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摘 要 为了提高 T117& Y1IG 基因的免疫效力，对 Y1IG 基因进行了改造，将 ?8P 序列和通用型辅助性 C 淋巴细胞表位插入

> 表位与 U 表位之间，并对 *"" 与 *G# 位糖基化位点进行了点突变，获得改造的 Y1IG 基因。在此基础上构建了由两个 ?X&
启动子调控的共表达改造的 Y1IG（XY1IG）与 Y1I= 基因的真核表达质粒 83Z*>FXG>F=>。经 \2@92/-F;(’9 与 SI> 验证真核质粒

的体外表达后，免疫 = 周龄 U,(;]3 小鼠，利用微量中和试验检测免疫后的中和抗体，利用 XCC 法检测免疫后淋巴细胞的增生

情况，并与未改造 Y1IG 基因真核表达质粒 83Z*>FG>F=>、弱毒疫苗以及灭活疫苗的免疫效果进行比较。结果表明，83Z*>F
XG>F=> 不但能够刺激免疫小鼠在较短的时间内产生更高水平的中和抗体，而且可以诱导产生更强烈的 C 淋巴细胞增殖反

应。所构建的共表达 T117& 改造的 Y1IG 基因与 Y1I= 基因的 Z*> 疫苗 83Z*>FXG>F=>，能够较好的诱发小鼠产生较高的特

异性针对 T117& 的中和抗体和细胞免疫应答，为研究能够更好地防制 T117& 的新型疫苗提供了新的思路。
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猪繁殖与呼吸综合征（2334）是由猪繁殖与呼

吸综 合 征 病 毒（ !"#$%&’ #’)#"*+$,%-’ .&* #’/)%#.,"#0
/0&*#"2’ -%#+/，23345）引起的一种严重危害养猪业

