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表达 Ｊ 亚群禽白血病病毒 Ｅｎｖ 蛋白的重组血清 ４ 型
禽腺病毒的构建
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摘要： 旨在为解决国内禽白血病净化周期长以及净化鸡群 Ｊ 亚群禽白血病病毒 （ＡＬＶ－Ｊ） 感染频发等问题提供新型抗 ＡＬＶ－Ｊ 策略。 本研究利用

前期构建好的增强型绿色荧光蛋白 （ＥＧＦＰ） 与血清 ４ 型禽腺病毒 （ＦＡｄＶ－４） 纤突蛋白 Ｆｉｂｅｒ－２ 融合的重组 ＦＡｄＶ－４ 为载体， 并使用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 和 Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ 技术构建表达 ＡＬＶ－Ｊ 囊膜蛋白 （Ｅｎｖ） 的重组 ＦＡｄＶ－４， 通过间接免疫荧光试验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证重组病毒表达的 Ｅｎｖ 蛋白，
测定重组病毒在鸡肝癌细胞系 （ＬＭＨ） 细胞中的增殖特性。 结果： 成功拯救了能表达 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ， 该重组

病毒在 ＬＭＨ 细胞中的复制效率远低于野生型 ＦＡｄＶ－４。 本研究构建的重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 为 ＡＬＶ－Ｊ 和 ＦＡｄＶ－４ 感染的联防联控提供了

二联候选疫苗株。
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　 　 禽白血病病毒 （ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓｅｓ， ＡＬＶ） 是

甲型反转录病毒属的重要成员， 是一类肿瘤性免疫抑

制病病原［１］。 当前 ＡＬＶ 被分为 Ａ ～ Ｋ 共 １１ 个亚群，
其中 Ａ～Ｅ ／ Ｊ ／ Ｋ 共 ７ 个亚群为感染鸡的 ＡＬＶ， 不同亚

群 ＡＬＶ 在国内的流行情况差异较大。 国内多个地区

的 ＡＬＶ 流行病学调查显示， Ｊ 亚群禽白血病病毒

（ＡＬＶ－Ｊ） 在国内鸡群依旧流行［２］。 ＡＬＶ－Ｊ 感染主要

引起造血细胞恶性增生、 免疫抑制， 诱导髓细胞瘤

等， 较其他亚群 ＡＬＶ 具有更强的传播性与致病力［３］。
ＡＬＶ－Ｊ 独特的致病特性与其 ｅｎｖ 基因编码的病毒囊膜

糖蛋白 Ｅｎｖ 密切相关， 该蛋白又分为表面单位 Ｇｐ８５
与穿膜单位 Ｇｐ３７。 Ｇｐ８５ 在病毒表面组成球状结构，
负责与受体结合， 它在不同毒株中变异最大， 决定着

