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　 　 摘要：　 为了应用和发展鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）载体疫苗，基于细菌人工染色体（ＢＡＣ）人工合成带有 ｐＭＣＭＶ ＩＥ
启动子和 ＨＡ 基因序列的表达盒，将其插入到 ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 之间的非编码区，从而构建出 ＤＥＶ 载体疫苗。 ＲＦＬＰ
分析结果显示 ＤＥＶ ＢＡＣ 及其突变体条带与预期结果存在轻微的差异，将 ＢＡＣ 及其突变体拯救后发现其生长性能

与亲本病毒没有显著差异。 间接免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，载体疫苗在感染鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）后大

量表达了 ＨＡ 蛋白质。 表明成功构建了能稳定表达禽流感病毒 Ｈ５ 亚型基因重组鸭瘟病毒。
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　 　 鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）是引起鸭瘟（ＤＰ）或鸭肠炎

（ＤＶＥ）的病原，具有高致病性和传染性，主要感染

鸭、鹅和一些野生水禽，致死率高达 １００％［１］。 ＤＶＥ
在美国和中国等许多国家都有报道［２］，２０１３ 年国际

病毒分类学委员会报告中提到 ＤＥＶ，即鸭疱疹病毒

１ 型，属于疱疹病毒目、疱疹病毒家族甲型疱疹病毒

亚科。 ＤＥＶ 弱毒株和强毒株的全基因组已测通，其
全长约 １５８ ｋｂ，包含 ７８ 个开放阅读框［３］。
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近年来已经进行了一些关于疱疹病毒的细菌人

工染色体（ＢＡＣ）的研究［４⁃７］，应用 ＢＡＣ 诱变技术可

以构建多种病毒突变体与载体疫苗，用以研究其病

理学并开发其作为载体的潜能［８］。 第一个 ＤＥＶ 的

ＢＡＣ 来自鸭瘟强毒株（Ｖ２０８５），该毒株是从死亡的

鸭体内分离得到的。 在 ＢＡＣ 的基础上，构建了载有

高致病性禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１ ＨＡ 基因的 ＤＥＶ 载体疫

苗，能够在感染细胞中高度表达 ＨＡ 蛋白质［４］。
禽流感 Ｈ５Ｎ１ 能够感染人和动物，其极高的致

死率以及高度突变的能力对于人类来说极具威胁，
在世界范围内备受关注［９］。 鸟类是禽流感病毒的

主要宿主，而候鸟的迁徙则被认为是禽流感传播与

暴发的罪魁祸首［１０］。 鸭作为 Ｈ５Ｎ１ 的主要携带者，
对于鸡和其他家禽来说是一个稳定的传染源［１１］。
因此，控制禽流感 Ｈ５Ｎ１ 对鸭的感染是预防禽流感

在禽类和人群中传播的关键。
疱疹病毒的活病毒载体疫苗经历数十年的发展，

已经证实其能同时激发黏膜免疫和体液免疫［１２⁃１３］。
迄今为止，一些疱疹病毒载体疫苗已经获得专利并在

一些国家中广泛应用［１４⁃１５］。 除了 ＤＥＶ Ｖ２０８５ 株的早

期研究，最近应用ＤＥＶ 全基因组的 ４ 种重叠ＤＮＡｓ 在
Ｆｏｓｍｉｄ 系统中还构建了另外一种以 ＤＥＶ 疫苗株作为

骨架的载体疫苗（ｒＤＥＶ⁃ｕｓ７８ＨＡ） ［１６⁃１７］。 本研究试图

将 ＤＥＶ 疫苗株 Ｃ⁃ＫＣＥ 感染性克隆，通过 Ｅｎ Ｐａｓｓａｎｔ
方法构建了以 ＢＡＣ 为基础的 ＤＥＶ 禽流感载体疫苗。
该载体疫苗的构建是将禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１ 株的保守

