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痘病毒的构建及其特性研究
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摘 要 利用同源重组将新城疫病毒（)\%）的 Y和 A)基因、传染性喉气管炎病毒（ZW:%）的 BH基因以及报告基因 W?0S插入
鸡痘病毒（YD%）的 #$L株的复制非必需区，其中 )\%的 Y、A)基因、ZW:%的 BH基因以及报告基因 W?0S是在早晚期启动子
WD!OD!的控制下，大肠杆菌报告基因 W?0S在晚期启动子 D$$的控制下。经过 $#轮蓝斑纯化获得了包含了 )\%的 Y和 A)基
因、ZW:%的 BH基因以及报告基因 W?0S的重组鸡痘病毒，称为 .YD%CY^A)^BH^W?0S。经 DM/方法证明 .YD%CY^A)^BH^W?0S基因组
中含有 )\%的 Y基因、A)基因和 ZW:%BH基因；间接免疫荧光试验和 T+<5+.8C-’&5试验表明 )\%的 Y、A)蛋白 和 ZW:% BH蛋白
在 .YD%CY^A)^BH^W?0S 感染的 MOY细胞中获得表达。与亲本毒相比，重组病毒在病毒的复制和致鸡胚成纤维细胞的病变方面
无显著不同。这证明了在鸡痘病毒载体的一个复制非必需区可以同时插入多个禽类病原的多个外源基因，为制备多价基因

工程疫苗奠定了基础。
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随着集约化养殖的发展，禽类呼吸道疾病的危

害变得愈加严重，新城疫、禽流感、传染性支气管炎

和传染性喉气管炎等对养禽业造成了巨大损失，严

重制约养禽业乃至国民经济的发展。尽管传统方法

制备的疫苗在疾病的控制上曾经发挥重要的作用，

但随着疾病根除计划的进行，需要用新型疫苗来替

代常规疫苗。

新城疫是一种引起家禽以呼吸道、消化道黏膜

出血为典型病变的急性、接触性传染病。目前典型

新城疫已得到控制，但在免疫鸡群中常有非典型新

城疫的存在，虽然致死率不高，但影响鸡群的生产性

能及经济价值。9D6毒株间的毒力和抗原决定簇
差异，导致常规疫苗的免疫原性虽然很好，但激发机

体免疫活性不均衡，造成新城疫防治不彻底的局面。

9D6的两个主要的成分———融合蛋白（5$;3.4，5）和
血凝素?神经氨酸酶（8&"/&##%$’3434?9"$!&/343(&;"，
89）都与病毒感染有关。89介导病毒与宿主细胞
受体的结合，使病毒吸附到细胞膜上；5介导病毒囊
膜与宿主细胞浆膜的融合，促进病毒的穿入，还可以

促进病毒在细胞间的感染。5和 89均是病毒囊膜
上的糖蛋白，均能产生中和抗体，都是新型基因工程

疫苗的候选对象。传染性喉气管炎（E=C）是鸡的一
种急性上呼吸道接触性传染病，对养禽业的危害严

重。目前 E=C的控制主要采用弱毒疫苗，但 E=C 弱
毒疫苗存在以下缺点：（,）毒力普遍偏强；（P）弱毒疫
苗和强毒一样也能导致潜伏感染；（Q）无法通过现用
的方法鉴别强弱毒感染［, R Q］。因此，研究表达 E=C6
主要免疫原蛋白的活病毒载体疫苗就显得更为迫

