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鸡贫血病毒 !"#和 !"$蛋白在家蚕中的联合表达

肖庆利 张志芳 何家禄"

（农业部家蚕生物技术重点开放实验室，中国农业科学院蚕业研究所，镇江 $!$%!1）

摘 要 将鸡贫血病毒 34! 和 34$ 基因分别克隆入转移载体 B3-DFGH1 中，获得重组转移质粒 B3-D/IB!和 B3-D/
IB$。以上两质粒分别与 !3$!酶切线性化的亲本病毒 3:/3-DFGH2 J+G共转染家蚕细胞，通过蓝白斑筛选，纯化得
到重组病毒 3:/IB!和 3:/IB$。FKL分析表明 34!和 34$基因已整合进杆状病毒基因组中。将 3:/IB!和 3:/IB$共
感染 &龄家蚕，通过表达产物免疫 MF7鸡产生的抗血清与 KG’感染的 ,JKK/,M3!细胞的间接荧光抗体分析，证明
表达产物能诱导鸡产生相应的抗体，而且能够保护子代鸡免受 KG’的攻击。该研究表明，表达 ’F!和 ’F$蛋白的
重组家蚕杆状病毒（L6D(:?;E-EN 3:+F’）是很有前途的 KG’亚单位疫苗的生产系统。
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鸡贫血病毒（KP;DQ6E -E-6:;- I;@C>，KG’）是呈世
界范围分布的重要的家禽病原［!］，自 !0"0 年 RC->-
等［$］报道该病毒以来，许多国家和地区均相继证明

了 KG’ 的存在。KG’ 的基因组是一条只有 $S#Q?
的单股环状“—”链 J+G［#］，只产生一个未经剪接的
具有多顺反子特性的转录子，这个转录子中的 #个
互为部分重叠的不同开放阅读框（TL7）分别编码 #
个蛋白质，’F!，’F$ 和 ’F#。其中 ’F! 分子量约有
&!S2QJ，是 KG’ 主要衣壳蛋白。’F$ 分子量约为
$9QJ，可与 ’F!相结合，参与病毒粒子的组装。’F#
为细胞凋亡因子，分子量 !9QJ。KG’主要侵染鸡的
造血组织和淋巴器官。雏鸡感染 KG’后，由于红细
胞前体和胸腺细胞遭到破坏呈现贫血和免疫缺陷的

临床症状［9］。在野外，单纯感染 KG’几乎不引起典
型的临床症状，但由于 KG’的免疫抑制作用，感染
鸡易并发或继发其它疾病，常造成某些疫苗的免疫

失败。KG’往往与马立克病，传染性法氏囊病等混
合感染造成鸡群大批死亡，关于 KG’可增强以上两
病毒的致病性已有报道［&，2］。KG’的亚临床感染严
重影响着养禽业的经济效益，然而至今仍没有理想

的预防 KG’感染的方法，因此研制 KG’ 疫苗已显
得极为重要。关于 ’F!和 ’F$的表达研究，国外报
道在 MU细胞中单独表达的 ’F!和 ’F$，与 KG’特异

性中和抗体几乎没有反应，只有二者同时表达，才表

现出保护性的免疫应答［"］。本研究中，我们利用家

蚕杆状病毒载体系统，在目前唯一可以大规模饲育

的经济昆虫———家蚕体内成功地联合表达了 KG’
的 ’F!和 ’F$蛋白，为研制抗鸡 KG’感染的基因工
程亚单位疫苗提供了一条可行的途径。

# 材料和方法

#%# 材料
受体菌 5 * 0(,# 5V! 为本实验室保存；含 KG’

IB!和 IB$基因的质粒 BWK/IB!［1］，BWK/IB$［0］由山东
农业大学崔治中教授惠赠；转移质粒 B3-DFGH1 和
载体病毒 3:/3-DFGH2（修饰的 3:+F’）由中国科学
院上海生物化学研究所吴祥甫教授提供；各种工具

酶、培养基、胎牛血清、X;B(U6DN;E均为 VY3KT 3LX公
司产品；Z/[-)，兔抗鸡荧光抗体 7Y5K购于 MYV,G公
司；家蚕 3:+ 细胞和家蚕品种 \R! 为本实验室保
存；,JKK/,M3!细胞由江苏省家禽科学研究所张知
良教授提供，各种寡核苷酸引物由上海生工生物工

