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共表达 !"#$% 中国流行株 &’%() 与 "*$%+ 重组

鸡痘病毒的构建及其免疫原性观察

江文正 金宁一" 李子健 张立树 韩文瑜
（解放军军需大学 全军基因工程重点实验室，长春 0#""2!）

摘 要 为筛选我国的 BC&.0 疫苗候选株，以鸡痘病毒 !1!9$ 中国疫苗株为载体，构建了共表达中国流行株 BC&.0
外膜蛋白 =D0!" 和 CE.01 的重组鸡痘病毒，并将该重组鸡痘病毒免疫 F3EFGA 小鼠，检测免疫小鼠脾特异性 H4E 杀伤

活性和血清抗体水平。结果显示，BC&.0 外膜蛋白 =D0!" 和 CE.01 不但可在重组鸡痘病毒感染的鸡胚成纤维细胞中

表达，而且可在重组鸡痘病毒感染的哺乳动物细胞中表达。重组病毒具有良好的免疫原性，可诱导小鼠产生特异

性抗体和脾特异性 H4E 反应，且 CE.01 发挥了免疫佐剂的作用。本研究结果为制备安全、有效的 BC&.0 基因工程活

载体疫苗奠定了基础。
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BC&.0 9<K 蛋白是由一次剪接病毒 :I*3 翻译

的 02"LM 前体蛋白形式存在的糖蛋白，在高尔基体

中被剪切成成熟的氨基端的外膜蛋白 =D0!" 和羧基

端的跨膜蛋白 =D$0。=D0!" 的 &# 区存在着中和抗

体决定簇、H4E 决定簇以及对巨噬细胞和脑组织纤

维的特异性识别区，它与 BC&.0 中和抗体应答、特异

性细胞毒反应及分子致病机制密切相关［0，!］。因此，

BC&.0 外膜蛋白 =D0!" 已成为人研制 BC&.0 疫苗的

重要靶蛋白。白细胞介素 01（CE.01）在免疫网络调

节中具有重要作用，可诱导活化的 4 细胞和 *N 细

胞产生 C7*.!，通过 C7*.!刺激单核G巨噬细胞发挥

天然免疫作用，同时可增强细胞毒性 4 淋巴细胞

（H4E）的杀伤功能［#］。本研究利用我国鸡痘病毒疫

苗株为载体，构建了共表达 BC&.0 中国流行株外膜

蛋白 =D0!" 和 CE.01 的重组鸡痘病毒，通过免疫接种

小鼠，评价其诱导小鼠产生的体液和细胞免疫反应

的效果，为更进一步制备适合我国的 BC&.0 基因工

程活载体疫苗奠定基础。

% 材料与方法

%,% 质粒、菌株、病毒和细胞株

含有 BC&.0 中国流行株 F 亚型 =D0!" 基因的质

粒 DNO.=D0!" 由中国预防医学科学院艾滋病参比实

验室邵一鸣教授提供。含 CE.01 基因的质粒 D&3P.
CE01 由本室提供。含牛痘病毒 3 型包涵体（34C）
晚期启动子下游串联了 !" 个突变型早期痘苗病毒

