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摘   要：DNA 疫苗在动物体内表达抗原基因的水平是决定 DNA 疫苗免疫效果的关键，而提高

DNA 疫苗抗原基因表达水平的途径之一是利用可在动物细胞内复制的质粒作为载体。本研究利用

pcDNA3.1 构建了 1 个基于猪圆环病毒 2 (porcine circovirus 2, PCV2)复制子的复制型 DNA 疫苗载

体 pCMVori，再将增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, EGFP)基因分别克隆入

pCMVori 和对照质粒 pcDNA3.1 中，然后分别转染 PK-15 细胞，48 h 后观察两组转染细胞 EGFP
表达情况后分别提取细胞质粒和 RNA。利用 Bcl I 酶切前、后的质粒为模板通过定量 PCR 检测质

粒的复制效率，并通过反转录聚合酶链式反应 (reverse transcription polymerase chain reaction, 
RT-PCR)检测 PCV2 复制子的 Rep 基因转录产物。通过 Image J 软件分析两组转染细胞的平均荧光

强度，并通过定量 RT-PCR 定量检测两组转染细胞的 EGFP 基因转录水平。结果显示，pCMVori
在细胞内 48 h 的复制效率达到 136%，RT-PCR 结果证实 Rep 和 Rep’均有转录。pCMVori-EGFP 转

染细胞的平均荧光强度比 pcDNA3.1-EGFP 的高 39.14%，定量 RT-PCR 检测结果显示，前者的 EGFP
转录水平也比后者高 40%。本研究结果表明，所构建的复制型 DNA 疫苗载体 pCMVori 可在真核细

胞中独立复制，克隆的目的基因的表达水平也因此获得提升，为构建复制型 DNA 疫苗奠定了基础。 

关键词：DNA 复制子；表达载体；猪圆环病毒 2 型；DNA 疫苗 
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Construction of a replicative expression vector based on the 
porcine circovirus 2 replicon 

CAI Xiaoxue, LI Jun, LI Zhangxun, DU Hongxu, CAO Liting, MA Yue* 

College of Veterinary Medicine, Southwest University, Chongqing 402460, China 
 
Abstract: The antigen gene expression level of a DNA vaccine is the key factor influencing the 
efficacy of the DNA vaccine. Accordingly, one of the ways to improve the antigen gene 
expression level of a DNA vaccine is to utilize a plasmid vector that is replicable in eukaryotic 
cells. A replicative DNA vaccine vector pCMVori was constructed based on the non-replicative 
pcDNA3.1 and the replicon of porcine circovirus 2 (PCV2) in this study. An EGFP gene was 
cloned into pCMVori and the control plasmid pcDNA3.1. The two recombinant vectors were 
transfected into PK-15 cell, and the plasmid DNA and RNA were extracted from the transfected 
cells. Real-time PCR was used to determine the plasmid replication efficiency of the two 
plasmids using plasmid before and after Bcl I digestion as templates, and the transcription level 
of the Rep gene in PCV2 replicon was detected by RT-PCR. The average fluorescence intensity 
of cells transfected with the two plasmids was analyzed with software Image J, and the 
transcription level of EGFP was determined by means of real-time RT-PCR. The results showed 
that the replication efficiency of pCMVori in PK-15 cells incubated for 48 h was 136%, and the 
transcriptions of Rep and Rep’ were verified by RT-PCR. The average fluorescence intensity of 
the cells transfected with pCMVori-EGFP was 39.14% higher than that of pcDNA3.1-EGFP, 
and the transcription level of EGFP in the former was also 40% higher than that in the latter. In 
conclusion, the DNA vaccine vector pCMVori constructed in this study can independently 
replicate in eukaryotic cells. As a result, the expression level of cloned target gene was elevated, 
providing a basis for developing the pCMVori-based DNA vaccine. 
Keywords: DNA replicon; expression vector; porcine circovirus 2; DNA vaccine 

