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表达猪繁殖与呼吸综合征病毒 GP5和M融合蛋白的重
组腺病毒的构建及其对小鼠的免疫原性 
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摘  要: 利用口蹄疫病毒(FMDV)2A 蛋白具有自我裂解的功能, 将其作为连接肽将猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)

的 GP5 和 M 蛋白编码基因串联, 置于复制缺陷型腺病毒载体的表达盒中, 通过一次转录和翻译, 可以同时实现 2 个蛋

白的表达, 以发挥 GP5 蛋白的病毒中和优势和 M 蛋白的细胞免疫优势作用。分别利用 RT-PCR、间接免疫荧光和 Western 

blotting 等方法, 对获得的重组腺病毒(rAd-GP5-2A-M)进行检测, 结果均证明 GP5-2A-M 蛋白不仅获得了正确表达, 而

且能自我裂解为 GP5 和 M 蛋白。以单独表达 GP5(rAd-GP5)、M(rAd-M)和融合表达 GP5-M(rAd-GP5-M)的重组腺病毒

为对照, 研究该重组腺病毒在小鼠体内诱导免疫应答情况, 结果表明, 虽然 4 种重组腺病毒均能诱导小鼠产生特异性抗

体和细胞免疫反应, 但重组腺病毒 rAd-GP5-2A-M 所诱导产生的体液免疫和细胞免疫应答水平最高。本研究结果提示, 

利用具有自动裂解功能的 FMDV 2A 多肽构建 PRRSV 复合基因工程疫苗是一种切实可行的新策略, 也为构建其他动物

病毒病的基因工程疫苗提供了新思路。 

关键词 : 猪繁殖与呼吸综合征病毒 , 口蹄疫病毒 , 2A 多肽 , 重组腺病毒  
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Abstract: FMDV 2A peptide was introduced as a linker between GP5 and M protein of porcine reproduction and respiratory 
syndrome virus (PRRSV) to allow automatic self-cleavage the polyproteins. This strategy simultaneously displayed the neutralizing 
action of GP5 protein and cell-mediated immunity of M protein. We put them into the expression cassette of adenovirus vector. The 
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results of RT-PCR, IFA and Western blotting showed that GP5 and M protein were not only expressed correctly, but also 
self-cleavaged and assemble heterodimers formation. To detect the advantages of rAd-GP5-2A-M, we also constructed some other 
recombinant adenoviruses (rAd-GP5, rAd-M and rAd-GP5-M) as control. After inoculated subcutaneously into BALB/c mice, the 
four recombinant adenoviruses can induce PRRSV-specific antibodies and cell-mediated immune response, but the level of humoral 
and cell-mediated immune response against PRRSV induced by rAd-GP5-2A-M is the strongest among the four recombinant 
adenoviruses. All of these suggested that it is possible to develop one multi-gene engineering vaccine utilizing FMDV 2A peptide, 
and also provided a novel strategy for developing other viral disease vaccine. 

Keywords: porcine reproduction and respiratory syndrome virus, foot-and-mouth disease virus, 2A peptide, recombinant adenovirus 

