
禽流感(avian influenza，AI)是由正黏病毒科、
流感病毒属、A 型流感病毒引起的禽类感染和/或
疾病综合征。1878 年首次发生于意大利，现已几

乎遍布全世界。尤其是近年暴发的 H5N1 亚型高

致病性禽流感不仅引起禽类的大面积发病、死亡，

更对人类健康构成了严重威胁。加强流行病学监

测和采取疫苗免疫是防治禽流感发生的主要措施

和关键环节。因此，特异性诊断抗原的制备和新型

疫苗的开发在禽流感的防控中就显得尤为重要。
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昆虫杆状病毒系统 (Baculovirus expression vector
system , BEVS)作为一种真核表达载体系统，具有

安全性高，对外源基因克隆容量大，重组病毒易于

筛选，具有完备的翻译后加工修饰系统和高效表

达外源基因的能力等特点 [1]，目前已成为基因工

程四大表达系统(即杆状病毒、大肠杆菌、酵母、哺

乳动物细胞表达系统)之一。现就昆虫杆状病毒系

统在禽流感病毒研究中的应用做一综述。

1 昆虫杆状病毒表达系统的优越性

与其他表达系统相比，杆状病毒表达系统具

有以下的优越性：①杆状病毒的衣壳和基因组大，
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可容纳 10 kb 左右外源 DNA，不影响复制，还可

同时进行多个外源片段的表达；②应用晚期蛋白

启动子，即使外源基因产物对细胞有毒性，也不影

响表达水平，因为在外源基因表达之前，大部分病

毒与宿主基因已被关闭，病毒已完成复制过程并

释放出大量成熟的子代病毒；③杆状病毒具有明

显的宿主界限，对脊椎动物无致病性，也不能在脊

椎动物细胞内复制表达，更不能整合，因此，重组

杆状病毒可以被认为是遗传学上最安全的表达载

体；④多角体蛋白与 p10 基因是非必需片段，启动

子均很强，既为外源性片段提供插入位点，又可高

水平表达外源基因，可称为超高效表达系统；⑤外

源基因插入多角体蛋白基因的座位引起后者的缺

失或失活，无多角体蛋白形成，失去了病毒粒子天

然保护物 - 多角体蛋白晶体，故重组病毒在自然

环境下极易失活，不会造成对人的危害和对环境

的污染，重组病毒不含包涵体，不在环境中长期存

在，所以更为安全；⑥昆虫细胞作为真核细胞能完

成外源蛋白的一系列转译后加工修饰，表达产物

的理化和生物学特性与天然产物相似；⑦产量高，

还能感染昆虫活体，高效表达。由于该表达系统具

有多项优点，目前已有病毒、细菌、真菌、动植物等

多种生物基因在昆虫细胞或幼虫体内获得高表

达。由于其可以容载大片段外源基因，可以使多个

基因共表达，因此在检测抗原、亚单位疫苗研究方

面中更具优势[2]。

2 昆虫杆状病毒表达系统的研究发展

经典的体内重组策略获得重组病毒的几率仅

为 0.1%～10%，而且需要几轮的噬斑筛选，操作

复杂耗时，且易出现假阳性，这在很大程度上制约

了该技术的大规模使用，特别在需要表达大量不

同种类的蛋白时，该技术已远远不能满足要求。
20 世纪 90 年代，开发了病毒线性化技术，即将野

生型病毒 DNA 从双链环状切开变成线性化，然后

再与重组转移质粒发生同源重组“救活”病毒。该

技术较好地降低了非重组病毒背景，提高了重组

效率[3]。但是，其阳性重组率也仅为 10%～25%。为

了进一步改进昆虫杆状病毒表达系统重组率低、
筛选困难、工作周期长等不足之处，近几年随着分

子生物学技术上的革新，重组杆状病毒的构建和

筛选也不断地进行改进和优化。目前，已建立了绿

色荧光蛋白反向筛选标记系统、非重组失活转移

载体筛选系统、外源基因直接克隆产生重组杆状

病毒系统、酵母－昆虫细胞穿梭载体筛选系统、体

外重组表达筛选系统、大肠杆菌 E.coli－昆虫细

胞的穿梭载体筛选系统 [4]和杆状病毒 - S2 系统 [5]

