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摘要： 旨在比较火鸡疱疹病毒 （ＨＶＴ） 亚克隆对构建活载体疫苗的影响。 本研究采用同源重组方法， 在 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 的 ＵＬ５５ 与 ＵＬ５６ 基因间的非

编码区插入 ＭｉｎｉＦ 序列， 构建重组病毒； 采用细菌人工染色体 （ＢＡＣ） 技术， 分别提取病毒 ＤＮＡ 后转入 ＤＨ１０Ｂ 感受态细胞中， 构建 ３ 个对应的

ＢＡＣ； 将传染性法氏囊病毒 （ＩＢＤＶ） 的 ＶＰ２ 表达盒分别与 ３ 株 ＢＡＣ 的 ＤＮＡ 共转染鸡胚成纤维细胞 （ＣＥＦ）， 进行重组病毒的拯救； 将重组活载

体、 亲本毒株及商品化重组活载体的生长动力学进行比较； 将 ３ 株重组活载体接种 ＳＰＦ 鸡后， 在免疫后第 ３、 ４、 ５、 ６ 周等共 ４ 个时间点采集血

清进行琼脂扩散试验。 结果： 获得 ３ 个纯化的 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ 亚克隆病毒， 然后获得 ３ 株对应的 ＨＶＴ ＢＡＣ， 分别命名为 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ１、 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ２
和 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ３。 限制性片段长度多态性 （ＲＦＬＰ） 鉴定发现这 ３ 个 ＢＡＣ 亚克隆的基因组主体序列几乎一致， 略有差异； 进一步获得 ３ 株相对应

的 ＶＰ２ 重组 ＨＶＴ 活载体， 分别命名为 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ１、 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ２、 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ３； 生长动力学结果表明， ３ 株 ＶＰ２ 重组病毒与 ２ 株对照病毒

的滴度在 ６、 ２４、 ３６ 和 ７２ ｈ 存在显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 在 １２ 和 ４８ ｈ 无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 琼脂扩散试验结果发现 ３ 个亚克隆的重组病毒均

能产生较高抗体， 但都没有达到对照商品疫苗的水平； ３ 个亚克隆重组病毒之间产生的抗体存在明显差异， 其中 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ２ 免疫鸡后产生的抗

体最高。 综上， ＨＶＴ 在传代过程中可能易出现基因变异， 提示在构建重组活载体疫苗时， 应充分考虑不同亚克隆活载体的免疫效力差异， 做好种

毒纯化。
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７２ ｈ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ １２ ａｎｄ ４８ ｈ （Ｐ＞０􀆰 ０５）． Ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ＨＶＴ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｕｂ－ｃｌｏｎｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｉｇｈ ＡＧＰ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｔｉｌｌ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ＨＶＴ ｖｅｃｔｏｒｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＡＧＰ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ２ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉ⁃
ｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｈａｐｐｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ＨＶＴ ｇｅｎｏｍｅ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｒｉａｌ ｐａｓｓａｇｅｓ， ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ
ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｂ－ｃｌｏｎｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ＨＶＴ ｌｉｖｅ－ｖｅｃｔｏｒｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｔｕｒｋｅｙ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ； ｓｕｂ－ｃｌｏｎｅ； ｌｉｖｅ ｖｅｃｔｏｒ ｖａｃｃｉｎｅ； ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ； ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃａｃｙ

