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摘要:为探讨鸡 IL-18 基因真核表达质粒 pcDNA-chIL-18 在新城疫病毒(NDV)F 基因疫苗免疫中的作用，克隆了新

城疫病毒标准株 F48Eg的 F 基因，构建 F 基因重组真核表达质粒 pCDNA-h将 11 日龄试验鸡分为 4 组，每组 10 只，

14 日龄一兔，28 日龄二免，分别肌注 pcDNA-F , pcDNA-F + pcDNA-chIL-18、新城疫传统疫苗(14 日龄 NDV 弱毒疫苗

首免，28 日龄 NDV 油苗二免)、生理盐水，一免疫后第 7 ，14 、21 、28 d 均采血进行 ND 抗体(EUSA) 检测和 T 淋巴细

胞转化(MIT) 试验;第 29 d 均肌注 50山皿 NDV 强毒 F捕民株.结果显示:免疫保护效率，生理盐水组0/10 ， pcDNA­

F 免疫组 3/1O， pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组 5/10，新城疫传统疫苗免疫组 10/10; ND 抗体水平， pcDNA-F 免

疫组与 pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组元差异(P>0.05) ，均显著低于传统疫苗免疫组(P<0.05)jT 细胞转化

水平， pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组明显高于 pcDNA-F 免疫组(P <0. 0日，pcDNA-F 免疫组与传统疫苗免疫组

元差异(P >0. 05). 试验结果综合显示 pcDNA-F 免疫试验鸡可产生一定程度的免疫保护;严DNA-chIL-18 对 pcD­

NA-F 具有一定的免疫增强作用.
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Abstract: To study 出e effect of immunization of newcastle disease virus (NDV) F DNA vaccine wi出

chicken IL-18 gene euk町otic expression plasmid (pcDNA -chIL-18) , F gene of NDV strain F 48 E9 was am­

plified by RT-PCR. 咀le eukaryotic expression pl田mid pcDNA-F( DNA vaccine) was constructed by inser­

ting F gene into the pcDNA 3.1 vecter. ll-day-old chickens were divided into 4 groups , 10 chickens per 

group. 14-day-old chickens were primarily immunized by injected intramuscularly and boosted immunized 

14 days later after primary immunization , respectively with pcDNA-F , pcDNA-F combined pcDNA-chIL-

18 , ND attenuated vaccine and NS. On days 7 , 14 , 21 and 28 post-immunization , peripheral blood anti­

body response to NDV and T lymphocyte transformation ratio were detected by ELISA and LTT( Mπ) , 

respectively. Every chicken was challenged with 50LDso NDV strain F4SE9 at 29 day post immunization. 

The results showed that the pcDNA-F group obtained 3/10 protection , the pcDNA-F combined pcDNA­

ch1L-18 group obtained 5/10 protection. 币leir protection effect were less than that of ND conventional 

vaccine group( 10/10). Antibody titers 吨ainst NDV of the pcDNA-F combined pcDNA-chIL-18 group had 

little difference than that of the pcDNA-F 伊up (P > 0.05). T lymphocyte transformation ratio of the pcD-
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NA-F combined pcDNA-chIL-18 group was significantly higher than that of the pcDNA-F group (P < 
O. 05). It is concluded 出at pcDNA-F could produce some protection to the immunized chickens , and pcD­

NA-chIL18could produce some imnumenhanping eEectsωthe chickens immunized wi出 pcDNA-F.

Key words:newcastle disease virus(NDV); F gene; DNA vaccine; IL-18 gene 

白细胞介素 18 ( IL-18) 是多功能细胞免疫调节

因子[叫.关于 IL-18 作 DNA 疫苗免疫增强剂的研
究报告在医学领域已有较多[叫，而在家禽方面尚
少.本研究组曾克隆鸡 IL-18 基因 [7] ，构建鸡 IL-18

基因真核表达质粒，试验表明 pcDNA-chIL-18 在

COS7 细胞中能瞬时表达鸡 IL-18 蛋白，用 pcDNA­

ch1L-18 直接肌注具有明显促进鸡 T 淋巴细胞转化

作用[B]. 本研究组也曾构建禽巴氏杆菌 C48_1 外膜蛋
白 H (ompH) 基因真核表达质粒 pcDNA-ompH ，

ompH 基因与 ch1L-18 基因真核共表达质粒 pcDNA­

ompH-chIL-18 ，鸡的免疫试验显示， pcDNA-oll材I­

ch1L-18 比 pcDNA-ompH 的免疫效果明显提高[9].