序列 ＨＡ 通过人工合成后插入到 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ＢＡＣ Ｓａ 克

隆的 ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 之间的非编码区，获得表达 ＨＡ
的载体 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）；再通过将带有相同同

源臂和 ｇＣ 基因的片段和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ＤＮＡ
共转染鸡胚成纤维细胞进行重组，获得重组毒

ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５），为进一步开发应用 ＤＥＶ 载体疫苗

以及促进 ＤＥＶ 病毒学的研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 病毒与质粒

ＤＥＶ 弱毒株 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ，通过在 ＳＰＦ 鸡胚上连续传

代致弱，是广泛应用的商品化疫苗株。 所有的 ＤＥＶ 病

毒和突变体都在第一代或第二代 ＣＥＦ 细胞上增殖，以
感染复数（ＭＯＩ）为 ０．０１ 的剂量接种ＣＥＦ 从而构建病毒

库。 感染的细胞及其上清液经过 ３ 次冻融（－７０ ℃ 和

３７ ℃）以释放病毒并保存在－７０ ℃，通过病毒滴定的标

准方法测定其在 ＣＥＦ 细胞上的 ＴＣＩＤ５０。 ＢＡＣ 转移载

体质粒 ｐＤＥＶｇｃ⁃ｐＨＡ２ 由柏林自由大学的 Ｎｉｋｌａｕｓ Ｏｓ⁃
ｔｅｒｒｉｅｄｅｒ 教授惠赠。 ＨＡ 表达盒 ｐＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）包括

ｐＭＣＭＶ ＩＥ 启动子以及修饰过的 ＨＡ 基因。 ＨＡ 基因是

基于禽流感支系２．３．２．１的 ＨＡ 共有序列人工合成，并在

裂解位点敲除了 １２ 个核苷酸系列。 启动子 ｐＭＣＭＶ ＩＥ
来自于ＭＣＭＶ 基因组第 １８４３３６ 到 １８２９４６ 位点的互补

序列，并带有 Ｋｏｚａｋ 序列。 质粒 ｐＤＥＶ⁃Ｈ５ （ＵＬ５５）
ＫＡＮｉｎ包含 １ 个 ＨＡ 表达盒。 卡那霉素抗性基因以及

Ｓａｃ Ｉ 酶切位点，可用于进一步的重组试验。
１．２　 细胞、病毒 ＤＮＡ 的提取与转染

ＣＥＦ 细胞的培养环境为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２，培养基

为添加了 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素以及 １００
μｇ ／ ｍｌ 链 霉 素 的 ＤＭＥＭ 培 养 基。 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 与

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ＤＮＡ 通过 ＳＤＳ⁃蛋白酶 Ｋ 方法

从感染细胞中萃取纯化。 本研究中通过磷酸钙沉淀

法转染。 具体来说，是向含有 ２００ ｎｇ ＤＮＡ 水中加入

６２ μｌ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２，补水至总体积为 ５００ μｌ 后 ４ ℃
过夜，然后再加入 ５００ μｌ 预冷的 ２×ＨＢＳ 溶液混匀即

为转染液。 将每孔的原代 ＣＥＦ 培养基更换为 ５００
μｌ 新鲜的不含胎牛血清及抗生素的 ＤＭＥＭ，然后混

入之前配好的转染液 ３７ ℃培养 ３～ ４ ｈ 后，倒掉培

养基，并用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，在每孔中加入 １􀆰 ５ ｍｌ 含
有 １５％甘油的 ＨＢＳ 溶液静置 ２ ｍｉｎ，最后再用 ＰＢＳ
洗涤 ２ 次后，加入含有 １０％胎牛血清及抗生素的

ＤＭＥＭ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２环境中培养。
１．３　 多步生长曲线的绘制

在 ＣＥＦ 细胞上以 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０１ 的剂量接种病

毒，绘制其成长曲线。 具体而言，在接种病毒后第 ０
ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 分别取样测定上