的传 染 病［G］。该 病 于 GHIJ 年 在 美 国 首 次 报 道。

GHHC 年 哈 尔 滨 兽 医 研 究 所 在 国 内 首 次 分 离 到

23345，证实本病在国内存在［K］。健康猪与病猪接

触、排泄物与分泌物污染的饲料等是本病传播的主

要途径。该病临床主要表现为母猪繁殖障碍，呈现

流产、死胎、木乃伊胎及弱仔等症状，仔猪及育成猪

则表现为呼吸系统症状。由于 23345 具有抗原变

异性，并且其主要靶细胞是具有重要免疫功能的肺

泡巨噬细胞，因此，23345 的感染常引发其它病原

的继发感染，尤其是呼吸道感染，给养猪业造成重

大损失。目前用于预防 23345 的主要有灭活苗和

弱毒苗，但存在免疫保护效果差或散毒、易返强等危

险［L］，在临床上迫切需要更安全、更有效的新型疫

苗。由 D3EB 基因编码的糖基化囊膜蛋白 F2B 是

23345 的主要免疫原性蛋白，参与体液免疫与细胞

免疫。F2B 蛋白 ?A端胞外域具有 M 个 ?A糖基化位

点，并 与 由 D3EC 编 码 的 < 蛋 白 形 成 异 源 二 聚

体［B］。最近，D,"+-%,N) 等［C］在利用噬菌体表面展示

技术研究 F2B 中和表位时，发现与中和表位紧邻的

上游存在一个非中和表位，此表位具有类似 OP5 中

覆盖表位的覆盖效应。另外，研究表明，在 23345
感染后数周，F2B 蛋白胞外域处于免疫显性的核心

位置，而不只是 @ 位点，很可能是 @ 位点与胞外域

的糖基化抑制了 Q 淋巴细胞特异位点上的 P9< 识

别 Q 位点［J］。本研究基于 23345 分子生物学与分

子免疫学研究进展，对 23345 ?RA! 株 F2B 蛋白的覆

盖表位（@ 位点）进行了修饰，并对 F2B 胞外域的

?MM 与 ?BG 位糖基化位点进行了点突变，构建了共

表达 23345 改造的 D3EB 基因（<D3EB）与 D3EC 基

因的 >?@ 疫苗 6(>?@A<B@SC@。利用 Q!.:S( 小鼠初

步评价了构建的 >?@ 疫苗的免疫效力，为进一步研

制能有效防制 23345 的新型疫苗奠定基础。

) 材料与方法

)*) 病毒、细胞及载体

23345 ?RA! 株为本实验室从南京某急性发病

猪群中分离的 23345 强毒，由农业部动物疫病诊断

与免疫重点开放实验室鉴定、保存；<!+(AGLB 细胞与

TOD 细胞购自中国典型培养物中心；宿主菌 >OB!
与真核表达质粒 6(>?@MUV 购自 2+-=#9! 公司；C 周

龄的雌性 Q!.:S( 小鼠购自南京市军区总院实验动物

中心；重组质粒 6(>?@AD3EB、6(>?@AD3EC 由本室构

建、保存，系将 23345 ?RA! 株完整的 D3EB、D3EC 基

因分别克隆入 6(>?@MUV 4%&&"与 56.#位点之间。

)*+ 主要试剂及工具酶

限制性内切酶 4%&&"、7.2O#、8$"3#、59"
#、:",#、56.#与 WX0!Y 酶、0L>?@ 连接酶等工具

酶以及点突变试剂盒均购自 0!Z!3! 公司；胶回收试

剂 盒 购 自 上 海 华 舜 生 物 技 术 公 司；32<PAGCLV、

><W< 培养基为 FPQTD 公司产品；新生牛血清购自

兰州民海生物工程有限公司；脂质体转染试剂盒

[)6-7#("!=)$# KVVV 为 P$’)"+-9#$ 公 司 产 品； 兔 抗

23345 ?RA! 株高免血清由本室制备，系用纯化的

23345 ?RA! 株多次免疫家兔制备，兔抗 23345 ?RA
! 株 F2B 与 < 蛋白的特异性多抗由本室制备，系将

23345 ?RA! 株 D3EB 与 D3EC 基因分别原核表达

后，用纯化的表达产物免疫家兔后分离血清获得；

O32标记的羊抗兔 P9F、EP0T 标记的羊抗兔 P9F 均

为晶美生物技术有限公司产品；淋巴细胞分离液为

上海华精生物高科技发展公司产品。

)*, 引物设计

根据登录于 F#$Q!$N（登录号：@\JMJKIK）的

23345 ?RA! 株 D3EB 基因与 D3EC 基因的核苷酸序

列，利用 2+)=#+ 2+)=#+BUV 软件，设计一系列引物（表

G），用于真核表达质粒的构建。

)*- ./01 位点的修饰与胞外域 23糖基化位点的

突变

以重组质粒 6(>?@AD3EB 为模板，利用 2=D3EBAG、

2=D3EBAK为引物，扩增含有 T6F 序列和通用辅助性 0
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细胞表位序列的 !"# 基因的前端共 $#%&’ 的目的片

段，序列测定正确后，经 !"#(!与 $%&"双酶切，克

隆入 ’)*+,%-. 载体 !"#(!与 $%&"之间，命名为

’)*+,/0$；利用引物 "1230#/%、"1230#/4，扩增 !"# 基因

后端 #.5&’ 的片段，序列测定正确后，经 $%&"与

’()"双酶切后，克隆入 ’)*+,/0$ $%&"与 ’()"

位点之间，获得修饰 , 位点的 "3367 230# 基因，命

名为 ’)*+,/1230#。以鉴定好的 ’)*+,/1230# 为

模 板，利 用 引 物 "+%%/$、"+%%/% 与 "+#$/$、"+#$/8，按 照

9:;:<: 点突变试剂盒方法对 1230# 第 %% 位与 #$
位的 +/糖基化位点进行点突变，经测序验证突变正

确后，将此重组质粒命名为 ’)*+,/=230#。

表 ! "#$ 反应所用引物

%&’() ! "*+,)*- .-)/ 01* 2)3) "#$ &,4(+0+5&6+13 +3 67) -6./8
+:1> #? @ABC1> 6DE> "FD1>F 6>GH>A)>（#?!%?） "HF’IJ>
"230#/$ !"#(! ))*+&&KEEE:::):EKEEKK:K:::EK)EEK:) L’JEF>:1 ’FD1>F MIF 230#/’INC,
"’INC,/$ ,)-O" **)&++):)))):)))))):K::E:K *IPAJEF>:1 ’FD1>F MIF 230#/’INC,
"Q=7/$ .+%3" *))&&+EEKEKEKEEKK:KKE)K)EK L’JEF>:1 ’FD1>F MIF "Q=7/230R/’INC,
"’INC,/8 ’/%" +&+*)*KK)K)K))K):EK))EK)E:EEKE)EE) *IPAJEF>:1 ’FD1>F MIF "Q=7/230R/’INC,
"1230#/$ !"#(! ))*+&&KEEE:::):EKEEKK:K:::EK)EEK:) "FD1>FJ MIF !"#“,”>’DEI’> K>A> F>)IAJEFH)EDIA
"1230#/8 $%&" K)KK))K):K)KK):K))EE):KKKE)):KK):)):)K:

:)EEKK)K::)KEEK)EKK)KEEKK)K:K):):K)::::
"1230#/% $%&" *+**++*+::)K:):K):K)E))):E)E
"1230#/4 ’()" **&)++)E:):))):EEKEE))K)EK:::)E)
"+%%/$ S K)K))K:):K):K)E))):E L’JEF>:1 ’FD1>F MIF !"# +%%1HE:EDIA
"+%%/8 S EKK)KEEKK)K:K)K):K): *IPAJEF>:1 ’FD1>F MIF !"# +%% 1HE:EDIA
"+#$/$ S EKK)EKK):):K:EEKK)E: L’JEF>:1 ’FD1>F MIF !"# +#$ 1HE:EDIA
"+#$/8 S K)E):):E:K:KE)::KEEK *IPAJEF>:1 ’FD1>F MIF !"# +#$ 1HE:EDIA

