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摘 要：分别将裂谷热病毒（J;K- L:665H M5@5A L;A*,，JLML）囊膜糖蛋白 NO、N2和 N（OP 2）基因亚克隆至真核表达载
体 Q2)NNR多克隆位点鸡!7:C-;D转录启动子下游，分别构成 Q2)NN7JLML7NO、Q2)NN7JLML7N2和 Q2)NN7JLML7N
（OP 2）。免疫沉淀试验结果表明，重组 JLML蛋白 NO、N2分别在 Q2)NN7JLML7NO、Q2)NN7JLML7N（O P 2）转染
S5T:细胞中获得表达，并具有良好免疫反应性。Q2)NN7JLML7NO、Q2)NN7JLML7N2和 Q2)NN7JLML7N（O P 2）质粒
3O)混合物按 ($$"+U只剂量肌肉注射免疫 &周龄 .)T.UC小鼠。每隔 !周用相同的剂量加强免疫，第二次加强免疫
1周后采血、分离血清备用。分别以杆状病毒表达 JLML囊膜蛋白 NO、N2制备的抗原液包被 8TVR)板，间接 8TVR)
检测 3O)免疫鼠血清中 JLML囊膜蛋白 N（O P 2）特异性抗体，具有良好的敏感性和特异性。另外，3O)免疫鼠血
清中的特异抗体可有效中和 JLML囊膜蛋白 N（O P 2）介导的伪型 LRL重组病毒侵入 JLML易感宿主细胞的感染
性。结果表明，Q2)NN7JLML7NO、Q2)NN7JLML7N2和 Q2)NN7JLML7N（OP 2）质粒 3O)混合物作为 3O)疫苗具有防
制裂谷热的潜力。
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裂谷热（J;K- L:665H M5@5A）是由裂谷热病毒（J;K-
L:665H M5@5A L;A*,，JLML）引起的一种最急性或急性
的人畜共患传染病，宿主广泛，主要流行于非洲反刍

动物。JLML为虫媒传播，病毒可在蚊卵内存活几
十年。洪水泛滥或蚊虫活动旺盛的季节易暴发本

病，流行周期不确定，每次暴发均引起严重的社会经

济损失，且流行后极难根除。人类对 JLML易感，症
状类似流行性感冒，严重的可导致死亡。在一些动

物宿主较少的国家，通过媒介蚊虫叮咬感染人是其

显著特征，在这样的地区首先可能会在人群中发现

JLM。JLM可引起实验室工作人员的严重病症，处
理病料时应备有高级别生物防护设施［(，#］。

JLML属于布尼亚病毒科（.*DH:@;A;X:5）白蛉热
病毒属（Y?65=I@;A*,）。JLML囊膜糖蛋白（N）是由 Z
基因片段编码的，翻译后修饰过程中裂解为两个蛋

白（NO和 N2糖蛋白）［1］，是病毒的主要免疫原结构
蛋白。本研究分别构建了含有 JLML 囊膜糖蛋白
NO、N2 和 N（O P 2）基因 C3O) 的真核表达质粒

Q2)NN7JLML7NO、 Q2)NN7JLML7N2 和 Q2)NN7
JLML7N（O P 2），其 3O)混合物免疫 .)T.UC小鼠可
诱导显著的 JLML N蛋白特异体液免疫反应，产生
的特异抗体能敏感、特异的检测出杆状病毒表达的

JLML NO和 N2囊膜蛋白，并可有效中和 JLML囊
膜糖蛋白 N（O P 2）介导的伪型 LRL重组病毒侵入
JLML易感宿主细胞的感染性。结果表明，Q2)NN7
JLML7NO、Q2)NN7JLML7N2和 Q2)NN7JLML7N（O P
2）质粒 3O)混合物作为 3O)疫苗具有防制裂谷热
的潜力，为 3O)疫苗防制裂谷热的探索研究奠定了
基础。

