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摘要:根据鸡传染性支气管炎病毒 M41 株的基因序列( GenBank : A Y851295. 1 ) ，设计特异性引物，利用 RT-PCR 方

法扩增其 SI 基因，并将扩增产物克隆到杆状病毒转移质粒 pFast-VSV -G-CMV 中，获得重组质粒 pFast-VSV -G-CMV­

SI ，进一步将该重组质粒转化到 DHIOBac 感受态细胞中，得到重组穿梭载体 Bacmid-CMV -SI ，再利用脂质体转染

sθ 昆虫细胞，获得重组杆状病毒 Ac-Vδ1.间接免疫荧光试验表明，该重组杆状病毒可以转导哺乳动物细胞并表达

SI 蛋白
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Construction of a Pseudotype Baculovirus Expressing 

Sl Protein of Infectious Bronchitis Virus 
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Abstract : According to the sequence of infectious bronchitis M41 (GenBank: A Y851295. 1 ) , the S 1 gene 

was amplified with specific primers and cloned the amplicon into the baculovirus transfer vector pFast­

VSV -G-CMV to construct the recombinant plasmid pFast-VSV -G-CMV -Sl. Then , the plasmid was trans­

formed into Eschertchiα coli DH lOBac competent cells to obtain the recombinant shuttle vector Bacmid­

CMV -Sl after identifying the plasmid by digestion with restriction endonuclease and sequencing. Eventu­

ally , the recombinant Bacmid was transfected into sf9 cells to produce the recombinant baculovirus Ac-V­

Sl using the Lipofectamine™2000. Indirect immunofluoresent assay demonstrated the Ac-V-Sl could effi­

ciently transduct the mammalian cells in vitro and the Sl gene was expressed successfully. 
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鸡传染性支气管炎 (Infectious bro配hitis ， IB )是

由鸡传染性支气管炎病毒(Infectious bronchitis vin风

IBV) 引起的鸡的一种急性、高度接触性传染病，是严

重危害养禽业的重要传染病之一. IBV 的基因组为
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不分节段的单股正链 RNA ，长约 27.6 kb ，编码纤突

糖蛋白 (S) ，膜糖蛋白( M) 、核衣壳蛋白( N) 和数量

很少的小膜蛋白 (E) 等 4 种结构蛋白，其中 S 蛋白由

Sl 和 S2 2 个亚单位组成，而 Sl 蛋白是 IBV 最主要
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的免疫原蛋白，它具有诱导产生病毒中和抗体、血凝

抑制活性及血清特异性抗体的抗原表位[l-2]. 杆状病

毒属于昆虫病毒，动物体内缺乏预先存在的抗体.杆

状病毒载体除具备病毒载体的优势外，还具有低毒、

安全、制备简单和易于得到高滴度的病毒粒子等优

点[3]. 同时，近年来人们发现杆状病毒可以剌激机体

的天然免疫系统，而其介导的外源基因在体内表达

又可刺激机体产生特异性免疫反应，这些为开发杆

状病毒作为疫苗的载体提供了理论基础[43]. 据此，

本研究利用水泡性口炎病毒( Vesicular stomatatis vi­

rus , V5V)膜融合蛋白 G 修饰后的杆状病毒转移载体

构建表达到蛋白的重组杆状病毒，该修饰后的重组

杆状病毒能够在哺乳动物细胞中表达到蛋白，该重

组杆状病毒的构建将为今后研制新型的 IBV 重组杆

状病毒疫苗奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 毒株与细胞 IBV-M41 毒株由华南农业大

学农业部动物疫病防控重点实验室分离并保存. sθ 

昆虫细胞为 GIBCO BRL 公司产品.

1. 1. 2 菌种与质粒 pFastBacI质粒为 GIBCO BRL 

公司产品 pFast-V5V -G-CMV 由农业微生物国家重

点实验室肖少波副教授惠赠.大肠杆菌 DH5α 、

DHI0Bac 菌株由华南农业大学农业部动物疫病防控

重点实验室保存.

1. 1. 3 主要试剂 T4 DNA 连接酶和各种限制性内

切酶等工具酶均为大连宝生物公司产品. DNA 凝胶

纯化试剂盒为上海生工生物工程公司产品.质粒抽

10 min ,O. 01 glmL的琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物.

1.2.2 转移载体 pFast-VSV -G-CMV -SI 的构建用

Nhe 1 和 Hind 皿双酶切回收后的 51 基因的 PCR 产

物克隆到同样用 Nhe 1 和 Hind 1II酶切的转移载体

pF ast -VSV -G-CMV 中，构建重组质粒 pFast-VSV -G­

CMV-51. 