猪繁殖与呼吸综合征(Porcine reproductive and 

respiratory syndrome, PRRS)是由猪繁殖与呼吸综合

征病毒(PRRSV)引起的, 以妊娠母猪流产、死胎、弱

仔等繁殖障碍及仔猪的呼吸道症状和高死亡率为特

征的传染病[1]。自 1987 年在北美首次报道以来, 至

今几乎扩散到全球所有养猪业发达的国家和地区 , 

给养猪业及其产品贸易造成了巨大的经济损失, 已

成为养猪业的主要病毒性疾病之一。我国于 1995年

底爆发该病, 随后迅速蔓延到全国大部分省份。近

年来 PRRS疫情又有加重趋势, 且混合感染和持续性

感染状况严重。目前用于预防 PRRS的疫苗主要是传

统疫苗——弱毒苗和灭活疫苗。尽管弱毒苗能提供较

好的免疫保护但存在毒力返强和散毒的危险[2]。而

灭活苗诱导产生的抗体水平很低且极不稳定。因此

研制更安全、更有效的疫苗来预防和控制该病的发

生与流行已迫在眉睫。 

PRRSV 是一种单股正链的 RNA 病毒, 属于套

式病毒目(Nidovirales)动脉炎病毒科 (Arteriviridae),

动脉炎病毒属(Artervirus)同属的还有马动脉炎病毒 

(EAV)、小鼠乳酸脱氢酶增高症病毒(LDV)和猴出血

热病毒(SHFV)[2−4]。其基因组大小约 15 kb, 具有 9

个开放阅读框架(ORF), 且彼此相互嵌套。ORF1(包

括 ORF1a 和 ORF1b)编码病毒的复制酶, 其大小约

占全基因组的 3/4; ORF2~4分别编码病毒的 GP2a、

GP2b、GP3 和 GP4 四种次要结构蛋白, ORF5~7 编

码 3 种主要结构蛋白 GP5、M和 N。GP5 为囊膜糖

蛋白, 是一种多功能蛋白, 参与细胞免疫与体液免

疫, 尤其是中和抗体的产生, 是基因工程疫苗设计

的主要靶抗原[2,5,6]。M蛋白是非糖基化膜蛋白, 具有

较强的免疫原性, 可诱导产生一定的中和抗体和特

异性细胞免疫应答, 在介导病毒的吸附和诱导细胞

免疫中具有重要作用[7,8], 而GP5与M蛋白可通过二

硫键形成 GP5/M异源二聚体, 对病毒装配起重要作

用, 并介导病毒吸附宿主细胞过程[9]。 

目前, 大多数研究者为了发挥 GP5 的病毒中和

优势作用和M蛋白的细胞免疫作用及两者所形成的

二聚体对病毒进入靶组织和细胞的作用, 通过不同

的表达系统共表达和融合表达此二者, 即在同一表

达系统中使用双启动子; 或在 GP5和M蛋白基因之

间引入内部核糖体进入位点(IRES); 或通过一柔性

多肽 Linker 序列将 GP5 和 M 蛋白基因连接一起的

表达策略[10−13]。但这些策略存在一些缺陷, 比如被

表达的基因起始效率低; 上游基因与下游基因的表

达严重不平衡; 启动子之间相互干扰; 被表达蛋白

性质与其天然蛋白的性质不尽相同等。为了在一个

表达系统中表达此二者蛋白基因, 并克服以上缺陷, 

本研究使用一种全新的构建策略, 在 GP5和M蛋白

基因之间引入口蹄疫病毒 (Foot-and-mouth disease 

virus, FMDV)的具有自剪切功能的多肽 2A 序列

(Self-cleaving 2A peptide)。而腺病毒被认为是重组

病毒疫苗的有效载体之一。本研究利用腺病毒表达

系统和以自剪切多肽 2A连接策略表达 GP5和 M蛋

白, 以期更好地发挥 PRRSV GP5、M的抗原活性以

及协同作用, 为 PRRSV基因工程疫苗的研究开辟新

的途径。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株、病毒与细胞 
腺病毒骨架载体 pAdEasy-1、大肠杆菌 BJ5183、

HEK-293A和 XL-Gold细胞为 Stratagene公司产品。

pMD18-T-ORF2-7 由本实验室构建保存[14]。E. coli 

DH5α由本实验室保存。Marc-145 细胞 , PRRSV- 

NB/04 株均由本实验室分离保存[14]。wtAd (无外源

基因表达的野生型腺病毒)由本实验室构建保存。 

1.2  主要试剂 
Ex Taq DNA 聚合酶、Kpn I、Not I、CIAP、
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DL2000、DL15000、T4 DNA连接酶、Mini质粒纯

化试剂盒和 DNA胶回收试剂盒为 TaKaRa公司产品; 

Wizard® PureFection Maxi Plasmid DNA Purification 
System为 Promega公司产品; Pme I、Pac I为 New 

England Biolabs 公司产品 ; LipofectamieTM2000 

Transfection Reagent 为 Invitrogen 公司产品; 鼠抗

PRRSV GP5 和 M 蛋白单克隆抗体由哈尔滨兽医研

究所周艳君博士赠送; FITC-羊抗鼠 IgG为博士德公

司产品; 1 kb plus Ladder为天为时代公司产品; 淋巴

细胞分离液为上海华精生物公司产品。 

1.3  引物设计和 PCR 扩增 
参照 PRRSV VR2332株(GenBank Accession No. 