　 　 火鸡疱疹病毒 （ＨＶＴ） 是疱疹病毒科甲型疱疹

病毒亚科马立克病毒属的成员之一， 是马立克氏病病

毒 （ＭＤＶ） 血清 ３ 型， 最初从家养火鸡中分离出

来［１］。 ＨＶＴ 最初被用作预防鸡马立克氏病 （ＭＤ） 的

活疫苗， 随着 ＭＤＶ 毒力的增强， 尤其是对于 ｖｖ ＋
ＭＤＶ 和新出现的 ＨＶ－ＭＤＶ 变异株， ＨＶＴ 可能难于提

供足够长效的防控能力［２］。 然而， ＨＶＴ 疫苗具有高

安全性， 可以实现自动化胚内接种， 不会对鸡群产生

免疫抑制作用， 是性能优异的载体［３］。 ＨＶＴ 构建活

载体时在非必需区插入编码保护性抗原的基因来刺激

保护性免疫反应， 从而诱导针对外源抗原的保护性反

应［４－５］。 因此， 在免疫过程中， 可以将 ＨＶＴ 活载体

疫苗与针对超强毒株的细胞结合型疫苗 （如 ＨＶＴ＋
ＣＶＩ９８８） 混合使用， 以实现理想的保护效果［６］。
ＨＶＴ 商业化的活载体疫苗包括表达传染性法氏囊病

病毒 （ＩＢＤＶ） ＶＰ２ 蛋白的重组 ＨＶＴ 活疫苗， 例如

Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ、 Ｖｅｃｔｏｒｍｕｎｅ ｒＨＶＴ－ＩＢＤ 等， 均对

ＩＢＤＶ 有优良的保护效果， 其中 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 的

免疫效果优良， 在全球多个国家使用［７－９］。
疱疹病毒重组活载体疫苗的构建主要有 ４ 种技

术， 即同源重组、 细菌人工染色体 （ＢＡＣ）、 黏粒以

及 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术［１０］。 ＢＡＣ 是指通过同

源重组构建带有 ＭｉｎｉＦ 的重组病毒， 其中 ＭｉｎｉＦ 携带

能表达绿色荧光蛋白的基因， 再将重组病毒 ＤＮＡ 转

入感受态大肠杆菌中， 得到相应的含病毒基因组的细

菌人工染色体。 ＢＡＣ 经过适当改造， 例如删除毒力

基因或增加外源基因后， 通过拯救病毒得到重组病

毒。 ＢＡＣ 低拷贝复制， 高度保守， 可以应用大量的

原核工具对基因组进行编辑改造， 大大提高改造病毒

的效率［１１］。 基于 ＢＡＣ 的反向基因工程技术已经被用

来进行病毒的多种研究， 对开发新型活载体疫苗也是

非常高效的一种技术［１２］。
前期应用 ＢＡＣ 重组方法构建了多株 ＨＶＴ Ｆｃ１２６

病毒株重组 ＩＢＤＶ ＶＰ２ 表达盒活载体疫苗株， 但不同

重组株的性能差异较大［１３］。 本研究在 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 病

毒株 ＵＬ５５－ＵＬ５６ 之间非编码区插入 ＭｉｎｉＦ 序列， 挑

选重组病毒不同亚克隆构建 ＢＡＣ， 再分别替换插入

ＩＢＤＶ ＶＰ２ 表达盒， 构建亚克隆的重组活载体病毒，
拯救后进行相关比较分析， 为 ＨＶＴ 重组活载体构建

中种毒筛选的关键技术提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、 细菌、 细胞和病毒

ＭｉｎｉＦ 质粒由柏林自由大学病毒研究所 Ｎｉｋｏｌａｕｓ
Ｏｓｔｅｒｒｉｅｄｅｒ 教授惠赠。 ＤＨ１０Ｂ 感受态细胞购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司。 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 病毒株来自中国兽医药品监察

所 （ＣＶＣＣ ＡＶ１９）。 商品疫苗 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 购

买自梅里亚公司。 ＩＢＤＶ ＮＪ０９ 超强毒株为本实验室保

存。 鸡胚成纤维细胞 （ＣＥＦ） 由本实验室自制。
１􀆰 ２　 试剂及试验动物

限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ及 Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶均

购自 ＴａＫａＲａ 公司； 高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 ０􀆰 ２５％胰酶

及胎牛血清均购自 Ｓｉｇｍａ 公司； Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｄｉ ｋｉｔ 试剂

盒购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司； 琼脂粉、 氯化钠等均购买自南

京生工生物有限公司。 ＳＰＦ 鸡胚购买自南京竹顺生物

技术有限公司， 将鸡胚孵化得到 ＳＰＦ 鸡。 剔除弱雏

后， 将 ４５ 只健康鸡随机分成 ５ 组， 在隔离器中饲养

观察。
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１􀆰 ３　 重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ 的构建

根据 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 株全基因组序列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号： ＧＣＡ＿０００８３９７２５􀆰 １）， 设计特异性引物。 按照

