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研究报告                                                              

编码山羊补体C3d与口蹄疫病毒VP1融合蛋白重组质粒
的构建及表达 
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摘  要: 旨在构建含分子佐剂山羊补体 C3d 基因的 O 型口蹄疫病毒 VP1 基因真核表达质粒。克隆山羊 C3d 基因, 通过 

linker(G4S)2将 3 拷贝C3d基因串联; 克隆羊源O型口蹄疫病毒VP1 基因, 通过linker(G4S)2与 3 拷贝C3d基因相连, 构 

建重组质粒pUC19-VP1-C3d3。将VP1-C3d3融合基因亚克隆入含有分泌表达信号肽tPA序列的pcDNA3.1(+)CMV启动 

子下游, 构建重组真核表达质粒pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3。在脂质体介导下, 将pcDNA3.1-tPA -VP1-C3d3转染HeLa细 

胞。间接免疫荧光分析表明, VP1- C3d3在HeLa细胞中获得了瞬时表达, Western blot分析证实转染的阳性细胞能分泌预 

期大小(133 kD)的融合蛋白。重组质粒pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3为研制以羊补体C3d为分子佐剂的口蹄疫新型疫苗奠 

定了基础。 
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Abstract: We constructed a recombinant plasmid encoding VP1 gene of O type foot-and-mouth disease virus fused to a molecular 
adjuvant, goat complement C3d gene. The goat C3d gene was cloned and three copies were tandem-linked with the linker (G4S)2  

sequence. VP1 gene of O type foot-and-mouth disease virus was linked to three tandem repeats of C3d through the linker sequence  
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and cloned into pUC19 to obtain the recombinant plasmid pUC19-VP1-C3d3. The VP1-C3d3 fusion gene was then subcloned into the  
eukaryotic vector pcDNA3.1(+) that had been modified to contain the tissue plasminogen activator (tPA) leader sequence to obtain  
pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3. HeLa cells were transfected with pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 by LipofectamineTM 2000. Indirect im- 
munofluorescent assay and Western blot assay showed that VP1-C3d3 fusion gene was successfully expressed in HeLa cells. The  
fusion protein with the expected size 133 kD could be secreted outside the cells. This study laid a good foundation to further research  
on the novel vaccine against foot-and-mouth disease virus by using goat C3d as a molecular adjuvant to enhance the immunogenicity 
of VP1. 

Keywords: goat C3d, FMDV VP1 gene, molecular adjuvant, eukaryotic expression 

血清补体蛋白C3 是宿主先天免疫防御系统的
中心分子, 在补体活化的经典途径、替代途径、甘
露聚糖结合凝集途径中均发挥枢纽作用 [1,2]。补体

C3d分子是补体C3 分子不能再被蛋白酶裂解的最终
片段, 能与抗原共价偶连形成抗原-C3d复合物, 通
过与其B细胞表面受体CR2(CD21)作用将抗原信号
提呈给免疫细胞 , 同时还能与树突状细胞表面的
CD21 结合, 促进抗原摄取[3,4,10]。一系列研究证实

C3d能极大增强与之相偶联的各种抗原的免疫原性, 
并能转变免疫应答格局及提高中和抗体水平等, 是
连接先天性免疫和获得性免疫的重要桥梁[5−9]。 

鼠源C3d的免疫增强作用得到广泛研究。但有研
究表明, C3d的免疫增强作用具有种属特异    性
[10−12]。为了更为广泛地研究与应用C3d分子的分子
佐剂效应, 本研究克隆了羊C3d分子及羊源O型口蹄
疫病毒(foot-and-mouth diseases virus, FMDV)的主要
免疫原性基因VP1 基因, 构建了包含VP1-C3d3融合

基因的真核表达载体, 并证实其在HeLa细胞中获得
分泌性表达, 为进一步研究口蹄疫病毒新型疫苗奠
定了基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

DH5α由本实验室保存; linker (G4S)2序列由美国

宾夕法尼亚大学Bello 博士惠赠; 含分泌表达信号

肽tissue plasminogen activator(tPA)的pcDNA3.1(+)质

粒由本课题组构建并保存。 

1.1.2  酶、抗体及主要试剂  

PCR所用聚合酶、dNTP、各种限制性内切酶、

连接酶、碱性磷酸酶(CIAP)、RT-PCR试剂盒等均购

自TaKaRa公司; RNA抽提试剂购自Omega Bio-Tek 

公司; DNA回收试剂盒购自上海生工生物工程公司; 