清液以及细胞冻融后的病毒滴度。 在每个时间点取

样后将感染细胞用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次并重悬于 ２ ｍｌ
ＤＭＥＭ，反复冻融 ３ 次。 ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后，取上

清液，参照标准中 ＴＣＩＤ５０方法测定其病毒滴度。 在

相同的时间点取细胞上清液离心后，测定上清液中

的病毒滴度。 试验重复 ３ 次，绘制生长曲线。
１．４　 细菌培养

电转 化 感 受 态 细 胞 Ｅ． Ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ 购 自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 所用菌种 ＧＳ１７８３ 由 Ｎｉｋｏｌａｕｓ Ｏｓ⁃
ｔｅｒｒｉｅｄｅｒ 教授惠赠。 电转化方法参考文献［１８］。 应

用感受态细胞 ＤＨ５α 进行质粒 ＤＮＡ 的电转化［４］。
ＢＡＣ 及质粒 ＤＮＡ 的提取参照试剂盒说明书进行。
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１．５　 聚合酶链反应（ＰＣＲ）、酶切分析及测序

设计了 １ 对特异性引物［Ｋａｎ ｉｎｓ′ Ｈ５（ＨＡ） Ｆ
和 Ｋａｎ ｉｎｓ′ Ｈ５（ＨＡ）Ｒ ］（表 １），在该引物的两端各

有 １ 个 Ｓａｃ Ｉ 酶切位点，ＰＣＲ 扩增后的卡那霉素抗

性基因插入到质粒 ｐＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）中。 另 １ 对引

物［ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ 和 ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ
ＵＬ５５ Ｒ ］（表 １）用于将 ＨＡ 表达盒插入到 ＤＥＶ ＢＡＣ

克隆中。 为了拯救 ｇＣ 缺失病毒，设计了 １ 对引物

（ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎｋｉｎｇ Ｆ 和 ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎｋｉｎｇ Ｒ） （表 １）
用于 ＰＣＲ 扩增含有 ｇＣ 基因并在其两侧各有一段同

