
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（９）：１４４９１４５４

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

表达鸡传染性支气管炎病毒犛１蛋白重组腺

病毒的构建及免疫原性的初步分析
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摘　要：拟构建表达鸡传染性支气管炎病毒（ＩＢＶ）ＱＳ１０株Ｓ１蛋白的重组复制缺陷型人５型腺病毒，并在本动物

上进行初步的免疫学试验。通过ＲＴＰＣＲ获得犛１基因，插入腺病毒表达系统穿梭质粒，构建重组穿梭质粒ｐａｃ

Ａｄ５ＣＭＶＳ１，转染２９３ＡＤ细胞获得表达Ｓ１蛋白的重组腺病毒。ＰＣＲ检测显示，犛１基因已重组到腺病毒基因组；

间接免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证明该重组病毒在２９３ＡＤ细胞中真实表达了具有免疫反应性的ＩＢＶＳ１糖蛋

白。重组病毒培养滴度可达到１０７ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。免疫接种ＳＰＦ鸡后，通过ＥＬＩＳＡ检测，免疫鸡产生了针对ＩＢＶ

的特异性抗体。作者成功构建了表达ＩＢＶＳ１蛋白的重组腺病毒，该重组病毒可在ＳＰＦ鸡体内诱导产生ＩＢＶ特异

性抗体。
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　　鸡传染性支气管炎（ＡｖｉａｎＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＢｒｏｎｃｈｉ

ｔｉｓ，ＩＢ）是由鸡传染性支气管炎病毒（Ａｖｉａｎｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ）引起的一种高度接触

性、急性呼吸道疾病，给养禽业造成重大损失［１］。传

统的弱毒苗和灭活苗是目前防治该病的主要办

法［２３］，但弱毒疫苗可在感染机体中引起持续的潜伏

感染，并有可能成为ＩＢＶ突变的主体和重组变异的

供体，且存在毒力返强的隐患，弱毒疫苗的普遍使用

是导致不同组织嗜性和血清型的变异毒株不断出现

的重要原因［４５］；而灭活疫苗虽然能弥补弱毒疫苗的

缺陷，但其副作用较大，免疫后会引起较严重的局部

反应，况且灭活疫苗对冠状病毒感染的免疫效果不

确实［６７］。因此急需开发一种安全有效、经济实用的

新型疫苗。病毒活载体疫苗接种动物机体后，能够

诱导体液免疫和细胞免疫，模拟弱毒活疫苗的免疫

作用［８］，且易于大规模生产，为解决上述问题带来了

新的希望。

ＩＢＶ属冠状病毒科（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）冠状病毒属

（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ），有囊膜的单股正链ＲＮＡ病毒。病

毒基因组编码３种主要的结构蛋白：核蛋白（Ｎｕｃｌｅ

ｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ）、膜蛋白（Ｍｅｍｂｒａｎｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）

