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研究报告                                                               

共表达 PRRSV GP5 蛋白和 CSFV E2 蛋白的“自杀性”

DNA 疫苗在小鼠体内诱导的免疫应答 

孙建富 1,2, 赵和平 1, 李娜 1, 孙元 1, 夏照和 1, 周艳君 1, 王煜 1, 祁巧芬 1, 鲁承 2, 仇华吉 1 
1 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室猪传染病研究室, 哈尔滨 150001 
2 延边大学农学院动物医学系, 龙井 133400 

摘  要: 为了获得新型双价“自杀性”DNA 疫苗, 将猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, PRRSV) GP5 基因克隆于此前构建的表达猪瘟病毒(Classical swine fever virus, CSFV)E2 基因的甲病毒复

制子载体疫苗 pSFV1CS-E2中。为了增强免疫效果, 在密码子优化的GP5基因中插入了泛DR表位(PADRE), 在CSFV E2

基因后融合伪狂犬病病毒(PrV)UL49 基因, 获得了 6 种重组质粒。间接免疫荧光试验显示, PRRSV GP5 和 CSFV E2 基

因在瞬时转染的 293T 细胞中得到同时表达。将 6 种重组质粒和空载体 pSFV1CS 分别免疫 BALB/c 小鼠, 用间接 ELISA

方法检测血清抗体水平, 通过基于 CSFE/WST-8 的淋巴细胞增殖试验和细胞因子 ELISA 评价疫苗诱导的细胞免疫。结

果显示, 除 pSFV1CS 组外, 从各疫苗组小鼠血清中均可检测到低水平的针对 GP5 和 E2 蛋白的抗体; 各疫苗组小鼠脾细

胞经 CSFV 和 PRRSV 刺激后均能诱导特异性的淋巴细胞增殖; 部分疫苗组小鼠脾细胞经 CSFV 和 PRRSV 刺激后可分

泌较高水平的 IFN-γ和 IL-4; 引入 UL49 的疫苗组细胞免疫应答显著高于其它疫苗组。结果表明, 这些共表达 GP5 和 E2

蛋白的自杀性 DNA 疫苗可以诱导体液免疫和细胞免疫, PrV UL49 可以增强其细胞免疫应答。 

关键词 : “自杀性”DNA 疫苗 , 猪繁殖与呼吸综合征病毒 , 猪瘟病毒 , 泛 DR 表位 , VP22 转导蛋白 , 共表达  
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Abstract: Six recombinant plasmids co-expressing the wild-type GP5 gene or the codon-optimized GP5 gene (containing pan-DR 
epitope) of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) and the E2 gene of classical swine fever virus (CSFV) or 
the E2 fused with the UL49 of pseudorabies virus (PrV) were constructed based on the suicidal DNA vaccine pSFV1CS-E2 described 
previously. Expression of GP5 and E2 was confirmed by indirect immunofluorescence assay. The immunogenicity of six plasmids 
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was evaluated in BALB/c mouse model. For the six plasmids, low-level of E2 and GP5 protein specific antibodies could be detected 
in the sera of the immunized mice. Specific lymphoproliferative responses to the PRRSV or CSFV stimulation were induced in the 
splenocytes of the immunized mice as demonstrated by CFSE staining assay and WST-8 assay. Antigen specific IFN-γ and IL-4 
secretion was detected in the splenocytes of some immunized mice by cytokine ELSIA. Fusion with the PrV UL49 in the suicidal 
vaccines induced significantly higher lymphoproliferative responses and cytokine secretion. Taken together, the suicidal DNA 
vaccines co-expressing GP5 and E2 could induce PRRSV and CSFV specific humoral and cell-mediated immune responses. 

