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摘  要: 马麝病毒性出血症 (Moschus chrysogaster viral hemorrhagic disease，McVHD) 为马麝的一种急性、高度

致死性传染病，其病原马麝出血症病毒 (Moschus chrysogaster hemorrhagic disease virus，McHDV) 与兔出血症病

毒高度同源。为了筛选 McHDV 保护性抗原，为 McVHD 疫苗研究奠定基础，文中通过对 McHDV 主要结构蛋白

VP60 抗原表位的分析，设计引物，应用 RT-PCR 技术扩增获得三段 VP60 主要抗原表位区核酸序列，并采用重叠

延伸 PCR 将 3 段产物连接后克隆至原核表达载体 pET-28a(+)，成功构建原核表达质粒 pET-truncated-VP60 后转化

大肠杆菌 Escherichia coli BL21(DE3)，并经 IPTG 诱导表达。纯化表达产物免疫 3–4 月龄非 RHD 免疫兔，血凝抑

制试验测定抗血清效价。首次免疫后 21 d，通过攻毒保护试验分析重组蛋白的免疫保护效力。结果表明，McHDV 

VP60 主要抗原表位蛋白在大肠杆菌中成功表达，重组蛋白分子质量约为 45 kDa，且以包涵体形式存在；重组蛋

白纯化后配制疫苗免疫的新西兰白兔，可 100%抵抗 McHDV 株的攻击，表明所筛选的抗原表位串联表达的重组

蛋白具有良好的免疫保护效力，研究结果为 McVHD 新型疫苗的研发奠定了基础。 

关键词: 马麝，马麝出血症病毒，抗原表位，原核表达，免疫效力  
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Tandem expression of the major epitope domains of the 
Moschus chrysogaster hemorrhagic disease virus VP60 and its 
protective efficacy to rabbits 

Shijun Bao, Jinyan Zhang, Jian He, Yangyang Zhang, Xiaoyong Xing, Fengqin Wen,  
Xiaoping Fu, and Xiaochun Wu 

College of Veterinary Medicine, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, Gansu, China 

Abstract:  Moschus chrysogaster (sifanicus) viral hemorrhagic disease (McVHD) is an acute and highly lethal infectious 

disease caused by Moschus chrysogaster hemorrhagic disease virus (McHDV) whose genome sequence is highly homologous 

with rabbit hemorrhagic disease virus. To screen the protective antigen of McHDV and set the basis for study of McVHD 

vaccine, the antigen epitope of major structural protein VP60 of McHDV was analyzed, and the specific primers were designed 

to obtain three amplified DNA sequences encoding the main antigen epitope of VP60 from McHDV by using RT-PCR. Then 

the three DNA fragments were sequenced and cloned to prokaryotic expression vector with pET-28a(+) by using overlap 

extension PCR, and finally the prokaryotic expression plasmid pET-truncated-VP60 was constructed. Subsequently, the 

pET-truncated-VP60 was transformed into Escherichia coli BL21(DE3), and the recombinant proteins were expressed by 

IPTG induction. Finally, the expressed protein was purified and applied to immunize that without immunizing with RHD 

vaccine, then the antiserum titers were evaluated by the hemagglutination inhibition test, and the immune-protective efficacy 

of the recombinant proteins was observed and analyzed through animal challenge test. The results showed that the 

multi-epitope DNA fragments of VP60 of McHDV was successfully expressed in the form of inclusion bodies in E. coli, and 

the relative molecular weight of recombinant proteins is about 45 kDa. After immunized with the recombinant proteins, 100% 

of New Zealand white rabbits were resistant to attack of McHDV, which indicates efficient immune-protective efficacy of 

chosen epitope recombinant protein. The study laid a foundation for the development of the new subunit vaccines of McVHD. 

