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利用 !"#$ *(.% 自动敲除 &’ 亚型禽流感病毒血凝素

重组鸡痘病毒中的报告基因

高月花.，王莉莉$，黄 兵$，宋敏训$，崔言顺."
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摘 要：研究去除重组鸡痘病毒中的报告基因，构建一株只含目的基因的重组毒。将 A’ 亚型 BCD 的 AB 基因作为

靶基因，两侧含 !"#E 序列的 FGE 表达盒插入鸡痘病毒重组臂基因构建了转移质粒载体，将其与脂质体混合转染

H3G 细胞，获得了表达 A’ 和 FGE 的鸡痘病毒重组体。通过二次转染，利用 HI- 酶自动敲除重组病毒中的 FGE 基

因，最终获得了只含 A’ 血凝素基因表达盒的重组鸡痘病毒。免疫荧光和病毒滴度测定结果表明，经过连续传代后

重组病毒仍然稳定复制并表达 A’ 血凝素。用 .%’ EGJ 和 $ K .%’ EGJ IGED A’ 免疫 LEG 鸡，$1; 后，免疫组鸡抗体平

均滴度（AC）分别达到 !0@M $ 和 !N’0@M $，结果表明，A’AB 基因重组病毒能刺激鸡群产生较高特异抗体。
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禽流感（5P65, 6,Q0+-,R5，BC）是由正粘病毒科 B 型流感病

毒引起的禽类的传染病，高致病力禽流感病毒的感染可导致

鸡群 "’S ( .%%S 的死亡率［.］。禽流感病毒（5P65, 6,Q0+-,R5
P6I+8，BCD）变异频繁，血清亚型众多，其中 A’ 亚型危害严重，

而血凝素（AB）是主要免疫原，已有表达 AB 的基因工程疫苗

的研究报告，但在以往构建的含 A’ 血凝素基因的重组鸡痘

病毒中往往含有 !$%T 等报告基因，不符合商业疫苗生物安全

的要求，因此，将重组体中的报告基因去除是构建重组毒非

常重要的内容。

HI- 重组酶首先被发现于 E. 噬菌体，编码 #1UV5 蛋白，

它能识别 #!WX 部分回文的 !"#E 序列，并通过分子间重组将

相同方向的两个 !"#E 序列间的核苷酸序列有效 切 除［$］。

HI-2 !"#E 位点依赖的重组发生在表达 HI- 重组酶的组织类型

中，导致靶基因被去除，而其他组织或细胞中由于 HI- 表达，

靶基因仍然有功能［#，!］。近年来国外的研究报告表明，基于

HI-2 !"#E 系统的遗传操作还广泛应用于精细突变的引入、染

色体大片段的删除与重排以及时空上可调节的基因打靶等

研究领域［’］。实验首先构建以绿色荧光蛋白作为标记系统

的鸡痘病毒通用载体，用 HI-2 !"#E 系统自动去除重组病毒基

因组中的 FGE 报告基因，极大方便了目的基因重组鸡痘病毒

的构建，以达到重组毒符合基因工程疫苗种毒标准的目的。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 病毒及实验动物：鸡痘病毒（G@>0X@Y，GED）$1$3! 株，

LEG 鸡胚和 LEG 鸡由山东省农科院家禽研究所提供。

()()* 质粒与菌种：质粒 XA#%1（含 BCD A’ AB）、质粒 XY%#
（含痘病毒的早晚期复合启动子的 FGE 表达盒）、XHI-（含 HI-

重组酶基因）、宿主菌 VA’!均为山东省家禽研究所重点试验

室保存。XZV.12/ P-9[@I 购自宝生物工程（大连）有限公司。

质粒 XA\E 由自己构建：将 XY%! 质粒的 !"#E2FGE2 !"#E 序列插

入含鸡痘病毒非必需区片段的 XEH"质粒中（质粒 XY%!、XEH

"均为山东省家禽研究所重点试验室保存）。

()()+ 工 具 酶 与 试 剂：]6X@Q-9[546,-/Z $%%% 脂 质 体 购 自

C,P6[I@M-,公司。VZ3Z 培养基为 FC\CH^ \_] 公司产品。胰

酶为 LCF3ZB 公 司 产 品。GC/H 标 记 羊 抗 鼠 CMF 为 美 国

LCF3ZB公司产品。鼠抗 A’ 亚型 BCD 血凝素单克隆抗体为

本室研制保存。其它试剂均为国产或进口分析纯。

()* 重组毒的构建

根据 BCD 的血凝素神经氨酸酶基因设计引物，正链引物

（,Y%.）为 ’‘2 H/H/FH/BFHFHHBHHB/FFBFBBBBHBF/FH/2
#‘，负 链 引 物（,Y%$）为 ’‘2 FBBHFFB/HHB///BBB/FHBBB
//H/FHB2#‘。扩增片段全长 ."#’WX。以 XA#%1 为模板进行