高纯度质粒大提试剂盒购自Tiangen生物公司; 脂质

体 (LipofectamineTM 2000)、无血清培养基 (Opti- 

MEM)、DMEM培养基均购自Invitrogen公司。HRP

标记的羊抗牛IgG购自SBA公司。 抗FMDV高免血

清购至中国农业科学院兰州兽医研究所。 

1.2  方法 
1.2.1  羊 C3d的克隆  

取新鲜山羊肝脏, 参照Omega公司RNA抽提试
剂盒说明书提取总RNA。参照GenBank上已发表的
鼠源、人源及牛源补体C3 基因序列, 根据其α链同
源 保 守 区 设 计 如 下 引 物 , 上 游 引 物 ： 5′- 
CACCTTATCCAAACCCCC-3′(位于鼠补体C3 基因
NM_009778 的 3105~3122 nt), 下游引物：  5′- 
CAGGTTCAGCTCCTTGTGATC-3′ (位于鼠补体C3

基因NM_009778的 3963~3983nt)。采用宝生物公司

的RT-PCR一步法试剂盒进行RT-PCR操作, 扩增C3d
基因。将PCR产物克隆至pMD18-T, 送宝生物公司进
行序列测定。扩增片段长 879 bp, 编码 293 个氨基
酸, 涵盖与鼠、牛C3d同源性较高的功能区段[9,11]。

以鉴定正确的质粒为模板, 利用前述引物进行PCR
扩增 , 同时在上游引入BglⅡ酶切位点 , 下游引入
BamHⅠ酶切位点。扩增产物鉴定正确后, 通过BglⅡ
酶切位点将C3d基因连接到含linker序列的pUC19 质
粒上, 获得pUC19-C3d。  
1.2.2  口蹄疫 VP1基因的克隆  

参照发表的牛/羊源O型FMDV的VP1 基因序列
(GenBank No.AJ004677, No.AY145897), 根据其中
的保守序列设计特异性引物VP1A与VP1B:上游引物
(VP1A): 5′-TTT AGATCT ATGACCACCTCCA- 
CGGGTGAGTC-3′(画线斜体部分为BglⅡ识别位点);
下游引物(VP1B): 5′-TTT GGATCC CAGAAGCTGT- 
TTCACAGGTG-3′(画线斜体部分为BamHⅠ识别位

点)。以病毒RNA为模板, 采用宝生物公司的RT-PCR
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一步法试剂盒进行RT-PCR操作, 扩增VP1 基因。回
收PCR产物送于宝生物公司测序。 
1.2.3   pcDNA3.1-VP1-C3d3重组质粒的构建   

利用BamHⅠ和BglⅡ酶切位点, 进行VP1基因以
及 三 拷 贝 羊 C3d 序 列 首 尾 串 连 , 构 建 质 粒
pUC19-VP1-C3d3, 其中VP1 与C3d以及三拷贝C3d之
间均由 linker[(G4S)2]序列连接 , 整个构建过程参照
Dempsey等报道的策略 [9], 如图 1 所示。最后将
VP1-C3d3融合基因通过BamHⅠ酶切位点亚克隆至含
分泌表达信号肽 (tPA)序列的表达载体 pcDNA 
3.1(+)CMV启动子下游。重组质粒pcDNA3.1-tPA- 
VP1-C3d3经酶切和测序鉴定正确后, 于−20 oC保存。 
 

 
 

图 1  VP1-C3d3表达框的结构图 
Fig. 1  Structure of VP1-C3d3 expression cassette 

The linker {(G4S)2} sequence was inserted between the junctures of 
VP1 and C3d genes, and of each two C3d repeats by previously 

introduced BamHⅠ/BglⅡ sites in every sequence 
 

1.2.4  重组质粒pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3转染HeLa

细胞  

将HeLa细胞按 5×106个细胞/孔接种于六孔细
胞培养板中, 37 oC、5% CO2条件下培养, 待细胞长
至 60%~80%丰度时进行转染。采用质粒大提试剂盒
抽 提 重 组 质 粒 pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 和

pcDNA3.1(+)空载体。取制备好的重组质粒与空质粒
各 6 μg, 分别加至 100 μL无血清培养液中,轻轻混匀; 
将 8 μL 脂质体加入 92 μL无血清培养基中。将质粒
DNA溶液和脂质体溶液轻轻混合,室温放置 20 min, 
使DNA与脂质体形成复合物。随后将复合物滴加到
经DMEM洗涤过的细胞表面, 最后每孔补加 600 μL
无血清培养基。37 oC、5% CO2条件下培养细胞 6 h
后, 以细胞维持液代替转染培养基继续培养。 
1.2.5  间接免疫荧光检测   