ＡＬＶ 的亚群、 宿主、 毒力以及免疫原性等； Ｇｐ３７ 则

负责病毒囊膜与细胞膜的融合过程［４－５］。 目前关于

ＡＬＶ－Ｊ 独特的致病致瘤机制知之甚少， 且尚无 ＡＬＶ－
Ｊ 特异性疫苗及抗病毒药物， 核心种群执行严格的净

化仍是当前有效防控 ＡＬＶ－Ｊ 的策略。 然而， 近年来

ＡＬＶ－Ｊ 变异加速， 多亚群共感染现象普遍［６－９］， 使得

国内 ＡＬＶ－Ｊ 感染更为复杂， 严重影响家禽业的健康

发展及国家中长期动物疫病防治规划中 ＡＬＶ 净化宏

伟目标的实现。 因此， 开发新型抗 ＡＬＶ－Ｊ 策略以加

速疾病净化进程已然迫在眉睫。 疫苗免疫一直是畜禽

疫病防控的重要手段。 然而， 反转录病毒疫苗研发是

世界性难题， 目前仅有的成功案例是我国的马传染性

贫血弱毒疫苗。 当前针对 ＡＬＶ 开展的疫苗研究均未

获得成功， 可见针对主要免疫保护性抗原 Ｅｎｖ， 同时

启动宿主体液和细胞免疫， 才有可能实现反转录病毒

的免疫防控。
肝炎－心包积液综合征 （ＨＨＳ） 是一种主要由血

清 ４ 型禽腺病毒 （ ＦＡｄＶ － ４） 引起的新发病［１０－１１］。
２０１５ 年 ７ 月， 我国华东地区首次暴发了由高致病性

ＦＡｄＶ－４ 感染肉鸡引起的 ＨＨＳ 疫情， 给国内养禽业

带来了巨大的威胁［１０，１２］。 尽管近年来随着 ＦＡｄＶ－４
灭活疫苗的上市使 ＨＨＳ 疫情得到了有力防控， 但其

远未 能 满 足 当 前 的 市 场 需 求。 本 课 题 组 利 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术编辑 ＦＡｄＶ－４ 编码纤突蛋白 Ｆｉｂｅｒ－
２ 的 ｆｉｂｅｒ － ２ 基因， 构建了增强型绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ） 与完整 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白融合的重组 ＦＡｄＶ－ ４
（ＦＡ４－ ＥＧＦＰ）， 该重组病毒不仅在鸡肝癌细胞系

（ＬＭＨ） 中表现出与野生型 ＦＡｄＶ－４ 相似的复制能

力， 而且在 ＳＰＦ 鸡体内高度致弱［１３］。 基于 ＦＡ４ －
ＥＧＦＰ， 课题组已研制出了针对血清 ８ 型禽腺病毒、
鸭 ３ 型腺病毒等多种病原的二价或二联重组疫苗候

选株［１４－１５］。
当前， ＦＡｄＶ－４ 与 ＡＬＶ－Ｊ 在我国鸡群中依旧流

行， 共感染事件也时有发生［１６］， 两种疫病的防控形

势严峻。 开发针对 ＡＬＶ－Ｊ 和 ＦＡｄＶ－４ 的二联重组活

载体疫苗， 不仅能实现 ＦＡｄＶ－４ 感染的有效防控， 其

作为活病毒载体能够激发细胞免疫的特性也为 ＡＬＶ－
Ｊ 实现免疫防控提供了可能。 然而， 目前尚无针对

ＡＬＶ－Ｊ 和 ＦＡｄＶ－４ 的二联重组疫苗构建的报道。 因

此， 本 研 究 以 ＦＡ４ － ＥＧＦＰ 为 模 板 病 毒， 利 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术和 Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ 系统， 将 ＦＡ４－ＥＧＦＰ
中 ＥＧＦＰ 基因与部分 ｆｉｂｅｒ－２ 基因序列替换为 ＡＬＶ－Ｊ
的囊膜蛋白基因 ｅｎｖ， 构建了表达 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的

新型重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ， 该重组病毒的成

功构建为 ＦＡｄＶ－４ 和 ＡＬＶ－Ｊ 感染的防控提供了重要

候选。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 病毒、 抗体和质粒

ＬＭＨ 来源于美国菌种保藏中心， 培养基为

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （购自 Ｇｉｂｃｏ 公司）， 以含有 ５％胎牛血清

作为细胞生长培养基， １％胎牛血清作为感染病毒后

维持细胞生长培养基。 携带 ＡＬＶ－Ｊ ＧＹ０３ 株 ｅｎｖ 基因

的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ｅｎｖ 质粒［１３］ 和表达绿荧光蛋白的重组

病毒 ＦＡ４ －ＥＧＦＰ ［１７］ 均由本实验室构建和保存； 抗

ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的单克隆抗体 ＪＥ９［１８］， 抗 ＦＡｄＶ－４
Ｈｅｘｏｎ 蛋白的单克隆抗体 ６Ｆ１１ 以及抗 ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ－
２ 蛋白的单克隆抗体 １Ｃ９ 均由本实验室保存； 携带红

色荧光蛋白 （ＲＦＰ） 表达盒的质粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ＨＡＬ－
ＲＦＰ － ＨＡＲ 和 表 达 环 化 重 组 酶 （ Ｃｒｅ ） 的 质 粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｃｒｅ 均由本实验室构建和保存［１９］。
１􀆰 ２　 主要试剂