文献 ［１４］ 提取 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 病毒株 ＤＮＡ 为 ＰＣＲ 扩

增模板， 扩增 ＵＬ５５－ＵＬ５６ 两侧同源臂 ＨＲ１、 ＨＲ２，
并通过酶切连接， 构建转移载体 Ｔ －ＨＲ１ －ＭｉｎｉＦ －
ＨＲ２。 　

分别提取转移载体 Ｔ－ＨＲ１－ＭｉｎｉＦ－ＨＲ２ 和 ＨＶＴ
Ｆｃ１２６ ＤＮＡ。 将 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 病毒接到新鲜制备并长满

单层的 ＣＥＦ， 扩大病毒量。 在 ４８ ｈ 后， 观察细胞出

现相应病变后， 收集细胞。 先用 ＰＢＳ 洗细胞， 再经

胰酶消化后， 收取细胞， 按照文献 ［１４］ 进行 ＤＮＡ
提取， 将 １ μｇ ＨＶＴ Ｆｃ１２６ ＤＮＡ 和 ５ μｇ 转移载体 Ｔ－
ＨＲ１－ＭｉｎｉＦ－ＨＲ２ ＤＮＡ 使用磷酸钙转染方法， 在 ＣＥＦ
内进行同源重组。 ＭｉｎｉＦ 携带编码绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ） 的基因序列。 若重组成功， 将会得到表达

ＥＧＦＰ 的重组 ＨＶＴ 病毒。
１􀆰 ４　 重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ ＢＡＣ 的构建及鉴定

在荧光显微镜下观察转染后的细胞， 并进行传

代。 挑取 １ 个发出绿色荧光的蚀斑到长满的单层

ＣＥＦ， 连续挑取 ３ 代， 得到 ３ 个纯化的重组 ＨＶＴ－
ＭｉｎｉＦ 亚克隆病毒。 将 ３ 株重组亚克隆病毒分别在

ＣＥＦ 上连续传代， 进行扩繁。 根据文献 ［１４］ 分别

提取 ３ 株重组 ＭｉｎｉＦ ＨＶＴ 亚克隆病毒的 ＤＮＡ， 将

５ μｇ ＤＮＡ 电转化到感受态细胞 ＤＨ１０Ｂ 中， 并均匀涂

布到含有 ２５ μｇ ／ ｍＬ 氯霉素的 ＬＢ 琼脂平板上， 在

３２ ℃培养 ４８ ｈ。 挑取单菌落， 加入到含有 ２５ μｇ ／ ｍＬ
氯霉素的 ＬＢ 液体培养基中， 在 ３２ ℃摇床上， 过夜

培养后， 提取 ＤＮＡ 进行鉴定。 设计特异性引物， 进

行扩增包含有 ＭｉｎｉＦ 的片段， 并进行测序。 挑取 ３ 株

ＢＡＣ 单克隆菌落， 加入到含有 ２５ μｇ ／ ｍＬ 氯霉素的

ＬＢ 液体培养基中， 在 ３２ ℃， ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床中过

夜培养， 从菌液提取的 ＤＮＡ 用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ
酶切， 进行限制性片段长度多态性 （ＲＦＬＰ） 鉴定。
１􀆰 ５　 重组病毒的拯救

ＩＢＤＶ ＶＰ２ 表达盒由本实验室构建保存， 用到的

ＶＰ２ 表达盒与 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 中的 ＶＰ２ 表达盒是

同一序列。 将 ＶＰ２ 表达盒通过酶切连接上 ＨＶＴ
ＵＬ５５－ＵＬ５６ 两侧同源臂 ＨＲ１、 ＨＲ２， 得到 ＨＲ１ －
ＶＰ２－ＨＲ２。 分别提取 ３ 个同源 ＨＶＴ ＢＡＣ ＤＮＡ 和

