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郭慧琛 刘在新 孙世琪 卢增军 周广清 祁淑云 靳 野 刘湘涛 谢庆阁"

（中国农业科学院兰州兽医研究所 农业部畜禽重点实验室，兰州 0#%%65）

摘 要 利用定点突变的原理，获得包含有口蹄疫病毒 G!，$H，#I 及部分 $J 编码区的目的基因片段，34$!和 56+!
双酶切后，定向克隆于真核表达质粒载体 @CK+H#L!（ M ），经筛选、鉴定及 K+H 序列分析后，将重组质粒 @CK+H
#*!NG!$O#I转染 JPQ/$! 细胞，通过双抗体夹心 9RSTH 方法和间接免疫荧光标记方法，检测细胞中表达的口蹄疫病

毒抗原。结果表明，口蹄疫病毒基因片段正确克隆到真核表达质粒载体上，重组质粒 @CK+H#* !NG!$O#I 可在 JPQ/
$! 细胞中表达 7,K’ 目的蛋白。
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口蹄疫（7((V/-FW/:(AVX W;E3-E3，7,K）是偶蹄动物共患的

一种急性、烈性、接触性传染病，该病的爆发流行给畜牧业生

产及人民生活造成极大损失。尽管目前普遍应用的口蹄疫

灭活苗对于该病的防治是有效的，但其在制作过程和实际应

用中还存在不足之处，因此，世界各国的相关研究室都在致

力于研制安全、有效的新型口蹄疫疫苗。

在口蹄疫病毒（7((V/-FW/:(AVX W;E3-E3 Y;ZAE，7,K’）感染

细胞中，由病毒基因组 [+H 编码合成的多聚蛋白，首先在病

毒蛋白酶的作用下，裂解为 6 个原始的裂解产物，即前导蛋

白酶（R）、G!/$H、G$ 和 G#［!］。G!/$H 氨基末端对于衣壳的正

确组装是必须的［$，#］，随后，病毒蛋白酶 #I 将结构蛋白前体

G!/$H 裂解为衣壳蛋白 ’G%、’G#、’G! 及非结构蛋白 $H［!］。

衣壳的组装伴随着其他结构的形成，包括 ’G%、’G#、’G! 五

聚物的形成及无病毒 [+H 的空衣壳的形成。非感染性病毒

前体包含 [+H、’G%、’G! 和 ’G#，随 后 ’G% 裂 解 为 ’G6 和

’G$，从而使病毒前体成为成熟的病毒粒子［6］。

基因免疫方法避免了传统疫苗的安全隐患，而且基因疫

苗在细胞内的蛋白表达、合成、加工、递呈等过程与自然病毒

很相似，因此，基因疫苗能同时刺激产生体液免疫和细胞免

疫，这也是近年来基因疫苗成为疫苗研究领域中的一大热点

的原因。

本文利用 7,K’ 衣壳蛋白的免疫学特点及基因疫苗的

免疫优势，构建包含 7,K’ G!，$H，#I 及部分 $J 编码区的真

核表达质粒，并检测其在真核细胞中的蛋白表达，这将为口

蹄疫 K+H 疫苗的研究提供实验依据。

& 材料与方法

&’& 主要材料

@19,NG!$O#I 质粒由本室构建，\,!%"、JPQ/$!、口蹄疫

兔阳性血清、口蹄疫豚鼠阳性血清均由本室保存，@CK+H#* !
（ M ）、R;@(]3CV-:;F3 G)AE2, [3-=3FV 购自 SFY;VZ(=3F 公司，工具酶

