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()*+,-./,0)* 1*2 344.*)56*0/0,7 )8 "6/)490*1*,
:26*);0-.+ <1*264 =>?-6++0*5 % 1*2 &!’ )8 !)-/0*6
"6?-)2./,0;6 1*2 "6+?0-1,)-7 #7*2-)46 $0-.+

蒋文明，姜 平"，李玉峰，汤景元，王先炜，杜以军

+T8*U V/5O;15B，+T8*U H15B"，WT X,OF/5B，=8*U +15BOX,45，V8*U Y145OV/1 453 IN X1O+,5

南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室，南京 !K##7P
3%2 4+5(*+/(*2 (- 6$#7+, 8#&%+&%& 8#+1$(&/#0 +$9 :77)$(,(12，;#$#&/*2 (- 61*#0),/)*%，!(,,%1% (- <%/%*#$+*2 ;%9#0#$%，=+$>#$1 61*#0),/)*+, ?$#@%*&#/2，=+$>#$1

!K##7P，!"#$+

摘 要 利用 HL.扩增出猪繁殖与呼吸综合征病毒的 ;基因，按正确的读码框与 UHP基因串联，成功构建穿梭载体 9E<,::(/O
L;&O;OUHP，经 HL.、测序鉴定正确。A7%!线性化后在 Z+PKQG大肠杆菌内与腺病毒骨架载体 983J4>-OK同源重组，产生重组
腺病毒 I*8。重组腺病毒 I*8经 A+0!线性化后用脂质体转染 [J\O!7G8细胞，在细胞内包装成完整的腺病毒，通过 TF8可
以检测到 ;与 UHP串联的重组腺病毒构建成功，可以正确地表达目的蛋白。将构建好的重组腺病毒免疫小鼠，结果表明可以
诱导产生较强的体液免疫应答（JWTE8抗体和中和抗体）和细胞免疫应答（淋巴细胞增殖和 L=W反应）。证明该重组腺病毒具
有较好的免疫原性，为下一步猪体免疫试验奠定了基础。
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猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征

病毒（ !"#$%&’ #’(#")*$+%,’ -&) #’.(%#-+"#/ ./&)#"0’
,%#*.，!1123）引起的、以怀孕母猪繁殖障碍和仔猪
的呼吸道症状为特征的一种传染病［4，5］。本病给世

界和我国养猪业造成了巨大的经济损失，现已成为

危害规模化养猪生产的主要疫病之一。

由 6178、6179 分别编码的 :、;!9 蛋白是
!1123是病毒的主要结构蛋白，它们在病毒的致病
性、病毒复制、病毒装配、病毒变异和保护性反应等

方面可能具有重要意义。1’<%&-=)" 等［>］用 ?@; 表
达 !1123的 ;!9 和 :蛋白，免疫小鼠和猪后产生
特异性中和抗体，并能检测到细胞免疫应答。攻毒

保护试验证实用 ?@;表达的 !1123 ;!9、:蛋白能
够提供部分的免疫保护［A］。!=-&- 等报道用杆状病
毒表达的 ;!9蛋白免疫母猪，对怀孕母猪提供 9BC
的保护力［9］。!%#D-)’E等发现用在巨细胞病毒启动
子（@:3）控制下的 ;!9质粒免疫动物后，在猪和小
鼠体内均产生抗 ;!9的特异性中和抗体［8］。?-#F"’)
等用 6174G617H的真核重组质粒分别免疫猪后攻
毒，发现用 6179 免疫的猪中和抗体滴度最高［H］。
此外，有研究表明 ;!9有可能参与病毒粒子结合病
毒受体的过程［I］。因此，:、;!9蛋白在 !1123的致
病性、预防与控制等方面具有重要意义。

腺病毒被认为是重组病毒疫苗的有效载体之

一。重组腺病毒在基因工程疫苗方面具有广阔的应

用前景，尤其是复制缺陷型腺病毒载体的研究。本

研究利用腺病毒表达系统将 !1123的结构蛋白 :
与 ;!9串联表达，以期更好地发挥 !1123 :、;!9的
抗原活性以及协同作用，为 !1123的基因工程疫苗
的研究开辟新的途径。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒、菌株、病毒与细胞：腺病毒骨架载体
(J)K-./G4、大肠杆菌 ?L94I>、MKNG5O>J 细胞为
PQ%";’&’公司产品，(2E*++=’G@:3G;!9、($RSJ>G:由
本实验室构建保存，! T "#$% RM9!由本实验室保存。
!1123G24株为本实验室分离鉴定。U+J)（无外源基
因表达的野生型腺病毒）由本实验室构建保存。