!9: 共表达 ;<$=: 基因与 <$=> 基因的真核表

达载体的构建

以 "230#/$与 "’INC,/$ 为引物，以 ’)*+,/=230# 为模

板，扩增 =230# T ’INC, 基因，"Q3 产物经序列测定后

克隆入 ’)*+,%-. 的 !"#(!与 ,)-O"位点之间，重组

质粒命名为 ’)*+,/=#,。以 "Q=7/$与 "’INC,/8为引物，以

’)*+,/230R 为模板，扩增 230R 基因的表达盒（"Q=7

T 230R T "NIC,），序列测定后，经.+%3"与 ’/%"双酶

切，克隆入 ’)*+,/=230# 的.+%3"与’/%"位点之间，

获得共表达 =230# 与 230R 基因的真核表达质粒，命

名为 ’)*+,/=#,/R,。利用相似的方法构建了未改造

230#基因与 230R 基因的双表达真核载体，命名为

’)*+,/#,/R,。

!9> 真核质粒的体外表达与鉴定

按分 子 克 隆 介 绍 方 法 大 量 制 备 ’)*+,/=#,/
R,、’)*+,/#,/R, 与空白载体 ’)*+,%-.，并经 $.U
"@!V.../=KQN8 纯 化。按 8 S $.# 个 细 胞W孔 接 种

QO2细胞于 84 孔板，待细胞长至 V.U X Y.U融合

时，在脂质体（<D’IM>)E:1DA>8...，ZA[DEFIK>A）介导下将

纯化的表达质粒（4#KW孔）转染 QO2 细胞，具体操作

按试剂盒说明书进行。

在转染后 4V\，每孔用 "]6（’O5-4）洗涤 % 次，甲

醇室温固定 #1DA，进行间接免疫荧光染色。于转染

孔中加入 $ ^ $.. 稀释的兔抗 "3367 +_/: 株 !"# 或

= 蛋白的阳性血清，%5‘作用 4#1DA，"]6 洗涤 % 次，

每次 #1DA，然后加入 0Z9Q 标记的羊抗兔 ZK! 抗体，

%5‘作用 4#1DA 后，"]6 洗涤，风干后直接观察荧光。

转染后 %R X 4V\ 收集转染细胞，"]6（’O5-4）洗

涤 $ 次，在细胞沉淀中加入 $..#< $ S 6*6/",!@ 上

样缓冲液混匀，煮沸 #1DA，利用 $8U 的 6*6/",!@
胶电泳分离蛋白，采用半干转移（]DI/3:(）转印硝酸

纤维膜，#U 的 "]6 脱脂乳封闭 8\，将兔抗 "3367
+_/: 高免血清与 ’)*+,%-. 转染细胞超声波裂解物

（0 W0 a $^ #）于 %5‘作用 4#1DA，离心取上清作 $ ^ 8.
稀释后作为一抗，洗涤 % 次后，加入 O3" 标记的羊

抗兔 ZK! 为二抗，作用 4#1DA，与增强型化学发光底

物作用后转印 b 光片。

!9? 动物分组及免疫程序

将 R 周龄的雌性 ]:N&W) 小鼠随机分 # 组，每组

8. 只，设 ’)*+,/=#,/R,、’)*+,/#,/R, 8 个重组质

粒免疫组，同时设立 ’)*+,%-. 空载体对照组、弱毒

疫苗与灭活疫苗对照组。后腿肌肉注射免疫 8 次，%
周后 进 行 加 强 免 疫。*+, 疫 苗 每 只 每 次 免 疫

$..#K，商品化疫苗对照组按照使用说明免疫。

!9@ 中和抗体检测

于首免后每周断尾采 血 分 离 血 清，#R‘ 灭 活

%.1DA，采用固定病毒稀释血清法进行微量中和试验

检测。其中血清无菌处理后作 8c $、8c 8、8c % ⋯⋯系

#%郑其升等："3367 +_/: 株 230# 基因 , 表位的修饰与糖基化位点的突变对其 *+, 疫苗免疫效力的影响



列倍比稀释，接种于长满 !"#$%&’( 细胞单层的 )*
孔 板 中，每 孔 (+!,。 然 后 每 孔 加 入 用 -!.!

