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Preliminary Study on Expression 

Infectious Bronchitis Virus 

Level of the S1 Gene of Avian 

in a Baeulovirus System 

Song Yanhua Liu Fuan 

(Oepartmen~of Veterinary Medicine．South China Agricutturat￡ ．Guangz．6ou 510642) 

Abstract The reCOmbinant transfer plasmids pSXIW I X3一S1．Holte and pSXIVVI X3／4一S1 

Hohe containing S1 gene eDNA of avian infectious bronchitis virus and the parent virus(TnNPV- 

SVI G)DNA were used to co—transfect Spodotera ugiperda (Si)cells．The recombinant 

viruSeS TnNPV-(X3)s1．Holte-OCC and TnNPV一(X3／4)s1．Holte—OcC 。which included the 

S1 gene and could form po lyhedra．were plaque—purified The expression products of S1 gene 

were detected by SDS．PAGE and W estern blotting in Tn_5Bl cells infeeted with the recombinant 

viruses．The S1 protein with a molecular weight of 100 kD was expressed in the cells infected 

with TnNPv一(X3／4)S1．Hohe．0CC at high efficiency．the expression level in Tn·5B1 cells 72 

h postinfection being 35．8％ by SDs_PAGE gel thin·layer chromatography．No expression prod— 

UCt wan detected by SDS-PAGE and Western-blottlng in Tn一5Bl cells infected with TnNPV一(X3) 

S1．Holte-OCC ．The expression level depends mainly upon the translational start site of the S1 

gene and its flanking sequences． 

Key words Avian infectious bronchitis virus(IBV)，Slgene，Baculovirus expression vector．Ex— 

pression 
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表达新城疫病毒 HN基因的重组火鸡疱疹病毒的构建 

赵 军 张秀根 陈溥言 蔡宝祥 
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摘 要 应用聚合酶链反应技术 ．用设计 带有限制性酶切位点的 引物，特 异地扩增从起始密码子 