源序列的片段，长约１ ０００ ｂｐ。 １０ 对特异性测序引

物（表 １）用来验证 ＨＡ 表达盒的正确插入，且 ＢＡＣ
及其突变体经 ＥｃｏＲ Ｉ 或 ＢａｍＨ Ｉ 酶切后进行限制性

片段长度多态性分析（ＲＦＬＰ）。

表 １　 聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

　 　 　 引　 物 序　 　 列

Ｋａｎ ｉｎｓ′ Ｈ５（ＨＡ） Ｆ ５′⁃ＴＴＡｇａｇｃｔｃＣＴＣＧＣＴＧＣＡＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＧＡＴＣＧＣＡＧＣＧＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧＧＡＴＡＡＣ⁃３′
Ｋａｎ ｉｎｓ′ Ｈ５（ＨＡ） Ｒ ５′⁃ＣＧＣｇａｇｃｔｃＧＧＧＴＡＡＴＧＣＣＡＧＴＧＴＴＡＣＡＡＣＣＡ⁃３′
ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ ５′⁃ＣＧＡＣＧＧＡＣＴＧＣＣＡＧＴＧＡＡＣＧＣＴＧＡＡＣＡＡＧＣＴＡＧＧＡＣＡＡＴＴＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣ⁃３′
ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｒ ５′⁃ＡＡＧＴＡＡＡＧＡＣＣＣＡＡＧＣＴＡＣＴＡＡＣＡＧＧＧＴＡＴＴＴＧＧＧＴＡＡＴＡＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＧ⁃３′
ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎｋｉｎｇ Ｆ ５′⁃ＴＴＣＧＣＣＧＴＡＴＴＴＡＣＣＡＡＡＴＧ⁃３′
ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎｋｉｎｇ Ｒ ５′⁃ＴＧＡＴＴＣＣＴＴＴＴＧＴＴＣＧＧＡＴＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ１ ５′⁃ＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ２ ５′⁃ＧＴＡＣＡＴＴＧＧＧＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ３ ５′⁃ＡＡＧＴＡＣＡＣＴＧＣＧＴＣＡＡＴＡＧＧ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ４ ５′⁃ＡＣＴＴＴＣＣＡＡＴＧＧＧＴＴＴＴＧＣＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ５ ５′⁃ＧＣＴＧＡＴＴＡＡＴＧＧＧＡＡＡＧＴＡＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ６ ５′⁃ＣＧＡＴＣＡＴＡＴＴＴＧＣＡＴＴＧＧＴＴ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ７ ５′⁃ＴＴＧＡＡＡＣＡＣＣＴＡＴＴＧＡＧＣＡＧ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ８ ５′⁃ＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＡＣＴＡＡＡＣＣＡＧ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ９ ５′⁃ＧＡＡＴＧＴＣＣＣＡＡＡＴＡＴＧＴＧＡＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｆ１０ ５′⁃ＣＴＴＡＧＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＧＡＧＡＡＴ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ１ ５′⁃ＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ２ ５′⁃ＣＡＴＣＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＧＡＣＣＡＧ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ３ ５′⁃ＡＴＧＧＡＡＧＴＣＴＡＧＡＧＴＴＣＴＣＴＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ４ ５′⁃ＴＡＡＡＡＣＣＴＧＣＴＡＴＡＧＣＴＣＣＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ５ ５′⁃ＣＧＧＴＴＴＴＡＡＡＡＴＴＧＴＣＣＡＧＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ６ ５′⁃ＴＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＣＡＣＴＣＡＣＣＣ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ７ ５′⁃ＴＴＴＣＣＡＧＴＡＴＧＴＣＴＴＧＧＧＣＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ８ ５′⁃ＡＴＡＴＧＧＡＡＴＴＴＣＣＡＧＧＧＧＡＡ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ９ ５′⁃ＣＣＣＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＣＣＴＡＴＴ⁃３′
ＤＥＶ Ｈ５（ＵＬ５５） ｃａｓｓｅ ｓｅｑ Ｒ１０ ５′⁃ＴＣＡＧＴＧＴＡＣＴＴＧＧＣＴＣＣＡＡＴ⁃３′
小写字母序列表示加入到引物的限制性酶位点；斜体序列表示不存在于原始 ＤＥＶ 基因组中的额外碱基。

１．６　 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 感染性克隆的构建

在 ＤＥＶ２０８５ 株 ＢＡＣ 构建方法的基础上稍作改

动，用于 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 感染性克隆的构建［４］。 首先，
ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ的 ＤＮＡ 与 ｐＤＥＶｇｃ⁃ｐＨＡ２ 在原代 ＣＥＦ 上共

转染，重组后 ｍｉｎｉ⁃Ｆ 基因替代了 ｇＣ 基因。 在 ４８８ ｎｍ
波长的荧光显微镜下观察到绿色噬斑后，在 ＣＥＦ 上

进行 ３ 轮筛选以纯化 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃ｍｉｎｉ⁃Ｆ。 然后通过电

转化将 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃ｍｉｎｉ⁃Ｆ 导入 ＤＨ１０Ｂ 感受态细胞中，

根据氯霉素抗性筛选阳性克隆，并进行 ＲＦＬＰ 分析。
ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ感染性克隆的 ＤＮＡ 通过电转化导入大肠杆

菌 ＧＳ１７８３ 中，用于 ＤＥＶ 基因组的进一步操作分析。
１．７　 表达 ＨＡ的重组载体 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）的构建

