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要!将共表达传染性支气管炎病毒
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基因和鸡干扰素
'
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基因的重组鸡痘病毒"
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#接种
/

周龄

.*)

鸡!免疫
&

周后用异源病毒
0.122,

株攻击!考察重组疫苗对异源病毒攻击的保护作用&结果显示!疫苗接种

后!免疫鸡血清中很快出现抗体%外周血中
13/

4和
135

4

6

淋巴细胞的百分含量略高于非免疫对照组!但这种差

异并不显著&

0.122,

株
,7

病毒攻击后的保护率结果表明!免疫组的发病率为
$%8

"

$

'
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#!死亡率为
"%8

"

"

'

!%

#!

非免疫对照组的发病率为
!%%8

"

!%

'

!%

#!死亡率为
$%8

"

$
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!%

#%另外免疫鸡的病理损伤程度与非免疫对照组相比!

二者差异不明显!在排毒时间和排毒量上也没有明显变化&体重分析结果显示!攻毒前免疫组与对照组相比!体重

均没有显著变化!但攻毒后免疫组鸡体重增长的幅度要高于非免疫对照组&从以上结果可以说明!重组疫苗虽然

能在动物体内很好地表达!但不能对实验动物产生很好的保护作用!而鸡干扰素
'

!

基因能在动物体内表达并发挥

其免疫调节作用!减轻了重组疫苗对体重增长的影响&

关键词!传染性支气管炎%重组鸡痘病毒%干扰素
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传染性支气管炎"

,FD=JLBMQ[ (̂MFJHBLB[
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#是

由鸡传染性支气管炎病毒"

,FD=JLBMQ[ (̂MFJHBLB[IB'

(Q[

!

,7+

#引起的鸡的一种急性)高度接触性传染

病!给世界养禽业造成了严重的经济损失&长期以

来!通常采用弱毒活疫苗对
,7

进行预防控制!取得

了一定的效果&但弱毒疫苗在使用过程中存在毒力

容易返强的隐患*

!

+

&由于
,7+

具有高度的变异性!

病毒基因组
_-:

的点突变)缺失和插入突变以及

不同毒株"包括疫苗毒株#基因组间的同源重组均可

导致新的变异株产生*

"

+

&灭活疫苗的使用有助于解

决上述问题!但灭活疫苗副作用大!免疫后能够造成

较严重的和较长时间的局部反应!况且灭活疫苗对

冠状病毒感染的免疫效果不确实*

&

!

/

+

&病毒活载体

疫苗接种动物体后!既能产生有效的体液免疫!能诱

导细胞免疫!可以模拟弱毒活疫苗的免疫作用*

$

+

!为

上述问题的解决提供了一项有效的措施&据此!本

研究小组利用鸡痘病毒作为载体成功表达了传染性

支气管炎病毒
-!

基因!初步的免疫试验证明重组

疫苗具有良好的免疫效果*

;

+

&

!!

干扰素是一种重要的细胞因子!它具有抗病毒)

抗肿瘤活性!以及免疫调节作用!在基因工程疫苗构

建中得到了广泛应用*

<

+

!尤其是鸡
,,

型干扰素&鸡

,,

型干扰素"又称干扰素
'

!

!

1H,)-

!

#是由抗原或有

丝分裂原激活的
6

细胞所合成)分泌的一种细胞因

子!具有促进
TR1,,

类抗原表达)增强
:*1

细胞

与
6

细胞的相互作用)增强
6

细胞辅助抗体产生和

细胞毒性
6

细胞产生等诸多免疫调节活性!是十分

重要的免疫调节因子!具有较强的佐剂效应&目前!

已有利用干扰素的这一生物学特性将其开发为佐剂

的报道*

5

+

&另外!干扰素还可以有效地抑制由于鸡

痘疫苗免疫接种造成的增重减轻效应*

2

+

!这对缓解

鸡痘病毒载体的残留毒性和副作用具有重要意义&

为了更好地发挥重组鸡痘病毒疫苗的优势!降低毒

副作用!笔者将
1H,)-

!

基因插入鸡痘病毒载体中!

构建了共表达传染性支气管炎病毒
-!

基因和鸡干

扰素
'

!

基因的重组鸡痘病毒
()*+',)-

!

-!

&

!!