ＨＲ１－ＶＰ２ －ＨＲ２ ＤＮＡ。 将 ９ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚制备成

ＣＥＦ， 次日在长满单层的 ＣＥＦ 细胞上进行转染。 分别

将 ３ 株重组 ＨＶＴ ＢＡＣ ＤＮＡ 与 ＨＲ１－ＶＰ２－ＨＲ２ 共转染

ＣＥＦ， 转染后在荧光显微镜上观察细胞。 挑取不发出

绿色荧光的蚀斑 （白色蚀斑） 到 ＣＥＦ 上， 并连续挑

取 ３ 代并继续传代培养。
１􀆰 ６　 体外生长动力学测定

将 ３ 株重组活载体病毒与 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 株及

Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ ＩＢＤ 株按照感染复数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１
接种到长满单层的 ＣＥＦ 上。 并在接种前、 接种后的

６、 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ７２ ｈ 的测定病毒滴度。 ＨＶＴ 属

于细胞结合性病毒， 需将各个时间段的细胞经胰酶消

化成单个细胞后， 离心收集细胞， 用 １ ｍＬ 培养基重

悬细胞， 将细胞悬液由 １０－１稀释到 １０－７， 并依次接到

长满单层 ＣＥＦ 的 ９６ 孔板中， 观察 ７２ ｈ， 记录产生蚀

斑数量。 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒 ＴＣＩＤ５０
［１５］。

重复测定 ３ 次， 根据测定结果， 绘制 ３ 株重组活载体

病毒、 亲本毒株 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 和商品疫苗株 Ｖａｘｘｉｔｅｋ
ＨＶＴ－ＩＢＤ 在体外培养的多步生长曲线。
１􀆰 ７　 动物免疫效力试验

将 ４５ 只 １ 日龄的 ＳＰＦ 鸡随机分成 ５ 组， Ａ、 Ｂ、
Ｃ、 Ｄ 每组 １０ 只， Ｅ 组 ５ 只。 在 １ 日龄时， 将 Ａ、 Ｂ、
Ｃ 这 ３ 组雏鸡分别皮下接种 ５ ０００ ＰＦＵ ３ 株重组活载

体病毒， Ｄ 组皮下接种 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ － ＩＢＤ ５ ０００
ＰＦＵ， Ｅ 组不免疫， 作为空白对照。 接种后， 在第 ３、
４、 ５ 和 ６ 周龄， 依次采集每只动物血清， 采用琼脂

扩散试验 （ＡＧＰ） 的方法检测 ＩＢＤＶ ＶＰ２ 抗体滴度。
将血清逐步稀释至 １ ∶ ６４， 与 ＩＢＤＶ ＮＪ０９ 株全病毒进

行 ＡＧＰ 试验， 加完样品后， 放置于 ３７ ℃， 作用 ２４～
４８ ｈ， 观察记录结果。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件， 选择双因素方差

分析 （Ｔｗｏ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 和 Ｔｕｋｅｙ􀆳ｓ 多重比较检验对

病毒体外生长动力学以及 ＡＧＰ 抗体进行显著性分析。

２　 结果

２􀆰 １　 重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ 的获得与纯化

通过常规的 ＰＣＲ 和酶切连接， 成功将 ＭｉｎｉＦ 片

段和同源臂 ＨＲ１ 和 ＨＲ２ 连接到载体上， 得到转移载

体 Ｔ－ＨＲ１－ＭｉｎｉＦ－ＨＲ２。 转移载体与 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 病毒

ＤＮＡ 在 ＣＥＦ 上共转染 ２４ ｈ 后， 出现表达绿色荧光的

细胞， 将细胞传代后， 开始出现绿色荧光蚀斑。 选取

一个重组病毒， 经过连续 ３ 次挑取绿色荧光蚀斑到长

满单层的 ＣＥＦ 上， 得到 ３ 个纯化的重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ
亚克隆病毒， 这 ３ 个重组 ＭｉｎｉＦ 亚克隆病毒的形态相

似， 将它们分别命名为 ＨＶＴ － ＭｉｎｉＦ － Ｃ１、 ＨＶＴ －
ＭｉｎｉＦ－Ｃ２ 和 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ－Ｃ３ （图 １）。
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图 １　 重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ 病毒蚀斑形态 （标尺＝５０ μｍ）

２􀆰 ２　 ３ 个亚克隆 ＨＶＴ ＢＡＣ 的获得与验证

将得到的 ３ 个 ＢＡＣ， 命名为 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ１、 ＨＶＴ
ＢＡＣ－Ｃ２、 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ３。 图 ２ 表明， ３ 株同源亚克