基于 ＤＥＶ ＢＡＣ 克隆 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ，将 ＨＡ 表达盒插

入到 １ 个非编码区。 将先前公布的 Ｅｎ Ｐａｓｓａｎｔ 方法

稍作修改，在 ＤＥＶ 基因组的 ＯＲＦ ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 之

间从位点 ２６３ 至 ２９１ 替换核苷酸片段［１９］。 也就是以

３７３１许梦微等：表达禽流感病毒 Ｈ５ 亚型基因重组鸭瘟病毒的构建



ｐＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ＫＡＮｉｎ ＤＮＡ 为模板，用引物（ＤＥＶ
ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ 和 ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｒ）扩
增两端都带 ４０ ｂｐ 同源序列的 ＨＡ 表达盒，再用 Ｄｐｎ Ｉ
酶消化，除去可能的质粒污染，将 ＰＣＲ 产物电转至

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ感受态细胞进行第一次重组，然后进行第

二次重组敲除卡那霉素抗性基因，获得最终的重组

ＨＡ 载体克隆 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）。 敲除卡那霉素

后的选择性克隆用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ 酶切后进行

ＲＦＬＰ 进一步验证。 最终，通过与 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ相似的

方法进行 ｇＣ 恢复，得到表达ＨＡ 的载体ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ称作

ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）。 用引物（ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ
和 ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｒ） ＰＣＲ 扩增 ＤＥＶ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５） ＨＡ 表达盒，然后连续用 １０ 对特异性引物（表
１）进行测序来验证 ＨＡ 的插入是否正确。
１．８　 间接免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

间接免疫荧光：ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）重组病毒 Ｆ２０ 代

按 ５０⁃１００ＰＦＵ 比例在 ６ 孔板上接种鸡胚成纤维细胞

（ＣＥＦ）原代细胞，在 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２恒温培养箱孵育 ４８
ｈ，用固定液（９６％乙醇 ／丙酮＝ ３ ∶ １）固定细胞，并在－
２０ ℃ 放置 ３０ ｍｉｎ。 倒掉固定液，用 ＰＢＳ 洗 １ 次，吸出

液体，加上 ＰＢＳ（０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）进行通透处理 ５
ｍｉｎ。 加入封闭液（ＰＢＳ＋３％ＢＳＡ）过夜处理。 加入抗

ＡＩ（Ｈ５Ｎ１）ＨＡ 单克隆抗体室温包被 １ ｈ，用 ＰＢＳ 洗 ３
次，加入二抗羊抗鼠⁃Ａｌｅｘａ４８８ （１ ∶ ２ ０００）包被 １ ｈ。
最终在 ４８８ ｎｍ 紫外光激发下观察。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析：ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）病毒 Ｆ５ 和

Ｆ２０代以 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０１ 的剂量感染 ＣＥＦ 细胞，感染后

的细胞经裂解液 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ 变性处理，经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 后将 ＰＡＧＥ 胶上的蛋白质条带转移到硝酸纤

维素膜上。 与间接免疫荧光试验来源相似的 Ｈ５ 单

克隆抗体作为一抗，１ ∶ １０ ０００稀释的羊抗鼠 ＩｇＧ 用

作二抗。 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 感染的细胞作为对照。

２　 结 果

２．１　 带 ｍｉｎｉ⁃Ｆ 基因的重组弱毒鸭瘟病毒的构建

ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ和 ｐＤＥＶｇｃ⁃ｐＨＡ２ ＤＮＡ 共转染后 ３ ｄ，产生

带有ｍｉｎｉ⁃Ｆ的重组质粒ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ，在４８８ ｎｍ波长的紫外

线激发下观察到绿色荧光。 随后，经过三轮挑斑纯化，获
得ｍｉｎｉ⁃Ｆ 重组ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ，称作ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃ｍｉｎｉ⁃Ｆ。
２．２　 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ感染性克隆的构建

ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃ｍｉｎｉ⁃Ｆ ＤＮＡ 电转入 ＤＨ１０Ｂ 感受态细

胞后，获得数个带有氯霉素抗性的克隆，我们选择其

中 １ 个 克 隆， 称 之 为 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ。 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 经 过

ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切后进行 ＲＦＬＰ 分析，结果与预

期有轻微的差别（图 １），可能是 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ与参考 ＤＥＶ
（ＶＡＣ） 基 因 组 序 列 相 比 有 轻 微 地 变 异。 将

