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摘　要：拟构建神经氨酸酶（ＮＡ）基因和抗黏液病毒（Ｍｘ）基因双基因真核共表达载体，并检测基因表达以及转染

鸡成纤维（ＣＥＦ）细胞后的抗病毒效果。克隆了犖犃基因和突变型犕狓基因的ｃＤＮＡ；分别定向插入真核细胞双顺

反子载体ｐＶＩＴＲＯ２ 中，酶切和测序鉴定双基因共表达载体ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ的正确性。用ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ转

染ＮＩＨ３Ｔ３细胞，通过ＲＴＰＣＲ和间接免疫荧光（ＩＦＡ）方法检测目的基因的表达。随后用ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ转

染ＣＥＦ细胞，利用ＲＴＰＣＲ及微量细胞病变抑制法测定重组蛋白抗新城疫病毒（ＮＤＶ）的效果。结果：酶切和测序

分析表明成功构建了双基因真核共表达载体ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ，在转染后的ＮＩＨ３Ｔ３和ＣＥＦ细胞中同时检测到

了犖犃和犕狓基因的表达。联合基因表达的重组蛋白可保护ＣＥＦ细胞在孵育的７２ｈ内免受ＮＤＶ的感染，而转染

了突变型犕狓或者犖犃 单基因真核表达载体的ＣＥＦ细胞在孵育的４８ｈ内亦未受到ＮＤＶ的侵染；与单基因转染组

相比，联合基因转染组明显延迟ＮＤＶ感染ＣＥＦ细胞的时间，差异显著（犘＜０．０５）。构建的双基因真核表达载体

ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ转染ＣＥＦ细胞后，其表达的重组蛋白 ＭｘＮＡ在细胞水平上具有协同延缓ＮＤＶ感染的能力，且

优于单个基因。
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　　神经氨酸酶（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）是流感病毒