Q6J% 启动子组成的复合启动子（34C.Q6J%）和 02 个

串联的突变型早期痘苗病毒 Q6J% 启动子的鸡痘病

毒载 体 质 粒 DR43E 由 本 室 自 行 构 建。大 肠 杆 菌

MB%"由本室保存。!1!9$株鸡痘病毒为南京兽药厂

生产的弱毒疫苗。表达 BC&.0 =D0!" 蛋白的重组鸡

痘病毒 S7Q&.TQ 由本室构建［$］。/ U 00 日龄 OQ7 鸡

胚购自中国农科院哈尔滨兽医研究所实验动物中

心，用于制备鸡胚成纤维细胞（H97）。B5E, 细胞（人

宫颈癌细胞）为本室保存。Q10% 细胞（小鼠肥大细

胞瘤细胞）购自中科院上海细胞所。

%,( 酶与试剂

各种工具酶均购自 4,N,I, 公司和 TCFHV FIE
公司。脂质体 MV43Q 为 TCFHV FIE 公司产品。抗

BC&.0 =D0!" 单克隆抗体由本室制备，人 CE.01 单克

隆抗体购自华美生物公司。*F4GFHCQ、碱性磷酸酶

标记兔抗鼠 C=T 抗体、细胞毒分析试剂盒（H-W’4’8
/2#I *’<.I,X;’,AW;K5 H-W’W’8;A;W- 3YY,- N;W）均 为 QS’.
:5=, 公司产品。BC&.0 抗体 9ECO3 检测试剂盒购自



北京金 豪 药 业 公 司。用 于 鉴 定 重 组 鸡 痘 病 毒 的

!"#$% &’%() 特异性引物（*%：+,$--..&&&/.&..&/.&/.$0,；
*(：+,$/-.-..-.-...&--..&&.&$0,）由 上 海 生 工 公 司 合 成。

!"#$% &’%() 特异性多肽（12*2134#5，0%%$0()）由

美联（西安）生物科技有限公司合成。

!"# 重组质粒的构建

将 ’#36$"7%8 中的 "7$%8 基因（!9:; !和 6<="
双酶切片段）定向插入到鸡痘病毒载体质粒 ’>537
串联启动子下游的 !"#; !和 $%&"位点中，构建了

中间质粒 ’>53$"7%8。再将中国株 !"#$% &’%() 基因

插入到鸡痘病毒载体质粒 ’>537 复合启动子下游

的 $’%"酶切位点中，构建了重组鸡痘病毒表达质

粒 ’>53$2*$"7%8。酶切、连接、转化等步骤均按常

规方法进行［+］。

!"$ 病毒的重组、筛选和纯化

利用脂质体法将重组质粒与 (8(?@ 株鸡痘病毒

共转染长至 8)A融合的 B?4 细胞，进行同源重组。

待出现细胞病变后收获病毒，在 +$溴脱氧尿苷（CD$
;>）的选择压力下筛选 0 次后，用无 CD;> 的 E?E 营

养液培养，待出现细胞病变后挑出单个病毒蚀斑，经

纯化后分别扩毒。

!"% 重组病毒的 &’( 鉴定

采用 FGF$蛋白酶 H$苯酚法提取重组病毒的基

因组 GI3，以其为模板，用特异性引物进行 *B1 扩

增，以检测重组病毒基因组中是否有外源基因的插

入。*B1 反应条件为 JKL预变性 +M9: 后，按 J@L
变性 0)N，++L退火 0)N，K(L延伸 %M9:，共 0) 个循

环，最后 K(L延伸 %)M9:。

!") 重组病毒表达产物的检测

将 *B1 阳性的重组病毒以 %)EO"（感染复数）接

种 B?4 单层，待出现细胞病变后收获细胞，用裂解

缓冲液裂解细胞，取其上清进行 FGF$*32? 和 PQN.$
QD: RS=. 检测。以抗 !"#$% &’%() 单克隆抗体为一

抗，碱 性 磷 酸 酶 标 记 兔 抗 鼠 "&2 抗 体 为 二 抗，用

IC5TCB"* 显色后观察。经 PQN.QD: RS=. 检测可见特

异性蛋白表达带的为阳性重组病毒，命名为 D4*#$
2*$"7%8。

!"* 重组病毒在哺乳动物细胞中的表达

将获得的重组病毒 D4*#$2*$"7%8 以 %)EO" 接

种于 !Q7/ 细胞和 *8%+ 细胞，于感染后 @8< 收获细

胞，对细胞总蛋白进行 FGF$*32? 和 PQN.QD: RS=. 分

析，以检测目的蛋白的表达情况。

!"+ 动物免疫及免疫小鼠血清抗体的检测

将 U V 8 周龄雌性 C37CT- 小鼠（购自军事医学

科学院实验动物中心）随机分成 @ 组，每组 8 只，分

别按 % W %)K*4>T只腿部肌肉注射重组病毒 D4*#$2*$
"7%8、重组病毒 D4*#$2*、4*# (8(?@ 疫苗株和 *CF
溶液。每间隔 (); 加强免疫一次，第三次免疫 %);
后，免疫小鼠进行眼眶采血并分离血清，按试剂盒说