Keywords: suicidal DNA vaccine, porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), classical swine fever virus 
(CSFV), pan-DR epitope, VP22 transduction protein, co-expression 

猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征

病毒(Porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus, PRRSV)引起的重要传染病, 主要特征是母猪

繁殖障碍和所有日龄猪只的呼吸道疾病[1]。PRRSV

是有囊膜的单股正链 RNA 病毒, 其基因组全长约

15 kb, 包括 9 个开放阅读框(ORF), 即 ORF1(包括

ORF1a和 ORF1b)编码病毒的复制酶, ORF2a、ORF2b

和 ORF3~7 分别编码病毒的 7 种结构蛋白, 即 GP2a、

GP2b、GP3、GP4、GP5、基质蛋白(M)和核衣壳蛋

白(N)。GP5 蛋白为主要保护性抗原, 可以诱导中和

抗体[2]。Pirzadeh 和 Dea[3]用编码 PRRSV GP5 蛋白

的 DNA 疫苗接种小鼠和猪只, 均可诱导特异性中和

抗体。因此 GP5 基因是研究 PRRSV 基因工程疫苗

的首选目标基因。 

猪瘟是由猪瘟病毒(Classical swine fever virus, 

CSFV)引起的一种严重危害养猪业的烈性传染病。

世界动物卫生组织(OIE)将其定为须申报动物传染

病 , 我国将其列为一类传染病 , 是目前危害我国养

猪业发展的主要疫病之一。CSFV 属于黄病毒科瘟病

毒属, 其基因组长约 12.3 kb, 含有唯一的开放读码

框架(ORF), 由其编码一个约 4000 个氨基酸残基的

多聚蛋白, 在病毒和宿主细胞编码的蛋白酶作用下, 

裂解为 4 种结构蛋白(C、Erns、E1 和 E2)和多种非结

构蛋白[4]。囊膜糖蛋白 E2 是诱导机体产生中和抗体

及激发保护性免疫应答的主要蛋白[5]。E2 蛋白具有

种属特异性, 是研究 CSFV 抗原变异、诊断技术及

基因工程疫苗的主要对象。 

单纯疱疹病毒(Herpes simplex virus, HSV)UL49

基因编码的 VP22 具有蛋白转导(Protein transduction)

功能, 能增强常规 DNA 疫苗、“自主复制型”RNA

疫苗、甲病毒载体疫苗以及重组腺病毒的免疫应  

答[6–8]。研究证实, 牛疱疹病毒 1 型(Bovine herpesvirus 

1, BHV)VP22 具有细胞间运输功能, 并能显著增强

DNA 疫苗的免疫效力[9]。伪狂犬病病毒(Pseudorabies 

virus, PrV) VP22 与 BHV VP22 具有高度同源性。目

前 PrV VP22 研究较少, 推测它同样具有蛋白转导功

能。泛 DR 表位(Pan-DR epitope, PADRE)是一个含

13 个氨基酸残基的人造通用 Th 表位, 可增强机体

的细胞和体液免疫应答[10]。 

“自杀性”DNA 疫苗(Suicidal DNA vaccine)是

在常规 DNA 疫苗和“自主复制型”RNA 疫苗(Self- 

replicating RNA vaccine)基础上发展起来的一种新

型疫苗[11,12]。其原理是, 将甲病毒的全部非结构蛋白

编码序列(复制子)置于真核细胞启动子(如人巨细胞

病毒立即早期启动子)的下游, 将外源基因插入甲病

毒的 26S 启动子下游, 用获得的重组质粒直接转染

宿主细胞, 通过宿主细胞核中 RNA 聚合酶的转录, 

产生正链 RNA, 转运到细胞浆中, 翻译合成病毒的

复制酶; 随后, 在复制酶作用下启动正链 RNA 的复

制 , 产生新的子代正链 RNA, 同时转录外源基因 , 

合成外源蛋白。甲病毒复制子不仅具有自主复制功

能, 而且具有与完整甲病毒相同的诱导宿主细胞凋

亡的特性, 使被转染细胞在短时间内发生凋亡[13]。

自杀性 DNA 疫苗在很大程度上解决了常规 DNA 疫

苗整合到宿主染色体上的潜在安全隐患[11,13,14]。“自

杀性”DNA 疫苗不仅具有常规 DNA 疫苗易制备、

运输、保存等方面的优点, 而且还有“自主复制型”