$ 材料和方法
$%$ 材料
$%$%$ 质粒：JLML（[S/$(株）Z基因 C3O)克隆质
粒 Q.6*57JLML7NO（Z 节段第 !(%7(0!1=Q P 4))）、
Q.6*57JLML7N2（ N22N22)22)4N P Z 节 段 第
#$!1=Q71&(1=Q）、QC3O)(\(7JLML7N（O P 2）（Z节段



第 !"# $ !%%&’(）（)*、)+分别克隆于 (,-./0123(45567
（7428489/:/）!"#!位点，)（* ; +）克隆于 (1<*=>?>
$#"@ ! 和 %&’A ! 位 点 之 间）、质 粒 (7BC#
（B2DE/98）、(FGH!"8（ ;）由本实验室保存。真核表达
载体 (+=))7 由 IJ 68K8DL8 博士提供。用于制备
M7M")!)NB的重组型 M7M基因组 1<*=克隆质粒
(M7M")!)NB、结构与转录功能蛋白辅助表达质粒
(,7H)、(,7HO、(,7H*和 (,7HB均由 PJ Q344/博士提
供。

!"!"# 病毒株：重组杆状病毒 2,81HAMNMH)*、2,81H
AMNMH)+由本实验室保存。M7M")!)NB为表达绿
色荧光蛋白报告基因的重组水疱性口炎病毒

（M7M），其基因组缺失囊膜 )蛋白，囊膜蛋白通过外
源瞬时表达获得，因而具有感染、表达和复制能力，

但装配释放的子代病毒失去再感染能力。表达 GC
聚合酶的重组痘病毒由 ,J PD00博士提供，制备与
滴定过程按文献［&，R］进行，滴定后的病毒液 S C"T保
存备用。

!"!"$ 试剂：@BA标记的山羊抗鼠 59) 购自 739E8
公司。

!"# %&’(()*+,+)(-、%&’(()*+,+)(& 和
%&’(()*+,+)(（-. &）真核表达质粒的构建
首先以 $#"@!和 %&’A!双酶切 (,-./HAMNMH

)*、(,-./HAMNMH)+和 (1<*=>?>HAMNMH)（* ; +）分
别将 )*、)+、)（* ; +）基因亚克隆到 (7BC#上，构成
(7BC#HAMNMH)*、(7BC#HAMNMH)+ 和 (7BC#HAMNMH)
（* ; +）；再以 ()’!和 $*+#双酶切 (7BC#HAMNMH
)*、(7BC#HAMNMH)+和 (7BC#HAMNMH)（* ; +），分别
将 )*、)+、)（* ; +）基因亚克隆到 (+=))7上，构成
(+=))HAMNMH)*、(+=))H AMNMH)+ 和 (+=))H
AMNMH)（* ; +）真核表达质粒，按照文献［U］大量制
备质粒。

!"$ 免疫沉淀
按照文献［C］采用转染试剂 O3(DV/148E3:/ #"""，

分别将 #$9 (+=))HAMNMH)*、(+=))H AMNMH)+ 和
(+=))H AMNMH)（* ; +）质粒 <*=转染生长过夜、密
度约 %"W的 @/O8细胞，RW+X# !CT培养 #&Y后，去
除培养液，细胞用 B,7 洗 ! 次，加入无甲硫氨酸
（P/4）和半胱氨酸（+Z0）的 <PFP培养，!"E3:后再加
入［!R 7］甲硫氨酸和［!R 7］半胱氨酸标记混合液进行
标记。UY后，弃去细胞培养上清，用 B,7 &T漂洗细
胞 !次，加入 >EO B,7（含 >E9[EO *@777H,3D43:），&T
孵育 !"E3:，用细胞裂解液裂解细胞，&T >#""" \ 9
离心 RE3:取上清，用抗原核表达 AMNM )*蛋白片