切。#%*2.-!.’"34 :（#:）基因编码 E=C6的主要保护性
抗原，该蛋白是病毒感染所必需的，与病毒吸附和穿

入细胞有关，能诱导体液免疫和细胞介导的免疫应

答，高度保守，经序列比较可确定各种疱疹病毒之间

的进化关系。#:也因此成为构建 E=C6亚单位疫苗
及其它基因工程疫苗必须包含的成分［S R T］。

禽痘病毒具备痘苗病毒的生物学特性，因此禽

痘病毒表达系统是继痘苗病毒表达系统之后开发的

另外的一个痘病毒表达系统。禽痘载体病毒具有活

的弱毒疫苗的一切优点，而且也具有自己的独特优

势，是动物基因工程疫苗研究中最有发展前途的领

域。近 ,K年来已经取得了许多可喜的进展，用禽痘
病毒作为研制活载体病毒疫苗，具有巨大的开发潜

力。许多学者已经用禽痘病毒载体表达几种禽病病

原的保护性抗原基因，并且大多数获得表达的外源

基因也提供了特异性的保护作用。

禽痘病毒载体的构建及应用研究取得了可喜的

进展，但仍存在不少问题有待解决。首先，随着禽痘

病毒载体重组病毒研究的深入，活载体的应用也就

渐渐暴露出了一些缺陷：国内外市场上的痘病毒载

体疫苗多数是针对单一病原的主要保护性基因，体

内针对痘病毒产生的抗体的存在，无论是在免前还

是免后，都会对再次使用同一载体的疫苗产生一定

的影响，降低它的免疫效果。为此，设计了本试验，

将 5SUNV株新城疫病毒（9D6）的 5基因、89基因和
传染性喉气管炎病毒（E=C6）的 #:基因以及筛选标
记 =&2>基因同时插入到鸡痘病毒（5+6）W?5+6?K,X
的复制非必需区，构建三价重组病毒。以达到一针

多防的目的，并且通过实验验证在鸡痘病毒载体的

一个复制非必需区插入多个外源基因的可行性和表

达上的稳定性。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 病毒株：5+6K,X 疫苗株由美国 F&%3A.!43& 大
学 D&M3;分校 Y3%/&教授惠赠。9D65SUNV株购自中
国兽药监察所。E=C6 JZ株为本实验室分离、鉴定
并保存。

)*)*+ 质粒：克隆载体 -WYTU,和 -WY[QU是一对禽
痘病毒的同源载体，由美国 F&%3A.!43& 大学 D&M3; 分
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校 !"#$%教授惠赠。&’!()* 由本实验室构建［(］，该
质粒含有鸡痘病毒早晚期启动子 +,-.,-下的 /0和
,**启动子之下的 +%12基因，&’!34)+,5由智海东
博士构建［)］，该质粒含有启动子 +,-.,- 下的 5 基
因。

!"!"# ’,5鸡胚：6 7 *8日龄鸡胚，由中国农业科学
院哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供。

!"!"$ 工具酶和试剂：9:;<=# :>?提取试剂盒购自
@"A1=公司；?BC :DEDFGD 9F%HG1F"&I%GD J+、限制酶和
9%K L>? 聚合酶等购自宝生物工程（大连）有限公
司；质粒纯化试剂盒 M"<%FN:,OF"PD1I"=H ,#%G$"N 购自
,F=$D/% 公司；+"&=PD1I%$"HD ,#OG9B试剂盒和 LB.B
细胞培养试剂购自 @"A1= 公司。5基因的真核表达
质粒免疫小鼠血清和兔抗 /0蛋白血清由本实验室
保存，Q>单抗由扬州大学刘秀梵教授惠赠。
!"% 方法
!"%"! >LC的 Q>基因扩增：
（*）新城疫病毒 5R).6株的 1L>?的合成：将
新城疫病毒 5R).6株接种于 6日龄 ’,5鸡胚增殖。
收集 -RS后死亡的鸡胚尿囊液。用 9:;<=# :>?提取
试剂盒按照试剂盒说明书从尿囊液中提取 >LC的
总 :>?。参照 ?BC :DEDFGD 9F%HG1F"&I%GD 说明书进
行，用随机引物作为反转录引物进行反转录合成

1L>?。反转录反应条件为：-3T *8$"H，R-T *S，
(3T *3$"H。
（-）扩增 Q>基因 ,U:引物设计：参照新城疫病
毒 5R).6株的 Q>基因序列，应用 V#"/=WX-R设计一

