州 !!5"":）

摘 要 从 E&,F刺激的鸡脾细胞中扩增出鸡白细胞介素 !（EGHI1!）基因编码区。将该编码区 DJ)F序列和调控其
转录的鸡痘病毒早晚期启动子（K=LI）的基因片段定向克隆到鸡痘病毒转移载体 M##95 中，获得重组转移载体
M##95HI!，然后转染已感染鸡痘病毒 !8!=$疫苗株（NO1;K%）的鸡胚成纤维细胞（E=;），质粒 M##95HI!与 NO1;K%基因
组 J)F发生同源重组，产生了表达 EGHI1!的重组鸡痘病毒 .;K%1HI!。通过在含 P1Q+’的营养琼脂上连续挑选蓝色
病毒蚀斑，获得并纯化重组鸡痘病毒 .;K%1HI!。应用 P66LKRS方法检测的 .;K%1HI!（R( T( H !U"）感染 E=; 9!小时
后细胞上清中表达的重组 EGHI1!生物活性，效价为 0U2 V #"5 -L>I，表明 .;K%1HI!能有效地表达 EGHI1!。下一步将利
用 .;K%1HI!在体内表达 EGHI1!，研究 EGHI1!的免疫增强作用及其作用机理。

关键词 E&,F，白细胞介素 !，鸡痘病毒，P66LKRS
中图分类号 W982 文献标识码 F 文章编号 #"""10"2#（!""$）"#1"#021"$

白细胞介素 !（HI1!）是一种重要的细胞因子，由激活的 6
淋巴细胞产生，可诱导 6细胞增殖，选择性地增强 6G#细胞
分化、增殖，诱导干扰素（ H;)）及 HI1! 的分泌［#］。#::9 年
S-,C?DX等成功克隆了鸡的 HI1!（EG?DX7, HI1!，EGHI1!）基因［!］。
已有多种研究表明 HI1!具有免疫增强作用［0，$，5］。以表达的
HI1!作为免疫增强剂可能是解决目前众多疫苗，特别是基因
工程疫苗和 J)F疫苗免疫效果差的有效途径之一。利用病
毒作活载体，细胞因子在体内可随着病毒的感染复制而得到

表达，能够克服大肠杆菌表达的细胞因子所具有的缺点［2］。

本研究用鸡痘病毒（;&N’M&< Y?.-Z，;K%）作载体，构建表达鸡
HI1!基因的重组鸡痘病毒 .;K%1HI!，在体外检测表达产物的
生物活性，证明鸡 HI1!可以得到很好地表达。旨在下一步研
究重组鸡痘病毒在体内表达的鸡 HI1! 对不同疫苗（如弱毒
疫苗，基因工程疫苗）的免疫增强作用，从而开发一种通用的

免疫佐剂，同时也将研究鸡 HI1!的免疫增强机理。

" 材料与方法

"#" 病毒、质粒和主要试剂
鸡痘病毒 !8!=疫苗株购自中国兽药监察所。;K%转移

载体 M##95 由本室彭大新等构建［9］，含有痘苗病毒启动子
K9U5和 K##、;K%复制非必需片段、3+04 筛选标记基因和多
克隆酶切位点；M3’-7ZD.?MO1S4H;)由本实验室构建，带有鸡痘
病毒早晚期启动子 K=LI；M[E#8 由本实验室保存；M\=R16

7+Z/ Y7DO&.购自 K.&>7Q+公司。淋巴细胞分层液购自上海华
精生物科技公司；])FQ7,OZ 6&O+’ ])F HZ&’+O?&, S/ZO7> 购自
K.&>7Q+公司；转染试剂 ;-\=)= 2 6.+,Z@7DO?&, ]7+Q7,O、E&,F、
P66、琼脂糖凝胶回收试剂盒为 ]&DG7公司产品；KRS（吩嗪硫
酸甲酯）购自中科院上海生化所。

"#! 实验用鸡、鸡胚和成纤维细胞
实验中所用的鸡胚为 SK;鸡胚，所用的鸡为 SK;鸡（均

购自南京药械厂）。用 : ^ #"日龄鸡胚按常规方法制备原代
和次代成纤维细胞（E=;）。
"#$ 引物的设计与合成
根据 \7,3+,X上的序列（F;"""20#），设计扩增 EGHI1!编

码区的上下游引物 K#和 K!。在 K#和 K!的 5_端分别加上
.+5‘!和 67+!酶切位点。在紧接 K!的 67+!位点的下
游加上痘苗病毒转录终止信号的互补序列（FFF FFF FF）。
用 K#和 K!扩增的预期片段大小约 $0"aM。
K#：5_1EEE \\F 6EE F6\ F6\ 6\E FFF \6F E6\ F6E10_