Keywords:  Moschus chrysogaster (sifanicus), Moschus chrysogaster hemorrhagic disease virus, epitope, prokaryotic expression, 

immune-protective efficacy 

 

马麝  (Moschus chrysogaster/sifanicus，alpine 

musk deer) 亦称香獐，是我国特有的一种麝属动物

资源，为国家一级重点保护野生动物，世界自然保

护联盟 (IUCN) “濒危”级野生动物[1]。其雄麝分泌

的麝香被称为世界四大名贵香料之王，亦是我国多

种中药名方如片仔癀、安宫牛黄丸、再造丸、大活

络丹、云南白药、小儿回春丹等的组方君药，因此

极具应用价值[2-5]。马麝主要分布于青藏高原及周边

区域，包括青海省、宁夏回族自治区贺兰山、甘肃

省祁连山及肃南裕固族自治县山地、四川省西部地

区、云南省北部高山地区及西藏自治区东南部，其

中甘肃省兴隆山马麝种群密度较大[6]。但由于生境

的改变和疾病的暴发，导致马麝数量急剧下降。多

年来，兴隆山马麝种群中流行一种高致死的出血性

传染病[7-9]，但真正的病原始终未能确定，2010 年

冬季，该病在兴隆山自然保护区人工圈养马麝种群

中暴发，导致 100 多头马麝死亡，经济损失惨重。

笔者等通过病原的分离鉴定，确定其为 McHDV 引

起的马麝病毒性出血症 (Moschus chrysogaster viral 

hemorrhagic disease，McVHD)[10]。近年来，该病虽

未出现大规模发病，但零散病例却时有发生。基于

此，本研究在成功建立马麝病毒性出血症家兔动物

模型的基础上，通过 McHDV VP60 抗原表位的预

测，设计特异性引物，采用 RT-PCR 扩增其主要抗

原表位编码序列，并经重叠延伸 PCR 将不同抗原表

位序列拼接，进而在构建原核表达载体及诱导表达

的基础上，对重组蛋白的免疫保护效力进行分析，

为马麝病毒性出血症新型疫苗的研制奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  毒株、菌种及实验动物 

McHDV 由甘肃农业大学兽医传染病学实验

室分离保存；非免疫健康易感新西兰白兔购自兰州

某个体养兔场；BALB/c 小鼠购自中国农业科学院

兰州兽医研究所；大肠杆菌 Trans5α、BL21(DE3) 