本研究构建的重组病毒对同源传染性支气管炎

病毒能产生坚强)可靠的保护力!而对于不同地区的

地方分离株保护效果如何尚缺乏试验依据&张庆

霞*

!%

+在利用分子流行病学手段分析我国主要
,7+

分离株
-!

基因系统发育进化关系时发现!我国分

离到的地方分离株由于地域的不同!其
-!

基因的

亲缘关系也不一样!已经形成了独立的进化群!这将

为国内传染性支气管炎病毒的防控提供一定的借

鉴&本研究攻毒所用的
0.122,

毒株与
-!

基因来

源毒株
0S/

株来源于不同的地区!虽然二者在致病

型上都属于肾型!但二者在
-!

基因的进化关系较

远!二者分属不同的基因群!其中
0S/

毒株的
-!

基

因属于
,

群!而
0.122,

毒株的
-!

基因属于
,+

群*

!%

+

!这对于检验重组疫苗的应用范围!确定重组

疫苗对异源毒株的保护效果具有重要的理论意义和

实践意义&

&

!

材料与方法

&J&

!

试验用
K(8

鸡

!!

试验用
.*)

来航鸡及
.*)

鸡胚均由中国农业

科学院哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供!试验

鸡试验期间饲养于负压隔离器中&

&J!

!

攻毒所用病毒和疫苗

!!

0.122,

毒株为四川分离株!对鸡胚的致病力为

!%

;9/

?,3

$%

'

@0

!致病型为肾型!由中国农业科学院

哈尔滨兽医研究所刘胜旺研究员分离和鉴定%

()'

*+',)-

!

-!

是一株共表达传染性支气管炎病毒
-!

基因和鸡干扰素
'

!

基因的重组鸡痘病毒*

!!

+

!试验前

5<%!
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!%

期 王云峰等$共表达传染性支气管炎病毒
-!

基因和鸡干扰素
'

!

基因的重组鸡痘病毒部分生物学特性测定

加入一定比例的明胶
'

蔗糖保护剂!制成冻干疫苗

"哈尔滨维科生物技术开发公司试生产!批号为

%$%&!%

#&

&J$

!

试验设计

!!

取
"%

只
/

周龄
.*)

鸡随机分为
"

组!每组
!%

只&其中的
!

组免疫接种重组鸡痘疫苗!免疫剂量

为
!%%%*)U

'羽%另外
!

组作为非免疫对照!另笼

饲养&免疫后
&

周!用
0.122,

株
,7+

通过滴鼻途

径攻毒!攻毒剂量为
!%

/9/

?,3

$%

'羽&

&JL

!

检测指标

!9/9!

!

组织病理学检查
!

在疫苗接种后的
;

和
!%

Z

分别从各试验组中随机剖杀
"

只鸡!采集肝脏)肾

脏)脾脏)肺脏)气管和腺胃!观察其病理组织变化&

各组织病变程度的判定标准$,

4444

-!,

44

4

-!,

44

-!,

4

-和 ,

`

-&典型病变如下&

!9/9!9!

!

肾$间质局灶性淋巴细胞减少!肾实质坏

死!肾小球毛细血管扩张!间质充血!细尿管空泡变

性!上皮细胞坏死!肾小球坏死!间质性肾炎病变!输

尿管上皮空泡变性&

!9/9!9"

!

肺$瘀血!浆液渗出!局灶性淋巴细胞减少

"多在三级支气管黏膜下#!细支气管"二级#空泡变

性!固有层水肿!淋巴细胞减少!少数上皮坏死脱落&

!9/9!9&

!

气管$固有层淋巴细胞减少!黏膜下水肿!

上皮空泡变性)坏死)脱落&

!9/9!9/

!

腺胃$黏膜固有层淋巴细胞减少!小叶内

灶状坏死!淋巴细胞减少&

!9/9!9$

!

肝$脂肪变性!间质灶状淋巴细胞减少&

!9/9!9;

!

脾$红髓增生!白髓结构紊乱!滤泡增生!

与周围难以分辨&

!9/9"

!

,7+

抗体的检测
!

采用
,3?SS

公司的

,7+?0,.:

检测试剂盒提供的检测方法检测血清

抗体滴度&

!9/9&

!

外周血
13/

4

)

135

4

6

淋巴细胞百分比含

量的检测
!

