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禽腺病毒 QU 株一个复制非必需区的鉴定 
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摘  要: 禽腺病毒 QU 弱毒株属于鸭腺病毒 1 型病毒, 可作为潜在的重组疫苗载体。为确定 QU 株的复制非必需区, 参

照鸭腺病毒 1 型病毒基因组右侧 E4 区附近序列设计引物, 扩增 QU 株基因组的一段 3.4 kb 片段, 插入来自 pEGFP-C1
质粒的增强型绿色荧光蛋白(EGFP)基因表达盒片段, 构建了含 EGFP 基因的重组质粒 pADGFP。采用脂质体介导法, 将
重组质粒 pADGFP 与 QU 株共转染 CEF 细胞, 用 96 孔板稀释法筛选纯化表达绿色荧光蛋白的重组 QU 病毒株 rQUGFP。
该重组毒的生长曲线与亲本毒一致, 连续传代后病毒滴度稳定。结果表明, QU 株基因组右侧 E4 区附近一段包括 ORF1、
ORF8 和 ORF9 三个开放阅读框的区域为病毒的复制非必需区, 且插入的 EGFP 基因可以稳定表达。为进一步以禽腺病

毒 QU 株为载体构建重组疫苗的研究打下基础。 
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Abstract: The avirulent QU strain of fowl adenovirus, a member of duck adenovirus type 1, could be a potential vector in 
recombinant vaccine development. To identify a non-essential region for replication of QU virus, a 3.4 kb fragment near the E4 
region of QU virus genome was amplified by PCR to construct a plasmid pADGFP, in which ORF1, ORF8 and ORF9 was replaced 
with a system expressing enhanced green fluorescence protein. Further, a recombinant virus rQUGFP was constructed by 
homologous recombination after pADGFP and QU virus were co-transfected into chick embryo fibroblast. The one step growth curve 
of the rQUGFP was found to be identical with that of parent QU virus and the TCID50 titers of different generation recombinants 
maintained stable. These findings suggest that the region including ORF1, ORF8 and ORF9 of QU virus genome is dispensable for 
virus replication, and the foreign gene inserted into virus genome can be efficiently and stably expressed. The work lays the 
foundation for further studies of developing this virus as a vector of recombinant vaccine. 

Keywords: fowl adenovirus, duck adenovirus type 1, non-essential region for replication, enhanced green fluorescence protein, 
recombinant virus 



1264    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 July 25, 2008  Vol.24  No.7 

  

