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表达传染性支气管炎病毒S1重组腺病毒的构建
及免疫原性分析*

何杰珩,袁子岚,程晴,梁志鹏,张新宇,陈高婕,池仕红,袁生,郭锦玥**,黄淑坚,温峰**

(佛山科学技术学院生命科学与工程学院,广东佛山
 

528225)

【摘要】 目的 构建表达传染性支气管炎病毒S1蛋白的重组腺病毒,并进行初步免疫原性分析。 方法 本研究利

用腺病毒表达载体系统,利用同义点突变技术,消除IBV-S1基因中的Pac
 

Ⅰ和Pme
 

Ⅰ限制性酶切位点;将已突变的S1
基因克隆至pShuttle-CMV-N-DsRed穿梭质粒中;使用Pme

 

I线性化处理携带目的基因的穿梭质粒,并与pAdEasy-1质

粒同时转化进行同源重组;后将重组质粒转染 HEK
 

293细胞,包装成重组Adv,构建S1-CMV-pAd(293)重组病毒;并进

行免疫实验验证抗体。 结果 PCR扩增出S1基因,大小约为1
 

700
 

bp。S1和pShuttle-CMV-N-DsRed穿梭质粒经酶

切及测序结果表明,成功构建S1-CMV表达载体;在BJ5183感受态中进行同源重组,测序结果表明成功构建S1-CMV-
Pad重组质粒。利用 HEK-293细胞包装成重组腺病毒,能稳定产生红色荧光;经 Western

 

blot和IFA验证重组病毒成

功表达S1
 

(RBD)蛋白;以106
 

TCID50/mL滴度肌肉免疫雏鸡,7~21
 

d后均可检测到S1抗体,且抗体浓度仍呈增长趋

势。 结论 本研究所构建的S1-CMV-pAd重组Adv为之后的免疫保护试验研究及IBV-Adv疫苗构建提供了基础实

验支撑。
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【Abstract】 Objective The
 

objective
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

construct
 

a
 

recombinant
 

adenovirus
 

that
 

expresses
 

the
 

S1
 

protein
 

of
 

infectious
 

bronchitis
 

virus
 

(IBV)
 

and
 

conduct
 

preliminary
 

analysis
 

of
 

its
 

immunogenicity. Methods The
 

adenovirus
 

expression
 

vector
 

system
 

was
 

utilized
 

to
 

remove
 

the
 

Pac
 

Ⅰ
 

and
 

Pme
 

Ⅰ
 

restriction
 

enzyme
 

sites
 

in
 

the
 

IBV-S1
 

gene
 

through
 

synonymous
 

mutations.
 

The
 

mutated
 

S1
 

gene
 

was
 

then
 

cloned
 

into
 

the
 

pShuttle-CMV-N-DsRed
 

shuttle
 

plasmid.
 

The
 

shuttle
 

plasmid
 

carrying
 

the
 

target
 

gene
 

was
 

linearized
 

using
 

PmeⅠ
 

and
 

co-transformed
 

with
 

the
 

pAdEasy-
1

 

plasmid
 

for
 

homologous
 

recombination.
 

The
 

resulting
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transfected
 

into
 

HEK
 

293
 

cells
 

to
 

package
 

the
 

recombinant
 

adenovirus,leading
 

to
 

the
 

construction
 

of
 

the
 

S1-CMV-pAd(293)
 

recombinant
 

virus.
 

Immunological
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

verify
 

the
 

antibody
 

response. Results The
 

S1
 

gene
 

was
 

successfully
 

amplified
 

through
 

PCR,yielding
 

a
 

fragment
 

of
 

approximately
 

1700
 

bp.
 

Enzyme
 

digestion
 

and
 

sequencing
 

confirmed
 

the
 

successful
 

construction
 

of
 

the
 

S1-CMV
 

expression
 

vector.
 

Homologous
 

recombination
 

was
 

accomplished
 

in
 

BJ5183
 

competent
 

cells,as
 

evidenced
 

by
 

sequencing
 

results
 

of
 

the
 

S1-CMV-pAd
 

recombinant
 

plasmid.
 

The
 

recombinant
 

adenovirus,packaged
 

in
 

HEK-293
 

cells,consistently
 

expressed
 

red
 

fluorescence.
 

Utilizing
 

the
 

polyclonal
 

anti-S1
 

rabbit
 

antibodies
 

prepared
 

in
 

our
 

laboratory
 

as
 

a
 

primary
 

antibody
 

in
 

this
 

experiment.
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

assays
 

confirmed
 

the
 

successful
 

expression
 

of
 

the
 

S1
 

protein
 

by
 

the
 

recombinant
 

virus.
 