K!：5_1EEE 6E6 F\F FFF FFF FF6 6F6 666 6\E F\F 6F6 E6E FE10_

引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

"#% &’()*!基因的克隆及序列测定
"#%#" 制备鸡脾细胞：将 0 ^ 2周龄 SK;鸡无菌取脾，在钢网
上捣碎过滤，细胞悬液加到淋巴细胞分层液上，8"" V Q离心
!">?,，分离单个淋巴细胞。吸出中间层的单个淋巴细胞，用
含 5b犊牛血清的 #2$" 培养基洗 0 次，每次 8"" V Q 离心



!"#$%。然后用 !&’" 培养基［含 ()犊牛血清，*+巯基乙醇
（","(##-./0），1-%2（!"!3/#0）］悬浮细胞，调整细胞数到 ! 4
!"5 个/#0，于 ’!6、()17* 温箱中培养。

!"#"$ 用 89+:18方法扩增 1;<0+*编码区基因：收获上述培
养 *’;的脾细胞，用 :=>洗 ?次。按 8@23A%BC 9-BD. 8@2 <C-+
.DB$-% >ECBA#说明书提取鸡脾淋巴细胞总 8@2，然后进行反
转录和 :18扩增。取 :18产物 (!0进行凝胶电泳分析。
!"#"% 1;<0+*基因序列测定：回收 :18产物，与 FGHI+9 ADCE
JAKB-L连接。利用 :18方法从质粒中扩增 1;<0+*基因，初步
鉴定重组质粒，然后由 9DMD8D公司对重组质粒进行测序。
!"& 插入编码 ’()*+$ 基因的重组鸡痘病毒转移载体
,!!-&)*$的构建
技术路线见图 !。构建转移载体 F!!5(<0*，经 :18和测

序鉴定重组质粒 F!!5(<0*。
!". 重组鸡痘病毒 /012+)*$的获得和纯化
转染过程按转染试剂盒使用说明书进行：用 5")乙醇

处理质粒 F!!5(<0*，然后将质粒与转染试剂按 ! N &比例充分
混合后转染已感染 *O*H’（PB+Q:R）的单层 1HQ。待细胞出现
明显病变后收获病毒。 S *"6反复冻融 ?次，低速离心去除
细胞碎片，取 *!0上清接种生长在直径 &"##培养皿的单层
次代 1HQ上。待 5")细胞出现病变时，吸出培养液，在 ’*6
条件下加入用 *倍维持液配制的 ",O)细胞培养级营养琼脂
（含 T+3D.，终浓度为 !("!3/#0），于 ?56、() 17* 温箱中培养

* U ? V。挑取蓝色的重组病毒蚀斑，再按上述方法于 W&孔板
上连续纯化重组病毒数代，直至获得纯化的重组病毒。

!"- 制备含重组 ’()*+$的细胞培养上清
将 LQ:R+<0*按 IX7X <为 *,"量接种单层 1HQ，?56、()

17* 条件下培养 5*;，收获上清用 ",!!#的微孔滤膜过滤，除

去上清中的鸡痘病毒粒子［O］。收集滤过的上清，贮存于

’6。同样，按上述方法处理野生型鸡痘病毒（PB+Q:R），获得
的上清作为检测重组 1;<0+*阴性对照。
!"3 制备内源性 ’()*+$
用 1-%2刺激的鸡脾细胞制备内源性 1;<0+*，作为检测

重组 1;<0+*阳性对照。参照 !,’,!方法制备鸡脾单个细胞，
调整细胞浓度至 ! 4 !"5 个/#0，悬于 !&’"培养基（含 !"!3/#0
1-%2）中，在 ’!6、()17* 温箱中培养。*’;后，加入"+甲基

甘露糖苷（终浓度为 ","(#-./0）中和培养上清中的 1-%2，继
续培养 !;，收获培养上清，*""" 4 3离心 !"#$%，去除细胞碎
片，获得的上清贮存于 ’6备用［W］。
!"4 测定 /012+)*$体外表达 ’()*+$的生物活性效价
!"4"! 制备检测体外表达重组 1;<0+*的反应性细胞：参照
!,’,!方法制备鸡脾单个细胞，悬于 YIHI培养液（!"!3 /#0
1-%2，*#3/#0 =>2，*##-./0 0G，","( ##-./0 *+巯基乙醇），调
整细胞浓度至 ! 4 !"5 个/#0，于 ’!6、()17* 中培养 *’;后，

加入 YIHI培养液（含终浓度为 ","( #-./0的"+甲基甘露糖
苷，*) 鸡血清，*#3/#0 =>2，* ##-./0 0G，","( ##-./0 *+巯
基乙醇），于 ’!6、()17* 中继续培养 * U ’V，收获细胞。用