SVMW>X>W:（稳定表达 !1123 : 蛋白的 SVMW>X> 细
胞系）、SVMW>X>W;!9（稳定表达 !1123 ;!9 蛋白的
SVMW>X>细胞系）由本实验室培育保存。
!"!"# 主要试剂：#X-Y RSJ 聚合酶、&’("、@VJ!、
RZ5BBB为 X-N-1- 公司产品，X#-&.7-.+X: X#-&.F’$+%"&

1’-<’&+为 !#"0’<-公司产品，RSJ胶回收试剂盒为
?V6GXKN 公司产品，PVJ;KS !=-.0%) :%&% N%+ 为
V&,%+#"<’&公司产品，鼠抗 !1123 ;!9、:蛋白单克隆
抗体由本实验室制备保存，7VX@G羊抗鼠 V<;为博士
德公司产品，4[Q (=*. Z-))’#为天为时代公司产品，
)*+"、),""为 S’U K&<=-&) ?%"=-Q.公司产品。淋
巴细胞分离液为上海华精生物公司产品。

!"# 方法
!"#"! !1123 24株 :基因扩增：参照 !1123 24株
基因序列，设计一对引物用于扩增 :基因（!@1产
物不含终止密码子），并使 :、;!9 串联后符合读框
规则，于引物的 9\端引入 &’("酶切位点。引物序
列如下：

J)G:4：9\G;XJ ;;X J@@ J@@ JX; ;;; X@;
X@@ XXJ ;JX ;J@ XX@G>\

J)G:5：9\G;@; ;;X J@@ XXX ;;@ JXJ XXX
;J@ JJ; ;XX XG>\
以 ($RSJ>G:为模板、以上下游引物 J)G:4 和

J)G:5扩增 :基因。!@1反应参数为：OA]预变性
>0%&，再进行 >9 个 !@1循环（OA] A9 .，85] A9 .，
H5] 8B .），最后 H5]延伸 4B0%&。4C琼脂糖凝胶电
泳鉴定 !@1产物。
!"#"# :与 ;!9基因串联的腺病毒穿梭质粒的构
建及鉴定：均按分子克隆实验指南进行［O］。利用 :
基因的上游引物与 ;!9 基因的下游引物（9\G;@J
@X@ ;J; @XJ J;; J@; J@@ @@J XX; XX@G>\）进行
!@1鉴定，4C琼脂糖电泳检查是否插入片段的大小
及方向，并对阳性重组质粒 (2E*++=’G@:3G:G;!9 进
行序列测定。

!"#"$ 细菌内同源重组获得重组腺病毒 RSJ：将
(2E*++=’G@:3G:G;!9用 )*+"线性化、去磷酸化后，
电转化（5^9N3、5BB#、59$7）至 ?L94I> 感受态细胞
（已转化腺病毒骨架载体 (J)K-./G4 的 ?L94I> 细
菌），进行同源重组。用卡那霉素筛选获得重组病毒

RSJ，),""酶切鉴定。
!"#"% : 与 ;!9 串联表达重组腺病毒的包装：用
PVJ;KS !=-.0%) :%&% N%+提取纯化重组腺病毒 RSJ，
),""酶切回收后，用 X#-&.7-.+X: X#-&.F’$+%"& 1’-<’&+
转染 MKNG5O>J细胞，培养 4B _ 49)，获得重组腺病
毒。

!"#"& 重组病毒的纯化：按动物病毒学方法进
行［4B］。

!"#"’ V7J检测重组腺病毒 #J)9G:9 的表达：重组
腺病毒接种 MKNG5O>J细胞后 5AE，弃去营养液，用
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!"#洗涤细胞；加入 $%%!& ’(的冷乙醇，’( 固定
)%*+,；弃去乙醇，!"# 洗涤；将鼠抗 !--#. /!0、1
蛋白单克隆抗体（本实验室制备）分别作 $ 2 0%稀释，
每孔加入 0%!&，在湿盒内 )3(温育 )%*+,；移去稀释
血清，用 4%%!&的 !"#洗涤 5 次；每孔加入 0%!&的
$ 2$%%稀释的 6789标记羊抗鼠 7:/，在湿盒内 )3(温
育 )%*+,；移去孔内液体，用 !"#洗涤 ’次；于荧光显
微镜下观察。

