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摘 要 为了提高表达 WZ#的猪繁殖与呼吸综合征病毒（Z22+&）[*7疫苗的免疫效应，将具有蛋白转导功能的牛疱疹病毒 "
型（VQ&M"）&Z!!基因插入到经过修饰具有更好免疫原性的 Z22+&修饰型 R2E#基因（R2E#\）上游，构建 &Z!!和 R2E#\融合
表达的真核表达质粒 -FUM&Z!!MR2E#\。经间接免疫荧光试验（UE7）和 S,>.,1;M0(’.检测证实体外表达后，免疫 V7XV]3小鼠，检
测小鼠免疫后的 WZ#特异性 KXU+7抗体、抗 Z22+&中和抗体和脾淋巴细胞增殖反应，并与非融合的真核表达质粒 -FUMR2E#\
进行比较。结果显示，融合表达 &Z!!MWZ#的 [*7疫苗 -FUM&Z!!MR2E#\诱导的体液免疫和细胞免疫反应均明显高于非融合
表达的 [*7疫苗 -FUMR2E#\，表明蛋白转导相关蛋白 VQ&M" &Z!!能显著增强表达 WZ#的 Z22+& [*7 疫苗的免疫效应，有效
发挥了基因免疫佐剂效应；这为研制 Z22+&高效 [*7疫苗奠定了基础，同时也为其它疾病的高效新型疫苗研究提供了思路。
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猪繁殖与呼吸综合征（$;!%’9" !"$!;<=%&’(" 89<
!"#$’!8&;!* #*9<!;@"，/HH6）是由猪繁殖与呼吸综合
征病毒（ /HH6E）引起的一种严重危害养猪业的新
传染病［N］。目前对 /HH6 的防制以免疫接种为主。
但目前使用的 /HH6商用常规疫苗弱毒苗及灭活苗
因存在安全隐患及免疫效果差的缺陷而不能提供理

想的安全有效的免疫保护［F，O］，故急需研制安全、有

效、廉价的新型疫苗来防制该病的发生与流行。

GHI0基因编码的囊膜糖蛋白 ./0（3蛋白）是
/HH6E最主要的结构蛋白及免疫原性蛋白，参与体
液免疫与细胞免疫反应，因而是设计 /HH6 新型疫
苗的首选目标基因［P］。而在目前所报道的 /HH6新
型疫苗（包括 BC7疫苗、亚单位疫苗及活病毒载体
疫苗等）中，BC7 疫苗以其优于其它两种疫苗的免
疫效果而成为 /HH6新型疫苗研究的重点，并已展
示出潜在的应用前景。但单独基于 GHI0基因构建
的 BC7疫苗难以诱发较早及较高的抗体水平［0，Q］。
而经修饰的 GHI0 基因（GHI0J，即在 GHI0 基因 C
端的覆盖表位与中和表位间插入通用型辅助性 ,淋
巴细胞表位 /7BH3）较 GHI0 基因具有更好的免疫
原性［R］。当前在 BC7疫苗的设计中引入合适的基
因免疫增强佐剂，是克服 BC7疫苗免疫原性较弱的
缺陷以及增强 BC7疫苗免疫效应的重要手段。牛
疱疹病毒 N 型（L;(’9" M"!$"#(’!=# N，LME1N）披膜蛋
白 E/FF具有独特的蛋白转导功能［S］，能将与之融合
的外源蛋白在无任何辅助条件介导下直接跨膜转运

进入细胞，并可在细胞间传递，而且被转导进入细胞

内的外源蛋白仍保留其原有的生物活性［T，NU，NN］。目

前已有多篇研究报道证实将 E/FF与靶抗原基因融
合表达显著增强 BC7疫苗的免疫效应［NF，NO］。因此
将目的基因与 E/FF融合表达是 BC7疫苗设计中的
的一条新思路。

基于此，本研究构建了 LME1N E/FF 基因与
/HH6E 修饰型 GHI0基因（GHI0J）融合表达的 BC7

疫苗，并评价了其诱导 L74LV% 小鼠产生的体液与
细胞免疫反应的效果。

) 材料与方法

)*) 病毒、质粒、细胞和菌株
/HH6E W7株以及含该毒株完整 GHI0 基因的

原核表达质粒 $X.10O由本实验室方六荣博士分离、
构建并提供［NP］。含 LME1N E/FF 全基因的质粒
$JB1E/FF由本实验室余晓岚博士构建并提供［N0］。
含 /HH6E W7株 GHI0J基因的质粒 $JB1GHI0J及
其真核表达质粒 $D51GHI0J由本实验室江云波博
士构建并提供［R］。真核表达质粒 $D519";为 /!;@"?8
产品。$JBNS1, 载体为 ,8X8H8 产品。M")8 细胞、
J8!%1NP0 细胞和大肠杆菌 BM0!均由本实验室保
存。0 Y Q周龄 L74LV%雌性小鼠购自湖北省预防医
学科学院实验动物中心。