程公司合成。

#%$ 方法
#%$%# 重组 IB!]IB$ 转移载体的构建：参照文献
［!%］将 34!和 34$基因的编码序列分别克隆进杆状



病毒转移载体 !"#$%&’(中。用 !"#$!和 %&’!分
别从 !)*+,!-和 !)*+,!.中切下 ()-和 ().基因，经
补平、连接等操作后分别克隆入 !"#$%&’(质粒中，
最后获得重组转移载体 !"#$+,!-和 !"#$+,!.。
!"#"# 构建和筛选重组 ,!-/,!. 杆状病毒：参照
0122345方法［--］。"2+"#$%&’6 78& 用 *(+!消化
完全。线性化的 "2+"#$%&’6 78& -"9与 ."9 !"#$+
,!-或 !"#$+,!.质粒在 :;!<=3$>;?作用下共转染 "28
贴壁细胞，二者在细胞内进行同源重组。.@A培养
细胞 B C DE，收集共转染物上清作适当稀释后，感染
FD22小 E;5G中细胞 -G，铺上含 -DH"9/2: I+9#J的低
融点琼脂糖，倒置培养 B C @E，进行蓝白斑筛选。挑
取白斑于 K6孔板中细胞扩增病毒，重复筛选 .轮最
终获得重组病毒 "2+,!-，"2+,!.。
!"#"$ %*L 分析外源基因整合：游离病毒基因组
78&的提取方法如下：取病毒上清 -DH":，加入
-DH": HMD2<J/:的 8#NO后混匀，再加入 .H": (2<J/:
的 8OB&$，混匀后用等体积的酚和氯仿分别抽提 -
次，酒精沉淀后用 .H": PQ溶解 78&。寡核苷酸引
物 为： %- （ !GRS T7 ）： DU+&*PVPPPP*VP&&+
*&VPPPPVP&&+FU，%.（!GLS T7）；DU+*V*P*P&&*&P+
&**&***+FU，%F（ !GDU =J#?W;?9 53X13?$3）：DU+*P&+
*&&PVV*VVVVPPPPVV+FU，%B（,!J #?>;53?53）：DU+&V+
VPVVPV**&**VP**P+FU，%D（ ,!. #?>;53?53）：DU+
**&VVPPV****P*P*VV+FU。取上述病毒基因组
78& -":进行 %*L扩增，反应条件：KBA变性 D2;?，
KBA-2;?、DDA -2;?、@.A -2;?，FH 个循环，最后
@.A延伸 D2;?。取 -D":反应产物电泳分析。
!"#"% 家蚕接种和样品处理：将纯化的重组病毒
"2+,!-和 "2+,!.以 - Y-的病毒滴度比例混合后接
种 D龄蚕，每头注射约 -H6!=1重组病毒。蚕发病后
冰上收集血淋巴，加入 HM-Z苯基硫脲以防蚕血黑
化。经-H HHH4/2;?离心 -H2;?，除去细胞碎片，上清
用作动物试验。分别用同样滴度的亲本病毒 "2+
"#$%&’6感染的蚕血和同龄健康蚕血作为阴性对照。
!"#"& 免疫荧光分析：将表达产物和对照血样进行
以下试验：#-日龄 0L.黄羽肉鸡 -D只，免疫 FHE后
采血分离血清，同时进行第二次免疫，FH E后再分离
血清，测定 *&[阳性率；$F.日龄罗曼鸡 (只，0L.
黄羽肉鸡 (只，二次免疫后分离血清用间接荧光抗
体的方法测其 *&[的阳性率。对照的处理同上。
用 *&[ 感染的 \7**+\0"- 细胞作抗原，[%-

和 [%.表达产物免疫的鸡血清作一抗按照文献［-.］
进行间接荧光抗体反应。

!"#"’ 动物保护试验：将表达产物免疫 0L.黄羽肉
鸡，取免疫后的一日龄子代鸡进行 *&[ 攻毒，用
*&[攻毒未免疫的子代鸡作对照，FH日后采血计算
红细胞数。重复 F次，每次 (只。