及表面糖蛋白（Ｓｕｒｆａｃｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）
［９］。其中，Ｓ蛋

白由Ｓ１（９２ｋｕ）和Ｓ２（８４ｋｕ）２个亚单位构成。Ｓ１

蛋白是ＩＢＶ最主要的免疫原蛋白，该蛋白能诱导产

生具有病毒中和活性的血凝抑制抗体［１０］，其Ｎ端在

病毒的毒力和组织嗜性上具有重要作用［１１］。以Ｓ１

蛋白为疫苗候选抗原，是ＩＢＶ基因工程疫苗研究的

热点。Ｔｏｍｅｌｙ等
［１２］用重组痘苗病毒成功表达了

Ｓ１蛋白，该蛋白可诱导小鼠可产生特异性中和抗

体。Ｗａｎｇ等
［１３］研究发现表达Ｓ１蛋白的重组鸡痘

病毒能够增强免疫鸡对ＩＢＶ强毒攻击的保护作用。

Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［１４］以禽腺病毒为载体表达鸡传染性支气

管炎病毒Ｓ１蛋白，攻毒保护试验证明，该重组疫苗

对同源和异源毒株的攻毒保护率均高达９０％～

１００％。鉴于上述成功经验，本研究采用了ＣｅｌｌＢｉｏ

ｌａｂｓ公司的人５型腺病毒包装系统，以 ＱＳ１０地方

分离株的犛１基因为靶基因，构建了表达鸡传染性

支气管炎病毒Ｓ１蛋白的重组腺病毒，并通过对ＳＰＦ

雏鸡的接种，对其免疫原性作了初步评价。

１　材料与方法

１．１　材料

复制缺陷型人５型腺病毒表达系统（ＲＡＰＡｄ

ＣＭＶＡｄｅｎｏｖｉｒａｌＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）、２９３ＡＤ细胞

均购自ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司；ＩＢＶＱＳ１０毒株为本实验

室（军事兽医研究所流行病室）分离并保存。ＤＨ５α

大肠杆菌感受态细胞购自ＴａＫａＲａ公司，羊抗兔荧

光二抗（ＦＩＴＣ）、羊抗鸡酶标二抗（ＲＰＨ）、限制酶

犎犻狀ｄⅢ、犅犪犿ＨⅠ均购自ＴａＫａＲａ，犘犪犮Ⅰ购自ＮＥＢ

ＢｉｏＬａｂｓ。

１．２　重组腺病毒穿梭质粒的构建

根据新分离ＩＢＶＱＳ１０株的核苷酸序列，设计１

对 扩 增 犛１ 基 因 的 引 物。 上 游 引 物：５′

ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＴＧＧＡＡＣＧＡＣＣＧＣＴＴＴＴＡＴ３′，

下游引物：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡＣＧＣＣＴＡＧＡＡＣＧＡＣＧ

ＴＧＡＴＣＣＡ３′，由大连宝生物公司合成。在上、下引

物的５′端分别引入 犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ酶切位点，

通过ＲＴＰＣＲ扩增出编码Ｓ１蛋白的ｃＤＮＡ片段，

犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ双酶切处理ＰＣＲ产物，插入腺

病毒穿梭载体ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＫＮｐＡ中，酶切、测序

鉴定正确的重组质粒命名为ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＳ１。

１．３　重组腺病毒的获得

犘犪犮Ⅰ线性化重组腺病毒穿梭质粒 ｐａｃＡｄ５

ＣＭＶＳ１及骨架质粒ｐａｃＡｄ５９．２１００，取０．５μｇ骨

架质粒和２μｇ重组腺病毒穿梭质粒在８μＬＦｕ

ＧＥＮＥ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ的介导下共转染９．４

ｃｍ２的２９３ＡＤ细胞，持续培养７～１０ｄ，待细胞出现

病变，反复冻融培养物３次，收取重组病毒液，即为

原代重组腺病毒，命名为ｒＡｄＶＳ１，记为Ｆ０代。取

Ｆ０代重组腺病毒接种新的２９３ＡＤ细胞，继续扩大

培养。

１．４　重组腺病毒的鉴定

１．４．１　重组腺病毒的电镜观察　　取病毒滴度稳

定后的病毒冻融液，用１％磷钨酸溶液负染并电镜

观察。

１．４．２　重组腺病毒的ＲＴＰＣＲ鉴定　　分别以Ｆ２

代、Ｆ４代、Ｆ９代、Ｆ１４代ｒＡｄＶＳ１感染２９３ＡＤ细

胞，Ｔｒｉｚｏｌ裂解法提取感染细胞的总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ

检测目的基因在转录水平的表达及遗传稳定性。每

个代次各取３个克隆进行测序。

１．４．３　间接免疫荧光　　将重组腺病毒（ｒＡｄＶ

Ｓ１）和野生型腺病毒（ｗｔＡｄＶ，腺病毒空白穿梭载体

和腺病毒骨架在２９３ＡＤ细胞内同源重组包装而成）

作１００倍稀释后，同步接种２９３ＡＤ细胞，３７℃５％

ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ，用８０％丙酮固定，依次与

兔抗ＩＢＶ阳性血清（本实验室制备并保存）和ＦＩＴＣ

０５４１
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荧光标记的羊抗兔ＩｇＧ于３７℃感作，最后用ＰＢＳＴ

清洗３次后荧光显微镜下观察结果。

１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　取重组腺病毒和野生型

腺病毒分别感染２９３ＡＤ细胞，感染后４８ｈ细胞出

现病变但未脱落时弃去上清，裂解细胞并进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，一抗为鸡抗ＩＢＶ阳性