质粒小提试剂盒、 核酸胶回收试剂盒、 基因组提

取试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司； ２×
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 Ｐｈａｎｔａ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ 聚合酶、
ＥＸｎａｓｅＴＭⅡ重组试剂盒、 Ｔ４ 连接酶均购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司； ＢｓｍＢⅠ限制性内切酶购

自美国 ＮＥＢ 公司； ＴＡ 克隆试剂盒购自擎科生物科技

有限公司； 大肠杆菌 Ｓｔｂｌ３ 感受态细胞购自上海唯地

生物技术有限公司； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ
培养基购自赛默飞世尔科技有限公司； 转染试剂

Ｍｉｒｕｓ－ＬＴ１ 购自 ＭＩＲＵＳＢＩＯ 公司； ＤＮＡ Ｓｕｐｅｒ Ｍａｒｋｅｒ、
ＲＩＰＡ 裂解液和 ＥＣＬ 超敏发光液均购自康为世纪生物

科技有限公司； 甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）
单克隆抗体购自武汉艾博抗有限公司； 羊抗鼠 ＩｇＧ－
ＨＲＰ 购自 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司； 羊抗鼠

ＩｇＧ－ＦＩＴＣ 购自 ＫＰＬ 公司。
１􀆰 ３　 小向导 ＲＮＡ （ｓｇＲＮＡ） 和供体质粒的构建

根据 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－２ 基因序列， 利用 ｓｇＲＮＡ
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在 线 设 计 网 站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｌａｂ． ｂｉｏ ／ ｇｕｉｄｅ － ｄｅｓｉｇｎ －
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）进行 ｓｇＲＮＡ 的设计。 然后利用 ＢｓｍＢⅠ限制

性内切酶将 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ－ｖ２ 质粒线性化， 用 Ｔ４ 连接

酶将其与 ｓｇＲＮＡ 连接， 连接产物转化至 Ｓｔｂｌ３ 感受态

细胞， 挑取单菌落进行扩大培养， 提取质粒送生物公

司测序验证。 ｓｇＲＮＡ 序列见表 １， 均由南京擎科生物

科技有限公司合成。
为构建外源基因替代部分 ｆｉｂｅｒ － ２ 基因的重组

ＦＡｄＶ－４， 首先需要构建携带外源基因的供体质粒，
为被剪切的模板病毒提供修复模板。 因此， 以 ｐｃ
ＤＮＡ３􀆰 １－ｅｎｖ 为模板扩增 ＡＬＶ－Ｊ 的 ｅｎｖ 基因， 并扩增

线性化 ｐＭＤ１９Ｔ－ＨＡＬ－ＲＦＰ－ＨＡＲ， 具体引物序列见

表 ２。 利用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 通过同

源重组技术构建供体质粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ＨＡＬ－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ
－ＲＦＰ－ＨＡＲ。

表 １　 针对 ｆｉｂｅｒ－２ 基因的 ｓｇＲＮＡ 引物

名称 序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ｓｇＲＮＡ－Ｆ：
ｓｇＲＮＡ－Ｒ：

ＣＡＣＣＧＡＡＧＧＧＴＧＴＡＴＣＧＣＴＣＴＣＣＧＧ
ＡＡＡＣＣＣＧＧＡＧＡＧＣＧＡＴＡＣＡＣＣＣＴＴＣ

２５

　 　 注： 下划线表示 ＢｓｍＢⅠ酶切位点。

表 ２　 构建供体质粒所用的 ＰＣＲ 引物

用途 序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

扩增线性化 ｐＭＤ１９Ｔ－

ＨＡＬ－ＲＦＰ－ＨＡＲ

Ｆ： ＴＡＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＣ

Ｒ： ＧＣＴＧＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＧＡＣＣＡＣＧＧＴＴＡＡＡＧＣＧＣＣＣＧ
８ ４００

扩增 ｅｎｖ 基因
Ｆ： ＴＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＡＧＣＧＣＡＴＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＡＣＣ

Ｒ： ＣＴＴＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＧＴＴＧＣＴＣＣＣＴＡＡＴＴＣ
１ ７００