RNA 疫苗的安全性与有效性, 这使其成为目前核酸

疫苗研究的热点。 

本研究旨在以此前构建的猪瘟甲病毒复制子载

体疫苗(“自杀性”DNA 疫苗)pSFV1CS-E2[15]为基础, 

构建一系列共表达 CSFV E2 和 PRRSV GP5 的自杀

性疫苗 , 在小鼠模型上评价其免疫效力 , 明确

PADRE 和 PrV VP22 是否具有免疫增强作用。 
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1  材料与方法 

1.1  毒株、细胞和质粒 
PRRSV HuN4 株系从发病猪肺脏中分离的高

致病力 PRRSV 株[16]。293T 细胞用于瞬时转染, 用

含 10% 牛 血 清 的 DMEM 进 行 培 养 。 空 载 体

pSFV1CS 和“自杀性”DNA 疫苗 pSFV1CS-E2 已

见报道 [15]。 

1.2  重组质粒的构建 
用引物 PUL49S(5′-CGG AAT TCA TGT CCA 

GCT CGA GAA AGA-3′)和 PUL49R(5′-GGT GGA 

ATT CGC AAC GCC TTT ATT-3′)通过 PCR 从 PrV 

Bartha-K61 株基因组 DNA 中扩增 UL49 基因, 然后

将含有终止密码子突变的 CSFV E2 基因的 BamH I- 

EcoR I 片段[15]和含有 PrV UL49 基因的 EcoR I 片段

共同插入真核表达质粒 pcDNA3.1 中, 得到重组质

粒 pcDNA-E2-UL49, 之后将含有 E2-UL49 融合基因

的 BamH I-EcoR V 片段亚克隆于 pSFV1CS[15]的

BamH I 和 Sma I 位点之间, 得到 pSFV1CS-E2-UL49。

将下游分别带有 26S 启动子的密码子优化的 GP5

基因 (mGP5) 和 mGP5-PA( 插入 PADRE 表位的

mGP5 基因)分别插入到 pSFV1CS-E2 和 pSFV1CS- 

E2-UL49 载体的 BamH I 位点, 得到 pS-mGP5-E2、

pS-mGP5-E2-UL49、pS-mGP5-PA-E2 和 pS-mGP5-PA- 

E2-UL49。 

用引物 PwtGP5S(5′-GGA TCC AGA TCT ATG 

TTG GGG AAA TGC TTG AC-3′)与 PWTGP5R (5′- 

GGA TCC CGG GCT AGA GAC GAC CCC ATT G-3′)
通过 RT-PCR 扩增 PRRSV HuN4 株基因组 RNA, 得

到野生型 GP5 基因(wtGP5), 用 wtGP5 分别取代

pS-mGP5-E2和 pS-mGP5-E2-UL49中的 mGP5, 分别

得到 pS-wtGP5-E2 和 pS-wtGP5-E2-UL49。重组质粒

结构示意图如图 1 所示。 

1.3  瞬时转染 
用 纯 化 试 剂 盒 Wizard® Purefection Plasmid 

DNA Purification System(Promega 公司, 美国)按厂

家说明书纯化 6 种重组质粒, 用脂质体转染试剂盒

LipofectamineTM 2000 Reagent(Invitrogen 公司, 美国)

按说明书将纯化的 6 种重组质粒分别转染长至 80%

左右单层的 293T 细胞, 同时用 pSFV1CS-E2 作为阳

性对照, 用空质粒 pSFV1CS 作为阴性对照同时进行

转染。 

 

图 1  mGP5-PA 和 6 种重组质粒结构示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of mGP5-PA and recombinant plasmid constructs 
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1.4  间接免疫荧光试验(IFA) 
转染后 48 h, 收集转染细胞, 用磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤 2 次, 将其涂在载玻片上, 风干, 用冷丙酮

