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摘 要：采用 H0I 方法从重组质粒 (JK-,42LHH 中扩增出 MJKN 的聚蛋白（HH）编码基因，再亚克隆至腺病毒穿梭质

粒中，形成重组穿梭质粒 )(’O40JNLHH；将获得的重组穿梭质粒与腺病毒骨架载体通过在大肠杆菌内质粒间同源重

组获得重组腺病毒质粒 )(’OLHH。将腺病毒载体线性化后用脂质体介导转染 #.% 细胞从而获得含有口蹄疫病毒 HH
编码基因的重组腺病毒。通过倒置显微镜观测，可见明显的细胞病变，利用荧光显微镜可观测到报告基因绿色荧

光蛋白的表达，并在电镜下观察到 MJKN 的空衣壳。结果证明已成功获得了含有口蹄疫病毒 HH 编码基因的重组

腺病毒 )’OLHH，并成功表达组装 MJKN 空衣壳，为 MJKN 腺病毒活载体疫苗的研究奠定了基础。
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口蹄疫（M@@A47<O46@9A? O*R37R3，MJK）是由口蹄

疫病毒（M@@A47<O46@9A? O*R37R3 S*)9R，MJKN）引起的

偶蹄动物的一种急性、高度接触性、发热性传染病，

以传播迅速、感染率高而著称。被国际兽医局列为

’ 类传染病之首。该病毒宿主范围广，可以感染 #$
个科近 /$ 种动物，尤其对牛、羊、猪的威胁大。目

前，尽管传统疫苗在 MJK 预防控制中仍占主导地

位，但因其存在着难以避免的安全隐患等问题，故核

酸疫苗、蛋白亚单位疫苗及活载体疫苗等基因工程

疫苗的研究迫在眉睫。

在 MJK 基因工程疫苗的研究中，以腺病毒为表

达载体的多基因活载体疫苗表现出了良好的应用前

景［- & 1］。近年来在活载体疫苗研究中，人们把研究

的焦点主要集中在利用 MJKN 结构蛋白基因和非结

构蛋白基因的不同组合，以表达出病毒的空衣壳，从

而期望产生与自然病毒相似的免疫保护作用。口蹄

疫病毒的空衣壳保留有病毒颗粒的大部分抗原特

性，故研究能够表达空衣壳的重组载体疫苗成为研

究的热点。

本试验旨在以 T 型 MJKN 弱毒株 TJUUU 的聚蛋

白编码基因（包括 8、H-、H#、H% 基因）为外源基因，与

复制缺陷型腺病毒重组，获得带有目的基因的重组

腺病毒。以期通过 MJKN 全结构蛋白和非结构蛋白

的比较完整的表达，装配成 MJKN 的空衣壳，进而提

高其免疫效力。为安全、高效的 MJK 活载体疫苗的

研究奠定基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 载体、菌种和细胞：(JK-,42LHH 由本实验室

构建；腺病毒穿梭载体 (’O2)7CV40JN、腺病毒骨架

载体 (’O57RW4-、XY1-,%、KZ-$X 菌株及人胚肾细胞

#.% 由中国医学科学院王树蕙教授馈赠；大肠杆菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）菌株 YJ-$. 等为本室保存。