　 　 　 　 　 　 注： 下划线表示同源臂序列。

１􀆰 ４　 重组 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ 的拯救

取状态良好的 ＬＭＨ 细胞铺 ６ 孔板， 次日细胞密

度生长至约 ７０％～８０％转染。 在 ２００ μＬ 的 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ
中依次加入 ３ μｇ ｓｇＲＮＡ、 ３ μｇ 的供体质粒以及 １２ μＬ
的转染试剂 Ｍｉｒｕｓ， 室温孵育 ４５ ｍｉｎ。 孵育结束后将

转染体系滴加到预先使用 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 覆盖的细胞中，
转染 ６ ｈ 后换成细胞生长液。 转染 ２４ ｈ 后， 弃去细胞

生长液， 感染 ０􀆰 ０１ 个感染复数 （ ＭＯＩ） 的 ＦＡ４ －
ＥＧＦＰ， ２ ｈ 后换成细胞维持液。 感染 ４ ｄ 后， 将上清

液盲传至新鲜 ＬＭＨ 细胞， 使用荧光显微镜观察细胞

中是否出现红色荧光簇， 红色荧光的成簇出现即初步

表明重组病毒构建成功。
１􀆰 ５　 重组 ＦＡｄＶ－４ －ＡＬＶ－Ｊ － ｅｎｖ －ＲＦＰ 的纯化及

ＲＦＰ 表达盒的切除

　 　 将拯救的红色荧光重组病毒进行空斑纯化和有限

稀释法纯化， 最终获得纯化的红色荧光重组病毒。 随

后， 使用转染试剂 Ｍｉｒｕｓ 将 ４ μｇ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｃｒｅ 转染

ＬＭＨ 细胞， ２４ ｈ 后感染 ０􀆰 ０１ 个 ＭＯＩ 的红色荧光重组

病毒感染， ２ ｈ 后换成细胞维持液， 每天观察红色荧

光病毒的数量， 挑取无 ＲＦＰ 表达且存在病变的 ＬＭＨ
细胞， 用有限稀释法或病毒空斑试验进行多轮纯化，
直至红色荧光病毒完全消失， 最终获得去除 ＲＦＰ 表

达盒的重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ， 使用 ＦＡｄＶ－４
鉴定引物 （见表 ３） ＰＣＲ 检测病毒纯化效果。 重组病

毒构建策略见图 １， 其中野生型 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－２ 基

因 ＣＤＳ 全长为 １ ４４０ ｂｐ， 缺失后的 ｆｉｂｅｒ－２ 保留其 １～
８３７ ｂｐ 核苷酸序列。

ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 完全纯化后， 对其进行连

续传代的稳定性评价。 取含病毒的细胞培养上清液感

染 ＬＭＨ 细胞， ４８ ｈ 后收取上清液再次接种新鲜的

ＬＭＨ 细胞， 并收集感染后的细胞， 离心后提取细胞

基因组， ＤＮＡ 提取的具体操作步骤参见试剂盒说明

书， 重复以上步骤 １０ 次以上， 选取第 ２、 ４、 ６、 ８、
１０ 代的基因组提取物为模板， 进行 ＰＣＲ 扩增鉴定。

表 ３　 ＦＡｄＶ－４ 鉴定通用引物

名称 序列 （５′→３′）

ＦＡｄＶ－４－Ｆ： ＧＴＴＡＣＧＴＣＴＡＣＴＣＣＣＣＣＡＡＣ

ＦＡｄＶ－４－Ｒ： ＣＧＴＴＣＡＴＧＡＣＴＣＴＴＴＡＴＴＴＧＡＣＡＣＧＣＧＧＣ

１􀆰 ６　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的间接免疫荧

光试验 （ＩＦＡ） 鉴定

　 　 利用－２０ ℃预冷的丙酮 ∶ 乙醇 （３ ∶ ２） 固定液

将感染重组病毒的 ＬＭＨ 细胞固定 ５ ｍｉｎ， 然后分别使

用抗 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的单克隆抗体 ＪＥ９ 和抗 ＦＡｄＶ－４
Ｈｅｘｏｎ 蛋白的单克隆抗体 ６Ｆ１１ 作为一抗， 将 ＦＩＴＣ 标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ 用 ＰＢＳ 按 １ ∶ １５０ 稀释后作为二抗，
进行 ＩＦＡ 分析。
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图 １　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 构建策略示意

