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以杆状病毒为载体在鸡原代骨骼肌细胞中表达 !"#$ $%& 基
因
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（微生物黑龙江省高校重点实验室，黑龙江大学生命科学学院，哈尔滨 #%//E/）

摘要：【目的】本研究旨在构建在鸡原代骨骼肌细胞中表达 0R@S 病毒 ST$ 基因的重组杆状病毒。【方法】从
0R@S适应细胞毒中提取 U1V，用 UFHT2U技术扩增 ST$ 基因，将其克隆到自主构建的杆状病毒转移载体的
2WS启动子之下，通过 R:?H+7HR:? 系统获得 ST$ 重组 R:?,>X，并将其转染 (Y" 昆虫细胞，获得了 ST$ 重组杆
状病毒。重组病毒经扩增后以 %/ 个 WZ0感染鸡原代骨骼肌细胞，接种 P$ 5 后裂解细胞收获蛋白。【结果】
蛋白样品经 (@(HTVAK 和 [)<+).9 -;7+ 证实 ST$ 蛋白获得表达，分子量约 !E\@:，与预测蛋白大小一致，且能
被 0R@S阳性血清所识别。【结论】重组杆状病毒可以有效地将 ST$ 基因导入鸡原代细胞，并在 2WS 的启动
下表达具有抗原性的 ST$ 蛋白，本研究为研制 0R@S 及其他重要禽类传染病的杆状病毒载体疫苗奠定了基
础。
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传染性法氏囊病（ .-/0"#&(12 )1’2$* 3&20$20，0R@）是
由鸡传染性法氏囊病毒（ .-/0"#&(12 )1’2$* 3&20$20 4&’12，

0R@S）引起的鸡和火鸡的一种高度接触性传染

病［#］，是危害世界养禽业的主要传染病之一。该病

主要侵害雏鸡与青年鸡的中枢免疫系统—法式囊，

破坏 R淋巴细胞，导致免疫缺陷性和免疫抑制性疾
病，从而增加病鸡对并发和继发性病毒的易感性，因

此被认为是“家禽的艾滋病”。

目前对于 0R@ 的防治，普遍使用驯化或灭活的
病原体制备的病毒疫苗。然而，弱毒苗存在易受母

源抗体干扰、毒力返强以及对变异株缺乏免疫保护

作用的缺点；中等毒力疫苗损伤法氏囊，且抗原性不

稳定；而灭活苗虽然安全，但对超强毒的感染无法提

供有效的保护。因此研制高效、实用的新型疫苗已

显十分紧迫。

ST$ 作为 0R@S的主要宿主保护性抗原，已经在
大肠杆菌、酵母、昆虫细胞以及禽痘病毒、腺病毒、火

鸡疱疹病毒、马立克氏病毒等活病毒载体中得到表

达［$H!］。但在许多表达系统中，存在不能高效诱导中

和性抗体或无法避免法氏囊损伤的缺点，而且马立

克氏病毒、禽痘病毒本身就是重大禽病的病原，即使

经过减毒修饰，也可能发生回复突变导致毒力返强。

因此，ST$ 基因表达系统的选择对诱导中和抗体的
产生和疫苗使用的安全性尤为重要。

杆状病毒作为一种“非复制型载体”近年来成为

疫苗开发、基因治疗等领域的研究热点。经过改造

的杆状病毒可以介导外源基因在哺乳动物体内进行

持久、高效的表达［%］。重要的是，杆状病毒在哺乳动



物细胞中不复制，具有良好的生物安全性，而且可容

纳大片段外源基因，易于操作，被认为是安全优良的

构建基因工程疫苗的理想载体。

本研究首先构建具有 !"# 启动子的杆状病毒
转移载体 $%&’()&*+$!"#。通过 ,-+.!, 法克隆到
/)0# 12!3 株的 #.4 基因，将 #.4 基因亚克隆至
$%&’()&*+$!"# 的 !"# 启动子下 游。重 组 质 粒
$%&’()&*+$!"#+#.4，转化 ! 5 "#$% 0627)&* 感受态细
胞，提取重组 )&*89: 0;< 后转染 =>? 昆虫细胞，从
而获得带有 !"#+#.4 表达盒的重组杆状病毒。重
组病毒转染鸡原代骨骼肌细胞，利用 =0=+.<@A 和
BC’(CDE FGH( 成功检测到抗原蛋白 #.4 的表达。本
试验证明了重组杆状病毒可以有效地将外源基因导

