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以免疫球蛋白为载体的抗!型口蹄疫病毒基因工程疫苗的构建

赵 凯 陈光辉 张震宇 严维耀 郑兆鑫"

（复旦大学生命科学院遗传工程国家重点实验室，上海 #$$044）

摘 要 以自体免疫球蛋白作为外源抗原的载体来研制疫苗是一条研制安全、高效疫苗的新途径。将猪6789链

基因中的:;<4区缺失，剩余的两个片段分别连接到=>’?+@A.B=C!DE（F）和=>’?+@A.B=C!ED（F）上，其中一片段

再与编码GH;%%I!两个拷贝的!0!"!"$位氨基酸残基和一个拷贝的#$$"#!4位氨基酸残基构成的串联片段

#$JJ"!0JJ"#$JJ的核苷酸片段相连。然后将它们切下与质粒表达载体=KL#2-相连，构建出融合表达质粒

=KL#2-/G9，经限制酶酶解及;)J序列分析证明该融合基因各连接点及读框正确。转入大肠杆菌>M#!（;K4）=’N@D
表达出一分子量为"0O;的蛋白质。经KM6DJ检验证明，大肠杆菌细胞中表达的融合蛋白有P型GH;%抗原活

性。将该融合蛋白肌肉注射免疫豚鼠和猪，攻毒实验表明，疫苗=KL#2-/G9对豚鼠产生了保护作用，保护率为""Q，

对猪也有保护作用。
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口蹄疫病毒病是一种高度传染性的家畜病毒性

疾病，对畜牧业有极大的危害。研究新型的安全、有

效的遗传工程疫苗，控制该病流行是一项极为重要

的研究方向。随着对口蹄疫病毒的分子免疫学研究

的深入发展，发现%I!蛋白的!0!"!"$位和#$$"
#!4位氨基酸序列是决定口蹄疫病毒免疫原性的主

要抗 原 决 定 簇 片 段。郑 兆 鑫 等［!］构 建 重 组 质 粒

=ST3$$，其中含有编码P型口蹄疫病毒外壳蛋白中

!0!"!"$位氨基酸和#$$"#!4位氨基酸的串联基

因，并证明该基因在大肠杆菌细胞中表达的抗原蛋

白具有很强的免疫原性，可作为抗P型口蹄疫病毒

的疫苗。为了构建这种基因工程疫苗，增强免疫原

性，必须将抗原决定簇与大分子的载体蛋白相连。

但是，用作载体的蛋白如果选择不当可能会对动物

产生毒性。因此，>&UV［#］提出用自体蛋白作为外源

抗原的载体蛋白来研制疫苗。在自体蛋白中，678
9链分子最为理想：（!）由于6789链G:片段具有

JI:受体作用，可以专一性地被不同JI:所摄取；

（#）取代:;<4区的外源片段，可以暴露于6789
链分子的表面；（4）678在体内半衰期长达#"4周，

另外，如用免疫动物的自体6789作为载体蛋白，

因其是自体蛋白，一般对自体不会产生免疫排斥反

应，不影响疫苗的重复使用。因此，用自体6789
作为外源抗原的载体来研制疫苗，不仅高效而且安

全。为了提高疫苗的免疫原性，我们改用猪6789
链蛋白作为载体，与口蹄疫病毒（G&&W/VUW/H&?CX
%B.?@）%I!中两个拷贝的!0!"!"$位氨基酸残基

和一个拷贝的#$$"#!4位氨基酸残基构成的串联

片段#$JJ"!0JJ"#$JJ相连接使其取代猪678
9链的:;<4区构成融合蛋白疫苗。以豚鼠和猪作

为动物模型来研究该疫苗的免疫效果，为研制高效

安全的抗口蹄疫病毒的基因工程疫苗提供依据。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 动物、病毒株及质粒：豚鼠购自第二军医大

学实验动物中心。动物实验用猪系长白猪，购自甘

肃省 武 威 地 区。口 蹄 疫 病 毒 为P型 毒 株。质 粒

=>D/D9（含猪全长6789链基因，参见文献［4］，

=ST3$$（含与大肠杆菌#/半乳糖苷酶融合的P型



!"#$$%&抗原决定簇串联片段’())!&*))!
’())，见 文 献［&］，+,-./0123+4" 56（7），+,-./8
0123+4"65（7）和+9:’;<8!=和大肠杆菌>?8&<-./
1/--，@"&(A和,?’&（#9B）+-C05等均为本实验室保

