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摘 要：用45$674方法从中国标准强毒株石门毒的细胞培养物中扩增获得了其结构蛋白

-’基因8012，将之克隆到/9-:$#;5载体，用双脱氧链终止法测定其核苷酸序列，并推导

出其对应氨基酸序列，与几个代表毒株2<=>?@株、!?AB8CD株和7株相应序列进行比较，所测核

苷酸序列与各株的同源性分别为"%E3F、)’E*F和)#E’F，氨基酸序列的同源性分别为

")E%F，)’E*F和)%E*F；将此-’片段亚克隆至真核表达载体/8012,E(，构建表达7GHI
-’蛋白的重组质粒/8-’，用脂质体转染法将/8-’导入8>B$3细胞进行瞬时表达，用针对-’
蛋白的特异性单抗以间接免疫荧光法检测，结果-’蛋白在8>B$3细胞中获得了正确表达，随

之将/8-’质粒012进行小鼠肌内接种免疫，-JKG2法检测证实在免疫后’周和%周的小鼠

体内可诱导出较为明显的阳性血清，并高于-’单抗的阳性对照，病毒中和试验也表明012
免疫后小鼠体内可诱导产生7GHI中和抗体；同时构建了能在昆虫细胞G=)中表达9G5$-’
和9G5$9H6$-’融合蛋白的重组杆状病毒；上述研究结果为研制针对7GHI的012疫苗，亚

单位疫苗及其诊断试剂打下了基础。
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猪瘟是严重危害养猪业的主要传染病之一，猪瘟病毒是引起猪瘟的致病原，属于黄病

毒科（=<DMCMC?CND8）瘟病毒属（/8B@CMC?OB）。我国对于猪瘟的防治，目前主要是采用疫苗免疫

接种，尽管在我国应用猪瘟兔化弱毒疫苗有效地控制了疫情，但各地仍有猪瘟的散发和流

行，其原因除了疫苗质量和免疫程序外，野毒株在长期大规模免疫压力下发生抗原变异，

逃避疫苗保护性免疫，以及所使用的弱毒株疫苗可能在免疫猪体内的毒力返强，均可能是

导致免疫失败的重要原因。因此进一步研制安全高效的新型疫苗一直是国内外许多学者

努力的方向。近年来分子生物学技术被广泛应用于猪瘟病毒的研究，国内外学者相继测

定了猪瘟病毒一些代表毒株的基因组全序列［(!,］，这为研制猪瘟病毒的新型疫苗及其诊

断试剂奠定了分子基础。基因免疫或012免疫是近年来发展的一种新型疫苗免疫方

法，它在许多方面与活的弱毒疫苗相似，直接注射编码病毒保护性抗原蛋白的核酸，能同

时诱导机体产生较强的体液和细胞免疫，但无活疫苗毒力返强的潜在危险［(!3］。包膜糖

蛋白-’是猪瘟病毒的主要保护性抗原蛋白，本文克隆并在真核表达体系中表达了我国

猪瘟病毒强毒株的-’蛋白，并初步探索了-’蛋白基因用于7GHI012免疫及亚单位
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疫苗的可行性。

!!! 细胞与病毒培养

"#$%&细胞由中国兽药监察所提供，培养基为含%’(犊牛血清，%’’)／*+青霉素与

%’’!,／*+链霉素的-./.（01234公司产品），56为789"78:。本实验所用3;<=石

门毒<%%:株购自中国兽药监察所。将病毒接种于长成良好单层的"#$%&细胞上复状与

增殖，收获病毒，>?’@保存备用。

!!" 试剂及引物设计

所用.$.+=购自0A234公司，1BC-DE聚合酶、1:-DE连接酶和各种限制性内

切酶为5FG*H,B公司产品。根据已发表的3;<=EIJGFK、2FHLMNB、3株的核苷酸序列［%"7］，

用4IN,G&8’序列分析软件设计了/9基因的上游与下游引物，并在上游引物中加上了

!"#6A酶切位点与翻译起始密码子E10，在下游引物中加上了/MGOA酶切位点与翻译

终止密码子10E，引物由中国科学院微生物研究所合成。

上游引物：&’$3000E133E1001EE3100003E3EE00$?’

下游引物：&’$300EE11313E3E33E33EE0E3EE3EEE1$?’

