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犬冠状病毒 !糖蛋白基因重组犬 "型腺病毒的构建及其免疫原性研究
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摘 要：首次构建了能表达犬冠状病毒纤突糖蛋白（GG& H1）的重组犬 #型腺病毒（G*&7#）。用 I47JGI方法从 GG&
KLM&株细胞培养物中扩增出编码 H糖蛋白 *、N、G和 K !个抗原位点的基因片段 H1，将其克隆到 O&*L1中，然后
将含有 GG& H1基因的完整表达盒（GM&7H17J’(A*）进一步定向克隆到含有 G*&7# 90区的穿梭质粒 O&*L90中，构建
出 O&*L#90H1。通过 !"#! P $%&!双酶切 O&*L#90H1回收含有目的基因的表达盒，将其克隆入含有 G*&7#全基
因组的骨架质粒 OJ’(A#7G*&7#中，获得重组质粒 OG*&7#7GG&7H1。’#"! P ()*!酶切 OG*&7#7GG&7H1释放重组基因
组，转染 MKGQ细胞，获得了重组病毒 G*&7#7H1。该重组病毒在 MKGQ细胞上能产生典型的腺病毒细胞病变。通
过 :I/*水平和 R5-.5SC T(’.检测，证实重组病毒能表达 GG& H1蛋白。动物免疫试验表明，该重组病毒可以有效地
诱导免疫犬产生抗 GG&和 G*&7#抗体。
关键词：犬冠状病毒，纤突糖蛋白，重组犬 #型腺病毒
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犬冠状病毒（’"+,+- *.%.+"/,%&)，GG&）属于冠状
病毒科冠状病毒属的单链正股 I/*病毒，是引起犬
急性胃肠炎的重要病原之一［1］。此病毒既能单独致

病，也能与其它病原混合感染，对我国养犬业和野生

动物保护业危害较重［#］。血清学调查结果显示，该

病呈世界性分布［0］。疫苗接种是控制此病的有效手

段之一。目前使用的 GG&疫苗主要有灭活疫苗和
弱毒疫苗；灭活疫苗虽安全，但免疫原性较差；弱毒

疫苗易与野毒重组，存在毒力返强的隐患［!］。因此，

通过基因工程手段研制安全、有效的新型活载体疫

苗是 GG&研究的热点。GG&含有 !种结构蛋白，其
中纤突糖蛋白（H）是诱导机体产生中和抗体的主要
保护性抗原［" U 8］，而其主要抗原位点均位于该蛋白

的前 1V#序列中（H1蛋白）。在本研究中，我们运用
犬 #型腺病毒（’"+,+- "0-+./,%&) 123- #，G*&7#）基因
组为载体，首次构建了能表达 GG& H1蛋白且能有效
诱导机体产生抗 GG&中和抗体的重组 G*&7#病毒。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 病毒、细胞和质粒：犬冠状病毒大熊猫株

（KLM&）由本室分离、鉴定和保存。MKGQ细胞、大
肠杆菌（4)*5-%,*5," *.#,）WM1$3菌株、质粒 O&*L1由
本室保存。含有 G*&7# 90 区的质粒 O&*L90 和含
有 G*&7# 全基因组的 OJ’(A#7G*&7# 质粒由本室构
建。

#$#$" 主要试剂：4! K/*连接酶、OX9M74和 *M&
I5Y5S-5 4S;C-BS<O.;-5购自 JS’:5,;公司；9= 6"74M、牛

小肠碱性磷酸酶（GZ*J）、K/* N(+C.<C, [<.和各种限
制性内切酶均购自 4;Q;I;公司；()*!和 ’#" !购
自纽英伦生物技术公司；犬抗 GG&多克隆抗体由本
室制备；辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 Z,X抗体购
自 H<,:;公司。
#$" 犬冠状病毒大熊猫株 !#基因的克隆及重组质
粒 %&’(!#的构建
根据 X5CN;C[ 中 GG& KLM& 株 H 全基因序列

（X5CN;C[登录号：*\!06608）［8］，设计合成一对引物
J1和 J#，J1："]7*GXX*4GG*G**4XX44**4X4X*G*
G**70]； J#： "]7G**G4GX*X4G*XXG*GG**G*XX
*44G**70]。引物 "]端分别含有 8"9^!和 :5.!
位点。从 KLM&株细胞培养物中提取总 I/*，按常
规方法进行 I4 反应。JGI 反应体系（"$"_）：1$ ‘