存。

!"!"# 限制酶及其它试剂：均购自华美生物工程公

司，%2DE/FG 公 司，,3D8?G< 公 司 和 ,D/H23IF/2
"GIIH/3E公 司。标 准 J型!"#$抗 原 和 J型

!"#$标准阳性血清为兰州畜牧兽医所提供，羊抗

豚鼠=K%8LFM为53FEG公司产品。

!"# 方法

!"#"! #N)操作：基本上参照文献［*］。

!"#"# 基因表达：基本上参照文献［*］。

!"#"$ 斑点9?L5)试验：基本上参照文献［O］。

!"#"% 攻毒试验：按常规方法制备疫苗。取;周龄

豚鼠，股内侧肌肉注射(P’OE?含*((#F+9:’;<8!=
融合蛋白，’周后同样途径加强&次，对照组不作免

疫。第一次免疫后Q周用(P’E?&((L#O(的口蹄疫

病毒攻击。’周内观察豚鼠发病情况。猪的攻毒实

验采用无病毒感染的甘肃长白猪，体重约’(RF。免

疫’次，第一次免疫剂量为BE?含&POEF+9:’;<8
!=融合蛋白，二周后再以相同剂量增强一次。第

一次免疫后QBS用’E?O(L#O(的口蹄疫病毒攻击，

’周内观察猪的发病情况。

# 结果

#"! 表达质粒&’(#)*+,-的构建

#"!"! %TK扩增#N)片段：%TK用:GF+-.0"酶

从质粒+,585=上扩增出片段L和片段$，扩增引

物分别为：%&7OUMTM)TMTM::T::MT)T)
M:)):)MTMBU（OU端含"-.L位点）和%’8OUM:)
):)TM)T:T)T:):)MMBU，%B7OUT:::::
))):MMMMTTT)MMTM::M))M:TBU和%*8

OUMTMT))::))TTT:T)T:)))MMBU。片

段L长*B;<+，含有已缺失了的T#KB的LFM=链

的$区。片段$长&&B(<+，含有LFM=链的@区和

T区。从质粒+>VO((上扩增出片段"，扩增引物

为%O7OUMTM)TMTM:):MM:)TT)))TT:M
TM:MBU（OU端含有!"#L位点）和%Q7OUTMMM):
TT:MMT)M)M:)TM)MT))TBU（OU端 含 有

$%&=L位点）。产物为’个，大片段称之为片段

"，长’&&<+，含有!"#$$%&免疫活性肽串联基

因（’())!&*))!’())）。小片段长W;!;Q<+，只

含一个’())肽段基因。因%TK扩增#N)所用的

酶为混合酶，除了:GF酶外，还有一种BU8OU的外切

核酸校正酶，因而片段%、"、$大部分为平端。

#"!"# 表达质粒+9:’;<8!=的构建：将%TK产物片

段L用’()S$酶切，分离出B;*<+的LFM=链$
区片段（缺少T#KB区），插入到+,5856的’()S$
和*+,K$位点，构成重组质粒+,58568L。将片段

"用!"#L和$%&=L酶切，分离出’((<+的片段

（含有!"#$$%&免疫活性串联片段’())!&*))
!’())核苷酸序列），插入到质粒+,58568L上，片

段L上游的!"#L和$%&=L位点，将片段L和片

段"连接起来，构成重组质粒+,58568L8"。再将

片段$用*+,KL酶切，分离出&(BO<+含LFM=链

完整@和T区的片段，插入到+,5865的*+,KL和

-&%L位点将片段$方向调整与片段L7"的方向

一致，同时利用载体+,5865-&%L下游的$%&=L
位 点，这 样 构 成 重 组 质 粒 +,58658$。 最 后 用

$%&=L和’()S$酶切重组质粒+,58568L8"，分

离出片段L7"，用>HDL和$%&=L酶切重组质粒

+,58568$，分离出片段$，将片段L7"和片段$
与’()S$ 和./,L酶切的表达载体+9:’;<一起共

同组建表达载体+9:’;<8!=，如图&。该表达质粒的

启动子为:W&G1，启动子下游为融合抗体基因!=，

长&Q**<+。它由三部分组成，前面部分为猪LFM=
链的$区（缺少T#KB），中间部分为已取代LFM=
链T#KB区的!"#$$%&免疫活性片段’())!
&*))!’())的核苷酸序列，后面部分为LFM=链