（/0123）稀释为 4++ 520-(+ 的 67789 :;%" 株 (+!,，

同时设细胞对照和病毒对照孔，<=>，(? 234 培养

箱中培养 =@，逐日观察并记录细胞病变结果，被检

血清中抗 67789 的特异性中和抗体效价，即被检血

清样品能够完全保护细胞不产生病变的最高稀释

倍数。

!"# $%% 法检测 % 淋巴细胞的增殖反应

于首免后 < 周和二免后 < 周每组宰杀 ( 只小

鼠。小鼠眼球放血后脱颈椎处死，无菌取脾脏，用淋

巴细胞分离液分离淋巴细胞，以含 &+?（! A!）犊牛

血清的 76!0%&*’+ 完全培养液调整细胞浓度约为

4 B &+= AC,，加入 )* 孔细胞板内，&++!,A孔，每个样品

做 < 个重复，向各孔内加入 4++ 520-(+经紫外线灭活

的 67789 :;%"，置 <=>、(? 234 培养箱中培养 *+D，

再每孔加入 (!EAC, !58 &+!,，继续培养 ’D。测定

"#’)+ 值，取平均值计算刺激指数（80），试验设不加

67789 的营养液对照。以刺激指数（80）作为判断淋

巴细胞转化程度的参数，80 F 刺激孔 "#’)+ GC 值A培

养液对照孔 "#’)+ GC 值）。

!"!& 数据统计与分析

所有数据用 8688&&H( 统计分析，作图。

’ 结果

’"! 重组质粒的构建

!37I(%JKLMN 全长基因为 O=*PJ 片段用 $%&@"
与 ’()Q#进行双酶切回收后插入真核表达载体

J$-:N<H+ 的 $%&@"与 ’()Q#位点，构建重组质粒

J$-:N%!37I(。另 将 全 长 基 因 为 &*+)PJ 的 62!9%
37I*%JKLMN 表达盒用 *+,7#与 -.,#进行酶切回

收后插入 J$-:N%!(N 的 *+,7#与 -.,#位点之

间，使 !37I( 基因和 37I* 基因位于两个独立的

2!9 立即早期启动子下游，构建 37I( 基因和 37I*
双基因共表达重组质粒 J$-:N%!(N%*N，利用相似

方法构建重组质粒 J$-:N%(N%*N（图 &）。

’"’ ()*+),-./01+ 分析结果

将 J$-:N%(N%*N、J$-:N%!(N%*N 与 空 载 体

J$-:N<H+ 分别转染 2Q3 细胞。转染 ’OD 后收集细

胞进行裂解处理作为抗原，进行 RSTUS#G%PLKU 分析。

由图 4 可见，真核重组质粒 J$-:N%!(N%*N 转染的

细胞能够同时表达约为 4(V- 的 /6( 蛋白和约为

&)V- 的 ! 蛋白。结果表明，构建的 -:N 疫苗能够

同时表达 /6( 蛋白和 ! 蛋白，但是 J$-:N%(N%*N 中

未改造的 /6( 的表达量比 J$-:N%!(N%*N 中改造的

/6(（C/6(）的表达量低。

图 & -:N 疫苗重组质粒的构建

IWEX& 2KGTU#Y$UWKG KZ UDS U[K #S$KCPWG"GU
JL"TCW@ -:N \"$$WGS

图 4 重组真核质粒体外表达产物的 RSTUS#G%PLKU 鉴定

IWEX4 5DS RSTUS#G%PLKUUWGE "G"LMTWT ZK# J#K@Y$UT
S]J#STTS@ PM UDS #S$KCPWG"GU JL"TCW@T

&：.]J#STTS@ J#K@Y$U KZ J$-:N%(N%*N #S"$UT [WUD 67789JKTWUW\S TS#YC；

4：.]J#STTS@ J#K@Y$U KZ J$-:N%!(N%*N #S"$UT [WUD 67789 JKTWUW\S

TS#YCX

’"2 345 鉴定结果

J$-:N%(N%*N、J$-:N%!(N%*N 以 及 空 载 体

J$-:N<H+ 分别转染 2Q3 细胞，转染后 ’OD 进行间

接免疫荧光染色，结果 J$-:N<H+ 为阴性，重组质粒

J$-:N%(N%*N、J$-:N%!(%N%*%N 呈很强的荧光着色

（图 <），而 J$-:N<H+ 转染孔没有荧光。说明构建的

重组 真 核 表 达 质 粒 均 能 较 好 地 在 体 外 表 达 /6(
（!/6(）与 ! 蛋白。

’"6 免疫动物中和抗体的检测

采用 中 和 试 验 检 测 免 疫 小 鼠 特 异 性 针 对

67789 的 中 和 抗 体 水 平（图 ’），结 果 重 组 质 粒

J$-:N%(N%*N 免疫组的中和抗体水平低，并且产生

晚，而 J$-:N%!(N%*N 免疫组的中和抗体产生早，上

升快。首免后第 < 周就有 4 只小鼠产生可检测的中

和抗体（& ^O），随后快速上升于第 ) 周达到最高，有

* 只达到了 & ^ <4，中和抗体滴度的平均值达到（& ^
4+H4），高于弱毒活疫苗产生的中和抗体水平。说明

*< /.%&010 2,34&(5 ,6 ’%,70+.&,5,89 生物工程学报 4++=，9KLH4<，:KH&



图 ! "#$ 检测真核表达质粒在 %&’ 细胞上的表达

#()*! +,-./00(12 13 45/ /678.914(: -;80<(=0 12 %&’ :/;; ;(2/ =/4/:4/= >(45 "#$
$，?：-:@A$BCD$BE$ 82= -:@A$BD$BE$ =/4/:4/= >(45 FGD -10(4(H/ 0/.6<；%，@：-:@A$BCD$BE$ 82= -:@A$BD$BE$ =/4/:4/= >(45 C -10(4(H/ 0/.6<；