!"# 缓冲液 $!%，&$’’()*% +,")& $!%，&-$’’()*%
./0! 1!%，上、下游引物（均为 &$2’()*!%）各 3!%，#0
产物 &!%，!"# 2)45 6/7聚合酶（$8*!%）9-:!%，补加
..;&<至 $9!%。!"#反应条件：=>? >95；=1? 195，
@&? 3195，$&? $95，:$ 个循环；@&? 39’AB。回收
!"#产物，将其克隆入 2CD+E0 中得到重组质粒
20F3，进行序列测定。测序结果正确的重组质粒
20F3用 $"%;" G &’("双酶切，回收目的基因片
段，将其进一步克隆入 2H7I3载体中，得到 2H7IF3
重组质粒。

!"# 穿梭质粒 $%&’!(#)!的构建
用 )*+ "和 ,-."对 2H7IF3双酶切，进行凝胶

电泳回收含有 F3表达盒目的片段，并对两粘端进行
补平；用 ,/- "酶切 2H7ID:，回收大片段并去磷酸
化；再将含有 F3 表达盒目的片段定向克隆到
2H7ID:的 D:区缺失处，筛选 F3 表达盒方向与 D:
区转录方向一致的重组子，经鉴定正确的重组子命

名为 2H7I#D:F3。
!"* 含 ++% )!表达盒的 +&%,-基因组重组质粒
$+&%,-,++%,)!的构建
用 ,"* " G 01+ " 分别对 2!()J&E"7HE& 和

2H7I#DF3进行双酶切，分别进行琼脂糖凝胶电泳
回收目的片段，将含目的基因的 F3表达盒定向克隆
入 2!()J&E"7HE& 载体，构建出含 F3 表达盒重组
"7HE& 基因组的质粒 2"7HE&E""HEF3，分 别 用
&2""、34(#$、05. "、6/7"、$8*%和 9:;.&进行
酶切鉴定。

!". 重组 +&%,-,)!基因组转染/0+1细胞
用 <*"" G =/4"对重组质粒 2"7HE&E""HEF3进

行双酶切，回收大片段，利用脂质体介导转染 +6"K
细胞。按常规进行传代培养，每隔 >.传代一次，出
现 "!D后，按常规方法进行病毒增殖。获得的重组
病毒命名为 "7HE&EF3。
!"2 重组病毒 +&%,-,)!的鉴定
!"2"! 电镜观察：取第 $ 代重组病毒 "7HE&EF3 单
层接种一瓶 39’%细胞，:@?培养，待 L9M细胞出现
典型 "!D时，弃上清，刮取 "!D细胞做细胞超薄切
片，电镜观察超微结构。

!"2"- "7HE&EF3重组病毒的 !"#鉴定与表达盒的
克隆测序：根据 "7HE& 0(N(BO( 7&>*>3株（CPBQRBS登
录号：8@@9L&）D:序列设计 3对特异性引物，!3：$TE
7"0"0C0"C70CC"070C7"E:T； !&： $TE CC077C
0007000C7"77C"E:T。提取重组病毒 "7HE&EF3 基
因组 6/7为模板，扩增含有 F3表达盒核酸片段，以

9-LM琼脂糖凝胶电泳。回收 !"# 产物，送上海联
合基因有限公司测序。

!"3 重组病毒 +&%,-,)!表达的 )!蛋白的检测
取 "7HE&EF3的第 $代细胞培养物，用 ’#/7提

取试剂盒提取总 #/7，用 F3 基因特异性引物进行
#0E!"#，以检测 F3 基因是否转录。同时刮取 "!D
细胞加入 399!% & U F6F 凝胶加样缓冲液，399?水
浴 $’AB，进行 F6FE!7CD分析。电泳完毕后转膜，进
行VP5OPNB W)(O分析。一抗用犬抗 ""H多克隆抗体，
二抗用辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 X,C抗体。
!"4 重组病毒 +&%,-,)!动物免疫试验
取 3> 只 : 个月龄的健康幼犬（其血清中抗