对引物，见表 *。两引物间包含完整的 Q>基因的读
码框，在上下游引物的 3Y端引入 !"#Q!酶切位点。
（4）Q>基因的克隆，酶切鉴定及序列分析：以
新城疫病毒 5R).6 株的 1L>? 为模板进行 ,U: 扩
增，反应条件为：63TZ3$"H；6RTZ*$"H，3WTZ38G，
(-TZ-$"H；43个循环，最后 (-T延伸 *8$"H。经 ,U:
扩增后，与 9载体连接，经测序正确后使用。
!"%"% 含有 >LC的 5、Q>基因和 ;+9C的 /0基因
的鸡痘病毒转移载体的构建：将 *X([A 的 Q> 基因
通过 !"#Q!位点克隆到 &’!34) 质粒的 5,C早晚
期启动子 +,-.,- 下游处，挑取正向连接产物命名
为 &’!34)\Q>。用 $%&!从 &’!34)\Q>上切下启动
子 +,-.,-\Q>后补平，’#"!酶切质粒 &’!34)+,5，
脱磷，与 +,-.,-\Q>相连，挑取正向连接产物命名
为 &’!34)\5\Q>。$%&!酶切 &’!W)*，和 34)\5\Q>
经 $%&!酶切下来的 +,-.,-\5\+,-.,-\Q>相连，命
名为 &’!W)*\5\Q>。$%&!部分酶切 &’!W)*\5\Q>，
和 &’!()*经 $%&!酶切下来的片段 +,-.,-\/0\,**\
+%12相连，命名为 &’!()4。
!"%"# 鸡痘病毒转移载体的鉴定和 5、Q>、/0 和
+%12基因插入顺序的鉴定：根据 >LC的 5、Q> 序列
和 ;+9C的 /0序列设计引物（见表 *），用于扩增 5、
Q>的全基因序列和 /0 的部分基因序列。培养重
组病毒，提取病毒 L>?，用上述引物进行 ,U:鉴定。
转移载体质粒进行测序以鉴定转移载体中 5、Q>、
/0以及 +%12各基因的插入顺序。

表 ! &’(鉴定中扩增 )*+的 ,和 -)基因和 ./0+的 12基因所用的引物序列
03456 ! 76896:;6< => =5?1=:9;56=@?A6 BC?D6C< 9<6A ?: &’(，?A6:@?>E?:1 => @F6 -) 3:A >9<?=: 16:6 >C=D )*+，

15E;=BC=@6?: 2（12）16:6 >C=D ?:>6;@?=9< 53CE:1=@FC3;F6?@?< G?C9<（./0+）
9%F/DI /DHD ,F"$DFG ’DKODH1D（3Y\4Y） ,=G"I"=H ’"<D（A&）

Q> ,Q* ?? @@?9UU??9@@?UU@9@9?@99?@ * *(-4

,Q- 9 @@?9UU99???9UUU?9U?9UU99 *(-4

5 ,5* U9??9U@?9?9@@@UUUU???9U99U9?UU * *WW-

,5- 99?UUU@@@@?99U99@9?@9@@UUU9U?9 *WW-

5 ,54 @9@U9?UU9?U99@@?@?UU99 *8*W\*84( 3WR

,5R 99@U9?99@U999UU9U9??U9 *336\*3)8

Q> ,Q4 @9@?UU99@9?@@U?9?U9@? *W8\*)* 3(*

,QR U?U??U?9?9U@U??UU9??@ (**\(4*

/0 ,0* 999@@??9@@U@?U?@@9@? (84\(-- 464

,0- UU@?@@U9?9@@9?@@??U@ *8((\*86W

>=ID：,Q* %HN ,Q- &F"$DFG ]DFD OGDN P=F 1#=H"H/ Q> /DHD PF=$ >LC 5R).6 GIF%"H %HN "NDHI"P^"H/ Q> /DHD PF=$ IF%HGPDF ED1I=F _ 9SD GDKODH1D OHNDF#"HDN
"G !"#Q! G"ID_ ,5* %HN ,5-，,0* %HN ,0- &F"$DFG ]DFD OGDN P=F "NDHI"P^"H/ 5 %HN /0 /DHD PF=$ IF%HGPDF ED1I=F _ ,54 %HN ,5R，,Q4 %HN ,QR，,0* %HN ,0-
&F"$DFG ]DFD OGDN P=F "NDHI"P^"H/ 5，Q> %HN /0 /DHD PF=$ FD1=$A"H%HI E"FOG_
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!"#"$ 转移载体的纯化：按纯化试剂盒 !"#$%&!