明书介绍的双抗原夹心 ?7"F3 法检测血清抗体的水

平。

!", 免疫小鼠特异性 ’-. 杀伤活性检测

采用乳酸脱氢酶释放法进行。在无菌条件下取

小鼠脾脏，去除结缔组织后研磨过滤，制备淋巴细胞

单细胞悬液。在正常同源小鼠的脾淋巴细胞中加入

终浓 度 为 (+#&TM7 !"#$% &’%() 特 异 性 多 肽 及 %)
:&TM7 "7$(，0KL +A BO(培养箱中孵育 @<，经 8)#&T
M7 丝裂霉素 B 处理 (<，用培养液洗 0 次后得到刺

激细胞。将免疫小鼠脾淋巴细胞与刺激细胞 %)：%
混合，用含终浓度为 %):&TM7 "7$( 的 %U@) 培养液，

0KL +A BO(共培养 + ;，调整细胞数为 % W %)K细胞T
M7，即得到效应细胞。将作者构建的表达 !"#$% 结

构蛋白的 *8%+ 细胞为靶细胞［U］，调整细胞浓度为 %
W %)+细胞TM7。效应细胞和靶细胞以 +) X % 和 (+ X %
两个效靶比混合培养 @< 后，用酶标仪在波长 @J) :M
处测定吸光度（3）值。特异性 B57 杀伤率的计算，

按细胞毒分析试剂盒说明书介绍的步骤进行，计算

公式为：

杀伤效率（A）Y
（实验孔 3 值 Z 靶细胞对照孔 3 值 Z 效应细胞对照孔 3 值）

（靶细胞最大释放孔 3 值 Z 靶细胞对照孔 3 值）

W %))

/ 结果

/"! 重组质粒的酶切鉴定及重组病毒的 &’( 鉴定

重组质粒的酶切鉴定图谱见图 % 和图 (。由图

% 可见，中间质粒 ’>53$"7%8 经 !"#;!和 ()*"及

+&%"和 *N."双酶切后分别得到 )[+\R，K[0\R 大小

的片段和 %[%\R，U[K\R 大小的片段，表明质粒构建

正确。从图 ( 可以看出，重组质粒 ’>53$2*$"7%8 经

,-.1"和 !"#;!双酶切及 /%’!"单酶切后分别

得 到 ([8\R，U[U\R 大 小 的 片 段 和 )[U\R，)[8\R，

%[@\R，%[U\R，+[)\R 大小的片段，表明质粒构建正

确。

单个病毒噬斑经纯化和扩毒后进行 *B1 扩增，

*B1 扩增结果见图 0。由图 0 可见，阳性重组病毒

基因组内含有 &’%() 基因，有一条 %[@\R 的 GI3 条

带，而 4*# 疫苗株未能扩增到 GI3 条带。
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图 ! 重组质粒 "#$%&’(!) 酶切鉴定图谱

*+,-! ./0123&4+,356+7/ "879+:3 79 "#$%&’(!)
!："#$%&’(!);!"#! < $%&!；=："#$%&’(!);’()4" < $%&!；

>："#$%&’(!)；?：#@A%;*+,B! < ’()4"

图 = 重组质粒 "#$%&CD&’(!) 酶切鉴定图谱

*+,-= ./0123&4+,356+7/ "879+:3 79 "#$%&CD&’(!)
!："#$%&CD&’(!);-#.E!；=："#$%&CD&’(!);*+,B! < ’()4"；

>："#$%&CD&’(!)；?F#.G7$!? ’

图 > 重组病毒的 DHB 鉴定

*+,-> DHB +43/6+9+GI6+7/ 79 83G72J+/I/6 K+8L5
!：*DM；=：8*DM；>：D756+K3 G7/687:；

?：#@A%;*+,B! < ’()4"