细胞转染后 24 h进行间接免疫荧光检测。将细

胞用PBS清洗 3次, 以预冷甲醇固定 10 min; PBS清

洗后, 用含 10%犊牛血清的PBS封闭 30 min; 加入

1:100 稀释的牛抗FMDV阳性血清, 37  oC温育 30  

min; PBS清洗后, 加入 1:200稀释的羊抗牛 IgG荧光 

二抗, 37 oC温育 30 min; PBS清洗, 自然干燥后, 于 

荧光显微镜下进行观察。转染空载体的细胞用作阴 

性对照。 

1.2.6  Western blot检测   

取转染后 48 h的细胞培养上清, 浓缩 10 倍, 取

30 μL进行SDS-PAGE和Western blot分析。首先将样品

蛋白质进行SDS-PAGE分离, 随后转移至硝酸纤维素

膜上, 37 oC封闭过夜(封闭液为含 0.5%BSA与 1%脱脂

牛奶的TBST)。加入以封闭液 1:200 稀释的牛抗

FMDV阳性血清, 37 oC温育 60 min, TBST洗涤后, 加

入以 1:2500稀释的HRP标记羊抗牛IgG二抗, 37 oC 温

育 60 min, TBST彻底洗涤后, DAB/H2O2进行显色。 

2  结果 

2.1  羊 C3d 基因与口蹄疫 VP1 基因的扩增与克隆   
对 C3d 基因的扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检

测, 获得一约 900 bp 的特异性条带, 与预期大小一

致。将该序列克隆 pMD18-T 中, 并进行测序鉴定, 

测序结果提交至 GenBank(登陆号:DQ408207)。同源

性比较发现, 所获得的山羊 C3d 与牛 C3d(GenBank

登录号：AY630404)核甘酸水平同源性达 96%,氨基

酸同源性为 94%, 与鼠 (GenBank 登录号：NM_ 

009778)、人 (GenBank 登录号：NM_000064)、猪

(GenBank登录号：DQ408206 )C3d基因核苷酸水平

的同源性分别为 80%, 83%和 86%, 氨基酸水平同源

性均在 80%左右。  

运用 RT-PCR获得 FMDV的VP1基因扩增产物, 

琼脂糖凝胶电泳检测到一约 650 bp 的特异性条带, 

与预期大小一致。将该序列克隆 pMD18-T中进行测

序鉴定。将测序结果与 GenBank中已发表的 VP1序

列(AJ004677)进行比对, 其 DNA 序列与 AJ004677

有 91%的同源性, 氨基酸序列有 93%的同源性。 

2.2  重组质粒的鉴定   
利用BamHⅠ和BglⅡ对重组质粒进行鉴定。将

重组质粒pUC19-VP1-C3d3进行BamHⅠ/BglⅡ双酶

切, 得到一条约 2700 bp和一条约 3400 bp的片段, 

与预期大小相符(图 2A)。将重组质粒pcDNA3.1- 

tPA-VP1-C3d 3进行BamHⅠ单酶切 ,  得到一条约

9000 bp的片段, 而进行BamHⅠ/Hind Ⅲ双酶切时, 

得到一条约 3500 bp与一条约 5400 bp的片段, 均与 
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预期结果相符(图 2B)。以上结果表明 VP1-C3d3 已 

成功克隆到克隆载体 pUC19 和表达载体 pcDNA  

3.1(+)上。 
 

 
 

图 2  重组质粒pUC19-VP1-C3d3(A)和pcDNA3.1-tPA- 
VP1-C3d3(B)的酶切鉴定 

Fig. 2  Identification of the recombinant plasmids pUC19- 
VP1-C3d3 (A) and pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3(B)with restric-

tive digestion 
(A) Lane 1: DNA ladder DL15000; Lane 2: pUC19-VP1-C3d3 cut 

by BamHⅠ/BglⅡ; (B) Lane 1: DNA ladder DL15000; Lane 2: 
pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 cut by BamHⅠ; Lane 3: pcDNA3.1 cut 

by BamHⅠ; Lane 4: pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 cut by 
BamHⅠ/BglⅡ 

 
2.3  间接免疫荧光技术检测重组质粒的瞬时表达  

重组质粒pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3转染HeLa细

胞 24 h后, 用牛抗FMDV阳性血清和绿色荧光蛋白

标记的羊抗牛IgG二抗检测VP1基因的表达, 用荧光

显微镜观察转染细胞的绿色荧光。结果可见重组质

pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3转染的细胞具有较强的绿

色荧光 , 而转染空载pcDNA3.1(+)的阴性对照细胞

未检测到荧光 (图 3), 说明重组质粒 pcDNA3.1- 

tPA-VP1-C3d3已成功地在HeLa细胞中获得表达。 

2.4  Western blot 检测VP1-C3d3融合蛋白的分泌

表达   
细胞转染后 48 h, 取细胞培养液上清(浓缩 10倍)