入鸡原代细胞，并在 !"#的启动下表达具有抗原性
的 #.4 蛋白，为进一步研制以杆状病毒为载体的基
因工程疫苗奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 菌株和细胞：/)0# 12!3 弱毒疫苗株由哈药
集团·黑龙江省生物制品一厂馈赠；大肠杆菌（ ! 5
"#$%）06I!、! 5 "#$% 0627)&* 由本实验室保存；=>?
细胞由本实验室保存；鸡原代骨骼肌细胞由本实验

室制备。

! "! "# 主要试剂：$%&’()&*2 质粒、$*0;<J K2 质粒、
!CGG>C*(9E ,! ,C&LCE(、=>?77 " =%" 培 养 基 购 自
/EM9(DHLCE 公 司；,CMCD’C -D&E’*D9$(9HE =N’(C8 O9(、
<L&DH’C低熔点琼脂糖购自 .DH8CL& 公司；0"A" 培
养基购自 6N*GHEC公司；胎牛血清购自 .<< 公司；各
种限制性内切酶、&’( 0;< 聚合酶、$"02P+- 载体、
-Q 0;< 连 接 酶、胰 蛋 白 酶、细 胞 裂 解 液、0;<
"&DRCD、蛋白 "&DRCD 购自 -&O&,& 公司；0;< 胶回收
试剂盒购自华舜公司。

! "# $%# 基因的克隆
利用蛋白酶 OS酚S氯仿法抽提 /)0# 12!3 株病

毒 :’,;< 基因组［T］，所有器皿和试剂均经 7 K2U
0A.! 水 溶 液 处 理 去 除 ,;&’C。 参 考 ,CMCD’C
-D&E’*D9$(9HE =N’(C8 O9( 说明书进行反转录，生成
*0;<第一链。参考 @CE)&ER中 /)0# 6V4 株序列设
计特异引物，以多聚蛋白 #.4+Q+J W,% 的起始密码
子为起始子，在 #.4 和 #.Q 蛋白裂解位点处加上终
止子，构成一个完整的 #.4 W,%。上游引物 .2：IX+
@!@!!<!!<-@<!<<<!!-@!<<@<-!<<+JX， 其 中
@!!<!!<-@<为增强真核基因表达水平的 OHY&R 序

列；下 游 引 物 .4：IX+@!@--<!!--<-@@!!!@@<-
-<-@-!+JX，引物由上海生工合成。以 *0;< 第一链
为模板，.!, 扩增约 2 KQOF 的 #.4 基因，2U琼脂糖
电泳鉴定 .!, 产物。按华舜小量胶回收试剂盒说
明书回收 .!,产物，与 $"02P+-载体于 2TZ连接过
夜，转化 ! 5 "#$% 06I!感受态细胞，经蓝白斑筛选，
以碱裂解法小量制备质粒，并进行酶切和 .!, 鉴
定，将阳性重组质粒命名为 $"0+#.4。
! "& 杆状病毒转移载体 ’()*+,)-.’/0$的构建
利用限制性内切酶 )*+ / 和 ,-./23/ 将质粒

$*0;<J K2（+）双酶切，得到包括 !"#+/A 启动子、多
克隆位点（"!=）和新霉素抗性标记在内的J277 F$片
段。用 限 制 性 内 切 酶 01’)/ 和 23’ / 双 酶 切
$%&’()&*2 质粒，去除杆状病毒多角体蛋白启动子和
多克隆位点。将上述 J277F$ 片段与 $%&’()&*2 质粒
骨架通过平末端连接，连接产物转化 ! 5 "#$% 06I!
感受态细胞，经抗性筛选，以碱裂解法小量制备质

粒，并进行单酶切鉴定，获得含有 !"#+/A 启动子的
杆状病毒转移载体 $%&’()&*+$!"#。
! "1 含 $%# 基因表达盒转移载体的构建
将初步鉴定的阳性质粒 $"0+#.4 和 $%&’()&*+

$!"#转移载体分别经 2%1:#和 !"#,$双酶切（如
图 2），利用 -Q 0;<连接酶将两者连接，转化 ! 5 "#$%
06I!感受态细胞，挑取单菌落，以碱裂解法小量制
备质粒，经酶切和 .!, 鉴定筛选到阳性重组子，命
名为 $%&’()&*+$!"#+ #.4，送交上海生物工程有限
公司测序。