PRU87392)和 FMDV China/99 O 型毒株(GenBank 

Accession No. EF432729)2A基因的序列, 设计扩增

NB/04 株 ORF5、ORF6、ORF5-ORF6 和 ORF5-2A- 

ORF6 的引物, 引物由大连宝生物生物工程有限公

司合成, 引物序列见表 1。 

GP5、M、GP5-2A 和 2A-M 基因的扩增条件均

为: 94oC 5 min; 94oC 1 min, 57oC 1 min, 72oC 45 s, 30

个循环; 72oC延伸 10 min。GP5-M和 GP5-2A-M融

合基因的扩增条件为: 94oC 5 min; 94oC 1 min, 55oC 

1 min, 72oC 90 s, 30个循环; 72oC延伸 10 min。 

1.4  构建重组腺病毒的构建 
以 pMT-ORF2-7质粒为模板, AdGP5和 AdGP5- 

2A 为引物, 扩增 GP5-2A 基因, 胶回收获得不含终

止子的 GP5-2A 片段; 以 pMT-ORF2-7 为模板, 以

AdGP6-2A 和 AdGP6 为引物, 扩增 2A-ORF6 基因, 

胶回收获得 2A-M 片段; 以 GP5-2A、2A-M 两片段

为模板, AdGP5、AdM为引物, 通过融合 PCR, 扩增

得到 GP5-2A-M 融合基因, 胶回收获得 GP5-2A-M

融合片段; 用 KpnI、NotI双酶切 GP5-2A-M, 胶回收

后将其插入 pShuttle-CMV质粒 Kpn I和 Not I位点

之间 , 获得重组穿梭质粒 , 命名为 pShuttle-CMV- 

GP5-2A-M。 

将 pShuttle-CMV-GP5-2A-M 用 PmeI 线性化、

去磷酸化后电转化(215 kV、200Ω、25 μF)入 BJ5183

感受态细胞(已转化腺病毒骨架载体 pAdEasy-1 的

BJ5183细菌), 进行菌内同源重组。用卡那霉素筛选

获得重组病毒 DNA, Pac I酶切鉴定。将正确的重组

病毒DNA再转化XL10-Gold超级感受态细胞, 纯化

重组腺病毒 DNA。同时构建以柔性多肽 Linker序列

(GGGS)连接的融合蛋白 GP5-M 以及单独表达 GP5

和 M的重组腺病毒 DNA。 

1.5  重组腺病毒的包装及纯化 
用 Wizard® PureFection Maxi Plasmid DNA 

Purification System提取纯化重组腺病毒 DNA, Pac I

酶 切 回 收 后 用 LipofectamieTM2000 Transfection 

Reagent转染 HEK-293A细胞培养 7~10 d, 获得重组

腺病毒 rAd-GP5-2A-M、rAd-GP5-M、rAd-GP5 和

rAd-M。重组病毒的纯化按动物病毒学方法进行[15]。 

表 1  用于 PCR 扩增的引物 
Table 1  Primers used for PCR amplification 

ORFs Primer sequences (5′−3′) Purposes 

CGCGGTACCATGG TGGGGA AATGCTTG ORF5 
(AdGP5) TATGCGGCCGCCTAGAGACGACCCCATTG 

ORF5 gene with stop codon 

CGCGGTACCATGGGGTCGTCTCTAGAC ORF6 
(AdM) TATGCGGCCGCT TATTTGGCATATTTA AC 

ORF6 gene with stop condon

CGCGGTACCCCACCATGGTGGGGA AATGCTTG 

CATACTACCACCACCTAGAGACGACCCCA 
ORF5-linker gene without 
stop codon 

TAGGTGGTGGTAGTATGGGGTCGTCT CTA 

ORF5-ORF6 
(AdGP5-Linker, 
AdM-Linker) 

TATGCGGCCGCTTATTTGGCATATTTAAC 
ORF6 gene with stop codon 

CGCGGTACCCCACCATGGTGGGGA AATGCTTG 

AACGTCTCCTGCTAACTTCAA AAGATCAAAGTTCGTGAGACGACCCCA 
ORF5-2A gene without stop 
codon 

TTAGCAGGAGACGTTGAGTCCAACCCCGGACCCATGGGGTCGTCT CTA 

ORF5-2A-ORF6 
(AdGP5-2A, 
AdM-2A) 

TATGCGGCCGCTTATTTGGCATATTTAAC 
2A-ORF6 gene 
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1.6  RT-PCR 鉴定重组腺病毒 GP5-2A-M 基因的