1.2. 3 重组穿梭载体(Bacmid-CMV -S1 )的构建取

2 -5μL 重组质粒 pFast-VSV -G-CMV -51 与 100μL

DHlOBac 大肠杆菌感受态细胞混合，冰浴 30 min 后，

于 42 "c水浴进行热激 45 日，然后冰浴 2 min ，加入

900μL LB 液体培养基(高盐) ,37 "c振摇培养 4 h , 

按 10 -1 、 10 -2 、 10 -3稀释细胞后，各取 100μL 涂布于

三抗高盐 LB 平板 (Kan ， Gen 和 Tet) , 37 "c培养

24 -48 h ，通过蓝白斑筛选、纯化阳性菌落.

1. 2. 4 重组杆状病毒 Ac-V-51 的获得 提取纯化

Bacmid-CMV-Sl ，利用脂质体 Lipofectamine™ 2000 转

染册昆虫细胞，于 28 "c培养，待出现细胞病变后，

收集培养物上清即获得了重组杆状病毒 Ac-V -SI. 

1. 2. 5 重组杆状病毒 Ac-V-Sl 转导哺乳动物细胞

转染前 1 d，将形态良好、生长旺盛的 BHK-21 细

胞以 1 X 105 个/孔的量接种到 6 孔板中，于 37 "c培

养，待细胞长至单层，去除培养基，用含钙、镇离子的

PBS 洗细胞，将重组杆状病毒与 PBS 按照体积 1: 4 

的比例混和后(总体积为 1 mL) ，将此病毒感染液加

入到 BHK-21 细胞中，室温转导 6 h ，弃去感染液，并

用 PB5 洗 1 遍，加人 2 mL 新鲜培养基，于 37 "c继续

培养 60 h 后，用 PB5 洗涤，甲醇固定细胞后，以 IBV

的标准阳性鸡血清为一抗， FITC 标记的兔抗鸡 IgG

为二抗，进行间接免疫荧光试验.

提试剂盒为 OMEGA 公司产品.昆虫细胞培养基 2 结果
(Grace' s) 和 Lipofectamine™ 2000 转染试剂为美国

Invitrogen 公司产品 FITC 标记兔抗鸡荧光二抗为

Sigma 公司产品.

1. 2 方法

2.1 IBV S1 基因的 PCR 扩增

按照常规方法提取 IBV M41 株的病毒 RNA，扩增

51 基因，反应结束后，通过琼脂糖凝胶电泳，检测出扩

1. 2. 1 引物的设计与 PCR 扩增 根据 IBV M41 株 增片段大小约为 1 611 bp ，与预期大小相符(图 1) . 

序列 (GenBank: AY851295. 1 )设计合成 1 对扩增 S1

基因的引物 51s/S1a ，其 5' 端分别引人限制性内切

酶 Nhe 1 和 Hind 1II，预期扩增大小为 1 638 bp. 引

物序列如下，由 Invitrogen 公司合成.

Sls ,5' - GCCGCTAGCATGTTGGTAACACCTCTIT­

TAC-3'; 

51 a , 5' - GTGAAGCTITCAACGTCTAAAACGACGT­

GTTCC -3'. 

扩增条件为 9归15 "c预变性 2mi叽I

1 min叽， 5刃3 "c 1 min ， 7η2 "c 2 min叽， 3药5 个循环后 7η2 "C延伸

2.2 转移载体 pFast-VSV -G-CMV -S1 的构建

回收 S1 基因的 PCR 产物，并用限制性内切酶

Nhel 和 Hind 1II双酶切，回收纯化后，将此 SI 基因亚

克隆到用同样方法处理过的 pFast-VSV -G-CMV 载

体，并转化 Escherichia coli D H5α 感受态细胞，获得重

组转移载体 pFast-VSV -G-CMV -SI ，并用 Nhe I 和

Hind 皿双酶切对重组转移载体进行鉴定，双酶切后

产生大小为 1 611 bp和7200 坤的 2 个片段，与预期

大小 a致(图 1 ) .在此基础上，进一步对 pFast-V5V­

G-CMV-S1 进行测序，证实无碱基突变.
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M J : D12000 DNA Marker; M2 :λ- EcoT - 14 digest DNA Mark凹， l:PCR

扩增产物 ;2: 阴性水对照; 3: Hind m单酶切 pFast-VSV-G-CMV -SI 产 A Ac-V-SI 感染的 d 昆虫细胞(x 1ω) ;B 正常d 昆虫细胞对照(xI仅J)

物 ;4: Nhel Jf!.隅切 pFast-VSV -G-CMV -SI 产物 ;5:lVlte I 和 Hind m 双 图 2 重组杆状病毒 Ac-V-51 感染 sf9昆虫细胞
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酶切 pFast-VSV -G-CMV -SI 产物-

图 1 RT-PCR 扩增 IBV 51 基因和重组转移载体 pFast-V5V­

G-CMV.51 的酶切鉴定

Fig. 1 51 gene of IBV amplified by RT-PCR and identifìcation 

of recombinant transfer vector pFast-V5V -G-CMV -51 

2.3 重组杆状病毒 Ac-V-Sl 的获得

利用脂质体转染法，将提取的重组杆状病毒穿

梭载体基因组转染 sf9昆虫细胞，于 28 "c培养，待

2 -3 d 后出现细胞病变，主要表现为细胞变大、变

圆、膨胀、折光率增强等.此外，由于本研究所用的杆

状病毒转移载体中引入了水泡性口炎病毒 VSV-G 蛋

白，因此，除了细胞病变，还可以观察到细胞间的融

合现象(图 2) . 