１􀆰 ７　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４ －ＡＬＶ－Ｊ － ｅｎｖ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定

　 　 将感染重组病毒的 ＬＭＨ 细胞加入含有蛋白酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液中裂解， ３０ ｍｉｎ 后离心取上清液

加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， ９８ ℃ 煮样 １０ ｍｉｎ 后， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 备用。 分别使用抗 ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ－２
的单克隆抗体 １Ｃ９、 抗 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的单克隆抗体

ＪＥ９、 抗 ＦＡｄＶ － ４ Ｈｅｘｏｎ 的单克隆抗体 ６Ｆ１１ 及抗

ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体作为一抗， 使用 ＨＲＰ 标记的山羊

抗小鼠 ＩｇＧ （ １ ∶ １０ ０００ 稀释） 作为二抗， 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析［２０］。
１􀆰 ８　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的生长曲线

测定

　 　 将构建的重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 和野生

型 ＦＡｄＶ－４ 分别以 ０􀆰 ０１ 个 ＭＯＩ 剂量感染 ＬＭＨ 细胞。
２ ｈ 后换成 １％维持液， 分别在感染后 ２４、 ４８、 ７２、
９６ 和 １２０ ｈ 收取含病毒的细胞上清液， 利用单克隆抗

体 ６Ｆ１１ 进行 ＩＦＡ， 测定 病 毒 效 价。 采 用 Ｒｅｅｄ －
Ｍｕｅｎｃｈ 法 计 算 病 毒 的 半 数 组 织 细 胞 感 染 量

（ＴＣＩＤ５０）， 将计算所得各时间点的病毒滴度在 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行统计学分析， 并绘制生长曲线。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计分析， 采用

ｔ 检验进行显著性分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜
０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的拯救

将针对 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－２ 基因的 ｓｇＲＮＡ 与 ｌｅｎｔｉ⁃
ＣＲＩＳＰＲ－ｖ２ 质粒连接； 以 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ｅｎｖ 为模板扩增

ＡＬＶ－Ｊ 的 ｅｎｖ 基因， 并用同源重组方法连接至线性化

的 ｐＭＤ１９Ｔ －ＨＡＬ －ＲＦＰ －ＨＡＲ， ＰＣＲ 扩增结果如图

２Ａ、 Ｂ 所示。 将转染了 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ－ｖ２－ｓｇＲＮＡ 和供

体质粒的 ＬＭＨ 细胞感染模板病毒 ＦＡ４－ＥＧＦＰ， 通过

空斑纯化和有限稀释法， 得到只表达红色荧光而没有

绿色荧光的重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ （图
３）。 如图 ４ 所示， 使用 ＦＡｄＶ－４ 鉴定引物 ＰＣＲ 检测

病毒纯化效果， 扩增结果大小符合预期， 且测序结果

完全正确， 说明外源基因 ｅｎｖ 成功替换了 ＦＡｄＶ－４ 的

部分 ｆｉｂｅｒ－２ 基因。

Ｍ． Ｓｕｐｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＡＬＶ－Ｊ ｅｎｖ 基因扩增产物； ２􀆰 供体质粒

ｐＭＤ１９Ｔ－ＨＡＬ－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ－ＨＡＲ 扩增产物。

图 ２　 供体质粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ＨＡＬ－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ－ＨＡＲ的构建

为避免荧光标记基因对重组病毒复制的影响， 利

用 Ｃｒｅ 酶对两个 Ｌｏｘｐ 位点之间的 ＲＦＰ 表达盒进行剪

切删除， 如图 ５ 所示， 重组病毒的特异性条带大小符

合预期， 且测序结果完全正确， 即成功获得了重组病

毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ。 将重组病毒在 ＬＭＨ 细胞上

连续传代 １０ 次后， ＰＣＲ 鉴定条带大小不变， 并进行
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测序比对结果一致， 说明该重组病毒可稳定复制 （图 ６）。

图 ３　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ 的拯救

Ｍ． Ｓｕｐｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ 扩增产物；
２􀆰 ＦＡ４－ＥＧＦＰ 扩增产物； ３􀆰 野生型 ＦＡｄＶ－４ 扩增产物； ４􀆰 阴性 ＬＭＨ
细胞扩增产物。

