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摘要　以含有鸡传染性支气管炎病毒Holte株 S1基因的重组质粒 pUC18-S1.Holte 和 pUC18-S′1.Holte

为材料 ,分别构建了可表达 IBV S1 基因的昆虫杆状病毒转移载体质粒 pSXIVVI+X3-S1.Holte(含

IBV 先导序列)、pSXIVVI+X3/ 4-S1.Holte(IBV 先导序列作为融合短肽)、pAcGHL- C- S1.Holte

(GST 和 6×His 作为融合伴侣).
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　　鸡传染性支气管炎(avian infectious bronchi tis , IB)是鸡的一种急性 、高度接触性传染病 ,

其病原传染性支气管炎病毒(infectious bronchitis vi rus , IBV)是冠状病毒科(Coronaviridae)的

成员之一.IBV血清型的多样性和变异株的不断产生往往使得传统的 IB疫苗预防效果不够

理想.S1基因是 IBV的主要免疫原基因(Cavanagh et al , 1984;1986a;1986b;Ignjatovic et al ,

1994;Kant et al , 1992;Koch et al , 1990;Mocket t et al ,1984).采用核酸重组方法研制新型 、

高效 、无毒的 IBV 基因工程疫苗是近年来 IB 研究中的一个重要方面.现在国外已经有人利

用痘苗病毒表达完整的S 蛋白 ,此蛋白免疫老鼠所产生的抗体能识别 IBV S蛋白抗原 ,并能在

鸡气管环培养试验中抑制 IBV的感染(Tomley et al , 1987).杆状病毒表达系统以其独特的优

点倍受人们重视 ,杆状病毒对人 、畜安全 、不污染环境.此外 ,它还具有以下优点:具有完备的

翻译后加工修饰系统;具有高效表达外源基因的能力;外源基因在重组病毒中比较稳定;可插

入高达 100 kb的外源基因;有效表达剪接基因;操作方便;经济效益明显 ,可大规模人工饲养

寄主昆虫 ,从而获得大量低成本高价值的外源基因表达产物.

本文以 IBV Holte株 S1基因为材料 ,分别构建了 2个能形成多角体和一个不形成多角体

的重组杆状病毒表达载体 ,为进一步开展 IBV S1基因的表达和应用研究奠定了基础.

1　材料与方法

1.1　质粒和菌株

含 IBV Holte 株S1基因的重组质粒 pUC18-S1.Holte 和 pUC18-S′1.Holte由华南农业大

学动物医学系禽病研究室构建;杆状病毒转移载体质粒 pSXIVV I+X3(不含起始密码A TG)和

pSXIVV I+X3/4(含起始密码 ATG)由中山大学生命科学院提供(王王旬章等 , 1991);转移载体

质粒 pAcGHT L-C为 PharMingen公司产品.大肠杆菌 DH5α为转化受体菌.限制性内切酶

及其它工具酶均为华美生物工程公司产品.
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1.2 　重组转移质粒的构建与鉴定

以 EcoR I 、Sal I分别酶切重组质粒pUC18-S1.Holte 、pUC18-S′1.Holte和载体质粒 pSX-

IVVI+X3 、pSXIVVI+X3/4 , 经低熔点琼脂糖挖块法(Sambrook , 1989)回收 S1.Holte、S′1.

Holte 基因片段和pSXIVVI+X3 、pSXIVVI+X3/4载体片断 ,将S1.Holte 与载体pSXIVVI+X3

连接 , S′1.Holte与 pSXIVVI+X3/4连接 ,在 T4 DNA连接酶催化下进行连接 ,转化大肠杆菌

DH 5α并在含有氨苄青霉素的 LB平板上挑取白色菌落 ,小量碱法提质粒.

重组质粒的鉴定:取重组质粒用 EcoR I 或 Sal I 单酶切 ,继而以 EcoR I+Sal I 双酶切 ,

观察插入片断大小是否与预期相符.再对重组质粒进行质粒 PCR鉴定.

同时以 EcoR Ⅰ和 Sac Ⅰ双酶切 pSXIVVI+X3/4-S1.Holte和pAcGH LT-C ,按上述方法回

收目的片段并进行连接 、转化及重组质粒鉴定.

2　结果

2.1　重组转移载体质粒 pSXIVVI
+
X3-S1.Holte和 pSXIVVI

+
X3/4-S1.Holte的构建

质粒构建路线如图 1 所示.载体质粒 pUC18-S1.Holte 和 pUC18-S′1.Holte经 EcoR I 和

Sal I酶切后 ,回收分别得到 S1.Holte 和 S′1.Holte , 将它们分别插入到 pSXIVVI+X3 和

pSXIVVI+X3/4经 EcoR I和 Sal I 切出的窗口中 ,得到 2个重组转移载体质粒:pSXIVV I+X3-

S1.Holte(含先导序列)和 pSXIVVI+X3/4-S1.Holte(先导序列作为融合短肽).

　　对上述获得的重组质粒经 EcoR I 和 Sal I双酶切后 ,结果得到了与预期符合的片段(图

2),再对 pSXIVVI+X3-S1.Holte和 pSXIVV I+X3/4-S1.Holte分别进行质粒 PC R ,得到一条

长为1 762 bp的特异片段 (图 2 ),证明 IBVS1基因片段已正确插入到转移载体质粒 pSX-

IVVI+X3和 pSXIVVI+X3/4中.