新城疫 (Newcastle disease , ND) 是由新城疫病

毒(Newcastle disease virus , NDV) 引起的禽类的急

性、高度接触性传染病.自 1926 年发现至今仍在世

界流行[叫，我国也时有发生，造成严重损失.免疫预
防新城疫一直应用灭活疫苗加弱毒疫苗.灭活疫苗

免疫保护期短，弱毒疫苗免疫保护效果虽好，但潜在

毒力返强及与野毒基因重组的危机. NDV 血清型单

一， NDV 囊膜上的融合蛋白 F 参与病毒脂蛋白囊膜

与宿主细胞膜的融合，是 NDV 的主要毒力因子和保

护性抗原.F基因常作为研究新型 NDV 基因疫苗的
候选基因[11]. 国内外已有应用 F基因与真核表达质

粒 pcDNA3.1 重组的 pcDNA-F 作基因疫苗[叫，以鸡

IL-2 基因真核表达质粒 pcDNA-chIL-2 作 pcDNA-F

免疫增强剂的研究报告[口].

为探讨鸡 IL-18 基因真核表达质粒 pcDNA-chIL-

18 在 NDVF 基因疫苗免疫中的作用.本研究克隆新

城疫病毒中国标准株(NDVF48 E9 )的 F 基因，构建 F

基因真核表达质粒 pcDNA-F ，以 pcDNA-chIL-18 与

pcDNA-F 进行试验鸡的联合免疫试验.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 病毒与细胞 NDVF48 E9 来自中国兽医药品
监察所 ， COS7 细胞由华南农业大学兽医学院禽病教

研室惠赠.

1. 1. 2 菌株和质粒 大肠杆菌 JMI09 为华美生物

工程公司产品， pGEM-T Easy 载体为宝生物工程(大

连)有限公司产品， pcDNA-3. 1 ( + )质粒由华南农业

大学兽医微生物学教研室保存，鸡 IL-18 基因重组真

核表达质粒 pcDNA-chIL-18 由温纳相博士构建[B].

1. 1. 3 试验动物与疫苗 1 日龄健康粤黄鸡购自华

南农业大学实验鸡场. NDV 油佐剂灭活苗，NDV 弱

毒疫苗克隆 30 ( Clone 30 , C30) ，购自广东省疫苗供

应站.

1. 1. 4 主要试剂 细胞基础培养基 DMEM(high

glycose) 、RNA 抽提试剂盒为 GIBCO BRL 公司产品;

各种限制性内切酶和 AMV 反转录酶、 TαqDNA 聚合

酶、飞DNA 连接酶、RNA 酶抑制剂均为大连宝生物

工程有限公司产品;脂质体(Lipofectamine 2∞0) 为

Invitrogen 公司产品;辣根过氧化物酶(HRP) 标记兔

抗鸡 IgG 抗体为广州博理生物科技有限公司产品;

NDV 高免鸡血清自制;鸡新城疫抗体 ELISA 检测试

剂盒购自中检维康技术有限公司.

1. 2 方法
1. 2. 1 NDV F48E9 F 基因 RT-PCR、克隆及序列分析

按常规方法将 NDV F48 民接种于 10 日龄鸡胚繁

殖，按 RNA 提取试剂盒说明提取病毒 RNA. 依Gen­

Bank 中发表的 NDV F 基因序列和真核表达质粒

pcDNA3. 1 ( + )的多克隆位点设计一对引物，预扩增

片段为 1 662 坤，覆盖完整 F 基因， Pl 5'­

CCAAGCTIATGGGCCCCAAATCTICTACC- 3' 的 5'端

含 Hind m酶切位点，P2 5'-CGGGATCCTCAGATICT­

TGTAGTGGCCCTC-3'的 5'端含 BamH I 酶切位点，

由上海博亚公司合成.按 AMV 反转录酶产品说明

RT NDV RNA 的 cDNA ，按 Tαq DNA 聚合酶应用说明

PCR 扩增 F 基因，电泳回收 PCR 产物，按 pGEM-T

Easy 载体说明连接.连接产物转化大肠杆菌 JM109 , 

挑取白色菌落接种到 LB 培养基中，振摇培养后提取

质粒，经酶切和 PCR 鉴定连接正确的 F 基因克隆质

粒送上海博亚公司测序.应用 DNAsis ( V2. 0) 软件，
将所测序列与GenBank 中的 NDVF 基因序列比较.