!"#"$ 重组腺病毒 ;<=0>10的病毒滴度测定：按常
规方法，将病毒裂解液作 $% 倍比稀释，接种 ?5 孔
@AB>4?)<细胞板中，)3(培养 0=，计数每个稀释度
的 9!A数，按 -CC=>1DC,EF法计算病毒滴度。
!"#"% 小鼠免疫试验：取 5周龄雌性小鼠 0’只，分
为 )组，每组 $G只。第一、二组分别皮下免疫 ;<=0>
10、HI<=，剂量为 %J0*&K只，$’= 后分别加强免疫 $
次。第三组为 !"# 对照组。加强免疫后分别于 4
周、’ 周和 5 周采血测定 A&7#< 抗体和中和抗体。
取脾脏，分离淋巴细胞，测定淋巴细胞增殖反应和

98&反应。
!"#"& A&7#< 抗体测定：参照 9FL的方法进行［$$］。
以超离的 !--#.全病毒抗原包被酶标板，免疫鼠血
清作 $ 2$%%稀释进行反应。最后以 M!N显色，测定
!"’?% ,*的值。以 !"’?% O %J)判为阳性。
!"#"!’ 病毒中和试验：参照 P+Q,:的方法进行［$4］。
待检血清 05(灭活 )%*+,后，作 4的连续倍比稀释，
然后与等体积的病毒液（含 4%% 897N0% K$%%!&）混合，
与 )3(水浴 $F。然后加入到已长满单层 1<-9>$’0
细胞的 ?5 孔培养板中，$%%!&K孔，)3(培养 ’=。以
能完全抑制 9!A的血清最大稀释度作为该血清的
中和滴度。

!"#"!! 淋巴细胞增殖试验：参照 -L*RQIL 的方法
进行［$)］。无菌取脾脏，研磨并于 4%% 目铜网过滤，
6+ELSS液分离淋巴细胞，用含 $%T胎牛血清的 $5’%
营养液培养。计数后稀释到 0 U $%5 ECSSK*&，每孔加
入 $%%!&。以 1M7 V $的 !--#.>#$株病毒作为刺激
抗原，每孔加入 $%%!&，)3(下培养 55F。对照孔加
入 $%%!& 病毒稀释液。然后每孔加入 ’%!& 188
（0*:K*&），)3(下继续培养 5F。吸弃培养液，每孔
加入 $%%!& N1#M，振荡融解结晶，测定 !"03% ,*的
值。计算刺激指数 #7 V刺激孔的 !" 值K未刺激孔
的 !" 值。
!"#"!# 乳酸脱氢酶法测定特异性 98&：将效应细
胞与靶细胞（W7@K)8)K1 和 W7@K)8)K/!0）以 $%% 2 $
的比例各 $%%!&混合于 ?5孔培养板中 )3(、0T9M4

孵育 ’F。每孔分别吸出 $%%!&上清至 A&7#<板中，
再加入 $%%!&预先配好的底物溶液，室温避光显色
)%*+,。最后每孔加入 )%!&终止液，于 03%,*波长
下测定 !" 值。同时设立自发释放孔（营养液孔）和
最大释放孔（裂解液孔）。计算 98& 杀伤率，杀伤
率T V（实验孔 !" 值 X自发释放孔 !" 值）K（最大
释放孔 !" 值 X自发释放孔 !" 值）U $%%T。

# 结果

#"! ())*+ *! , 基因的扩增与穿梭载体
-*./001234,+3,35(6的构建及鉴定
以 RENW<)>1为模板扩增得到不含终止密码子

的 1基因片段。$J%T琼脂糖凝胶电泳获得了与预
期片段大小相符（0’)YR）的清晰、单一的条带（图
$）。1 基因用 #$%"酶切后与同样处理的载体
R#FDIISC>91.>/!0 进行连接和转化，小量抽提重组
质粒，利用 1的上游引物 <=>1$与 /!0的下游引物
<=>/!0J4进行 !9- 鉴定，扩增得到约 $$0%YR 片段
的重组质粒鉴定为阳性重组质粒，命名为 R#FDIISC>
91.>1>/!0（图 $）。序列测定结果表明 1 与 /!0
基因按正确的读码框连接成功，获得重组穿梭载体。