"7HE& ;X抗体小于 3 Y &，抗 ""H F/ 抗体效价小于
3：1），39 只用重组的病毒 "7HE&EF3 免疫肌注
（3 U 39$0"X6$9 *只），: 只用 "7HE& 弱毒苗肌注免疫
（3 U 39$0"X6$9 *只），: 只用 ""H 弱毒苗肌注免疫
（3 U 39$0"X6$9 *只）；每次间隔 39.免疫 3次，共免疫
:次。免疫前和第 : 次免疫后 & 周采血分离血清。
$>? :9’AB灭活；用微量 ;X试验检测免疫犬血清中
抗 "7HE& ;X抗体效价，用微量中和试验测定血清中
抗 ""H F/抗体。

- 结果

-"! 犬冠状病毒 0’/%株 )! 基因的克隆及重组
质粒 $%&’)!的鉴定
经 9-LM琼脂糖凝胶电泳，""H 6I+H株 F3 基

因 #0E!"# 产物大小约为 3L:> W2，与预期结果相
符。重组质粒 2H7IF3分别用 $"%;"和 &’("双
酶切，可得到 :999 W2和 3L:> W2两个片段；用 &’("
线性化可得到 1L:>W2 大小的核酸片段，表明
2H7IF3质粒构建正确。
-"- 重组质粒 $%&’!(#)! 和 $+&%,-,++%,)! 的
酶切鉴定

重组质粒 2H7I#D:F3 用不同的限制性内切酶
酶切，34(#H酶切可得到 =-L@SW的片段；&’("酶切
可得到 3-L3SW、:->9SW 和 1-1:SW 大小的核酸片段；
9:;.&酶切可得到 9-=3SW、3-&>SW和 @-@&SW大小的
片段；>-;"可切出 1->=SW、:-:3SW和 3-=>SW :个片
段；&2""可切出 &-::SW、:-&9SW 和 1-:>SW : 个片
段；,"*" G 01+"切出 3->3SW、&-$9SW 和 $-@LSW
:个片段。重组质粒 2"7HE&E""HEF3 用不同限制性
内切酶酶切，结果 01+" G ,"*"可得到 &=-&$SW和
>-9=SW 两个片段；6/7"可切出 31-$$SW、L-99SW、
>-9>SW、:-L$SW 和 &-L$SW $ 个片段；$8*%可切出

=L$&99$，H()Z1$ /(Z1 乔 军等：犬冠状病毒 F糖蛋白基因重组犬 &型腺病毒的构建及其免疫原性研究



!"#$%& 和 ’!"#(%& 两 个 片 段；!"#)* 可 切 出
+’"’,%&、-"++%&、#".(%&、!"-,%&、!"/#%&、和 ."/$%&
等主要片段；$%&!可切出 ++"!/%&、-"(/%&、/"#$%&、
#".#%& 和 +"#!%& 等主要片段；’()0!可切出
+’"/’%&、-",#%&、-"!-%&、!".#%&和 ."#!%&等主要片
段；*+(!可切出 +’"/+%&、#"$#%&、,"!-%&、("-#%&和
’"$#%&等主要片段。酶切鉴定结果与预期值一致，
表明 1*23"4’5+ 和 162*7!766*75+ 重组质粒构建
正确。

!"# 重组 $%&’!’()基因组转染*+$,细胞结果
896:细胞经过 + 次转染后，盲传至第 ( 代时

出现细胞肿胀变圆、葡萄串样等典型的 62*7!样细
胞病变（图 +72、;），获得重组病毒 62*7!75+。

图 ) （%）正常 *+$,细胞；（-）重组病毒在 *+$,细
胞产生的 $./；（$）病变*+$,细胞超薄切片中的重组
$%&’!’()（01111 2）
<=>? + （2）@ABCDE 896:；（;）6F4 AG 896: HIEE BIJKELIM GBAC

BIHAC&=NDNL 62*7!75+；（6）)IHAC&=NDNL 62*7!75+ =N KELBDLO=N JIHL=AN

AG 6F4 896:（(.... P）

表 ) 重组病毒 $%&’!’()免疫犬试验结果
QD&EI + QOI =CCKN=RDL=AN BIJKELJ AG BIHAC&=NDNL S=BKJ 62*7!75+ =N MA>J

@A? + ! ’ ( , # / $ - +.
0T 2& L=LIB D>D=NJL 62*7! + U#( + U#( + U+!$ + U#( + U+!$ + U+!$ + U#( + U+!$ + U#( + U#(
5@ 2& L=LIB D>D=NJL 66* +U’! + U+# + U+# + U+# + U’! + U’! + U+# + U+# + U+# + U’!