的@7T区。

#"!"$ 表达质粒+9:’;<8!=的鉴定：用限制酶酶切

分析证明各片段已正确连接到质粒+9:’;<上，部分

序列分析证明质粒+9:’;<8!=上各片段连接位点正

确，融合基因读框正确。

#"# ,./0的01!蛋白中串联免疫活性肽基因与

234-链融合基因的表达

将融合表达质粒+9:’;<8!=转入表达宿主菌

,?’&（#9B）+-C05中，用L%:M诱导表达，同时做对

照宿主菌,?’&（#9B）+-C05和原始质粒菌株+9:’;<
［,?’&（#9B）+-C05］的 表 达。图’示 表 达 产 物 的

5#58%)M9电泳。从图上可以看出+9:’;<8!=表达

质粒已表达出&分子量为Q*R#的蛋白质。经凝胶

扫描成像系统分析，融合蛋白的表达量约占菌体总

蛋白的&(X。进一步鉴定，表达的融合抗体是以包

涵体形式存在。
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图! 表达质粒"#$%&’()*的构建

)+,-! ./0123452+/0/678"3711+/0"9:1;+<"#$%&’()*

!"# $%&’融合蛋白的免疫原性鉴定

图=的#>?@A结果说明。阳性对照!产生了

较浓的颜色，表达质粒菌株"#$%&’()*［B>%!（C#=）

"9D1@］的表达产物%也产生了较浓的颜色，阴性对

照=颜色很淡。!和%比阴性对照=颜色差别显

著。因此，#>?@A结果表明由重组质粒"#$%&’()*
表达的融合蛋白具有E型)FCG的免疫原性。

!"% 攻毒实验

!"%"( 重组疫苗"#$%&’()*对豚鼠的保护作用：经

疫苗"#$%&’()*免疫%次的豚鼠，用!HH?CIHE型

)FCG毒 株 进 行 攻 击，表!结 果 说 明，用 疫 苗

"#$%&’()*免疫的豚鼠获得了良好的保护作用，保护

率为JJK。

!"%"! 重组疫苗"#$%&’()*对猪的保护作用：经疫

苗"#$%&’()*免疫%次的长白猪，在第一次注射疫

苗后J=<用IH?CIHE型)FCG毒株进行攻击，分别

在L%、MJ、!%H、!NN、!&J和%NHO后检测发病情况。

表%结果指出，用疫苗"#$%&’()*免疫的长白猪与

对照相比发病时间推迟J<，说明本疫苗有一定的保

护效果。

!&JJ期 赵 凯等：以免疫球蛋白为载体的抗E型口蹄疫病毒基因工程疫苗的构建



图! 表达质粒菌株"#$!%&’()［*+!,（-#.）"/012］

的表达产物2-2’345#检测

(678! 2-2’345#9:;<"=;116>7"=9?@AB19:;<"=;1169>
C;AB9="#$!%&’()［*+!,（-#.）"/012］

,D3=9B;6>EF=G;=；!DH9>B=9/I91B*+!,（-#.）"/012；

.DH9>B=9/"#$!%&［*+!,（-#.）"/012］；

JD"#$!%&’()［*+!,（-#.）"/012］D

图. "#$!%&’()质粒的表达产物#+K24检测

(678. #+K24F11F09:;<"=;1169>"=9?@AB19:
"#$!%&’()［*+!,（-#.）"/012］

,D3916B6C;A9>B=9/：6>FAB6CFB;?(E-LM$0";；!D#<"=;1169>
"=9?@AB19:"#$!%&’()［*+!,（-#.）"/012］；.DN;7B6C;
A9>B=9/：;<"=;1169>"=9?@AB19:I91B*+!,（-#.）"/012

表! 重组疫苗"#$%&’()*对豚鼠的保护作用

$+’,-! .//0123+4251567021-+8279:24;4;-<+==21-56"#$%&’()*

5=9@" L6=@1AIF//;>7;
（K-OP）

N@Q&;=
"=9B;AB;?