图 ４　 ＰＣＲ 检测 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ 纯化效果

Ｍ． Ｓｕｐｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＦＡｄＶ － ４ － ＡＬＶ － Ｊ － ｅｎｖ 扩 增 产 物；
２􀆰 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ ｅｎｖ－ＲＦＰ 扩增产物； ３􀆰 ＦＡ４－ＥＧＦＰ 扩增产物；
４􀆰 野生型 ＦＡｄＶ－４ 扩增产物； ５􀆰 阴性 ＬＭＨ 细胞扩增产物。

图 ５　 ＰＣＲ 检测 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 纯化效果

Ｍ． Ｓｕｐｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ５􀆰 第 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ 代 ＦＡｄＶ － ４ －

ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 扩增产物； ６􀆰 第 ０ 代 ＦＡｄＶ－ ４ －ＡＬＶ－ Ｊ － ｅｎｖ 扩增产物；
７􀆰 阴性 ＬＭＨ 细胞扩增产物； ８􀆰 野生型 ＦＡｄＶ－４ 扩增产物。

图 ６　 ＰＣＲ 检测 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 遗传稳定性

２􀆰 ２　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的鉴定

为鉴定 Ｅｎｖ 蛋白在重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ
中的表达情况， 将其感染 ＬＭＨ 细胞后进行 ＩＦＡ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 ＩＦＡ 结果显示， 抗 ＦＡｄＶ－４ Ｈｅｘｏｎ
蛋白的单克隆抗体 ６Ｆ１１ 能与感染 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－
ｅｎｖ 的 ＬＭＨ 细胞发生特异性反应， 同时， 抗 ＡＬＶ－Ｊ
Ｅｎｖ 蛋白的单克隆抗体 ＪＥ９ 亦能特异性地与感染重组

病毒的 ＬＭＨ 细胞发生反应， 而未感染的细胞均无荧

光 （图 ７）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ８ 所示， 针对ＡＬＶ－
Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的 ＪＥ９ 单抗能识别感染 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－
ｅｎｖ 的 ＬＭＨ 细胞中表达的 Ｅｎｖ 蛋白， 条带大小约

９７ ｋＤａ； 针对 Ｈｅｘｏｎ 蛋白的单抗 ６Ｆ１１ 则能与 Ｈｅｘｏｎ
蛋白发生特异性反应， 大小约 １２０ ｋＤａ； 使用针对

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的单克隆抗体 １Ｃ９ 作为一抗进行孵育，
因重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的 Ｆｉｂｅｒ－２ 存在缺

失， 且缺失部分包括 １Ｃ９ 抗体识别的抗原表位， 故
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未能产生任何大小的特异性条带， 而重组病毒 ＦＡ４－
ＥＧＦＰ 则出现了 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白 （约 ６０ ｋＤａ） 和 ＥＧＦＰ－
Ｆｉｂｅｒ－２ 融合蛋白 （约 ９０ ｋＤａ） 两条带［１９］。 上述结

果皆与预期相符， 表明重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ
能够有效表达 ＡＬＶ－Ｊ 的 Ｅｎｖ 蛋白。

图 ７　 ＩＦＡ 鉴定 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ

１􀆰 感染 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的 ＬＭＨ 细胞； ２􀆰 感染 ＦＡ４－ＥＧＦＰ 的

ＬＭＨ 细胞； ３􀆰 阴性 ＬＭＨ 细胞。

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ

２􀆰 ３　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的生长曲线

测定

　 　 为了探究重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 在体外

的复制能力， 在 ＬＭＨ 细胞中测定了 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－

Ｊ－ｅｎｖ 的复制动力学， 结果表明重组病毒 ＦＡｄＶ－４－
ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的复制能力明显弱于野生型病毒 ＦＡｄＶ－
４， 在感染 ５ ｄ 内的病毒峰值滴度仅能达到 １０６

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ （图 ９）， 且重组病毒引起的细胞病变比野

生型病毒 ＦＡｄＶ－４ 明显减轻 （图 １０）。

同一时间点 ２ 个毒株比较， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 重组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的复制动力学