开始的 1 8kb新城疫病毒(NDV)血凝豢一神经氨酸酶(HN)基因开放式阅读框，然后插入 pTK2B的 

Nbe 1位点．构建了含 NDV HN基因的 插入载 俸 pTKHN L和 pTKHN2．再与感染火 鸡疱疹 病毒 

(HVT)细胞 的总 DNA共转染鸡胚成纤 维细胞(CEF)．经有限稀 释法和 Dot—blot筛选，得 到含有 

HN基因的重组体 rHVT 和 r}ⅣT：。经组织培养传代和 VCe~errt bL0t分析，表 明重组体在感染细 

胞 中表达 了 HN蛋白。重组体在 CEF上的生长特性与亲率瘸毒相同，且在连续 传代过程中保持稳 

定。为国内新城疫基因工程疫苗研制奠定了基础。 

关键词新城疫病毒．血凝索一种经氨酸酶(HN，基因．重组HvT 火呜 竞 商菇 

新城疫病毒(NDV)是 目前世界养禽业最重要的病原之一．给养禽业造成极大危害。该病 

毒引起 一种主要侵害鸡和火鸡的急性、高度传播性疾病 ，导致鸡的严重呼吸困难和高死亡率。 

NDV是副粘病毒科腮腺炎病毒属成员，是一种具有囊膜、负链、不分节段的 tLNA病毒。病毒 

粒子包含两种囊膜蛋 白：融合(F)蛋白和血凝索．神经氨酸酶(HN)蛋白。HN蛋白兼有血凝性 

和神经氨酸酶活性，它们分别负责病毒粒子与其细胞受体的起始吸附和受体破坏活性 。F 

蛋白参与病毒穿入、细胞融合和溶血等 l，它 们在决定病毒 的毒力和免疫 应答等方面起着极 

其重要的作用 3,4】，已相继在痘病毒 】、禽痘病毒l6l、火鸡疱疹病毒 及杆状病毒 中得到表 

达．免疫学试验均显示良好的免疫原性。 

HVT是最近发展起来的新型载体．由于对鸡及其它动物均无致病性，使用安全．接种鸡体 

后病毒在鸡体内形成长达数周的病毒血症．且终生潜伏感染．可刺激机体产生较高的抗体水平 

并维持终生．接种一次即可获得终生免疫，同时 HVT是预防马立克 氏病(MD)的常规疫苗．因 

此．HVT作 为构建禽用基因工程苗的载体 具有其它载体不可 比拟的优点。 目前．HVT已成 

为国内外研究病毒载体的热点，国外已成功地表达了多种禽病保护性抗原基因，国内在这方面 

的研究尚未见报道。本研究利用 PCR技术对 NDV强毒株 Miyadera株 HN基因进行人工修 

饰．利用 HVT自身启动子成功地在我们新构建的HVT载体中(}ⅣT载体的构建将另文报 

道)得到有效表达．为国内ND基因工程疫苗的研究奠定了基础。 

收樯 日期 ：1998—06—23．悖回日期：1998—10—18 

国 家 自然 科学 基金 重点 课题 

耕 现在通讯地址 ：中国预防医学科学院病毒所基因室 北京 [f~0052 

悄 通 讯作 者 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 病 毒 学 第 l4巷 

1 材料与方法 

1 1 材料 

1．1 t 病毒和细胞 

H 门’FC126株．按常规方渣在 SPF鸡肛成纤维细胞 (CEF)上增殖．并从感染细胞中提取基 因组总 DNA， 

用于共转染实验 

i t 2 质粒与宿 主菌 

含 NDV Miyadera株 HN基因开放式阅读榧的质粒 M6Bl2．由中国农科 院哈尔准兽 医研究所 曹殿下博十 

惠赠 ；插^载体 pTK2B由作者构建 ；pUC[9和宿 i 苗 JM[09为本室倪存。 

i 1 3 工具醇及试剂 

工具酶与兔抗鸡 lgY—HRP结台物购 自Promega公司．地高辛试剂盘购 自宝灵曼公司。 

1．L 4 PCR引物 由中国科学院上海植物生理所合成。 

1．2 方法 

1 2 1 NDv HN基因的 PCR扩增与克隆 

1 2 1 1 PCR扩增 根据检索到的 Miyadera株 HN 基圆序列，利用 Galdkey软件设 计 对引物，恰能覆 盖 

HN基固开放 式 阅读 框，并 分别在 5 端加酶训 位点 Primer l(32 mef) 5 GGCAAAGCTTATCATGGACCG． 

CACAGTTAAoc3 ；Pr mer 2(28 mer)：5 T GTTTGATTCTTGGCG3 。P 划线帮 分为 Hind 

Ⅲ酶切位点， 划线部分为 SeA I酶切位点，前面为保护碱基。按常规方法进行 PCR扩增 。 

1．2 1．2 PCR扩增片段的克隆及鉴 定 取适量 PCR产物分别用 HindⅢ和 SatI在相应 buffer中进行双 酶 

切，1％琼脂糖电沫．分离纯化 1．8 kb的条带。按常规方法克隆^pUCI9中，将插入 HN基因的重组体质粒命 

名为 pHN。 

l 2．2 表达 NDV HN基因转移载体的构建 

取适量 pTK2B重组质粒 用 NheI消化，加入 dNTP和 pHN中分离 、纯化的 HN开放式阅读榧，补平连 