感受态细胞购自北京全式金生物科技有限公司；原

核表达载体 pET-28a(+) 购于 Novagen 公司。 

1.2  主要试剂 

RNA 抽提试剂 TRIzol 购自 Invitrogen 公司；

M-MLV 反转录酶购自 Promega；Recombinant 

Ribonuclease Inhibitor、2×PrimeSTAR®Max DNA 

聚合酶，核酸内切酶 EcoRⅠ、XhoⅠ，T4 DNA 连

接酶为 TaKaRa 公司产品；质粒小提试剂盒、DNA

回收试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；预染

蛋白 Marker 购自 Thermo 公司；兔病毒性出血症

灭活疫苗 (兽药生字 (2015)150106004) 购于山东

华宏生物工程有限公司；DNA Marker、DAB 显色

试剂盒购于北京康为试剂生物科技有限公司；羊抗

鼠 HRP-IgG 购自北京博奥森生物技术有限公司；

二喹啉甲酸 (Bicinchoninic acid，BCA) 蛋白定量

试剂盒购于碧云天生物技术有限公司；其他常规试

剂为国产分析纯产品。 

1.3  引物设计 

应用 DNA Star 软件预测 McHDV (GenBank

登录号 MN478485) VP60 蛋白抗原表位，其优势

抗原表位主要集中在第 1–100 氨基酸之间  (即    

1–300 bp) 、 第 141–340 氨 基 酸 之 间  ( 即     

421–1 020 bp)和第 441–489 氨基酸之间  (即    

1 321–1 467 bp) 3 个区域，因此，基于 3 个区域

的核苷酸序列，设计引物对 F1/R1、F2/R2 和

F3/R3 (表 1)，用于扩增相应区域的核苷酸序列，

F1/R3 则用于重叠延伸 PCR 以获得 3 个区域的

串联序列。引物送由金唯智生物科技有限公司

合成。 

1.4  McHDV VP60 主要抗原表位序列的扩增 

取病死麝肝脏组织匀浆悬液反复冻融 3 次， 

12 000 r/min 离心 15 min 后取上清，采用 TRIzol

法提取总 RNA，经反转录合成 cDNA (操作参考试

剂盒说明书)。应用 PCR 扩增 3 个目标序列片段，

扩增体系为：cDNA 模板 2 μL，上下游引物各    

0.5 μL，2×PrimeSTAR®Max DNA 聚合酶 10 μL，

ddH2O 7 μL。扩增条件：98  5 min℃ ；98  30 s℃ ，

58  30 s℃ ，72  30 s℃ ，30 个循环；72  10 min℃ 。

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离，目的条带回收  

备用。 

重叠延伸 PCR 体系 30 μL：上述 PCR 扩增的目

的 DNA 片段回收产物各 1 μL，2×PrimeSTAR®Max 

DNA 聚合酶 15 μL，F1 1 μL，R3 1 μL，ddH2O    

10 μL。扩增条件：98  5 min℃ ；98  30 s℃ ，59.5  ℃

30 s，72  40 s℃ ，30 个循环；72  10 min℃ 。扩增

产物分离回收备用。 

 
表 1  VP60 主要抗原表位 PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences of major epitope domain of VP60 for PCR amplification 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Localization (nt) Size (bp) 

F1 CGGAATTCATGGAGGGCAAAGCCCGCGCAGCG 1 315 

R1 CGATGCCGTTGTTTTGTGGAGAATGTTG 300 

F2 AACAACGGCATCGAGATTGGACCAGGG 421 611 

R2 CTGTCCGACATGTCAGGAAAGCCGTC 1 020 

F3 TGTCGGACAGAATTGTAACCACACCCG 1 321 163 

R3 CCCTCGAGTTAGGAGCCTGTGCCGTACTGGGTCCC 1 467 

Underlying sequences: restriction enzyme sites of EcoRⅠand XhoⅠ. 
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1.5  McHDV VP60 主要抗原表位的原核表达 
1.5.1  原核表达载体的构建 

将重叠延伸 PCR 回收产物与 pET-28a(+) 分

别用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切，酶切产物回收后

16 ℃过夜连接。连接产物转化大肠杆菌 Trans5α

感 受 态 细胞 后 涂 布于 LB 平 板  ( 卡 那 霉 素      

70 mg/L)，37 ℃培养箱培养 12 h，挑取单菌落接

入 5 mL LB 液体培养基 (卡那霉素 70 mg/L)，重

组子提取质粒酶切鉴定，阳性质粒送由金唯智生

物科技有限公司测序，符合预期的重组质粒命名

为 pET-truncated-VP60。 

1.5.2  McHDV VP60 主要抗原表位重组蛋白的 

表达 

pET-truncated-VP60 转化大肠杆菌 BL21(DE3)

感受态细胞，涂布 LB 琼脂平板 (卡那霉素 70 mg/L)

后置于 37 ℃培养箱培养，待长出菌落后挑取单菌

落接入适量 LB 液体培养基 (卡那霉素 70 mg/L) 