段（>" $ >R#88）小鼠血清与抗原核表达 AMNM )+蛋
白片段（>U# $ !#&88）小鼠血清的混合抗血清和蛋白
=琼脂糖微球（B3/21/）沉淀细胞裂解上清中的
AMNM )*或 )+蛋白，&T过夜。用细胞裂解液漂洗
抗原H抗体H蛋白 = 琼脂糖微球复合物 ! 次，加入
>"W7<7，]RT水浴孵育 >RE3:。再用抗生物素琼脂
糖微球沉淀解离的蛋白，&T作用 !Y后，用细胞裂解
液漂洗 !次。蛋白样品中加入等体积 # \ 7<7上样
缓冲液，]RT作用 RE3:后进行 7<7HB=)F分析。电
泳完毕后干燥凝胶，进行放射自显影检测。

!"/ 0-’免疫小鼠实验
(+=))HAMNMH)*、(+=))H AMNMH)+和 (+=))H

AMNMH)（* ; +）质粒 <*=混合物（按比例 >：>：> 混
合）和 (+=))7质粒 <*=分别以 >""$9[只剂量肌肉
注射免疫 >"只 U周龄 ,=O,[1小鼠，间隔四周以相
同剂量加强免疫，! 免 ! 周后采血，分离血清，用于
FO57=抗体及中和抗体检测［%］。
!"1 间接 2345’
重组杆状病毒 2,81HAMNMH)*和 2,81HAMNMH)+

种毒液按 > ^ >" 体积比感染新鲜制备 0V] 细胞，C#Y
后 >"""2[E3:离心收获感染细胞，B,7 离心洗涤，按
原培养液 >"W体积加入 B,7悬起细胞，超声波加两
次冻融裂解细胞，离心后收获上清，制备成抗原液。

分别以 *8@+X!（(@]?U）缓冲液 > ^>""倍稀释上述抗
原液，按每孔 >""$O包被 ]U孔 FO57=板 &T过夜；含
RW脱脂乳的 B,7G（"?"RW GK//:#"）封闭；> ^ R"倍稀
释 <*= 免疫鼠血清为一抗，另设相同稀释倍数
(+=))7免疫鼠血清为阴性对照；> ^ #R""倍 B,7G稀
释 @BA标记的山羊抗鼠 59)为二抗；B,7G洗涤，底
物 XB< 作用 #RE3:，#ED-[O 硫酸终止反应后，测定
,-&]"。每个血清稀释度至少设 !个平行孔，取平均
值计算 B[*值。
!"6 裂谷热糖蛋白囊膜嵌合 +5+假病毒颗粒中和
试验

用于替代 AMNM感染性活病毒进行血清中和试
验、具有感染和非生产性复制能力并表达绿色荧光

蛋白报告基因的 AMNM病毒糖蛋白 )（* ; +）嵌合
（(0._D4Z(/_）重组病毒 M7M")! AMNMH)按文献［&，
R］制备并滴定。血清中和试验参照文献［]］进行。

# 结果
#"! %&’(( )7898)(-、%&’(( )7898)(&、%&’(( )
7898)(（-. &）构建与鉴定
将 (,-./HAMNMH)*、(,-./HAMNMH)+、(1<*=>?>H

%CU Q=*) ‘3:9HY.8 ./ #+ J [0&/# 12&3’42’+’*2&# !252&#（#""C）&C（&）



!"#"$%（& ’ (）载体上 !"#" %&、%(、%（& ’ (）基因
亚克隆到真核表达载体 )(*%%+ 上，构成 )(*%%$
!"#"$%&、)(*%%$!"#"$%(和 )(*%%$!"#"$%（& ’
(）。!"#!和 $%&"双酶切、琼脂糖凝胶电泳鉴定真
核表达载体 )(*%%$!"#"$%& 和 )(*%%$!"#"$%(，
消化分别得到大小约为 ,-../)、011./)两个片段和
,-../)、02../) 两个片段，与预期结果相符。用
’()!、!*(!分别单酶切、琼脂糖凝胶电泳进行鉴
定 )(*%%$!"#"$%（& ’ (），’()!消化得到大小约为
2.../)、034./)、0.../) 4个片段，!*(!消化得到大
小约为 15../)、3,../)两个片段，与预期结果相符。
!"! 免疫沉淀
为了检测 !"#"蛋白 %&、%(的表达及其基因