固定 10 min, 取出风干, 分别滴加抗 PRRSV GP5 蛋白

单克隆抗体[17]和 CSFV E2 蛋白单克隆抗体[18], 置于湿

盒中37oC温育45 min后, 用PBS冲洗3次, 每次5 min, 

吹干后, 滴加FITC标记的山羊抗小鼠 IgG(Sigma公司, 

美国), 置于湿盒中, 37oC 温育 45 min 后, 同样用 PBS

冲洗 3 次, 每次 5 min, 吹干, 最后滴加缓冲甘油, 盖

上盖玻片, 置于倒置荧光显微镜下观察荧光。 

1.5  小鼠分组及免疫接种 
选取 70 只 7 周龄左右健康雌性 BALB/c 小鼠(由

哈尔滨兽医研究所实验动物中心提供), 随机分成 7

组, 每组 10 只, 分别通过后腿肌肉多点注射接种上

述 6 种重组质粒和空载体(溶于生理盐水, 1 μg/μL), 

每只小鼠注射 100 μL, 以 3周(w)间隔加强免疫 2次。 

1.6  用间接 ELISA 法检测小鼠血清抗体 
免疫后每周断尾采血, 分离血清, 用间接 ELISA

方法测定抗体效价。具体操作如下: 用包被液稀释纯

化的 GP5 蛋白[17]和 E2 蛋白[19], 每孔 200 ng(100 μL)