图 １０　 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 和 ＦＡｄＶ－４ 感染 ５ ｄ 后 ＬＭＨ 的病变情况
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３　 讨论

自 １９８８ 年首个 ＡＬＶ－Ｊ 毒株 ＨＰＲＳ１０３ 于英国的

商业肉鸡中被分离以来［２１］， ＡＬＶ－Ｊ 迅速在全球范围

广泛传播， 世界养禽业因此遭受了巨大的打击。 杜岩

等［２２］在山东和江苏的肉鸡中分离到 ４ 株 ＡＬＶ－Ｊ， 标

志着 ＡＬＶ－Ｊ 疫情开始波及中国养禽业。 自 ２００６ 年

起， 国内多地蛋鸡相继出现髓细胞瘤、 血管瘤等临床

症状， 经检测确诊为 ＡＬＶ－Ｊ 感染［２３］。 ２００８—２００９ 年

间， ＡＬＶ－Ｊ 席卷全国各地鸡场， 间接促使全国范围

内净化措施的有力推进， 禽白血病疫情暂时得到良好

的控制。 然而， 近年来全国各地鸡场均有 ＡＬＶ－Ｊ 感

染的报道， 净化场 ＡＬＶ－Ｊ 再现事件也时有发生［３，２４］。
因此， 将净化措施作为防控禽白血病的唯一策略， 不

仅周期长、 成本高， 而且存在防控不彻底的风险， 难

以满足我国养禽业依旧持续高速发展的现状。 ＡＬＶ－Ｊ
主要的免疫保护性抗原是 Ｅｎｖ 蛋白的 Ｇｐ８５， 由于该

蛋白高度的变异性以及 ＡＬＶ 感染后具有将前病毒基

因组整合于宿主的特性， 传统的灭活疫苗和亚单位疫

苗并不能提供有效保护［５］。 开发新型抗 ＡＬＶ－Ｊ 策略，
提高净化效率， 降低疫病净化成本是我国亟待攻克的

瓶颈问题。
疫苗接种是一直以来都是防控畜禽病毒性疫病的

重要手段， 然而由于 ＡＬＶ 的高度变异性， 其在禽白

血病上的应用举步维艰。 Ｄｏｕ 等［２５］ 制备了一种含有

ＡＬＶ－Ｊ Ｇｐ８５ 蛋白的亚单位疫苗并接种种鸡， 其刺激

产生的母体抗体对孵化鸡的早期 ＡＬＶ－Ｊ 感染似有帮

助； 也有学者尝试将多表位疫苗应用于 ＡＬＶ－Ｊ 的防

控， 但其局限性仍旧明显［２６］。 值得注意的是， 目前

唯一获得成功的反转录病毒疫苗———马传染性贫血弱

毒活疫苗是一株能够提供细胞免疫和体液免疫的活疫

苗［２７］。 因此， 离开细胞免疫而仅依靠体液免疫， 可

能不足以与 ＡＬＶ 以及其他反转录病毒对抗［２６］。
２０１５ 年以来， 由新型 ＦＡｄＶ－４ 感染引起的 ＨＨＳ

在我国大规模暴发流行， 死亡率高达 ３０％ ～ １００％，
同样给我国家禽养殖行业造成了严重的经济损失［１２］。
尽管近年来相继有 ＦＡｄＶ－４ 的灭活疫苗上市， 但远未