)*+ 酶与试剂
各种工具酶均为 ,8X8H8产品。BC7快速回收

试剂盒购自上海生工生物工程公司。脂质体转染试

剂盒 4’$;2"%&7J5C3,J FUUU 为 59(’&!;?"9 产品。MH/
标记的羊抗鼠V兔 5?.、I5,D标记的羊抗兔 5?.均为
6L7产品。非放射性细胞增殖 J,6 检测试剂盒为
/!;@"?8产品。
)*, 引物设计与 -./扩增
根据 LME1N E/FF 基因的 BC7 序列和 /HH6E

W7株 GHI0J基因的 BC7序列，设计 F对引物。引
物 E/FF/N和 E/FF/F可扩增 E/FF基因完整编码区
（下游引物不含终止密码子）；引物 0J/N和 0J/F可
扩增 GHI0J基因完整编码区。同时，为便于 E/FF
基因和 GHI0J基因的连接以及确保两个基因的读
码框（GHI）吻合，在引物 E/FF/N 和 E/FF/F 两端分
别引入 !"#H"酶切位点，引物 0J/N 和 0J/F 两端
分别引入 $%#"和 $&’"酶切位点。上述引物均由
上海生工生物工程有限公司合成。引物序列如下：
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!"##"$：%&’((( )** ((+ )++ *() )++ +)) ((+
+*+ *)’,&
!"##"#：%&’((( )** ((+ +)) ++) ))+ ++) +(+
)++’,&
%-"$：%&’)** +(+ )*) *)( *() (() ))) ***
()+ (() *++’,&
%-"#：%&’((( (+( *)* )*+ )*+ +++ *(( )(( ++)
+’,&

!"##扩增条件为：.%/%012变性后进入循环，
循环参数为：.%/$012，34/$012，5#/$012，,%个循
环后 5#/延伸 $4012。

678%-扩增条件为：.%/ %012 变性后进入循
环，循环参数为：.%/ $012，%5/ $012，5#/ $012，,%
个循环后 5#/延伸 $4012。
!"# $%&&’()*+,融合基因表达质粒的构建
将 !"## 和 678%-基因的 "+7扩增产物纯化

后分别连接到 9-:$;’(载体中，获得质粒 9(’!"##
和 9(’678%-。9(’!"## 经 !"#7!酶切回收 5;4<9
左右 !"##目的片段，定向插入经 !"#7!酶切的真
核表达质粒 9+=’2>?中，得到 9+=’!"##。$%&!酶切
9(’678%-，回收 3%4<9左右的 678%-目的片段，与
经 $%&!酶切的 9+=’!"## 连接，经酶切、"+7 鉴定
后得到 !"##’678%- 融合基因表达质粒 9+=’!"##’
678%-。:@*片段的 "+7扩增、酶切、纯化回收、去
磷酸化、连接、质粒制备、转化大肠杆菌 :A%"等方
法均按常规方法［$3］及试剂盒说明书进行。

!"+ $%&&’-%+融合蛋白的体外表达检测
以碱裂解法大量制备并经 "B);444 纯化表达

质粒 9+=’!"##’678%-、9+=’678%-、9+=’!"##及 9+=’
2>?。利用间接免疫荧光（=8*）［5］和 C>DE>F2 ’<G?E［$3］

检测 !"##’)"%融合蛋白的体外表达。
待 A>GH细胞单层长至 34I J 54I时，按脂质体

转染试剂盒 K19?L>MEH-=@B(- #444说明书以脂质体介
导法将纯化的表达质粒转染细胞。转染后 N;O，用
"PQ（9A5RN）洗涤，甲醇室温固定 $4 012，"PQ洗涤后
于转染孔中加入适当稀释的一抗（抗 )"%的多克隆
兔血清），,5/作用 $O，"PQ 洗涤后加入二抗（8=(+
标记的羊抗兔 =S)），,5/作用 N%012，"PQ洗涤后在
荧光显微镜下观察荧光反应。