转录 
取 rAd-GP5-2A-M 感染的 HEK-293A 细胞和未

接种腺病毒的 HEK-293A 对照细胞各一瓶, 刮取细

胞后按 RNA 提取说明书提取总 RNA, 然后进行

RT-PCR检测 rAd-GP5-2A-M中GP5-2A-M蛋白基因

的转录情况。 

1.7  IFA 检测重组腺病毒 rAd-GP5-2A-M 的表达 
重组腺病毒 rAd-GP5-2A-M 接种 HEK-293A 细

胞 24 h 后, 弃去培养基, 用 PBS 洗涤细胞 3 次, 冷

丙酮 4oC固定 30 min, 室温干燥后用 PBS洗涤 3次; 

将鼠抗 PRRSV GP5、M蛋白单克隆抗体分别作 1:50

稀释每孔加入 50 μL, 在湿盒内 37oC温育 1 h; 移去

稀释血清用 PBS洗涤 3次; 每孔加入 50 μL的 1:100

稀释的 FITC 标记羊抗鼠 IgG, 在湿盒内 37oC 温育  

1 h; 移去孔内液体, 用 PBS 洗涤 3 次; 滴加碱性甘

油于每孔, 置荧光显微镜下观察。 

1.8  重组腺病毒 rAd-GP5-2A-M 的病毒滴度测定 
按常规方法用 DMEM 维持液将病毒裂解液作

10倍比稀释接种 96孔HEK-293A细胞板中, 每个稀

释度接种 8个孔, 每孔接种 100 μL。同时设定只加

维持液的空白对照孔。37oC、5% CO2培养, 逐日观

察 病 变 , 计 数 每 个 稀 释 度 的 CPE 数 , 按

Reed-Muench法计算 TCID50。 

1.9  Western blotting 检测 
将感染重组腺病毒的细胞裂解液通过 12% 

SDS-PAGE 电泳分离蛋白, 采用半干转移(Bio-Rad)

转印硝酸纤维膜, 并设细胞裂解液作为空白对照。

用含 5%脱脂乳的 PBST封闭过夜, 分别以 GP5和M

蛋白的单克隆抗体为一抗, 1:1000 稀释, 室温孵育  

1 h; 辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠 IgG 为二抗 , 

1:100 000稀释, 室温孵育 1 h。用增强型化学发光底

物(SuperSignal® West Pico Kit, PIERCE)作用后转印

X光片。 

1.10  小鼠免疫试验 
取 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠 108 只, 分为 6 组,