!"! #$#%&’() 和 *+,-+./ 012- 检测

将 DHB 阳性重组病毒感染的鸡胚成纤维细胞

的裂解液上样进行 N@N&D%C. 和转膜后，分别与抗

E’M&! ,"!=O 单克隆抗体和碱性磷酸酶标记兔抗鼠

’,C 抗体反应，显色结果见图 ?。由图 ? 可见，重组

病毒感染细胞裂解物在 !=OP@ 处有一条特异性显色

带，而 *DM 疫苗株感染细胞裂解物未见显色带，表

明该重组病毒表达了 E’M&! ,"!=O 蛋白。用 ’(&!) 的

单克隆抗体也同样检测到了 !)P@ 的目的蛋白带，表

明重组病毒也表达了 ’(&!) 蛋白（图 Q）。将该重组

病毒分别感染 E3(I 细胞和 D)!Q 细胞，细胞裂解液

进行 N@N&D%C. 和 R35638/ J:76 分析，结果同样显示，

阳性 重 组 病 毒 也 可 在 哺 乳 动 物 细 胞 中 表 达 外 源

蛋白。

图 ? 重组病毒表达的 ,"!=O 蛋白的 R35638/ J:76 分析

*+,-? R35638/ J:76 I/I:15+5 79 ,"!=O "8763+/ 3S"835534 J1 8*DM
!：8*DM；=：*DM

图 Q 重组病毒表达的 ’(&!) 蛋白的 R35638/ J:76 分析

*+,-Q R35638/ J:76 I/I:15+5 79 ’(&!) "8763+/ 3S"835534 J1 8*DM
!：8*DM；=：*DM

!"3 重组病毒诱导小鼠血清抗体水平

利用双抗原夹心 .(’N% 法检测结果显示（见表

!），重组病毒 8*DM&CD&’(!) 和 8*DM&CD 免疫组 ) 只

小鼠血清抗 E’M&! ’,C 的水平（以 /?QO/2表示）均显著
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高于 !"# 疫苗株对照组（! $ %&%’）和 "() 对照组

（! $ %&%’），且两个重组病毒组之间也差异显著（!
$ %&%*），表明 +,-’. 可一定程度地增强重组病毒的

抗体的反应。

!"# 重组病毒诱导特异性 $%& 杀伤活性

效应细胞和靶细胞以 *% / ’ 和 0* / ’ 两个效靶比

的 12, 杀伤结果见表 ’。从表 ’ 可以看出，重组病

毒 3!"#-4"-+,’. 免疫组小鼠脾特异性 12, 杀伤活

性明显高于 !"# 疫苗株对照组（! $ %&%’）和 "() 对

照组（! $ %&%’），且显著高于重组病毒 3!"#-4" 免

疫组（! $ %&%*），表明 +,-’. 发挥了免疫佐剂的作

用，能使重组病毒诱导小鼠产生更强的 12, 活性。

表 ’ 免疫小鼠脾淋巴细胞 $%& 细胞毒活性

%()*+ ’ $%& ,-././01,1.- (,.121.- /3 45*++6 *-758/,-.+ 39/7 .8+ 177:61;+< 71,+

43567 8
19:5:5;<=<:9>?

*%/’ 0* /’
"@*%8A

3!"#-4"-+,’. . @%&BC D .&EB F’&EE D 0&E’ %&0@F D %&%0%!

