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共表达禽流感病毒HA和NA基因的重组禽痘病毒

          在SPF鸡的免疫效力试验

乔传玲，姜永萍，于康震，田国斌，陈化兰

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所/农业部动物流感重点开放实验室及兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨 150001)

    摘要:将禽流感病毒A/Goose/Guangdong/3/96(HSN1)毒株的HA和NA2个墓因同源重组到禽痘病毒墓因组中，获

得了能同时高效表达这2种蛋白的重组禽痘病毒(rFPV-HA-NA)。将rFPV-HA-NA经翅膀刺种途径接种8周龄SPF鸡，

免疫后4周分别用10 LDS。的高致病力禽流感病毒(HPAIV) A/Goose/Guangdong/1/96(HSN1)和 /̂FPV/Rostock/34

(H7N1)毒株进行攻击.结果重组禽痘病毒免疫鸡群诱导产生了高水平的抗体，能够完全抵抗H5N1和H7N1亚型病毒

的致死性攻击;并可有效阻止病毒在泄殖腔的排出。而禽痘病毒免疫组和非免疫对照组在攻毒后全部发病并死亡。

    关键词:禽流感病毒;HA; NA;重组禽痘病毒;免疫效力

Immune Efficacy of a Recombinant FowIpox Virus Co-expressing HA
      and NA Genes of Avian Influenza Virus in SPF Chickens
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    Abstract: A recombinant fowlpox virus co-expressing haemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) named as rFPV-

HA-NA was produced by HA and NA gene of A/Goose/Guangdong/3/96 (H5N1) isolate of avian influenza virus recombined

into the genome of fowlpox virus. In this study, to evaluate its ability to protect chickens against challenge with a lethal dose

of highly pathogenic isolates of avian influenza virus, eight-week-old specific-pathogenic-free (SPF) chickens were vaccinated

with recombinant virus or the wildtype fowlpox virus by wing-web puncture. Following challenge 4 weeks later with 10 LD50
highly pathogenic avian influenza virus H5N1 and H7N1 isolate, all chickens vaccinated with recombinant virus were

protected, while the chickens vaccinated with the wildtype fowlpox virus or unvaccinated controls experienced 100%

mortality respectively following challenge. And this complete protection was accompanied by the high levels of specific

antibody response to the respective components of the recombinant virus.
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    禽流感 (avian influenza,  AI)是由A型

流感病毒引起的禽类的感染和/或疾病综合征，该

病自首次发现至今已有100多年的历史，给世界

上许多国家的养禽也造成了极大的经济损失。其

中由部分H5及H7亚型病毒所引起的高致病力禽流

感 (HPA工)可以导致感染鸡群的全部死亡，已

被国际兽疫局列为A类烈性传染病[[I]。对HPAI的

控制最初是采取隔离和扑杀，如今越来越多的国

家倾向于应用疫苗进行免疫预防，实践证明全病

毒灭活疫苗具有良好的免疫效果[[2,31。但其最大的

不足是疫苗接种诱导机体产生的抗体会导致免疫鸡

与自然感染鸡难以区分，从而影响疫病的流行病
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学普查。新型的基因工程重组疫苗只是仅仅利用