另转染 N;O后，收获细胞，用 9A5RN "PQ洗涤 $
次后，加适量 # T Q:Q’"*)B样品缓冲液重悬裂解细
胞，.%/水浴 %012，$#I Q:Q’"*)B电泳分离后转移
到硝酸纤维素膜上，以抗 )"%的多克隆兔血清为一

抗，A7"标记的羊抗兔 =S)为二抗，:*P显色，进行
C>DE>F2’<G?E分析。
!". 动物免疫及免疫小鼠血清抗体的检测
将 % J 3周龄的雌性 P*KPUM小鼠随机分成 9+=’

!"##’678%-、9+=’678%-、9+=’!"## 及 9+=’2>? N 个
免疫组，每组 3只。以每只 $44#S（$44#K体积）的量
经后腿肌肉注射免疫小鼠，共免疫 #次，间隔 #周。
于首免后第 #、N、3周尾部负压采血分离血清。
用本室建立的 )"%’BK=Q* 方法［$#］检测血清中

)"%特异性 BK=Q*抗体。其中以 9V)’%, 原核表达
的 )"% 蛋白作抗原包被酶标板，一抗为待检血清，
二抗为 A7"标记的羊抗鼠 =S)。
用微量中和试验［$5］检测血清中针对 "77Q!的

中和抗体。其中将被检血清于 %3/灭活 ,4012后，
在 .3孔细胞培养板中将血清作连续 #倍的倍比稀
释，从 $ W # 至 $ W 3N，每孔 %4#K；"77Q! 病毒液为
$44(+=:%4，于 ,5/，%I +6# 培养箱中作用 $O，再于
每孔中滴加 # T $4% 个U0K 的 -HFM’$N% 细胞悬液
$44#K，继续培养 %X，观察细胞病变情况并记录中和
效价，以能完全保护细胞不发生病变的血清最高稀

释倍数为其中和效价。

!"/ 免疫小鼠淋巴细胞增殖反应试验
参照文献［$;］介绍的方法及非放射性细胞增殖

-(Q检测试剂盒说明书进行，略有改进。小鼠首免
后 3 周，无菌取脾脏制备脾淋巴细胞悬液，用含
$4I小牛血清（8+Q）的 $3N4培养基调整细胞浓度为
# T $43 个U0K。于 .3 孔细胞培养板各孔中加入
#4#K含 $4I8+Q的 $3N4或纯化的经紫外线照射灭
活的 "77Q!病毒液（作刺激原），各加 N孔。然后将
调整好浓度的脾细胞加入各孔内，$44#KU孔。将培
养板置 ,5/、%I+6# 培养箱培养 5#O后，每孔加入

-(Q #4#K，混匀后继续培养 N J 3O，用酶标仪测
’(N.#20值。以刺激指数（QE10YGHE1?2 =2X>Z，Q=）判断淋
巴细胞增殖滴度。Q=值 [试验孔 ’( 均值U对照孔
’( 均值。
!"0 统计学方法
实验所得数据均采用双样本等方差 ) 检验进行

处理，* \ 4R4% 为差异显著，* \ 4R4$ 为差异极显
著。

& 结果与讨论

&"! $%&&’()*+,融合基因表达质粒的构建
以 !"##"$、!"##"# 和 %-"$、%-"# 为引物分别

5#5赵 武等：牛疱疹病毒!型 !"##和猪繁殖与呼吸综合征病毒 )"%融合基因 :@*疫苗的免疫效应



扩增到约 !"#$% 左右的 &’(( 基因及约 )*#$% 左右
+,-*.基因（图略）。再将 &’(( 基因和 +,-*. 基
因 ’/,扩增产物各克隆到 %.01"23载体中，经测序
分析证实两者皆无碱基错配。利用 !"#,!酶切位
点将 &’((基因正向插入 %/42567得到质粒 %/42&’((
（图略），再利用 $%&!酶切位点将 +,-*.基因插入
%/42&’((的 &’((基因的下游并与之融合，使 &’((

图 1 重组表达质粒 %/42&’((2+,-*.的酶切与 ’/,鉴定

-89: 1 45;65<8=8>?<875 7= <@6 A6>7B$85?5< 6C%A6DD875 %E?DB8;
%/42&’((2+,-*. $F A6D<A8><875 ?5?EFD8D ?5; ’/,

.1，.(：0GH B?AI6A；1：’/, %A7;J>< 7= &’(( 9656 =A7B %/42&’((2

+,-*.；

(：’/, %A7;J>< 7= +,-*. 9656 =A7B %/42&’((2+,-*.；

K：%/42&’((2+,-*. L’()!；M：%/42&’((2+,-*.L!"#,!；*：%/42

&’((2+,-*.L*&+! :