’(%")*+,"-. ’/$01"&使用说明进行。
!"#"% 重组鸡痘病毒的构建和筛选：首先制备单层
的 234细胞，用 564’76 89: 感染该细胞，在 ;:<作
用 =>，其间每隔 =81".摇动病毒稀释液 9次，然后倒
掉病毒稀释液，洗涤细胞后进行转染。用纯化的转

移载体质粒按 ?"@-)*+,$1".* ’/(0AB C*$D*.,使用说明
的转染程序进行转染。按照张绍杰［E］等方法进行蚀

斑的筛选和纯化。筛选到重组病毒以后再进行 98
轮蚀斑纯化。

!"#"& 重组病毒的鉴定：
（9）’2C检测：根据 FG7的 4、HF 序列和 I?A7
的 DJ 序列设计鉴定引物，分别扩增 KLMN@ 的 4 片
段、K:9N@的 HF 片段和 ;E;N@ 的 DJ 片段。培养重
组病毒和亲本病毒，分别提取病毒 GFO，用上述引
物进行 ’2C 扩增，鉴定重组病毒中外源基因的存
在。

（=）重组病毒 4、HF和 DJ蛋白的间接免疫荧光
检测：用重组病毒、亲本 4’7 以及 FG7 感染单层
234，细胞的收集、处理和样品的制备参照智海东［=］

等检测程序进行。以 4基因的真核表达质粒免疫小
鼠血清、HF 单抗和兔抗 DJ 蛋白血清为一抗，4I42
标记的山羊抗鼠、山羊抗兔荧光抗体为二抗进行间

接免疫荧光检测。

（;）重组病毒 4、HF蛋白和 DJ糖蛋白的!*0,*%.
N/-,分析：用重组病毒与亲本 4’7感染单层 234，样
品的处理及 5G56’OP3电泳、转膜按照标准程序进
行。分别以 4基因的真核表达质粒免疫小鼠血清和
兔抗 DJ血清为一抗，辣根过氧化物酶标记山羊抗
鼠、山羊抗兔 IDP（H Q ?）为二抗（9 R K888），反应结束
时滴加化学发光底物并在 S6射线底片上曝光（一抗
为小鼠血清）或者在 GOJ 溶液（一抗为兔抗 DJ 血
清）中显色。

（M）重组病毒与亲本毒的比较研究：用重组病
毒与亲本 4’7感染单层 234，分别于接种后的 MT>、
:=>、EL>和 9=8>收获，反复冻融 ;次后在 234细胞
上测定形成的蚀斑数，计算病毒滴度。

# 结果

#"! ’() *’基因的克隆及鉴定
参照新城疫病毒 4MT3E 株的 HF基因序列，应

用 U/"D-LV=M 设计一对引物，用 FG7 的 4MT3E 株
GFO进行 ’2C，扩增出一条约 9V:WN 的 GFO 片段，
与预期大小相符（图 9）。该片段与 A载体连接，经

测序证明是正确的。

图 9 FG7 HF基因的 ’2C产物
4"DX 9 O1@/")"+$,"-. -) HF D*.* -) FG7 NY ’2C

B：= WN GFO /$&&*%；9：’2C -) FG7 HF

#"# 转移载体的构建
首先将 9V:WN的 HF基因通过 !"#H!酶切位

点与 @5ZK;T相连，经 $%&C!酶切鉴定，判断插入基
因的方向，取正向连接的质粒。用 ’&( ! 从
@5ZK;THF上切下 ?’=3’=6HF约 9VEWN的片段后补
平，)#"!酶切 @5ZK;T?’4后脱磷，与 ?’=3’=6HF相
连，用!*+"鉴定方向，取 ?’=3’=646?’=3’=6HF方向
连接的质粒，命名为 @5ZK;T646HF。 ’&( !酶切
@5ZLT9后脱磷，和 K;T646HF 经 ’&(!酶切下来的
?’=3’=646?’=3’=6HF约 ;VKWN的片段相连，命名为
@5ZLT9646HF。 ’&( ! 部分酶切 @5ZLT9646HF，和
@5Z:T9经 ’&(!酶切下来的 ?’=3’=6DJ6’996?$+[约
LV8WN的片段相连，命名为 @5Z:T;。构建流程见图
=。
#"+ 转移载体的鉴定
用 FG7的 4、HF基因的扩增引物和 I?A7的 DJ

