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表达狂犬病病毒糖蛋白膜外区重组犬 !型腺病毒的构建
及其免疫原性研究
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摘 要：为研制 /种以犬 #型腺病毒为载体的狂犬病疫苗，以狂犬病病毒 HI%:株基因组为模板，通过 I39JKI技术

扩增得到狂犬病病毒糖蛋白膜外区序列；以其为目的基因构建以 KL%为启动子、H%!$ *&’F)为终止信号的表达盒。
将犬 #型腺病毒的 ;.区克隆入中间质粒中，然后对其进行部分缺失，并将表达盒克隆入缺失处，再以此重组的 ;.
区置换犬 #型腺病毒的 ;.区。以重组的犬 #型腺病毒基因组转染 LMKN细胞，最终获得了表达盒分正向和反向插
入 ;.区的重组犬 #型腺病毒。用两株重组腺病毒免疫幼犬，均在犬体内产生了针对狂犬病病毒的抗体。
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狂犬病（I7O,4P）是一种古老而严重的人兽共患
传染病，在我国流行已久，长期位居法定报告传染病

死亡数之首。自 /:"/ 年起开展全国性灭犬运动以
来，狂犬病控制工作大见成效，但从 #$世纪 :$年代
后期疫情又开始上升并日趋严重。据卫生部公布的

数据表明，#$$/年全国狂犬病发病人数 1:/例，死亡
1"!例；#$$# 年全国狂犬病发病人数 //## 例，死亡
/$$.例，#$$. 年发病数为 #$.0 例，死亡 /:1$ 例；
#$$!年 / Q 2月，我国已有 1!#人死于狂犬病，这些
病例大部分是由带毒犬咬伤引起的。目前我国用于

犬狂犬病预防的疫苗主要是浓缩的灭活苗和弱毒活

疫苗，前者由于制备成本昂贵，主要在发达城市推广

使用；后者虽然相对便宜，但存在毒力返祖的潜在危

险；因此研制安全、有效、廉价的犬用狂犬病疫苗具

有重要的实际意义。

活载体疫苗具有成本低、效果好和使用安全、方

便等诸多优点。犬 # 型腺病毒（ !"#$#% "&%#’($)*+
BF*4 #，K)%9#）弱毒株是批准用于犬传染性肝炎和犬
传染性喉气管炎的疫苗株。K)%9#有 !个早期转录
区，其中 ;.区是病毒复制的非必需区，缺失或插入
外源基因不会影响病毒的复制。因此，K)%9# 具有
发展成为活疫苗载体的潜力。国内外未见狂犬病病

毒（,"-$%+ ($)*+，I%）糖蛋白基因重组 K)%9#的报道。

本试验选用犬 #型腺病毒 RK)/1株［/］作为载体，将
其 ;.区部分缺失，克隆进狂犬病病毒糖蛋白膜外
区的表达盒，以期获得表达狂犬病病毒糖蛋白膜外

区的重组犬 #型腺病毒。

" 材料和方法

"#" 菌株、病毒、细胞和质粒
大肠杆菌（.+/0%)$/0$" /’1$）MS"!、MS/$T、狂犬

病病毒 HI%:株、犬肾传代细胞系 LMKN均由本室保
存；*LM/193购自 37N7I7（大连）公司，含 RK)/1 株
犬腺病毒全基因组质粒 *K)%9# 由本室构建，绿色
荧光蛋白真核表达载体 *;U6J9K/由本室保存。
"#! 细菌的培养和质粒的酶切、连接及转化
具体操作参照文献［#］的方法进行。

"#$ 狂犬病病毒 %&’(株糖蛋白膜外区的克隆

根据狂犬病病毒 HI%: 株糖蛋白核酸序列

（U4?T7?V )CC( -&( )6!::212）设计一对引物：WRX#9
6："Y93KK)3UU33KK3K)UUK3K3KK3U333U（2/’"）；
WRX#9I： "Y93KUUKKU33)K))U3K))K3KK3U)U)K9
K3U（."3"），以 3IZG&’ 法提取狂犬病病毒 HI%:株