!#$ 病毒%&’的提取

取9’’!+病毒细胞培养液用异硫氰酸胍$酚$氯仿一步法［P］提取病毒基因组ODE，真

空干燥，用%’!+QQ694（无ODBLH）溶解，>9’@保存。

!#( %)*+,%及+,%产物的纯化与克隆

分子克隆主要参考;B*RFGGS［T］的方法。在9’!+反应体系中进行逆转录反应，然后

取&!+逆转录产物作"3O模板，%’’!+"3O反应体系在0HUHE*59:’’"3O扩增仪

（"HFSNU/I*HF公司产品）上进行反应，T:@变性%*NU，&’@复性%*NU，79@延伸%*NU，共

?’个循环，%(琼脂糖凝胶电泳检查"3O产物，并纯化后用50/.$1载体（"FG*H,B公司

产品）克隆"3O片段。将所得克隆扩增并提取质粒-DE，经酶切鉴定，对酶切图谱正确

的质粒50/.$/9作纯化并测序，以保证读码框架的正确性。

! 材料和方法

!#- ."表达载体的构建

用!"#6A和$%&OA双酶切50/.$/9，电泳回收纯化切下的/9基因片段，分别与同

样酶切处理的5M-DE?8%（V）和杆状病毒转移载体5EM;MM091连接，构建含/9基因的

重组转移载体5EM;HM091$/9以及/9真核表达载体5M/9；将上述切下的/9片段先插入

表达载体5/0<1$3%的绿色荧光蛋白0<"下游，构建5/0<"$/9，再用!’(AA和$%&OA
双酶切下0<"$/9片断，并与用)#"#和$%&O#处理的5EM;HM091载体连接，构建能表

达0<"$/9融合蛋白的重组转移载体5EM;HM091$0<"$/9，构建的载体均通过测序来检

测读码框架的正确性。

!#/ 01*2细胞的培养与重组杆状病毒的获得

;J$T细胞用含%’(胎牛血清、56W89的1D.$<6昆虫细胞培养基（01234公司产

品），在97@恒温培养。采用脂质体IN5GJMMKB*NUM法介导52BM"E#W（3IGUKMMX公司产品）

与5EM;MM091$/9或52BM"E#W与5EM;MM091$0<"$/9共转染，经同源重组产生能表达
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目的基因的重组杆状病毒。方法详见文献［!"］。

!"# 质粒$%&’()*转染+,-#细胞

用脂质体#$%&’()*+,$-(（.$/)&公司产品）介导%)01转染。23456细胞按!"7!"8／

9:,,培养皿密接种，培养!;!18<至细胞覆盖面积达:"=!;"=后按照产品说明书进

行转染，于96>:=231恒温培养箱中培养，转染后8;<取出飞片进行免疫荧光分析。

!". 用间接免疫荧光法检测&’蛋白的表达

接种在盖玻片上的细胞用1=多聚甲醛于冰上固定:,$-，再用!""=丙酮处理

!",$-。?@4漂洗后，用9=@4A于96>封闭9",$-，然后加入鼠抗24BC结构蛋白01
的抗体（德国DEFGG，HF，I<$(#教授惠赠，!""7稀释）96>温育!<。?@4充分洗涤后，再加

入J<&K+,$-(偶联的羊抗鼠GL.，96>温育9",$-，?@4充分洗涤后，封片剂（"M"!,&#／

N%O6M8?@4：甘油P!Q!，加"M":=R5丙基五倍子酸）封片，于N)$)+荧光显微镜下观察。

!"/ $%&’质粒()*小鼠肌内接种免疫

@AN@／)小鼠（;!!:周龄）在一侧股四头肌肌内注射!"""N"M:=盐酸布比卡因，以

促进肌细胞对质粒DRA的摄取；18!9S<后，在相同位点注射!"""L%)01。分别在1周、

8周采血并分离血清，0NG4A检测血清中抗01抗体效价及进行病毒中和试验。

!"!0 酶联免疫吸附试验（&12-*）

将24BCB!!8株病毒细胞培养液与"M":,&#／N%OTMS碳酸盐缓冲液!Q!稀释，每孔

加!"""N，8>包 被 过 夜；移 去 孔 内 液 体，用9=@4A 于96>封 闭!<，"M"!,&#／N
%O6M8?@4I（含"M":=IU((-）漂洗后，加入不同稀释度的已知抗体和不同稀释度的待测