隆 ＨＶＴ ＢＡＣ 的基因组， 经限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ酶

切后， 其条带大体一致， 但个别条带大小发生明显变

化， 红色箭头所示为大小发生变化的条带， ３ 个 ＢＡＣ
之间存在差异， 与 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ２ 相比， ＨＶＴ ＢＡＣ－
Ｃ１ 和 ＨＶＴ ＢＡＣ－Ｃ３ 均缺少了一个 ５ ６８９ ｂｐ 的片段，
对应 ＢａｍＨⅠ （４５ ３１０） 和 Ｂａｍ ＨⅠ （５０ ９９１） 两个

酶切位点。 将得到的 ３ 个 ＢＡＣ 进行传代后， 多次进

行 ＲＦＬＰ 鉴定， 得到的条带与图 ２ 无异。 ＲＦＬＰ 显示

的差异是亚克隆在被构建成 ＢＡＣ 之前， 基因组已经

发生变异， 证明 ＨＶＴ 在传代过程产生的亚克隆之间

是存在差异的。

Ｍ． ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ； １􀆰 ＨＶＴ ＢＡＣ －Ｃ１； ２􀆰 ＨＶＴ ＢＡＣ －Ｃ２； ３􀆰 ＨＶＴ
ＢＡＣ－Ｃ３。

图 ２　 ３ 个亚克隆 ＨＶＴ ＢＡＣ ＤＮＡ 的 ＲＦＬＰ 鉴定

２􀆰 ３　 ３ 个重组病毒的拯救

将 ３ 个同源亚克隆 ＨＶＴ ＢＡＣ 分别与 ＩＢＤＶ ＶＰ２
表达盒共转染 ＣＥＦ 后， 挑取白色蚀斑， 并连续传代

后得到纯化的拯救病毒， 即 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ１、 ＨＶＴ－
ＶＰ２－Ｃ２、 ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ３ （图 ３）。

Ａ． ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ１； Ｂ． ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ２； Ｃ． ＨＶＴ－ＶＰ２－Ｃ３。

图 ３　 ３ 个亚克隆 ＨＶＴ 拯救病毒蚀斑 （标尺＝５０ μｍ）

２􀆰 ４　 体外生长动力学测定与比较

图 ４ 显示， ３ 株拯救病毒与 ２ 株对照组病毒的滴

度在 ６、 ２４、 ３６、 和 ７２ ｈ 存在显著性差异 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）， 在 １２ 和 ４８ ｈ 无 明 显 差 异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）。
Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 和 ＨＶＴ Ｆｃ１２６ 这 ２ 株病毒整体呈

上升趋势， 在 ７２ ｈ 达到最高值。 ３ 株拯救病毒有着相
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似的生长动力学， 没有存在显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
在 ２４ 或 ３６ ｈ 时达到最高值， 然后开始降低。 ３ 株拯

救病毒基因组之间的差异没有明显影响病毒在体外

复制。

ｎｓ 表示差异不显著， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗
表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ４　 ３ 株拯救病毒和 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ、 ＨＶＴ Ｆｃ１２６
病毒的体外生长特性比较

２􀆰 ５　 ３ 个同源重组活载体疫苗毒株的免疫效力

由图 ５ 可知， ４ 个病毒在 ３～６ 周抗体滴度呈现为

逐渐增高的趋势， Ｅ 组没有检测到抗体。 在第 ４ 周，
Ａ 组和 Ｄ 组之间存在显著性差异 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００７ ９）， Ｂ
组与 Ｄ 组存在显著性差异 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０２１ ２）， 其他几组