 
20 世纪 90 年代早期，有研究首次证明编

码来自病原体抗原的质粒 DNA 可以诱导产生

抗原特异性抗体和 T 细胞应答[1]，此后 DNA 疫

苗就成为了继全病原体制备的疫苗和亚单位疫

苗之后的研究热点。除了大量的实验研究外，

也已有不少 DNA 疫苗的临床前和临床研究报

道，现已有少数几种兽医 DNA 疫苗获得临床许

可，如马的西尼罗河病毒疫苗、鲑鱼的传染性造

血坏死病毒疫苗以及犬的治疗性黑素瘤疫苗[2]，

证明 DNA 疫苗可以在动物中引发保护性免疫

并获得临床保护效果。 
经典的 DNA 疫苗载体就是一个具有真核

启动子的表达质粒，利用该真核启动子在动物

细胞内表达抗原基因从而呈递抗原[3]。显然，

抗原基因表达效率是决定 DNA 疫苗免疫效果

的限制性因素，而提高 DNA 疫苗表达抗原基因

效率的途径之一是用可以在真核细胞内复制的

质粒作为 DNA 疫苗载体，因此复制型 DNA 疫

苗载体也成为了 DNA 疫苗研究的热点。 
猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus 2, PCV2)
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是圆环病毒科圆环病毒属的成员 [4]，其环状单

链 DNA 基因组大小仅为 1 766–1 768 bp，是目

前已知最小的自主复制的动物 DNA 病毒之一。

PCV2 基因组复制起点为 1 个茎-环结构，其下

游紧接有 3 个串联的六核苷酸保守序列，复制

起点两侧为 2 个开放阅读框(open reading frame, 
ORF) ORF1 和 ORF2[5]。ORF1 即 Rep 基因，位

于正链上，编码复制起始蛋白 Rep 和 Rep’及几

个小蛋白。ORF2 编码序列位于复制过程中形成

的双链 PCV2 基因组的负链上，编码 PCV2 的

衣壳蛋白 Cap。PCV2 以滚环复制方式在细胞内

进行复制，然后组装产生子代病毒[6]。 
PCV2 极小的复制子是用于构建复制型

DNA 疫苗载体的理想选择。本研究通过单碱基

缺失突变破坏 Cap 基因的 ORF，然后将突变的

PCV2基因组插入到真核表达载体 pcDNA3.1中

并替换其 f1 ori-SV40 polyA 序列，构建了 1 个

基于 PCV2 复制子的复制型 DNA 疫苗载体。制

备的可复制 DNA 疫苗载体包含有 PCV2 的复制

起点以及复制所需的 Rep 基因，使其可在真核

细胞内独立复制，以提高载体表达抗原基因的

效率。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、无内毒素

质粒提取试剂盒、病毒 DNA 提取试剂盒等均购

自 Omega Bio-Tek 公司。转染试剂 LipoFiter3.0
购自汉恒生物科技有限公司。2×Taq Master Mix
购自康为世纪生物科技有限公司。In-Fusion 无

缝克隆试剂盒、反转录试剂盒、定量 PCR 试剂

盒、高保真 Taq 酶和限制性内切酶 Bcl I 均购自大

连宝生物(TaKaRa)公司。引物均由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成，各引物序列见表 1。
PCV2RC-01 株(GenBank 收录号 OQ168431)、
PK-15 细胞系、大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、
pIRES2-EGFP 载体、pcDNA3.1 载体由西南大

学动物医学院中兽医实验室保存。 
 
表 1  DNA 克隆引物列表 
Table 1  Primer sequences for DNA cloning  
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
P-cDNA-f AGGCGGTTTGCGTATTGG 3 256 
P-cDNA-r CGTGGGGATACCCCCTAGA 
P-Ori-f GGGGGTATCCCCACGCTAGAATAACAGCACTGGAGCC 1 795 
P-Ori-r ATACGCAAACCGCCTTGATAACTTTGTAACAAAGGCCA 
P-BclI786-f CGTGTACGGTGGGAGGTCT 281 
P-BclI1066-r AGGGGCAAACAACAGATGG 
P-EGFP-f AGCTTGGTACCGAGCATAATATGGCCACAACCATGG 766 
P-EGFP-r GCTGGATATCTGCAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
P-pcDNA-f CTGCAGATATCCAGCACAGTG 5 000 (pCMVori)/5 400 (pcDNA3.1) 
P-pcDNA-r GCTCGGTACCAAGCTTAAGTT 
P-EGFP277-f GCGAGGAGCTGTTCACCG 277 
P-EGFP277-r CGCTCCTGGACGTAGCCTT 
S-β-actin-f GCTGTCCCTGTACGCCTCTG 281 
S-β-actin-r TGTCCCGCACGATCTCCC 
PC-Rep-f ATGCCCAGCAAGAATG 945 
PC-Rep-r GACTCAGTAATTTATTTCATATGGAAA 
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1.2  复制型 DNA 疫苗载体的设计及构建 
1.2.1  载体设计 