%&%&’ 试剂：8’4+(, 酶、2! K[’ 连接酶、-.(!、

/)0!等限制性内切酶、’=7)@R3 \3+ K[’ H9)*]*C7A*@<
^*A、质粒快速提取试剂盒购自 27^7I7 公司；12%!、

1(#!等限制性内切酶购自华美公司；饱和水酚、

2)*R 酚、K5H0、琼脂糖产自西班牙，由上海 Q7<=@< 公

司进口分装；其他试剂均为进口或国产分析纯。

%&’ 引物设计和合成

设 计 合 成 下 列 引 物：H4-：1_4’2’\0\\00\0
’00’2\\’2’0’’02\’02\2222’204%_，（/)0!酶切

位 点 ）；H4#：1_4’2’2202’\’0\2\’0’202\’\\\’
22’2\0\4%_。（ -.( !酶 切 位 点 ）。 引 物 由 大 连

27^7I7 公司合成。

%&( 目的基因的扩增及重组腺病毒穿梭载体的获得

以 (JK-,42LHH 为模板，H4-、H4# 为引物扩增 HH



基因。!"# 条件：$%& %’()；$*& +’()，%,& +’()，

-.& -’()/01，/0 个循环；-.& +0’()。!"# 产物用

,234 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

将回收得到的目的 !! 基因经 !"#!和 $%&!
双酶切后形成带有粘性末端的目的基因。同时，将

腺病毒穿梭载体 56789:;<=">? 经 !"#!和 $%&!双

酶切得到线性化的载体。使用 8* @A6 连接酶对上

述产物进行粘端连接。按常规化学转化方法将连接

产物转化大肠埃希氏菌 B>+0$，在含卡那抗性的琼

脂平板上筛选，挑选最小的克隆，提取质粒。采用酶

切、!"# 扩增等方法鉴定，得到阳性重组质粒，命名

为 956789:;<=">?3!!。

!"# 细菌内同源重组获得重组腺病毒质粒

先 将 骨 架 载 体 567C:1D=+ 转 化 大 肠 杆 菌

EB%+,/，制备携带腺病毒骨架载体的感受态菌。再

将重组穿梭载体 56789:;<=">?3!! 经 ’()!线性化

后电转化感受态菌。电转后将细胞在 4E 培养液中

于 /-&复苏 F0’()，取适量细胞涂入含 %0’23’4 卡

那霉素的培养板中，于 /-&培养 .0 G .*H，挑选卡那

霉素抗性克隆，小量提取质粒 @A6，用 ,234 琼脂糖

凝胶进行电泳迁移率分析，并进行限制性内切酶图

谱分析。将所得的重组腺病毒质粒以上述同样条件

电转化入宿主菌 @I+0E，在此宿主菌中可获得大量

高质量的质粒，挑取目的克隆，命名为 95673!!，并送

大连 8:J:#: 公司进行测序确证。

!"$ 重组腺病毒质粒转染 %&’ 细胞［(］

提取重组质粒，’&*!酶切完全消化以切去 K9(
和 <:) 抗性基因等质粒构件，并暴露其反转末端重

复序列（L8#）后，乙醇沉淀灭菌，溶解沉淀，在 .0;’.

培养皿用含 +0M小牛血清的 @>C> 完全培养液接

种 .$/ 细 胞 待 其 生 长 至 -0M G ,0M 饱 和 时，用

4(5KNO;P:’()O8>.000 转染试剂，按说明书进行转染。

在转染 . G /7 后取出长满 .$/ 细胞的飞片，用甘油

封片，置荧光显微镜下镜检。

!") 病毒的传代培养

转染后 - G +07，离心收集转染细胞，用 !EQ 重

悬，反复冻融 . 次，离心，取上清再次感染单层 .$/
细胞；感染后 / G %7 收集细胞继续传代，继续传代至

细胞病变时间稳定，收集病毒置 R -0&保存。

!"( *+,- 空衣壳的电镜观察

第 +0 代病毒感染后 .*H，细胞病变完全，离心收

集细胞，加 !EQ 重悬细胞，冻融 . 次，离心取上清

.0"4，磷 钨 酸 负 染 色，置 透 射 电 子 显 微 镜 下 观 察

S>@? 空衣壳。

% 结果

%"! 目的基因的扩增

取 !"# 产物 %"4，在 +0234 琼脂糖凝胶上电泳，

!"# 扩增的 !! 大小约为 FT$<U，与预期大小相同。

%"% 重组腺病毒穿梭载体的构建

将所获得的含有目的基因 !! 的重组穿梭载体

56789:;<=">?3!! 经 !"#!和 $%&!双酶切、!"# 鉴

定都得到大小为 FT$<U 的目的基因片段，证明重组

腺病毒穿梭载体已成功构建。

%"’ 重组复制缺陷型腺病毒质粒的鉴定

提取纯化的重组穿梭质粒用 ’()!酶切线性

化，在适当的条件下［-］，电击转化大肠杆菌 EB%+,/
感受态细胞，在 EB%+,/ 细胞内，骨架载体 567C:1D=+
以超螺旋形式存在，而克隆有外源基因的穿梭载体