表面的一种物质，具有酶切活性，能够使病毒本身从

细胞表面脱落下来［１］。ＮＡ既能够降解流感病毒识

别的宿主细胞上的受体———唾液酸残基［２］，同时也

具有免疫原性，其诱导机体产生的特异性抗体可以

对同种病毒的攻击提供完全保护［３７］，并对同亚型不

同病毒株的攻击提供交叉保护，可在一定程度上减

轻发病时的临床症状，并降低死亡率［８］。由于犖犃

基因具有抵御流感病毒的作用，因此ＮＡ一直是流

感研究中的活跃领域［９１１］。抗黏液病毒（Ｍｙｘｏｖｉ

ｒｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，Ｍｘ）基因是由干扰素诱导表达的抗

病毒蛋白家族中的成员之一，经Ⅰ型（α／β）和Ⅲ型

（λ）干扰素、双股 ＲＮＡ或病毒诱导可产生抗病毒

Ｍｘ蛋白，而且是目前发现的唯一具有抗流感病毒

作用的基因［１２１３］。将细胞因子与外源基因在重组禽

痘病毒中共表达可有目的性地加强机体的细胞免疫

或者体液免疫应答，有效提高家禽的免疫能力。将

白细胞介素６（ＩＬ６）和干扰素（ＩＦＮ）与流感病毒

犎犃基因在重组禽痘病毒中共表达，用获得的重组

病毒免疫小鼠后发现，不同的细胞因子能够诱导不

同的免疫反应［１４］。与ＩＬ６共表达的重组病毒能显

著增强首免所致的全身性抗体反应和黏膜抗体反

应，而表达ＩＦＮ的重组病毒却大大抑制了抗体反应

的发生，但对细胞免疫反应没有影响。２００２年Ｊ．

Ｍ．Ｓｈａｒｍａ等
［１５］用表达鸡新城疫病毒（ＮＤＶ）血凝

素、神经氨酸酶（ＨＮ）和融合蛋白（Ｆ）的重组鸡痘病

毒进行鸡胚免疫，证实重组病毒能有效诱导试验鸡

的体液免疫和细胞免疫，对 ＮＤＶ攻击的保护率达

到８１％，对鸡胚的孵化率亦没有明显影响。许立华

等［１６］将流感病毒血凝素基因（犎犃 基因）及猪繁殖

与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）核衣壳蛋白基因（犖 基

因）联合表达，产物中的血凝素（ＨＡ）可与 ＨＡ单抗

特异性结合，在此基础上建立乳胶凝集试验，大大地

提高了反应的特异性。Ｍ．Ｊ．ＤｕｓＳａｎｔｏｓ等
［１７］将

口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）编码结构蛋白的犘１基因和编

码蛋白酶的３Ｃ基因作为免疫原基因导入紫花苜

蓿，免疫小鼠产生了特异性抗体，并能抵抗强毒的攻

击。Ｍ．Ｚｈｅｎｇ等
［１８］将ＦＭＤＶＯ／ＮＹ００衣壳蛋白

Ｐ１和蛋白酶３Ｃ基因共同插入到鸡痘病毒载体中，

构建重组鸡痘病毒ｖＵＴＡＬ３ＣＰ１，表达产物用来免

疫小鼠和豚鼠，结果证明重组鸡痘病毒可以诱导小

鼠产生明显的细胞免疫和体液免疫反应。此外，毒

力试验结果表明，经Ｖｕｔａｌ３ＣＰ１免疫的豚鼠可获得

完全保护。陈红英等［１９］探索鸡新城疫病毒（ＮＤＶ）

Ｆ蛋白的免疫原性及鸡白细胞介素１８（ＩＬ１８）的

免疫增强作用，结果表明，质粒ｐｃＤＮＡＦ与ｐＩＬ１８

联合免疫显著提高鸡体的细胞免疫水平，为 ＮＤＶ

的防制开辟了新途径。

本研究拟将犖犃与犕狓基因克隆入真核共表达

载体ｐＶＩＴＲＯ２，尝试研究犖犃与犕狓双基因联合的

抗病毒能力，为家禽抗病育种提供具有实践意义的

参考。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌种、质粒、细胞株与病毒　　犈．犮狅犾犻

９７
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ＤＨ５α菌株、含有鸡 犕狓基因序列质粒突变型ｐｃＤ

ＮＡ３．０Ｍｘ（Ｍｘ蛋白第６３１位氨基酸突变为天冬酰

胺）、含有鸡源 Ｈ５Ｎ１型禽流感病毒 犖犃 基因的质

粒ｐｃＤＮＡ３．０ＮＡ由本实验室保存；ｐＶＩＴＲＯ２ 质粒

载体为扬州大学兽医学院孙怀昌教授惠赠；ＮＤＶ强

毒株Ｆ４８Ｅ８ 为扬州大学兽医学院朱国强教授惠赠；

ＮＩＨ３Ｔ３细胞株为苏州大学兽医学院吴康副教授

惠赠。

１．１．２　主要试剂　　ＬＡ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶、犈犮狅ＲⅠ、犡犺狅Ⅰ、犈犮狅ＲＶ、犆犾犪Ⅰ限制

性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ犔犻犵犪狊犲、胶回收试剂盒、ｐＭＤ
ＴＭ

１９ＴＶｅｃｔｏｒ试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ

ＲＴＰＣＲ试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ 公司 （大连）；

Ｈ５Ｎ１全价鸡血清由扬州大学兽医学院刘文博老师

惠赠（效价为１∶５００）；ＦＩＴＣ标记的羊抗鸡ＩｇＧ购

自北京博奥森生物技术有限公司；鸡 Ｍｘ蛋白多克

隆抗体由本实验室制备（效价为１∶１００）；ＦＩＴＣ标

记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体为上海吉泰生物科技有限公

司产品；ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）；ＦＣＳ（杭州四季青）；胰蛋

白酶（１∶２５０，Ｓｉｇｍａ）；Ｌ谷氨酰胺（Ｓｉｇｍａ）；丙酮酸

钠（Ｓｉｇｍａ）；非必需氨基酸（Ｇｉｂｃｏ）；β巯基乙醇

（ＢＢＩ）；电穿孔试剂盒（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；电转染低渗液

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；潮霉素Ｂ（ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ）购自上海生