图 $ 1基因的扩增与重组质粒 R#FDIISC>91.>1>/!0
的 !9-鉴定

6+:Z$ 8FC Q*RS+[+EQI+L, L[ 1 :C,C Q,= IFC +=C,I+[+EQI+L,
L[ ;CEL*Y+,Q,I RSQ\*+= R#FDIISC>91.>1>/!0 Y] !9-

$：4%%% NW< 1Q;^C;；4：RENW<)>1K!9-；)：R#FDIISC>91.>1>/!0K

!9-Z

#"# 重组腺病毒 789的酶切鉴定
穿梭载体 R#FDIISC>91.>1>/!0与腺病毒骨架载

体 R<=AQ\]>$在 "P0$G)大肠杆菌内同源重组获得重
组腺病毒 NW<，&’("酶切后经 $J%T琼脂糖凝胶电

300蒋文明等：串联表达 !--#. 1与 /!0蛋白重组腺病毒的构建及其免疫特性研究



泳得到一条 !"#$ 的大片段和一条 %&’#$ 的小片段
（图 (），将此重组腺病毒质粒命名为 )*+,-,./’。

图 ( 重组腺病毒 01* )*+,-,./’的酶切鉴定
2345 ( 6789:; <7<=9>3> ?@ A;B?:$37<7C

<+;7?D3A<= 01* )*+,-,./’
E：E#$ )=F> G<++;A；(：)*+,-,./’H!"# I 5

!"# $%&鉴定重组腺病毒的表达
用针对 /JJKL -和 ./’蛋白的单克隆抗体进

行 I2*试验，结果发现重组腺病毒感染的细胞出现
明显的荧光，而对照组则看不到荧光（图 !）。证明
-与 ./’串联后的重组腺病毒可以正确地表达融
合蛋白。

图 ! 重组腺病毒表达目的蛋白的间接免疫荧光检测
2345 ! MN; ;O)A;>>3?7 ?@ C<A4;C )A?C;37 P<> +;C;BC;+ $9 37+3A;BC 3::F7?@=F?A;>B;7B; <>><9 F>374 :?7?B=?7<= <7C3$?+3;>

<4<37>C -（!,QJ2R >;AF:）<7+ ./’ )A?C;37>（!,QJ2’ >;AF:）5

!"’ 重组腺病毒 (&)*+,*的 -.$/*0

J;;+,-F;7BN法计算重组腺病毒的滴度为 E"E%&SS

MTI0’" H:G，滴度较高。

!"* 体液免疫应答
重组腺病毒 A*+’,-’ 免疫小鼠，于二免后 ( 周

检测到 6GIK*抗体，于 %周达到高峰，R周时稍微有
些下降（图 %）。说明此重组腺病毒可以诱导小鼠产
生体液免疫应答。体外中和试验表明，重组腺病毒

A*+’,-’在二免后 (周即可检测到，并持续升高（图
’）。
!"1 细胞免疫应答
病毒特异性的淋巴细胞增殖试验表明，小鼠在

第二次接种 A*+’,-’后 (周即诱导产生了明显的淋

图 % 6GIK*抗体结果
2345% MN; A;>F=C> ?@ 6GIK* F>374 >;AF: @A?: 37?BF=<C;+
:3B; <C +3@@;A;7C +<9> )?>C $??>C,C3::F738<C3?7（+)$）

图 ’ 中和抗体结果
2345 ’ MN; A;>F=C> ?@ >;AF: 7;FCA<=38374 <>><9 ?@

37?BF=<C;+ :3B; <C +3@@;A;7C +<9> )?>C
$??>C,3::F738<C3?7（+)$）

巴细胞增殖应答，并且在二免后 % 周达到高峰（图
R），与 PC*+ 和 /UK 对照组相比，差异显著（ ! V
"&"’）。
小鼠接种 A*+’,-’后产生了抗原特异性的 TMG

应答。在二免后 %周试验组小鼠脾淋巴细胞的杀伤
率达到 !R&(W（图 S），与 PC*+ 和 /UK 对照组相比，
差异极显著（! V "&"E）。

# 讨论

/JJK是世界范围内危害养猪业的疾病。目前
/JJK的防制主要依靠弱毒疫苗和灭活苗，但其免疫
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图 ! 淋巴细胞增殖试验结果
"#$% ! &’( )(*+,-* ./ 0).,#/()1-#.2 ./ *0,(2.34-(*
1/-() !" #!$%& *-#5+,1-#.2 6#-’ 7889: 0).-(#2