!"0 重组病毒 $%&’!’()的鉴定
刮取 6F4细胞成分制备超薄切片，电镜超微结

构观察，结果在其细胞核中可见有呈排列整齐的腺

病毒样粒子（图 +76）。提取重组病毒 62*7!75+基因
组 9@2为模板，用 4’引物可扩增出 ’,’$ &1大小的
片段，用 5+特异性引物可扩增出 +$’# &1大小的片
段，与预期值相一致；而正常 62*7! 只能扩增出
+,+- &1大小的片段（图 !）。将从重组病毒 62*7!7
5+中扩增的片段纯化后进行测序，结果序列中包含
62*7! 4’区相关序列、1*23+ 相关序列和 66* 5+
基因序列，表明所构建的重组病毒 62*7!75+完全正
确。

图 ! 重组病毒的 34’.$3鉴定结果
<=>?! TMINL=G=HDL=AN AG BIHAC&=NDNL 62*7!75+

8? 8DB%IB 9V+,... W !...；+")IHAC&=NDNL 62*7!75+ F6)X4’；

!")IHAC&=NDNL 62*7!75+ F6)X5+； ’"@ABCDE 62*7!X4’；("@ABCDE

62*7!X5+"

!"5 重组病毒 $%&’!’()表达的 ()蛋白及其检测
!"5") 病毒中 5+基因转录水平的检测：重组 62*7
!75+病毒用 )Q7F6)能扩增出 +$’# &1 大小的 5+基
因片段，而正常 62*7!感染的 896:细胞扩增结果

为阴性。

!"5"! 重组 62*!7!75+病毒表达 5+蛋白的 YIJLIBN
&EAL检测：重组 62*7!75+病毒的表达 5+蛋白可被抗
66*多克隆抗体所识别，表达蛋白分子量约为
/(%9，与预期的分子量相符（图 ’）。

图 # 表达的 ()蛋白的67897:; <=>9分析
<=>?’ 2NDEZJ=J AG I[1BIJJIM 66* 5+ 1BALI=N &Z YIJLIBN &EAL

+"896: =NGIHLIM &Z BIHAC&=NDNL 62*7!75+；!"896: =NGIHLIM &Z NABCDE

62*7!；’"@ABCDE 896:?

!"? 重组病毒 $%&’!’()动物免疫试验结果
+.只 ’个月龄的健康幼犬经重组病毒 62*7!7

5+ 免疫 ’ 次后，血清中抗 62*7! 0T抗体的效价为
+ U#( \ +U+!$，抗 66* 5@ 抗体效价为 + U +# \ + U ’!
（表 +）。’只健康幼犬经 62*7!弱毒苗免疫 ’次，血
清中抗 62*7! 0T抗体效价为 + U #( \ + U +!$，抗 66*
5@抗体效价仍小于 + U!。’只健康幼犬经 66*弱毒
苗免疫 ’次后，血清中抗 62*7! 0T抗体的效价小于
+ U!，抗 66* 5@抗体效价为 + U+!$ \ +U!,#。
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! 讨论

!"#属于腺病毒科哺乳动物腺病毒属成员，它
包括两个血清型，犬 $型腺病毒（!"#%$）和犬 &型腺
病毒（!"#%&）。!"#%$型可引起犬传染性肝炎和狐
狸、熊的脑炎以及单纯的呼吸道疾病，而 !"#%& 型
则引起犬的传染性喉气管炎和肠炎［&］。腺病毒作为

载体的优越性已经在许多试验中得到了证实［’ ( $)］。

随着 !"#分子生物学背景的逐渐弄清，国内外正积
极进行以 !"#弱毒株为载体的狂犬病病毒、肠炎病
毒以及犬瘟热病毒基因重组疫苗的研究［$)］。!"#%&
弱毒与其它腺病毒载体相比有明显的优点，其一是

许多动物对 !"#%& 有易感性，易经口鼻感染，以其
构建载体研制的基因重组苗可在体内复制，免疫效

果比较理想。其二是作为载体的 !"#对犬科动物
来说本身即具免疫性，在其基因非必需区中插入某

一种免疫原基因即为二价基因工程苗。由于 !"#%&
不仅有良好的免疫原性，对 !"#%$具有完全的交叉
保护能力，而且对免疫犬安全［$&，$)］，不会引起 !"#%$
免疫犬时出现的“蓝眼病”，因此 !"#%&弱毒株作为
病毒载体比 !"#%$具有更多的优点。
在本研究中，构建重组 !"#%&%*$病毒的策略与