包被 96 孔微量滴定板, 4oC 包被过夜; 含有 0.5‰吐温

20的PBS(PBST)洗涤3次, 每孔加入200 μL 5%脱脂乳, 

37oC 封闭 2 h; PBST 洗涤 3 次, 每孔加入 40 倍稀释的

待检血清 100 μL, 37oC 作用 2 h; 用 PBST 洗涤 3 次, 加

入 1:5000 稀释的酶标二抗, 37oC 作用 1 h; 用 PBST 洗

涤 3 次, 每孔加入 100 μL 底物显色液, 显色 10 min; 加

入 50 μL 2 mol/L H2SO4终止显色, 然后测定 OD450值。 

1.7  小鼠脾细胞悬液制备 
将免疫小鼠脱颈处死, 置 75%乙醇中消毒 5 min, 

无菌采取脾脏, 将脾脏置于加有 RPMI-1640 基础培

养液的平皿内, 用注射器针芯将脾脏在 200 目的不

锈钢网研磨 , 然后反复吹打 , 制备单个脾细胞 ; 用

红细胞裂解液裂解红细胞后, 洗涤细胞 3 次, 计数

细胞, 将细胞用 RPMI 1640 完全培养液调整细胞浓

度至 2×106 个/mL。 

1.8  用 WST-8 试剂检测小鼠脾淋巴细胞增殖 
将上述制备的脾细胞悬液混匀加入 96 孔细胞

培养板, 每孔加入脾细胞悬液 100 μL。将每只小鼠

脾细胞分成 4 组, 分别为 CSFV 刺激组、PRRSV 刺

激组、ConA 刺激组和非刺激阴性对照组, 每组设 3

个重复。将细胞置于 37oC, 5%的 CO2 培养箱培养 48 h

后, 每孔加入 10 μL WST-8 试剂(日本同仁化学研究

所), 混匀后继续培养 4 h, 测定 OD450 值, 计算刺激

指数(SI)=OD(试验孔)/OD(空白对照孔)。 

1.9  用 CFSE 染色法检测小鼠脾淋巴细胞增殖 
将 10 mmol/L 储存浓度的 CFSE 用 RPMI 1640

不完全培养液稀释成 6 μmol/L 溶液, 然后等体积加

入上述脾细胞悬液, 使终浓度为 3 μmol/L, 于 37oC

染色 10 min, 其间振荡混匀数次。然后用冰浴的 FBS

淬灭多余的 CFSE。用含 10% FBS 的 RPMI 1640 培

养液洗涤细胞 3 次, 用 RPMI 1640 完全培养液调整

细胞浓度至 106 个/mL。将 CFSE 染色的脾淋巴细胞

加入 96孔细胞培养板, 每孔 200 μL。试验中设 CSFV

刺激组、PRRSV 刺激组、ConA 刺激组、非刺激阴

性对照组、PK-15 细胞和 Marc-145 细胞裂解物对照

组, 每组设 3 个重复。将细胞放入含 5% CO2 的恒温

培养箱培养数天。收集细胞, 用 PE 标记的抗鼠 CD8

单抗染色, 用流式细胞术分析不同细胞的增殖。 

1.10  用ELISA检测免疫小鼠脾细胞分泌的 IFN-γ
和 IL-4 水平 

将上述制备的脾淋巴细胞悬液 , 分成 4 组

(CSFV 刺激组、PRRSV 刺激组、ConA 刺激组和非

刺激阴性对照组), 每组 4 个重复, 加入 96 孔圆底细

胞培养板, 每孔 200 μL。细胞加入不同抗原后置于

含 5% CO2 的 37oC 恒温培养箱中培养 72 h 后, 离心

收集上清 , 用小鼠 IFN-γ和 IL-4 ELISA 试剂盒

(Biosource公司)进行 IFN-γ和 IL-4含量的检测, 具体

操作参照试剂盒说明书(夹心 ELISA 法)。 

2  结果 

2.1  外源基因在瞬时转染细胞中的表达 
IFA 结果表明, 这 6 种重组质粒在转染 293T 细

胞后 48 h, 无论 GP5 基因还是 E2 基因都得到表达, 

而 pSFV1CS 转染细胞对照则未见特异性荧光(图 2)。 

2.2  免疫小鼠的抗体产生情况 
ELISA 检测结果表明, 在初免后 3 w, 重组质粒

与对照组相比没有明显变化 , 加强免疫后 , 抗

PRRSV GP5 和 CSFV E2 的抗体水平随免疫次数的

增加而增加, 在二免后 3 w(初免后 6 w), 重组质粒

所产生的抗体水平与空载体免疫组相比具有明显升

高, 在三免后 2 w(初免后 8 w)产生的抗体水平显著

增加, 且一直持续到试验结束(图 3)。 
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图 2  用间接免疫荧光试验检测 E2 和 GP5 在重组质粒瞬时转染的 293T 细胞中的表达 

Fig. 2  Detection of the expression of GP5 and E2 in 293T cells transiently transfected with the different 
recombinant plasmids 48 h post-transfection by indirect immunofluorescence assay 

 
图 3  免疫小鼠血清 E2 和 GP5 抗体动态变化 

Fig. 3  Dynamic changes of serum anti-E2/GP5 antibody levels of the immunized mice (n = 10; mean ± SD) 
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图 4  免疫小鼠脾淋巴细胞对特异性抗原刺激的增殖反应 
Fig. 4  Splenocytes proliferation to virus stimulation in the immunized mice 

The data represent the means ± SD of 3 replicates for each stimulation condition for each suicidal DNA vaccine 
 