为 GZ(:3=- 公司产品，7S2I/羊抗兔 S=1、P[G/兔抗豚鼠 S=1 为

T;=:- 公司产品。

&’% 引物的设计和合成

根据 7,K’ 毒株 H>3EAN&4，IX;F-N"" 株的序列［&］及定点

突变的原理［5］设计了 # 对引物，分别为 H（上游）、H!（下游）；

J（上游）、J!（下游）、I（上游）、I!（下游）。其中在引物 H!
和 J 中引入突变的 56+!位点，在引物 I 中引入 34$!酶切

位点和 H21 启始密码子，在引物 I! 中引入 56+!酶切位点

和 2H1 终止密码子。引物由大连宝生物工程公司合成。

&’( 目的基因的获得

根据定点突变的原理［5］，从 @19,NG!$O#I 质粒上分别

扩增 #^端突变的部分序列（!片段）和 &^端突变的另一部分

序列（"片段），将两段序列用表达引物 I、I! 通过 GI[ 扩增

连接成全长目的片段 G!$O#I，在其 &^端和 #^端分别引入 34$

!和 56+!位点。GI[ 条件："6_ &:;F，"6_ 4%E，&4_ 4%E，

0$_ #L&:;F，0$_ !%:;F，GI[ 产物用 !‘琼脂糖凝胶电泳鉴

定。

&’) 真核表达质粒的构建及鉴定

将回收得到的目的基因片段经 34$!、56+!酶切后，与

经同样酶切处理的 @CK+H#*!（ M ）连接，转化大肠杆菌 \,!%"



并经电泳、酶切、!"# 扩增等方法鉴定筛选，得到阳性重组质

粒，定名为 $%&’()*+,!+-.)"。

!"# 序列测定及分析

将筛选出的阳性真核表达质粒 $%&’()*+,!+-.)" 测序，

测序结果用 &’(/012 软件分析。

!"$ %&’()! 细胞的转染

按照 34$567%018497 !:;/<= #71>790 说明书操作，?!> 质粒

&’(溶于 -@A!3 培养液中（无胎牛血清和抗生素），再加入

B!3 !:;/<= #71>790，混合后室温放置 -A849，另将 +-!3 34$5C
67%018497 #71>790 转染试剂溶于 -@A!3 培养液中（无胎牛血清

和抗生素），室温放置 -A849，两者混合后于室温放置 -A849，

将混合液缓慢添加到细胞中，)DE孵化 @F，移去转染混合液，

添加 @83 含有 +AG胎牛血清的营养液，)DE培养 -? H ?BF
后，收获转染细胞，进行检测。

!"* 间接免疫荧光检测

收取培养皿中转染细胞生长密度达 IAG 以上的盖玻

片，!JK 液漂洗 + H - 次，冷丙酮 L -AE固定 )A849，漂洗后吸

干液体，滴加口蹄疫兔阳性血清，)DE湿盒中孵化 )A849，!JK
液漂洗 @ 次，加 MN<"C羊抗兔 N>O，)DE湿盒中染色 )A849，甘

油封片于 P:Q8$;/ 荧光显微镜下观察。

图 + 全长目的基因的获得

M4>*+ ":5949> /02107>Q 56 0F7 6;:: :79>0F 012>70 >797 !+-.)"

!"+ 双抗体夹心 ,-./0 检测

按文献报道的方法略加改进［D，B］。转染 ?BF 后取出细

胞，!JK 洗涤后胰酶消化，离心弃上清，细胞沉淀裂解并离

心，上清用于 R3NK( 检测。IS 孔酶标板用口蹄疫兔阳性血清

包埋，?E过夜，马血清封闭后，将 M=&T 抗原、转染 $%&’()*

+,!+-.)" 的细胞裂解液、转染 $%&’()* +（ U ）的阴性对照细

胞裂解液及未转染的空白对照细胞裂解液以 - 倍梯度稀释，

每个稀释度设两复孔，)DE +F 后洗涤，加入口蹄疫豚鼠阳性

抗血清，)DE 作用 +F，洗涤后加入 V#!C兔抗豚鼠 N>O，)DE

作用 +F，加入底物 P!&CV-P- 于 )DE作用 +@849，用终止液结

束反应，于波长 ?I-98 处测定 !" 值。

) 结 果

)"! 目的基因的获得

为了将 !+ 基因上的一个 #$%"位点突变，采用定点突

变的方法，分别扩增得到 )W端突变的片段"和 @W端突变的片

段#，将两段序列用表达引物 "，"+ 通过 !"# 扩增连接成全

长目的片段 !+-.)"（见图 +），经 +G琼脂糖凝胶电泳，可见

得到了与预期大小相同的目的片段（见图 -）。

图 - 目的片段电泳结果

M4>*- (>125/7 >7: 7:7%025$F527/4/ 81$ 56 !"# $25X;%0/

=*$&’( +@AAAY$ :1XX72；+* M21>8790 " Z40F )W8;010459$；-* M21>C

8790 # Z40F @W8;010459；) * M;:: :79>0F >797 !+-.)"