过夜培养后，按 1︰100 比例将过夜培养物转接   

入 2×YT 液体培养基 (卡那霉素 70 mg/L)，37 ℃、 

210 r/min 培养至 OD600 为 0.6 左右，加入终浓度为

1 mmol/L 的 IPTG 诱导 6 h，离心收集菌体，经 PBS

洗涤后超声破碎，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，

分别取上清和沉淀，制样后应用 SDS-PAGE 分析

蛋白表达情况。 

1.6  重组蛋白的纯化及抗血清制备 
取 200 mL 按上述条件诱导的表达菌液离心收

集菌体，超声破碎后参照肖敏等[11]所述方法纯化

并溶解重组蛋白，进而应用 BCA 蛋白定量试剂盒

定量。取适量纯化的重组蛋白与等体积弗氏完全佐

剂混合后，免疫 BALB/c 小鼠 (首免 80 μg/只)，   

14 d 后应用弗氏不完全佐剂进行二次免疫，之后每

隔 7 d 免疫 1 次，第 4 次免疫后 6 d 采集血液并分

离血清，应用间接 ELISA 方法检测其抗体效价[11]。 

1.7  多克隆抗体的 Western blotting 检测 
McVHD 病死马麝肝脏组织匀浆上清、免疫浓

度 的 兔 病 毒 性 出 血 症 灭 活 疫 苗  ( 兽 药 生 字 

(2015)150106004) 和纯化的重组蛋白溶解液各  

120 μL，分别加入 30 μL 5×蛋白质上样缓冲液后参

照说明书制样。进而应用 SDS-PAGE 将蛋白分离

后转印至 NC 膜。转印后的 NC 膜用 5%的脱脂乳

4 ℃封闭过夜后置入 1︰1 000 稀释的重组蛋白抗

血清中，37 ℃孵育 1 h 后，PBST 洗涤 3 次，每次    

10 min。随后置于 1︰ 8 000 稀释的羊抗鼠

IgG-HRP，37 ℃孵育 1 h，PBST 洗涤 3 次，每次

10 min。最后用 DAB 显色试剂盒显色。 

1.8  免疫保护试验 
1.8.1  免疫原的制备 

将纯化的重组蛋白与等量弗氏佐剂乳化使蛋

白终浓度为 400 μg/mL 制备成重组蛋白疫苗；

McVHD 组织灭活疫苗参照文献[12]但略作调整，

即取血凝试验  (HA)[13]效价达 1︰210 以上的

McHDV 致死兔肝组织匀浆上清加入 0.4%甲醛灭

活后，与等量弗氏佐剂混匀乳化即为 McVHD 组织

灭活苗。pET-28a 空载体标签蛋白纯化后参照重组

蛋白疫苗方式制备免疫原。 

1.8.2  动物免疫 

3–4 月龄非免疫新西兰大白兔 25 只，随机分

为 5 组，每组 5 只。A 组为重组蛋白免疫组，参照

文献[14]，分别在第 1 天和第 14 天于颈背部皮下注

射免疫，每只每次 400 μg (即重组蛋白疫苗 1 mL)。

B 组 McVHD 为组织灭活疫苗免疫组，分别在第  

1 天和第 14 天于颈背部皮下注射组织灭活疫苗，

每只每次 1 mL。C 组为空载体标签蛋白免疫组，

免疫同重组蛋白免疫组。D 组为正常对照组，即未

免疫未攻毒对照组。E 组为兔病毒性出血症灭活苗

免疫组。所有兔在每次免疫前及攻毒前经耳静脉采

血并分离血清，并参照林治涌[13]所述血凝抑制试

验 (HI) 方法检测抗体效价。 

1.8.3  攻毒试验 

第 2 次免疫后 7 d，所有实验兔均于颈部皮下

注射 McHDV 致死的马麝肝脏组织匀浆悬液，每只

1 mL。记录攻毒后各组实验兔的发病死亡情况，

连续观察 10 d，病死兔及时剖检观察，10 d 后未死

亡兔全部捕杀，剖检并进行病毒检测和细菌检查。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1540 

1.9  病毒检测 

取实验病死兔肝脏组织，按 1︰10 (W/V) 加入

PBS 后匀浆，反复冻融 3 次后离心取上清，测定

HA 效价。 

1.10  细菌检查 

用病死兔和扑杀兔的肝脏、脾脏、肾脏组织触 

(涂) 片，分别应用革兰氏染色和碱性美蓝液染色

后，显微镜下检查。无菌取上述脏器组织块加入到

LB 细菌培养液，37 ℃振荡培养 72 h，观察细菌

生长情况。 

2 结果与分析 

2.1  McHDV VP60主要抗原表位的扩增与重组 

以 McHDV 基因组 RNA 为模板，通过反转录

获得 cDNA，采用 PCR 分别扩增出 3 段主要抗原

表位基因片段，进而经重叠延伸 PCR 扩增获得

McHDV VP60 主要抗原表位的串联片段序列为  

1 050 bp 的核酸片段，与预期相一致 (图 1)。 

2.2  原核表达质粒 pET-truncated-VP60 鉴定 

McHDV VP60 主要抗原表位串联序列与

pET-28a(+) 质粒双酶切后连接并转化大肠杆菌 

 

 
 

图 1  McHDV VP60 主要抗原表位区 RT-PCR 和重叠

延伸 PCR 扩增 
Fig. 1  RT-PCR and overlap extension PCR amplification 
of major epitope domain of McHDV VP60. M: DNA 
marker (100 bp); 1: the major epitope domain 1 of 
McHDV VP60; 2: the major epitope domain 2 of McHDV 
VP60; 3: the major epitope domain 2 of McHDV VP60; 4: 
tandem of major epitope domain from McHDV VP60. 