基因的鉴定引物对转移载体 @5Z:T;进行 ’2C扩增
后，有 9V:WN左右的 4基因、9V:WN左右的 HF基因
和 ;E;N@左右的 DJ基因片段的特异条带出现（见图
;），而阴性对照无这 ;条带。证明转移载体中含有
4、HF 及 DJ 基因。经质粒测序后证明转移载体
@5Z:T; 中各个基因的插入顺序为：?’=3’=646
?’=3’=6HF6?’=3’=6DJ6’996?$+[（如图 =所示）。
#"$ 重组病毒的获得和纯化
转移载体和 4’7感染 234细胞后，含有鸡痘病

毒同源臂的转移载体 @5Z:T;和 234感染的鸡痘亲
本病毒（4’7）会发生同源重组，因为重组进的外源
基因含有 ?$+[，所以发生了重组的病毒感染 234后
经 S6D$/染色会出现蓝色蚀斑，经过蓝白斑的筛选
和纯化而获得了一株重组鸡痘病毒，命名为 %4’764\

M;E ,-./010 2&34/"+ &5 !.&(0%-/&+&*6 生物工程学报 =88L，7-/V==，F-VL



图 ! 转移载体构建流程
"#$% ! &’()*+,-*#’( ’. *+/().0+ 10-*’+

234$546/-7。经过 89 轮蚀斑纯化以后获得了稳定
的无亲本鸡痘病毒的重组病毒（见图 :）。
!"# 重组病毒的鉴定
!"#"$ 重组病毒 3;<的 "、23基因和 =6><的 $5
基因的鉴定：培养重组病毒和亲本毒，提取病毒

;3?。用 3;<的 "、23和 =6><的 $5基因的鉴定引
物进行 @&A扩增。结果表明重组病毒 ;3?有大约
BC:DE的 "片段、BF8DE的 23片段和 GHGDE的 $5片

段（见图 B），而亲本鸡痘病毒 ;3?和阴性对照则没
有这几条特异条带出现。证明重组病毒 +"@<I"4
234$546/-7中有 "、23和 $5基因的存在，而重组病
毒的蓝斑已经证明有 6/-7基因的存在。
!"#"! 重组病毒 "、23和 $5蛋白表达的检测：用
重组病毒和亲本鸡痘病毒分别接种 &J"细胞，待细
胞出现病变后收集和处理细胞，经涂片后进行间接

免疫荧光检测，结果发现滴加 "基因的真核表达质

BGH孙惠玲等：表达鸡新城疫病毒 "、23基因和传染性喉气管炎病毒 $5基因的重组鸡痘病毒的构建及其特性研究







图 ! 重组病毒与亲本毒在 "#$上滴度的比较
$%&’ ! "()*+,+-%(. (/ "#$ 01223 41,1 %./10-15 4%-6 ,10()7%.+.-

8%,93 (, *+,1.-+2 8%,93
:6()793：*+,1.-+2 $;<；=>9+,13：,$;<?$@AB@&C@D+0E’

越性，而无散毒之患，这种非复制型载体的出现，为

研制高效安全用于哺乳动物的新型疫苗拓展了途

径［FF］。新的更为复杂的研究疫苗的策略就包括了

构建表达多个抗原的重组病毒。

通过同源重组的方法我室构建了表达 GDH< &C
基因的重组禽痘病毒，该重组病毒可以完全保护

=;$鸡和商品鸡抵抗 GDH强毒的攻击［!］。在此基础
上我们构建成功了一个可以表达两种禽类病原的 I
个基因和一个报告基因的重组鸡痘病毒，他们分别

是长 FJJK7*和 FLKI7*的 BM<的 $、AB基因、KJFN7*
的 GDH<的 &C基因以及 IOPP7*的筛选标记 D+0E基
因。在鸡痘病毒的一个复制非必需区插入了大小约