血清，每孔!"""N，96>孵育!<；漂洗后，再加入GGJ?标记的抗鼠GL.的二抗，每孔

!"""N，96>孵育!<；漂洗，加入GGJ?作用底物（邻苯二胺3?D!,L，!""N9"= O131，

!",N%O6M1"M!,&#／N?@，96>显色!:,$-，加入终止液1,&#／NO1438，每孔:""N，停显

!",$-。于8T"-,测定每孔光密度值。

!"!! 病毒中和试验

病毒中和试验在长有良好单层%V5!:细胞飞片的18孔板中进行。即将1""I2GD:"
的24BC石门毒与等体积的!"倍递进稀释的DRA免疫鼠血清混合，每个稀释度9个飞

片，在8>放置!<后接毒，于96>继续培养8;!S"<，取出飞片用抗24BC多抗进行免疫

荧光染色。病毒中和效价用J((K5WX(-)<法计算。分别用01特异性单抗和免疫前鼠血

清作阳性和阴性对照。

’ 结果

’"! +-343!!5株结构蛋白&’基因的克隆与序列分析

采用JI5?2J方法，直接从病毒细胞培养物提取的总JRA中扩增获得了!";"/%大

小的片段，与预计扩增的01基因片段大小一致，将这一片段克隆到%.0W!5I载体中，测

定其序列，并用.&#KV(Y序列分析软件（军事医学科学院）与已发表的A#’&E*、@E(Z)$+和2
株的01核苷酸序列作比较（图!）。序列分析表明，我们克隆的片段与A#’&E*、@E(Z()$+和

2株对应核苷酸序列相比，同源性分别为;8M6=、T1MS=和T:M9=以上，推导的对应氨基

酸序列同源性分别为;TM8=、T1MS=和T8MS=，B!!8株与@E(Z)$+、2株的核苷酸和氨基
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酸序列同源性均在!"#以上，高于$%&’()株，在分子进化中*++,株与-(./012、3株有较

近的亲缘关系。由此，我们所克隆的+"4"56片段确实是37*8*++,株9:基因的特异片

段，且其读码框架完全正确，但缺少9:基因;’端<:56的跨膜序列，在序列图:中，开始

的+456为非9:序列，为了便于序列比较，同时略去了两端引物中的酶切位点及启始密

码子和终止子。
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图! "#$%$!!&株’(基因的序列测定及其与)*+,-.，/-01234及"株对应核苷酸序列的同源性比较

$356! 7809:2*0,.3;010<90:20,+"#$%$!!&1.-43:’(50:04:;2,=>4-31,:?3.82,--01>,:;3:5-053,:

,+"#$%)*+,-.，/-012344:;"1.-43:

!"! 构建重组杆状病毒表达体系，#!在昆虫细胞$%&中的初步表达

我们将’(基因直接插入到杆状病毒转移载体>)2#02@(7的/4=AB／!"#C!位点，

以及先将它插入绿色荧光蛋白载体>’@$DE"!的/5!"／!"#C!位点，再经!"#"&FBBB／

’2,C!酶切出@$DE’(片段后再插入到>)2#02@(7的#=4B／!"#C!位点，分别构建了重

组杆状病毒转移载体D)2#02@(7E’(和D42#02@(7E@$DE’(，二者又分别与野生型杆状病

毒GH)片段>/42D)IJ（/19KJ!酶切成线性）共转染#+L细胞，经同源重组产生可以表达

融合蛋白@#7E’(及融合蛋白@#7E@$DE’(的重组杆状病毒，经用偶联C8,;4=3:0的二

抗和抗’(单抗免疫荧光染色，可以检查出发红色荧光的阳性细胞（图版4!，M!），表达
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!"#$!%&$’(融合蛋白的细胞同时还可以检出!%&的绿色自发荧光（图版)*），此结果说