进行SDS-PAGE 和Western blot 分析, 用牛抗FMDV

阳性血清及HRP标记羊抗牛IgG二抗检测融合蛋白的

分 泌 表 达 。 结 果 显 示 , 重 组 质 粒 pcDNA3.1- 

tPA-VP1-C3d3转染细胞培养液对应孔道出现了约 133 

kD大小的特异性条带, 与预期的VP1-C3d3融合蛋白

的分子量一致, 而空载体转染细胞培养液没有出现

相应条带(图 4), 说明VP1-C3d3融合蛋白能够在哺乳

动物细胞内表达并且以分泌形式被运输到细胞外。 

 
 A                      B 

 

图 3  间接免疫荧光技术检测转染 
pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 的 HeLa 细胞中 VP1 基因的表达 
Fig. 3  Indirect immunofluorescent technique detected VP1 

expression in HeLa cells transfected by 
pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3 

(A) HeLa cells transfected by the vector pcDNA3.1 as  
negative control; (B) HeLa cells transfected by 

pcDNA3.1-tPA-VP1-C3d3

 

 
 

图 4  Western blot检测VP1-C3d3融合蛋白在转染的

HeLa细胞中分泌表达 
Fig.4  Western blot assay detected the secretion of 
VP1-C3d3 fusion protein in transfected HeLa cells 

Lane 1: negative control; Lane 2: the cell culture containing 
VP1-C3d3 fusion protein of 133 kD shown by the arrow. The mo-

lecular sizes of the protein markers are labeled in the left 
 

3  讨论 

C3d是一个很有前途的分子佐剂 , 对蛋白亚单

位及DNA疫苗均有显著的免疫增强作用[5−11]。但其

免疫增强作用具有种属特异性[10−12]。有关羊C3d免

疫增强作用的研究极少, 因此, 本研究克隆了羊C3d

基因, 有望在羊用疫苗的分子佐剂研究与推广中发

挥作用。 

口蹄疫(FMD)是由口蹄疫病毒(FMDV)引起的

严重危害偶蹄动物的国际性传染病, 传播快, 感染

率高, 给世界造成重大经济损失。常规 FMDV 灭活

疫苗在预防和控制 FMD 的过程中发挥了重要作用,  
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但存在着病毒灭活不彻底、病毒毒力返强等不安全

因素 [13], 因此有必要寻求一种更加安全有效的
FMDV疫苗。VP1基因含有B细胞抗原表位(141− 160 
aa)和T细胞抗原表位(200−213 aa), 是FMDV主要的
免疫原性基因。 

尽管研究表明其诱导机体免疫反应的能力不及

完整的结构蛋白基因P1, 或P1-2A-3C-3D所构成的
空衣壳, 但从安全角度考虑, VP1基因依然表现出其
优越性[14,15]。然而不断有研究表明, 单独的VP1 基
因不能诱导出高水平中和抗体和产生有效的免疫保

护反应[14,15]。应用分子佐剂增强VP1 免疫原性, 被
认为是解决当前困境的途径之一, 如利用细胞因子
IFN-α[16]、IL-1[17] 及其它辅助分子如HSP70[18]等增

强VP1的免疫原性。 
羊口蹄疫是一种严重危害牛羊业的烈性传染病, 

本研究将羊C3d基因与羊源O型口蹄疫病毒的VP1
基因串联, 构建成能分泌表达VP1-C3d3融合蛋白的

真核质粒, 期望能研制一种防制羊口蹄疫的新型疫
苗。同时, C3d基因序列同源性分析表明, 羊、牛C3d
在核苷酸水平的同源性达 96%, 氨基酸水平的同源
性达 94%。这种同源性水平高于目前已知的其它动
物的C3d[5−11]。因此, 本研究构建的口蹄疫DNA疫苗
虽然应用的是羊C3d, 但在牛体内具有同样的应用
前景。由于先前的研究报道证实, 三拷贝C3d基因串
联的免疫增强作用较 1~2拷贝C3d基因大[9,11], 因此, 
本研究在质粒构建中直接运用了三拷贝C3d基因。间
接免疫荧光与Western blot均证实, 所构建的重组质
粒能在转染的HeLa细胞中分泌表达, 根据分子量大
小判断所表达蛋白为融合蛋白, 证明先前设计的构
建策略是正确的 , 该结果为进一步体内研究羊C3d
基因对羊源口蹄疫病毒VP1 基因的免疫增强作用奠
定了良好基础。 
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