工生物工程有限公司；其余试剂均为上海生工生物

工程技术服务有限公司的分析纯级试剂。

１．２　狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃双基因真核共表达载体的

构建及表达

１．２．１　ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ真核表达载体的构建　　根

据犖犃 序列设计引物，上游引物：５′ＣＣＧＣＣＧ

ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＴＣＣＡＡＡＴＣＡＡＡＡＧ３′，下 游

引物：５′ＣＣＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＴＴＧＴＣＡＡＴＧ

ＧＴＧＡＡＴＧ３′，上、下游引物分别含犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ酶

切位点。以ｐｃＤＮＡ３．０ＮＡ为模板扩增全长犖犃基

因，ＰＣＲ纯化产物和ｐＶＩＴＲＯ２ 经犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ

酶切纯化后，将犖犃 定向插入ｐＶＩＴＲＯ２ 的多克隆

位点２，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，以 ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ筛选

阳性克隆，经酶切鉴定的克隆由上海生工生物工程

技术服务有限公司进行序列测定。

１．２．２　ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ真核表达载体的构建　　根

据 犕狓 序 列 设 计 引 物，上 游 引 物：５′ＧＣ

ＣＣＧＡＴＡＴＣＡＴＧＡＡＣＡＡＴＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＡＣ３′，下

游引物：５′ＣＣＧＧＡＴＣＧＡＴＣＴＡＣＡＧＡＧＡＣＴＴＡ

ＡＡＧＴＣ３′，上游引物包含犈犮狅ＲⅤ酶切位点，下游

引物包含犆犾犪Ⅰ酶切位点。以ｐｃＤＮＡ３．０Ｍｘ为模

板扩增全长 犕狓基因，ＰＣＲ纯化产物和ｐＶＩＴＲＯ２

经犈犮狅ＲⅤ和犆犾犪Ⅰ酶切纯化后，将 Ｍｘ定向插入

ｐＶＩＴＲＯ２ 多克隆位点１，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，以

ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ筛选阳性克隆，经酶切鉴定的克隆由

上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测

定。

１．２．３　ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ双基因真核表达载体的

构建　　将ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ和ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ分别用

犈犮狅ＲⅠ与犡犺狅Ⅰ、犈犮狅ＲⅤ与犆犾犪Ⅰ双酶切，纯化线

性ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ载体片段与犕狓基因片段，将犕狓

定向插入ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ的多克隆位点１，转化犈．

犮狅犾犻ＤＨ５α，以 ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ筛选阳性克隆。挑取

菌落用犈犮狅ＲⅤ和犆犾犪Ⅰ单双酶切鉴定，并提取质粒

测序。

１．２．４　细胞转染及抗性细胞的筛选　　细胞转染

分为试验组和对照组，采用电穿孔转染法。实验组

转 染 ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ；对 照 组 转 染 空 质 粒

ｐＶＩＴＲＯ２，未转染的ＮＩＨ３Ｔ３细胞作为阴性对照。

取生长良好的ＮＩＨ３Ｔ３细胞，吸取３７５μＬ细胞悬

液（浓度为１×１０６·ｍＬ－１），小心注入２ｍｍ电极杯

中。将２５μＬ质粒（浓度为６０μｇ·ｍＬ
－１）加入电极

杯中，混合均匀。将电极杯装入电极槽内，静置１

ｍｉｎ，２７０Ｖ作用８０μｓ。操作完毕后，将电极杯在室

温或４℃中静置１０ｍｉｎ，小心将细胞转移至６孔板

中进行培养，４８ｈ后收集细胞进行筛选，将转染后

的细胞换为选择性培养基继续培养每３～４ｄ换液１

次，用５００μｇ·ｍＬ
－１浓度的 ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ对转染

质粒后的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞进行筛选，１４ｄ后出现阳

性克隆。所获得的阳性细胞继续培养扩增。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＭｘＮＡ在ｍＲＮＡ水平的表