没有显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 整体上看， Ｄ 组比 ３ 株

拯救病毒产生的抗体更早、 更高。 在第 ６ 周时， ３ 株

拯救毒株抗体滴度都达到较高水平。 虽然 ３ 株病毒为

同源亚克隆拯救， 但 ３ 株重组病毒的效力并不一致，
且都没有达到商品疫苗的抗体滴度， 尤其在第 ４ 周时

差异较大。 虽然发生了变异， 但是没有严重影响到病

毒的抗原性， 仍然产生了针对 ＶＰ２ 的特异性抗体。

图 ５　 重组病毒和 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 免疫后 ＶＰ２ 抗体水平

３　 讨论

ＨＶＴ 是构建禽用活载体疫苗的首选， 它的基因

组庞大， 具有多个非必需编码区， 并且可以克服母源

抗体的干扰［１６］。 在非必需区插入编码保护性抗原的

基因， 对载体自身影响小， 还能刺激产生针对外源抗

原的保护性免疫反应， 从而对马立克氏病和载体抗原

的疾病产生保护。 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 是国外动保巨

头的拳头产品， 该疫苗已经在多个国家注册［１７－１８］，
有垄断的风险， 要实现具有完全自主知识产权的

ＨＶＴ－ＩＢＤ 疫苗， 就要尝试进行包括插入位点选择在

内的一系列优化设计。 ＨＶＴ ＵＬ５５ 和 ＵＬ５６ 之间的非

编码区是 ＨＶＴ 活载体外源基因的稳定插入位点［１９］。
本研究采取在 ＨＶＴ ＵＬ５５ 和 ＵＬ５６ 之间的非编码区插

入与商品化对照疫苗 Ｖａｘｘｉｔｅｋ ＨＶＴ－ＩＢＤ 相同的 ＶＰ２
表达盒， 避免了不同 ＶＰ２ 表达盒对活载体效果的影

响， 能够准确地判断亚克隆对重组活载体性能的

作用。
构建 ＨＶＴ 活载体疫苗的方法中， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

和 Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ 等方法不需要构建 ＨＶＴ 的反向遗传系

统， 可以快速获得重组病毒。 然而， 这种方法在病毒

纯化上存在一定的困难， 可能需要进行多次挑斑纯

化， 在传代次数增加后， 基因组更易发生突变［２０］。
本研究采用细菌人工染色体方法， 具有高度保守的特

性， 病毒的 ＢＡＣ 基因组在细菌中不易发生重组变异。
为了方便比较亚克隆之间的差异， 将 ３ 个亚克隆分别

构建成 ＢＡＣ， 避免在细胞上反复多次传代中发生变

异对研究结果的影响。 ＢＡＣ 这种高度保守的特性，
还利于将本研究构建好的 ＨＶＴ ＢＡＣ 作为后续构建

ＨＶＴ 载体疫苗的平台， 特别是对于插入 ２ 个以上的

外源基因表达盒， 优势显著。 在构建好的感染性

ＢＡＣ 基础上， 可以利用 ＣＲＩＳＰＲ 技术和 Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ 在

合适的位点选择插入外源基因或者删除基因， 将两者

结合起来或许是构建重组病毒更好的方法。
病毒在传代过程中发生变异是一种自然现象［２１］，

但是其变异的速度在不同条件下可能差别较大， 例如

在组织细胞， 特别是异源宿主细胞上传代易引起变

异。 ＨＶＴ 在构建重组活载体时不可避免地需要在

ＣＥＦ 上进行重组， 需要传代多次， 是导致亲本病毒

变异的重要原因， 代次过高后会严重影响活载体性

能。 本研究挑选亚克隆时仅传 ３ 代， 之后扩增病毒提

取 ＤＮＡ， 病毒增殖总共未超过 ５ 代， 其基因组和性

能均发生较明显的变化， 证实了 ＨＶＴ 在 ＣＥＦ 传代更

易变异的特性。 本研究是在重组 ＨＶＴ－ＭｉｎｉＦ 后进行

亚克隆纯化， 增加 ＭｉｎｉＦ 是否会对病毒的变异概率产

生影响， 还有待进一步研究。 在后续研究中， 将对全
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基因组进行测序， 发现变异位点， 应用 ＢＡＣ 技术平

台进行修复， 进一步研究具体变异位点对性能的

影响。
综上， 本研究发现 ＨＶＴ 在传代过程中易产生变

异， 形成的亚克隆之间的差异可能会对拯救病毒的免

疫效果产生较大影响。 在构建重组 ＨＶＴ 活载体疫苗

过程中， 应特别注意亚克隆基因组序列可能出现的变

化， 对重组活载体病毒进行克隆筛选是获得优良种毒

的重要步骤。
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