通过引物设计将 PCV2 环状基因组在 Cap
基因中后部 1 356 bp 处断开，并缺失掉 1 357 位

点碱基，得到具有完整复制起点和 Rep 基因的

PCV2 复制子 PCV2 Rep-ori。Cap 基因缺失    
1 个碱基可避免其在细胞内产生完整的 PCV2
基因组并表达完整的 Cap 蛋白，以避免其作为

DNA 疫苗载体在细胞内产生 PCV2 的可能性。

将 PCV2 Rep-ori 插入真核表达载体 pcDNA3.1
的多克隆位点(multiple cloning site, MCS)序列

后面，并替换其后的 f1 ori-SV40 polyA 序列便

得到基于 PCV2 复制子的复制型载体 pCMVori，
其物理图谱见图 1。 
1.2.2  载体构建 

按照 In-Fusion无缝克隆试剂盒说明书设计

2 对引物，以 pcDNA3.1 载体为模板，P-cDNA-f
和 P-cDNA-r 为引物，PCR 扩增去除了 f1 
ori-SV40 pA 序列的 pcDNA 序列。以 PCV2 基

因组 DNA 为模板，P-Ori-f 和 P-Ori-r 为引物，PCR
扩增缺失 1 个碱基的 PCV2 全基因组序列 PCV2 
ori-rep。PCR 扩增后胶回收得到 pcDNA3.1 载

体片段和 PCV2 ori-rep 片段，按照 In-Fusion 无缝

克隆试剂盒说明书进行重组克隆，然后转化入 
 

 
 
图 1  复制型载体 pCMVori 物理图谱 
Figure 1  Physical map of the replicative vector 
pCMVori. 

E. coli DH5α，得到复制型载体 pCMVori。用P-Ori-f
和 P-Ori-r为引物对重组载体 pCMVori进行 PCR
验证，然后送生工生物工程(上海)股份有限公司

对插入的 PCV2 复制子序列进行测序验证。 

1.3  表达 EGFP 基因的复制型 DNA 载体

构建 
以 pIRES2-EGFP 为模板，P-EGFP-f 和

P-EGFP-r 为引物扩增 EGFP 基因片段。以

pCMVori 为模板，P-pcDNA-f 和 P-pcDNA-r 为

引物扩增得到 pCMVori 载体片段。将扩增后胶

回收的载体片段和 EGFP 片段按照 In-Fusion 无

缝克隆试剂盒说明书进行重组克隆，转化后得到

表达 EGFP 基因的复制型载体 pCMVori-EGFP。
采用相同的方法将 EGFP 基因克隆入非复制型

pcDNA3.1 载体中得到非复制型 pcDNA3.1-EGFP
表达载体，作为复制型载体 pCMVori-EGFP 在

真核细胞中的复制效率和外源基因表达效率检

测的对照。克隆构建的重组载体均用 EGFP 基

因特异引物进行 PCR 验证。 

1.4  pCMVori 在真核细胞内的复制效率检测 
1.4.1  细胞培养与转染 

将 PK-15 置于 5% CO2 培养箱 37 ℃培养，

培养基为 DMEM (含 10%胎牛血清、10 U/mL
青霉素和 10 mg/mL 链霉素)。转染前 1 d 将处

于生长对数期的 PK-15 细胞接种到六孔板中，

细胞密度为 4×105 个/孔。24 h 后孔内细胞密度

达到约 70%时转染，转染前将六孔板每孔内换

成新鲜细胞培养液 2 mL，按照转染试剂

LipoFiter3.0 说明书用 4 μg 的无内毒素质粒

pCMVori-EGFP 和 pcDNA3.1-EGFP 分别转染

PK-15 细胞，转染 6 h 后，更换含有 10%胎牛血

清的 DMEM 培养基继续培养。 
1.4.2  pCMVori 复制效率的定量 PCR 检测 

用质粒 pCMVori-EGFP 和 pcDNA3.1-EGFP
分别转染 PK-15 细胞，48 h 后弃去六孔板中的
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培养液，磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffered 
saline, PBS)洗 2 次，胰酶消化 2 min 后弃去胰