2.3  免疫小鼠的特异性淋巴细胞增殖水平 

WST-8 淋巴细胞增殖试验结果显示, 与对照组

相比, 各重组质粒免疫组小鼠脾细胞经 PRRSV 和

CSFV 刺激后均表现显著水平的淋巴细胞增殖

(P<0.05), 其中 pS-wtGP5-E2-UL49 免疫组与对照组

相比差异极显著 (P<0.01)。从总体上看 , 无论是

CSFV 还是 PRRSV 刺激, pS-wtGP5-E2-UL49 免疫组

增殖水平最高, 其次为 pS-wtGP5-E2 免疫组(图 4)。 

基于 CFSE 染色的淋巴细胞增殖试验结果表明, 

各重组质粒免疫组小鼠脾淋巴细胞经 PRRSV 和

CSFV 刺激后同样表现不同程度的淋巴细胞增殖 , 

其中 pS-mGP5-PA-E2-UL49 和 pS-mGP5-E2-UL49 免

疫组与对照组相比差异显著(P<0.05), 而 pS-wtGP5-E2

免疫组经 CSFV 刺激后与对照组相比差异显著

(P<0.05), 经 PRRSV 刺激后与对照组相比差异极显

著(P<0.01), pS-wtGP5-E2-UL49 免疫组无论是 CSFV

还是 PRRSV 刺激 , 与对照组相比差异极显著

(P<0.01)(图 4)。 

2.4  免疫小鼠脾淋巴细胞分泌的 IFN-γ和 IL-4水平 
细胞因子 ELISA 检测结果表明, 对于 IFN-γ而言, 除

pS-mGP5-PA-E2-UL49 疫苗组经 CSFV 刺激未检测

到 IFN-γ外, 其余各疫苗组无论是 CSFV还是 PRRSV

刺激 , 都可检测到 IFN-γ分泌 , 其中 pS-mGP5-E2- 

UL49、pS-wtGP5-E2 和 pS-wtGP5-E2-UL49 免疫组

小鼠脾淋巴细胞的 IFN-γ表达量分别为: 81.94 pg/mL、

132.39 pg/mL和110.56 pg/mL(CSFV刺激); 125.83 pg/mL、

137.22 pg/mL 和 110.46 pg/mL(PRRSV 刺激), 与对

照组相比有极显著差异(P<0.01), 而其它疫苗组与

对照组相比无显著差异。对于 IL-4 来说, pS-mGP5- 

PA-E2和 pS-mGP5-PA-E2-UL49免疫组无论是 CSFV

还是 PRRSV 刺激都未检测到 IL-4, 而其余各疫苗组

均可检测到 IL-4, 其中 pS-wtGP5-E2、pS-wtGP5-E2- 
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UL49 和 pS-mGP5-E2-UL49 免疫组小鼠脾淋巴细胞