AN的某一(两)种保护性抗原基因来研制，往往

可以弥补以上的不足，进而更好地满足生产的需

要。

    A工V的表面糖蛋白HA和NA是病毒的两种主要

保护性抗原，抗HA的抗体对病毒的感染具有中和

作用，从而可以阻止疾病的发生;抗NA抗体不能中

和病毒的感染，但可以阻止病毒粒子从感染细胞中

的释放，使病毒的增殖减少到感染发生所需的闽值

以下，进而使疾病发生的严重程度大大降低[111. HA

一直是AI基因工程疫苗研究中的热点，但由于其

变异率极高，使得基于该基因的多种疫苗的保护性

是具有亚型特异性的，即仅仅局限在与所表达的HA

为同一亚型之间的作用。NA具有比HA基因变异速

度慢的特点，在疫苗成分中添加此种成分有望提高

疫苗的免疫效力「”〕。

    禽痘病毒 (FPV)以其宿主特异性、外源基

因容量大、在哺乳动物中发生顿挫感染等特性成为

兽医病毒活载体疫苗研究中的首选载体之一，显示

了良好的应用前景[[s。近几年来，相继有鸡新城疫

重组禽痘病毒疫苗和H5亚型AN HA重组禽痘病毒

疫苗，获美国农业部批准正式投入预防实践，使禽痘

病毒活载体疫苗由基础研究向成果实用化转化大大

迈进了一步[[z,“〕。本研究对同时表达AIV HA和NA

基因重组禽痘病毒rFPV-HA-NA在SPF鸡体内诱导产

生的免疫效力进行了检测。

1 材料与方法

1.1 病毒

    免疫用重组禽痘病毒rFPV-HA-NA为哈尔滨兽医研

究所农业部动物流感重点开放实验室构建[[s7;禽痘病

毒疫苗株S-FPV-017由美国加利福尼亚大学Yilma教

授惠赠。攻毒用高致病力禽流感病毒 (HPAIV) A/

Goose/Guangdong/l/96(H5Nl)和A/FPV/Rostock/34

(H7N1)由农业部动物流感重点开放实验室保存。

1. 2  SPF鸡胚和SPF鸡

    由哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供，8周

龄SPF鸡实验期间饲养于禽病感染实验室的负压隔

离器中。

1.3 免疫

    将60只8周龄SPF鸡随机分为3组，每组20

只。第1组为非免疫对照组，攻毒前不作任何处

理。第2组用禽痘病毒疫苗株S-FPV-017免疫，经

翅下刺种每毫升2. 5 X 106PFU的病毒。第3组为

rFPV-HA-NA免疫，接种方法同第2组，重组病毒
的含量大约为每毫升5 X l OIPFU a

1.4 攻毒

    免疫后4周将各组鸡再分为2个小组，分别用

10 LD5。的A/Goose/Guangdong/1/96 (H5Nl)和A/FPV/
Rostock/34 (H7Nl)2株HPAIV经胸部肌肉注射接种
到鸡体内，每只0.2 ml，攻毒后每天观察并详细记

录鸡群的发病和死亡情况，统计死亡率。

1.5 抗体检测
    对每组鸡于免疫前、免疫后和攻毒后每周采集

其翅静脉血，分离血清，置一20℃保存备用。分

别采用HI和间接ELISA方法测定其相应的抗体水平。

1.5.1 抗原 针对H5和H7亚型AN的HI抗原由

农业部动物流感重点开放实验室提供;EL工SA抗原

为A工V NA蛋白的重组杆状病毒表达产物，由该实
验室制备。

1.5.2 二抗 碱性磷酸酶标记的兔抗鸡工gG购自

Sigma公司。

1.6 病毒分离
    在攻毒后第4天采集每组鸡的泄殖腔拭子，置

于1 ml的PBS中 (含庆大霉素50 mg·ml一‘)，室

温下作用1h，经尿囊腔接种于9-11日龄SPF鸡胚，

一个样品至少接3枚鸡胚，每枚0.2 ml，收集24 h

以后死亡鸡胚的尿囊液，微量血凝法 (HA)检测病

毒。第1次检测为阴性的样品，要进行3次盲传后方

可判定结果。

2 结果与分析

2.1 重组禽痘病毒的免疫原性

    于免疫前及免疫后每周采集鸡血清，根据重组

病毒中的不同抗原成分采用相应的方法 (HI和

ELISA)检测各类抗体。

2.1.1  HI抗体 对所保存的血清测定其HI抗体，

结果rFPV-HA-NA免疫组在免疫1周后即出现了HI抗

体，效价为2. 5 1 og2;到2周时即可达6. 45 log2o

而S-FPV-017免疫和非免疫对照组及各组的免疫前

血清都没有检测到HI抗体 (表1)。

2.1.2  ELISA抗体 杆状病毒表达的NA蛋白纯化

后用作EL工SA抗原，间接法检测重组病毒免疫鸡血

清中NA特异性抗体;同时对S-FPV-017免疫组和

非免疫对照组的血清进行检测。结果重组病毒免疫

组的抗体水平明显高于对照组，在免疫后的第1周
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即可检测到高水平的EL工SA抗体，而后略有下降;

攻毒后抗体效价迅速升高，并一直持续到攻毒后第

3周(图)。

2.2 病毒分离结果
    于攻毒后第4天采集存活鸡泄殖腔拭子，进行

病毒分离。结果H5N1攻击后，rFPV-HA-NA免疫组的

样品均没有分离到病毒;而H7N1病毒攻击时，病毒

分离的阳性率为1/lO,S-FPV-017免疫组和非免疫对

照组均能从所采的泄殖腔拭子中分离到病毒(表2),

2.3 发病和死亡情况

    临床发病的判定标准为:鸡群中个别鸡表现呆

立、对外界刺激反应不灵敏，头下垂、眼睛呈全闭

或半闭状态、羽毛杂乱等;眼观病变有流鼻涕和眼

泪、无毛部位皮肤发钳、出血、水肿，鸡冠肉髯坏

死。结果rFPV-HA-NA免疫组的鸡完全抵抗了H5N1

和H7N1毒株的攻击，无一发病和死亡;S-FPV-017

免疫组和非免疫对照组在攻毒后第3天出现发病，并

于9d内全部发病并死亡 (表2),

峭卜 非免疫对照

.仁) 禽痘病毒免疫

记卜 重组病毒免疫

Unvaccinated control

S-FPV-017 immunized

rFPV-HA-NA immunized

        2       3 4       5"      6       7

      免疫后周数 Weeks post-immunization (wk)

*免疫后4周时攻毒，*challenge 4 weeks after immunization

图 试验鸡在免疫和攻毒后NA-EL ISA抗体的变化

Fig.  ELISA antibody to NA of SPF chickens after

        immunization and challenge

表1 试验鸡免疫和攻毒后川抗体的检测结果‘)

Table 1  HI antibody of SPF chickens after vaccination and challenge

组别

Groups

非免疫对照

Unvaccinated control

禽痘病毒免疫

S-FPV-017 immunized

重组病毒免疫

rFPV-HA-NA immunized

免疫前

  Pre-

免疫后周数 Weeks post-immunization 攻毒后周数 Weeks post-challenge
1             2             3             4

0             0             0             0

1                2               3

0      2.50士0.75   6.45士0.68   6.47士0.92 6.29士0.87

            一 a

        一b

            一 a

        一b

5.61士 1.