酶，用新的培养液将细胞吹打下来，将细胞悬

液收集至 1.5 mL 离心管中，然后按照病毒试剂

盒说明书提取质粒 DNA。 
用 6 U 的 Bcl I 在 10 μL 反应体系中分别过

夜酶切 0.1 ng 从细胞中提取的 pCMVori-EGFP 和

pcDNA3.1-EGFP 质粒，然后 80 ℃灭活 15 min。
用引物 P-BclI786-f 和 P-BclI1066-r 对酶切前后

的质粒进行定量 PCR 检测，酶切前后的质粒模

板均设 3 个重复孔，根据酶切前后质粒模板的

Ct 值差异计算质粒复制效率。 
为检测所用 Bcl I 切割非甲基化 DNA 的效率，

以 pCMVori 为模板，P-BclI786-f 和 P-BclI1066-r
为引物，扩增得到 277 bp 的非甲基化基因片段。

取 0.1 ng 扩增产物用 6 U 的 Bcl I 在 10 μL 反应体

系中过夜酶切，然后 80 ℃灭活 15 min。用引物

P-BclI786-f 和 P-BclI1066-r 对酶切前后的 DNA
进行定量 PCR 检测，酶切前后的模板均设 3 个重

复孔，根据酶切前后模板的 Ct 差计算酶切效率。 
1.4.3  pCMVori 中 Rep 和 Rep’的表达验证 

用 4 μg 的 pCMVori-EGFP 和对照质粒

pcDNA3.1-EGFP 分别转染 PK-15 细胞，36 h 后弃

去培养基，采用TRIzol法提取转染pCMVori-EGFP
和pcDNA3.1-EGFP这2个表达载体的细胞RNA，

根据反转录试剂盒说明书将其反转录成 cDNA。

以 cDNA 为模板，PC-rep-f 和 PC-rep-r 为引物，

扩增 Rep 和 Rep’基因片段。 

1.5  pCMVori 的外源基因表达能力验证 
按 1.4.1 中的方法用 4 μg 的 pCMVori-EGFP

和对照质粒 pcDNA3.1-EGFP 分别转染 PK-15
细胞，转染后 48 h 通过荧光显微镜观察 EGFP
的表达情况，并采用 Image J 软件对两组细胞荧

光图进行定量分析。采用 Trizol 法分别提取转

染 pCMVori-EGFP 和 pcDNA3.1-EGFP 这 2 个表

达载体的细胞 RNA，根据反转录试剂盒说明书

将其反转录成 cDNA 后进行定量 PCR 检测

EGFP 基因的表达水平，检测时用猪的 β-actin
作为内参基因，所有样本均设 3 个重复孔。 

2  结果与分析 
2.1  复制型载体 pCMVori 的构建 

按照 1.2 中的方法采用 In-Fusion 无缝克隆

技术进行重组克隆，转化 E. coli DH5α 后随机挑

选 7 个单克隆进行菌落 PCR 验证，均在 1 800 bp
左右有 PCV2 的特异性扩增条带(图 2)，与预期

大小一致。构建的 pCMVori 经生工生物工程(上
海)股份有限公司测序，其中的 PCV2 基因组序列

除了缺失 1 357 位点碱基外与原序列完全一致，

证明所构建的载体具有完整的 PCV2 复制子。 

2.2  pCMVori 在 PK-15 细胞内的复制效率

检测 
2.2.1  pCMVori 的复制效率检测 

本研究将质粒的复制效率定义为转染后一

定时间内复制新生成的质粒占转染进细胞内的

原质粒的百分比。因为内切酶 Bcl I 对 DNA 甲

基化敏感，真核细胞不能甲基化复制新生成的

质粒，所以在细胞内复制新生成的质粒能被 Bcl I 
 

 
 