淋巴细胞分层液 &"" 4 3离心 *"#$%分离活的淋巴母细胞，重

图 ! 重组转移载体 F!!5(<0*的构建

Q$3X! 1-%CBLZKB$-% -[ LAK-#\$%D%B BLD%C[ALL$%3 JAKB-L F!!5(<0*

悬于 YIHI培养液（含终浓度为 *) 鸡血清，*#3/#0 =>2，*
##-./0 0G，","( ##-./0 *+巯基乙醇），调细胞浓度至 ( 4 !"(

个/#0，分细胞于 W&孔 ]型底的培养板中（( 4 !"’ 个/孔）［!"］。
!"4"$ 用 T99/:I>法测定重组 1;<0+*生物活性效价：将来
源于感染重组鸡痘病毒（LQ:R+<0*）的 1HQ细胞培养上清（含
重组 1;<0+*）先作 !" 4稀释，然后再作倍比稀释，按 !""!0/孔
将不同稀释度的细胞培养上清分于含有反应性细胞的 W&孔
]型底的培养板中，每个稀释度设置 ?个重复。将分别来源
于野生型鸡痘病毒（PB+Q:R）感染 1HQ和 1-%2刺激的脾细胞
的培养上清做同样处理。同时设阴性（培养液 ^细胞）对照
和空白（培养液）对照。培养板在 ’!6、()17* 中培养过夜。

每孔吸出 !""!0 培养液，然后每孔加入 *(!0 新鲜配制的
T99/:I>（T99/:I>终浓度分别为 ",*#3/#0和 *(!#-./0），每
孔总体积 !*(!0

［!!］。在 ’!6、()17* 中继续培养 W;后测定

’("%#光波处的 !" 值，确定重组鸡痘病毒（LQ:R+<0*）感染
1HQ 5*;细胞培养上清中重组 1;<0+*生物活性效价。

$ 结 果

$"! 编码 ’()*+$基因的克隆与序列测定
编码 1;<0+* 基因的 :18 产物经凝胶电泳确定扩增出

’?"\F的特异片段，与预期相符。回收片段，克隆到 FGHI+9
ADCE JAKB-L后，经 :18鉴定重组质粒，然后测序，证实扩增到
1;<0+*编码区基因。所得的序列与 GA%=D%_ 上的 ? 个
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（!"###$%&、!"#&’$()、!"#%%)$%）和国内发表的 *个 +,-./*序
列［&%，&(］进行比较，结果显示：!"###$%&、!"#&’$()和陈鸿岩等
发表的序列完全相同；而本研究克隆的序列与 !"#%%)$%、陈
奖励发表的序列完全相同。+,-./*的这两种序列在核苷酸
和氨基酸的不同位点发生了变化（见表 &）。
表 ! 克隆的 "#$%&’ ()*+测序后核苷酸及氨基酸变化

,-./0 ! ,#0 1-23-4356 57 68(/054390: -69
-;365 -(39: 57 (/5609 "#$%&’ <060

+0123456 7812
9,2 :;<=8>,2? >2@;2AB2
（!"###$%&）

9,2 :52>2A1<C <
>2@;2AB2

D;B=2418?2> E% + !
EE ! 9
F( + !
&(( + 9

!G8A4 0B8?> *E !=0（!） H=;（I）
%# !53（J） 95:（K）
%* L54（L） 9,5（9）

’=’ 重组转移载体 >!!?@$%’的构建
将 +,-./*编码区基因克隆到转移载体 :&&’)上，构建了

:&&’)-.*。经 L+J和测序证明 +,-./* 编码区基因正确克隆
到转移载体 :&&’)上。
’=A 2BCD&$%’的获得与纯化
转移载体 :&&’)-.* 转染至已感染 M1/"LN的 +I"中，与

M1/"LN发生同源重组。通过在 $#GG培养皿和 F$孔培养板上
连续筛选蓝色病毒蚀斑 %代，得到纯化的、生长稳定的 5"LN/
-.*。完全纯化的 5"LN/-.*形成的蚀斑均为蓝色病毒蚀斑。
’=E 2BCD&$%’体外表达 "#$%&’ 生物活性效价的测定
由于没有 +,-./*标准品，本研究利用 +4A!刺激脾细胞

的培养上清作为阳性对照。利用 O99PLQ7测定各组细胞培
养上清不同稀释度的 !"()#值。其中 !代表 5"LN/-.* 感染

+I" ’*,后收获的细胞培养上清；R代表 +4A!刺激脾细胞 *(
后收获的细胞培养上清；+代表野生型 "LN感染 +I" ’*,后
收获的细胞培养上清。利用概率分析法确定 !组和 R组中
+,-./*相对活度。通过 7L77统计软件分析求得回归方程，
以达到 )#S最大 !"()#值时所对应的稀释度的倒数作为所