血清（本实验室制备并保存），二抗为 ＨＲＰ标记的

羊抗鸡ＩｇＧ，ＴＭＢ显色，观察结果。

１．５　动物免疫试验

１．５．１　重组病毒滴度测定　　提前１ｄ将２９３ＡＤ

细胞传入９６孔板中，待汇合度达到７０％时加入

１０－１～１０
－１１梯度稀释的ｒＡｄＶＳ１重组病毒液，每

个梯度８个重复，最后一列孔为空白对照。持续培

养５ｄ，观察并记录细胞病变情况，按照 Ｒｅｅｄ

Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒的滴度。

１．５．２　免疫试验和血清抗体的检测　　将１０只１

日龄ＳＰＦ雏鸡（哈兽研实验动物中心提供）随机分

为２组，每组５只。第１组经肌肉注射２００μＬ（１０
７

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１）ｒＡｄＶＳ１，第２组同样方法接种相

同剂量的 ｗｔＡｄＶ。１４ｄ后采集鸡血，获得一免血

清，然后用相同剂量和途径加强免疫一次；二免后

１４ｄ再次采血，获得二免血清。将血清按１∶１００进

行稀释，常规间接ＥＬＩＳＡ检测ＩＢＶ抗体。

２　结　果

２．１　骨架质粒和重组穿梭质粒的酶切鉴定

用犘犪犮Ⅰ酶切骨架质粒ｐａｃＡｄ５９．２１００，得到

３３和２．０ｋｂ２条带，与理论结果一致；犎犻狀ｄⅢ和

犅犪犿ＨⅠ双酶切鉴定ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＳ１，得到６．２和

１．６ｋｂ２条带，与预期结果相符，见图１。

２．２　重组腺病毒的获得

在 ＦｕＧＥＮＥ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ的介导

下，重组穿梭质粒和骨架质粒共转染生长良好的

２９３ＡＤ细胞６ｄ后，细胞出现腺病毒感染的初期形

态，少量细胞变圆但不脱落。８ｄ后，感染细胞呈葡

萄串状典型细胞病变（ＣＰＥ）（图２）。

２．３　重组腺病毒的鉴定

２．３．１　重组腺病毒电镜观察　　病毒液经１％磷钨酸

染色后，在电镜下可见腺病毒的典型特征外形（图３）。

２．３．２　重组腺病毒的ＲＴＰＣＲ鉴定　　分别以Ｆ２

代、Ｆ４代、Ｆ９代、Ｆ１４代ｒＡｄＶＳ１感染２９３ＡＤ细

胞，Ｔｒｉｚｏｌ裂解法提取感染细胞的总ＲＮＡ；利用犛１

基因扩增引物，通过ＲＴＰＣＲ扩增出与目的基因大

小相一致的片段（１．６ｋｂ），以ｗｔＡｄＶ作为阴性对照

成立（图４）。结果说明，由ｒＡｄＶＳ１介导的目的基

因能够在２９３ＡＤ细胞中稳定转录。对ＲＴＰＣＲ片

段亚克隆并测序的结果显示，目的基因转录的 ｍＲ

ＮＡ没有发生突变，说明ｒＡｄＶＳ１具有良好的遗传

稳定性。

１．骨架质粒ｐａｃＡｄ５９．２１００；２．犘犪犮Ⅰ 酶切ｐａｃＡｄ５

９．２１００（～３３ｋｂ、２ｋｂ）；３．重组穿梭质粒 ｐａｃＡｄ５

ＣＭＶＳ１；４．犎犻狀ｄⅢ、犅犪犿ＨⅠ 酶切ｐａｃＡｄ５ＣＭＶＳ１

（６．２ｋｂ，１．６ｋｂ）；Ｍ．ＴａＫａＲａ２５０ｂｐＤＮＡ相对分子质

量标准（４５００、３０００、２２５０、１５００、１０００、７５０、５００、２５０

ｂｐ）

１．ＢａｃｋｂｏｎｅｐｌａｓｍｉｄｐａｃＡｄ５９．２１００；２．ｐａｃＡｄ５９．２

１００ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犘犪犮Ⅰ（～３３ｋｂ，２ｋｂ）；３．Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄｐａｃＡｄ５ＣＭＶＳ１；４．ｐａｃＡｄ５

ＣＭＶＳ１ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犎犻狀ｄⅢａｎｄ犅犪犿ＨⅠ（６．２

ｋｂ，１．６ｋｂ）；Ｍ．ＴａＫａＲａ２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ
（４５００，３０００，２２５０，１５００，１０００，７５０，５００，２５０ｂｐ）