达　　提取转染后有 ＨＢ抗性 ＮＩＨ３Ｔ３细胞总

ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ以检测 犕狓和犖犃 ｍＲＮＡ的

表达，同时设阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）、阳性对照（ｐｃＤ

ＮＡ３．０Ｍｘ和ｐｃＤＮＡ３．０ＮＡ）及内参（ＧＡＰＤＨ）对

照；产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．６　ＩＦＡ检测重组 Ｍｘ、ＮＡ蛋白的表达　　转

染后４８ｈ，试验组与对照组进行ＩＦＡ检测
［２０］。用

４％ 的多聚甲醛固定细胞４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次×５

ｍｉｎ，用１０％ＦＢＳ的ＰＢＳ在３７℃封闭１ｈ后，分别

加入一抗（鸡 Ｍｘ蛋白多克隆抗体或 Ｈ５Ｎ１全价鸡

血清多克隆抗体），３７℃孵育１ｈ，４℃孵育过夜 ，

ＰＢＳ洗涤３次×５ｍｉｎ，加入二抗（ＦＩＴＣ标记的羊抗

０８
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鼠ＩｇＧ（稀释倍数１∶１００）或ＦＩＴＣ标记的羊抗鸡

ＩｇＧ（稀释倍数１∶１００），３７℃ 避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗

涤３次×５ｍｉｎ，以５０％缓冲甘油封固，于荧光倒置

显微镜下观察。

１．３　转染细胞抗病毒活性检测

１．３．１　细胞转染　　细胞转染分为试验组和对照

组，试验组ＣＥＦ细胞分别转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ、

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ、ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ； 转 染 空 质 粒

ｐＶＩＴＲＯ２的ＣＥＦ细胞作为阴性对照。转染方法见

１．２．４。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测犕狓、犖犃基因在ｍＲＮＡ水平

的表达　　提取转染后各组ＣＥＦ细胞的总ＲＮＡ，

进行ＲＴＰＣＲ以检测犕狓和犖犃 ｍＲＮＡ的表达，同

时设阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）、阳性对照（ｐｃＤＮＡ３．０Ｍｘ

和ｐｃＤＮＡ３．０ＮＡ）及内参（ＧＡＰＤＨ）对照；产物经

０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．３．３　ＮＤＶ接种细胞及其ＴＣＩＤ５０测定　　ＮＤＶ

接种ＣＥＦ细胞，病毒的 ＴＣＩＤ５０测定方法见参考文

献 ［２１］，采 用 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ 法 计 算 ＮＤＶ 的

ＴＣＩＤ５０
［２１］。

１．３．４　抗ＮＤＶ活性检测　　采用微量细胞病变

抑 制 法 （Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＣＰＥ）
［２２］

ＣＥＦ—ＮＤＶ系统测定鸡重组 Ｍｘ蛋白抗病活性。

本试验分为抗体组和转染组。抗体组分为３组，将

ＣＥＦ细胞接种于６孔板中，待细胞铺满单层后，在

培养液中分别添加 Ｍｘ抗体和ＮＡ抗体、Ｍｘ抗体、

ＮＡ抗体，并将这３个试验组分别定义为ＭｘＮＡ抗

体组、Ｍｘ抗体组和 ＮＡ抗体组，接种１００ＴＣＩＤ５０

ＮＤＶ；转 染 试 验 组 分 转 染 ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ、

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ、ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ、空质粒ｐＶＩＴＲＯ２ 的

ＣＥＦ 细 胞，并 将 这 ４ 个 试 验 组 分 别 定 义 为

ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ组、ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ组、ｐＶＩＴＲＯ２