Journals.im.ac.cn 

禽腺病毒(Fowl adenovirus, FAdv)作为一种新型

的基因转移载体, 具有感染细胞谱广、不整合到染

色体、可刺激机体产生强烈的粘膜免疫等优点, 在

构建重组疫苗方面具有广阔的应用前景。以禽腺病

毒 I 群(CELO)病毒作为载体已成功构建了 IBDV 

VP2、IBV-S1 等重组体[1−3]。但是 I 群禽腺病毒在细

胞培养及生产工艺上存在一些困难, 而且多数商业

鸡群都存在 CELO 病毒隐性感染, 以此构建的病毒

载体疫苗的免疫效力会受到一些干扰。鸭腺病毒 1

型(Duck adenovirus type 1, DAV1)病毒是包含产蛋

下降综合症病毒(Egg drop syndrome virus, EDSV)或

类似 EDSV 的一种无囊膜的双股 DNA 禽腺病毒, 属

于腺胸腺病毒属(Atadenovirus)[4], 与 I 群禽腺病毒

存在很小的共同抗原。以其作为载体构建重组病毒

可以避免上述缺点。目前以 AV127 株为代表的

EDSV 的基因组全序列及其转录物组成已确定 [5], 

但其复制非必需区仍不清楚, 严重阻碍了将其作为

病毒载体的应用。我们推测其基因组右侧 E4 区附近

的 几 个 小 的 开 放 阅 读 框 (Open reading frame, 

ORF)ORF1、ORF 8 和 ORF 9 可能不影响病毒复制。

为确定该区域是否为病毒复制非必需区, 我们构建

了 表 达 增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 (Enhanced green 

fluorescent protein, EGFP)的重组禽腺病毒, 为完全

复制型禽腺病毒载体的构建创造条件。 

1  材料与方法 

1.1  病毒、细胞和质粒 
禽腺病毒 QU 弱毒株来源于鹌鹑, 质粒 pEGFP- 

C1、宿主菌 DH5α由山东省农业科学院家禽研究所

禽病诊断与免疫省级重点实验室保存; SPF 鸡胚成

纤维细胞(CEF)按常规制备; pMD18-T vector 购自宝

生物工程(大连)有限公司。 

1.2  工具酶与试剂 
限制性内切酶 , T4 DNA Polyermase, T4 DNA 

Ligase, 牛 小 肠 碱 性 磷 酸 酶 (CIAP), dNTP 和

ExTaqTM 均购自宝生物工程(大连)有限公司 ; 质粒

小提试剂盒和 UniQ-10 柱式胶回收试剂盒购自生

工生物工程(上海)有限公司 ; LipofectamineTM 2000

脂质体购自 Invitrogen 公司 ; DMEM 培养基购    

自 GIBICO BRL 公司 ; 胰酶购自美国 SIGMA 公

司。  

1.3  重组臂的扩增、克隆及序列测定 
根据 GenBank 中发表的 DAV1 基因组右侧序列

设计一对引物, 上游引物 L 为 5'-GCAAAGAGCTCT 

TTTAATTGTGAGT-3', 下游引物 R 为 5'-GTGCGG 

ATCCAGGCATTCGTATTT-3'。参照文献[6]方法从收

集的 QU 株接种鸭胚尿囊液中提取病毒 DNA, 以其

为模板, 用引物 L 和 R 进行 PCR 扩增。将 PCR 产

物用试剂盒纯化并连接到 pMD18-T 载体中, 转化

DH5α感受态细胞。通过 PCR鉴定, 筛选出阳性质粒, 

命名为 pAD20 并测序分析。 

1.4  质粒 pADGFP 的构建 
用 MluⅠ和 AseⅠ对 pEGFP-C1 双酶切, 凝胶 

电泳回收含有 GFP 表达盒的目的片段 , 补平 ; 用 

BglⅡ和 SnaBⅠ对 pAD20 双酶切, 回收大片段, 补

平并去磷酸化; 将含有 GFP 表达盒的目的片段克隆

到 pAD20 载体中, 通过 PCR 鉴定, 筛选出阳性重组

质粒, 命名为 pADGFP(图 1)。 

 
图 1  重组质粒 pADGFP 的构建 

Fig. 1  Construction of plasmid pADGFP 
 

1.5  细胞转染 
在 CEF 单层上按 0.1 TCID50 的 MOI(Multiplicity 

of infection, 感染复数)量接种 QU 株鸭胚尿囊液, 

37oC 吸附 1 h。再按脂质体(LipofectamineTM 2000)

使用说明书的方法用 pADGFP 转染 CEF。 

1.6  重组病毒的筛选纯化 
转染后 12 h, 开始观察荧光的出现情况。转染

后第 4 天, 收集 24 孔板中有细胞病变的 CEF, 接种

到新的 96 孔板 CEF 上。将出现强烈绿色荧光的孔

的细胞取出, 5 倍梯度稀释后接种到新的 96 孔板
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CEF 上, 如此重复 6 个循环。 

1.7  重组病毒一步生长曲线的测定 
参照文献[7]方法稍加改进, 将第 5 代次重组病

毒和亲本毒各接种 24 孔板 CEF(104 TCID50/孔), 分

别在接种后 1、4、8、12、24、36、48、60、72、

84、96、120 和 144 h 时, 将细胞吹打下来, 分别用

CEF 进行病毒滴定。 

1.8  重组病毒的遗传稳定性 
将纯化的重组病毒以 1:100 稀释, 在 CEF 上连

续传 12 代, 观察荧光信号并测定病毒滴度。 

2  结果 

2.1  重组臂基因的扩增、克隆及测序 
PCR 扩 增 的 片 段 大 小 为 3.4 kb, 克 隆 入

pMD18-T 载体得到重组质粒 pAD20(图 2), 测序分

析结果表明它与 DAV1 病毒的同源性极高 , 包含

ORF1、ORF8 和 ORF9 等完整 ORFs(这段碱基序列

的 GenBank 登陆号为 EU 247929)。 

 

图 2  重组臂基因的扩增 
Fig. 2  Amplification of recombinant arm gene 

M: DL15000; 1: amplicon (3.4 kb); 2: identification of pAD20 by 
PCR; 3: pAD20 (6.1 kb) 

 

2.2  质粒 pADGFP 的 PCR 鉴定 
用引物 L/R 分别 PCR 扩增 pADGFP 和 pAD20, 

得到大小为 3.8 kb 和 3.4 kb 的片段, 与预期大小一

致, 表明质粒 pADGFP 构建正确(图 3)。 

 

图 3  质粒 pADGFP 的 PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of pADGFP by PCR 

M: DL-15000; 1: pAD20 by PCR (3.4 kb); 2: pADGFP by PCR (3.8 
kb); 3: pAD20; 4: pADGFP 

2.3  重组病毒的构建 
用质粒 pADGFP 和 QU 株病毒共转染 CEF 细

胞 48 h 后, 转染细胞中出现许多荧光强度深浅不一

的梭形细胞(图 4)。质粒 pADGFP 和 QU 株病毒同

源重组产生重组病毒, 将筛选纯化的重组病毒命名

为 rQUGFP。 

 

图 4  rQUGFP 在 CEF 上表达 GFP 的情况 
Fig. 4  GFP expressed by rQUGFP virus in chicken embryo 

fibroblast cell(48 h) 
A: CEF infected with rQUGFP virus observed with fluorescent 

microscope; B: the same field with A under white light; C and D 
were cells observed with optical microscope. C: CEF infected with 

parent QU virus; D: normal CEF 
 

2.4  重组病毒的一步生长曲线 
结果显示, 第 5 代次重组病毒与亲本毒的生长

曲线一致, 病毒经过 12 h 的隐蔽期开始复制, 96 h时

病毒增殖量达到高峰(图 5)。 

 