TSN9#/细胞培养毒总 I-)。以 L9L[%反转录酶在
!#\反应 /= 生成 CM-) 链。以此产物为模板用
%4?B M-) 聚合酶进行 JKI 扩增，JKI 反应条件：



!"# $%&’(；!)# *%+，,"# )%+，-.# -"+，.,个循环。
回收扩增产物，加 %/,0 !"# 酶，-.# 继续作用
.%&’(，克隆入 123$"45载体中，送上海联合公司测
序。

!"# 表达盒和重组腺病毒基因组的构建
!"#"! 构建以 627为启动子、87)% 19:;<为终止信
号的表达盒质粒：将含有目的基因的 5载体质粒用
$"%!=&’(!酶切、补平后回收 $/*>?糖蛋白的膜外
区片段，同时用 &)*!=+",@!酶切 1ABCD46$，补
平脱磷后回收大片段。两片段用 5) 3E< F’GH+I 连
接过夜，转化 6H6:.感受态大肠杆菌 3@,"，挑选鉴
定正向插入的阳性重组子。

!"#"$ 6<74. A* 区的部分缺失及表达盒的插入：
用 -./!=01"# 双酶切含有腺病毒 A* 区的载体质
粒 17<J$A*，缺失掉 $%))?1，补平、脱磷后回收
K/">?片段；用 2.*!=345!双酶切表达盒质粒，补
平后回收 .$!)?1的表达盒片段；与上面 A* 区部分
缺失的 K/">?片段连接、转化，鉴定获得正、反向重
组子。

!"#"% 重组腺病毒基因组：用 -"4!=&15!双酶切
上面获得的正、反向重组子及含有 6<74.全基因组
的质粒 16<74.［*］，分别回收 ,/*>?、,/*>?、.!/.>?片
段；分别将两个 ,/*>? 片段与 .!/.>? 片段连接，电
激转化 3@$%L感受态大肠杆菌，挑选阳性重组子，
构建好重组 6<74.基因组质粒。
!"& 转染’()*细胞
以 2.’!=64"!双酶切重组 6<74.基因组质粒，

从质粒中释放出重组 6<74.全基因组 3E<；取 ,$G
全基因组 3E<溶于 *%%$F 2A2培养基中，取 .,$F
脂质体 F’19MINOH&’(I .%%%溶于另一 *%%$F 2A2培养
基中，混合两者，室温放置 .%&’(后再补加 2A2培
养基至 .&F，然后加至长成 !%P单层的 236Q细胞
培养瓶中，在 ,P 6R.、*-#饱和湿度下培养 $%S后，
弃掉单层细胞上的液体，加入 K&F 含 ,P CL8 的
2A2完全培养基，在 ,P 6R.、*-#饱和湿度下培
养，每日观察细胞病变情况。

!"+ 重组病毒基因组的提取和酶切鉴定
病变细胞用 DL8洗 . 次，加入 "%%$F新鲜配制

的细 胞 裂 解 液（ %/KP 838，$%&&9:=F A35<，
$%%$G=&F DT9OI’(H+I Q），*-#放置 $S 后加入 .%%$F
,&9:=F EH6:，冰上放置 $S，然后 )#、$.%%%T=&’(离心
.%&’(。上清用酚和氯仿各抽提 $ 次，无水乙醇沉
淀，-%P乙醇润洗，室温干燥 ,&’(。用含 $%$G=&F
UEH+I <的水溶液溶解沉淀，*-#放置 .%&’(。酶切

后用 $P琼脂糖凝胶电泳鉴定。
!", 重组病毒 -).(&/的测定和0123145 6783分析

56V3,%参照文献［)］采用 UIIW42XI(NS 法测定，
使用狂犬病病毒糖蛋白基因疫苗免疫的犬阳性血清

进行 YI+OIT( ?:9O分析，具体方法参照文献［,］。
!"9 免疫原性研究
将表达盒正向插入和反向插入腺病毒基因组的

两株病毒，以冻融的病变细胞混合物的形式免疫

$月龄幼犬，每株病毒免疫 )条犬，" Z $%" 56V3,% =条。
采集 %、-、$%、$)W犬的血清，用正常 236Q细胞冻融
物将血清作 .%% 倍稀释，并 )#感作 .)S，$.%%T=&’(
离心 ,&’(，取上清；包被 L@Q4.$细胞培养的狂犬病
病毒 8U7!株悬液作为阳性抗原，再分别包被未感染