为 FPQ7的外源片段，而该重组病毒依然可以稳定的
在体外传代、表达多个外源蛋白，$ 表达产物的
R13-1,. 72(-分析显示 JIQM和 SJQM的两条蛋白反应
带可能是 $P与 $P的裂解物 $F［FK］，而 &C表达产物
的 R13-1,. 72(- 分析显示 S!QM 的糖蛋白可能是
KPSQM糖蛋白的裂解物［FI］。当然本实验由于缺乏检
测 AB蛋白的抗体从而没有获得关于 AB表达蛋白
大小的资料，但是间接免疫荧光的结果也表明了

AB获得了表达。现有的结果足以表明获得的三价
重组病毒和二价重组病毒一样都可以稳定的表达其

中的外源蛋白。因此本研究证实了鸡痘病毒能够在

一个位点表达插入的不同的抗原。

同其它 MBT病毒一样，禽痘病毒基因的表达的
调控主要在转录水平上，表达量的高低取决于上游

启动子的强弱。与其它 MBT 病毒不同，禽痘病毒是
严格的胞浆内复制，因为禽痘病毒能编码它自身的

:BT聚合酶，并且其启动子仅能被其自身的 :BT聚
合酶识别，不能被别的种类的启动子所识别，因此，

外源基因在禽痘病毒中表达必须选择痘病毒的启动

子。并且外源基因在重组鸡痘病毒中表达成功与

否，很大程度上取决于启动子的选择与使用是否得

当，就基因表达调控机理和重组疫苗的生物安全而

言，应首先使用禽病毒本身的启动子。现在构建重

组禽痘病毒常用的启动子主要有 ;FF、;LUS、HV、
"O7、、;$DF、;#@D和 DK:等，这些启动子都有各自的
优点。在重组禽痘病毒构建中，一定要彻底分析启

动子的特性，启动子与终止信号的调控关系，分析表

达外源基因的特性，创造完善的重组禽痘病毒的构

建平台，从而解决禽痘病毒载体疫苗外源基因表达

含量、免疫原性和稳定性的问题，为构建商品化载体

疫苗奠定基础。本研究中 O个外源基因分别用了两
种启动子，它们是早晚期启动子 D;K#;K和 ;FF启动
子。乔传玲［FO］（KPPF）采用 D;K#;K启动子成功地构
建了两株分别表达了禽流感病毒 AT、BT和 AT、B;
基因双基因重组禽痘病毒，所有的基因都获得了表

达，获得的重组禽痘病毒在动物实验上均取得理想

的保护。从表达的效果分析，O 种外源蛋白均获得
了稳定的表达，但是表达量的情况需要通过动物试

验来进一步的验证。

遗憾的是，由于获得重组病毒具备一定的难度，

关于外源基因的插入顺序、方向对表达的影响我们

没有得到相关的结论。R%25等（FNNP）采用 ;LUS 启
动子［FS］，构建同时表达麻疹病毒 $基因和 !"#$ 基
因的重组禽痘病毒，两个基因以头对头的方向表达，

该重组禽痘病毒可以保护小鼠抵抗麻疹强毒的攻

击。而本研究的重组病毒中几个外源基因是以首尾

相连的形式插入一个位点的，至于这种形式是不是

表达的最佳还需要进一步的研究。

禽痘病毒表达系统是表达禽类病原基因的理想

载体，到目前为止，已经有多种禽类病原的免疫原基

因在禽痘病毒载体上被表达，譬如鸡新城疫病毒的

$［FJ］和 AB［FL］基因，马立克氏病毒糖蛋白 &C［F!］和
;;I!［FN］基因，鸡传染性法氏囊炎病毒的 <;K 基
因［KP，KF］，禽流感病毒的 AT基因［KK，KI］，禽网状内皮细
胞增生症病毒的 %&’ 基因［KO］，这些重组病毒都可使
免疫鸡产生抵抗强毒攻击的免疫力。以上都是表达

一种病原体免疫原基因的重组禽痘病毒，有关表达

多个病原体免疫原基因的重组病毒目前还没有报

道。本试验构建了表达新城疫 $、AB基因和传染性
喉气管炎 &C 基因的重组禽痘病毒 ,$;<?$@AB@&C@
D+0E，以此为基础，可以开发三价疫苗，以便应用于
生产实践。
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