毛
~ 

z ? 

r 

Fig.2 sf9 cells infected by the recombinant baculovirus Ac-V -51 

2.4 重组杆状病毒 Ac-V-Sl 转导哺乳动物细胞

重组杆状病毒转导 BHK-21 细胞 60 h 后，进行

间接免疫荧光试验.结果表明，重组杆状病毒 Ac-V­

Sl 转导的 BHK-21 细胞能产生特异性免疫荧光，而

杆状病毒野毒转导的 BHK-21 细胞未见任何特异荧

光，表明重组杆状病毒能够高效转导 BHK之l 细胞，

并在其转导细胞中表达 Sl 蛋白(图 3) . 

A 转导 Ac-V -SI 的 BHK-21 细胞(x lOO) ;B 转导杆状病毒野毒的 BHK-21 细胞(xIOO);C 正常 BHK.21 细胞对照( x 100) 

图 3 Ac-V-51 转导 BHK-21 细胞的间接免疫荧光试验

Fig.3 Jndirect immunofluoresent assay of BHK-21 cells transducted with Ac-V-51 by IFA 

3 讨论

Sl 蛋白是 IBV 最重要的保护性抗原，它可诱导

血凝抑制抗体和大部分病毒中和抗体的产生，还可

以在鸡体内诱导 IBV 特异的细胞毒性 T 淋巴细胞

(Cytotoxic T LympHocyte , CTL) 的免疫应答反应[2];

除此之外，但蛋白还决定病毒的组织嗜性，在病毒吸

附细胞的过程中发挥重要作用，并在血清学分类中

起决定作用[6]. 因此， Sl 基因是 IBV 基因工程疫苗

研究的主要靶基因.近年来国内外许多学者利用大

肠杆菌、酵母、马铃薯等多种表达系统成功表达了 Sl

亚单位蛋白[叫，但各研究小组对其免疫效果的评价

却不尽相同，田占成等问]用 IBV Sl 基因构建了鸡症

病毒重组表达载体( rFPV-IBV) 免疫组和弱毒疫苗免

疫组的 SPF 鸡均获得 100% 保护，而陈洪岩等μ1] 构

建表达 Sl 的真核表达质粒免疫鸡后有 40% 的鸡可

耐过强毒的攻击.

近年来，DNA 重组技术的发展和应用使得疫苗

方面的研究正逐渐从传统的疫苗向基因工程疫苗过

渡，特别是以病毒和细菌为活载体的疫苗的研制，已

经成为国内外学者研究的一大热点.杆状病毒是一

类大型的杆状包膜病毒，具有环状双链 DNA 基因
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组，基因组大小为 80 - 180 kb. 现有研究表明杆状病

毒可作为一种新型的基因工程载体之一，并以其独

到的优越性越来越引起人们的关注，以它作为载体

所开展的基因工程疫苗方面的研究彰显了其广泛的
应用前景[l213].

研究证实杆状病毒用于疫苗开发的首要问题就

是要首先消除杆状病毒的补体敏感性.而水泡性口

炎病毒 VSV-G 蛋白是一种穿膜糖蛋白，它能利用其

膜融合的活性介导病毒基因组从哺乳动物细胞内吞

体中逃出. Barsou日1 等[ 14] 将 VSV-G 蛋白基因插入

AcMNPV 基因组构建成一个假型病毒，试验证明

VSV-G 蛋白的存在提高了假型杆状病毒在某些细胞

系中的转导效率. Tani 等 [4] 通过在 AcMNPV gp64 土

重组 VSV-G 蛋白也获得了同样的效果.因此，本研究

也利用水泡性口炎病毒 VSV-G 蛋白修饰的杆状病毒

转移载体 pFast-VSV -G-CMV ，成功构建了能在哺乳

动物细胞中表达 IBV S1 蛋白的重组假型杆状病毒.

本课题组下一步的研究工作将通过鸡的免疫试验，

对该 IB 新型疫苗进行免疫效果的分析和评价，一方

面将有助于阐明修饰后的杆状病毒在病毒性疫苗研

究中的研发价值，另一方面将为 IBV 候选疫苗的研

究开拓新的途径，具有重要的理论意义和潜在应用

价值.
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