Immunization
 

of
 

chicken
 

muscles
 

with
 

a
 

titer
 

of
 

106
 

TCID50/mL
 

resulted
 

in
 

detectable
 

S1
 

antibodies
 

from
 

7
 

to
 

21
 

days,with
 

antibody
 

concentrations
 

displaying
 

an
 

upward
 

trend. Conclusion The
 

constructed
 

S1-CMV-pAd
 

recombinant
 

adenovirus
 

serves
 

as
 

a
 

foundation
 

for
 

future
 

immunoprotection
 

experiments
 

and
 

the
 

development
 

of
 

IBV-Adv
 

vaccines.
【Keywords】 infectious

 

bronchitis
 

virus;S1;adenovirus
 

vector;recombinant
 

virus
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  传 染 性 支 气 管 炎 病 毒 (Infectious
 

bronchitis
 

virus,IBV)是目前我国禽类疾病的重要病原[1]。IBV
和其他病毒的单独、混合或同时感染,或者引发的继发

感染,对家禽的健康和养殖场的经济收益产生巨大影

响。IBV属于冠状病毒科γ冠状病毒属的一个代表

种,病毒粒直径在90~200
 

nm之间[2]。是有囊膜的

单股、非节段的线性RNA病毒,基因组全长约27.6
 

kb[3]。其基因组结构从5'到3'分别为 UTR-ORF1a/

b-S-3a-3b-E-M-4b-4c-5a-5b-N-6b-UTR[4],约 三 分 之

二的基因组被由 ORF1a和 ORF1b组成的两个大型

开放阅读框(Open
 

Reading
 

Frame,ORF)占据,它们

是编码病毒RNA依赖性RNA聚合酶的组成部分[5]。
剩下的基因组编码4种结构蛋白(S、M、E、N)[6]和4
种非结构蛋白[7]。其中Spike(S)蛋白是高度糖基化

的跨膜蛋白,以三聚体结构形成棒状或花瓣状的尖突;
其糖基化前分子质量128~160

 

ku,但糖基化单体为

150~200
 

ku[8]。S蛋白负责病毒吸附于细胞上,其因

暴露于核内体中的酸性pH触发构象变化,导致病毒

包膜 与 细 胞 膜 融 合[9]。S 蛋 白 在 裂 解 序 列 (如

RRFRR)中会裂解形成S1亚基和S2亚基[4]。其中

S1位于S蛋白的N端,其包含病毒中和抗原表位,并
携带血清型特异性决定因子[10],与病毒的抗原性或致

病性的息息相关[11]。S2蛋白则主要负责病毒与细胞

膜融合[2],其与S1相互作用可能决定病毒附着的亲和

性和特异性[9],从而决定了病毒宿主的范围[12]。因

此,S1基因的变异对于IBV新基因型和血清型的出现

至关重要。根据对S1序列的发育分析,将已知的IBV
毒株分为7个基因型和36个系,大量的血清型和基因

型对IBV预防造成挑战[13]。
针对传染性支气管炎病毒,疫苗免疫是最主要的

防控方式。传统疫苗主要包括灭活疫苗和减毒的活疫

苗两种,但是IB具有多种血清型,传统疫苗的保护效

力十分有限,而且传统疫苗病毒株稳定性差,更有甚者

会出现毒力返强的现象。因此,针对目前IBV的流行

及疫苗免疫现状,迫切需要发展下一代疫苗。腺病毒

(Adenovirus,Adv)是目前已知的体内基因传递的宝

贵工具,极大地影响了Adv载体在疫苗开发和基因治

疗中的作用[14]。而在Adv载体疫苗应用中以Ad5载

体最为广泛,其工作原理是编码抗原的DNA序列在

Adv载体驱动表达,免疫宿主后编码相关抗原的蛋白

质,并在相关细胞内表达。这引起了CD8+
 

T细胞的

反应,以及针对编码的转基因抗原的体 液 免 疫 反

应[15]。Adv载体具有的低致病性、高滴度、体内转导

基因及不整合到宿主细胞基因组等众多特点,是其能

成为目前应用最为广泛的病毒载体之一的其中几个优

势[16]。总的来说,腺病毒载体疫苗拥有更巨大的开发

潜力,为新型疫苗的开发提供平台。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒、菌株及细胞 IBV(ZH01)S1基因质粒

(pMD18T-IBV-S1)由本实验室保存。感受态细胞E.
 

coli
 

XL10、E.
 

coli
 

Top
 

10由本实验室保存;pShuttle-
CMV-N-DsRed穿梭载体、含pAdEasy-1质粒的 E.