6&*的免疫反应原性，采用脂质体介导的方法分别
将适量的 )(*%%$!"#"$%&和 )(*%%$ !"#"$%（& ’
(）质粒 6&*转染 789:细胞，用放射性元素和生物
素标记细胞后，以原核表达的 !"#" 蛋白片段 %&
和 %(免疫鼠血清和蛋白 *琼脂糖微球沉淀抗原，
再进行 +6+$;*%< 分析、放射自显影。以 )(*%%$
!"#"$%&转染的 78=:细胞进行免疫沉淀反应，显示
出特异的 2.>6: 检测蛋白，与 %&蛋白的理论值相
符（图 0）；以 )(*%%$!"#"$%（& ’ (）转染的 78=:细
胞进行免疫沉淀反应，显示出特异的 2.>6: 和
21>6:检测蛋白，与 %& 和 %( 蛋白的理论值相符
（图 0）。结果表明，!"#"蛋白 %&和 %(在 )(*%%$
!"#"$%&和 )(*%%$ !"#"$%（& ’ (）质粒 6&*转染
的 78=:细胞中获得有效表达。

图 # 免疫沉淀检测重组真核表达质粒瞬时表达 $%&%
’(和 ’)蛋白
#?@A0 <B)C8DD?EF EG !"#" %& :FH %( )CEI8?F ?F IC:FD?8FI A 789: J8==D
K8C8 IC:FDG8JI8H K?IL IL8 6&* JEFDICMJID 8FJEH?F@ !"#" %& :FH %（& ’
(）/N MD?F@ 9?)EG8JI:O?F8 3...P *I 3,L )EDIIC:FDG8JI?EF，IL8 J8==D K8C8
=:/8=8H K?IL［ 41 +］Q8I$(ND =:/8=?F@ O?B GEC 2L， GE==EK8H /N DMCG:J8
/?EI?FN=:I?EF :FH ?OOMFE)C8J?)?I:I?EF :D H8DJC?/8H ?F Q:I8C?:=D :FH
Q8ILEHDA ;CEI8?F D:O)=8D K8C8 )C8):C8H :FH :F:=NR8H /N +6+$;*%< :FH
IL8 C:H?E:MIE@C:)LNA 0P ;=:DO?H S8JIEC )(*%%+；3P )(*%%$!"#"$%&；
4P )(*%%$!"#"$%（& ’ (）A

!"* 间接 +,-./ 检测 $%&% 囊膜蛋白基因 0(/
免疫鼠血清特异抗体

为测试 !"#"囊膜蛋白基因 6&*的免疫原性，
分别以重组杆状病毒 CT:J$!"#"$%&和 CT:J$!"#"$
%(感染 DGU细胞裂解物制备的抗原液包被 U2孔酶
标板，检测 6&*免疫鼠血清中 !"#"囊膜蛋白 %（&

’ (）特异性抗体。重组杆状病毒 CT:J$!"#"$%&表
达 !"#" %&蛋白（C%&）为包被抗原，1.倍稀释 6&*
免疫鼠血清为被检一抗的 +,,U.平均值为 .P010，

)(*%%+免疫鼠血清为被检一抗的 +,,U.平均值为

.P..U，;V& 值为 02P-5（图 3）；重组杆状病毒 CT:J$
!"#"$%(表达 !"#" %(蛋白（C%(）为包被抗原，1.
倍稀释 6&*免疫鼠血清为被检一抗的 +,,U.平均值

为 .P.-5，)(*%%+ 免疫鼠血清为被检一抗的 +,,U.