等。但在实际应用中大肠杆菌 E.coli－昆虫细胞

的穿梭载体筛选系统应用较为广泛，该系统是目

前 BEVS 中最为方便、快捷的系统，整个重组病毒

筛选的周期可缩短 7～10 d，且可以连续筛选。

3 昆虫杆状病毒表达系统在禽流感

病毒研究中的应用

3.1 基于病毒 HA、NA 基因的构建和表达

禽流感病毒 HA 基因编码的蛋白可刺激机体

产生中和抗体来中和病毒的感染力，抵抗感染和

疫病发生；NA 基因编码的蛋白也可诱发机体产

生相应的抗体，虽不属于中和抗体，但可抑制病毒

在体内的扩散；也就是说对机体均具有免疫保护

作用。
张晓霁 [6]等应用 Bac-to-Bsc 表达系统，在大

肠埃希氏菌内发生同源重组，通过蓝白斑筛选和

PCR 鉴定获得重组杆状病毒穿梭载体 rBacmid-
H5。rBacmid-H5 在脂质体介导下转染 sf9 昆虫细

胞，SDS-PAGE 蛋白电泳、Western blot、血凝试

验和血凝抑制试验分析表明 :分子量约 63kDa，重

组血凝素蛋白(rH5)在 sf9 昆虫细胞中实现了高效

表达。rH5 具有血凝活性，而且其血凝活性能够被

H5N1 禽流感病毒高免血清所抑制；rH5 免疫鸡诱

导产生针对 H5N1 禽流感病毒亚型特异的血凝抑

制抗体，说明表达的重组蛋白具有与天然蛋白相

似的生物活性。以杆状病毒为载体的 HA 蛋白真

核表达系统的建立为研制 H5N1 亚型特异的血清

学检测方法，抗 HA 蛋白的单因子血清以及基因

工程亚单位疫苗奠定了基础。同样顿继凤 [7]、费东

亮 [8]、温坤 [9]、詹爱军 [10]等用相似的方法，构建和表

达了 H5N1 亚型不同毒株的 HA 基因，通过各项

检测分析，HA 基因在 sf9 昆虫细胞中获得了正确

表达，表达的蛋白不仅具有亚型特异性，而且有良

好的生物反应性。
杨若松 [11]将禽流感病毒的 HA，NA 基因克隆

到转移载体 Pfastbackdual 中，然后使其转入到杆

状病毒，经卡那霉素、四环素、庆大霉素抗性及蓝

白斑筛选得到阳性克隆，转染昆虫细胞，获得一株

重组病毒。H5N1 亚型禽流感病毒 HA、NA 基因在

杆状病毒中的重组体的成功构建，为禽流感亚单

位疫苗的开发奠定了坚实的基础，为禽流感的防

治工作开阔了更新、更广的空间。
齐岩 [12]利用 pB1ueBacHis2 杆状病毒载体在
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昆虫细胞 sf9 中表达 H5 亚型禽流感病毒(AIV)的
HA1 基因。Western-blotting 证明 HA1 在昆虫细