接 ．转化于 JM109中。挑取单个菌落．碱裂解法快速提取质粒．酶 切后电泳鉴定 HN基因是否插入 IJ立插八方 

向．符台要求者命名为 pTKHN。 

1 2 3 表达 NDV HN基因的重组 HvT的筛选与纯化 

1 2 3 1 NDVHN基因探针的制备 取 1 0～20 g含 NDV HN基因的质粒 pHN，用 Hind11I和 Satl充分消 

化．经低熔点琼脂糖 回收 1 8 kb片段溶于适量水中，接试剂盒说明用地商辛标记。 

t．2 3 2 共转染和重组体 HVT的筛选-。 用磷酸钙沉淀法，将 3 g BamHl线性化的 pTKHN质粒 DNA与 

20
．

ugHvT总 DNA一起转染新鲜制备的 CEF细胞，37℃ 5％cO2培养 6～7 d．当出现大量细胞病变H寸．收获 

细咆，一20℃冻融 3砍，低速离心除去细胞碎片．上清作为检查重组病毒的材料 ．10倍递增 稀释，分 别感 染于 

24孔培养板上已长成单层的 CEF。当出现单个分散的病毒蚀艇时，覆盖营养琼脂．凝固后，翻转培 养至 出现 

大量单个病毒蚀斑。挑取单个蚀斑，于 24孔培养板上扩大培养，当出现大量病变时．收获细咆．一20℃冻融 3 

次，离心取上清，接常规方法进行斑点杂文试业。 

t 2 4 SDS-PAGE电泳及 Western btot分析 

将杂交阳性的重组体分别感染 CEF扩大培养 收获的感染细胞用裂解蠼 液裂解后，与等体积 2 SDS 

凝脏加样缓冲液混合．煮沸 l0 min，在 10％sJ) 聚河烯酰胺凝腔上也泳．屯iii：后用考 马斯亮蓝染色观察。 

将 SDS-PAGE分离的蛋白转印到硝酸纤维索(NO)膜上．用 1％BSA缓冲液(0 15mol／1 NaCI．0 05mol／I 

Tfi}HC[nH7 5)封闭2 h，然后分别用鸡抗 NDV高免血清(1：t00稀释)和 FIRP标记的免抗鸡 IgY(1：2000稀 

释)室温作用 2 h。充分洗涤后．甩 DAB(二氦基联苯胺)和 H 02显色。 
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1 2 5 表达 NDVHN蛋白的重组体 HvT的生长持性 

将重组体 HVT在 CEF中连续传代 10代 ，观察重组体 HVT在 CEF上的病变形态，并 与亲本 HvT 

病毒进行比较。 

2 结果 

2．1 PCR特异性扩增 HN基因 

采用 1％琼脂糖 电泳分析 PCR产物，可见扩增产物在 1．9 kb和 1．58 kb之间出现单一的 

条带(图 1)，表明我们的 PCR方法特异地扩增了预定大小的靶片段 。为了检查扩增片段两端 

所加酶切位点是否有效．我们对扩增片段进行了克隆。通过酶切和电泳分析表 明所加酶切位 

点有效，对 HN基因的人工修饰是成功的(图2)。对克隆阳性的重组质粒。用 HindⅢ和 Sal I 

酶切，能切出 1 8 kb的 HN基因和 2 69 kb的 pUC19载体两个片段，SalI可将 pHN线性化为 

4．49 kb的 片段 。 

图 1 PCR扩增产物琼脂糖凝睦电侏 

Fig 1 PCR amplified products 

el m h d with t％ agar~ e gel 

A：KDNA／EeoRI+HindⅢ Markers 

B：PCR amplified products 

圈 2 pHN的酶 切分析 

Fig 2 Restriction pattern ol pHN 

A：hDNAfEmRI+HiadⅢ ,Markers 

B：Digested with Hindm +SatI 

C：Digested with Sal I 

2．2 含 NDV HN基因转移载体的构建 

将修饰过的 HN基因平 端插入 pTK2B中的 Nhe I位 点，通过 筛选．获得两个重组质粒 

pTKHN1和 pTKHN2。在 pTKHN】中．HN基因的插入方向与 TK基因转录方 向相同；而在 

pTKHN，中，HN基因的插入方向与TK基因的相反。由于 TK基因和 HN基因中均各有一个 

EcoRI位点，故选择用 Hind1II、EcoRI双酶切鉴定 HN的插入方向。当 HN与 TK同向时，可 

切出 857 bp、1．842 kb、2．248 kb及 2．69 kb四条带；当 HN与 TK反向时，可切出 857 bp、2．69 

kb和 3 616 kb和 474 bp四条带，在电泳时 474 bp条带看不出．故只呈现三条带(图 3)。 
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图 3 pTKHN的酶切分析 