以线性分子的形式存在。在细胞内同源重组相关酶

系统的作用下，567C: 1D=+ 与重组穿梭载体的同源

序列区发生基因重组，其结果就将外源基因整合于

重组腺病毒质粒 C+ 区。穿梭载体的 9(2HP :9’ 与骨

架载体的 9(2HP :9’ 同时共有 67% 病毒基因组 /%/* G
%--. 序列，可有效介导二者同源重组；而穿梭载体

的 VONP :9’ 与骨架载体的 VONP :9’ 同时共有腺病毒

67% 的右侧末段 /*$/+ G /%$/% 序列，同源重组可在

此区发生，或在其共有的质粒复制原点 K9( 处发生。

电转化感受态菌，挑取阳性克隆，小量提取质

粒，,234 琼脂糖凝胶电泳，可见重组腺病毒质粒与

67O:1D=+ 大小相似，而大于穿梭载体 56789:;<=">?3
!!，限制 性 内 切 酶 ’&*!酶 切 后 可 见 约 *T%<U 和

//<U 的条带，表明该重组腺病毒质粒是由 9(2HP :9’
和 VONP :9’ 同源重组所得的，命名为 9567W#S。

%"# 重组腺病毒的包装

重组 腺 病 毒 质 粒 经 ’&*!酶 切 后 经 脂 质 体

V(5KNO;P:’()O.000 转染 .$/ 细胞后 . G /7 可见示踪标

记绿色荧光蛋白（XS!）的表达（图版!=:）。- G +07
后收集细胞，反复冻融 . 次，取病毒上清接种 .$/ 细

胞，以含 .M小牛血清的完全 @>C> 培养液于 /-&、

%M"W. 培养箱中培养，直至观察到细胞病变（"!C），

结果如图版!=U 所示。

%"$ 电镜观察结果

电镜观察 S>@? 空衣壳直径约为 .0)’，呈球

形，大小和形状与 S>@? 相似。说明构建的重组腺

病毒成功地组装成了 S>@? 的空衣壳（图版!=;）。

’ 讨论

用腺 病 毒 构 建 基 因 转 移 载 体 具 有 众 多 的 优

*.. YI6AX Z()2=[:)2 )# &+ \ 3,*#& -.*/"%."+"0.*& 1.2.*&（.00F）*F（.）



点［!］：（"）作为真核基因调控研究的模式系统之一，

人类对腺病毒在分子水平已有相当的认识；（#）腺病

毒有中等大小的基因组，适合于用最少的病毒序列

构建高容量的载体；（$）腺病毒可感染的宿主细胞范

围广泛，并可感染非复制细胞；（%）腺病毒相对稳定

且易达到很高的滴度；（&）可通过多种途径给药等。

传统方法大都是在哺乳动物细胞中同源重组获得重

组腺病毒，有一定的难度。我们采用的 ’()*+, 系

统［-］在大肠杆菌内同源重组，使重组腺病毒 ’(.//
的获得变得更快捷、更方便。该系统中，主要的改进

为（"）含有大部分腺病毒基因组的载体为超螺旋质

粒，而非线性 01’，使病毒 01’ 操作更容易；（#）同

源重组在大肠杆菌内进行，使重组质粒的筛选更为

简单。另外，我们采用的腺病毒载体质粒上带有独

立、完整的 23/ 表达盒，以作为示踪标记，使得重组

病毒的包装、单克隆化及感染可在“直视”下进行，方

便了操作。从而避免了传统方法中存在的重组效率

不高，且不能保证重组腺病毒基因组结构的均一性等

缺点。利用两步法转化较共转化提高了重组效率。

3405 5/" 上有 $ 个保守的氨基酸序列具有与

细胞受体结合的主要功能，以突起的形式暴露于病

毒粒子的表面，在免疫中发挥重要的作用，因此早期

的研究主要集中于此。基于 3405 5/" 编码基因研

制的基因工程疫苗报道很多，但效果并不理想［"6，""］。

3405 感 染 细 胞 中，/" 被 $7 蛋 白 酶 催 化 裂 解 为