3!"#-4" . F*&%. D F&@0 0.&0C D F&’B %&0%E D %&%F%

!"# . .&F0 D F&C’ .&CB D 0&F% %&%C* D %&%’F

"() . C&*0 D 0&*F C&.F D ’&FC %&%B* D %&%’@

= 讨论

艾滋病已在全球范围内迅速蔓延，因此，研制安

全、有效的疫苗是控制艾滋病发生的一个重要途径。

由于 G+# 是一种高度变异的病毒，而且病毒核酸可

以直接整合到人类基因组 HIJ 中，所以无论是减毒

活疫苗还是灭活疫苗，都不适用于艾滋病的预防。

合成肽疫苗虽可以诱导有效的中和抗体产生，但不

能保护机体免受病毒攻击，且成本高。因此研究重

组病毒活载体疫苗已成为人们研究的热点。鸡痘病

毒表达系统是继痘苗病毒以后又一种动物病毒载

体，它作为载体除具有与痘苗病毒相同的优点，如基

因组结构庞大，含有多个复制非必需区，可在其感染

的细胞中忠实地进行修饰；外源基因的表达产物可

以诱导机体产生持续时间较长的体液与细胞免疫反

应；严格的胞浆内复制，避免了病毒基因重组入宿主

细胞染色体的可能性，从而消除了重组病毒的应用

对人类造成的潜在威胁。除此之外，鸡痘病毒的宿

主范围较窄，它仅感染禽类，在哺乳动物体内产生一

过性感染，或称为流产性感染，即它能有效感染一些

哺乳动物的细胞和表达早期基因，也能产生一些晚

期基因的表达和 HIJ 复制，但不能发育成成熟的病

毒粒子，然而这并不影响它对外源基因的正确表达，

诱发机体产生免疫保护性［C，.］。最为重要的是在重

组鸡痘病毒中所表达的蛋白质可以进行翻译后加

工、修饰，其中的许多过程与体内相类似，因此表达

产物具有天然蛋白质的活性，并且保留了其相应的

抗原性、免疫原性及功能。所以它不仅可以用来研

制禽类的基因工程活载体疫苗，而且可以作为非复

制型病毒载体研制哺乳动物基因工程活载体疫苗，

用于禽类以外的动物乃至人类疾病的防制。

鸡痘病毒同其它 HIJ 病毒一样，其基因的表达

调控主要是在转录水平上，表达水平主要决定于上

游启动子的强弱，一般选用自身的强启动子。但由

于鸡痘病毒自身启动子还很少，而鸡痘病毒和痘苗

病毒二者之间 KIJ 聚合酶可相互识别，所以目前多

用痘苗病毒启动子用于构建鸡痘病毒载体，且将多

个启动子串联可增强其效果。本研究将 G+#-’ 中国

流行株外膜蛋白 L7’0% 基因插入到本室自行构建的

鸡病痘病毒载体的复合启动子（J2+-"C&*）下游，同

时将细胞因子 +,-’. 插入到同一载体的串联启动子

（’B M "C&*）下游，构建了鸡痘病毒表达质粒 7N2J-
4"-+,’.，经同源重组、加压筛选和 "1K 检测后获得

共表达 G+#-’ 中国流行株外膜蛋白 L7’0% 与细胞因

子 +,-’. 的重组鸡痘病毒。OPQ:P38 RS5: 检测结果显

示，获得的重组鸡痘病毒不仅能在感染的 1T! 细胞

中表 达 外 源 蛋 白，而 且 可 在 感 染 的 GP,U 细 胞 和

".’* 细胞中表达外源蛋白，这表明重组鸡痘病毒可

用于哺乳动物的基因工程疫苗载体。为了探索重组

鸡痘病毒的免疫原性，作者将它免疫小鼠，并检测了

免疫小鼠的血清抗体水平和脾淋巴细胞特异性 12,
杀伤活性。血清抗体检测结果显示，重组病毒可诱

导小鼠产生特异性体液免疫。12, 杀伤活性检测结

果显示，免疫小鼠的脾淋巴细胞可特异性杀伤表达

G+#-’ 结构蛋白的 ".’* 细胞（靶细胞），表明重组病

毒诱导了特异性细胞免疫。另外，本实验构建重组
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鸡痘病毒 !"#$%&#%’()* 可比重组病毒 !"#$%&# 诱导

小鼠产生更强的抗体反应和 +,( 杀伤活性，提示细

胞因子 ’(%)* 能显著增强特异性体液免疫和细胞免

疫，它发挥了免疫佐剂的作用。因此，该研究为我国

-’$%) 基因工程活载体疫苗候选株的筛选提供了实

验数据。
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