Trans5α，挑取单菌落扩增培养后提取质粒应用

EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切，切出 1 050 bp 左右条带

的质粒送由金唯智测序 (图 2)，结果符合预期的质

粒命名为 pET-truncated-VP60。 

2.3  McHDV VP60主要抗原表位串联序列的原

核表达 
质 粒 pET-truncated-VP60 转 化 大 肠 杆 菌

BL(DE3) 后 经 IPTG 诱 导 ， 表 达 产 物 应 用

SDS-PAGE 分析。结果显示，重组蛋白相对分子量

约为 45 kDa，与预期基本一致，且检测表明重组

蛋白以包涵体形式存在 (图 3)。 
 

 
 

图 2  重组表达质粒 pET-truncated-VP60 的酶切鉴定 
Fig. 2  Endonuclease digestion identification of 
pET-truncated-VP60. M: DNA marker (Super DNA marker); 
1: the double digested products of pET-truncated-VP60 by 
EcoRⅠ and XhoⅠ. 

 

 
 

图 3  重组蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the expression protein. M: 
prestained protein molecular weight marker (Thermo 
26617); 1: total cellular proteins of E. coli BL21(DE3) 
cells transformed by pET-28a(+); 2: total cellular proteins 
of E. coli BL21(DE3) cells transformed by pET-truncated- 
VP60; 3: supernatant of lysate of E. coli BL21(DE3) cells 
transformed by pET-truncated-VP60; 4: sediment of lysate 
of E. coli BL21(DE3) cells transformed by pET-truncated- 
VP60; 5: purified recombinant proteins. 
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2.4  多克隆抗体的制备及效价测定 

纯化重组蛋白免疫 BALB/c 小鼠，经 4 次免疫

后采集血液分离血清，用间接 ELISA 检测抗体效

价 (免疫前血清按 1︰1 000 稀释)。结果显示，    

4 次免疫后 BALB/c 小鼠血清中重组蛋白抗体效价

可达 1︰51 200 以上 (表 2)，表明重组蛋白具有良

好的免疫原性。 

McHDV 悬液、RHDV 疫苗株和纯化的重组蛋

白分别制样并经 SDS-PAGE 分离后，转膜并进行

Western blotting。结果显示，重组蛋白的 BALB/c

小鼠抗血清能与纯化的重组蛋白、McHDV 蛋白和

RHDV 疫苗株蛋白特异性结合，且条带分别位于

45 kDa 和 57 kDa 处 (图 4)，与预期基本一致，表

明应用重组蛋白制备的多克隆抗体具有良好的反

应原性。 

2.5  免疫保护效力 

2.5.1  抗体检测 

HI 检测结果表明，所有试验兔免疫前血清的

HI 效价均小于 log2，经重组蛋白疫苗和组织灭活疫

苗免疫的新西兰大白兔血清抗体升高，但重组蛋白

免疫组第一次免疫后兔血清 HI 效价为 3log2–4log2，

而组织灭活苗第一次免疫后兔血清 HI 效价即可达

5log2–6log2；重组蛋白疫苗第二次免疫后兔血清

HI 效价可达 4log2–5log2，组织灭活苗第二次免疫

后兔血清 HI 效价基本都在 7log2 以上；标签蛋白免

疫组免疫前后 HI 效价变化不明显。攻毒后，标签

蛋白免疫组免于 4 d 内全部死亡。攻毒后 7 d，重组

蛋白疫苗组兔血清 HI 效价为 5log2–7log2，组织灭

活苗兔血清 HI 效价为 8log2–10log2 (表 3)。 

2.5.2  攻毒实验 

攻毒后，标签蛋白免疫组兔在 40 h 开始死亡，

72 h 全部死亡，死亡率达 100%；病兔发病急，病

程短，常无症状突然死亡，死前抽搐、痉挛、尖叫，

死后呈角弓反张姿势，部分死兔鼻孔有泡沫状血样

液体；死亡兔剖检可见全身败血症变化，肺脏有大

小不等的出血斑点，切面流出多量红色泡沫状液

体；喉头、气管黏膜淤血或弥漫性出血；肝脏肿胀

变性，淤血呈紫红色，有出血斑；脾脏淤血肿大，

呈暗紫色；肾肿大颜色斑驳，有的有针尖状出血。

重组蛋白免疫兔和组织灭活苗免疫兔攻毒后持续

观察 10 d，所有试验兔均健活，保护率达 100%，

两组兔捕杀后剖检未见明显病理变化。表明纯化 

 
表 2  免疫鼠多克隆抗体效价的测定 
Table 2  Determination of the titer of polyclonal antibodies in immunized mice 
Dilution multiple 1:1 600 1:3 200 1:6 400 1:12 800 1:25 600 1:51 200 1:102 400 