+：-:@A$!IJ =/4/:4/= >(45 GKKLM -10(4(H/ 0/.6<*

对 GKKLM FGD 蛋白 $ 表位基因进行修饰，并将胞外

域 !! 位、DD 位的糖基化位点进行点突变后与 ’K#E
基因在两个 %CM 启动子的控制下共表达构建的

@A$ 疫苗能够更好地刺激免疫小鼠产生更高的中

和抗体。未经改造的 @A$ 疫苗 -:@A$BD$BE$ 免疫

组的中和抗体水平不高（与灭活苗产生的中和抗体

水平 差 异 不 显 著 ）， 并 且 上 升 缓 慢。 空 载 体

-:@A$!IJ 对照组在整个试验过程中均未检测到特

异性针对 GKKLM 的中和抗体。

图 N 免疫小鼠 GKKLM 特异性中和抗体水平检测

#()*N GKKLM 0-/:(3(: 2/64.8;(O(2) 824(P1=(/0
)/2/.84/= P9 45/ (<<62(O/= <160/

!"# 免疫小鼠 $ 细胞增殖反应检测结果

为了探讨构建的 @A$ 疫苗在免疫小鼠体内诱

发特异性针对 GKKLM 的淋巴细胞增殖反应，笔者检

测了首免后第 ! 周与第 Q 周免疫小鼠的特异性脾淋

巴细胞增殖情况。从图 D 中可以看出，以经紫外线

照射灭活的 GKKLM 作为刺激原，-:@A$BCD$BE$ 免

疫小鼠获得了强的特异性淋巴细胞增殖，其在第 R
周增殖指数达到 SITR U JIJR，明显高于 -:@A$BD$B
E$ 免疫组，统计学分析结果显示，-:@A$BCD$BE$
免疫组与商品化的 GKKLM 弱毒疫苗所引发的 V 细

胞增殖反应强度差异明显（! W JIJD）。灭活疫苗及

-:@A$BD$BE$ 免疫组只能刺激免疫小鼠产生非常弱

的 V 细胞增殖反应。此结果表明，@A$ 疫苗 -:@A$B
CD$BE$ 免疫小鼠后能够诱发较强的淋巴细胞增

殖。

图 D 免疫小鼠的特异性 V 淋巴细胞增殖反应

#()*D L-/:(3(: ;9<-51:94/ -.1;(3/.84(12
./0-120/0 31. 45/ H8::(284/= <(:/

$：-:@A$!IJ；?：-:@A$BD$BE$；%：-:@A$BCD$BE$；@：$44/2684/=

;(H(2) H8::(2/ ；+："28:4(H84/= H8::(2/*

% 讨论

GKKL 是目前养猪业中一种危害严重的病毒性

传染病，引起猪的繁殖障碍和呼吸道疾病。GKKLM
感染已成为当前养猪业面临的棘手问题，该病不仅

造成了巨大的经济损失，而且引起继发感染、混合感

染、免疫抑制等一系列问题。GKKLM 感染对现行的

疫苗研制和免疫策略提出了严峻的挑战。为了发展

更安全、有效的新型疫苗，许多学者先后构建了以

GKKLM 中最主要的保护性抗原BFGD 为基础的 @A$
疫苗、亚单位疫苗和腺病毒载体疫苗［Q，R］，笔者所在

实验室也构建了以改良的安卡拉株痘苗病毒为载体

表达 GKKLM FGD 的重组活载体疫苗。

众所周知，GKKLM 的主要中和位点位于 FGD 蛋

白，用反向免疫法和其它涉及重叠蛋白的研究确证

FGD 主要中和位点与中和抗体的活动相关，这个表

位的最小抗原区在 !T 位 X ND 位氨基酸，已被确认

是中和表位的核心区域。这个核心区域被称做 ?