图１　骨架质粒和重组穿梭质粒的酶切鉴定

犉犻犵．１　犚犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犿犪狆狅犳狆犾犪狊犿犻犱狊犻狀狏狅犾狏犲犱犻狀狋狉犪狀狊犳犲犮

狋犻狅狀

２．３．３　目的基因的表达　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显

示，ｒＡｄＶＳ１感染的２９３ＡＤ细胞可见１条约９０ｋｕ

的特异性蛋白ｂｌｏｔ条带，对照成立（图５）。ＩＦＡ结

果显示，ｒＡｄＶＳ１感染２９３ＡＤ细胞４８ｈ后染色可

见明显的绿色荧光，对照成立（图６）。这两项结果

充分表明，犛１基因在ｒＡｄＶＳ１感染的２９３ＡＤ细胞

中获得表达。

２．４　动物免疫试验

依据ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法，Ｆ５代ｒＡｄＶＳ１的滴度

为１０７ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。间接ＥＬＩＳＡ检测结果可知

（表１），试验组在初免后１４ｄ，可检测到一定水平的

ＩＢＶ特异性抗体，加强免疫后，鸡体内的抗体水平明

显升高；而对照组ＳＰＦ鸡体内没有检测到相应抗

体。结果说明，重组腺病毒ｒＡｄＶＳ１可以诱导ＩＢＶ

特异性抗体的产生，具有一定的免疫原性。

１５４１
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Ａ．转染６、８ｄ的２９３ＡＤ细胞出现ＣＰＥ；Ｂ．培养６、８ｄ的正常２９３ＡＤ细胞

Ａ．Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ，６ｄａｙｓａｎｄ８ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，２９３ＡＤｃｅｌｌｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄＣＰＥ；Ｂ．Ｎｏｒｍａｌ２９３ＡＤｃｅｌｌｓ

ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ６ｄａｙｓａｎｄ８ｄａｙｓ

图２　骨架质粒和重组穿梭质粒共转染后２９３犃犇细胞的生长和病变情况（×１００）

犉犻犵．２　２９３犃犇犮犲犾犾犪犳犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犫犪犮犽犫狅狀犲狆犾犪狊犿犻犱犪狀犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狊犺狌狋狋犾犲狆犾犪狊犿犻犱，狊犺狅狑犆犘犈（×１００）

图３　电镜下的重组腺病毒狉犃犱犞犛１

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犃犱犞犛１犫狔犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

１～４．ｒＡｄＶＳ１ＲＴＰＣＲ产物；５．野生型腺病毒对照；Ｍ．

ＴａＫａＲａ２５０ｂｐＤＮＡ相对分子质量标准（４５００、３０００、

２２５０、１５００、１０００、７５０、５００、２５０ｂｐ）

１４．ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒＡｄＶＳ１；５．Ｗｉｌｄｔｙｐｅａｄｅｎｏ

ｖｉｒｕｓｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＴａＫａＲａ２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ
（４５００，３０００，２２５０，１５００，１０００，７５０，５００，２５０ｂｐ）

图４　重组腺病毒犛１基因的犚犜犘犆犚鉴定

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犃犱犞犛１犫狔犚犜犘犆犚狋犪狉犵犲狋犲犱狋狅

犛１犵犾狔犮狅狆狉狅狋犲犻狀犵犲狀犲

１．野生型腺病毒感染的２９３ＡＤ细胞；２．重组腺病毒感

染的２９３ＡＤ细胞

１．Ｗｉｌｄｔｙｐｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３ＡＤｃｅｌｌｓ；２．Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３ＡＤｃｅｌｌｓ

图５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析 犛１蛋白在狉犃犱犞犛１感染的

２９３犃犇细胞中的表达

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛１狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀

狉犃犱犞犛１犻狀犳犲犮狋犲犱２９３犃犇犮犲犾犾狊
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Ａ．ＡｄＶＳ１感染的２９３ＡＤ细胞；Ｂ．野生型腺病毒感染的２９３ＡＤ细胞

Ａ．ＡｄＶＳ１ｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３ＡＤｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｗｉｌｄｔｙｐｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３ＡＤｃｅｌｌｓ
图６　犐犉犃检测犛１蛋白在感染的２９３犃犇细胞中的表达

犉犻犵．６　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犛１狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狉犃犱犞犛１犻狀犳犲犮狋犲犱２９３犃犇犮犲犾犾狊犫狔犻狀犱犻狉犲犮狋犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狊狊犪狔