! "2 $%# 重组杆状病毒的构建
重组质粒 $%&’()&*+$!"#+#.4 转化 ! 5 "#$% 0627

)&*感受态细胞，经蓝白斑筛选，碱裂解法提取
)&*89: 0;<，利用 "2J 引物 .!, 鉴定筛选，重组
)&*89: 命名为 )&*89:+#.4。按 !CGG>C*(9E ,! ,C&LCE(
转染试剂盒说明书将 2%L 重组 )&*89: 0;< 转染对
数生长期的 =>? 昆虫细胞，转染后，倒置显微镜下观
察 =>? 细胞逐渐发生改变，至细胞出现感染迹象时，
收获细胞培养上清，即 .+2 病毒储备，QZ保存备用。
提取所获病毒 0;<，利用 #.4 基因的特异引物进行
.!,鉴定，获得含有 #.4 基因的重组杆状病毒。将
重组杆状病毒反复感染对数生长期的 =>? 昆虫细胞
J次，获得高滴度的重组杆状病毒储备。参考 )&*+
(H+)&*表达系统说明书，采用空斑分析法测定病毒
滴度。以 27 倍梯度对病毒进行 27 [ 2至 27 [ P稀释，不

同稀释度的病毒室温感染昆虫细胞 2\，移走病毒液
后覆盖营养琼脂，43Z培养 3 ] 27 :，选择含 J ] 47

7T42 19EL$9EL @C C( &G 5 S 4".’ 5%"*#6%#$#7%"’ 0%1%"’（477?）Q?（?）



个空斑的孔计数，病毒滴度（!"#$%&）’ 每孔空斑数
(稀释倍数 ( )$每孔病毒量（%&）。*+, 代重组杆状

病毒的滴度为 ) -. ( )/0 !"#$%&。

图 ! 含 "#$ 基因表达盒转移载体的构建示意图
123 4 ) 5678%8 "9: 69;<=:#6=29; 9" =:>;<"8: !?><%2@ A86=9: 4

! %& "#$ 重组杆状病毒在鸡原代细胞中的表达与
检测

制备 )B 日龄 5*1 鸡胚的骨骼肌细胞，以每孔
) ( )/C个细胞接种到六孔细胞培养板中。置于

BDE、FG HI. 培养箱培养至细胞铺满率达 0/G时，

将确定滴度的 J*. 重组杆状病毒，以 %92（K#?=2!?262=L
9" M;"86=29;，KIM）’ F/ 接种细胞，并添加终浓度为
F %%9?$&的丁酸钠盐［D］。病毒侵染细胞 . 7 后，弃去
病毒液，每孔加入 B %&维持液（NKOK 培养基加 .G
胎牛血清），置 BDE、FG HI. 培养箱培养 D. 7，用细

胞裂解液裂解细胞后收获蛋白样品，进行 5N5+*PQO
检测，以正常骨骼肌细胞裂解物作为阴性对照。在

R8<=8:; S?9= 检测中，将电泳蛋白带转印至硝酸纤维

素膜上，TU5T洗涤硝酸纤维素膜后，用含 )GU5P 的
TU5T BDE封闭 ,F %2;，再经 TU5T洗涤后加入) V )///
稀释的 MUNJ感染鸡血清于 BDE 作用 ) 7。TU5T洗
涤后加入 ) V F/// 稀释的 P*+羊抗鸡 M3W BDE作用
) 7。充分洗涤后，浸入显影液中显色，观察特异性
条带。

$ 结果和分析

$ %! "#$ 基因的克隆
$ %! %! XT+*HX：以提取的病毒 XYP 为模板反转录
合成 6NYP，以 *) 和 *. 为引物，通过 *HX 扩增得到
大小约为 )BCD S! 的 J*. 基因片段，与预期大小一
致。

)C.)葛菁萍等：以杆状病毒为载体在鸡原代骨骼肌细胞中表达 MUNJ J*. 基因 4 $微生物学报（.//Z）,Z（Z）



! "# "! 重组质粒的酶切及 !"#鉴定
重组质粒经 !"##!和 $%&$"双酶切，酶切产

物经琼脂糖凝胶电泳检测，显示有一条约 % &’() 的
*!+片段和一条 + &, () 的 -./%,01 载体片段。以
重组质粒为模板，用引物 !% 和 !+ 进行扩增，获得
%234)-的片段，说明插入片段为目的基因 *!+。
! "! 杆状病毒转移载体 $%&’()&*+$,-.的鉴定
重组杆状病毒转移载体 -567896:0-".* 经多克