T!郑其升等：GKKLM AYB8 株 ’K#D 基因 $ 表位的修饰与糖基化位点的突变对其 @A$ 疫苗免疫效力的影响



位点，! 位点可被单克隆抗体所识别，并且可诱导

产生用于被动免疫保护试验的抗体。"#$ 的另一个

显性表位被称作 % 位点，在 #&&’( 感染后表位 %
迅速诱导产生非中和抗体，% 位点位于 ! 位点上游

) 个氨基酸，"#$ 的氨基端，它的特征与 *+( 的

,-./0 表位功能相似。

"#$ 蛋白氨基端胞外域高度糖基化，推测具有

1 个 23糖基化位点（211、24$、2$5）。为了研究糖基

化在 #&&’( 中 和 抗 体 反 应 中 的 功 能，+67879: *;
%<687=［5>］等利用 #&&’( 的反向遗传系统构建了一系

列 #&&’( "#$ 蛋白糖基化位点发生点突变的突变

株，研究结果表明，第 4$ 位 23糖基化位点的突变将

导致不能产生具有感染力的子代病毒，说明 #&&’(
"#$ 蛋白第 4$ 位的天冬酰胺的糖基化对于维持病

毒的感染力是必须的；211 位和?或 2$5 位 23糖基化

位点的突变将导致病毒滴度的降低，但在中和实验

中对 #&&’( 野毒的特异性抗体表现出更高的敏感

性，更令人鼓舞的是，与野毒株相比，用这些突变株

免疫猪能产生针对于 #&&’( 野毒的更高水平的中

和抗体，这表明在 211 与 2$5 位的糖基化的突变既

提高了病毒在中和试验中的敏感性，也增强了糖基

化位点附近的抗原表位的免疫原性。

正是基于上述研究结果，我们对 #&&’( 2@38 株

的 A&B$ 基因进行了以下两个方面的改造。首先，

为了提高 A&B$ 基因 ,2% 疫苗的免疫效力，将通用

型辅助性 C 淋巴细胞表位（#%,&D）与 EF" 序列克

隆入 A&B$ 基因覆盖表位和中和表位之间，#%,&D
是 % :-G87H-7 等［55］在多聚丙氨酸骨架导入 *I%,&
分子锚定序列构建的一种通用性 CJ 细胞表位，其

诱导 CJ 细胞反应的能力比自然源性 CJ 表位高 5>>>
倍。#%,&D 可为 ! 细胞、ECI 细胞表位以及多糖抗

原提供强有力的辅助作用，诱导高效的 CJ 反应。

EF"3,2% 是一些具有免疫激活功能的以未甲基化

的 EF" 基序（EF" K/L=M）为核心的 ,2% 序列，它能在

体内诱导强烈的免疫反应，主要包括激活 ! 细胞增

殖、分化、分泌白细胞介素 N（+I3N）及其他细胞因

子，激活自然杀伤细胞（2O）的裂解活性，分泌干扰

素，诱导细胞免疫反应，表现为强烈的 CJ5 型免疫

反应。近来研究表明“"CE"CC”对刺激多种动物的

淋巴细胞是最好的，包括牛、绵羊、山羊、马、猪、狗、

猫、鸡等动物。本研究在改造 A&B$ 基因时，将 EF"
基序与 #%,&D 引入，其目的一方面是使 "#$ 的 !
表位充分展示，另一方面是进一步增强体液免疫和

细胞免疫。另外，本研究将能够增强 ,2% 疫苗免疫

效力的 EF" 序列插入 #%,&D 序列的上游，以期能

够进一步改善 #&&’( "#$ 的免疫原性。在对 A&B$
% 位点进行改造的基础上，我们对 "#$ 胞外域 211
位与 2$5 位 23糖基化位点进行了点突变。