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ＤＮＡ 电转入Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＧＳ１７８３ 电感受

态细胞获得感染性克隆 Ｓａ，并通过 Ｅｎ Ｐａｓｓａｎｔ 方法进

一步构建突变体。 Ｓａ 经 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 酶消化后

进行 ＲＦＬＰ 分析，图像与 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ完全一样。
２．３　 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）的构建

依照 Ｅｎ Ｐａｓｓａｎｔ 规程，将带有卡那霉素抗性基

因的 ＨＡ 表达盒通过第一步重组插入到 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ

ＢＡＣ Ｓａ 克隆，得到具有氯霉素和卡那霉素双抗性的

重组 ＢＡＣ 克隆 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 。 通过第

二步重组将 ＨＡ 表达盒中的卡那霉素抗性基因敲

除， 获 得 ＤＥＶ 重 组 ＢＡＣ， 称 作 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５），其 ＨＡ 表达盒插入在 ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 间的

无编码区。 ＲＦＬＰ 分析结果显示，用 ＢａｍＨ Ｉ 酶消化

后， ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 出现 ３ 个条带，大小

约为 １０ ０００ ｂｐ、 ４ ８００ ｂｐ、 ２ ７００ ｂｐ，缺失 １ 条约

１３ ０００ ｂｐ 的条带（图 １Ａ），这些结果与预期条带是

一致的 （图 １Ｂ）。 ＥｃｏＲ Ｉ 酶消化后， ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５） ＫＡＮ 出现 １ 条约 ５ ５００ ｂｐ 新条带，取代了

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 约４ ５００ ｂｐ 条带 （图 ２Ａ）；与
预期（图 ２Ｂ）进行比较，电泳图不完全一样，可能是

由 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ和参考 ＤＥＶ 基因序列之间的差异导致。
２．４　 重组 ＤＥＶ 的拯救及 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）的获得

以 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥＤＮＡ 作为模板，ＤＥＶ⁃ＨＯＭＯ１⁃ｆｏｒ 和

ＤＥＶ ＨＯＭＯ２⁃ｒｅｖ 为 引 物 ＰＣＲ 扩 增 的 片 段， 与

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥＤＮＡ 进行共转染，在 ４８８ ｎｍ 波长的紫外

线激发下观察到白斑。 经过三轮挑斑纯化，分离出

纯种毒。 用引物 ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎｋｉｎｇ Ｆ 与 ＤＥＶ ｇＣ ｆｌａｎ⁃
ｋｉｎｇ Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增出约 １ ７５０ ～ １ ８５０ ｂｐ 的目的

条带，序列分析显示 ＤＥＶ 病毒的 ｇＣ 基因完全恢复

到亲代病毒的相同位置。 结果表明已获得 ｇＣ 基因

恢复毒，命名为 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ。
　 　 表达 ＨＡ 的载体 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 通过与

ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ 相似的方法进行 ｇＣ 基因恢复，得到

ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）。 用引物 ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ 和

ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５） ＨＡ 表达盒，然后连续用 １０ 对特异性测序引物

（表 １）来验证 ＨＡ 的正确插入。 测序结果与预期完全

一致，表明成功获得了重组毒 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）。
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Ａ： ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５ （ ＵＬ５５） ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５ （ ＵＬ５５） ＤＮＡ 分别经 ＢａｍＨ Ｉ ａｎｄ ＥｃｏＲ Ｉ 酶切消化后的 ＲＦＬＰ 条带； Ｂ：

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 与 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ＲＦＬＰ 预期条带。 Ｍ： ＤＬ １５ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～３ ：ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃

Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）经 ＢａｍＨ Ｉ 消化后的条带；４～６：ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）经

ＥｃｏＲ Ｉ 消化后的条带。 １′ ～ ３′ ：ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 经 ＢａｍＨ Ｉ 消化后的预测条带；４′ ～ ６′：

ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）经 ＥｃｏＲ Ｉ 消化后的预测条带。

图 １　 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ 和 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 的限制性片段长度多态性图

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ （ＲＦＬＰ） ｏｆ ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ， ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＫＡＮ ａｎｄ ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）

２．５　 重组毒 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 稳定性与生长动力学

　 　 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）在 ＣＥＦ 上连续复制传至 Ｆ２０代，
以 Ｆ２０代 ＤＮＡ 为模板， ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｆ 和

ＤＥＶ ｉｎｓ Ｈ５ ｃａｓｓｅ ＵＬ５５ Ｒ 为引物，扩增出约 ３ ３６０～
３ ３９０ ｂｐ 片段。 测序结果显示 ＨＡ 表达盒的序列与

预期完全一样，表明 ＨＡ 表达盒至少能稳定表达

２０ 代。
通过 ３ 个独立试验， 比较 ２ 种 ｇＣ 恢复毒

ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ｇＣＲ 和 ＤＥＶ⁃Ｈ５ （ ＵＬ５５ ） 与 亲 代 病 毒

ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ的多步生长曲线。 测定感染细胞上清液的

滴度，感染 １２ ｈ 内均检测不出毒价，所有病毒株在

感染细胞后 ７２ ｈ 内滴度约为 ０􀆰 １ ｍｌ １×１０６ ＴＣＩＤ５０。
ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 与 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ在感染 ４８
ｈ、７２ ｈ 的毒价差异均不显著（图 ２Ａ）。 比较冻融 ３
次后的细胞毒价， ｇＣ 基因恢复毒 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ｇＣＲ 和

ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）比亲代病毒 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 效价稍低，但
是 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 与 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ、ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ｇＣＲ 在感

染 ４８ ｈ、７２ ｈ 时毒价差异均不显著（图 ２Ｂ）。 这些结

果进一步证明 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ＢＡＣ 克隆是亲代毒的完全

克隆，ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 非编码区外源表达盒的插入

不会影响病毒的增殖性能和稳定性，体现了 ＤＥＶ⁃
Ｈ５（ＵＬ５５） 作为有前景的活载体候选疫苗的优势。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ：病毒感染细胞上清液中病毒滴度； Ｂ：冻融 ３ 次后病毒滴度。

图 ２　 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ、 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 与 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ在 ＣＥＦ 细胞上的多步生长动力学图

Ｆｉｇ．２　 Ｍｕｌｔｉ⁃ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥｇＣＲ， ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ａｎｄ ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ ｏｎ ＣＥＦｓ
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２．６　 重组毒 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５）ＨＡ 的表达

间接免疫荧光试验中，ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） Ｆ２０代蚀

斑能与单克隆抗体很好地反应，在 ４８８ ｎｍ 紫外光激

发下观察到很强的信号，而对照 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ蚀斑不显

示信号。 蛋白质免疫印迹分析，在感染 ＤＥＶ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５） Ｆ５ 和 Ｆ２０代细胞裂解液中观察到分子量约

８０ ０００的蛋白质，而在感染 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 的细胞裂解液

中没有此蛋白质（图 ３）。 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） Ｆ５ 和 Ｆ２０

代检测到的蛋白质条带大小要比最初合成的 ＨＡ 氨

基酸序列（分子量约为６８ ０００）要稍微大些。 这种现

象早期也出现在 ＤＥＶ ｖ２０８５＿Ｈ５ 的 ＨＡ 表达中，后
被证实是由于 ＨＡ 蛋白质的 Ｎ⁃联聚糖导致。 表明

依托 ＤＥＶ ＢＡＣ 构建好的带有 ＨＡ 表达盒的 ＤＥＶ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５） 能够有效稳定地表达 ＨＡ，且能稳定表达至

少 ２０ 代以上。

Ｍ：蛋白标准 Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ ：感染 ＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ 的细胞裂解液样品（对
照）； １～２：感染 Ｆ５和 Ｆ２０代 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 的细胞裂解液。