平均值为 .P.00，;V&值为 -P.U（图 3）。

图 ! 间接 +,-./检测 0(/免疫小鼠血清 ’（( 1 )）蛋
白特异性抗体

#?@A 3 *FI?/EHN C8D)EFD8 IE 6&* ?OOMF?R:I?EF K?IL IL8 O?BIMC8 EG
)(*%%$!"#"$%&，)(*%%$!"#"$%( :FH )(*%%$!"#"$%（& ’ (）A
Q?J8 K8C8 /=8H :I 4K88>D )EDI IL?CH ?OOMF?R:I?EF :FH IL8 D8CMOD K8C8 0：
1. H?=MI8H GEC <9W+* :DD:N K?IL C8JEO/?F:FI /:JM=ES?CMD8D 8B)C8DD?F@ %
（& ’ (）)CEI8?F :D JE:I?F@ :FI?@8FA

图 * 0(/免疫鼠血清的中和曲线
#?@A4 &8MIC:=?R:I?EF JMCS8D EG D8CMO GCEO OEMD8 ?OOMF?R8H K?IL 6&*
O?BIMC8D EG )(*%%$!"#"$%&，)(*%%$!"#"$%( :FH )(*%%$!"#"$
%（& ’ (）A 0 X 0., WY "+"#%! !"#"$% K:D :HH8H :I 8:JL DI8) EG :
D8C?:= IKEGE=H H?=MI?EF EG L8:I$?F:JI?S:I8H 6&* ?OOMF?R8H OEMD8 D8CMO
（"）（4.O?F :I 12Z A ）?F IC?)=?J:I8 K8==DA *GI8C ?FJM/:I?EF GEC 0 LEMC
:I 4-Z，IL8D8 O?BIMC8D JEFI:?F?F@ 0 X 0., WY "+"#%! !"#"$% K8C8
:HH8H IE IL8 C?FD8H "8CE <2 OEFE=:N8CDA +8CMO GCEO )(*%%+
?OOMF?R8H OEMD8（#）K8C8 ?FJ=MH8H ?F 8:JL I8DI :D JEFICE=DA [L8 %#;$
8B)C8DD?F@ J8==D K8C8 JEMFI8H :I 3,L )EDI$IC:FDG8JI?EF MFH8C :
G=MEC8DJ8FJ8 O?JCEDJE)8A [L8 F8MIC:=?R?F@ I?IC8D K8C8 8B)C8DD8H :D IL8
C8J?)CEJ:= EG IL8 L?@L8DI D8CMO H?=MI?EF IL:I @:S8 5.\ C8HMJ8 EG IL8
FMO/8C EG %#;$8B)C8DD?F@ J8==DA

!"2 血清中和试验检测 $%&%囊膜蛋白基因 0(/
免疫小鼠血清特异中和抗体

!"#"的 %（& ’ (）囊膜蛋白介导伪型重组病毒
"+"#%! !"#"$%侵入敏感宿主细胞的过程完全模
拟了 !"#" 本身感染、侵入宿主细胞的过程，因而
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!"!!#! $!%!&#可替代高度生物安全危险的天然
的 $!%!用于中和试验。试验结果表明，表达 $!%!
#’、#(和 #（’ ) (）囊膜蛋白的重组真核表达质粒
*(+##&$!%!&#’、 *(+##&$!%!&#( 和 *(+##&
$!%!&#（’ ) (）,’+混合物免疫小鼠可诱导显著的
特异抗体反应，产生的抗体能显著有效中和 $!%!
囊膜蛋白 #（’ ) (）介导的伪型 !"!重组病毒侵入
$!%!易感宿主细胞的感染性，,’+免疫鼠血清完
全阻断 - . -/0 12的伪型病毒 !"!!#! $!%!&#的感
染性的有效稀释倍数 34倍以上；*(+##"免疫小鼠
血清则完全不能阻断伪型病毒 !"!!#! $!%!&#的
感染性（图 3）。