Post-immune serum 1.294 5 1.054 4 0.891 0 0.661 7 0.542 4 0.415 2 0.305 6 

Pre-immune serum 0.153 (1:1 000) 

 

 
 

图 4  多克隆抗体的 Western blotting 检测 
Fig. 4  Western blotting test for the expression protein. 
M: prestained protein molecular weight marker (Thermo 
26617); 1: purified recombinant proteins; 2: total proteins 
of McHDV; 3: total proteins of RHDV vaccine strain. 

McHDV VP60 主要抗原表位序列串联原核表达产

物配苗后免疫的新西兰大白兔可有效抵抗 McHDV

毒株的攻击。这为 MSHD 新型亚单位疫苗或基因

工程疫苗的研制提供了新的候选抗原。 

2.6  病毒检测 

取实验病死兔肝脏组织，按 1︰10 (W/V) 加入

PBS 后匀浆，反复冻融 3 次后离心取上清进行 HA

试验，测得 HA 效价达 10log2，重组蛋白免疫兔和

组织灭活苗免疫兔肝脏组织匀浆上清的 HA 效价

均小于 log2 (表 4)。 
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表 3  免疫兔血清抗体 HI 效价 (log2) 
Table 3  The HI titers of the sera of immunized rabbits 

Groups 
Time (d) 

0a 7 21 28 

Recombinant protein immunization ≤log2 3log2–4log2 4log2–5log2 5log2–7log2 

Tissue inactivated vaccine immunization ≤log2 5log2–6log2 7log2–9log2 8log2–10log2 

His protein tag immunization ≤log2 ≤log2 ≤log2 – 

The normal control group ≤log2 ≤log2 ≤log2  

RHD inactivated vaccine immunization ≤log2 5log2–7log2 8log2–9log2 8log2–10log2 

a: the serum samples were taken at the beginning of immunization and measured with HI at that of 1:2. 

 
表 4  McHDV VP60 串联表位原核表达产物的免疫保护效果 
Table 4  The protective efficacy of prokaryotic expression of tandem epitope domains from McHDV VP60 

Groups 
HI titers of sera at 

challenginga 
Surviving rates 

(%) 
HA titers of liver 

tissuea 
Bacterial 
detection 

Recombinant protein immunization 4log2–5log2 100 (5/5) <log2 –b 

Tissue inactivated vaccine immunization 7log2–9log2 100 (5/5) <log2 – 

His protein tag immunization ≤log2 0 (0/5) 10log2 – 

The normal control group ≤log2 100 ≤log2 – 

RHD inactivated vaccine immunization 8log2–9log2 100 (5/5) <log2 – 
a: the titers of HA/HI was measured at initial of log2. b: the results were negative. 
 

2.7  细菌检查 

用病死兔的肝脏、脾脏、肾脏组织触 (涂) 片，

经革兰氏染色和碱性美蓝液染色后，显微镜下均未

观察到细菌。肝、脾、肾等组织块接入 LB 培养液

中，37 ℃振荡培养 72 h，无细菌生长 (表 4)。 

3  讨论  

马麝作为国家一级重点保护动物，具有极高

的经济应用价值。多年来，我国马麝研究多集中

于种群的地理分布、生态学、行为学和饲养学等

领域[15-18]，而关于马麝疾病的研究资料却相对较

少。但随着马麝人工驯养产业的逐步扩大，传染

性疾病的危害日益严重[7-10]。因此，开展马麝传

染性疾病及其防控措施的研究，将为我国珍贵稀

有动物资源的保护，以及相关产业的健康发展提

供保障。 

马麝出血症是流行于甘肃省兴隆山马麝群中

的一种急性、高度致死性传染病，其发病急、致死

率高，严重威胁兴隆山马麝种群的安全。但该病的

真正病原始终未能确定。笔者所在研究团队经过反

复确证，证实该病病原为一种杯状病毒，其全基因

组核苷酸序列 (GenBank 登录号 MN478485) 与

GenBank 中 RHDV 全基因组核苷酸序列 (登录号

KY437668.1, DQ280493.1, EF363035.1, DQ189077.1, 
EU003579.1, KX844830.1, MH190418.1, EF558575.1, 
EF558578.1, EF558573.1, EF558576.1, EF558586.1, 
EF558577.1, EF558579.1, EF558580.1, EF558574.1, 
Z49271.2, X87607.1, M67473.1, Z29514.1, U54983.1, 
KM878681.1) 的同源性为 85.6%–98.7%[10]。。目