图 ３　 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） ＨＡ 表达的蛋白质免疫印迹分析

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＨＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＥＶ⁃Ｈ５
（ＵＬ５５）

３　 讨 论

禽流感不仅对养殖业造成巨大的损失，而且威

胁着人类的健康，所以，对其有效的防治具有重要的

公共卫生意义。 此病难控制的主要原因有两个：禽
流感病毒的毒力在逐渐增强，新的致病型和毒力型

在不断出现；至今没有一种疫苗能真正有效地保护

禽类免于禽流感病毒的感染。 ＨＡ 是构成禽流感病

毒囊膜纤突的主要蛋白质之一，与病毒的变异、毒力

和宿主特异性有关；同时，ＨＡ 是病毒的主要保护性

抗原，可以刺激机体产生中和抗体，表达 ＨＡ 蛋白质

可刺激家禽产生对多种亚型禽流感病毒攻击的保护

能力，因此成为研发疫苗的主要研究对象［２０⁃２１］。
随着 ＤＮＡ 重组技术的发展和利用，基因工程疫

苗的研究取得了快速发展，其中重组病毒活载体疫

苗成为当前新型疫苗的研究热点。 与传统疫苗相

比，重组病毒活载体疫苗具有使用安全，免疫力持久

等优点，还可以达到一针预防多病的目的。 应用疱

疹病毒作为活病毒载体构建表达外源基因的载体疫

苗成为近些年来国内外研究的热点［２２⁃２３］。 鸭肠炎

病毒（ＤＥＶ）是典型的疱疹病毒，其基因组有多个非

必需基因和非编码区，具有多个插入位点，应该能够

容许插入多个外源基因而不对自身的复制和生物学

特性产生严重影响，是一个值得研究的重要病毒载

体材料。 研究发现，在很多疱疹病毒中，ｇＣ 基因为

非必需基因，主要作用是介导病毒的成熟和释放，敲
除这段基因虽然对病毒侵蚀力产生影响，但病毒仍

能繁殖［２４］。
本研究中，通过同源重组将 ＢＡＣ 载体功能序列

ｍｉｎｉ⁃Ｆ 插入到 ＤＥＶ（ａｔｔｅｎ）基因组中的 ｇＣ 区，成功

构建了 ＤＥＶ 感染性克隆 Ｃ⁃ＫＣＥ。 重组病毒采用

ＧＦＰ 作为报告基因， 转染后 ２４～４８ ｈ，在波长为 ４８８
ｎｍ 紫外光激发下可以观察到重组病毒形成的绿色

蚀斑， 与 ＬａｃＺ 作为报告基因相比［２５⁃２６］， 重组病毒

筛选和蚀斑纯化操作简便。 生长动力学和 ＲＦＬＰ 试

验结果表明该克隆包含了 Ｃ⁃ＫＣＥ 株的整个基因组。
在此感染性克隆基础上，通过 Ｅｎ Ｐａｓｓａｎｔ 方法构建

了在 ＵＬ５５ 与 ＬＯＲＦ１１ 开放阅读框间插入 ＨＡ 表达

盒的载体疫苗。 运用磷酸钙转染的方法将重组载体

质粒 ｐＤＥＶＣ⁃ＫＣＥ⁃Ｈ５ （ ＵＬ５５） 与 ｇＣ 基因共同转染

ＣＥＦ，经过多次挑斑筛选和传代，经间接免疫荧光试

验和蛋白质免疫印迹分析证实得到了表达禽流感

ＨＡ 基因的重组鸭瘟病毒，且能稳定表达至少 ２０ 代

以上。 重组毒 ＤＥＶ⁃Ｈ５（ＵＬ５５） 稳定性与生长动力

学研究结果表明 ＵＬ５５ 和 ＬＯＲＦ１１ 非编码区外源表

达盒的插入不会影响病毒的增殖性能和稳定性。
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