Fig 3 Restriction pattern of pTKHN 

A：kDNA／EeoRI+HindⅢ Ma,ke~ B：pTKHN L／ 

EcoR[十HindⅢ C：pTKHN2／EcoRI+HindⅢ 

2 3 斑点杂交筛选重组病毒 

将重 组转 移 载体 与 }{vT 总 DNA 共 同 转 染 

CEF，等出现病变后，收获感染细胞，冻融后的上清进 

行有限稀释，再感染 CEF．挑取单个蚀 斑扩大培养。 

用病变 CEF冻融后的上清进行斑点杂交筛选 阳性重 

组体。结 果 表 明用 pTKHNl和 pTKHN2转 染 的 

CEF中均分离到阳性重组体，分别命名 为 rHVT．和 

rHvT，(图 4)。 

2．4 HN蛋 白的 SDS．PAGE电泳和 Western blot表 

达检测 

将 rHvT．和 rHVT2及 HvT的 CEF接种物裂 

解后进行 SDS-PAGE电泳，对 比重组病 毒和野生型 

病毒的电泳条带 ，差异不甚明显，但在 Western blot 

分析中，重组病毒呈现特异性条带，分子量也与预计 

相符，约为 66 kD左右(图 5)。 

图 4 斑 点杂交 筛选 阳性 重组悼 结果 

F 4 Do．blot hybridization for the~reeninR of recomblrmnt 

A：rHVTl hybridization B：Resu]t of rHVT2 hybridization 

2．5 表达 NDV HN蛋白的重组体 HVT的生长特性 

将 rHVT【和 rHVT2在 CEF上连续传代，观察重组体在 CEF上的病变形态，发现重组体 

HVT与亲本 }{vT在 CEF上的病变形态相同，均 表现折光性增强的细胞增 多，相互聚集成葡 

萄 串状 。 

3 讨论 

3．1 新城疫病毒(NDv)血凝索一神经氨酸酶(HN)蛋白，在 NDV的致病过程中起重要作用。 
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图 5 FIN基因表达产物的 SDS PAGE和 W~tem blot 

Fig 5 SDS-PAGE and W estern blot ana]y~{s of expr~ ion product of HN gene 

A：High range protein molecular weight markem B：CEF ce1]s infected with fHVT， 

c：CEF ceHs infected with ridV ： D：CEF cells lnfected with H、 Fel25 strain~ 

已有的资料表明，HN基因的表达产物能诱导机体产生对 NDV 的抵抗力，因而 HN蛋白和另 
一

种融合(F)蛋白被作为重组疫苗中外源基因的首选对象。国外在这方面已有多篇报道．我 

国在这方面尚无报道。为了弥补这方面的不足和进一步考查我们所构建的 }ⅣT插入载体表 

达外源基因的能力，我们引进含有 NDV强毒 Miyadera株HN基因的重组质粒 M6Bl2I以期在 

HVT系统中进行表达。由于重组质粒 M B． 中的 HN基 因两端均存在非编码序列，我们利用 

Goldkey软件设计两个特异引物，通过聚合酶链反应(PCR)技术，扩增 了 1．8 kb的 HN基因开 

放阅读框架，成功地在 HN基因起始密码子前和终止密码子后分别 添加 了一个 HindⅢ和 Sal 

I位点，从而为今 后 HN基因调出，尤其为构建 HvT转移载体质粒提供了方便。 

3．2 将扩增的 NDV HN 基因插入到 pTKzB的 Nhe I位点，得到两个重组 转移载体质粒 

pTKHNI和 pTKHN2。在 pTKHN J中，HN基 因的方 向与 TK基 因的转录方 向相 同；而 在 

pTKHN2中情况恰好相反。将 pTKHN1和 pTKHN2分别与 }ⅣT总 DNA共转染 CEF，利用 

斑点杂交方法，各筛选到一阳性重组体 rHVT 和 rHvT，。对两个重组体 HvT进行 Western 

blot分析．rHvT J和 rHvT2均显示一条约 66 kD的蛋白带 ，表明二者均表达 了 NDV HN 蛋 

白。这更进一步说明了 HvT TK基因中的 Nhe I位点适于外源基因插入，同时从另一侧面也 

反映了 HvT自身启动子能够启动外源基因表达。 

3．3 将重组体 rHVT 和 rHVT2分别在 CEF中连续传代，观察二者在 CEF上的病变形态，发 

现与亲本 HvT在 CEF上的病变完全相同，说 明插入外源 HN基因后 HvT 自身生长特性没 

有变化。有关重组体在鸡体内的复制情况和所表达的 HN蛋白的免疫原性研究均在进行中。 
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Construction of a Recom binant Herpesvirus of Turkey Expressing 

the Haemagglutinin-Neuraminidase Gene of Newcastle Disease Virus 

Zhao Jun Zhang Xiugen Chen Puyan Cai Baoxiang 

(ColLege ofAnimal Medicine．Nanjing Agricultural University．Nanljlng 210095) 

Abstract A 1 8 kb fragment of Newcastle disease virus(NDV)haemagg[utinin—neuraminidase 

(HN)gene was amplified by pnlymerase chain reaction(PCR)with primers containing enzyme 

deavage sites．and inserted into a nonessential gene of herpesvirus of turkey(HVT)．Recombi 

nant viruses were screened by Dot—blot hybridization with digoxigenin labelled probe and purified 

by plaque—formation technique．The expression of NDV HN gene can be detected by W estern 

blotting in CEF cells infected with recombinant virus Recombinant HVT strains were replicated 

stably in cell cultures． 
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