前，RHDV 尚无有效的病毒体外培养方法，因此

预防用免疫制剂均为组织灭活苗。但此类疫苗的

制备需要大量的感染致死动物内脏组织，不仅生

产成本高且不符合动物保护和动物伦理相关的法

规和制度。因此，研究者将注意力转向病毒的免

疫保护性抗原 VP60[19-20]。杨丽梅等[21]研究证实，

VP60 基因的部分核酸序列具有较好的免疫原性。

王永山等[14]和隋慧等[22]应用 VP60 基因的大肠杆

菌表达产物免疫的易感兔可获得 100%保护，但

VP60 全蛋白的表达效率较低，因而筛选 VP60 主
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要抗原表位区成为相关疾病分子诊断和新型疫苗

研究的热点。笔者所在研究团队虽然通过大量的

试验，以期获得 McHDV 的体外培养，但迄今未

能达到预期目的。因此本研究基于相关研究[14,22]，

通过 McHDV VP60 序列的分析，确定其优势抗原

表位编码序列主要集中于 1–300 bp、421–1 020 bp

和 1 321–1 467 bp 三个区域，且 3 个区域的核苷酸

序列与 RHDV VP60 相应 DNA 片段的同源性分别

为 84.3%–98.3%、83.5%–98.7%和 80.0%–99.3%。  

3 个区域串联后的核苷酸序列与 RHDV VP60 相

应 DNA 片段串联序列的同源性为 83.2%–98.7%，

其编码的氨基酸序列与 RHDV VP60 相应 DNA 片

段串联编码的氨基酸序列同源性为 90.9%–99.1%，

不同毒株之间相关序列存在较大的差异。因此，

为确保串联表达产物的免疫保护性，本研究基于

McHDV 三个区域的核苷酸序列，设计特异性引

物扩增获得其主要的抗原表位序列，并采用重叠

延伸 PCR 将所有表位序列融合在一起，进而构建

原核表达载体表达重组蛋白并完成了重组蛋白的

免疫原性、反应原性和免疫保护性分析。 

由于马麝为“濒危”级野生动物，属于国家一

级重点保护物种，禁止用于动物感染试验和攻毒

试验，因而本研究以易感兔作为动物模型进行重

组蛋白的免疫保护效力分析，为重组蛋白疫苗在

马麝养殖产业的应用提供了基础数据资料。 

本研究筛选的抗原表位串联序列在大肠杆菌

中可有效表达，但以包涵体形式表达，纯化包涵

体溶解后免疫动物，间接 ELISA 检测结果显示，

抗血清效价可达 1︰51 200 以上，表明重组蛋白

具有良好的免疫原性。Western blotting 检测结果

显示，抗血清可与 McHDV 组织毒和疫苗毒 VP60

蛋白特异性结合，表明制备的血清亦具有良好的

反应原性。因此，重组蛋白可作为疫苗候选对象，

用于新型亚单位疫苗或基因工程疫苗的研制。免

疫保护试验结果显示，重组蛋白免疫 2 次的试验

兔 100%获得保护，且大肠杆菌表达系统及重组蛋

白纯化技术已相当成熟，易于大批量生产，且成

本较低，并可避免组织灭活苗生产需要感染并致

死大量动物以及真核表达系统成本较高的弊端。

尤其随着有效维持蛋白天然构象的表达系统的开

发和应用[23-27]，选择有利于重组蛋白可溶性表达

和天然构象形成的表达系统，将会有效提高重组

蛋白的免疫效果，进一步降低生产成本，提高生

产效益。 

4  结论 

McHDV VP60 抗原表位优势区串联原核表达

产物具有良好的免疫原性，重组蛋白免疫的易感

新西兰白兔可有效抵抗 McHDV 的攻击，免疫保

护率可达 100%。 
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