表１　狉犃犱犞犛１免疫雏鸡特异性抗体的犈犔犐犛犃测定结果

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犗犇４９２狏犪犾狌犲狅犳犐犅犞犪狀狋犻犫狅犱狔犻狀犻犿犿狌狀犻狕犲犱狊犲狉犪犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃

雏鸡编号

ＴｈｅＮｏ．ｏｆｃｈｉｃｋ

一免 Ｔｈｅｆｉｒｓｔｉｍｍｕｎｅ

试验组 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ 对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ

二免 Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｍｍｕｎｅ

试验组 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ 对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ

１

２

３

４

５

狓±狊狓

０．１１９

０．２４１

０．１４５

０．１５４

０．１７５

０．１６７±０．０２０

０．０５３

０．０４１

０．０３９

０．０４８

０．０８４

０．０５３±０．００８

０．２１７

０．４５９

０．５７５

０．４７１

０．４３９

０．４３２±０．０５８

０．０４２

０．０３８

０．０４６

０．０４１

０．０３９

０．０４１±０．０１４

３　讨　论

鸡传染性支气管炎在免疫鸡群中的频繁暴发，

使得传统疫苗正逐渐丧失其在ＩＢ防治过程中作

用［１５］，病毒活载体疫苗等新型疫苗的研发为解决上

述问题提供了新思路。理想的基因表达载体是基因

治疗和疫苗研究的关键因素之一，腺病毒载体是继

逆转录病毒载体之后在基因治疗中广为应用的一种

基因表达载体，既能诱导机体产生体液免疫反应，又

能诱导细胞免疫反应［１６］，其宿主范围广，感染效率

高，且能大量制备和纯化，是构建疫苗的理想载体。

本研究应用的腺病毒载体是ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司

的产品ＲＡＰＡｄ ＡｄｅｎｏｖｉｒａｌＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，免

去了以往传统方法在细菌水平上的同源重组质粒的

筛选或是病毒水平上复杂的病毒噬斑分离工作，在

短短一月内即获得了高滴度的表达鸡传染性支气管

炎病毒Ｓ１蛋白的重组人５型腺病毒，其自身的复制

缺陷性也增加了病毒的安全性。另一方面，试验中

使用的２９３ＡＤ细胞是从普通２９３细胞中分离的１

株黏附性高、外形扁平、表面积大的商品化细胞，进

一步提高了转染和病毒繁殖的效率。

病毒活载体疫苗与病毒在自然状态下侵入方

式相似，利于机体免疫系统产生免疫应答。同时，重

组疫苗表达的蛋白在真核细胞内能够进行正确的加

工、修饰，从而可以被天然蛋白诱生的抗体所识

别［１７１９］。为检测重组腺病毒ｒＡｄＶＳ１在细胞中表

达的Ｓ１蛋白的特性，本研究选用纯化的ＩＢＶ直接

免疫动物制备的抗血清，因而应当能识别与天然

ＩＢＶＳ１蛋白构象相似的重组蛋白。试验采用鸡抗

ＩＢＶ阳性抗血清作一抗，对感染ｒＡｄＶＳ１的２９３ＡＤ

细胞总蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检验，出现了与Ｓ１蛋

白大小相符的特异性条带（～９０ｋｕ），说明以复制缺

陷型人５型腺病毒为载体表达的ＩＢＶＳ１蛋白可被

鸡抗ＩＢＶ阳性抗血清特异性识别。用兔抗ＩＢＶ阳

性血清做ＩＦＡ试验同样证实ｒＡｄＶＳ１能够介导Ｓ１

蛋白在真核细胞内表达。
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本研究将重组腺病毒ｒＡｄＶＳ１免疫ＳＰＦ雏

鸡，诱导产生了ＩＢＶ特异性抗体，加强免疫后，抗体

水平明显升高，说明该重组腺病毒具有一定的免疫

原性。为了确定该病毒作为基因疫苗的可行性，其

免疫学效果有待于进一步研究和探索。

４　结　论

本研究以ＩＢＶＱＳ１０地方分离株的犛１基因为

靶基因，成功构建了介导表达ＱＳ１０株Ｓ１蛋白的复

制缺陷型人５型腺病毒，在形态学和分子生物学两

方面对该重组腺病毒进行了鉴定，并对获得的这株

重组腺病毒进行了免疫原性的初步分析，证明该重

组腺病毒能够在鸡体内诱导ＩＢＶ 特异性抗体的

产生。
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