每组 18只。每组分别皮下免疫 rAd-GP5-2A-M、rAd- 

GP5-M、 rAd-GP5、 rAd-M、wtAd 和 PBS, 滴度    

1010 TCID50/mL, 剂量为 0.5 mL/只, 共免疫 3次, 每

次间隔 2 周。加强免疫后分别于 2 周、4 周和 6 周

采血测定中和抗体。 

1.11  中和抗体检测 
将待检血清于 56oC灭活 30 min, 2倍倍比稀释

后(1:2~1:256)加入 96孔细胞培养板中, 每孔 50 μL。

然 后 加 入 等 体 积 的 病 毒 液 PRRSV NB/04       

(200 TCID50/100 μL)混合, 于 37oC孵育 1 h。然后接

种已长满单层Marc-145细胞的 96孔培养板中, 每个

稀释度 4孔, 同时设细胞对照和病毒对照孔, 37oC、

5% CO2培养 4~5 d, 逐日观察 CPE情况, 当病毒对

照孔均出现 CPE, 以抑制 50% CPE的最高血清稀释

度作为中和抗体滴度。 

1.12  T 细胞增殖反应检测 
参照 Rompato的方法[16]进行。无菌取首免后第

14、28和 42天各组小鼠脾脏, 研磨后用 Ficoll淋巴

细胞分离液分离淋巴细胞 , 用含 10% FCS 的

RPMI-1640 完全培养基悬浮细胞 , 使细胞浓度为

5×106 个细胞/mL。分离出的鼠脾淋巴细胞接种至

96 孔细胞培养板中 , 100 μL/孔。以纯化灭活的    

20 μg/mL PRRSV NB/04作为刺激抗原, 100 μL/孔, 

各 3 复孔。以加未感染 PRRSV NB/04 的 Marc-145

细胞裂解液为阴性对照孔, 而以加 10 μg/mL的 PHA

作为阳性对照孔, 置 37oC、5% CO2 培养箱中培养,  

72 h后, 于每孔加入MTT(Sigma), 充分混匀, 继续培

养 4 h后终止培养, 于 1 h内测定 OD570值, 计算刺激

指数(SI), SI=A/B(A: 刺激孔值; B: 非刺激孔值)。 

2  结果 

2.1  表达 GP5-2A-M 蛋白的重组腺病毒的构建与

鉴定 
以 pMT-ORF2-7质粒为模板, 通过 PCR扩增得

到了 ORF5-2A(不含终止密码子)和 2A-ORF6 基因, 

再通过融合 PCR扩增得到 ORF5-2A-ORF6基因, 将

其克隆入转移载体 pShuttle-CMV, 获得重组质粒

pShuttle-CMV-ORF5-2A-ORF6。通过测序表明该重

组质粒的读码框正确。该二聚蛋白由图 1 可知 , 

GP5-2A-M蛋白基因之间通过 FMDV的 17 AA(51 bp)

的 2A连接在一起。该重组质粒通过 Pme I线性化后

转化 BJ-5183(含 AdEasy-1 载体 )感受态 , 获得

rAd-ORF5-2A-ORF6。然后用 Pac I将其 DNA线性

化, 转染 HEK-293A细胞, 7 d后 80%以上的细胞出

现 CPE, 收获病毒液。通过 3 轮的蚀斑纯化获得单

一的重组病毒, 即 rAd-GP5-2A-M。经 PCR和 RT-PCR
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鉴定表明(图 2), 重组病毒 DNA 含有 GP5-2A-M蛋白

基因。将该病毒在 HEK-293A 细胞连续传代到 30 代, 

rAd-GP5-2A-M 的 滴 度 稳 定 , 平 均 TCID50 为

10−10.43/mL。而表达以柔性多肽 Linker 序列连接的融

合蛋白 GP5-M, 单独表达 GP5 和 M 的重组腺病毒

rAd-GP5-M、rAd-GP5和 rAd-M以同上方法获得。 

 

图 1  表达 ORF5-2A-ORF6 重组腺病毒 DNA 结构模式图 
Fig. 1  Schematic diagram of recombinant adenovirus DNA 
expressing ORF5-2A-ORF6. 

 

图 2  重组腺病毒 rAd-GP5-2A-M 在 HEK-293A 细胞中

的 PCR 和 RT-PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of recombinant adenovirus in HEK-293A 
cells by PCR and RT-PCR. M: DL2000 DNA marker; 1: PCR 
product; 2: RT-PCR product. 

2.2  IFA 鉴定重组腺病毒的表达 
用针对 PRRSV GP5和 M蛋白的单克隆抗体进

行 IFA 试验, 结果发现各重组腺病毒感染的细胞出

现明显的荧光, 而对照组则检测不到荧光(图 2)。表

明 rAd-GP5-2A-M、rAd-GP5-M、rAd-GP5和 rAd-M

都能正确地表达各自蛋白。 

2.3  Western blotting 检测 
由图 4可知, rAd-GP5、rAd-M和 rAd-GP5-M分

别可表达出约为 25 kD的 GP5蛋白、18 kD的M蛋白

和 43 kD的 GP5-M融合蛋白, 与报道的 GP5和M蛋

白的分子量相当。而 rAd-GP5-2A-M表达出 3个大小

分别约为 45 kD、27 kD和 18 kD特异性蛋白。根据分

子量大小可知, 27 kD和 18 kD的蛋白是表达的二聚蛋

白 GP5-2A-M自我裂解的 GP5-A和M蛋白。而 45 kD

的蛋白可能是裂解的 GP5和 M 所形成的异源二聚体, 

或者是没有完全裂解的 GP5-2A-M二聚蛋白。 

2.4  小鼠体液免疫应答 
由图 5 可知, PRRSV 的中和抗体在小鼠首免重

组病毒 rAd-GP5-2A-M后 14 d就可检测到, 在 2免

后抗体水平显著升高。该组小鼠的中和抗体滴度在

接种重组腺病毒的各组中最高, 三免后第 14天达到

最高(1128׃), 2 倍于接种表达单基因的 rAd-GP5 和

rAd-M 的小鼠组(P<0.01)。而接种表达融合蛋白的

rAd-GP5-M 组 小 鼠 的 中 和 抗 体 低 度 比 接 种

rAd-GP5-2A-M 的小鼠组中和抗体滴度显著低

(P<0.05), 但比 rAd-GP5 和 rAd-M 的小鼠组显著高

(P<0.05)。而接种表达单基因的 rAd-GP5 和 rAd-M

的小鼠组 , 接种 rAd-GP5 组的中和抗体滴度比

rAd-M组高, 且二免后 rAd-M组才能检测中和抗体。 

  