从各组鸡中随机选取
/

只!采用
.MQLH'

=(F7BML=JH

公司的
),61

标记的兔抗鸡
13/

4

)

135

4表面标记蛋白单克隆抗体检测
6

淋巴细胞亚

类的变化*

!"

+

&

!9/9/

!

体重检测
!

所有鸡分别在免疫前)免疫后

!%Z

)攻毒前和攻毒后
!%Z

称量体重&应用
.6:'

6,.6,1:

软件用
#

检验方法和
O0T

方法比较数据

间的差异&

!9/9$

!

攻毒后实验动物排毒情况检测
!

从各组鸡

中随机选取
/

只!分别在攻毒后的
&

)

;

)

!%

和
!&Z

采集喉拭子!进行病毒分离*

!$

+并判定阳性率&

!

!

结果与分析

!J&

!

病理组织学变化

!!

在疫苗接种后
&

周!用
,7+0.122,

株病毒攻

击!结果"表
!

#显示!非免疫对照组和免疫组的肾脏)

肝脏)腺胃)气管和肺脏都有不同程度的损伤!对照组

的损伤程度略重于免疫组!但二者差异并不明显&

表
&

!

B.<MK2NNB

株攻毒后病理组织学变化

O)A-4&

!

P,>+/

:

)+3/-/

0

,113)6

0

4>)7+4*13)--46

0

49,+3+34B.<MK2NNB>+*),6

组别

O(MQ

\

[

攻毒后时间'
Z

3A

C

[

\

M[L

JHA>>=F

G

=

肾脏

aBZF=

C

肝脏

0BI=(

脾脏

.

\

>==F

腺胃

O>AFZQ>A(

[LM@AJH

气管

6(AJH=A

肺脏

0QF

G

()*+',)-

!

-!

; 4 44

!

4 44 4

!% 4 4

! !

4 4

对照
1MFL(M>

; 44 44 4 44 44 44

!% 4 4 4 4 4 4

!

#

表示病理组织学变化阴性%

4#

表示病理组织学变化阳性

!

#.HME[FMHB[LM

\

ALHM>M

G

BJJHAF

G

=EA[DMQFZ

%

4#.HME[HB[LM

\

ALHM>M

G

BJJHAF

G

=MJJQ(=Z

!J!

!

攻毒前后抗
B.<

抗体变化

!!

在疫苗免疫后
!

周!即可从免疫组鸡血清中检

测到
,7+

抗体!攻毒前有一个小的回落!而对照组

一直到攻毒前均未能检测到抗体%攻毒后
!

周!免疫

组与对照组的抗体水平均明显提高!对照组抗体水

平略高于免疫组"图
!

#&

!J$

!

外周血
25L

Q

%

25%

Q

O

淋巴细胞的动态变化

!!

图
"

和图
&

的结果显示!免疫后!免疫组和对照

组
13/

4

)

135

4

6

淋巴细胞均呈上升趋势!其中免

疫组的
6

淋巴细胞数量略高于非免疫对照组&攻

2<%!
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:#

攻毒时间

:#6H=LB@=MDIB(Q[JHA>>=F

G

=

图
&

!

重组疫苗免疫后血清抗体的检测

8,

0

J&

!

O34>4*=@)6+,A/D

I

*4>

:

/6>4,613,1E46>)7+4*

,@@=6,R)+,/69,+3*41/@A,6)6+S)11,64

毒前!免疫组
13/

4

)

135

4

6

淋巴细胞水平有一个

小的回落%攻毒后
13/

4

)

135

4

6

淋巴细胞都略有

上升&

:#

攻毒时间

:#6H=LB@=MDIB(Q[JHA>>=F

G

=

图
!

!

外周血
25L

Q

O

淋巴细胞亚类动态变化

8,

0

J!

!

5

I

6)@,1>/725L

Q

O-

I

@

:

3/1

I

+4>,6

:

4*,

:

34*)-

A-//D/713,1E46>

:#

攻毒时间

:#6H=LB@=MDIB(Q[JHA>>=F

G

=

图
$

!

外周血
25%

Q

O

淋巴细胞亚类动态变化

8,

0

J$

!

5

I

6)@,1>/725%

Q

O-

I

@

:

3/1

I

+4>,6

:

4*,

:

34*)-

A-//D/713,1E46>

!JL

!

