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表达ND V F48E9 株F 基因的MD V CV I988 株
转移质粒载体的构建
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　　[摘　要 ]　将新城疫病毒 (NDV ) F48E9 株融合蛋白 (F ) 基因 1 700 bp 克隆到真核表达载体p IR ES 中, 构建成

表达F 基因的载体p IR ESF, 然后将包含F 基因及其上游的内含子和下游的po lyA 的2 900 bp DNA 片段再克隆入包

含gB 启动子的SK 载体中, 并使其克隆到gB 启动子600 bp 的下游, 最后将包含gB 启动子和F 基因表达盒3 500 bp

克隆到包含M DV CV I988 非必须片段U S10 的载体SK 中。该研究为进一步在细胞中转染并获得表达 F 基因的

M DV CV I988 重组病毒奠定了基础。
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　　新城疫 (N ew cast le d isease, ND ) 是由新城疫病

毒 (N ew cast le d isease viru s,NDV ) 引起的一种主要

侵害鸡的急性传染病, 会给养禽业造成极大危害。新

城疫病毒 (NDV ) 属于副黏病毒科、副黏病毒亚科的

腮腺炎病毒属, 是一种有囊膜的病毒, 基因组为单分

子负股单股RNA , 全长15～ 16 kb, 含有6 个基因, 分

别编码核衣壳蛋白 (N P )、磷蛋白 (P )、基质蛋白

(M )、融合蛋白 (F )、血凝素2神经氨酸蛋白 (HN ) 和

大分子蛋白 (L ) [1 ]。其中F 和HN 2 种糖蛋白与NDV

的致病性密切相关, 并且有良好的免疫原性, 在致病

和免疫应答过程中起着关键作用。F 蛋白主要参与

病毒穿入、细胞融合和溶血, 而病毒的吸附是以融合

为前提, 然后才能进入细胞[2 ]。

马立 克 氏 病 病 毒 (M arek s D isease V iru s,

M DV )主要侵害鸡的性腺、神经、肌肉、皮肤、虹膜及

各内脏器官, 引起单个或多个组织器官的淋巴细胞

增生和单核细胞浸润, 是对养鸡业危害最为严重的

传染病病原之一。本病还是目前唯一可通过接种疫

苗控制的肿瘤病[3 ]。

M argan 等[4 ]于1992 年构建了1 株在U S10 基因

内插入新城疫F 蛋白基因的重组HV T , 用该毒株接

种的鸡, 可同时抵抗新城疫病毒和M DV 的双重攻

击。研究表明, U S10 的缺失对病毒生长无不良影

响, 而且不改变HV T 的免疫原性。但是这些重组疫

苗尚不能产生比常规病毒更好的免疫效果[4 ]。

目前,M DV 疫苗株被认为是最有潜力的病毒

载体之一, 通过构建表达外源基因抗原的多价活疫

苗来诱导免疫, 从而达到预防禽病的目的。就这些疫

苗病毒而言, HV T 作为活疫苗和多价疫苗载体应用

较为广泛, 但致弱的M DV 1 型, 如CV I988cöR 6 和

R 2öR 3 明显优于HV T , 同时又因为疫苗株M DV 1

型与vvM DV 1 的抗原有较高的同源性, 理论上可以

比其他血清型更能诱导足够的免疫应答[5, 6 ]。并且已

有研究[7 ]表明,M DV 血清1 型可以稳定地表达外源

基因, 并可构建多价重组病毒来有效地预防禽病。

为进一步提高重组病毒的表达水平, 作者成功

地构建了含有M DV 的gB 启动子及含NDV F 基因

的基因表达盒, 并将其克隆入含有M DV CV I 988 的

U S10 非必需区的 SK 载体中, 从而获得了M DV

CV I 988 转移质粒载体, 为获得重组病毒奠定了基

础。

1　材料与方法

1. 1　质粒与宿主菌

　　含有M DV CV I 988gB 启动子的T 载体, 含有

NDV F48E9 株F 基因开放阅读框质粒Fz1öz2, 质粒

SK 及含有M DV CV I 988 U S10 非必需区的质粒

SK, 质粒p IR ES, 宿主菌DH 5Α, 均由南京农业大学
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1. 2　工具酶及试剂