图 ; <&=试验结果
"#$% ; &’( )(*+,-* ./ #2>+3-#.2 ./ <&= /.,,.6#2$ #55+2#?1-#.2

效果都不十分理想。活疫苗只能保护同源病毒的攻

击，而对异源病毒的保护效果较差。不管是活疫苗

还是灭活苗都只能提供部分的保护，而且不能预防

感染。另外，活疫苗还可能出现毒力返强的危险。

因此有必要发展一种新型有效的疫苗。国内外许多

学者都在努力探索各种形式的疫苗，所选的免疫原

主要在原核细胞、昆虫细胞内表达，并对表达产物的

免疫原性及作为疫苗的可行性进行了研究，如用

@<A表达 A7B、C蛋白，杆状病毒表达 A7B，伪狂犬
病毒表达 A7B 等［D，E，B，FE］。本试验将 7889: C、A7B
串联后重组入腺病毒表达载体，并在 GHD 细胞中包
装成完整的病毒粒子，小鼠试验表明具有良好的免

疫原性。

由 7889:基因组 I8"!编码的主要结构蛋白 C
是非糖基化蛋白。应用单克隆抗体技术发现 C蛋
白中包含有中和表位，可以诱导机体产生中和抗体

并能中和病毒，而且针对 C的抗体无抗体依赖性增
强作用［FB］。研究还发现 C蛋白能够诱导细胞免疫
反应。因此深入研究 7889:的 C蛋白的免疫特性
及其相应功能具有一定的理论意义和实践意义。由

I8"B编码病毒的 A7B 蛋白是病毒的囊膜糖蛋白，
是诱导机体产生中和抗体、产生保护性免疫反应的

主要蛋白之一。用重组 A7B 蛋白制备的单克隆抗
体具有中和活性。针对 A7B 的单克隆抗体比针对
其它蛋白如 A7E 蛋白的单克隆抗体更加有效。
@1*-.*等［D，E］用 @<A 分别表达 A7B 与 C 蛋白，免疫
小鼠后发现二者联合免疫产生的中和抗体尽管高于

单独免疫的水平，但是其滴度仍然较低。猪体免疫

保护试验表明联合免疫缩短了病毒血症持续时间，

减少了体内组织的病毒量，但是只能提供部分的免

疫保护，效果不十分理想。

腺病毒是重组病毒疫苗的有效载体之一。JFK
JD区缺失复制缺陷型腺病毒载体系统在安全性、高
效性和操作性上都有其独特的优势，故受到普遍重

视。L’(41)等［F!］将 A7B 的密码子改造成哺乳动物
偏爱的密码子，以腺病毒为载体进行表达，提高了

A7B的表达量。免疫猪体攻毒后发现可以诱导产生
更快更高的抗体，尤其是中和抗体水平比原型 A7B
产生的高。本试验将 7889: C与 A7B串联后用 JFK
JD缺陷型腺病毒载体进行表达，免疫小鼠后具有良
好的免疫原性。以前的试验表明，不管是 A7B还是
C蛋白，单独免疫或联合免疫产生的中和抗体滴度
较低［D，E，FE］。而本试验中，小鼠在免疫重组 C与 A7B
串联蛋白后产生的中和抗体滴度较高。我们推测可

能是二者串联后翻译成一个整体的蛋白质，改变了

空间结构，使二者协同发挥作用。而二者单独表达

联合免疫后不能形成这种空间构象，使得中和抗体

仍然较低。此外，本试验通过 <&= 试验，进一步证
明本研究构建的重组腺病毒可以诱导产生细胞免疫

应答。至于该 <&=应答是针对 A7B还是 C蛋白，仍
需要进一步的试验验证。

本研究利用该表达系统将 7889:的结构蛋白
C与 A7B串联表达，以期更好地发挥 7889: C、A7B
的抗原活性以及协同作用。小鼠免疫试验表明该重

组病毒具有良好的免疫原性，不仅可以诱导产生体

液免疫应答（J=M9N抗体和较高的中和抗体），还可
以诱导细胞免疫应答（淋巴细胞增殖和 <&=反应），
为进一步的猪体保护试验和研制 7889:活载体疫
苗提供了候选载体疫苗分子。
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