图 2  pCMVori 质粒的菌落 PCR 检测 
Figure 2  Colony PCR detection of pCMVori. 1: 
DNA marker DL250; 2: Positive control PCR; 3–9: 
PCR of colonies. 
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切断，而转染入细胞内的原质粒因为是甲基化

质粒不能被 Bcl I 切断。所以，Bcl I 酶切前、后

的质粒模板用扩增片段内含 Bcl I 位点的引物

进行定量 PCR 扩增时，复制效率=(酶切前模

板量–酶切后模板量)/酶切后模板量。设酶切

前的模板量为 1，酶切后样本 Ct1 减去酶切前

样本 Ct0 为∆Ct，根据前述公式可推导出质粒复

制效率=1‒2–∆Ct/2–∆Ct。 
质粒复制效率检测的定量 PCR 结果显示，

含 PCV2复制子的 pCMVori-EGFP转染入 PK-15
细胞后 48 h 内的复制效率为 136.2%，即

pCMVori-EGFP 在 48 h 内复制产生了 1.36 倍的

新质粒。用相同方法检测不含 PCV2 复制子的

对照质粒 pcDNA3.1-EGFP 的复制效率为 22.3% 
(图 3)，二者差异极显著，说明本研究设计构建

的复制型载体 pCMVori 能在真核细胞内以较高

效率进行复制。对照质粒 pcDNA3.1-EGFP 达到

22.3%的复制效率，分析其原因可能是所用检测

方法的系统误差造成，包括移液器的误差和定

量 PCR 仪的检测误差。 
 

 
 
图 3  pCMVori-EGFP在PK-15细胞中的复制效率 
Figure 3  Replication efficiency of pCMVori-EGFP 
in PK-15 cells. 

用定量 PCR 检测 Bcl I 对非甲基化 DNA 酶

切效率结果显示，Bcl I 对非甲基化 DNA 的酶

切效率达到 99.26%，说明本研究采用 Bcl I 酶

切后进行定量 PCR 检测质粒复制效率的结果是

准确可靠的。 
2.2.2  pCMVori 的 Rep 和 Rep’表达验证 

按照 1.4.3 中的方法用 pCMVori-EGFP 和

pcDNA3.1-EGFP 的 cDNA 进行 Rep 和 Rep’的
RT-PCR 表达验证，并以质粒作为 PCR 扩增阳

性对照。扩增产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检

测，结果如图 4 所示，pcDNA3.1-EGFP 转染细

胞的 cDNA 无任何扩增条带，pCMVori-EGFP
转染细胞的 cDNA 则有 4 个扩增条带，其中约

1 000 bp 的为 Rep 的转录产物，约 600 bp 的为

Rep’的转录产物，2 个 500 bp 以下的则是 Rep

基因的另外 2 个小的转录产物。结果证明

pCMVori 载体在 PK-15 细胞内转录了 Rep 和

Rep’，Rep 基因的这 2 个表达产物是 PCV2 复制

子进行复制所必需的蛋白。 

 

 
 
图 4  pCMVori 中 Rep 和 Rep’的表达验证 
Figure 4  Expression verification of Rep and Rep’ 
in pCMVori. 1: DNA marker DL250; 2: Positive 
control; 3: Products of cDNA of the 
pCMVori-EGFP-transfected cells; 4: PCR products 
of cDNA of the pcDNA3.1-EGFP-transfected cells. 
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2.3  pCMVori 的目的基因表达能力 
用 pCMVori-EGFP和 pcDNA3.1-EGFP分别

转染 PK-15 细胞，48 h 后通过荧光显微镜观察

EGFP 表达情况，结果如图 5 所示。pCMVori- 
EGFP 转染细胞的荧光水平明显高于 pcDNA3.1- 
EGFP 转染细胞，前者所有转染细胞都发出强烈

的荧光，以至于无法区分细胞核和细胞质，而

后者大多数转染细胞为弱荧光细胞，能清楚区

别荧光较暗的细胞核区和荧光明亮的细胞质

区。用图像分析软件 Image J 对两组细胞的平均

荧光强度分析结果显示，pCMVori-EGFP 转染

细胞的平均荧光强度比 pcDNA3.1-EGFP 转染

细胞的高 39.14% (图 6)。 
 

 
 
图 5  pCMVori-EGFP 和 pcDNA3.1-EGFP 转染

细胞的荧光水平 
Figure 5  Fluorescence levels of pCMVori-EGFP- 
and pcDNA3.1-EGFP-transfected cells. A: pCMVori- 
EGFP-transfected PK-15 cells. B: pcDNA3.1- 
EGFP-transfected PK-15 cells. 