5/6、5/"、5/$，这 $ 种蛋白相互作用形成 &8 原体，&
个 &8 原体形成一个五粒体，"# 个五粒体形成一个

的空衣壳［"#］。

近年来，空衣壳作为疫苗的抗原载体越来越受

到广大科学家的重视，它模拟了病毒粒子结构，由于

不包裹核酸，不能复制，因此也没有感染性［"$］，因此

是非常安全的；由于空衣壳的空间结构，其常常可以

诱导产生较灭活疫苗和可溶性多肽更为强烈的体液

免疫应答，因为其表面是以非感染性的颗粒状态模

拟天然抗原呈递过程来呈递糖蛋白抗原的，而该法

提呈引起的免疫应答优于溶解状态，故在保护作用

中起重要作用的糖蛋白抗原引起的免疫应答可望更

接近自然感染。现有研究表明空衣壳能诱导产生与

完全病毒粒子相似的特异性中和抗体，因此可作为

研究基因工程疫苗的一个很好选择［"%］。

本研究成功构建了以 3405 人工致弱毒弱毒株

94::: 的 // 编码的基因（包括 ;、/"、/#、/$ 基因）为

外源基因的复制缺陷型重组腺病毒，通过 3405 结

构蛋白基因和非结构蛋白基因的比较完整的表达，

成功地表达组装了 3405 的空衣壳，以期提高其免

疫效力。这为 3405 复制缺陷型腺病毒活载体疫苗

的研制奠定了基础。本研究的动物免疫实验已取得

令人满意的结果。
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《微生物学报》开通“稿件远程处理系统”

#&&( 年起，《微生物学报》将采用“稿件远程处理系统”，全面试行网上投稿、网上审稿、网上查询等方式进行工作。所有作

者和审稿人可以通过登录《微生物学报》网站 /001：**222+ 34+ 56+ 67*89:;75<= 进入“稿件远程处理系统”进行投稿和审稿。以下是

几点说明："#&&- 年 "# 月 $" 日中午 "#：&& 之前已经投稿的作者，不会自动成为该系统的用户，投稿以后的操作仍然按照原有

的方式进行。#在运行初期，不通畅的情况可能会时有发生，敬请大家谅解！在使用“远程”的同时，本刊编辑部还将采用原

有的操作方式，以确保与作者和专家沟通顺利。$如果出现问题，请作者和审稿人及时与《微生物学报》编辑部电话或 >!453<
联系。

作者投稿：如果您是第一次给本刊投稿，请先登录本刊网站进入“作者投稿”，进行注册，并记住您的用户名和口令。如果

曾在本刊网站投过稿，则直接输入用户名和密码即可登录。如果忘了用户名和密码，请联系本刊编辑部，可以找回登录口令。

作者查询稿件处理情况：如果您曾在本刊网站投过稿，请登录本刊网站进入“作者查稿”，直接输入您的用户名和口令，或

输入由编辑部通过电子邮件为您提供的用户名和口令，登录即可。如您的用户是由编辑部代为注册的，也可以登录后自己修

改口令。如果您忘了用户名和口令，请咨询编辑部找回登录口令。编辑部给作者“退修稿件”或者“退稿”，作者都可以从“作

者查稿”中获得信息并收到一封 >!453<。作者获得退修信息和审稿意见后，按照审稿意见修改稿件并对审稿意见逐条回答，连

同修改稿一起再上传回来。

审稿人审稿：《微生物学报》在请审稿专家审稿时，通过“稿件远程处理系统”将稿件信息及内容上传给专家，同时会给专

家发送一封 >!453< 告知登录名和口令。请各位审稿专家登录本刊网站进入“专家审稿”，按照专家登录说明进行操作。您如

果忘了登录名和口令，请与编辑部联系。

欢迎向《微生物学报》投送优质稿件！欢迎提出宝贵意见！
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