明’(在"+,细胞中得以正确表达，且能被’(蛋白特异性单抗所识别，具有良好的免疫原

性。

!"# 真核表达载体$%&!的构建及其在’()*+细胞的瞬时表达

将’(片段插入到真核表达载体-)./012*（3）45678!／’)9:!位点，得到重组表

达质粒-)’(，大量提取并纯化后用;<-9+=)>67<?=转染@A"$B细胞。在转染后1C"DEF4
可经偶联:F9G67<?=的抗’(单抗检测出特异的红色荧光（图版G*），证明在@A"$B细胞

中’(蛋白同样也得以正确表达，且能被@"%H的特异性’(单抗所识别。

!", 对小鼠进行-./免疫接种

图( 小鼠肌内注射-)’(，’IJ"0检测血清

中’(抗体

%<K2( #F=’IJ"0G=>=)><9?9+@"%H6?><$’(6?><L9GM
<?>F=N=469+79ON=<?P=)>=G<?>467ON)O;64;M-)’(262

>F=-)./012*（3）Q=)>94)9?>49;；L26?><$’(

?9?9);9?6;6?><L9GM；)2-)’(（-9N><?P=)><9?(R==SN）；

G2-)’(
（-9N><?P=)><9?DR==SN）2

在小鼠肌内注射裸-)’(，接种(周、D周后，

取血样，’IJ"0测定血清中抗’(抗体的效价（图

(），结果初步显示接种含’(基因的真核表达载

体./0，小鼠血清在接种后*D天就呈现’(抗体

阳性，其效价高于抗’(单抗阳性对照，同时病毒

中和试验结果表明./0免疫后小鼠体内也可诱

导产生@"%H中和抗体，抗体中和效价可达*T
*UU，即*T*UU稀释的./0免疫后鼠血清就能保

护VUW培 养 的 &X$*V细 胞 感 染*UU#@J.VU
@"%H强毒，对照试验中’(单抗的中和效价至少

也可达*T*UU。

# 讨论

@"%H糖蛋白’(是其主要保护性抗原，编码

该蛋白的’(基因是@"%H全基因组中变异最大

的部分之一，因此克隆@"%H’(基因，对该区域进行序列分析并在体外表达’(蛋白，这

对于研究猪瘟病毒的进化及多样性以及探讨用新型非复制型疫苗防制猪瘟的发生具有十

分重要的意义。本文在本实验室已有的一些工作基础之上，克隆了中国猪瘟病毒标准强

毒株石门毒的’(基因，并在真核系统中成功地进行了表达，同时首次探索了’(蛋白基

因用于@"%H./0免疫及亚单位疫苗的可行性。

序列分析表明，我们克隆的@"%H%**D株’(基因与0;+94>、54=N)<6及@株相比，同

源性都在EUW以上，%**D株与54=N)<6、@株的同源性均在,UW以上，高于0;+94>株，在分

子进化中%**D株与54=N)<6、@株有较近的亲缘关系。同时石门毒’(序列结果与猪瘟兔

化弱病（@株）的对应序列相比，两者之间还存在一定的差异，这些变异是否就是引起

@"%H强毒、弱毒间毒力及抗原性差异的因素很值得进一步研究。同时中国猪瘟病毒标

准强毒石门毒’(基因的克隆也为近一步研制安全高效的适合我国猪瘟防疫的猪瘟病毒

新型疫苗提供了基础材料。本研究进而构建了能在昆虫细胞中表达’(蛋白的重组杆状

病毒和在@A"$B细胞中能瞬时表达’(蛋白的真核表达载体，探索了’(蛋白基因用于

@"%H./0免疫及亚单位疫苗的可行性。
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目前，用病毒的主要保护性抗原作亚单位疫苗，或用含主要抗原蛋白基因的表达载体

直接作为免疫动物的!"#疫苗是近年来病毒免疫研究的热点所在，$%&’(等［)*］的研究表

明+*!,剂量的-+就可诱导猪体产生足够的-+抗体以抵御强毒的攻击，这一结果提示

了-+作为亚单位疫苗防制猪瘟的可能性。我们构建的重组杆状病毒正确表达了./01
的-+蛋白，结果表明表达的-+蛋白也能被./01-+特异性单抗所识别，这为研究-+
蛋白作为亚单位疫苗的研究打下了基础。

同时我们将-+基因克隆到真核表达载体23!"#45)（6）中，构建真核表达载体

23-+，以及作小鼠肌内接种免疫，探讨了研制针对./01的!"#疫苗的可行性。早在7*
年代末，人们就证实了动物体内的细胞具有摄取裸露!"#分子的能力［8］，9:;,等用人生