EH_。将扩增产物用 &’("a)$*A"双酶切，连入 Xb%# 的

&’("a)$*A"双酶切回收大片段，即获得了含痘病毒复合

启动子和 LD!% E@07B 尾的 AB 基因表达盒质粒 XBCA’。将

XBCA’ 用 +!,"a-./"双 酶 切 回 收 补 平 后，连 入 XA\E 的

0/("酶切位点，转化细菌获得转移质粒载体 XEA’。

按碱裂解 法 提 取 质 粒 和 聚 乙 二 醇（E3F）沉 淀 法 纯 化

VcB。按脂质体说明书转染已感染 GED 的 H3G 单层细胞。



将有绿色荧光的蚀斑取出，梯度稀释后接种到新的 !" 孔板

细胞上，如此重复 # $ " 次。将带有荧光的病毒液提取 %&’，

通过 ()* 鉴 定 纯 度。检 测 引 物 序 列 正 链 为 #+,))-..-
..-..’-)---’...’,/+，负链为 #+,.)-’.)---.--’..))’,
/+，扩 增 产 物 大 小 为 01023。将 获 得 的 重 组 病 毒 命 名 为

45(6-5(7#。

从 45(6-5(7# 接种 )85 细胞毒液中提取病毒 %&’，用

3)49质 粒 按 脂 质 体 说 明 书 在 脂 质 体 介 导 下 转 染 已 感 染

45(6-5(7# 的 )85 单层细胞。通过梯度稀释筛选不含荧光

的细胞毒，如此重复 / $ : 次。将获得的重组病毒命名为

45(67#。

!"# 重组病毒的 $%& 鉴定

收集重组病毒感染的 )85，;%;,蛋白酶 < 法提取基因组

%&’，用 7’ 扩增引物（=>?0@=>?A）和禽痘病毒同源重组臂引

物（3B/@3B:）进行 ()*。3B/：#+,.’-’’’).)’.’).)-..’).-,
/+，3B:：#+,)-’.-’’-’.’.-.).’.’)’),/+。扩 增 产 物 长 度

为 A/#?23。

!"’ 表达产物的测定

通过免疫荧光检测表达产物。在 !" 孔板上制备 )85 细

胞，接种重组痘病毒 45(67#，设空白对照和 5(6 亲本毒接种

细胞对照。在 /1C #D的 )EA 培养箱中培养 A: $ :FG；弃去

维持液，用 (H; 洗涤细胞；加入预冷的丙酮,乙醇（体积比 / I
A），A?JK=；用 (H; 冼 A 次，室温干燥后加入 0??!L 鼠抗 ’M6 7#
血凝素单克隆从抗体（?N?FOPBA 7M 滴度），在湿盒内 /1C温育

/?JK=；用 (H; 冼 / 次，在纸巾上倒置使细胞板变干，加入 #D
H;’ 封闭 0G；用 (H; 冼 0 次，加入 0??!L 5M.) 标记羊抗鼠 MB-

（0I0?），在湿盒内 /1C温育 /?JK=；用 (H; 冼 / 次，干燥后加

入 0??!L 0D甘油,(H; 溶液，于荧光显微镜下观察。

!"( 重组病毒的稳定性

将纯化的重组病毒和亲本毒分别以 0?? 倍稀释，接种量

为 ?N0JL@孔，在 !" 孔 )85 细胞板上连续传 " 代后，测定蚀斑

大小、病毒滴度及检测重组毒基因组中是否存在目的基因。

!") 实验动物免疫及 *+ 抗体检测

将 1 日龄 ;(5 鸡随机分为 : 组，每组 0? 只，实验组分别

经翅下刺种接种 0?# (5Q 和 A R 0?# (5Q 的重组病毒疫苗，对照

组接种灭菌生理盐水和禽痘病毒疫苗。分别于免疫后一周、

二周、三周、四周测定 7# 血凝素的 7M 抗体。

, 结果

,"! 重组病毒的构建

将转移质粒载体 3(7# 转染感染鸡痘病毒的 )85 细胞，

在转染后 0AG 即可见转染细胞呈特异性荧光着色。:S 后将

细胞毒接种到 !" 孔板，挑选带有绿色荧光的细胞毒，再次接

种 )85 细胞，这样连续在 )85 细胞上传代克隆，经 ()* 鉴定

获得纯化的重组病毒，命名为 45(6-5(7#。经过二次转染，

在 )49 酶作用下，重组病毒基因组中的 -5( 基因被去除。

45(67# 重组病毒的构建模式图见图 0 所示。()* 扩增测序

分析表明，45(67# 基因组中只含 ’M67# 血凝素基因序列。

图 ! -.$/*( 重组病毒的构建模式图

5KBT 0 ;UG9JVWKU PX UP=YW4ZUWKP= PX 45(67# 49UPJ2K=V=W [K4ZYT ’OO
49UPJ2K=VWKP=Y \949 UV44K9S PZW K= W4V=YX9UW9S UGKU]9= 9J24^P XK24P2OVYW T
6K4VO B9=9Y V49 49349Y9=W9S VY OK=9 \KWG V= V44P\G9VS S9=PWK=B SK49UWKP=
PX W4V=YU4K3WKP=T 8OOK3Y9 UK4UO9Y 49349Y9=W !"#( YKW9Y \KWG WG9 9=UOPY9S
V44P\ K=SKUVWK=B 49OVWK[9 P4K9=WVWKP=T