1. 2. 2 F 基因真核表达载体 pcDNA-F 的构建将

pGEM-T-F用品mH I 和 Hind m 双酶切、电泳、回收

纯化 F 基因片段，与用相同双酶切的真核表达载体

pcDNA-3. 1 ( + )连接、转化大肠杆菌 JM109 ，经 PCR

和 BamH I~Hind m双酶t;)]鉴定后，小量抽提、纯化重

组质粒 pcDNA-F，按脂质体说明书转染 COS7 细胞进

行表达，通过 Westem-blot 验证 pcDNA-F 的表达产物

与新城疫抗血清具有免疫反应活性后，大量抽提、纯

化重组质粒 pcDNA-F，测定浓度[M].
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1. 2. 3 免疫试验试验鸡分组免疫:将 1 日龄健康

粤黄鸡 40 只严格隔离饲养至 11 日龄， HI 检测全群

的 ND 母源抗体滴度均小于 21og2 ，随机分为 4 组，每

组 10 只.第 1 组为 pcDNA-F 免疫组:参照文献[ 15 ] 

每只鸡左腿股内侧肌注 0.5 mglmL 的普鲁卡因 200

μL 作预处理， 14 日龄在同一部位肌注 pcDNA-F ，每

只 200 阅，28 日龄再肌注 200 陆;第 2 组为 pcDNA-F

+ pcDNA-chIL-18 免疫组:同样于 11 日龄先用普鲁

卡因预处理， 14 日龄每只肌注 pcDNA-F、 pcDNA­

chIL-18 各 2∞陆，28 日龄再肌注各 2∞ μg;第 3 组

为传统疫苗免疫组:14 日龄以 NDV 弱毒苗。o 滴鼻

0.2 mν只，28 日龄肌注 NDV 灭活油苗 0.2 mν只;

第 4 组为非兔疫对照组:14 日龄、28 日龄肌注生理

盐水 0.2 mν只.免疫后持续观察各组鸡的精神、食

欲及排泄.

试验鸡 NDV 抗体检测及 T 淋巴细胞转化

(Mπ)试验:各组试验鸡于免疫前 1 d、一免后第 1

14 d，二免后第 7 、 14 d ，每组随机取 5 只，每只心脏采

血 2.5 mL.取 0.5 mL 血分离血清，56 "c 30 min 灭

活后照鸡新城疫抗体 ELISA 检测试剂盒说明检测

NDV 抗体.另 2 mL 血抗凝，用淋巴细胞分离液分离

淋巴细胞，以 ConA 诱导培养后，进行 T 淋巴细胞转

化(MTI)试验[m].

应用 SPSS1 1. 0 软件按 Duncan' s 分析法对各组

NDV 抗体效价和 T 细胞转化数据进行统计比较.

试验鸡攻毒保护试验:二免后第 15 d 各组试验鸡

均按 50LD到肌注 NDVF4S E9 新鲜鸡胚液，即 1 mν只，

观察 14 日，统计存活率.

2 结果与分析

2.1 F 基因的克隆及 F 基因重组真核表达质粒

pcDNA-F 的构建

NDV RNA 的 RT-PCR 产物电泳出现 1 条约1. 7

灿的预期目的条带(图略) ;将该片段回收、连接至

pGEM-T Easy 载体，转化 JM109 ，提取重组质粒进行

PCR、电泳，也出现 1 条约1. 7 kb 的目的片段(图

略) ;对重组质粒进行 Hind m单酶切得到 1 条约 4.7

kb 的片段，进行 BαmH J/ Hind m双酶切得到约 3.0

kb 及约1. 7 kb 的片段(图略).克隆的 F 基因测序

结果为预期的 1 662 坤，与国内外 NDV 流行株 F 基

因序列的相似性为 93% -99% (图略) . 