长激素表达质粒接种小鼠，产生了对人生长激素的免疫应答，从而提出了“基因免疫

（,<;<(=3=>>%;=?:(=@;）”的概念［))］，这一发现迅速成为免疫治疗研究的新热点。!"#疫

苗与常规蛋白疫苗相比，有如下特点：!"#疫苗既可诱导体液免疫，也可以诱导细胞免

疫；!"#疫苗不含有非特异性抗原编码基因，特异性强；!"#疫苗可以在宿主体内持久

表达。由于注入机体内的!"#疫苗是病毒抗原的表达质粒，因此构建!"#疫苗必须符

合以下几个要求［A］：病毒蛋白基因具有正确的读码框架，在病毒基因上游具有可被哺乳

动物细胞识别的启动子序列，并有适当的终止信号；这种病毒结构蛋白的表达质粒通常只

带有大肠杆菌的复制子，不能在哺乳动物细胞中复制。我们所使用的真核表达载体

23!"#45)（6）具备作为!"#疫苗载体的上述条件，于是将-+插入到这一载体中，探讨

了它的表达及肌内注射后小鼠的免疫反应。实验结果表明，转染后的23-+在.B/C7细

胞中能正确表达-+蛋白，免疫荧光显示表达的-+蛋白在.B/C7细胞中主要分布于胞浆

中，这与./01感染细胞后-+蛋白在细胞内的定位一致；小鼠在注射23-+后第+周即可

诱导出较为明显的血清阳性水平，并高于-+单抗的阳性对照，而空载体阴性对照则几乎

检测不出阳性反应，病毒中和试验分析表明小鼠在注射23-+后第+周即可诱导出./01
中和抗体，此免疫血清具有病毒中和作用，抗体中和效价可达)：)**，即)：)**稀释的

!"#免疫后鼠血清就能保护D*E培养的FGC)D细胞感染)**9.H!D*./01强毒，与对

照试验中-+单抗的中和效价类似。上述初步结果显示23-+可以作为抗./01的!"#
疫苗的一个候选表达质粒，表达的-+蛋白具有良好的免疫原性，这就为猪瘟!"#疫苗

的研究展示了一个新的前景。但是一种!"#要真正能作为疫苗应用必需考虑以下几个

因素：)）接触!"#疫苗是否可能出现抗!"#（与载体蛋白偶联的!"#疫苗抗体；+）

!"#持久性表达可能导致免疫耐受、自身免疫、过敏反应和超免疫性等副作用；4）高浓度

外源!"#对细胞的转化，有可能进一步诱导活动癌基因的插入，宿主原癌基因插入活

化，抑制基因插入失活等［)+］。因此，研制猪瘟!"#疫苗仍还有许多工作要做，这主要包

括!"#免疫的不同时相，抗体生成动态，中和抗体持续时间，提高!"#免疫的抗体水平

的各种途径探索以及猪体本动物!"#免疫试验及安全性评价等等，有关这方面的一些

工作目前正在进行。由于病毒基因在几天内就可以克隆进表达载体，并得到扩增与纯化，

这要比纯化蛋白或构建与筛选重组病毒要省时省力，一旦!"#疫苗方法通过安全检测，

它将为易发生抗原漂移的猪瘟病毒在流行爆发初始就能迅速进行防制提供可行的途

径［D］。
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图 版 说 明

!9%2*+*,(.+.)%2*,&
用间接免疫荧光法以!"特异性单抗检测:;<=!"蛋白在真核细胞中的表达（箭头所示）

*A重组杆状病毒%?’;&’E"F#!"感染$)G细胞，表达E;F#!"融合蛋白的免疫荧光（*H）；-A重组杆状病毒%?’;&’E"F#

E<I#!"感染$)G细胞，表达E;F#E<I#!"融合蛋白的免疫荧光（-H）；’A重组杆状病毒%?’;&’E"F#E<I#!"感染$)G细

胞，表达E;F#E<I#!"融合蛋白的E<I自发荧光（’H）；/，%’!"转染:J;#K细胞，表达!"蛋白的免疫荧光检测（/H）；

*"，-"，’"及/"分别为相应阴性对照。
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