 

coli
 

BJ5183菌种及Stbl3感受态细胞购于碧云天有限

公司。HEK-293细胞由本实验室保存。

1.2 主要试剂 氨苄青霉素(AMP+)、卡那霉素

(KAN+)、PVDF转印膜、IBV-S1兔多克隆抗体由实

验室保存;Pac
 

Ⅰ和 Pme
 

Ⅰ限制性内切酶,购买于

NEB公司;高保真酶,DNA及质粒纯化试剂购于自赛

默飞世尔科技公司;DNA
 

markerDL5000/10000购自

艾科瑞生物工程有限公司;蛋白分子质量标准购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司,SDS-PAGE蛋白上

样缓冲液(5×)及HRP
 

标记山羊抗兔IgG(H+L)购
自上海碧云天生物技术有限公司。

1.3 实验动物 7周龄雏鸡由本校覃丽梅老师惠赠。

2 方法

2.1 定点突变 Pac
 

I是Adv载体构建中需要使用

的线 性 化 酶。根 据 S1 基 因 进 行 酶 切 位 点 分 析

(https://www.genscript.com/tools/restriction-
enzyme-map-analysis),pMD18T-IBV-S1存在 Pac

 

I
酶切位点,设计突变引物将S1第819个碱基由T突

变为C,由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。
上游引物5'-CTCTGGCGTTAATCAATTTTACTT

 

TTAC-3';下 游 引 物 5'-GTAAAAGTAAAATTG
 

ATTAACGCCAGAG-3';采用上海碧云天生物技术

有限公司定点突变试剂盒进行同义突变,50
 

μL体系:
待突变模板质粒1

 

μL;10×BeyoFusion
TM

 

Buffer
 

1
 

μL;上 下 游 引 物 各 1
 

μL;dNTPmix
 

5
 

μL;

BeyoFusionTM
 

DNA
 

Polymerase
 

1
 

μL,其余用 Ultra
 

Pure
 

Water补足。在PCR产物中加入1
 

μL
 

Dpn
 

I,
混匀后37

 

℃孵育1
 

h后,将点突变产物转化XL10感

受态细胞,涂布在 Amp抗性的LB琼脂平板上,12
 

h
后挑取单个菌落鉴定筛选,并提取质粒和送测。

2.2 S1穿梭载体构建及腺病毒载体同源重组 将突

变后的S1连接于pShuttle-CMV-N-DsRed载体,构建

S1-CMV穿梭载体。并转化Top
 

10感受态细胞,挑取

单个菌落进行培养后,进行菌液PCR筛选阳性菌,提
取质粒。使用 Pme

 

I酶单酶切S1-CMV 穿梭载体。
于37

 

℃水浴酶切8
 

h进行线性化处理,后根据碧云天

的BeyoAP
 

Alkaline
 

Phosphatase方案,37
 

℃水浴30
 

min进行去磷酸化处理。酶切产物进行DNA回收。
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将线性化的质粒转化pAdEasy-1/BJ5183感受态细

胞,均匀涂于含Kan
 

(100
 

μg/mL)的LB琼脂平板,37
 

℃培养20
 

h(培养过夜长出的单克隆可能会大小不

一,正常大小的菌落有可能是没有酶切完全的穿梭质

粒,而重组的腺病毒质粒因为质粒大生长速度慢,所长

出的克隆会比较小)。挑选较小的克隆抽提质粒,并送

测序验证,将测序正确的质粒命名为S1-CMV-pAd。
由于在BJ5183感受态细胞中的质粒提取率较低,因此

将测序正确的S1-CMV-pAd质粒转化重组酶缺陷型

菌株Stbl3感受态细胞,挑取单克隆于含Kan(100
 

μg/

mL)的LB液体培养基中培养,后提取重组Adv表达

质粒,再用Pac
 

I大量酶切重组质粒,并纯化酶切线性

化产物。

2.3 HEK293细胞包装质粒及验证 按照每孔4×
105 个 HEK293细胞接种 于6孔 板,利 用 Thermo

 