ＮＡ组和空载体对照组；先将细胞接种于６孔板，待

细胞长至８０％左右汇合时进行转染，转染后４８ｈ，

弃去培养液，用ＰＢＳ清洗，接种１００ＴＣＩＤ５０ ＮＤＶ，

３７℃感染１ｈ 后，去除病毒液，加２％ ＦＣＳ的

ＤＭＥＭ维持液培养，同时设立正常ＣＥＦ细胞感染

ＮＤＶ为阳性对照；未接种 ＮＤＶ的正常ＣＥＦ细胞

为阴性对照。每隔２４ｈ观察细胞病变程度，以抑制

５０％细胞病变（ＣＰＥ）为标准。２４、４８、７２、９６和１２０

ｈ后分别收集各组的细胞悬液（即病毒液），并且分

别测定各组病毒的血凝效价［２３］，具体测定方法见参

考文献［２４］；采用ＳＰＳＳ１６．０对所得数据进行单因

素方差分析。

２　结　果

２．１　狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃双基因真核共表达载体的

构建及表达

２．１．１　ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ真核表达载体的构建　　以

ｐｃＤＮＡ３．０ＮＡ为模板，扩增犖犃基因，片段大小约

为１４００ｂｐ，与预计大小相符。用犈犮狅Ｒ Ⅰ和犡犺狅

Ⅰ对 ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ 进行双酶切，获得６３０８和

１４１０ｂｐ２条带，与预期结果一致，经测序确认正确

构建了真核表达载体ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ。

２．１．２　ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ真核表达载体的构建　　

以ｐｃＤＮＡ３．０Ｍｘ为模板，扩增犕狓基因，片段大小

为２１１８ｂｐ，与预计大小相符。用犈犮狅ＲＶ和犆犾犪

Ⅰ对ＶＩＴＲＯ２Ｍｘ进行双酶切，获得６２１８和２１１８

ｂｐ２条带，与预期结果一致，经测序确认正确构建

了真核表达载体ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ。

２．１．３　ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ双基因真核表达载体的

构建　　对ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ 分别进行犈犮狅ＲＶ

单酶切、犈犮狅ＲＶ和犆犾犪Ⅰ双酶切，分别获得９８００、

７６９５和２１１８ｂｐ３条带，与预计结果一致，经测序

确认正确构建了真核表达载体ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ。

２．１．４　ＲＴＰＣＲ检测转染重组载体细胞 犕狓、犖犃

基因ｍＲＮＡ的表达　　提取转染后有 ＨＢ抗性的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞总 ＲＮＡ，经 ＲＴＰＣＲ 扩增后，经

０．８％琼脂糖凝胶电泳后显示：试验组出现大小约为

２．１和１．４ｋｂ的２条特异性条带，而对照组未出现

条带（图１Ａ），同时对持家基因犌犃犘犇犎 进行ＰＣＲ

检测（图１Ｂ）。表明目的基因转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞后

均发生基因转录。

２．１．５　ＩＦＡ检测重组 Ｍｘ和ＮＡ蛋白的表达　　

ＩＦＡ检测结果表明：试验组转染有ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ

ＮＡ的ＮＩＨ３Ｔ３细胞上可见明显荧光（图２Ａ、Ｂ），

细胞轮廓清晰；而对照组转染有质粒ｐＶＩＴＲＯ２ 的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞上没看到明显荧光（图２Ｃ），进一步

证明目的基因转染ＮＩＨ３Ｔ３后发生转录和翻译，重

组质粒ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ 成功表达了重组 Ｍｘ和

ＮＡ蛋白。

２．２　转染细胞抗病毒活性检测

２．２．１　ＲＴＰＣＲ检测转染重组质粒细胞 犕狓、犖犃

基因 ｍＲＮＡ 的 表 达 　 　ＲＴＰＣＲ 结 果 表 明：

ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ组中 犕狓和犖犃 ｍＲＮＡ同时存

在，ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ组和ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ组中分别有