基因位于 +,-*.基因上游并与 +,-*.基因读码框
吻合，获得 &’((和 +,-*.基因融合的真核表达质
粒 %/42&’((2 +,-*.，经酶切、’/,鉴定证实构建正
确（图 1）。结构示意如图 (（/.&为 @/.&启动子和
增强子序列，%7EFH 为 N&M# %7EFH 转录终止信号序
列，+,-*. 为 ’,,N& +,-* 基因，&’(( 为 OP&21
&’((基因）。

图 ( 与 &’((融合或非融合的 +,-*.表达
质粒的结构模式图

-89: ( N>@6B?<8> ;8?9A?BD 7= %E?DB8;D 6C%A6DD859
+,-*. =JD6; Q8<@ 7A Q8<@7J< &’((

%/42+,-*.：<@6 %E?DB8; 6C%A6DD859 +,-*. ?E756；

%/42&’((2+,-*.：<@6 %E?DB8; 6C%A6DD859 &’((2+,-*. =JD875 9656:

!"! #$!!%&$’融合蛋白体外表达的检测
利用脂质体法将 %/42&’((2+,-*.以及对照载

体 %/42567、%/42&’((转染 P6E? 细胞，转染后 M"@ 进
行 4-H检测 &’((2R’*融合蛋白在 P6E?细胞中的表
达。结果 %/42567 与 %/42&’(( 为阴性，%/42&’((2
+,-*.则呈较强荧光着色（图 K），说明 &’((2+,-*.
基因融合的表达质粒 %/42&’((2+,-*.能较好地在
体外表达 &’((2R’*融合蛋白。

图 K 4-H检测表达质粒 %/42&’((2+,-*.在 P6E?细胞中 &’((2R’*融合蛋白的表达（(# S）
-89: K 45;8A6>< 8BBJ57=EJ7A6D>65>6 ?5?EFD8D 7= 6C%A6DD875 7= &’((2R’* =JD875 %A7<685 85 P6E? /6EED（(# S 7$T6><8U6）

H：>6EED <A?5D=6><6; Q8<@ %/42567；O：>6EED <A?5D=6><6; Q8<@ %/42&’((；/：>6EED <A?5D=6><6; Q8<@ %/42&’((2+,-*.:

将表达质粒 %/42&’((2+,-*.、%/42567 与 %/42
&’((转染的 P6E?细胞处理后，进行 N0N2’HRV电泳
及转膜后，以抗 R’* 的多克隆兔血清为一抗进行
W6D<6A52$E7<分析。结果发现，表达质粒 %/42&’((2
+,-*.在大小约为 )#I0处出现特异性条带，与预
期的 &’((2R’*融合蛋白分子量相当，而对照表达质
粒 %/42&’(( 与 %/42567 没有任何特异性条带出现
（图 M）。证实 &’((2+,-*.融合基因表达质粒 %/42
&’((2+,-*.能够表达 &’((2R’*融合蛋白，并具有

生物学活性。

!"( &$’特异性 )*+,-抗体水平检测
利用本实验室建立的 R’*2VX4NH 方法［1M］对小

鼠免疫后第 (、M、)周血清中 R’*特异性 VX4NH抗体
水平进行了检测。结果显示，首免后第 ) 周，与
&’((融合的 0GH 疫苗 %/42&’((2+,-*. 免疫组诱
导的 R’* 特异性 VX4NH 抗体显著高于非融合的
0GH疫苗 %/42+,-*.免疫组（’ Y #Z#*），对照免疫
组 %/42&’((、%/42567结果为阴性（图 *）。表明 &’((

"(! ,-./0(0 1#23/&+ #4 5.#)0"-/#+#67 生物工程学报 (##*，&7EZ(1，G7Z*



能增强与之融合的 !"#蛋白所激发的抗体反应。

图 $ %&’(&)*+,-.(检测表达质粒 /01+2"33+456#7
在 8&-9细胞中 2"33+!"#融合蛋白的表达
6:;< $ %&’(&)* ,-.( 9*9-=’:’ .> &?/)&’’:.* .>