重组病毒的 236Q细胞和正常的 L@Q4.$细胞悬液
作为阴性抗原，)#感作 .)S 后加入稀释的被检血
清，*-#感作 $S；8’G&H公司的羊抗犬酶标二抗 *-#
感作 $S；RD3显色 $%&’(，测定 )!%(&处 70 值；采
用 8D88$$/%统计软件分析检测数据。

$ 结果

$"! :;糖蛋白膜外区的克隆
琼脂糖凝胶电泳显示 U54D6U产物与预期大小

（$*,*?1）相符，酶切含糖蛋白膜外区的 5载体连接
产物 123B.，结果与预期大小一致。测序结果表

明，得到的核酸序列与 BI(LH(> <NN[ E9[ <C)!!K"K
中的狂犬病病毒糖蛋白膜外区序列相同，并在其编

码区的 *\末端加了一个终止密码子。
$"$ 表达盒和重组腺病毒基因组的构建
用 123B.中的糖蛋白膜外区基因置换 1ABCD4

6$ 中的绿色荧光蛋白基因后，得到表达盒质粒
1AU7B.。在含 6<74. A* 区序列的质粒 17<J4A*
中，将 A*区缺失 $%))?1后，表达盒插入其中，获得
了表达盒正、反向插入的 17<JA*4B.C、17<JA*4
B.U。然后用重组后的 A* 区置换 6<74. 全基因组
质粒中的 A*区，获得含有 U7糖蛋白膜外区表达盒
的重组 6<74. 基因组质粒 16<74.B. C和 16<74.B.

U（图 $）。重组质粒分别经89:W#、-"’!、&;*!和
+",@!酶切鉴定后，转染 236Q细胞。
$"% 重组病毒的包装及其 -).(&/

64"!=2.’!双酶切 16<74.B. C和 16<74.B.U，
转染 236Q细胞，表达盒正向插入的重组基因组转
染细胞后第 !天出现病变，转染细胞 .次的第 K天
就出现病变；表达盒反向插入的重组基因组，转染细
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图 ! 表达盒及重组腺病毒基因组的构建策略
!"#$ % &’()*+,-*"’( )*+.*/#0 ’1 /23+/))"’( 4’2（ -’53’)/6 ’1 &78

3+’5’*/+， /2*/+(.9 #90-’3+’*/"( #/(/ .(6 :8;< /.+90 5=>?

3’90.6/(09.*"’( )"#(.9）.(6 +/-’54"(.(* !"#$#% "&%#’($)*+ *03/ @ #/(/

#+’,3（/23+/))"’( 4’2 +/39.-/6 3.+* ’1 AB +/#"’(）

胞 B 次后于第 C 天出现病变。病变初期呈葡萄串
状，后期呈拉网状态（图 @）。提取腺病毒基因组后，
酶切鉴定结果初步证明，这两株重组 &?8D@（&?8D
@E@!，&?8D@E@=）基因组分别含有正、反向插入 AB
区的表达盒，重组病毒的 F&GHI<为 %<J CK@ L<K%5M。

图 " 细胞病变前（#）后（$）变化
!"#$@ &NA ’1 7H&O（?：>’+5.9 -/99)；P："(1/-*/6 -/99)）*+.()1/-*/6 40