)") 真核表达质粒的构建及鉴定

将所得目的基因片段 !+-.)" 和 质 粒 载 体 $%&’()* +
（ U ）分别用 &’("、#$%"酶切后连接，阳性重 组 质 粒 经

)*+#"、&’("、#$%"酶切鉴定，!"# 鉴定，结果表明重组真

核表达质粒成功构建（见图 )）。

图 ) 重组质粒电泳分析

M4>*) R:7%025$F52704% 191:Q/4/ 652 0F7 27%58Y49190 $:1/84X

+*!:1/84X $%&’()*+（ U ）；-* #7%58Y49190 $:1/84X $%&’()*+,!+-.)；)*

R9[Q8104% X4>7/0459 Z40F )*+#"；?*R9[Q8104% X4>7/459 Z40F #$%"、&’("；

@*!"# $25X;%0/ Z40F 27%58Y49190 $:1/84X；=*$&’( +@ AAAY$ :1XX72
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!"# 重组质粒的序列测定及分析

测定的序列用 !"#$%&’ 软件分析，结果表明目的基因约

()*+ 个核苷酸，编码 ,),- 个氨基酸，与需要的完整 .,/0(1
序列相 符（序 列 略），且 其 以 正 确 方 向 连 接 于 质 粒 载 体

23!"#(4,（ 5 ）。

!$% 夹心 &’()* 的检测结果

转染 *67 后收获的细胞裂解液用双抗体夹心 89:;# 方

法进行检测，结果显示，# 组的 !" 值与 <、1、! 组的 !" 值

差异极显著（# = )>),），< 组与 1、! 组差异显著（# ? )>),），

而 1 与 ! 组间的 !" 值差异不显著（# ? )>)-，见表 ,）。

表 + 夹心 &’()* 法检测 ,-./!+ 细胞中的目的蛋白表达情况

01234 + &5674889:; :< =17>4= 67:=49; 9; ,-./!+ ?4338 =48=4@ A9=B 81;@A9?B/&’()*

!@AB%@CD EBA%@2AF

G’CB2 HDI@AB%FI , J/ , J* , J6 , J,+ , J(/ , J+* , J,/6

# ,>K( L )>), ,>+) L )>)/ ,>-, L )>), ,>/* L )>), )>M/ L )>)( )>K( L )>), )>-6 L )>)* )>*- L )>))

< )>-6 L )>)/ )>-) L )>)* )>(K L )>), )>(* L )>)/ )>// L )>)/ )>/) L )>)) )>,+ L )>)) )>,( L )>)(

1 )>,6 L )>)) )>,* L )>), )>,- L )>)( )>,( L )>)/ )>,( L )>)/ )>// L )>)( )>,+ L )>)( )>,- L )>)-

! )>,6 L )>)M )>,* L )>)/ )>,- L )>)/ )>,/ L )>)) )>,( L )>)( )>,K L )>), )>,( L )>)) )>,+ L )>)*

#（2C$@%@NF 3CD%’CA）：OP!Q &D%@RFD CS%&@DFI T’CE 3BA%B’&A 3FAA；<（%F$%FI $&E2AF）：%7F AU$&%F T’CE %’&D$TF3%FI <VWX/, 3FAA Y@%7 23!"#(4 ,Z.,/0(1；1
（DFR&%@NF 3CD%’CA）：%7F AU$&%F T’CE %’&D$TF3%FI <VWX/, 3FAA Y@%7 23!"#(4,；!（SA&D[ 3CD%’CA）：%7F AU$&%F T’CE BD%’&D$TF3%FI <VWX/, 3FAA 4