１８
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犕狓和犖犃 ｍＲＮＡ的表达，而空载体对照组和阴性

对照组未出现相应条带（图３Ａ）；同时对持家基因

犌犃犘犇犎 进行ＰＣＲ检测（图３Ｂ）。表明目的基因转

染ＣＥＦ细胞后均发生基因转录。

Ｍ．１ｋｂＤＮＡ相对分子质量标准。图Ａ中，１．阴性对照；２、３．阳性对照；４．转染ｐＶＩＴＲＯ２ 质粒ＮＩＨ３Ｔ３细胞；

５．ＮＩＨ３Ｔ３细胞；６、７．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ载体的ＮＩＨ３Ｔ３细胞；Ｂ图中，１．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ载体的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞；２．转染ｐＶＩＴＲＯ２质粒的ＮＩＨ３Ｔ３细胞；３．ＮＩＨ３Ｔ３细胞

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ；ＩｎＦｉｇ．Ａ，１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２ａｎｄ３．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｐＶＩＴＲＯ２；５．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ；６，７．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ；ＩｎＦｉｇ．Ｂ，１．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ；２．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２；３．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ
图１　犚犜犘犆犚检测狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃转染犖犐犎３犜３细胞后犕狓和犖犃犿犚犖犃的表达

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狋犺犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳犕狓犪狀犱犖犃犻狀狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃犫狔犚犜犘犆犚

Ａ．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ的ＮＩＨ３Ｔ３细胞（Ｍｘ抗体）；Ｂ．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ的ＮＩＨ３Ｔ３细胞（ＮＡ抗体）；Ｃ．
转染ｐＶＩＴＲＯ２ 的ＮＩＨ３Ｔ３细胞；Ｄ．ＮＩＨ３Ｔ３细胞

Ａ．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ（Ｍｘａｎｔｉｂｏｄｙ）；Ｂ．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２

ＭｘＮＡ（ＮＡａｎｔｉｂｏｄｙ）；Ｃ．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２；Ｄ．ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ
图２　犐犉犃分析犕狓和犖犃基因在转染的犖犐犎３犜３细胞中的表达

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犕狓犪狀犱犖犃犵犲狀犲犻狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犖犐犎３犜３犮犲犾犾狊犫狔犐犉犃

Ｍ．１ｋｂＤＮＡ相对分子质量标准。图 Ａ中，１、２．阳性对照；３、４．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ的ＣＥＦ细胞；５．转染

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ的ＣＥＦ细胞；６．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ的ＣＥＦ细胞；７．转染ｐＶＩＴＲＯ２ 的ＣＥＦ细胞；８．阴性对照。图Ｂ
中，１．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ的ＣＥＦ细胞；２．转染ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ的ＣＥＦ细胞；３．转染ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ的ＣＥＦ细胞；

４．转染ｐＶＩＴＲＯ２ 的ＣＥＦ细胞

Ｍ．１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ；ＩｎＦｉｇ．Ａ，１，２．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３，４．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ；５．

ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ；６．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ；７．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２；８．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ＩｎＦｉｇ．Ｂ，１．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ；２．ＣＥＦｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ；３．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ；４．ＣＥＦｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｐＶＩＴＲＯ２
图３　犚犜犘犆犚检测狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃转染犆犈犉后犕狓和犖犃犿犚犖犃的表达

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狋犺犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳犕狓犪狀犱犖犃犻狀狆犞犐犜犚犗２犕狓犖犃犫狔犚犜犘犆犚

２．２．２　抗ＮＤＶ试验结果　　采用ＣＥＦ细胞，测定

ＮＤＶ的细胞半数感染量（ＴＣＩＤ５０）为１×１０
－５．５３·ｍＬ－１。

接种２４、４８、７２、９６和１２０ｈ后 ＭｘＮＡ抗体组、Ｍｘ

抗 体 组、ＮＡ 抗 体 组、ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ 组、

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ组、ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ组和空载体对照组

的各组病毒的血凝效价和细胞形态变化见图４～７。
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图４　各抗体组在不同时间段的病毒血凝效价