!8:8697=08［51］等最近在研究与 #&&’( 同属的马

动脉炎病毒（D%(）的甲病毒 &2% 复制子疫苗的过

程中发现，当 "I（相当于 #&&’( 的 "#$ 蛋白）和 P
蛋白共表达时，能够形成 "I3P 异源二聚体，而这种

异源二聚体的存在也极大地促进了 "I 蛋白有效地

从内质网向高尔基体的转运，获得正确的翻译后修

饰，从而诱发免疫实验动物特异性中和抗体的产生，

而单独表达 "I 的 &2% 复制子疫苗并不能诱发免疫

试验动物特异性中和抗体的产生。作为与 D%( 同

科的病毒，#&&’( "#$ 和 P 蛋白进行共表达时可能

也对 "#$ 的转运、定位以及随后的免疫反应产生影

响。因此，本研究构建了由两个 EP( 启动子调控，

共表达改造的 A&B$ 与 A&BQ 基因的真核表达质粒

F.,2%3P$%3Q%。

本研究利用实验动物3!8:R?. 小鼠评价了 ,2%
疫苗引发的体液免疫反应和淋巴细胞增殖反应，其

结果都是令人振奋的。F.,2%3P$%3Q% 免疫小鼠可

诱导产生高水平中和抗体及强烈的 C 淋巴细胞增殖

反应。目前的研究已证实高滴度的中和抗体在抵抗

#&&’( 感染过程中具有重要作用，并与病毒的清除

呈正相关性［51］。尽管目前对细胞免疫在抗 #&&’(
感染中的作用尚不清楚，但 F.,2%3P$%3Q% 能同时

激发很强的体液免疫与细胞免疫，表明它很有希望

成为一种 #&&’( 新型候选疫苗，同时也说明我们对

#&&’( A&B$ 基因的改造是成功的，这将对 #&&’(
的各种新型疫苗研究过程中目标基因的选择具有重

要的指导意义。

F.,2%3P$%3Q% 能同时诱导高水平的体液免疫

与细胞免疫反应，可能与以下几点因素相关：（5）

"#$3P 蛋白异源二聚体的形成促进 "#$ 蛋白从内

质网往高尔基体的转运，在此过程中 "#$ 蛋白获得

修饰，使某些中和表位获得展现。（N）"#$ 蛋白本身

具有诱发中和抗体的能力，P 蛋白具有诱发特异性

细胞免疫的能力，"#$ 和 P 蛋白共表达时会产生协

同作用。（1）EF" 基序与通用型辅助性 C 淋巴细胞

表位的插入消除或减弱了“%”表位的覆盖作用，使

"#$ 的 ! 表位获得充分的展示，增强了 "#$ 蛋白的

免疫原性。（4）"#$ 胞外域 211 与 2$5 位 23糖基化

位点的突变消除了多糖侧链对 ! 表位的覆盖作用，

增强了 "#$ 蛋白的免疫原性。
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理想的 !""# 疫苗应该在短时间诱导高水平的

中和抗体和特异性细胞免疫反应，本研究构建的共

表达 !""#$ 改造的 %"&’ 和 %"&( 基因的 )*+ 疫

苗 ,-)*+./’+.(+，证实能够较好的诱发小鼠产生

较高的特异性针对 !""#$ 的中和抗体和细胞免疫

应答，为研究能够更好地防制 !""#$ 感染的新型疫

苗提供 了 新 的 思 路 和 途 径。但 是 作 为 一 种 新 的

!""#$ 疫苗设计和共表达 0!’1/ 的策略，)*+ 疫苗

,-)*+./’+.(+ 的有效性免疫保护还需大量的试验

进行验证。目前，笔者已着手进行猪体免疫保护试

验，以全面、系统地评价这一新型疫苗的免疫效果。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ 2 ］ 345678674 9/， /:5;:<=:>? @@， ABC8 A#， !" #$ D #7>5-75>4;

,C;E,:78F:6 CG 7B: +H:>8-4<（$"IJJI）67>48< CG ,C>-8<: :,8F:H8-

4=C>78C< 4<F >:6,8>47C>E K8>56D %&’( )*&+$，2LL(，’(’：2J’M N

2J(’ D
［ I ］ 05C 3O（郭宝清），AB:< P#（陈章水），Q85 RS（刘文兴），!" #$ D

#75F8:6 C< !""#$ 86C;478C< G>CH !""#$ ;8T: 8<G:-78C< 4=C;86B

G:756D ,(*-!.! %-*/#$ 0-1!’"*+2. 3*.!#.!，2LL(，’)（I）：2 N UD
［ J ］ 3:<G8:;F )，V4>>86 Q，*:;6C< 9，!" #$ D !>C,:7>8:6 CG #W"# K8>56

86C;47: +XAA $"IJJI 8< 7B: Y<87:F 6747:6 4<F ,>:;8H8<4>E

-B4>4-7:>8Z478C< CG 4 HC<C4<78=CFE 7C 7B86 K8>56D %/ %..+’ 45*-!

6&#’" 7!5.$!""!&，2LLI，(（U）：2L N I2D
［ U ］ /:<? S@D V:7:>C?:<:87E CG !C>-8<: >:,>CF5-78K: 4<F >:6,8>47C>E

6E<F>CH: K8>56：WH,;8-478C<6 GC> -5>>:<7 K4--8<: :GG8-4-E 4<F G575>:

K4--8<: F:K:;C,H:<7 D )!"!&*-#&8 9*’&+:*+$+;8，I[[[，*(：J[L N

JIL D
［ ’ ］ !8>Z4F:B 3，):4 #D /C<C-;C<4; 4<78=CF8:6 7C 7B: %"&’ ,>CF5-7 CG

,C>-8<: >:,>CF5-78K: 4<F >:6,8>47C>E 6E<F>CH: K8>56 F:G8<: ;8<:4>

<:57>4;8Z8<? F:7:>H8<4<76D <!- )*&+$，2LLM，*)（\）：2\(M N 2\MJD

［ ( ］ %67>C]6T8 /， 04;:C74 @+， @4> +/， !" #$ D WF:<78G8-478C< CG

<:57>4;8Z8<? 4<F <C<.<:57>4;8Z8<? :,87C,:6 8< 7B: ,C>-8<: >:,>CF5-78K:

4<F >:6,8>47C>E 6E<F>CH: K8>56 0!’ :-7CFCH48<D )*&+$，I[[I，*+：

UIU2 N UI’[D
［ M ］ )CH:<:-B *，+;K4>:Z 3，9Z^5:>>4 +，!" #$ D +<4;E686 CG -:;;5;4>

8HH5<: >:6,C<6: 8< ,8?6 >:-CK:>:F G>CH ,C>-8<: >:6,8>47C>E 4<F

>:,>CF5-78K: 6E<F>CH: 8<G:-78C<D )*&2. =!.，2LLL，+(：JJ N UID
［ \ ］ 34>GC:F +/，3;8_:<T>C<:./‘;;:> /， @:<6:< / V，3C7<:> +，

a4H67>5, #D )*+ K4--8<478C< CG ,8?6 ]87B C,:< >:4F8<? G>4H: 2.M CG

!""# K8>56D )#’’*-!，I[[U，,,：J(I\ N J(U2D
［ L ］ 04?<C< A+，Q4-B4,:;;: 0，Q4<?:;8:> b，/4668: 3，):4 #D

+F:<CK8>4;.:_,>:66:F 0!’ CG ,C>-8<: >:,>CF5-78K: 4<F >:6,8>47C>E

6E<F>CH: K8>56 F8GG:>6 8< 876 -:;;5;4> H475>478C< G>CH 7B: 457B:<78-

K8>4; ,>C7:8< =57 H48<748<6 T<C]< =8C;C?8-4; G5<-78C<6D %&’(*>! +1

)*&+$+;8，I[[J，’()：L’2 N LMID
［2[］ W6>4>5; VD +<64>8，3E5<?cCC< a]C<，&:><4<FC +，!" #$ D W<G;5:<-:

CG *.Q8<T:F ?;E-C6E;478C< CG ,C>-8<: >:,>CF5-78K: 4<F >:6,8>47C>E

6E<F>CH: K8>56 0!’ C< K8>56 8<G:-78K87E，4<78?:<8-87E，4<F 4=8;87E XC

8<F5-: <:57>4;8Z8<? 4<78=CF8:6D ?+2&-#$ +1 )*&+$+;8，I[[(，)-：JLLU

N U[[U D
［22］ + ;:_4<F:> @，& 8T:6 @，VCGGH4< #， !" #$ D XB: C,78H8Z478C< CG

B:;,:> X ;EH,BC-E7:（VXQ） G5<-78C< 8< K4--8<: F:K:;C,H:<7 D

0//2-+$ =!.，2LL\，’)：ML N LID
［2I］ 34;465>8E4 3"，V:8F<:> VR，V:F?:6 @&，!" #$ D 9_,>:668C< CG 7B:

7]C H4cC> :<K:;C,: ,>C7:8<6 CG :^58<: 4>7:>8786 K8>56 46 4 B:7:>CF8H:>

86 <:-:664>E GC> 8<F5-78C< CG <:57>4;8Z8<? 4<78=CF8:6 8< /8-:

8HH5<8Z:F ]87B >:-CH=8<4<7 K:<:Z5:;4< :^58<: :<-:,B4;8786 K8>56

>:,;8-C< ,4>78-;:6D ?+2&-#$ +1 )*&+$+;8，I[[[，*(：2[(IJ N 2[(J[ D
［2J］ %6C>8C &+，04;:C74 @+，*:;6C< 9，!" #$ D !4668K: 7>4<6G:> CG K8>56.

6,:-8G8- 4<78=CF8:6 -C<G:>6 ,>C7:-78C< 4?48<67 >:,>CF5-78K: G48;5>:

8<F5-:F =E 4 K8>5;:<7 67>48< CG ,C>-8<: >:,>CF5-78K: 4<F >:6,8>47C>E

6E<F>CH: K8>56 4<F :674=;86B:6 67:>8;8Z8<? 8HH5<87ED )*&+$+;8，

I[[I，.-,：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

L N I[D

英文版正式上网了，欢迎浏览

我刊英文版 d AB8<:6: @C5><4; CG 38C7:-B<C;C?E e 已于 U 月 2\ 日在 9;6:K8:> 的 #-8:<-:)8>:-7 平台正式推出

了，网址是：

B77,：11]]]D 6-8:<-:F8>:-7 D -CH16-8:<-:1cC5><4;12\MII[M’

目前已经完成第 2、I、J 期，从第 U 期开始，英文版将与中文版同步刊出。非常感谢这几期英文稿作者付

出的努力。

现在的英文版是从中文版中择优选译出来的，入选的论文置于 #-8:<-:)8>:-7 平台，将会大大提高文章的

国内外浏览量，扩大与国内外同行的交流，同时也将加快期刊的国际化进程。因此，真诚欢迎广大作者投送

高质量的论文，编辑部也将竭尽全力使英文刊越办越好。

I[[( 年属于 9;6:K8:> 推广期，没有购买 9;6:K8:> 数据库的个人和单位都可以免费阅读并下载，欢迎浏览、

投稿，并多提宝贵意见。

LJ郑其升等：!""#$ *@.4 株 %"&’ 基因 + 表位的修饰与糖基化位点的突变对其 )*+ 疫苗免疫效力的影响