F 基因与真核表达质粒 pcDNA3. 1 ( + )的重组子

PCR，结果出现 1 条约1. 7 kb 的目的条带 ， Hind m 单

酶切，结果出现 1 条约 7. 1 kb 的条带 ， BamH J/ Hind 

E 双酶切，结果出现 1 条约 5.4 kb 的条带和 1 条约

1. 7 陆的条带(图 1) .表明 F 基因已成功插入质粒

pcDNA3. 1 ( + )中.
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Ml: DNA Marker D12∞0; M2 : DNA Marker DL15∞0; 1: pcDNA-F 
的 PCR 产物; 2 : pcDNA3. 1 ( + )的 H仇dill酶切产物; 3 : pcDNA-F 
的 BamH I/Hi仇dill双酶切产物 ;4. pcDNA-F 的 H切dill酶切产物

图 1 pcDNA-F 的 PCR 和酶切鉴定

Fig. 1 Identification of pcDNA-F by PCR and digestion wi由 re­

stnction enz严ne

pcDNA-F 转染 COS7 细胞培养 48 h 的表达产

物，用 NDV 高免鸡血清进行 Westem-blot ，结果出现

相对分子质量约 59 0∞的特异条带(图 2) ，表明

pcDNA-F 在 COS7 细胞中表达 NDV F 蛋白.

117000 
85000 

49000 

34000 
25000 

M 1 2 3 

M: 蛋白质相对分子质量标准 ;1 ，2:pcDNA-F 表达产物; 3 :pcDNA3. 1 
表达产物对照

图 2 pcDNA-F 表达产物的 Western-blot 分析

Fig.2 Western-blot analysis of tbe exp~臼sion product of pcDNA-F 

2.2 pcDNA-F 与 pcDNA-chIL-18 免疫鸡的观察

鸡只免疫后直至攻毒前，均未见异常反应-

2.3 试验鸡血清 ND 抗体水平检测统计结果

由表 1 可见，纯疫前 1 d 各组鸡 ND 抗体水平元

明显差异.肌注生理盐水(对照)组 ND 抗体水平一

直无明显变化. pcDNA-F 组和 pcDNA-F + pcDNA­

chIL-18 组一免后 7 -28 d ND 抗体水平均持续上升，

均显著高于对照组 (P <0. 05) ;但 2 组之间均差异

不显著(P >0.05);而 2 组均显著低于 NDV 弱毒苗

C30 +灭活苗免疫组 (P < 0.05). 结果综合表明
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pcDNA-F 肌注鸡体诱导的体液免疫不及常规 ND 疫

苗， pcDNA-chIL-18 不起提高 pcDNA-F 的体液免疫

作用.

表 1 ELISA 检测试验鸡血清 NDV 抗体结果 (PIN 值，主±

DS , n =5) 

Tab. 1 The testing results of NDV antibodies by ELISA 

(PIN va1ue ,X :1:: DS , n = 5) in immunized chicks 

免疫后

时间/d pcDNA-F 

NDV 抗体滴度(EUSA)

pcDNA-F + NDV C30 + 

pcDNA-ehIL刊 灭活疫苗
生理盐水

o 188+9.82a 197 :t 14.07a 179+9.57a 185 :t 13.58a 

7 223 :t 15.41a 243+14.67a 563 :t 13.57b 201+ 1O.79c 

14 245 :t 17.13a 265 :t 15.51a 834 :t 40.27b 198+18.83c 

21 268 :t23.89a 283+23.21a 2535 +142.17b 179+ 1O.84c 

28 382 :t 16. 25a 417 + 20. 33a 3 762 + 221.52b 210 + 18. 49c 

1)表中数字均为 DS70 nm的乎均值，同行数字后具不同小写

字母表示差异显著(P <0.05 ,Duncan' 5 法)

2.4 试验鸡 T 淋巴细胞转化 (MTI) 试验统计结果

由表 2 可见，免疫前 1 d 各组鸡 T淋巴细胞转化

水平元差异.肌注生理盐水(对照)组也一直元明显

变化. pcDNA-F 免疫组与 NDV 弱毒苗 C30 +灭活苗

免疫组一免后 7 -28 d 均明显高于肌注生理盐水(对

照)组 (P < 0.05) ，但 2 组之间则差异不显著 (P>

0.05). pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组一免后

7 -28 d 均明显高于 pcDNA-F 免疫组及 NDV C30 弱

毒苗+灭活苗免疫组(P <0.05). 