+/-’54"(.(* !"#$#% "&%#’($)*+ *03/D@ #/(’5/ -’(*."(/6 =8 /2*/+(.9 3.+*

’1 #90-’3+’*/"(

"%& ’(糖蛋白膜外区的表达
将重组病毒接种于 %<<Q汇合的 7H&O 细胞，

当呈现拉网状 &NA 时收集细胞；冻融 B 次后进行
:H:DN?EA及 R/)*/+( 49’*，用 =8糖蛋白基因疫苗免
疫的犬血清作为阳性血清。R/)*/+( 49’*的结果显示
（图 B），有一条较弱的 ?带（约 S<TH）和一条较清晰
的 P带（约 ;UTH）；在阴性对照中，即用未被重组病
毒感染的 7H&O细胞作转膜后与阳性血清作用，也
有 ?带存在，但没有 P带；说明重组病毒感染后的
7H&O细胞液中存在和 =8阳性血清特异性结合的
蛋白，且与预计大小（;UKVTH）相符，说明重组病毒携
带的目的基因在 7H&O细胞中得到了有效表达；但
?带产生的原因不明。

图 ) *+,-+./ 012- 分析
!"#$ B ?(.90)") ’1 W/)*/+( 49’* W"*X =8 #90-’3+’*/"( #/(/ Y.--"(/

3’)"*"Y/ )/+,5 ’1 6’#)

%K N+/)*."(/6 3+’*/"( 5.+T/+；@K 7H&O -/99) "(1/-*/6 40 &?8DE@（?：

Z()3/-"1"- 4.(6；P：:3/-"1"- 4.(6）$

"%3 免疫原性分析
用 &?8D@E@!免疫的 ;条犬的血清检测结果见

图 ;。免疫后 C6 内血清抗体效价上升不显著，C [
%<6抗体水平迅速上升，%<6 后抗体水平仍持续升
高，但升高的速度变慢，第 %;天的抗体水平（N）与免
疫前的抗体水平（>）的比值是 NL>!IK%<。用不同
抗原检测免疫犬的血清时，出现阴性抗原也能检测

到抗体水平升高的现象，但比阳性抗原检测到的抗

体水平低的多（图 I）；这是由于免疫时使用的重组
病毒中含有胎牛血清和死亡 7H&O细胞，使犬血清
中含有一定量针对胎牛血清蛋白和细胞成分的抗

体，而两种阴性抗原中也都含有牛血清和细胞成分，

所以会出现也能检测到抗体水平升高这一现象；从

%< [ %;6 的抗体水平上升趋势看，阳性抗原检测到
的抗体水平上升速度较快，而阴性抗原检测的抗体

水平上升速度缓慢，这一现象符合活载体疫苗的免

疫趋势，因为活载体疫苗能在被免疫的动物体内持

续的表达抗原，引起抗体水平的持续升高，而由胎牛

血清和细胞成分引起的免疫应答会较早的进入平台

期。用 &?8D@E@=免疫的 ;条犬的血清检测结果与

&?8D@E@! 的类似，但是抗原性没有 &?8D@E@ ! 好，

NL>!@K<U。
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图 ! "#$%&检测 ’&()*+*,免疫血清中的抗体水平
!"#$% &’(")*+, -’("./01 23-456"’# /7 7/56 0/#4 43652 8-99"’-(30 :"(;

<&+)=,= !（>3?39(30 7/56 /’3 2/’(; 0/#4，8-99"’-(30 :"(; @ A BC@

D<EFGC <&+)=,=! H36 0/#4，9/??39(30 43652 .37/63 8-99"’-("/’ -’0 I，

BC，B% 0-14 -7(36 8-99"’-("/’$）

图 - 不同抗原检测的抗体水平差异分析
!"#$G &’-?14"4 /7 -’(")*+, -’("./01 (;6/5#; 0"77363’( -’("#3’（JKL)=B

93??4 "’739(30 .1 *+ >*+M 4(6-"’，NF<L 93??4，JKL)=B 93??4），(;3

43652 :-4 0"?5(30 .1 NF<L 93??4 -’0 "’95.-(30 "’ %O 7/6 =%;，

93’(6"75#30 -’0 9/??39(30 (;3 ?"P5"0 7/6 QRE>&

. 讨论
腺病毒载体所能容纳的外源基因的大小是有限

的，因此外源基因不能过大。狂犬病由 *+引起，*+
的基因组分别编码 S、S>、N、,、R等 G 种蛋白。糖
蛋白是 *+ 中唯一能刺激机体产生中和抗体的成
分，且膜外区的抗原性与完整糖蛋白的抗原性相