随着倍比稀释度的提高，< 组的 !" 值和 # 组的 !" 值

同时逐渐降低，但 1 组的 !" 值及 ! 组的 !" 值变化不大

（见图 *）。

图 * 89:;# 折线图

O@R4* 1B’NF CT 89:;#

!#D%@RFD CT OP!Q；

"\’&D$TF3%FI Y@%7 23!"#(4,Z.,/0(1；

#\’&D$TF3FI Y@%7 23!"#(4,；] HD%’&D$TF3FI

!"% 间接免疫荧光检测结果

将分别转染 23!"#(4 ,Z.,/0(1 和 23!"#(4 ,（ 5 ）的细胞

飞片以及未转染细胞的飞片，经荧光染色后，在镜下观察并

拍照。结果显示，转染 23!"#(4 ,Z.,/0(1 的 <VWX/, 细胞中

有特异荧光产生，而转染 23!"#(4 ,（ 5 ）的阴性细胞及未转

染的空白细胞中未出现特异荧光，说明目的蛋白在 <VWX/,
细胞中正确表达。

# 讨 论

在 OP!Q 病毒空衣壳和病毒粒子上存在线性及构象位

点［M，,)］，抗空衣壳的血清具有血清型特异性，与抗病毒粒子

的血清相同［,,］，说明空衣壳的免疫原性和完整病毒粒子的免

疫原性相同，提示 OP!Q 空衣壳可用于模拟病毒粒子的免疫

性。病毒蛋白酶 (1 将结构蛋白前体 .,X/# 裂解为蛋白 Q.)、

Q.( 和 Q., 以及非结构蛋白 /#，.,X/# 编码区的氨基末端的

烷酰化对于病毒衣壳的正确组装是必需的［,/］。但由于大肠

杆菌不具有烷酰化酶，无法使包含有 .,X/# 和 (1 编码区的

重组质粒正确表达，产生大量的衣壳蛋白［,(］。为了克服这一

问题，本文利用基因疫苗的优势，构建了包含有 OP!Q .,、

/#、(1 及部分 /< 的真核表达质粒，., 上携带有 <、\ 细胞表

位以确保能刺激与完整病毒粒子相似的体液免疫和细胞免

疫，/< 蛋 白 是 细 胞 免 疫 反 应 及 体 液 免 疫 反 应 的 刺 激 因

子［,*，,-］，同时 ., 上加上 /# 蛋白酶和 (1 蛋白酶，对于 ., 多

聚蛋白形成 Q.,、Q.( 和 Q.) 也是必需的。本实验利用已经

构建 好 的 质 粒 2G8PZ.,/0(1，采 用 定 点 诱 变 的 方 法 获 得

$%&!位点突变的完整目的基因 .,/0(1，这一获得目的基因

的方法突破了通常采用的酶切连接法，简化了实验步骤，提

高了实验的准确性和成功率。

由于基因疫苗安全性好，免疫期长，成本较低，易于设计

构建改造，尤其是它可以同时诱导体液免疫和细胞免疫反

应，被公认为免疫学上的第三次革命。因此，基因疫苗将在

病毒、细菌和寄生虫疾病的免疫保护及变态反应性疾病、自

身免疫病和肿瘤的治疗方面提供新的希望。本文根据基因

疫苗的基本特点及研制原则，选择能够在哺乳动物细胞中高

效表达目的蛋白的真核表达质粒载体 23!"#(4 ,（ 5 ），以确

保重组质粒在导入动物体内后，目的蛋白得以表达，继而刺

激机体产生体液免疫和细胞免疫反应。本文为验证目的蛋

白能否在体外哺乳动物细胞中表达，并为检测目的蛋白的免

疫原性，将鉴定及序列分析证实的、正确的真核表达质粒转

染 <VWX/, 细胞后，采用双抗体夹心 89:;# 方法和荧光标记

方法对目的蛋白的表达情况进行检测。结果表明，目的蛋白

在转染重组质粒的 <VWX/, 细胞中正确表达，且具有免疫原

性，但 89:;# 检测结果显示，目的蛋白的表达量远低于 OP!Q
抗原量，这可能与转染条件及收获时间有关，因此，摸索质粒

!"# 和转染试剂之间的最适比例以及转染操作的最佳条件

将有利于提高转染效率，从而提高目的基因的表达量，同时

转染后细胞的最佳收获时间也是影响目的蛋白检测结果的
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一个因素，因此，针对研究选用的真核表达质粒载体的特点，

掌握目的蛋白表达量最高的时间段，将有利于保证实验结果

的真实性和可信度。

连接于真核表达质粒载体 !"#$%&’ (（ ) ）上的目的基因

能够在体外细胞中正确表达，这不仅说明成功构建了真核表

达质粒，而且提示带有 *+#, 抗原蛋白基因的真核表达质粒

!"#$%&’(-.(/0&1 也可能在动物体内表达目的蛋白，从而可

能刺激机体产生特异的免疫反应，这一部分工作将在今后继

续进行。本研究结果为口蹄疫基因免疫的基础研究提供了

实验数据，为研制口蹄疫基因疫苗奠定了实验基础。
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