,", 重组病毒 $%& 鉴定

()* 产物有两条带，以 =>?0@=>?A 为引物的扩增条带为

0N1]2 左 右；以 同 源 重 组 臂 引 物（3B/@3B:）的 扩 增 条 带 为

/N1]2，大小与预期值相符。这说明目的基因已成功插入。

,"# 表达产物的测定

荧光试验证实，感染了重组禽痘病毒的 )85 呈特异性荧

光着色（图 A）表明感染细胞表达了 7’，接种 5(6 亲本毒的细

胞没有荧光着色。

图 , -.$/*( 感染 %0. 后 *1 表达情况（#)2）

5KBTA 7’ 9>349YY9S 2^ 49UPJ2K=V=W 45(67# [K4ZY K= UGKU]9= 9J24^P
XK24P2OVYW U9OO（/"G）T ’：45(67#；H：3V49=W XP\O3P> [K4ZYT

,"’ 重组病毒的稳定性

纯化的重组病毒和亲本毒在 !" 孔 )85 细胞板上连续传

" 代 后，重 组 病 毒 的 蚀 斑 直 径 平 均 为 FF?!J，病 毒 滴 度 为

#N? R 0?" (5Q@JL；亲本毒蚀斑直径平均为 !0?!J，病毒滴度为

F/# -’E _Z9,GZV $% &! T @’(%& )*(+",*"!"-*(& .*/*(&（A??1）:1（/）



!"# $ %#& ’()*+,，重组毒的复制效率与亲本毒一致。

!"# $% 抗体检测结果

抗体检测结果表明（表 %）：接种 %#! ’() 和 - $ %#! ’() 的

重组病毒疫苗的实验组都在 - 周后检测到较高滴度的 ./ 抗

体，接种 - $ %#! ’() 重组毒的实验组在免疫第三周抗体滴度

达到了最高。

表 & 免疫鸡群 $# 血凝素 $% 抗体检测结果

01234 % ./ 565715689 8: ;95628<64= 1>169=5 =?25@A4

.! B4+1>>3?56969 69 CB6CD49=E78?A

E78?A
;95628<64= 56547=（38>-）

F4:874
6++?96G15689 H <1@= ’/ %I <1@= ’/ -% <1@= ’/ -J <1@= ’/

7(’K #"! #"H! I I L
- $ 7(’K % % I I"! L
(’K #"! # # # #

M87+13 =13694 # # # # #

’ 讨论

痘病毒（包括鸡痘病毒）作为较成熟的重组病毒疫苗载

体已成功地应用于多种病原免疫原基因的表达［&，H］。在以往

重组病毒构建中，为了便于筛选和纯化，往往需要加入一个

报告基因，这对最终的重组毒是不必要的，而且不符合疫苗

生物安全的要求。本项研究的改进之处在于，利用 N74 酶能

够识别特定的 !"#’ 序列的特性，试验中构建了双 !"#’ 序列，

并将 E(’ 报告基因插入到两个 !"#’ 之间。试验表明构建好

的表达 .; 和 E(’ 的重组病毒通过 N74 位点特异性重组，自

动去除 E(’ 报告基因，获得了只含有 .; 表达盒基因重组病

毒。为了提高位点特异性重组效率，先用重组病毒吸附单层

细胞，再将重组病毒基因组 OM; 与 N74 重组酶质粒用脂质体

包裹共转染，筛选 L 代后就获得了不含荧光信号的细胞毒。

已有的研究表明，与用全禽流感灭活苗免疫后的 ./ 抗

体水平相比，以 .; 基因为基础的重组禽痘病毒疫苗免疫鸡

后，机体产生的 ./ 抗体相对较低，但可对免疫鸡产生很强的

保护力。PQ1@94 等［H］利用表达 .; 基因的重组鸡痘病毒以

%#%"!0N/O!#、%#-"# 0N/O!#和 %#L"L 0N/O!# 的免疫剂量经皮下注射

或翼部刺种免疫鸡，L 周后 ./ 抗体阳性率分别为 #R，#R，

-#R，但可使 S#R T %##R的免疫鸡抵抗 .’;/K 的致死性攻

击。本实验用 %#! ’() 和 - $ %#! ’() 重组鸡痘病毒 7(’K.! 翅

下刺种免疫 J 日龄 P’( 鸡，L 周后 ./ 抗体滴度分别为 I 和

I"!，抗体阳性率为 H#R，这表明重组病毒能诱导较高水平 ./
抗体应答，提高免疫剂量可提高抗体水平，但差异不显著。

虽然我们只进行了 ./ 抗体检测试验，其免疫应答水平有待

进一步研究，但仍预示了我们构建的重组鸡痘病毒具有广阔

的应用前景。
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