 
  
图 6  pcDNA3.1-EGFP 和 pCMVori-EGFP 转染

细胞的平均荧光强度 
Figure 6  Mean fluorescence intensities of 
pcDNA3.1-EGFP- and pCMVori-EGFP-transfected 
cells. 

 
本研究还进一步检测了两组转染细胞的

EGFP 的基因转录水平。定量 RT-PCR 结果显示，

含 PCV2 复制子的 pCMVori-EGFP 转染 PK-15 细

胞 48 h 后 EGFP 基因转录水平比不含 PCV2 复

制子的对照质粒 pcDNA3.1-EGFP 高 40%，差异

显著(P=0.011) (图 7)。两组转染细胞 EGFP 基

因转录水平的差异与转染细胞平均荧光强度的

差异高度一致，进一步证实本研究构建的复制

型 DNA 疫苗载体确实能提高目的基因在细胞

内的表达水平。 

3  讨论与结论 
DNA 疫苗是继全病原体制备的疫苗(第一

代疫苗)和亚单位疫苗(第二代疫苗)之后在分子

生物学技术基础上新起的第三代疫苗[7-8]。DNA
疫苗有很多优势，如具有良好的稳定性，可以

长时间储藏，安全性高，能够同时诱导细胞免

疫和体液免疫等[9]。但迄今为止商用化的 DNA 
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图 7  pCMVori 的外源基因表达水平 
Figure 7  Expression level of the heterologous 
gene in pCMVori. 
 