犉犻犵．４　犎犃狋犻狋犲狉狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犵狉狅狌狆犻狀犳犲犮狋犲犱犖犇犞犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

图５　各转染组在不同时间段的病毒血凝效价

犉犻犵．５　犎犃狋犻狋犲狉狅犳狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犵狉狅狌狆犻狀犳犲犮狋犲犱犖犇犞犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

图６　抗体组的犆犈犉细胞接种犖犇犞后不同时间段的细胞形态２００×

犉犻犵．６　犜犺犲犮犲犾犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犆犈犉犮犲犾犾狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犖犇犞犳狅狉犲犪犮犺犪狀狋犻犫狅犱狔犵狉狅狌狆犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊２００×

从图４、图６可知，４８ｈ内３组的病毒效价均无显著

性差异（犘＞０．０５），直至７２ｈＭｘＮＡ抗体组病毒

的效价与 Ｍｘ抗体组和ＮＡ抗体组的效价均有显著

性差异（犘＜０．０５）；ＭｘＮＡ抗体组的ＣＥＦ细胞在

７２ｈ内无病变发生，细胞贴壁生长，形态仍然呈纤

维状，但在７２ｈ以后细胞有病变出现，在１２０ｈ后

细胞全部发生病变；而 Ｍｘ抗体组和ＮＡ抗体组的

ＣＥＦ细胞均在４８ｈ内无病变发生，但在７２ｈ以后

３８
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细胞有病变出现，在９６ｈ后细胞全部发生病变。从

图５和图７可知，４８ｈ内ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ 组、

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ组和ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ组病毒的效价与

空载体对照均无显著性差异（犘＜０．０５）；７２ｈ时

ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ组的病毒效价与ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ

组和ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ组均有显著性差异（犘＜０．０５）；

ｐＶＩＴＲＯ２ＭｘＮＡ组的ＣＥＦ细胞在７２ｈ内无病变

发生，细胞贴壁生长，形态仍然呈纤维状，但在７２ｈ

以后细胞有病变出现，１２０ｈ后细胞全部发生病变；

ｐＶＩＴＲＯ２Ｍｘ组和ｐＶＩＴＲＯ２ＮＡ 组的 ＣＥＦ细胞

均在４８ｈ内无病变发生，但也在７２ｈ以后有病变

出现，９６ｈ后细胞全部发生病变，而空载体对照组

以及阳性对照组在攻毒１２ｈ后产生病变，细胞开始

出现变圆、脱落等现象，在４８ｈ内全部死亡。抗体

组和转染组得到了相同的结果。综上可知，在７２ｈ

时，双基因抗体组与单基因抗体组以及双基因共转

染组与其单基因转染组ＮＤＶ的毒力间有显著性差

异（犘＜０．０５）。

图７　转染组的犆犈犉细胞接种犖犇犞后不同时间段的细胞形态２００×

犉犻犵．７　犜犺犲犮犲犾犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犆犈犉犮犲犾犾狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犖犇犞犳狅狉犲犪犮犺狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犵狉狅狌狆犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊２００×

３　讨　论

ＮＡ和 Ｍｘ蛋白基因都有一定的抗病毒作用，

但它们的抗病毒机理有所不同。研究表明，ＮＡ蛋

白是禽流感病毒的２个主要表面抗原之一，作为体

液免疫的靶抗原，可诱导机体产生特异性抗体，抑制

病毒从感染细胞释放，从而减少病毒增殖［２５２６］。已

有报道表明，随着体内抗流感病毒ＮＡ抗体的水平

增加，流感病毒引起的呼吸道疾病发生率下降。Ｂ．

Ｅ．Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ等研究表明 ＮＡ抗体能够抑制病毒

从细胞表面释放再感染其它细胞，从而减少了病毒

的繁殖，使病毒感染小鼠后在体内的增殖数量低于

使小鼠发病的阈值［１４］。赵小东等构建了表达流感

病毒犖犃 基因的重组腺病毒并初步研究其免疫效

果，发现重组腺病毒可诱导机体产生良好的免疫效

果［３］。本研究中，微量细胞病变抑制法结果显示
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犖犃基因转染组对ＣＥＦ细胞有一定的抗ＮＤＶ活性