隆位点中的 !"##!单酶切后，; &,<琼脂糖凝胶电
泳鉴定，显示有与预期 4’;; )- 相符的酶切片段（如
图 +）。

图 ! $%&’()&*+$,-.单酶切产物电泳图
5=> ? + 1@A =$AB8=C=:68=DB DC -567896:0 -".* ? E6BA % =7 /E%F，;;; /GH

.6I(AI；E6BA + =7 !ID$J:8 $=>A78A$ K=8@ !"##! ?

! "/ 含 .0! 基因表达盒转移载体的鉴定
重组转移载体 -567896:0-".*0*!+ 用 !"# 扩增

得到约为 %234 )- 的片段，与预期大小相符，初步证
明目的基因与转移载体正确连接。将初步鉴定正确

的 -567896:0-".*0*!+ 进行测序确证，序列分析表
明目的基因的阅读框架长 %2FL )-，编码 ’F+ 个氨基
酸，并按正确的读码框架成功连接（序列略）。

! "1 .0! 重组杆状病毒的筛选与鉴定
将利用 .%2 引物 !"# 鉴定筛选的重组 96:M=$0

*!+ /GH转染 NCL 昆虫细胞，%+; @ 后细胞出现感染
迹象。收取发生病变的细胞上清，提取病毒 /GH，
以引物 !% 和 !+ 进行 !"# 扩增，获得约为 %234 )-
的片段（如图 2），与预期大小相符，表明获得了 *!+
重组杆状病毒。

! "2 .0! 基因表达产物的 343+0567 和 89’(9:;
<=>(检测
将鉴定正确的 *!+ 重组杆状病毒接种于 N!5

鸡胚原代骨骼肌细胞，感染 4+ @ 后裂解细胞收取蛋
白，进行 N/N0!HOP 分析，结果表明 Q9/* *!+ 基因

图 / .0! 重组杆状病毒 0,?鉴定结果
5=> ? 2 Q$AB8=C=:68=DB DC *!+ IA:DM)=B6B8 )6:JRDS=IJ7 )T !"# ? E6BA % =7

/E+，;;; /GH .6I(AI；E6BA+ 6B$ 2 6IA !"# -ID$J:87 DC IA:DM)=B6B8

)6:JRDS=IJ7 ?

在鸡原代骨骼肌细胞中进行了成功的表达，且大小

与预测的 *!+ 蛋白大小一致，约为 ’, (/6（如图 ’0
H）。对上述表达产物进行 UA78AIB )RD8 分析，结果表
明出现一条特异性反应条带，而正常骨骼肌细胞无

任何反应条带（如图 ’09）。证明 *!+ 基因的表达产
物能与 Q9/* 阳性血清发生反应，且具有很高的特
异性。

图 1 .0! 基因表达产物 343+0567（5）和 @9’(9:; <=>(
分析（)）
5=> ?’ HB6RT7=7 DC 8@A AV-IA77A$ *!+ -ID8A=B -ID$J:8 )T N/N0!HOP

（H） 6B$ KA78AIB )RD8（9）? H：E6BA% =7 -ID8A=B MDRA:JR6I KA=>@8

M6I(AI；E6BA7+ =7 8@A 7A$=MAB8 DC :@=:(AB MTD)R678 :ARR =BCA:8A$ )T

IA:DM)=B6B8 )6:JRDS=IJ7；E6BA2 =7 BDIM6R :@=:(AB MTD)R678 :ARR ? 9：

E6BA7% =7 -ID8A=B MDRA:JR6I KA=>@8 M6I(AI；E6BA+ =7 BDIM6R :@=:(AB

MTD)R678 :ARR ；E6BA2 =7 :@=:(AB MTD)R678 :ARR =BCA:8A$ K=8@ IA:DM)=B6B8

)6:JRDS=IJ7 ?