3=9B;AB
=FB／R

H9>B=9/ ,PPK-OP P／S P
"#$!%&’() ,PPK-OP J／S SS

表% 重组疫苗"#$%&’()*对猪的保护作用

$+’,-% 8>54-=4251?+4+6>5/9:21-2//0123-?

:24;"#$%&’()*<+==21-

!／I T! US ,!P ,JJ ,S% !JP

H9>B=9/ P／. ,／. .／. .／. .／. .／.
N@Q&;=9:F6/6>7F>6’
QF/1／B9BF/>@Q&;=
"#$!%&’() P／. P／. P／. P／. P／. .／.
N@Q&;=9:F6/6>7F>6’
QF/1／B9BF/>@Q&;=

@ 讨 论

K75)链L区的H-V区，即抗原互补决定区，

是特异性结合抗原的区域。其空间结构和与之对应

的抗原的空间结构相匹配，其空间结构的变化也对

应于众多抗原的千变万化。不管抗原是什么，总是

有一种H-V区与之对应。但是不管H-V区的氨基

酸序列及空间结构如何变化，经过重链、轻链的配对

及三维结构的折叠，L区的三个环，H-V区总是暴

露于抗体立体结构的表面。因此将外源抗原取代

H-V区，融合抗体经过三维折叠，外源抗原也应该

暴露于融合抗体立体结构的表面［O］。因此如果取

代H-V区的抗原是一种抗原表位，融合抗体呈递给

机体的仍然是以该抗原的表位形式呈递给机体。这

样的疫苗设计模拟了抗原以天然形式呈递给机体的

免疫系统。也就是说如果不是精确地将K75)链

L区的H-V.缺失掉，那么融合抗体基因经过三维

折叠，抗体的空间结构就会遭到大的破坏，插入的外

源片段很可能会被包埋于空间结构的内部，而不会

暴露于空间结构的表面。那样的疫苗就不会模拟抗

原表位的天然形式。本实验通过基因工程方法将

K75)链的H-V.区缺失掉，代之以(E-LL3,免

疫活性肽串连片段!P44!,J44!!P44的核苷酸

片段。部分序列分析表明该片段基因准确地取代了

H-V.区，达到了预期的设计效果，确保了这个融合

抗体基因可以折叠成天然结构，使(E-LL3,的

串连抗原决定簇得以暴露在融合抗体的表面，以近

乎天然的形式呈递给机体的免疫系统。K75)链的

(H区含有43H细胞的受体，通过受体介导的吞噬

作用，使融合抗体疫苗"#$!%&’()能特异性地被多

种43H（抗原呈递细胞）所吞噬［S］，增强了疫苗的免

疫效果，提高了疫苗的利用率。免疫反应的有效诱

导，特别是中和抗体的诱导需要抗原在体内维持一

定的时间。而K75在体内长达.!J周的半衰期可

显著地提高融合抗体基因疫苗"#$!%&’()对机体免

疫反应诱导的效果。另外，作为载体的蛋白是自体

蛋白，机体一般不会对其产生免疫反应，不影响疫苗

的重要使用，也无副作用，因而安全。通过以上分

析，融合抗体疫苗"#$!%&’()的设计是合理的。动

物实验结果也表明，该疫苗对受试动物产生了显著

的保护作用。在以豚鼠为动物模型的实验中，SSR
的豚鼠被保护。国外报道，用含有L3,的重组腺病

毒免疫的猪，经口蹄疫病毒攻毒后，免疫效果最好的

组只抗毒J?［%］。用同样的疫苗免疫牛，攻毒后，免

!%S 生 物 工 程 学 报 ,S卷



疫效果最好的组也只抗毒!"［#］。而我们的疫苗免

疫猪，攻毒后整整$%"才出现口蹄疫病毒感染。我

们推测其主要的原因是&’$的抗原决定簇串联片

段(%))!$*))!(%))取代+,-.链/012区后，

能够暴露于融合蛋白分子的表面，以近似天然的表

位抗原形式呈递给机体的免疫系统，因而取得了一

定的免疫效果。由于此融合蛋白的表达量较低，只

有$23#*4，按 照 常 规 的 总 蛋 白 注 射 量（2356,／

67），每次免疫所使用的融合蛋白量仅有$356,。

在进一步的动物实验中，若加大疫苗的用量，可能会

取得更好的保护效果。
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