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鸡新城疫病毒 F基因高效真核表达质粒的构建
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　　[摘　要 ]　为进一步研究基因疫苗的免疫机制和基因疫苗的免疫效果,应用DNA 重组技术,根据载体 pcD 2
NA 4. 0öH is M ax 的多克隆位点设计引物,对含有NDV 保护性抗原基因 F 的质粒 PCR 扩增。将得到的目的片段插
入到载体的启动子下游,成功得到含有NDV F 基因的真核表达质粒载体 PC4F 的基因疫苗。
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　　新城疫病毒属于副粘病毒科,副粘病毒亚科,腮

腺炎病毒属, 是一种含有囊膜的负链 RNA 病

毒[1, 2 ]。新城疫是由新城疫病毒 (N ew cast le d isease

viru s,NDV )引起的一种急性败血性传染病,对养禽

业危害严重。NDV 共有HN、F、M、N P、P、L 6种结

构蛋白。其中HN 蛋白和 F 蛋白构成NDV 囊膜表

面的大纤突和小纤突,在免疫应答和致病过程中起

着极其重要的作用。HN 蛋白在病毒侵染过程中起

识别受体的作用,而 F 蛋白则介导病毒与宿主细胞

及宿主细胞间的融合。许多试验证明, F 和HN 基因

均是新城疫病毒的保护性抗原基因,用真核细胞表

达系统表达的 F 蛋白免疫动物对强毒的攻击有较

好的保护作用。单克隆抗体研究结果表明, F 蛋白有

多个中和位点,是NDV 重要的保护性抗原之一。用

NDV 的 F 基因与真核表达载体重组构建的基因疫

苗直接免疫鸡后,通过抗体监测和攻毒试验证明,可

诱导机体的免疫应答和耐受强毒攻击[3 ]。为此,本实

验室从国外引进一个高效的真核细胞表达载体

pcDNA 4. 0öH is M ax, 并将NDV 的 F 基因与其重

组构建了新城疫病毒的 F 基因的基因疫苗,为探讨

基因疫苗的免疫机理和提高基因疫苗的免疫效果奠

定了一定基础。现将构建过程和结果报告如下。

1　材料和方法
1. 1　质粒和载体

　　含NDV F 基因 (F 基因来自NDV D 26 株)的

真核表达质粒 PCF 由哈尔滨兽医研究所陈洪岩博

士惠赠; 真核表达载体 pcDNA 4. 0öH is M ax 购自

Invit rogen 公司。pcDNA 4. 0öH isM ax 质粒载体的

物理图谱见图 1。

图 1　pcDNA 4. 0öH is M ax 载体的物理图谱
A 型质粒紧接X baÉ后有一个终止密码子

F ig. 1　P ictu re of pcDNA 4. 0öH is M ax
T here is a stop codon fo llow ing the X baÉ site in version A
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1. 2　菌株及细胞系

E. co li DH 5Α由清华大学生物系结构生物学实
验室庞海副教授惠赠,感受态细胞自制。

1. 3　工具酶及主要试剂

各种限制性内切酶、T 4DNA 连接酶购自

P rom ega 公司; T aq p lu s DNA 聚合酶、dN T P、

ΚDNA öH indË + E coR É 双酶切M arker 购自上海

生物工程公司; DNA 快速纯化回收试剂盒、PCR 产

物回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自博大公司;其余

试剂均为进口或国产分析纯试剂。

1. 4　含有表达融合蛋白 F 基因真核质粒的构建

1. 4. 1　NDV F 基因的 PCR 扩增　根据 PCF 质粒

F 基因的序列和pcDNA 4. 0öH isM ax (+ ) (A )载体

多克隆酶切位点的序列,分别设计了一对引物 F1、

R 1。利用这 2对引物,可以扩增 F 基因从A T G 到终

止子 TA G,全长 1 662 bp 的片段,引物的序列及引

入的酶切位点如下:

F1: 5′TCGGA TA TCT GGCCCCAAA TCT TCTA CCA G3′

E coR Í
R 1: 5′A TA TCTCGA GA GA T TCT T GTA GT GGCCCTCA 3′

X hoÉ
引物的合成在 TA KA RA 公司 (大连分公司)进

行, 合成的引物以灭菌 ddH 2O 稀释至使用浓度 25

Λmo löL , - 20 ℃保存备用。

取 PCF 质粒适量,加入 10×T aq P lu s buffer 5

ΛL , 10 mmo löL dN T P 1 ΛL , 上下游引物各 1 ΛL

( 25 Λmo löL )、T aq P lu s DNA 聚合酶 1 ΛL ( 5

M uöL ) ,最后以 ddH 2O 将终体积调至 50 ΛL ,混匀,

于 PCR 仪上进行扩增,同时设置不加 PCF 的阴性

对照。循环参数为 95 ℃预变性 5 m in, 94 ℃ 1 m in,

55 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 m in, 35 个循环后 72 ℃延伸 10

m in。扩增完毕后,取 5 ΛL 用 0. 9%琼脂糖凝胶电泳

40 m in,观察结果,并按博大公司 PCR 产物回收试

剂盒说明书进行回收,回收后取 1 ΛL 电泳并观察。

1. 4. 2　PCR 回收产物及载体酶切　回收的 PCR

产物经 E coR Í + X ho É 双酶切, 同时载体 pcDNA

4. 0öH is M ax 也分别进行双酶切,酶切后的产物均

需用博大公司DNA 回收试剂盒进行回收, 回收后

各取 1 ΛL 电泳, 4 ℃保存备用。

1. 4. 3　目的基因与载体的连接、转化　参照分子克

隆实验指南[4 ] , 分别将酶切的目的基因与载体按

4∶1的体积比混合, 在 T 4 DNA 连接酶的作用下

15 ℃过夜,将连接产物转化至 E. coli DH 5Α感受态
细胞并涂布平板,挑选单个菌落提取质粒进行酶切

和 PCR 鉴定。

2　结果与讨论

2. 1　NDV F 基因真核表达质粒的构建

　　采用设计的引物,对含NDV F 基因的 PCF 质

粒进行 PCR 扩增、酶切, 连接到 pcDNA 4. 0öH is

M ax,并转化至DH 5Α感受态细胞,挑取疑为阳性的

菌落提取质粒,经酶切和 PCR 鉴定得到 1个阳性重

组子,命名为 PC4F,结果见图 2。

图 2　PC4F 重组子电泳结果

1. M arker; 2. pcDNA 4. 0öH is M ax E coR É酶切;

3. PC 4F E coR Í + X hoÉ双酶切; 4. PC 4F E coR Í单酶切

F ig. 2　T he electropho resis resu lt of recom binan t PC4F

1. M arker; 2. pcDNA 4. 0öH is M ax E coR É restriction enzym e

digest; 3. PC 4F E coR Í + X hoÉ restriction enzym e digest;

4. PC 4F E coR Í restriction enzym e digest

由电泳结果可看出,对重组子进行 PCR 扩增得

出了所要求的大小为 1 662 bp 的目的基因, 用

E coR Í 和 X hoÉ 对重组子 PC4F 进行酶切也得到

了相同大小的线形DNA 条带和一条大小约为 5. 3

kb 的载体带。说明 PC4F 重组质粒含有按设计所要

求的 F 基因。

2. 2　PC4F 测序结果

对测序结果的分析表明, 构建的重组质粒

PC4F 序列与设计结果完全相符。PC4F 核苷酸和推

导的氨基酸序列见图 3。测序工作由 TA KA RA 公

司大连分公司进行,测序结果以B ioedit软件进行分

析。图中分别标出了载体上的 T 7 启动子、QB I

SP163 t 翻译增强子、6×H is 和 Xp ress 位点以及

NDV F 基因信号肽 (F 基因 1～ 32 氨基酸)、F 1 和

F 2 片段、裂解位点 (116位氨基酸) ,该处只有 1对碱

性氨基酸为弱毒株的典型特征。3 是NDV D 26毒

株的 5 个潜在的糖基化位点, 该位点在NDV 非常

保守。初步鉴定的阳性克隆测序结果显示, F 基因被

正确地插入到表达载体启动子的下游,说明本研究

成功构建了含有新城疫病毒 F 基因的载体质粒,即

基因疫苗。
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图 3　重组子 PC4F 核苷酸和氨基酸序列

F ig. 3　T he nucleo tide acid and am ino acid sequence of recom binan t PC4F
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3　讨　论

自从 1992年 T ang [5 ]将含人生长激素基因的质

粒DNA 导入小鼠表皮细胞产生抗人生长激素抗

体, 并首次提出DNA 免疫的概念以来, 在短短 10

年的时间里,DNA 疫苗的研究有了迅速的发展。已

知A IV、HBV、T 细胞淋巴瘤和结核等疾病的DNA

疫苗已进入临床试验。在畜禽传染病方面,新城疫

(ND )、禽流感 (A I)、猪瘟 (HCV )、狂犬病等传染病

的DNA 疫苗也正在研究开发中。研究者们正在尝

试提高DNA 疫苗表达效率的方法, 如选择特异性

高和抗原性好的保护性抗原基因、选择具有强启动

子和增强子的载体,以及尝试各种DNA 免疫的途

径,如基因枪[6 ]、肌肉注射、腹腔注射、口服免疫、粘

膜免疫[7, 8 ]等,以增强机体的免疫效果,达到预防和

治疗疫病的目的。

鸡新城疫是鸡的烈性传染病,是目前危害我国

养鸡业的最重要的传染病之一。许多试验证明 F 和

HN 基因是新城疫病毒的保护性抗原基因,国内外

许多专业人士针对该基因进行了基因疫苗及其诱导

的细胞免疫和体液免疫方面的研究。但是,以往关于

鸡新城疫病毒基因疫苗的研究主要采用的是一些普

通质粒载体,如pU C19、pBR 322、pcDNA 3. 0等。用

这些载体构建的真核表达质粒虽然能达到一定免疫

效果,但这些基因疫苗在动物机体内表达效率不高,

免疫用量较大,成本费用相对偏高。针对基因疫苗进

入真核细胞效率不高的弱点,本研究在国内首次引

进了真核表达载体 pcDNA 4. 0öH is M ax,与其他表

达质粒载体相比,除具有可在哺乳动物细胞中高效

表达的CM V 强启动子、便于检测的M yc 位点和便

于分离的 6×H is 外, 还具有QB ISP163 翻译增强

子,可使表达效率提高 10～ 20倍。应用DNA 重组

技术成功地将NDV F 基因克隆到高效真核表达质

粒载体中, 这为下一步进行NDV F 基因的体外细

胞表达和基因疫苗的免疫研究奠定了基础。
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Con struct ion of h igh ly exp ressed eukaryo t ic p lasm id con ta in ing NDV F gene
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Abstract: T he recom b inan t p lasm id PC4F that con ta in s the gene of p ro tect ive an t igen F of NDV w as

con structed by m ethod of the PCR and rest ricted enzym e. T he F geng w as in serted in to the dow n stream

p romo to r of pcDNA 4. 0öH is M ax veto r. T he resu lt show s that w e successfu lly get a DNA vaccine of NDV

F gene that can be h igh t ly exp ressed in the eukaryo t ic cell in o rder to study the m echan ism and effect of the

DNA vaccine.

Key words: ch icken new cast le d isease viru s; F gene; DNA vaccine
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