测定 +,-./*的一个相对活性单位（&;）。
回归方程分别为：

!（样品）：# T ’*&(U*FF/&&#&*U*$ % T #UFF*（& V #U#&）
R（阳性对照）：=3# T %U$&* W %U&*’$ % T #UF’E（& V
#U#&）
注：#代表稀释度；$代表所对应的 !"()#值

#!（)#S !"()#G0X）为 %U$ Y &#) ;PG.；#R（)#S !"()# G0X）

为 (U# Y &#( ;PG.。以稀释度和 !"()#值作图（见图 *）。

A 讨 论

*##&年 Z8== I 等［&*］构建了一些鸡 -./*的突变体来研究
鸡 -./*结构与功能的关系。研究发现 D端的 [&’和 +末端
氨基酸的完整性对维持鸡 -./* 的功能非常重要。*U& 节的
结果说明鸡 -./* 存在自然突变引起的核苷酸和氨基酸变
化，变化的位点不是维持 -./*正常生物活性的重要位点，因

图 * +,-./*生物活性效价测定

"83\* !>>06 4] <84=438B 0B18C816 4] +,-./*

!：>0G:=2；R：:4>818C2 B4A154=；+：A23018C2 B4A154=

而不会影响 -./* 的生物活性；至于这种变化是否还有其它
的生物学意义，目前还不清楚，有待进一步研究。

-./*是由抗原或有丝分裂原激活的 9细胞合成、分泌的
一种细胞因子，具有十分重要的免疫调节功能。对重组鸡

-./*作为免疫调节剂的研究主要集中在利用原核表达的 -./
*和 [D!直接免疫。虽然用病毒做载体表达细胞因子已有
成功报道，但用病毒表达系统表达鸡 -./* 目前尚未见到报
道。由于细胞因子半衰期都很短，被用作免疫调解剂或治疗

剂 ，需反复多次注射原核表达重组细胞因子蛋白，这样不但

成本高，而且不便临床使用；[D!免疫由于受多种因素也限
制其大规模应用。利用病毒作载体，可使细胞因子在动物体

内持续表达，直到病毒被清除，避免由于细胞因子的半衰期

短而需反复多次注射；而且真核系统表达的重组细胞因子比

原核系统表达的可能具有更好的生物活性。鸡痘病毒是一

种有效的病毒表达载体，现已构建数十种表达不同外源保护

性抗原的重组鸡痘病毒［&)］。本研究利用 "LN作载体成功表
达鸡 -./*，在构建的转移载体 :&&’)-.*中选用痘病毒早晚期
启动子 LIP.启动鸡 -./*基因，并以 ’()^基因作为重组病毒
的筛选标记基因。:&&’)-.*和野生鸡痘病毒（M1/"LN）在 +I"
中发生同源重组，获得表达鸡 -./* 的重组鸡痘病毒 5"LN/
-.*。早晚期启动子 LIP.可保证鸡 -./*稳定持续地表达，避
免了鸡痘病毒早期或晚期启动子阶段性表达外源基因的缺

点。在筛选重组病毒时，以 ’()^基因作为重组病毒的筛选
标记基因，用含 O/30= 琼脂覆盖已经形成鸡痘病毒蚀斑的
+I"，由于重组病毒蚀斑显蓝色，通过一般的光学显微镜就
可很容易与野生痘病毒区分开来，而不需特殊的仪器，简便

易行。重组 5"LN/-.*的成功构建为其在鸡体内表达 -./*，研
究 -./*作为免疫增强剂的机理奠定基础。
为验证 5"LN/-.*是否表达 +,-./*，参考已发表的病毒载

体表达细胞因子的检测方法，用 O99法检测鸡 -./* 的生物
活性，结果显示：Q\_\ -为 *U#的 5"LN/-.*感染 +I" ’*,后的
细胞培养上清中含重组鸡 -./*的效价为 %U$ Y &#) ;PG.，表明
鸡 -./*得到有效表达。根据 -./* 具有能使 +4A!活化的淋
巴母细胞增殖的特性，用 O99法检测增殖细胞中琥珀酸脱
氢酶的量，可以间接确定 +,-./* 生物活性。该方法避免
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［!"］脱氧胸苷渗入法中同位素对环境的污染，同时比 #$$
法操作简便。尽管如此，在实验中仍然有众多因素影响检测

结果，其中重要的因素有淋巴母细胞的转化率、细胞活力；每

孔细胞的数量；加入 %$$&’#(后反应时间；特别是反应中电
子偶联剂 ’#( 的浓度。由于在实验中每孔细胞的数量较
少，使用平底的 )*孔培养板，细胞容易靠近孔的四周，培养
时间长，会影响细胞的活力，为保证实验效果，需使用 +型
底的 )*孔培养板；在实验时必须先做多次预实验确定最佳
反应条件，才能得到可靠的实验结果。
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