同［T］，去掉跨膜区有可能使膜外区蛋白分泌到胞外

及体液中，激发较强的免疫应答，因此本试验选取

*+糖蛋白基因的膜外区，而不是完整的糖蛋白基
因。本研究获得的重组 <&+)= 基因组的大小是未
重组基因组的 BCUV@W，基因组转染 NF<L 细胞后
包装出复制型重组病毒。

*+的糖蛋白基因分别重组到人 G型腺病毒［I］、
痘苗病毒、金丝雀痘病毒中，并证实均有免疫原性。

重组犬 =型腺病毒的获得，有可能成为 *+糖蛋白
重组疫苗的重要内容之一，首先，犬是 <&+)= 的天
然宿主，容易在犬体内增殖，使外源基因得到充分表

达；其次，<&+)= 可以通过呼吸道或口腔接种免疫，
使用方便；第三，<&+)=携带的外源蛋白能抵抗母源
抗体，使机体产生对外源蛋白的主动免疫［@］；且

<&+)=是无包膜 FS& 病毒，对热、HK稳定，贮存和
运输均较方便；疫苗的成本低，可大范围推广；能同

时预防由犬 B型腺病毒引起的传染性肝炎。
初步的动物免疫结果显示，无论表达盒是正向

还是反向插入基因组，*+糖蛋白膜外区在犬体内均
得到了有效表达；但正向插入的重组病毒的免疫效

果好于反向，具体原因尚待阐明。

本试验成功地对 <&+)= 自然弱毒株 X<&B@ 株
的 QU区进行了缺失、重组，并最终包装出重组 <&+)
=。在本研究之前，法国 !"49;36 等［@］第一次构建了
以 <&+)= 为载体的犬瘟热活疫苗，他们对 QU 区的
克隆、缺失和表达盒的构建都是通过多次 Y<*来完
成的，过程不但烦琐，而且容易造成碱基突变，而本

试验经过细致的设计，使上述步骤通过简单的酶切、

连接完成；因此本研究建立了一种高效地构建重组

犬 =型腺病毒的方法，具有重要的实际应用价值和
一定的理论意义。为犬传染病防治平台的构建打下

一定基础。
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基因!（译）
\4(]8K-( ^4M-( 编著；余龙 江松敏 赵寿元 等译

!>>_年 !月出版，:1\$ Z ‘ >= ‘ >.V_RZ ‘ ?Wa ‘ ._!> 定价：.R@元
从《基因!》到现在的《基因#》，该系列已成为 !>多年来经久不衰的经典名著，堪称分子生物学的

国际第一书。每一版的更新都紧跟学科发展，更加适应当前的学习和研究。

作为最新一版，本书继承了原有的核心内容，包括系统介绍了基因的结构、组织与表达，蛋白质与细胞的分子活动等。同

时，还增加了许多新的内容与特色，首先是对章节进行了新的编排，以基因组学贯穿全书，对基因组的组织、X$#复制、修复、
重组、转录、翻译、基因调控等内容进行了全面的更新，增加了许多新的专题；扩充了原核生物的内容；图解也更加丰满详尽。

中译版很好地保持了原书风貌，更加适合合方便了中国的学生和老师的学习参考。本书是公认的学习分子生物学、分子遗传

学、基因组学的最佳参考书。

《基因》这部巨著自问世以来，二十年间共修订了 @次。这不仅反映了基因研究的迅猛发展和所取得的丰硕成果，同时也
表明了《基因》一书深受广大读者的喜爱。此次科学出版社出版了 !>>V 年《基因#》的中译本，它增加了许多新的内容，并综述
了最新进展。信息量大，图文并茂，突出地阐明了基因是生命活动的基本原因这一观点。《基因#》是生命科学各个分支学科
的师生和研究人员必备的教科书和参考读物。 （复旦大学赵寿元 供稿）
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