图1　重组转移质粒pSXIVVI+X3-S1.Holte和
pSXIVVI+X3/4-S1.Holte的构建

A:λDNA 经 Hind Ⅲ酶切产物;B:pSXIVVI+X3经EcoR Ⅰ　酶切产物;C:

pSXIVVI+X3-S1.Holte经EcoR I酶切产物;D:pSXIVVI+X3-S1.Holte经

EcoR I+Sal I酶切产物;E :pSXIVVI+X3-S1.Holte质粒 PCR产物;F:

pSXIVVI+X3/4-S1.Holte经 EcoR I酶切产物;G:pSXIVVI+X3/ 4- S1.

Holte经 EcoR I+Sal I酶切产物;H:pSXIVVI+X3/4-S1.Holte质粒 PCR

产物;I:λDNA经 Hind Ⅲ+EcoR I酶切产物

图2　重组转移质粒 pSXIVVI+X3-S1.Holte和

pSXIVVI+X3/4-S1.Holte的鉴定
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2.2　重组转移载体质粒 pAcGHLT-C-S1.Holte的构建与鉴定

质粒构建路线如图3所示 ,重组质粒 pSXIVVI+X3/4-S1.Holte经 EcoR Ⅰ+Sac Ⅰ酶切得到含

S1基因的片段 ,将其插入pAcGHLT-C的 EcoR Ⅰ+SacⅠ酶切窗口上 ,得到重组转移载体pAcGHLT-
C-S1.Holte.用 EcoR Ⅰ+Sac Ⅰ对pAcGHLT-C-S1.Holte进行酶切 ,可切出一条长为 1 767 bp的外源

片段(图 4).这表明S1基因已正确装入转移载体 pAcGHLT-C上.

图 3　重组转移质粒体 pAcGHLT-

C-S1.Holte的构建路线

A:λDNA 经 Hind Ⅲ酶切产物;B:pAcGH LT-C 经 EcoR I 酶切产物;

C:pAcGH LT-C-S1.Holte经 EcoR I酶切产物;D:pAcGHLT-C-S1.

Ho lte经 EcoR I+SacI 酶切产物;E:2 kb DNA 对照

　　　　图 4　重组转移质粒 pAcGHLT-

C-S1.Holte的酶切鉴定

3　讨论

将重组质粒 pUC18-S1.Holte、pUC18.S′1-Holte分别以 EcoR I 和 Sal I酶切后 ,再将目

的片段S1.Holte和 S′1.Holte分别装入经同样酶切的pSXIVVI+X3 、pSXIVVI+X3/4窗口中 ,

便可获得重组转移载体质粒 pSXIVVI+X3-S1.Holte 和 pSXIVVI+X3/4-S1.Holte.在设计扩

增 IBVS1基因的引物时 ,上游引物 Y1/Y′1 位于 IBV 基因组先导序列(leader sequence)中的保

守区域(CTGAACAA)(Sutou et al , 1988), IBVS1 cDNA 含有 IBV 基因组的先导序列.下游引
物 Y2 则放在 S蛋白裂解位点后 、S2 前端 ,因引物 Y2内部不方便加翻译终止密码子 ,所以考虑

利用转移载体质粒 pSXIVV I+X3 和 pSXIVVI+X3/4 多克隆位点附近的多聚 A 信号

(AATAAA)中的 TAA 作为终止密码子 ,使 TAA 作为一个密码子与插入多克隆位点内的 S1

基因位于同一读码框即可实现.重组转移载体质粒 pSXIVV I
+

X3-S1.Holte(含先导序列)中
S1基因的实际读码长度为1 689 bp ,编码 563个氨基酸 、相对分子质量约为 61 000的多肽.

在重组质粒 pSXIVV I+X3/4-S1.Holte 中的 S1基因情况则有所不同 ,因载体带有自己的

翻译起始密码子 ATG ,由此处开始翻译 ,则 S1 基因前端的先导序列也将读码 ,由载体上的
ATG到 S1上的 ATG 相距 78 bp ,因此 pSXIVV I+X3/4-S1.Holte 中 S1基因的读码框的实际

长度为1 767 bp ,可编码含有 589个氨基酸 、相对分子质量约为 64 000的多肽.
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在构建重组转移载体 pAcGH LT-C-S1.Holte 过程中 ,为使插入到 pAcGHLT-C中的 S1

基因具备完整的读码框 ,并使其带有多聚(A)转录终止识别信号 ,利用前面所构建的重组质粒
pSXIVV I+X3/4-S1.Holte 作为中间质粒 , pSXIVVI+X3/4上的 Sac I识别序列在多克隆位点

下游 ,中间隔多聚(A),以 EcoR Ⅰ和 Sac Ⅰ酶切 ,回收目的片段 S1再将其装入到 pAcGHLT-C

的EcoR Ⅰ+Sac Ⅰ切口 ,得到重组转移载体 pAcGHLT-C-S1.Holte.
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THE CONSTRUCTION OF BACU LOV IRUS T RANSFER VEC TO R

CON TAINING THE S1 GENE OF AV IAN INFEC TIOUS BRONCHITIS VIRUS

Song Yanhua　 Liu Fuan

(Dept.Vet.M ed., South China Agric.Univ., Guang zhou , 510642)

Abstract

The recombinant t ransfer plasmids pSXIVVI+X3-S1.Holte and pSXIVV I+X3/4-S1.Holte and

pAcGH LT-C-S1.Holte were const ructed by insertion of the cDNA of the S1 gene of avian infec-
tious bronchitis virus(IBV)into t ransfer vector plasmids pSXIVVI+X3 and pSXIVV I+X3/4 and

pAcGH LT-C.

Keywords　avian infectious bronchitis virus(IBV);S1 gene;baculovirus expression vector;construction
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