IL-4 表达量分别为: 46.44 pg/mL、25.12 pg/mL 和

37.55 pg/mL(CSFV 刺激); 37.15 pg/mL、15.21 pg/mL

和 30.65 pg/mL(PRRSV 刺激 ); 经 CSFV 刺激后

pS-wtGP5-E2-UL49、pS-wtGP5-E2 和 pS-mGP5-E2- 

UL49 免疫组与对照组相比差异极显著(P<0.01), 其它

疫苗组与对照组相比无显著差异; 经 PRRSV 刺激后

pS-mGP5-E2-UL49 和 pS-wtGP5-E2- UL49 免疫组与对

照组相比差异极显著(P<0.01), pS-wtGP5-E2 免疫组与

对照组相比差异显著(P<0.05), 而空载体免疫对照组

小鼠脾淋巴细胞刺激后未检出 IFN-γ和 IL-4(图 5)。 

3  讨论 

目前用于预防 PRRS 和 CSF 的商品化疫苗主要

是弱毒苗。尽管弱毒苗能提供较好的免疫保护, 但

存在一些问题 , 例如 CSF 弱毒疫苗效价不稳定 , 

PRRS 弱毒疫苗有可能出现毒力返强。DNA 疫苗技

术是近年发展起来的一种疫苗研制新技术, 它是将

编码目的抗原基因克隆到表达质粒上, 直接注入到

动物体内 , 借用宿主细胞表达加工合成抗原分子 , 

从而能高效诱导体液免疫与细胞免疫应答。DNA 疫

苗虽然具有很多优点 , 但也存在一些缺点 , 如接种

剂量大、次数多、存在安全隐患等。为了克服这些

缺点, 国内外学者一直致力于开发表达水平高、安

全性好、能激发较强免疫应答的疫苗载体。 

“自杀性”DNA 疫苗是在常规 DNA 疫苗和“自

主复制型”RNA 疫苗基础上发展起来的一种新型疫

苗[11,12], 其最大特点是自主复制、高水平表达和诱导

细胞凋亡, 大大提高了 DNA 疫苗的免疫效力和安全

性。本实验室在甲病毒载体 pSFV1 的基础上构建了表

达 CSFV E2 的“自杀性”DNA 疫苗, 通过动物试验证

实, 该疫苗可诱导猪瘟特异性抗体, 免疫猪能抵抗致

死剂量猪瘟强毒的攻击[15]。在此基础上, 我们进一步

构建了共表达 GP5 和 E2 双基因的“自杀性”DNA 疫

苗。通过体外瞬时转染, 证实“自杀性”DNA 疫苗重

组质粒转染细胞后 GP5 和 E2 蛋白可以同时得到表达。 

 

图 5  免疫小鼠脾细胞的 IFN-γ和 IL-4 分泌水平 
Fig. 5  IFN-γ and IL-4 secreted by the splenocytes of the mice immunized with the different plasmids 

The data represent the means ± SD of 4 replicates for each stimulation condition for each suicidal DNA vaccine 
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通过小鼠免疫试验显示, 初次免疫小鼠产生的

抗体水平比较低, 经过加强免疫后抗体水平明显升

高 , 但总体抗体水平还是较低 , 原因可能与甲病毒

复制子载体能引起转染细胞凋亡、外源基因表达和

抗体应答短暂有关[20]。今后我们将通过尝试优化免

疫程序和采用 Prime-boost 免疫策略[21]来增强其免

疫应答。同时, 本研究用数种方法评价了这几种“自

杀性”DNA 疫苗诱导的细胞免疫应答水平, 包括用

CFSE 染色试验和 WST-8 试验检测疫苗诱导的抗原

特异性淋巴细胞增殖能力, 用 ELISA 检测抗原刺激

后免疫小鼠脾淋巴细胞分泌的 IFN-γ和 IL-4, 结果显

示 , 与对照组相比 , 经抗原刺激后各疫苗组小鼠的

脾细胞均产生不同程度的增殖, 均能检测到不同分

泌水平的 IFN-γ和 IL-4, 并且 IFN-γ的分泌水平明显

高于 IL-4 的分泌水平, 这提示“自杀性”DNA 疫苗

主要诱导小鼠产生 Th1 型免疫反应。 

为了增强“自杀性”DNA 疫苗的免疫效力, 我

们引入了 PADRE 表位和 VP22 转导蛋白。结果表明, 

含 PADRE 的疫苗组与不含该表位的疫苗组之间没

有显著差异, 这与 Fang 等[22]报道的泛 DR 表位可以

增强体液免疫和细胞免疫反应的结果不一致, 推测

这可能与抗原本身的差异有关。而在 E2 基因下游融

合了 UL49 基因的疫苗组与未融合的疫苗组相比 , 

无论是用 CSFV 刺激还是用 PRRSV 刺激, 淋巴细胞

增殖反应、IFN-γ和 IL-4 的分泌都有显著升高, 这与

Cheng 等[23]证实 VP22 能增强“自主复制型”RNA

疫苗的免疫应答相一致。这为提高“自杀性”DNA

疫苗的免疫效力提供了新的途径。另外, 在本研究

中我们还发现经过密码子优化的 GP5 疫苗组的体液

免疫略高于野生型 GP5 疫苗组, 而野生型 GP5 疫苗

组却在诱导细胞免疫上似乎更强些。 

总之, 本研究构建了以甲病毒复制子为载体、

共表达 GP5 和 E2 双基因的“自杀性”DNA 疫苗, 经

细胞瞬时转染和小鼠接种试验证实, GP5 和 E2 蛋白

可在转染细胞中有效表达并能诱发特异性抗体和细

胞免疫反应, 这样为研制新型多价基因工程疫苗提

供了新的思路和途径。 
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