T aq 酶, 限 制 性 内 切 酶, T 4DNA 聚 合 酶,

T 4DNA 连接酶及磷酸化酶 (C IA P) , 均购自T aKaR a

公司; 其他试剂为国产分析纯。

1. 3　引物设计

参照已发表的F 基因序列及P IR ES 序列, 设计

了2 对引物。

1. 4　gB 启动子的亚克隆及限制性内切酶分析

用限制性内切酶E coR É 和S acÉ 消化T gB , 通

过琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切产物, 并回收 580 bp 的

目的片段, 用该片段连接上述 2 种酶消化的 SK 质

粒, 作用过夜, 转化感受态细胞DH 5Α, 接种于含氨苄

青霉素的琼脂平板上, 在 37 ℃培养 16～ 20 h 后, 挑

取琼脂平板上的单个菌落, 用常规碱裂解法提取质

粒, 用 E coR É 和S acÉ 消化, 电泳鉴定, 以含有 580

bp 大小片段的质粒为阳性质粒。

1. 5　NDV F 基因的扩增、亚克隆及限制性内切酶

分析

以Fz1öz2 为模板, 通过PCR 扩增目的片段, 并

用琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR 产物, 回收1 678 bp 的

目的片段, 并用N heÉ 和M luÉ 消化回收的片段, 用

该片段连接上述 2 种酶消化的p IR ES 质粒, 同样通

过上述方法筛选出阳性克隆。

1. 6　含NDV F 基因表达盒转移质粒载体的构建

以含有F 基因的p IR ES 质粒为模板, 通过PCR

扩增含有F 基因及上游的内含子和下游的po lyA , 并

用琼脂糖电泳鉴定PCR 产物, 回收2 900 bp 的目的

片段。用E coR É 和X hoÉ 消化回收的片段, 然后用该

片段连接上述2 种酶消化的含有gB 启动子的SK 质

粒。再用S acÉ 和E coR É 消化筛选到的阳性质粒, 然

后补平, 回收含有 gB 启动子和 F 基因及内含子和

po lyA 约 3 500 bp 的基因表达盒, 插入 SKU S10 中

的M scÉ 位点。由于在F 基因表达盒与U S10 中各有

一个E coR É 酶切位点, 可用此酶鉴定阳性质粒。

2　结果与分析

2. 1　gB 启动子的亚克隆及限制性内切酶分析结果

　　用E coR É 和S acÉ 消化gB 启动子和SK 载体的

连接产物转化细菌后所提的质粒, 经琼脂糖凝胶电

泳, 可见有约 580 bp 的目的条带, 可将此阳性质粒

命名为SKgB (图1)。

2. 2　NDV F 基因的扩增、亚克隆及限制性内切酶

分析结果

以Fz1öz2 质粒为模板进行PCR 扩增的产物经

琼脂糖凝胶电泳, 可见有约 1 700 bp 的目的条带

(图2)。用N heÉ 和M luÉ 消化F 基因和p IR ES 质粒

的连接产物转化细菌后所提的质粒, 经琼脂糖凝胶

电泳, 可见有约1 700 和6 100 bp 的目的条带, 将此

阳性质粒命名为p IR ESF (图3)。

图 1　质粒SKgB 的酶切分析
1. DL 2 000 标准对照;

2. E coR É 和S acÉ 消化的SKgB

F ig. 1　R estrict ion enzym es

analysis of SKgB
1. M arker DL 2 000;

2. SKgB digested w ith E coR É and S acÉ

图 2　F 基因的PCR 结果
1. DL 2 000 标准对照;

2. F 基因的PCR 结果

F ig. 2　T he PCR resu lt of gene
1. M arker DL 2 000;

2. T he PCR resu lt of gene

　

图 3　质粒p IR ESF 的酶切分析
1. DL 2 000 标准对照;

2. M luÉ 和N heÉ 消化的p IRESF

F ig. 3　R estrict ion enzym es

analysis of p IR ESF
1. M arker DL 2 000;

2. p IR ESF digested w ith M luÉ and N heÉ

2. 3　含有NDV F 基因表达盒转移质粒载体的构建

结果

以含有F 基因的p IR ES 的质粒为模板, 经PCR

扩增含有 F 基因及上游内含子和下游po lyA 的产

物, 经琼脂糖凝胶电泳, 可见有约2 900 bp 的目的条

带 (图 4) , 用E coR É 和X hoÉ 消化该片段和含有gB
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启动子的SK 质粒的连接产物转化细菌后所提的质

粒, 经琼脂糖凝胶电泳, 可见有约 3 500 和2 900 bp

的目的条带, 并将此质粒命名为SKgBF (图5)。最后

通过E coR É 酶切鉴定插入到SKU S10 中的表达盒,

经琼脂糖凝胶电泳可见有约 4 000 和5 000 bp 的目

的条带, 将此阳性质粒命名为P IR ESF, 并将此质粒

命名为SKU S10F (图6)。

图 4　含有F 基因及上游内含子

和下游p loyA 的PCR 结果

1. DL 1 500 标准对照; 2. 含有F 基因及

上游内含子和下游po lyA 的PCR 结果

F ig. 4　T he PCR resu lt of gene

w ith IV S and po lyA

1. M arker DL 1 500;

2. T he PCR resu lt of gene w ith IV S and po lyA

图 5　F 基因的PCR 结果

1. DL 1 500 标准对照;

2. E coR É 和X hoÉ 消化的SKgBF

F ig. 5　R estrict ion enzym es

analysis of SKgBF

1. M arker DL 1 500;

2. SKgBF digested w ith E coR É and X hoÉ

　