表 2 试验鸡 T 淋巴细胞转化 (MTT)试验结果(主土DS ， n =5) 

Tab. 2 The testing results of T 1归lphocyte transfonnation 

(MIT) test( 主:1:: DS ,n = 5) in immunized chicks 

免疫后

时间/d pcDNA-F 

DS70 nm 

pcDNA-F + NDV C30 + 

pcDNA-chIL-18 灭活疫由
生理盐水

o 0.1282 +0. 024a 0.1386 士 0.021a 0.134 6 士。.023a 0.134 8 +0. 020a 

7 0.2195+0. 但8a 0.2654 士 0.037b 0.228 6 士。.045a O. 139 8 + O. 024c 

14 0.2656 +0. 041a 0.3338 :t 0. 030b 0.2878 +0. 039a 0.1286 土 0.033c

21 0.324 2 :t0. 042a 0.425 8 + O. 039b 0.331 6 :t O. 043a O. 132 4 t O.ω9c 

28 0.363 2 :t0. 039a 0.493 6 :t O. 例。b 0.355 8 土 O.034a 0.135 4 :t0. 039c 

1)表中数字均为 DS70 nm 的平均值，同行数字后不同小写字

母表示差异显著(P < 0.05 , Duncan' 5 法)

2.5 攻毒保护试验结果

二免后第 15 d 各组鸡只均肌注 NDVF4S E9 ，每只

50LDso ，观察 14 d. 结果(表 3) 显示对照组全部死

亡，常规疫苗免疫组保护率 10/10 ， pcDNA-F 免疫组

保护率 3/10 ， pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组保

护率 5/10.

表 3 免疫保护试验结果

Tab. 3 The results of immune protective test 

组别 试验鸡数成活鸡数保护率

pcDNA-F 10 3 3/10 

pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 10 5 5/10 

C30 +灭活疫苗 10 10 10/10 

生理盐水 10 。 。

3 讨论

本研究克隆 NDV 中国标准毒株 F4S E9 的 F 基

因，序列分析结果与国内外流行毒株 F 基因的相似

性达 939毛 -99% ，表明具有代表性.构建的 pcDNA­

F 转染 COS7 细胞瞬时表达产物，Westem-blot 试验结

果表明 pcDNA-F 表达的 F 蛋白具有良好的免疫反

应性.

多数研究者以肌注接种基因疫苗.有研究表明，

肌注接种 HB 基因疫苗前数天，接种部位注射适量普

鲁卡因，具有提高外源 DNA 摄取、表达和免疫应答

作用，免疫效果也与免疫次数及剂量相关[臼].本研

究试采用接种 pcDNA-F 前 3 d，预先给试验鸡肌注

0.5 口19/mL 普鲁卡因 200μν只，并于 14 、28 d 2 次

免疫，每次肌注 pcDNA-F 2∞ μg/只的方法.但本试

验结果与姜永厚等[口]报告的未作预处理，一次肌注

pcDNA-F 200μg/只的免疫保护效果相同.

本试验结果 pcDNA-F + pcDNA-chIL-18 免疫组

的 T 细胞转化水平虽明显高于 pcDNA-F 免疫组及

C30 +NDV 灭活苗免疫组(P < 0.05) ，但其 ND 抗体

水平与 pcDNA-F 组无明显差异(P > 0.05) ，且都显

著低于 NDV C30 弱毒苗+灭活苗免疫组 (P < 

0.05) ; pcDNA-F + pcDNA-clι-18 免疫组的免疫保

护效率虽比 pcDNA-F 免疫组的 3/10 提高到了5/10 ，

但仍未及 C30 + NDV 灭活苗免疫组的 10/10. 这也

再次证明鸡抗 NDV 感染免疫是以体液免疫为主的.

综合本研究结果看来， NDV F 基因真核表达质

粒 pcDNA-F 肌注鸡体可诱导产生一定的 ND 抗体水

平和 T 细胞转化水平，产生一定程度的免疫保护作

用.其免疫保护效果与相关报告相似 (3/10) [叫­
pcDNA-chIL-18 肌注鸡体具有一定的提高 pcDNA-F

的免疫保护作用.其作用未见提高 pcDNA-F 诱导

ND 抗体水平，只见提高代表机体细胞免疫功能指标

之一的 T 细胞转化水平.要应用 pcDNA-chIL-18 使

pcDNA-F 基因疫苗达到与传统 ND 疫苗的免疫保护

效果，有待继续研究.
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