传统的重组方法有所不同。传统的重组 !"#构建
原理是首先克隆一段非必需区基因序列（如 +,
区），将其克隆入一个质粒，对其进行缺失，但保留其

侧翼序列，然后将外源基因插入 +,区缺失处，并使
之与 +,启动子的转录方向一致，然后与腺病毒基
因组共同转染真核细胞，使其在细胞内进行同源重

组，通过挑蚀斑和纯化，获得重组腺病毒。由于在真

核细胞的重组率极低，加之纯化十分困难，所以很难

获得纯化的重组病毒。目前比较流行的方法是利用

细菌同源重组的机制来构建重组病毒。与传统方法

不同的是，将含有外源目的基因片段 +, 区穿梭质
粒与含有 !"#%& 全基因组的骨架质粒共转化 ! -
"#$% ./ )$’,，使其发生同源重组得到含有目的基因
的 !"#%&全基因组质粒［$0］，然后再将此质粒中的重
组基因组释放并转染细胞而得到重组病毒。本试验

的构建策略是先利用细菌同源重组的机制在 ./
)$’,菌中构建出含有 !"#%& *1株全基因组的骨架
质粒 23456&%!"#%&，然后将含有目的基因的完整表
达盒将其克隆到含 +, 区的穿梭质粒中，再利用骨
架质粒和穿梭质粒 +,区相同的酶切位点在体外连
接的方式将表达盒克隆到骨架质粒中，最后将骨架

质粒中的重组 !"#%& 基因组释放并转染 78!9 细

胞即可得到重组病毒。本试验的构建策略显然比原

有的方法更简便和省时省力，因而具有更高的成功

率。本实验室利用此法已成功获得了多株能表达含

有外源基因的重组 !"#%&。
!"#%& 基因组有 , 个区域（+$、+, 和 +: 的上

游）可插入外源 8;" 而不影响病毒在细胞中的复
制。有研究证实，<"=)腺病毒载体的包装能力最大
为野生型 <"=)基因组的 $>) ?。!"#%&腺病毒基
因组全长 ,$,&,@2，+, 区位于 &:A&> ( &0:$$@2，全长
$:A$@2，包括两个 BCD，BCD$（&:A&> ( &)&EA@2）和
BCD&（&),$E ( &0:$$@2）。若将 +,区全部缺失，根据
<"=)腺病毒载体的计算标准，则 !"#%& 外源基因
的容量可达 ,F>G@左右。然而，+,区全部缺失可能
会对 !"#%& 的复制与包装产生不利的影响。从现
有成功试验的报道来看，构建重组 !"#%&病毒时并
未将 +,区全部缺失。由于 !"#%& +,区缺失的大小
直接会影响其容纳外源基因的容量，因此人们尽可

能最大限度地缺失 +,区，但到目前为止，+,区可去
掉的 8;"片段的最大极限还不十分清楚，但显然不
能延续到位于 +,区侧翼的结构蛋白基因。在本研
究中，我们对 !"#%& +, 区 &’(!片段（’)A@2）进行了
缺失，只破坏了 +,区 BCD&而保持了 BCD$的完整
性，然后装入了 &FAG@的外源片段，成功的获得了重
组 !"#%&%*$。通过本研究证明，在 +,区缺失 BCD&
&’(!片段不会影响重组病毒的复制和包装。
近年来，通过血清学调查发现，!!# 感染的宿

主范围有不断扩大的趋势，甚至大熊猫、小熊猫、老

虎、狮子等珍稀野生动物也能感染 !!#［$E ( &>］，因此
研制安全、有效的 !!#疫苗势在必行。*糖蛋白位
于 !!#囊膜上，是 !!#识别宿主细胞受体的主要成
分，同时也是诱导机体产生中和抗体的主要保护性

抗原，因此在本研究中我们对编码 *糖蛋白 "、.、!
和 8 :个抗原位点的基因片段 *$进行克隆，并首次
构建了重组 !"#%&病毒。HIJKILM @54K分析表明，重
组 !"#%&在78!9细胞中能够表达 !!# *$糖蛋白；
动物免疫试验表明，表达的 !!# *$糖蛋白具有良好
的免疫原性。重组 !"#%&%*$ 有望在犬及野生动物
!"#%&和 !!#的免疫预防上发挥积极的作用。
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