图 6　质粒p IR ESF 的酶切分析

1. DL 1 500 标准对照;

2. E coR É 消化的SKU S10F

F ig. 6　R estrict ion enzym es

analysis of p IR ESF

1. M arker DL 1 500;

2. SKU S10F digested w ith E coR É

　

3　讨　论

M DV 疫苗株被认为是最有潜力的病毒载体之

一, 用M D 疫苗免疫1 日龄鸡群1 次即可诱导终身免

疫, 能防止M D 的发生; 此外,M DV 具有自然的宿主

范围, 因此作为病毒载体对家畜养殖人员是安全的。

就这些疫苗病毒而言, HV T 作为活疫苗和多价疫苗

载体应用较为广泛, 但致弱的M DV 1 型明显优于

HV T , 因此, 致弱的M DV 1 疫苗株作为构建预防禽

病重组病毒的载体, 具有很大的应用价值和重要的

研究意义。

外源基因插入到M DV 1 基因组中是否会影响

疫苗的免疫保护作用, 这一点对于构建重组疫苗来

说很重要。Sakaguch i 等[7 ]利用在病毒基因组内插入

L acZ 基因的方法, 确定了位于U S 区的U S10 基因

为病毒生长非必需区, 并经过一系列的研究发现, 在

所有短独特区的病毒生长非必需区基因中,U S10

基因是构建重组病毒插入外源基因最稳定的区域,

且在该区插入外源基因后对病毒的免疫原性不会产

生影响。

NDV 的F 蛋白在病毒致病过程中起重要作用,

且F 蛋白为NDV 的主要抗原。M argan 等[4 ]报道, 用

真核表达系统表达的F 蛋白和HN 蛋白免疫动物后

再用强毒攻击, 能显示出良好的保护作用。本试验先

将F 基因插入到p IR ES 质粒中, 然后将其中的内含

子和po lyA 一起扩增下来, 内含子的剪切是基因表

达及其调控所必需的, po lyA 可保护mRNA 不被细

胞内的核酸酶攻击而降解。

本试验利用M DV 的gB 启动子控制NDV F 基

因的表达来构建重组M DV , 使其能有效预防ND 和

超强毒株引起的M D。因为在以往的ND 重组病毒

中, F 基因都由异源启动子控制, 如 SV 40, R SV

L TR 启动子, 这些重组病毒在抗ND 方面, 对 SPF

鸡群的保护率很高, 而对带有母源抗体的商品鸡群,

由于受到母源抗体的影响, 保护力明显下降。有研究

表明, 在M D 的基因重组疫苗中, 利用 gB 启动子控

制F 基因的表达, 既可避免病毒对外源启动子的排

斥作用, 又可提高疫苗对商品鸡的免疫保护作用而

避免母源抗体的影响。
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Con struct ion of recom b inan t M arekπs d isease viru s CV I 988

st ra in t ran sferr ing p lasm id vecto r exp ressing

F gene of NDV F 48E9 st ra in

SU Chun -x ia1, ZHANG Yan -m ing1, ZHANG Xue- l ian 2, XU Xue-q ing2, CHENG PU-yan 2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 K ey L abora tory of A n im al D isease D iag nosis and Imm unology ,M inisty of A g ircu ltu re,

N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity , N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: T he NDV F48E9 stra in fu sion p ro tein gene w as cloned in to the m u lt i clone site of eukaryo t ic

exp ression vecto r p IR ES to fo rm P IR ESF. T hen 2 900 bp DNA fragm en t of F gene w ith IV S and po lyA

w as cloned in to m u lt i clone site of vecto r SK w ith gB p romo to r of M DV. F inally, 3 500 bp DNA fragm en t

of F gene w ith gB p romo to r of M DV w as cloned in to vecto r SK con ta in ing U S10, the nonessen t ia l fragm en t

of M DV CV I 988. T he research lays a foundat ion of ob ta in ing recom b inan t M DV CV I 988 exp ressing NDV

F gene.

Key words: NDV ; F gene:M DV CV I 988 tran sferring p lasm id vecto r

·简　讯·

《西北农林科技大学 (自然科学版)》再获
第四届全国优秀农业期刊一等奖

为了不断提高我国农业期刊的办刊水平, 在全国行业树立起质量意识和品牌意识, 促进农业期刊从数量

规模型向质量规模型转变, 中国农学会和中国期刊协会农业期刊分会组织的“第四届全国优秀农业期刊和优

秀期刊工作者暨首届全国农业期刊主编金犁奖评选活动”结果已经揭晓, 本刊在前几届获奖的基础上, 再次

获得“第四届全国优秀农业期刊一等奖”, 这次共有124 种期刊获奖, 其中获得“一等奖”的期刊有15 家。同时

本刊编辑部温晓平、屈李纯和窦春蕊3 位编辑获“优秀农业期刊工作者”。

(申云霞　供稿)
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