# 结 果

#"! 含 !"!( !"#基因的重组转移质粒的构建
重组转移载体结构如图 - 所示。转移载体

!"#$%&’(带有 &$8%[ 多角体基因启动子。 ()- 基
因长约 -MBW]，(). 基因大小约 HM6DW]，二者约有
-(H]!重叠的部分。将 ()-和 ().基因由 !"#$!和
%&’!位点分别从原载体上切下，并以相同的位点
克隆入 !"#$%&’(质粒中，获得中间质粒 !Q0+,!-和
!Q0+,!.。因 ()-和 ().基因与启动子间有一段较长
的非编码序列，考虑到该序列对表达量的影响，故将

!Q0+,!-用 ,-#!和 !"#L!双酶切，去掉大部分非
编码序列后再进行自身环化，获得重组转移载体

!"#$+,!-。同样，!Q0+,!.用 .’&O!和 !"#L!切掉
非编码序列后得到重组转移载体 !"#$+,!.。以上两
重组质粒经酶切鉴定，大小和方向正确（酶切图谱

略）。后来用 %*L 方法也分别从 !"#$+,!- 和 !"#$+
,!.中扩增出了 ()-和 ().基因，见图 .。
#"# 重组杆状病毒的筛选和鉴定
将 *(+!酶切线性化的 "2+"#$%&’6（修饰的

"28%[，:#$^基因取代了多角体基因的位置并引入
了两个 *(+!位点）病毒 78&与重组转移质粒 !"#$+
,!-或 !"#$+,!.共转染 "28细胞，然后进行蓝白斑
筛选，挑取白斑重复纯化获得重组杆状病毒 "2+,!-
和 "2+,!.。线性化的 "2+"#$%&’6 78&缺失了病毒
复制的部分必需基因，只有通过与转移载体进行体

内同源重组才能复制成有感染力的病毒，大大提高

了重组率［-F］，降低了空斑筛选的难度。

为了鉴定获得的重组病毒，我们在多角体基因

的两端合成了 .个引物 %-和 %.，%-为 DU端引物，位
于多角体基因起始密码子 &PV前约 BH]!处，%. 为
FU端引物，在多角体基因终止密码子 P&& 后约
-FH]!处，以上两引物分别从重组病毒 "2+,!- 和
"2+,!.中扩增出了 -M6W]和 HM(W]左右的条带。为
了进一步确定 ()- 和 (). 基因已整合进杆状病毒
中，设计了以下 F个引物：%F位于多角体基因 DU上
游侧翼区，距离起始密码约 -MFW]，%B和 %D分别为
()-和 ().基因的反向引物，二者均位于 &PV后约
@H]!处，经 %*L反应，%F、%B及 %F、%D两对引物均可
扩增出约 -MBW]的条带，如图 .所示。
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图 ! 转移质粒 "#$%&’"!和 "#$%&’"(的结构
)*+,! -./0%.0/1 23 ./$4531/ "6$57*85 "#$%&’"! $48 "#$%&’"(

图 ( 重组病毒 #7&’"!和 #7&’"(的 9:;结果
)*+,( 9:; /1506.5 23 /1%27<*4$4. <$%062’*/0515

#7&’"! $48 #7&’"(
!,!=>?@A*48"；( , "#$%&’"!（9! $48 9(）；B, "#$%&’"(（9! $48 9(）；

C, #7&’"!（9! $48 9(）；D , #7&’"(（9! $48 9(）；E , #7&’"!（9B $48 9C）；

F , #7&’"(（9B $48 9D）；G , #7&#$%9?HE（9B，9C $48 9D）

!"# 免疫荧光反应显示在家蚕中表达的 $%& &’(
和 &’!抗原
将 #7&’"!和 #7&’"(两种重组病毒在同一宿主

家蚕体内进行表达，表达产物免疫 :?I阴性的 -9)
鸡后，采血分离血清。以 :?I 感染的 J=::&J-#!
细胞作抗原，I9!和 I9(高免血清作一抗，未免疫鸡
血清作对照，荧光标记兔抗鸡 K+L（)KM:）作二抗进行
间接免疫荧光染色，结果观察到试验区感染的细胞