6.69士 1.

08 a

13 b

6.67士2.29

9.44士 1.61

5.83士 1.

9.50士0.:)
和 b分别为H5N1, 117N1 病毒攻击后抗体检测结果;一表示所有鸡在攻毒后全部死亡

and b represent the result of HI antibody after challenge with H5N1 and H7N1, respectively; represents all the chickens died

after challenge

表2 SPF鸡用HPAIV H5N1和H7N1攻击后病毒分离、发病及死亡情况

Table 2  The result of virus re-isolation and protection of SPF chickens after challenge with H5N1 and H7N1

组别

Groups

非免疫对照

Unvaccinated control

禽痘病毒免疫

S-FPV-017 immunized

重组病毒免疫

rFPV-HA-NA immunized

    攻击病毒

Challenge virus

        H5Nl

        H7N1

        HSN1

        H7N1

        H5N1

        H7N1

阳性检出数/检测样品数

No. positive/No. tested

发病鸡数/总数

No. sick八otal

7/7-u
8/8

1/1

0/10

1/10

10/10

10/10

10/10

10/10

0八0

0/10

死亡鸡数/总数

No.dead/total

      10/10

      10/10

      10/10

      10/10

      0/10

      0/10

，，此组免疫鸡在攻毒后第4天已全部死亡 All  the chickens in this group died 4 days post challenge

3 讨论与结论

    用重组禽痘病毒rFPV-HA-NA及其亲本株S-FPV-

017经翅膀刺种的方式接种试验鸡后，于第4天出

现典型的痘斑，1周后病变基本消失。亲本株免疫

鸡的翅膀增厚程度较重组病毒稍大一些，此结果进

一步证实了禽痘病毒重组外源基因后导致其在鸡体

内的致病力有所减弱。

    通过HI和ELISA 2种抗体方法检测了重组病毒

rFPV-HA-NA在SPF鸡体内所诱导产生的抗体水平，
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结果重组病毒免疫后能够检测到高水平的HA-HI抗

体和NA-ELISA抗体，表明重组禽痘病毒无论是在体

外细胞培养的过程中还是在动物体内都能够对外源

基因稳定复制并高效表达具有生物学活性的蛋白产

物，进而诱导机体产生特异性的抗体。

    在攻毒保护试验中，HA与NA双基因重组禽痘病

毒rFPV-HA-NA免疫的鸡能够100%抵抗H5N1 HPAIV

的致死性攻击，同时又获得了对H7N1亚型HPAIV攻

击的保护力。从这2个毒株进行分析，H5N1是与

重组病毒所表达的HA为同一亚型的病毒，多年来的

研究结果表明，病毒糖蛋白HA对同一HA亚型流感

病毒攻击具有免疫保护性〔’“一’21。而H7N1却是一个

完全不同的毒株，仅仅是其NA亚型与重组病毒中的

NA为同一亚型。然而对于病毒的NA蛋白在免疫中的

作用，以前人们一直认为它所诱导产生的抗体不具

有中和作用，只能够在某种程度上限制病毒的增殖，

从而使其在个体保护与限制流行方面有一定的作用。

最近的一些研究发现，用NA蛋白成分辅以全病毒灭

活疫苗免疫机体后可以相应地提高抗HA及NA抗体的

滴度，并可在一定程度上增强对异源毒株攻击的保护

性;还有用杆状病毒表达系统表达的HA及NA亚单位

抗原，纯化后用来联合免疫或者是用所构建的HA-,NA-

基因真核表达质粒直接进行联合肌注，所得的结果相

似，均能相应地提高抗HA和NA这两种蛋白的抗体滴

度，并且对异源毒株攻击的保护性相对增强[[13̂161。这

些结果表明病毒的NA蛋白在诱导免疫力方面不再是

停留在人们过去的那个认识水平上，而越来越引起

学者的重视，特别是它在交叉保护性方面的功能。

    通过研究证实，笔者所研制的这株重组禽痘病毒

rFPV-HA-NA是一个能够对H5N1和H7N1 2种亚型

HPAIV的攻击都具有坚强保护效力的基因工程活载体

疫苗的候选株，目前正在进行该重组疫苗最佳免疫

剂量及免疫持续期等方面的试验。
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