鸡体重变化

!!

本研究小组初步进行的免疫试验结果表明!

.'

)*+'%!<

疫苗毒免疫组)

()*+',7+.!

疫苗免疫组

与空白对照组的体重数据差异显著!而含有干扰素

基因的免疫组与对照组在整个试验过程中均没有显

著差异*

!&

+

!说明鸡
,)-'

!

基因在动物体内发挥了免

疫调节作用!减轻了鸡痘病毒载体对接种鸡增重的

抑制作用&本次研究结果表明!免疫组和非免疫组

的体重在攻毒前和攻毒后都没有显著差异"

C

#

%9%$

#!与上述试验结果相符"表
"

#&

!JT

!

免疫鸡的攻毒保护效果

!!

在受到
,7+

攻击之后
/

#

!%Z

鸡只陆续发病!

并有死亡&非免疫对照鸡发病率和死亡率分别为

!%%8

"

!%

'

!%

#和
$%8

"

$

'

!%

#!而免疫组的发病率和

死亡率分别为
$%8

"

$

'

!%

#和
"%8

"

"

'

!%

#&

!JU

!

病毒分离结果

!!

从病毒分离结果"表
&

#看!免疫组的阳性检出

率为
5%8

"

/

'

$

#!而对照组的阳性检出率为
!%%8

"

$

'

$

#%免疫组的排毒时间与非免疫对照组排毒时间

相当&

表
!

!

鸡免疫后体重检测结果

O)A-4!

!

?4>=-+>/794,

0

3+)7+4*,@@=6,R)+,/6

G

组别

O(MQ

\

[

免疫前

7=DM(=B@@QFBKALBMF

免疫后
!%Z

!%ZA

C

[ADL=(B@@QFBKALBMF

攻毒前

7=DM(=JHA>>=F

G

=

攻毒后
!%Z

!%ZA

C

[ADL=(JHA>>=F

G

=

()*+',)-

!

.! !!&#&&b"&#<; "&$#2%b!5#<2 /"$#&%b/%#/< ;/$#"5b5!#5/

对照组
1MFL(M> !$"#""b!/#$2 ""5#!%b&;#25 /%&#!%b$!#;2 $2$#$<b<5#5/

%5%!
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期 王云峰等$共表达传染性支气管炎病毒
-!

基因和鸡干扰素
'

!

基因的重组鸡痘病毒部分生物学特性测定

表
$

!

B.<MK2NNB

株攻毒后病毒分离结果

O)A-4$

!

<,*=>,>/-)+,/6*4>=-+>/7D,774*46+

0

*/=

:

>)7+4*13)--46

0

49,+3B.<MK2NNB>+*),6

组别

O(MQ

\

[

攻毒后
&Z

&ZA

C

[

\

M[LJHA>>=F

G

=

攻毒后
;Z

;ZA

C

[

\

M[LJHA>>=F

G

=

攻毒后
!%Z

!%ZA

C

[

\

M[LJHA>>=F

G

=

攻毒后
!&Z

!&ZA

C

[

\

M[LJHA>>=F

G

=

()*+',)-

!

.! /

'

$ &

'

$ !

'

$ %

'

$

对照组
1MFL(M> /

'

$ $

'

$ !

'

$ %

'

$

$

!

讨
!

论

!!

-!

蛋白是
,7+

的主要免疫原蛋白!含有能诱

导机体产生中和抗体)血清型特异性抗体和血凝抑

制抗体的抗原决定簇!其作用主要表现为刺激机体

产生中和抗体*

!/

+

!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

有重要意义&近年来!

-!

基因是重组疫苗研究的主

要对象&

!!

鸡痘病毒疫苗株被广泛用做构建基因工程疫苗

的载体病毒!尽管毒副作用较小!但对接种鸡的体重

增长仍有轻度的抑制作用&研究人员尝试过多种方

法来降低重组鸡痘病毒的毒副作用!其中之一就是

在疫苗中引入具有免疫调节作用的细胞因子!如干

扰素&鸡
,)-'

!

具有免疫调节活性!还能增加体重

和减少应激等*

<

+

&

!!

本研究将
,7+-!

基因及鸡
,)-'

!

基因同时插

入鸡痘病毒载体中!获得共表达
,7+-!

基因和鸡

,)-'

!