/ 讨论

当前，在完善生物安全体系的理念下，Q9/ 疫苗
的研究正朝着限制弱毒苗使用、优先发展灭活苗、采

用基因工程技术开发无感染性新型疫苗的方向发

+3+% W=B>-=B> OA A8 6R ? X ’"() *%"+#,%#-#.%") /%&%")（+;;L）’L（L）
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展。杆状病毒作为“非复制型”的基因表达载体能够

将外源基因导入哺乳动物细胞中进行表达，已被广

泛用于基因治疗、疫苗生产、药物开发等领域。杆状

病毒还可以介导外源基因在鸡原代细胞［!］以及鱼细

胞［"］等非哺乳动物细胞中高水平表达。与其它病毒

载体相比，杆状病毒具有其特有的优势：杆状病毒在

非宿主细胞中不复制、无细胞毒性，生物安全性好；

非宿主体内没有潜在的抗体和特异性 # 细胞，可有
效避免抗体中和作用；其基因组可容纳 $!%& 甚至更
大的外源片段；构建杆状病毒操作简单，易获得高滴

度的病毒粒子，感染效率高。

’()* 的 *+, 蛋白与病毒中和抗体的诱导与识
别、病毒毒力变异、病毒的抗原漂移、细胞凋亡等有

关。因此，*+, 基因成为 ’()* 免疫防制的热点基
因，是研制基因工程疫苗主要利用的目标基因。一

些学者从维持 *+, 天然构象角度考虑，选取 *+,-.-$
作为目的基因表达。但以 *+,-.-$ 作为目的基因的
疫苗研究，实际效果并不优于单独用 *+,，至少两者
的免疫原性是相同的［/0］。尽管 *+,-.-$ 作为免疫原
可形成病毒样颗粒（*1+2），从而可能增强免疫原性，
但在大肠杆菌、酵母、重组活载体病毒系统中 *+,
合成的数量远低于 *+$ 和 *+.［// 3 /,］，无法有效地刺

激机体产生免疫反应，这说明 *+,-.-$ 作为基因工
程疫苗开发的目的基因效果并不较 *+, 有优势。
因此，本试验将 *+, 基因亚克隆到自主构建的杆状
病毒转移载体 45627(68- 49:*中，通过 (68-7;-(68系
统筛选带有 9:*-*+, 表达盒的重组杆状病毒，依靠
杆状病毒感染鸡原代骨骼肌细胞的形式呈递 ’()*
*+, 抗原，表达了具有免疫原性的 *+, 蛋白。

9:*是公认的构建真核表达载体的强启动子，
在研究重组杆状病毒表达中也是应用最多的，其在

很多细胞类型中都表现出较强的调控功能。以

9:*为启动子构建的 ’()*重组活载体疫苗和 )<=
疫苗，在体外鸡细胞短暂转染实验和动物体内实验

都能有效启动抗原基因的表达［/$-/.］，说明 9:* 对于
禽类细胞也是有效的启动子。本试验构建的带有

9:*-*+, 表达盒的重组杆状病毒在鸡原代骨骼肌
细胞中成功表达 *+, 蛋白，说明 9:*可有效启动重
组病毒在非宿主的鸡原代细胞中表达。这与本实验

小组报道的，9:*启动子可以启动重组杆状病毒携
带的 >5+报告基因在鸡原代细胞中表达的结果一
致［!］。

在各种重组杆状病毒转导细胞的研究中发现，

加入乙酰化抑制剂，如丁酸钠盐（&?7@A67B）［/C］能增强

重组杆状病毒的转导和表达效率。丁酸钠盐可通过

诱导组氨酸高度乙酰化而使染色质处于松弛状态，

有效促进外源载体 )<= 进入细胞并提高其表达效
率［/D］。

应用杆状病毒作为基因转移载体构建基因工程

疫苗，可以同活病毒载体一样以自然感染的方式向

机体呈递抗原基因。重组杆状病毒研制的疫苗同时

还可以发挥与 )<=疫苗相似的作用，将编码抗原蛋
白的基因直接导入体内，不仅可以诱导机体产生持

久的体液免疫，产生较高水平的专一性抗体去中和

病毒，还可以诱生较强的细胞免疫应答，利用 9)! E

#细胞消除病毒，起到预防与治疗的双重作用。本
试验利用杆状病毒作为基因转移载体，将 ’()* *+,
抗原基因导入鸡原代骨骼肌细胞中，利用 F)F-+=>G
和 HB27BAI &J;7 检测到表达的具有免疫原性的 *+,
抗原蛋白，为进一步研制 ’()* *+, 杆状病毒活载体
基因工程疫苗奠定了坚实基础。
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