胞中得到了表达，其产物具有抗原性；且不与 H7，

H9 AIV 的抗血清发生交叉反应，具有良好的特异

性。Dot- ELISA 结果显示，表达蛋白可以在非变性

条件下与相应抗体作用，同样具有良好的抗原性。
试验结果证明，表达的 H5 亚型 AIV 的 HA1 蛋

白，为检测禽类体内是否感染 H5 亚型 AIV 和监

测免疫禽类血清 H5 抗体水平提供了优良的检测

抗原。
李永强[13]采用昆虫细胞内同源重组的方法，将

禽 流 感 病 毒A/Goose/GuangDong/1/96 (H5N1) 的

HA基因亚克隆到杆状病毒转移载体pBlueBacHis
4.5，筛选到重组质粒命名为rpBacHisH5HA。测序

正确后，在脂质体介导下，与线性化的杆状病毒

DNA(Bac-N-BlueTM DNA)共转染 sf9 昆虫细胞，

挑取蓝色蚀斑，经 3 轮蚀斑纯化，获得数株重组杆

状 病 毒 rBacHisH5HA。提 取 重 组 病 毒 DNA 经

PCR 证明目的基因片段已插入杆状病毒基因组。
为表达、纯化 HA 蛋白及研制预防禽和人禽流感

病毒亚单位疫苗的研制奠定了基础。MENG[14]用

不同的杆状病毒转移载体，同样的实验方法，获得

了高效表达的 HA 基因蛋白，将其定量乳化后，免

疫小鼠，三免后用致死剂量的 HPAIV H5N1 攻击

小鼠，免疫组小鼠提供了 100%的保护力，而对照

组小鼠先后发病且死亡；这为研制禽流感 H5N1
亚型病毒亚单位疫苗、防制禽流感奠定了基础。
3.2 基于病毒核蛋白(NP )基因的构建和表达

核蛋白(NP)是禽流感病毒的主要蛋白成分，

具有种群和型的特异性，是流感型分类和诊断的

基础，并且较为保守，大部分突变为无义突变，基

于这一特点，使其成为流感病毒诊断用抗原的理

想靶蛋白；另外，NP 还能诱导机体的细胞免疫，产

生一定的免疫保护性，同时具有良好的种间交叉

反应性，不受 AIV 亚型的影响，这为新型、广谱禽

流感疫苗的研制指明了新的研究方向。
万春和[15]根据 GenBank 上登录的 H5N1 亚型

高致病性禽流感病毒 (HPAIV)核蛋白 (NP)基因序

列设计引物，通过 PCR 扩增出 A/Goose/HLJ/QFY/
04(H5N1)毒株的 NP 基因片段，将其克隆到 pFast－
BacGP67B 杆状病毒载体上，将筛选的阳性重组转

座载体 pFastBacGP67B-NP 转化至含有杆状病毒

穿梭载体的 DH10Bac 感受态细胞，经蓝白斑筛选

和 PCR 鉴定，构建了杆状病毒表达载体，获得了重

组转座子(rBacmid-NP)，在脂质体介导下转染对数

生长期的 sf9 昆虫细胞，获得重组杆状病毒 (rBv-
NP)。SDS-PAGE 分析、Western-blotting 检测、免

疫组化分析和 ELISA 试验结果表明，分子质量约

为 54 ku 的重组核蛋白得到了高效表达，并且具

有良好的生物学活性。NP 的真核表达为新型、广
谱流感疫苗的开发提供了一种新思路。
3.3 基于病毒基质蛋白(M 蛋白)的构建和表达

M 蛋白在各种亚型的流感病毒中均保守，且

可诱导机体产生特异性抗体，可作为构建广谱基

因疫苗的目的蛋白和流感病毒感染诊断用抗原的

理想蛋白。
王幼明 [16]从 pUCM1 质粒中亚克隆禽流感病

毒 M 基因至转移载体 pFastBac1 质粒，PCR 鉴定

后，转化 DH10Bac 感受态细胞。提取重组杆粒

rBacM，以 M13 为通用引物作 PCR 分析，证明 M
基因已转入其中。用 CellFectin 试剂包裹 rBacM
杆粒转染 sf9 细胞，96 h 收取感染细胞。细胞表达