基因的重组鸡痘病毒&动物攻毒试验结果表

明!在发病率保护水平上!重组疫苗对异源毒株攻击

的发病率为
$%8

"

$

'

!%

#!而同源毒株的发病率为

"$8

"

/

'

!;

#

*

!$

+

!差异显著"

C

$

%9%$

#%在死亡率保护

水平上!重组疫苗对异源毒株的死亡率为
"%8

"

"

'

!%

#!略高于同源毒株的
;9"$8

"

!

'

!;

#

*

!"

+

&由此可

以认为!重组疫苗对异源
0.122,

株的攻击可以产

生一定的保护!一定程度上抑制了病毒的复制"疫苗

免疫鸡的病毒分离率低于非免疫对照鸡#!但是这种

保护还不够坚强)可靠!重组疫苗不能使免疫鸡完全

抵抗
,7+

异源毒株的攻击%但体重检测结果显示!

该疫苗能减轻鸡痘病毒载体对接种鸡体重增长的抑

制作用!这说明鸡
,)-'

!

基因可以在机体内得到表

达!并发挥了免疫调节作用&

!!

机体中
6

淋巴细胞各亚群在诱导机体的细胞

免疫应答反应方面发挥重大作用!当有抗原刺激时!

即可出现各类功能性
6

淋巴细胞数量及免疫活性

的改变!从而对机体产生一定的保护作用&

.=MF

等*

!;

+对
,7+

的细胞免疫作了探讨!在
,7+

刺激的

6

细胞中!分别去除
135

4和
13/

4细胞后移植至雏

鸡体内后攻毒!观察各自的免疫保护情况&结果表

明!去除
13/

4细胞后的雏鸡能抵抗
,7+O

株的感

染!并使肺)肾中检出的病毒减少!而去除
135

4细

胞试验组与对照组一样不能提供保护!肺和肾组织

中可分离到病毒!从而证实在
,7+

急性感染中!

135

4细胞对鸡具有保护作用&在本研究中!重组疫

苗免疫后!从
13/

4及
135

4

6

淋巴细胞的变化曲线

图可以看出!攻毒前后!免疫组
13/

4及
135

4

6

淋

巴细胞水平略高于非免疫对照组!说明该疫苗免疫

后可以刺激机体产生细胞免疫和体液免疫!但当有

外来病原攻击!特别是异源毒株的攻击时!这种免疫

尚不能使鸡产生完全的保护作用!说明传染性支气

管炎重组鸡痘病毒基因工程疫苗对异源毒株的免疫

保护作用是有限的!传染性支气管炎疫苗的使用过

程中需要对疾病的流行情况和流行特征进行调查!

以提高免疫预防的针对性&

!!

,7+

血清型众多!对不同血清型的
,7+

株的
.!

蛋白的氨基酸序列分析及多种不同病毒株制备的疫

苗交叉保护试验的结果表明*

!<

+

!

,7+

各种血清型与

其临诊表现型之间没有特定的对应关系%不同的血

清型之间无特定的免疫交叉保护关系&梁眷衡*

!5

+

等报道!用常规的弱毒疫苗可以对现地分离的不同

血清型的
,7+

提供有效的保护作用&并且!肾型病

毒株与某些呼吸型病毒株之间可有较好的交叉保

护!而同属呼吸道型的病毒株之间则可能不存在交

叉保护作用!或交叉保护作用很差!这可能是由于毒

株的起源不同造成的!或者是由于主要保护性抗原

基因差异造成的&本研究中攻毒用的
,7+0.122,

毒株为四川地区分离株!与
-!

基因的来源毒株

0S/

株具有相同的致病型!均为肾型!但从遗传学

的角度上考虑!这
"

个毒株的遗传关系较远!这可能

会成为影响传染性支气管炎重组鸡痘病毒疫苗免疫

!5%!
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效果的因素之一&从攻毒后的免疫保护结果上可以

看到!免疫鸡不能有效地抵抗
0.122,

株的攻击!发

病率和死亡率与同源毒株攻击的结果差异显著!这

意味着为了进一步提高重组疫苗的免疫效果!扩大

疫苗的保护范围!需要通过改进设计思路!保证目的

基因的高效表达!刺激机体产生高水平的细胞免疫

应答和体液免疫应答&
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