疫苗还很少，主要是因为 DNA 疫苗的实际免疫

效果还很难超过第一代和第二代疫苗。造成这

种情况的原因较多，但主要原因有 2 个：一是

作为载体的质粒 DNA 注射入动物体内后进入

细胞的效率低，因此免疫后动物体内整体的抗

原表达水平低；二是普通质粒不能在真核细胞

内复制，而且通常也只含有单拷贝的抗原基因，

所以 DNA 疫苗进入细胞后的抗原基因表达效

率也低。显而易见，设计、构建可在动物细胞

内复制的 DNA 疫苗载体就是一个提高 DNA 疫

苗细胞内抗原基因表达效率、从而提高疫苗免

疫效果的有效途径。 
基于甲病毒 RNA 复制子的 DNA 疫苗载体

是迄今研究最多的复制型 DNA 疫苗载体。甲病

毒是披膜病毒科的单股正链的 RNA 病毒，包括

辛德毕斯病毒(Sindbis virus, SIN)、塞姆利基森

林病毒(Semliki forest virus, SFV)及委内瑞拉马

脑炎病毒(Venezuelan equine encephalitis, EEV)
等[10]。甲病毒复制子 DNA 疫苗载体包含甲病

毒的 RNA 复制结构和 RNA 复制酶基因，插入

并替换其结构蛋白基因的外源目的基因借由其

RNA 复制机制复制生成大量 mRNA 拷贝，表达

水平随之得以提高[11]。基于甲病毒 RNA 复制子

的 DNA 疫苗安全性较好，因为它在免疫动物体

内表达外源基因后能诱导细胞凋亡而被清除，

从而避免了质粒 DNA 长期存在于细胞内所带

来的隐患，因此又称为自杀性 DNA 疫苗[12]。

大量实验研究证实，基于甲病毒复制子的 DNA
疫苗能高水平表达外源基因并诱导免疫小鼠产

生强烈的体液免疫和细胞免疫应答[13-15]。 
但是基于甲病毒复制子的 DNA 疫苗载体

体积很大，超过了 10 000 bp，比研究和应用最

多的 DNA 疫苗载体 pcDNA3.1 大了 1 倍多。载

体过大会显著降低 DNA 疫苗进入动物细胞的效

率从而负面影响 DNA 疫苗的免疫效果。本研究

构建的复制型 DNA 疫苗载体大小仅为 5 022 bp，
比 pcDNA3.1 还小 406 bp，因此在这方面不但比

甲病毒复制子 DNA 疫苗载体具有较大的优势，

比常用的 DNA 疫苗载体 pcDNA3.1 也有优势。 
利用病毒基因组携带抗原基因并在免疫动

物体内进行表达的基因工程疫苗还有病毒载体

疫苗，常用的病毒载体有腺病毒、痘病毒、疱

疹病毒等[16]。腺病毒有较强的免疫原性，能够

触发较强的体液免疫和细胞免疫反应，而且腺病

毒载体能携带较大的外源基因，因此腺病毒载体

疫苗得到了广泛的研究并已进入临床应用[17-22]。

病毒载体疫苗分为复制型和非复制型两种，复

制型的病毒载体疫苗因为在免疫动物的体内能

进行重组病毒的复制，因此与 DNA 疫苗相比存

在较大的安全性隐患。而非复制型的病毒载体

疫苗和传统的质粒 DNA 疫苗一样，携带的抗原

基因不能进行复制，因此抗原基因表达水平受

限。此外，病毒载体疫苗需要制备重组病毒作

为疫苗，因此其生产成本明显高于 DNA 疫苗，

保存和运输条件要求也高于 DNA 疫苗。 
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目前报道的利用 PCV 复制子构建复制型

DNA 疫苗载体的尝试是 Faurez 等[23]的一项研

究，他们将 PCV2 基因组的复制起点和 Rep 基

因序列插入 pcDNA3.1 中构建了 1 个复制型

DNA 疫苗载体。但是该研究的结果表明，其构

建的载体并不能独立复制，需要另外 1 个表达

Rep 基因的辅助质粒共转染才能复制，因此该

研究构建的载体没有作为 DNA 疫苗载体的实

际应用价值。 
在 PCV2 的复制过程中，ORF1 编码的复制

蛋白 Rep 和 Rep’起着至关重要的作用，此外

ORF1 还编码 6 个小蛋白 Rep3a、Rep3b、Rep3c、
NS515、NS672 和 NS0。由于 ORF1 的启动子

存在于编码 Cap 基因的 ORF2 序列中[6,24-25]，因

此，本文分析 Faurez 构建的载体之所以不能独

立复制很可能是因为它们在设计载体时去除了

过多的 Cap 基因序列，影响了 Rep 基因启动子

的功能。尽管没有任何文献报道，但理论上 Cap
基因序列中还可能包含 Rep 基因的转录后剪切

信号序列，因此去除过多的 Cap 基因序列还可

能影响 Rep 基因的转录后剪切。上述 2 种可能

性都会导致他们构建的载体不能正确表达 Rep
和 Rep’蛋白而失去复制的能力。 

基于上述分析，本研究构建复制型 DNA 疫

苗载体时是将 PCV2 全基因组插入到真核表达

载体 pcDNA3.1 中，仅缺失 Cap 基因序列中部

1 个碱基，以确保能正确表达 Rep 和 Rep’蛋白，

同时还能避免本载体在细胞内表达完整的 Cap
蛋白从而产生 PCV2 的可能性。结果证实本文

的载体设计是成功的，构建的载体 pCMVori 在
PK-15 细胞内能够完全独立复制，不像 Faurez
等构建的载体需要辅助质粒共存于细胞中才能

复制，因此具备了实用化的潜力。定量 PCR 检

测结果表明，pCMVori 转染细胞后 48 h 的复制

效率达到了 136.2%，比 Faurez 构建的载体借助

辅助质粒获得的复制效率更高。 
本研究还以 EGFP 基因为示例验证了所构

建的复制型载体表达外源基因的能力，结果表

明，与传统的非复制型载体 pcDNA3.1 相比，

能显著提高外源基因的表达水平。 
综上所述，本研究构建了基于 PCV2 复制

子的复制型 DNA 疫苗载体，该载体能够在真核

细胞内独立复制，并因此提高外源基因的表达

水平。本团队将在后续研究中通过动物免疫实

验进一步验证该载体作为 DNA 疫苗载体提升

免疫效果的潜力。 
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