图 5  rQUGFP 的一步生长曲线 
Fig. 5  One step growth curve of recombinant virus 

rQUGFP in chicken embryo fibroblast 
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2.5  重组病毒的遗传稳定性 
重组病毒在 CEF 上连续传 12 代后, GFP 基因仍

然得到表达, 病毒滴度亦未发生变化(表 1)。 

表 1  不同代次重组病毒的 TCID50 测定 
Table 1  Titration of TCID50 of different generation 

recombinant virus 

lg(TCID50)/0.1 mL 
Strain 

F1 F5 F8 F12 

rQUGFP 4.7 4.8 4.8 4.9 

QU 4.9 4.8 4.88 4.9 
 

3  讨论 

以腺病毒为载体的基因工程疫苗是近年来的研

究热点, 应用腺病毒作为载体已经成功地表达了多

种病毒蛋白。DAV1 病毒宿主范围广泛, 毒株间毒力

差异大 , 许多毒株对鸡和水禽都不致病 , 且可在机

体内长期增殖, 是理想的重组疫苗载体。以 DAV1

病毒构建载体时必须首先确定病毒的复制非必需区, 

但是目前对其复制非必需区的了解不多, 外源基因

的插入位点及插入容量都不清楚。因此, 本研究将

DAV1 QU 株病毒基因组右侧 E4 区附近的一段包括

ORF1、ORF8 和 ORF9 的碱基序列缺失, 插入 EGFP

表达盒构建了重组病毒 rQUGFP。比较 rQUGFP 与

亲本毒(QU)的感染和增殖规律, 并将 rQUGFP 在鸡

胚成纤维细胞上连续传代培养, 结果表明本研究所

选区域的缺失对病毒 QU 的复制没有影响。 

EDSV 的 E4 区下游存在 10 个 ORFs, 其中

ORF10 编码一种 34.4 kD 的蛋白质, 与人及其他腺

病毒的 E4 区 34 kD 蛋白有显著的同源性, 其余

ORFs 的功能还不清楚[5]。该区域在各种腺病毒中的

差异较大, 与病毒的降解和致病性有关[8,9]。Hess M

等通过对比 EDSV 与其他腺病毒的基因组序列发现, 

EDSV 可能是乳腺病毒和禽腺病毒的中间进化类  

型[5]。目前已知人腺病毒 2 型和 5 型的 E3、E4 区是

病毒的复制非必需区, 而且已成功的用于基因插入

或缺失[10,11]。Francois A 等也发现 CELO E4 区附近

几个未知功能的 ORFs(如 ORF1 和 ORF9)的改变不

影响病毒的复制[12]。因此可以推测 EDSV E4 区附近

的几个 ORFs 可能是病毒的复制非必需区。本研究

的结果证明这个推测是正确的。 

本研究通过同源重组将 EGFP 基因插入禽腺  

病毒基因组。EGFP 是一系列新的 GFP 突变体的一

种[13,14], 具有细胞毒性小、荧光信号可以直观的用显

微镜观察等优点,可在各种动物细胞中高效表达。这

大大方便了重组病毒的筛选和检测。此次表达 EGFP

的重组禽腺病毒的成功构建, 为以禽腺病毒构建载

体的研究创造了良好的条件。以禽腺病毒作为载体

构建的重组疫苗不仅在禽类疾病防治中应用广泛 , 

在哺乳动物的疾病控制上也有较大的应用价值。自

然条件下 , 禽腺病毒不能在人体中正常复制 , 因此

与人腺病毒相比, 在人类疾病的防治中以禽腺病毒

作载体具有更高的安全性[15]。 

禽腺病毒 QU 株是分离自鹌鹑的低毒力 DAV1

毒株, 有望成为优良的重组疫苗载体。在后续工作

中 , 将进一步研究其重组毒的生物学特性 , 寻找其

他的复制非必需区并探讨可插入外源基因的容量。 
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等, 涉及生物技术各个领域, 非常欢迎广大科研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的, 也将同时发表

在中文印刷版上。我刊将增加英文稿件的刊出量, 并邀请国外专家对录用英文稿件进行英文润色, 部分优质

稿件将参考专家意见予以优先发表。英文版不再另收版面费。 

具体做法是: 每期从中文版中精选出 5~10 篇稿件译成英文, 凡具备以下条件之一者即可入选: 1. 在理

论方面有新发现或新见解。2. 在应用方面取得新进展, 达到新水平。3. 在技术方面建立新方法或改进已有

的方法。选中后通知作者译成英文, 经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工, 再返回作者进行内容

确证。 

投稿时请注意以下事项: 1. 稿件撰写时, 应力求叙述清楚, 避免语法错误和用词不当。2. 突出创新点,

用具体材料、数据加以说明与论证。3. 加强图表注释, 使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。  

欲了解更详细的信息，请关注我们网页的更新或联络编辑部: 

电话: 010-64807509; 传真: 010-64807327  E-mail: cjb@im.ac.cn 