图 3  重组腺病毒(rAd-GP5-2A-M、rAd-GP5-M、rAd-GP5 和 rAd-M)表达目的蛋白的间接免疫荧光检测 
Fig. 3  IFA identification of the GP5 and M expression in HEK-293A cells were infected with rAd-GP5-2A-M, rAd-GP5-M, 
rAd-GP5 and rAd-M, respectively. A1–D1: IFA identification of the cells infected with rAdGP5-2A-M, rAd-GP5-M, rAd-GP5 and 
rAd-M using GP5-specific monoclonal antibody (GP5-Mab), respectively. A2–D2: IFA identification of the cells infected with 
rAdGP5-2A-M, rAd-GP5-M, rAd-GP5 and rAd-M using M-specific monoclonal antibody (M-Mab), respectively. E1, E2: IFA of 
negative control that was infected with wtAd. 
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接种 wtAd和 PBS的小鼠组始终未检测到中和抗体。

结果表明, 自我裂解的 GP5-2A-M 二聚蛋白能诱导

小鼠产生最高的中和抗体。比融合蛋白 GP5-M诱导

小鼠产生中和抗体高。诱导产生中和抗体由高到低

的顺序为 rAd5-GP5-2A-M、rAd-GP5-M、rAd-GP5

和 rAd-M。而 2个对照组 wtAd和 PBS, 刺激指数基

本无变化。 

 

图 4  各重组腺病毒感染 HEK-293A 细胞的 Western 
blotting 分析 
Fig. 4  Western blotting analysis of the lysates of HEK-293A 
cells infected with rAds using GP5-specific monoclonal 
antibody (GP5-Mab) (a) or using M-specific monoclonal 
antibody(M-Mab) (b). 1: cell lysates of rAd-GP5-2A-M; 2: cell 
lysates of rAd-GP5-M; 3: cell lysates of rAd-M; 4: cell lysates 
of rAd-GP5; 5: cell lysates of wtAd. 

 

图 5  小鼠抗特异性 PRRSV 的血清中和抗体结果 
Fig. 5  Results of PRRSV-specific serum neutralizing assay in 
mice. immunized with different recombinant adenovirus 
vaccines. The data represent the means ± SD of 4 replicates for 
each recombinant adenovirus vaccine. 
 

2.5  小鼠细胞免疫应答 
病毒特异性的淋巴细胞增殖试验表明, 小鼠在

第 2 次接种自我可裂解的 rAd5-GP5-2A-M 后 14 d

就可诱导小鼠产生明显的淋巴细胞增殖应答, 并且

在二免后 2 周达到高峰, 与 wtAd 和 PBS 对照组相

比, 刺激指数差异极显著(P<0.01)。比免疫表达融合

蛋白的 rAd-GP5-M 小鼠组, 其刺激指数差异显著

(P<0.05)。比免疫表达单基因的 rAd-GP5 和 rAd-M

小鼠组, 其刺激指数差异显著(P<0.05)。结果表明, 

对于 PRRSV的细胞免疫, 表达自我裂解的 GP5-2A- 

M 效果最好, 且由高到低的顺序为 rAd5-GP5-2A- 

M、rAd-GP5-M、rAd-M和 rAd-GP5。而 2个对照组

wtAd和 PBS, 刺激指数基本无变化。 

 

图 6  小鼠淋巴细胞增殖试验结果 
Fig. 6  Results of proliferation of immunized mice lymphocyte. 
The data represent the means ± SD of 3 replicates for each 
stimulation condition for each recombinant adenovirus vaccine. 
 