产物裂解后作 SDS- PAGE 蛋白电泳和 Western-
blot 分析，证明 M基因在昆虫细胞中成功表达且

具有与天然 M1 蛋白相似的活性。琼脂扩散试验

结果进一步证明，重组 M1 蛋白可作为诊断抗原。
3.4 基于病毒非结构蛋白(NS 蛋白)的构建和表

达

NS1 蛋白是 AIV 的非结构蛋白之一，非结构

蛋白的出现仅仅限于病毒的感染期，可刺激动物

机体产生相应抗体，注射灭活疫苗后由于病毒不

复制，不会产生针对 NS1 蛋白的抗体，因而利用

NS1 蛋白作为诊断试剂可鉴别鸡群 AIV 自然感

染或灭活疫苗免疫[17]。
刘春国 [18]将 H5N1 亚型禽流感病毒(AIV)NS1

基因插入到杆状病毒转移载体 pFastBac1 中，获得

重 组 转 移 载 体 pFastBac1 -NS1。将 pFastBac1 -
NS1 转化到 DH10Bac 感受态细胞中，筛选到重组

转座子 rBacmid-NS1。在脂质体转染试剂介导下

将 rBacmid-NS1 转染对数生长期的 Sf9 昆虫细胞

获得重组杆状病毒 rBV-NS1。rBV-NS1 感染 sf9
细胞后，通过 SDS-PAGE、Western blot 和 ELISA
分析表明: 获得了分子量为 26kDa 的特异性 NS1
蛋白；并且该蛋白可与 H5N1 AIV 攻毒鸭的血清

发生特异性免疫反应，而不能与 H5N1AIV 灭活

疫苗免疫鸭的血清发生反应。试验结果表明:NS1
在 sf9 昆虫细胞中获得了高效表达，具有与天然

蛋白相似的免疫活性，并可以作为区分免疫及自

然感染个体的鉴别诊断抗原，为建立禽流感病毒

自然感染家禽与禽流感灭活疫苗免疫家禽的鉴别
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诊断方法奠定了基础。刘波[19]分别构建了大肠杆