Fisher
 

Scientific
 

LipofectamineTM3000转染试剂进

行转染。待大部分细胞皱缩脱落,于-80
 

℃和37
 

℃
反复冻融,收集上清液即为第一代病毒原液(P0),于

-80
 

℃保存。将收集的第一代病毒原液加入细胞量

约为80%~90%的293细胞,并在含5%
 

CO2 细胞培

养箱中37
 

℃扩增病毒。直至细胞出现细胞病变效应

(Cytopathic
 

Effect,CPE),分别收集细胞及上清,并反

复冻融,离心收集病毒。连续进行传代三次,至病毒稳

定,第四代开始进行重组Adv的大量扩增,收集病毒

将扩增的病毒分装于-80
 

℃保存。根据细胞荧光表

达结 果,用 Karber法 计 算 病 毒 的 TCID50。利 用

Western
 

blot和IFA免疫荧光验证重组腺病毒。

2.4 重组Adv鸡免疫及抗体检测 设计3个重复实

验组及空白组,实验组及空白组分笼饲养。实验组重

组Adv以106
 

TCID50/mL的滴度免疫50日龄雏鸡,
经肌肉注射1.5

 

mL/只。空白对照组仅免疫1.5
 

mL
 

DMEM。免疫后的0、7、14及21
 

d从翅下静脉采血,
并分离血清。使用实验室制备的IBV-S1蛋白为抗

原,进行ELISA试验测定免疫后S1抗体滴度变化。

结 果

1 点突变实验

Pac
 

I限制性内切酶为Adv表达系统中特殊的线

性化酶,对S1基因进行酶切位点分析,发现S1序列中

存在的Pac
 

I酶切位点。因此,对S1进行同义突变,
以消除S1基因的Pac

 

I酶切位点。测序结果显示,成
功构建点突变质粒。

2 S1基因的扩增

以上述点突变质粒模板扩增S1基因,具有1
 

700
 

bp左右的目的带(图1),结果符合预期。

M DNA标准DL
 

5000 1 S1 2 阴性对照
图

 

1 S1基因扩增

M DNA
 

Marker
 

DL
 

5000 1 S1 2 Negative
 

control
Fig.1 Amplification

 

of
 

the
 

S1
 

gene

3 S1-CMV的构建

回收将上述扩增的S1目的片段,并对S1片段进

行双酶切处理,而pShuttle-CMV-N-DsRed穿梭质粒

进行BamH
 

I单酶切,成功切出目的带(图2)。回收

正确的酶切片段,使用T4连接酶分别将S1基因连接

至pShuttle-CMV-N-DsRed载体,进行转化并抽提质

粒。S1-CMV 穿 梭 质 粒 经 Pme
 

I单 酶 切 鉴 定,在

9
 

000
 

bp左右有目的条带,结果符合预期(图3)。

  M DNA标准 DL
 

5000 2 S1
 

BamH
 

I和SalⅠ双酶切 3 
pShuttle-CMV-N-DsRed空载 BamH

 

I单酶切 M1 DNA 标准 DL
 

10000
图

 

2 BamH
 

I
 

and
 

Sal
 

Ⅰ的酶切处理

M DNA
 

Marker
 

DL
 

5000 2 S1
 

BamH
 

I和 Sal
 

ⅠDouble
 

enzyme
 

digestion 3 Single
 

enzyme
 

digestion
 

of
 

pShuttle-CMV-N-
DsRed

 

empty
 

BamH
 

I M1 DNA
 

Marker
 

DL
 

10000
Fig.2 Enzyme

 

digestion
 

of
 

BamH
 

I
 

and
 

Sal
 

Ⅰ

4 S1重组腺病毒载体构建

将 经 过 线 性 化 处 理 的 S1-CMV 转 化 至 含

pAdEasy-1载体的BJ5183感受态细胞中进行重组,由
于重组Adv表达载体基因全长约为35

 

kb,生长速度

较慢,因此挑取小菌落进行验证。抽提表达质粒,通过

Pac
 

I酶切鉴定,S1重组质粒样品有30
 

kb及3
 

000
 

bp的目的带(图4)。经测序证实已经成功构建S1的

Adv表达载体。重组Adv质粒分别命名为S1-CMV-
pAd。
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M1 DNA标准DL
 

10000 1 S1-CMV
图

 

3 Pme
 

I酶切

M1 DNA
 

Marker
 

DL
 

10000 1 S1-CMV
Fig.3 Enzyme

 

digestion
 

of
 

Pme
 

I

M DNA标准DL
 

10000 1 S1-CMV-pAd
图

 