作用，能使ＣＥＦ细胞在４８ｈ内不受病毒的感染，说

明ＣＥＦ细胞在转染犖犃 基因后成功的表达了 ＮＡ

蛋白。当病毒侵染细胞时，ＮＡ蛋白抑制病毒的释

放进而减少病毒的繁殖，起到了抗病毒的作用。

Ｍｘ蛋白的抗病毒机理目前还没有完全清楚，

功能性的三联ＧＴＰ结合区域是 Ｍｘ蛋白发挥其抗

病毒作用所必须的结构，其 ＧＴＰ酶活性对于其抗

病毒功能的发挥是必不可少的［２７］。Ｍｘ蛋白能够在

结合区域结合水解 ＧＴＰ发挥抗病毒活性
［２８］。Ｍｘ

蛋白对多种负链 ＲＮＡ 病毒有抑制作用。不同的

Ｍｘ蛋白有不同的抗病毒特异性，在抗病毒机理上

也稍有不同。如对鼠而言，位于核内的 Ｍｘ１蛋白可

以抑制流感病毒的复制［２９］。对人 Ｍｘ蛋白而言，

ＭｘＡ对流感病毒的抗病毒效应及其机理是通过在

胞质内阻止病毒核衣壳进入核内，从而阻止病毒在

核内的复制［３０］。而 ＭｘＡ蛋白抗水泡性口炎病毒的

机理主要是通过抑制病毒转录的起始阶段，抑制水

泡性口炎病毒的ＲＮＡ引物及 ｍＲＮＡ合成来发挥

抗水泡性口炎病毒作用。目前鸡的 Ｍｘ蛋白的抗病

毒活性受６３１位氨基酸的影响，当６３１位氨基酸为

天冬酰胺时有抗病毒活性，为丝氨酸时则无抗病毒

活性［３１］。同样，本研究的微量细胞病变抑制法结果

表明犕狓基因转染组也表现出了抗病毒作用，Ｍｘ

蛋白能使ＣＥＦ细胞在４８ｈ内不受病毒的感染，说

明犕狓基因载体转染ＣＥＦ细胞后，在细胞内表达了

Ｍｘ蛋白，当病毒感染细胞并开始进行复制增殖时，

Ｍｘ蛋白通过抑制ＮＤＶ病毒的复制，成功地发挥了

其抗性。

综上可知，Ｍｘ和 ＮＡ蛋白都有抵抗病毒的能

力，如能将二者结合使用，优势互补，则不失为一条

可取的抗病毒途径。从本试验双基因转染组的抗病

性结果可以看出，犕狓基因联合犖犃 基因共转染组

明显延长了ＣＥＦ细胞的抵抗病毒感染的时间，可使

细胞在７２ｈ内无病变发生，其联合作用明显优于单

基因转染组。以上结果提示，当病毒进入细胞之后，

Ｍｘ蛋白初步抑制病毒的复制，减少病毒的增殖，同

时ＮＡ蛋白通过抑制病毒从细胞表面释放而抑制其

再感染其它细胞，从而减少了病毒的繁殖，进而增强

了细胞的抗病毒能力，表明犕狓基因和犖犃 基因之

间存在协同的抗病毒作用，但两者协同作用的具体

抗病毒机理目前还没有相关的报道，有关多基因转染

在细胞方面协同抗病毒作用的工作有待进一步研究。

４　结　论

犕狓基因和犖犃 基因联合能协同加强细胞延缓

ＮＤＶ感染的能力。双基因真核共表达载体表达的

蛋白在细胞水平上延缓ＮＤＶ感染的能力具有良好

的应用前景，为今后将该双基因载体用于禽流感病

毒的多基因联合抗病和培育抗禽流感转基因鸡开辟

新途径。
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