中存在明显的强荧光阳性细胞，符合率为 !NNO，而
对照区则为阴性，如图 B所示。试验结果也表明，用
K)?可以对鸡体内是否存在 :?I 抗体作出可靠
诊断。

!") 表达产物对 $%&感染鸡的保护性
表达产物免疫鸡后，其子代鸡再经 :?I攻毒，

图 B 用 :?I感染的 J=::&J-#!细胞在间接免疫荧光反应中显示家蚕中表达的 I9!和 I9(
)*+,B K48*/1%. *770423602/15%14%1 5.$*4*4+ 23 J=::&J-#! %1665 *431%.18 P*.Q :?I /1%2+4*R18 <S I9! $48 I9( %2&1T"/15518 *4 5*6UP2/75

?,>1+$.*’1 %24./26；#,?4.*51/$ 3/27 *42%06$.18 %Q*%U145
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!"#后计算红细胞数，平均为 !$%& ’ ("() *+，而对照
区只有 ($,! ’ ("() *+（图 &），表明该重组产物能保护
鸡抵抗 -./的攻击，是一种理想的疫苗分子。

图 & 免疫后子代鸡与天然子代鸡在 -./攻毒后
红细胞数的比较

0123& -45678194: 4; 8<# =>44# ?<>>9 4; 155@:1A<# 7:#
:7B@87> ;1>17> 2<:<87B14: ?C1?D<:9 7BB7?D<# E1BC -./

! 讨 论

-./感染雏鸡可引起严重贫血、渗出性皮炎和
死亡，特别是可引起免疫抑制而导致继发感染或二

重感染，降低其它疫苗的免疫效果。野生型 -./虽
然能在 FG--HFIJ( 细胞或鸡胚上增殖，但产生的
病毒滴度很低，不能作为弱毒疫苗加以应用，加之

-./对各种理化因子的强抵抗性而很难将之全部
灭活，在其它常规鸡胚苗的生产过程中，往往有活的

-./存在，引起严重的二次感染，因此，给常规疫苗
的研制带来了很大困难。-./ 的感染已呈世界范
围性，包括中国在内的许多国家鸡群中 -./的感染
率都相当高，甚至认为在 IK0鸡群也有 &"L M %"L
表现出 -./抗体阳性，这可能是世界范围扩散的主
要途径即通过污染的疫苗传播了 -./。
由于 -./ 的基因组很小，整个基因组只有

)$!D=左右，且只编码 !个蛋白质，因此国内外一些
学者正在探讨用基因工程的方法研制 -./亚单位
疫苗。用大肠杆菌表达 -./蛋白，由于缺少有效的
后加工过程，所以生产的蛋白质不能进行正确的组

装。国外已有的报道，均是在昆虫 I; 细胞中表达
-./蛋白［N，(&，(%］。O4B<=48: 等通过免疫荧光反应显
示重组病毒感染的 I;,细胞单独合成的 /K(或 /K)
蛋白与 -./ 特异性的中和抗体反应很弱，而用含
!"(和 !")基因的重组杆状病毒同时感染 I;,细胞，
或用能共表达 /K(和 /K)的单一重组病毒感染 I;,
细胞，则可与中和抗体有较强的反应。而且，免疫沉

淀分析表明 /K(和 /K)可进行直接的相互作用，意
味着非结构蛋白 /K)可能作为一种支架蛋白（I?7;H
;4>#）在病毒粒子组装过程中起作用，二者的相互作
用是产生 -./特异的中和抗原决定簇所必需的［N］。

J5OK/H家蚕系统是近年来发展起来的在真核
生物个体水平上高效表达外源基因的系统，家蚕饲

养容易，生产成本低，且由于在血淋巴内存在蛋白酶

抑制剂，表达产物稳定。因此，利用 J5OK/H家蚕系
统生产 -./疫苗有着广阔的发展前景。本研究中，
我们成功地在家蚕中联合表达了 /K(和 /K)蛋白，
经 IGIHK.PQ凝胶电泳和 Q+RI.并结合图像扫描分
析，推算 /K( 和 /K) 的表达量分别为 !"" M &""!2*
5+和 &"" M %""!2*5+血淋巴。对 -./感染鸡的保
护试验显示，对照区在攻毒后红细胞数大大减少，仅

为免疫后子代鸡的一半左右，表明家蚕中表达的

/K(和 /K)对受 -./攻击的鸡具有很好的保护作
用。今后考虑将 !"(和 !")基因克隆入同一个杆状
病毒表达载体中，处在不同强度的启动子下，通过控

制两种蛋白的表达比例，获得最佳的装配效率和免

疫效果。
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