4 串联载体Pac
 

I酶切鉴定

M DNA
 

Marker
 

DL
 

10000 1 S1-CMV-pAd
Fig.4 The

 

tandem
 

vector
 

was
 

identified
 

by
 

Pac
 

I
 

digestion

5 S1重组重组腺病毒载体表达

S1-CMV-pAd通过转染试剂转染至293进行表

达,48
 

h后倒置荧光显微镜拍摄结果显示成功表达红

色荧光,如(图5)所示。并且,随着时间的增加细胞感

染增加,在第7
 

d可观察到“彗星云”现象。收集一代

病毒,连续传代至病毒稳定。S1-CMV-pAd(293)重组

病毒传至第四代能稳定复制,并且第四代滴度为106
 

TCID50/mL。

图
 

5 S1-CMV-pAd转染结果

Fig.5 Results
 

of
 

S1-CMV-pAd
 

transfection

6 S1重组重组腺病毒蛋白验证

使用实验室保存的pET32a-S1(RBD)兔多克隆抗

体为一抗,对 S1-CMV-pAd(293)表 达 的 蛋 白 进 行

Western
 

blot验证,结果显示出约75
 

ku目的条带(图

6)。通过IFA鉴定重组Adv感染 HEK293细胞的蛋

白表达,重组S1-CMV-pAd(293)可检测出红色荧光

及绿色荧光(图7)。

M 蛋白 Marker 1 S1-CMV-pAd表达的蛋白
图

 

6 重组腺病毒的 Western
 

Blot验证

M Protein
 

Marker 1 S1-CMV-pAd
 

protein
Fig.6 Western

 

blot
 

validation
 

of
 

recombinant
 

adenovirus
and

 

RBD
 

protein

图
 

7 重组腺病毒的IFA鉴定

Fig.7 Identification
 

of
 

recombinant
 

adenovirus
 

by
 

IFA

7 重组腺病毒雏鸡免疫及抗体检测

使用本实验室保存的S1原核蛋白为抗原,检测免

疫后0、7、14及21
 

d的小鸡血清S1抗体水平情况。
在免疫7

 

d后S1-CMV-pAd(293)免疫组的S1抗体开

始上升,并在14
 

d和21
 

d后S1抗体仍呈上升状态,而
对照组(DMEM)检测S1抗体水平持续平稳(图8)。

图
 

8 免疫后S1抗体增长曲线

Fig.8 Growth
 

curve
 

of
 

S1
 

antibody
 

after
 

immunization

讨 论

IBV是危害家禽产业健康发展的重要病原之一。
其通过不断突变、重组,血清型、基因型也越来越复

杂[17],但是目前的疫苗免疫针对不同血清型或基因型

的交叉保护作用有限。通过反向遗传技术等方式对疫

苗株进行修改将有助于减少毒力返强现象[18]。Ad5
最早于1953年在表现急性呼吸道症状人的腺样体中

分离出[19],后来被鉴定为人 Ad5型(HAd5),而现在
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Adv基因型有100多种。与其他载体系统相比,Adv
具有较明显的优势。它们可以更容易地繁殖到高滴度

和大量纯化,并支持外源基因的高水平表达。Adv载

体接种后先天免疫的激活导致抗原特异性体液和细胞

介导的免疫应答[20]。且已有研究表明重组腺病毒可

用于表达不同的蛋白[21]。Adv系统的这些优点对于

有效的疫苗保护至关重要。基于 Ad5载体为体外基

因转导、重组疫苗和基因治疗等领域提供有力的平台。
本研究基于Ad5载体构建IBV

 

S1蛋白的重组腺

病毒。通过对S1基因进行同义突变,消除基因中的

Pac
 

I酶切位点,即改变核苷酸位点而保留原始的氨基

酸特性,测序结果显示成功突变。将S1基因克隆至

pShuttle-CMV-N-DsRed载体构建穿梭质粒,经Pac
 

I
酶切处理后,转染至 HEK293细胞,包装成可表达S1
蛋白的重组腺病毒。由于pShuttle-CMV-N-DsRed载

体可表达红色荧光蛋白,S1-CMV-pAd重组腺病毒在

转染后的2~7
 

d内均可检测到红色荧光蛋白表达,并
且随着时间的增加荧光表达效果逐渐增强,并可稳定

传至四代,第四代测得病毒滴度为106
 

TCID50/mL。
经自制的兔抗S1抗体进行IFA和 Western

 

blot重复

验证,证实S1-CMV-pAd能够介导真核细胞表达IBV
 

S1蛋白,且以复制缺陷型 Ad5型腺病毒为载体表达

的IBV
 

S1蛋白可被兔抗IBV
 

S1阳性血清特异结合,
这一结果与国内一些同类的研究相似[22-23]。说明S1-
CMV-pAd在HEK293细胞中表达的S1蛋白与天然

的S1蛋白具有相似的免疫原性,为进一步研究该重组

腺病毒在鸡体内的免疫学特性提供研究思路。以106
 

TCID50/mL滴度肌肉免疫雏鸡,7
 

d后可以检测到S1
抗体,至21

 

d抗体仍呈增长趋势。说明本研究构建的

重组腺病毒S1-CMV-pAd可以诱导雏鸡产生特异性

的IBV抗体,为重组腺病毒载体疫苗构建提供基础。
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