能满足市场需求。 ＦＡｄＶ－４ 的基因组大， 许多位点或

基因均可作为设计表达外源抗原的位点， 是极具潜力

的二联或多联疫苗载体［１４］。 Ｐａｎ 等［２８］ 利用低致病性

ＦＡｄＶ－４ （ｒＨＮ２０） 的 Ｆｏｓｍｉｄ 系统鉴定了 ＦＡｄＶ－４ 中

多个非必需的 ＯＲＦ， 并成功构建表达超强毒力传染

性法氏囊病毒 （ ｖｖＩＢＤＶ） ＶＰ２ 蛋白的重组 ＦＡｄＶ－４
（ｒＨＮ２０－ｖｖＩＢＤＶ－ＶＰ２）， 该重组病毒对 ＦＡｄＶ－４ 和

ｖｖＩＢＤＶ 攻毒具有完全保护作用。 需要注意的是， 基

于非结构蛋白位点插入的外源基因， 往往不能将抗原

表达于病毒表面， 这类方案诱导免疫效果往往不及将

抗原表达于病毒粒子表面。 ＦＡｄＶ－４ 的病毒粒子表面

有两个结构蛋白 Ｆｉｂｅｒ－１ 和 Ｆｉｂｅｒ－２， Ｆｉｂｅｒ－１ 直接介

导病毒感染， Ｆｉｂｅｒ－２ 则是重要毒力因子， 直接影响

高致病性 ＦＡｄＶ－４ 的致病力［２９－３２］。 课题组前期研究

发现 Ｆｉｂｅｒ－２ 并非病毒组装所必需的［３３］， 故 ｆｉｂｅｒ－２
基因可以作为靶向替换插入外源基因的位点， 构建重

组 ＦＡｄＶ－４， 实现 ＦＡｄＶ－４ 与其他重要疫病的联合免

疫防控。 基于此， 本课题组前期创制了一系列针对血

清 ８ 型禽腺病毒、 鸭 ３ 型腺病毒等病原的致弱的重组

ＦＡｄＶ－４， 且对 ＦＡｄＶ－４ 和上述病原均具有良好的免

疫保护效果［１４－１５］。 然而， 对 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－２ 基因

进行大段或全部缺失构建的重组病毒所表达的外源蛋

白往往也不能表达于病毒粒子表面。 故本研究所构建

的新型重组病毒则保留了更多 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白基底部序

列， 力图将 Ｅｎｖ 蛋白展示于重组病毒粒子表面， 以期

刺激机体产生更好的免疫效果。 按照上述策略， 本研

究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术， 将 ＦＡｄＶ－４ 中

的部分 ｆｉｂｅｒ－２ 基因替换为 ＡＬＶ－Ｊ 的囊膜蛋白基因

ｅｎｖ， 成功拯救了表达 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的新型重组病

毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ。 该重组病毒不仅具有良好

的 ＦＡｄＶ－４ 抗原反应性， 且可以高效表达 ＡＬＶ－Ｊ 的

Ｅｎｖ 蛋白。 值得注意的是， 本研究借助了 ＲＦＰ 示踪

以及 Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ 系统， 该体系中初始的重组病毒因表

达 ＲＦＰ 可以直观了解重组病毒拯救是否成功及其生

长情况； 转染 Ｃｒｅ 环化重组酶可以直接敲除重组

ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ－ＲＦＰ 中的两侧含有 ＬｏｘＰ 的 ＲＦＰ
基因表达盒， 结合有限稀释和病毒空斑纯化提高了重

组病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ 的纯化效率。 同时表达

ＦＡｄＶ－４ 和 ＡＬＶ－Ｊ 保护性抗原的重组 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－
Ｊ－ｅｎｖ 活病毒能有效诱导体液免疫和细胞免疫， 可以

一定程度上弥补因抗原变异导致的体液免疫效果降低

的问题。
综上， 本研究基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术，

成功构建了表达 ＡＬＶ－Ｊ Ｅｎｖ 蛋白的重组血清 ４ 型禽

腺病毒 ＦＡｄＶ－４－ＡＬＶ－Ｊ－ｅｎｖ， 其在易感细胞 ＬＭＨ 中

的复制能力显著低于野生型 ＦＡｄＶ－４， 为 ＦＡｄＶ－４ 与

ＡＬＶ－Ｊ 重组二联疫苗的研制打下了基础， 为 ＡＬＶ－Ｊ
以及其他病原的免疫防控提供了新的策略与思路。
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ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＦＡｄＶ － ４ ［ Ｊ ］ ． Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ， ２０２１， １２ （ １ ）：
７５４－７６５．

［３３］ ＸＩＥ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｗ， ＫＡＮ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＦＡｄＶ－ ４ ｗｉｔｈｏｕｔ ｆｉｂｅｒ－ ２ ｉｓ ａ
ｈｉｇｈｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｓｐｅｃｔｒ， ２０２２， １０ （１）： ｅ０１４３６２１．
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