3  讨论 

目前 PRRS 的防制主要依靠传统疫苗, 即弱毒

疫苗和灭活苗, 但由于这些疫苗均存在不同程度的

缺陷, 主要是免疫效果不理想。此外, 活疫苗还存在

毒力返强和散毒的危险等。因此国内外许多研究者

都在努力探索各种形式的基因工程疫苗, 所选的免

疫原主要是 PRRSV的 GP5和 M蛋白基因及一些细

胞因子。而主要的策略就是将 GP5和 M蛋白基因共

表达, 或融合表达, 即将两者分别克隆在 2 个启动

子下游, 或将两者之间通过 IRES 或一个柔性多肽

Linker序列连接起来表达。如 DNA疫苗共表达 GP5

和 M蛋白, 杆状病毒、腺病毒串联表达 GP5和 M蛋

白等。而本实验利用一种全新的策略表达 GP5和 M

蛋白, 使两者表达量一致, 且蛋白性质基本不发生

改变。该策略就是在 PRRSV GP5和 M蛋白基因之

间通过 FMDV的具有自剪切功能的多肽 2A序列连

接, 然后重组入腺病毒表达载体, 并在 HEK-293A

细胞中包装成完整的病毒粒子, 经免疫印迹证明表

达的二聚蛋白 GP5-2A-M 能自我裂解为 GP5 和 M

蛋白。 
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重组的 Ad-GP5-2A-M 能同时诱导小鼠产生高

水平的体液免疫与细胞免疫反应, 经分析可能是由
于 GP5 蛋白本身具有诱发中和抗体的能力[5], M 蛋
白也具有诱发特异性细胞免疫的能力[7, 8], 表达的聚
合蛋白 GP5-2A-M, 在 2A 多肽自我裂解后, 分解为
GP5和 M蛋白。而裂解后 GP5和 M可形成 GP5/M
异源二聚体。此二聚体对病毒装配起重要作用, 并
介导病毒吸附宿主细胞过程[9]。另外, GP5/M异源二
聚体的形成可促进 GP5蛋白翻译后的修饰、转运。
并且也有可能 GP5蛋白某些中和表位的展现也需要
二聚体的存在。 

口 蹄 疫 病 毒 (Food-and-mouth virus disease, 

FMDV)2A是自剪切多肽的典型。由于 FMDV 2A具

有剪切效率高, 上下游基因表达平衡性好, 以及结

构短小的优点, 使其成为构建单载体表达多蛋白的

理想工具之一。而对于 IRES多顺反子系统, 上下游

基因的选择和顺序往往能够显著影响多基因的共表

达, 通常下游基因的表达量仅是上游的 20%~50%。

基于病毒源的 IRES多顺反子系统, 上下游基因的选

择和顺序往往能够显著影响多基因的共表达并且

IRES多顺反子系统具有明显的组织特异性。FMDV 

2A则与之不同: 基因的选择与上下游顺序对其剪切

活性基本没有影响。此外, IRES自身结构较大, 其应

用常受到载体容量的限制。研究表明 2A和 2B总是

在 Gly和 Pro之间“切开”, 动力学和结构模型分析

表明, Gly和 Pro之间的肽键实际上并未形成[17]。而

序列分析发现, FMDV 2A 的序列高度保守, 最后 3

个氨基酸(-NPG-)则完全保守, 并且 2B 蛋白 N 端第

1个氨基酸 Pro也完全保守。推测 2A保守的结构可

能在阻止肽键形成和继续合成下游多肽的过程中起

作用, 同时也是高剪切活力的保证。 

由于 FMDV 2A独特的“剪切”机制决定了 2A

只有在真核翻译系统中有活性, 而在原核翻译系统

中无活性。腺病毒表达系统是重组病毒疫苗的有效

真核表达系统之一。因此, 本实验用 17AA的 2A将

PRRSV GP5与 M连接后用 E1/E3 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。不

仅诱导产生的中和抗体水平在各组小鼠中最高, 而

且淋巴细胞增殖应答也最显著。 

总之, 具有自我剪切功能的 FMDV 2A 使腺病

毒表达的 PRRSV GP5-2A-M 聚合蛋白的成功裂解, 

表明 2A 策略切实可行, 并为 PRRSV 多价基因工程

疫苗的研制奠定了基础, 也为其他病毒的基因工程

疫苗研制提供了全新的思路。此外 , 重组腺病毒

rAd-GP5-2A-M 对小鼠显示了很好的免疫效力, 但

对猪的确切免疫保护效果有待于进一步验证。目前, 

猪体免疫效果试验正在进行中。 
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