2"33+!"# >@’:.* /).(&:* :* 8&-9 A&--’
7：/).(&:* B9)C&)；D：/01+2"33+456#7；3：/01+*&.；E：/01+2"33<

图 # 小鼠免疫后不同时间诱导的 !"#特异性 FG1HI抗体水平
6:;< # JK& !"#+’/&A:>:A FG1HI 9*(:,.L= -&M&-’ 9( 3，$，N

O&&C’ 9>(&) /):B9)= :BB@*:P9(:.* :* B:A&

图 N 小鼠免疫后不同时间诱导的
抗 "55H2中和抗体水平

6:;< N JK& 9*(:+"55H2 *&@()9-:P9(:.* 9*(:,.L= (:(&)’
9( 3，$，N O&&C’ 9>(&) /):B9)= :BB@*:P9(:.* :* B:A&

!"# 抗 $%%&’中和抗体水平检测
在检测 !"#特异性 FG1HI抗体水平基础上，以

微量中和试验检测小鼠首次免疫后第 3、$和 N周血
清中抗 "55H2中和抗体水平，结果与 FG1HI抗体检
测结果基本一致（图 N）。首免后第 N周，与 2"33融

合的 QRI疫苗 /01+2"33+456#7免疫组诱导的中和
抗体水平高于非融合的 QRI疫苗 /01+456#7免疫
组（! S TUT#）。提示 2"33蛋白亦可增强 QRI疫苗
/01+2"33+456#7的中和抗体水平。
!"( 免疫小鼠脾淋巴细胞增殖反应
为了了解 2"33 蛋白能否增强 QRI 疫苗 /01+

2"33+456#7 所诱导的细胞免疫反应，以纯化的经
紫外线照射灭活的 "55H2病毒作刺激原，采用 7JH
法检测免疫小鼠脾淋巴细胞增殖反应。结果显示

（见图 V），QRI疫苗 /01+2"33+456#7和 /01+456#7
免疫组均表现出明显的淋巴细胞增殖反应，而且与

2"33融合的 QRI 疫苗 /01+2"33+456#7 免疫组的
细胞增殖反应高于非融合的 QRI疫苗 /01+456#7
免疫组（! S TUT#）。/01+*&. 和 /01+2"33 对照免疫
组的小鼠脾细胞无增殖反应。提示 2"33 可增强
QRI疫苗 /01+2"33+456#7 所诱导的细胞免疫反
应。

图 V 小鼠免疫后 N周的脾淋巴细胞增殖反应
6:;< V G=B/K.A=(& /).-:>&)9(:M& )&’/.*’&’ 9(
N O&&C’ 9>(&) /):B9)= :BB@*:P9(:.* :* B:A&

从动物试验结果来看，2"33+!"# 融合表达的
QRI疫苗 /01+2"33+456#7所诱发的体液和细胞免
疫反应均明显强于单表达 !"# 的 QRI 疫苗 /01+
456#7，说明与 2"33 融合表达的 !"# 具有更好的
免疫原性，2"33发挥了免疫佐剂效应。

W82+D 2"33是蛋白转导相关蛋白［X］，能将与之
融合的外源蛋白在无任何辅助条件介导下直接跨膜

转运进入细胞，并可在细胞间传递，而且被转导进入

细胞内的外源蛋白仍保留其原有的生物活性而直接

发挥作用［Y，DT，DD］。因此其能显著提高外源蛋白的提

呈效率进而提高其免疫原性。尽管迄今对于蛋白转

导的跨膜机理仍未得以完全阐释，但关于 2"33 蛋
白转导特性应用基础研究仍得到广泛开展，并取得

令人鼓舞的研究成果。目前已有多篇文献报道证实

将 2"33与靶抗原基因融合表达显著增强 QRI疫苗
的免疫效应［D3，DE］。作为一种新的富有生命力的技

Y3V赵 武等：牛疱疹病毒!型 2"33和猪繁殖与呼吸综合征病毒 !"#融合基因 QRI疫苗的免疫效应



术，蛋白转导为进一步提高 !"#疫苗的免疫效应提
供了一条新的有效途径。本研究在 $%&’( 基因
!"#疫苗中引入 )*+,- +.//，目的就是利用 +.//
独特的蛋白转导功能来提高疫苗的免疫效应。动物

试验结果表明，+.//,$%&’( 融合基因可诱发机体
产生更强的体液和细胞免疫应答，提示 )*+,- +.//
有效地发挥了基因免疫佐剂效应；这为研制 .%%0+
高效 !"#疫苗奠定了基础，同时也为其它疾病的高
效新型疫苗研究提供了思路和有效途径。
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