菌表达载体 pET- NS1 和昆虫杆状病毒转移载体

pFast- NS1，将 H5N1 亚型禽流感病毒 NS1 基因

分别在大肠杆菌和昆虫细胞中进行表达，NS1 基

因在大肠杆菌和昆虫细胞中得到成功表达，为获

得大量 NS1 蛋白进行功能研究及抗体制备奠定

了基础。詹爱军[20]用相似的方法，获得重组穿梭载

体 Bacmid- H5NS1，然后将其转染昆虫细胞 High
Five 中，试验结果表明，NS1 基因在 High Five 细

胞中得到了表达，而且表达的产物具有特异免疫

学反应性。

4 结 语

当前，对于禽流感的防控，我国主要采取预防

为主，免疫与扑杀相结合的综合防控措施，并取得

显著成效。应用型特异性禽流感疫苗免疫是预防

和控制禽流感的主要措施、关键环节和最后防线。
因此，禽流感的实时监测、快速诊断和新型疫苗的

开发是目前研究的重点。
昆虫杆状病毒表达系统由于具有宿主范围

广、表达量高、后加工修饰系统完备、使用安全等

优点被人们广泛应用。尤其是其表达产物接近天

然产物且可同时进行多基因表达，这为诊断抗原

的制备，亚单位疫苗的研制奠定了良好的基础，使

得禽流感检测中型的区分、亚型的区分、疫苗免疫

与野毒感染的区分、诊断的特异性和疫苗的保护

性、抗原使用的生物安全性均有所提高。目前该表

达系统不仅在高致病性禽流感 H5、H7 亚型研究

中广泛开展，而且在低致病性禽流感 H9 亚型中、
猪流感病毒 H1 亚型中也广泛应用，流感病毒的

多个基因蛋白被表达，为流感的诊断和疫苗开发

奠定了一定基础。但是，该表达系统通常使用晚期

启动子，重组杆状病毒外源蛋白表达受病毒晚期

启动子的控制，表达效率很高，但也会带来一些问

题，例如当蛋白产量出现峰值时，细胞却由于病毒

感染而即将死亡。另一方面，杆状病毒的基因组

学，特别是功能基因组学的研究还相对薄弱，有关

病毒晚期基因的高表达和调控机制等仍不明了。
再者表达产物的纯化和多元表达等方面的技术还

不够理想等，这些都是今后需要进一步研究所要

解决的问题。
因此，目前一方面应重点加强杆状病毒的基

因组学，特别是功能基因组学的深入研究，一是有

助于杆状病毒载体的进一步改良，王煌 [21]研究表

明，对虾白斑综合症病毒(WSSV)的极早期基因 iel

启动子在昆虫细胞中显示出很强的启动子活性，

能够控制报告基因早期高效表达。这对于重组杆

状病毒外源基因的早期表达及开发基于重组杆状

病毒的哺乳动物细胞转移载体是十分有价值的，

可用于构建高效基因转移载体以及非复制型载体

疫苗和亚单位疫苗的研究；二是随着一些调节外

源蛋白表达的基因结构和功能的深入了解，通过

不断改进使外源基因得到有效调控和高效表达。
另一方面，应加强对昆虫细胞系的研究，不断改造

昆虫细胞系、改进昆虫细胞培养技术，最终使外源

基因高效表达且更加接近天然产物。相信随着生

物技术的不断进步，昆虫杆状病毒表达系统的研

究必将更加深入、完善，其在禽流感疫病诊断和疫

苗研制中必将发挥越来越重要的作用，从而为我

国禽流感快速、有效的防控奠定基础。
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（上接第 37 页）对绵羊也有致病性，呈地方性流行。
主要经呼吸道传染。感染率高，可达 60％至更高。
潜伏期为 18～20 d。主要表现高烧、咳嗽、呼吸困

难、流鼻汁。叩诊时肺部有浊音和实音区，听诊时

支气管有摩擦音，按压胸部有疼感。有的发生腹

泻，口腔黏膜溃疡、唇、乳房有血疹，孕羊流产。病

程稍长，造成羊生长缓慢。主要病变在肺和胸膜，

呈纤维素性胸膜肺炎。胸腔积液有絮状纤维素。胸

膜增厚而粗糙，也有黄白色纤维素沉着，病程长

的，肺和胸膜粘连。
防治措施：坚持自繁自养，不从疫区购羊，必

须购入时，要严格检疫、隔离观察。淘汰病羊。
①泰乐菌素：用量成年羊 1 次 10 mL，肌肉注

射。

②替米考星：本药为泰乐菌素半合成的大环

内酯类抗生素，可用于山羊、绵羊支原体感染的治

疗。用量是 10 mg/kg 体重，皮下注射。
③氟苯尼考：用量成年羊 1 次 l0 mL，肌肉注

射。泰乐菌素与本药连用，上午用泰乐菌素，下午

用本药，治疗山羊支原体肺炎，治愈率达 90％以

上。
④恩诺沙星：用量 10～12 mg/kg 体重，混于

病羊日粮中饲喂。
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短山羊黄体期，达到羊群同期发情的目的。但是，

阴道栓(CIDR)对乏情期的山羊或存在持久黄体的

山羊作用有限，PMSG 却可以诱导乏情期的山羊

发情，PGF2a 可以溶掉有效黄体和持久黄体。因

此，根据羊群、季节、试验要求等因素综合考虑，阴

道栓(CIDR)、PMSG(FSH)和 PGF2a 的组合使用可

以收到很好的同期发情效果。另外，做好羊群发情

记录，选择有效黄体期羊只做一次 PGF2a 注射或

全群两次 PGF2a 注射，以克服黄体不应期。对于

PMSG 的 大剂量使用 要 给 予 特 别 注 意 ， 大 剂 量

PMSG 会造成黄体和卵泡共存，受体移植受胎率

降低，严重的会造成卵巢囊肿，可以考虑配合使用

LH、HCG、LHRH，以提高同期发情羊的排卵率、
黄体合格率和移植妊娠率。
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