! 讨论
本研究成功构建了表达 $!%!囊膜糖蛋白 #’、

#(和 #（’ ) (）的重组真核表达质粒 *(+##&$!%!&
#’、*(+##&$!%!&#( 和 *(+##&$!%!&#（’ ) (）。
免疫沉淀试验结果表明，重组 $!%!蛋白 #’、#(在
*(+##&$!%!&#’ 和 *(+##&$!%!&#（’ ) (）质粒
,’+转染的 5678细胞中获得表达，同时 $!%!蛋白
#（’ ) (）基因表达的前体蛋白 #可有效的裂解为蛋
白 #’ 和 #(，且具有良好的免疫反应性。间接
971"+ 和中和试验结果表明，*(+##&$!%!&#’、
*(+##&$!%!&#( 和 *(+##&$!%!&#（’ ) (）质粒
,’+混合物免疫可诱导显著的 #’和 #(囊膜糖蛋
白特异体液免疫反应及阻断 $!%!囊膜蛋白 #（’ )
(）介导的伪型 !"!重组病毒侵入 $!%!易感宿主
细胞的中和抗体的形成。

布尼亚病毒的囊膜糖蛋白是由 : ;$’+ 编码
的，所有的病毒均具有一个连续的阅读框架，编码糖

蛋白的前体，再裂解为两种糖蛋白（#’和 #(）；囊膜
糖蛋白的主要功能是与细胞表面的受体结合。在布

尼亚病毒侵入宿主细胞的过程中，首先是病毒的一

种或两种囊膜糖蛋白介导病毒与细胞结合，再通过

病毒囊膜与细胞膜融合过程或细胞对病毒粒子的吞

噬作用进入宿主细胞。由于布尼亚病毒缺乏基质蛋

白，所以糖蛋白对病毒粒子的成熟和释放具有重要

作用。

$’+病毒囊膜糖蛋白对病毒与宿主细胞受体
结合、侵入、融合（<=>?@A）功能及中和抗体的诱导方
面起决定性作用。!"!和反转录病毒一样，具备和
多种异源病毒囊膜蛋白形成伪型病毒（*>=B@CD*6）的
能力。通过负链 $’+病毒的反向遗传操作技术，人
工缺失 !"!囊膜 #糖蛋白，使其完全被异源病毒相

应功能囊膜蛋白取代，装配于病毒粒子表面，形成的

伪型 !"!在受体结合功能、侵入机制及对中和抗体
的敏感性特异性方面与囊膜蛋白供体病毒高度相

似。利用这一特点，采用报告基因取代 !"!或反转
录病毒基因组囊膜蛋白基因，通过瞬时表达提供异

源囊膜蛋白，形成的伪型病毒被许多研究者用来取

代一些生物安全高度危险或细胞病变观察难度较大

$’+活病毒进行中和抗体检测、受体结合特性及抗
原性或中和表位的研究［-/，--］我国目前尚未发现

$!%!存在，客观条件不允许引进或操作 $!%!活病
毒，因此采用 #%E报告基因取代基因组 #蛋白基因
的重组 !"! 系统，通过高水平的瞬时表达提供
$!%!功能囊膜蛋白 #，获得安全、稳定、高滴度、具
备感染复制及 #%E指示能力的的 !"!伪型病毒，取
代 $!%!活病毒进行血清中和抗体检测，取得了良
好的效果。

通过小动物模型的被动免疫保护试验证实，中

和抗体可对 $!%!的致死性攻击形成免疫保护［-4］。
研究表明 $!%!的 #’和 #(蛋白一样，均能刺激机
体产生抗体，而我们以重组杆状病毒表达 $!%!囊
膜糖蛋白 #’和 #(作为包被抗原检测 ,’+免疫血
清的间接 971"+也表明 #’和 #(蛋白均能在体内
诱导抗体产生，且 #’囊膜蛋白诱导的 971"+抗体
滴度高于 #(蛋白。但在体内只有 #’蛋白诱导形
成中和抗体。本研究采用含有 $!%!囊膜蛋白基因
的真核表达质粒 ,’+，渴望 ,’+疫苗能够诱导有效
的特异性细胞免疫和体液免疫能力，为探讨 ,’+疫
苗防制裂谷热的可行性提供重要免疫试验模型，同

时也为 $!%!囊膜糖蛋白的结构与功能研究提供重
要的研究工具。
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