
!"卷 !期
#$$"年 %月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（!）：&%# ’ &%(

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+*,- #$$"

基金项目：国家自然科学基金（.$&"/0&(）
"通讯作者。123：%&4/$4(/&%.%%"；546783：9,::2;<9-*= 2>*= ?@
作者简介：杨 兵（/0"0 A），男，安徽安庆人，硕士研究生，研究方向为病毒基因工程疫苗。546783：B7@+<8@+/#/0;:C-6783 = ?C6

其他作者：谢 灿/，陆燕燕/，付远辉.，彭向雷#，洪 涛#，.

收稿日期：#$$&4//4$0；接受日期：#$$&4/#4/#；修回日期：#$$"4$#4#%

可表达人呼吸道合胞病毒融合蛋白辅助病毒

依赖型腺病毒载体的构建与制备

杨 兵/，何金生/，#"，石长信!，张 梅/，虞结梅/

（/ 安徽医科大学免疫学教研室 合肥 #.$$.#）（# 北京交通大学生物科学与技术研究所 北京 /$$$!!）

（. 中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所 北京 /$$$(#）
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摘 要：构建可表达 )亚型人呼吸道合胞病毒（:*67@ N2,O8N7-CNB ,B@?B-873 E8N*,，PKQ）融合蛋白（F*,8C@ ONC-28@，R）的辅
助病毒依赖型腺病毒载体（:23O2N4>2O2@>2@- 7>2@CE8N73 E2?-CN，GD)>），并完成大量制备、纯化和 R蛋白的体外表达鉴
定。将带有 JIQ启动子序列的 R基因亚克隆至克隆载体 OKJ//，鉴定正确后，克隆至 GD)> 质粒 OKJ/(S，构建
OKJ/(STR GD)>重组质粒，!"#!消化 OKJ/(STR去除原核复制元件及抗性基因，获得 GD)>TR DU)分子，经磷酸钙
共沉淀法转染 #0.JN2!细胞，/&:后感染辅助病毒，收获 GD)>TR载体粗提液，随后以 GD)>TR粗提液及辅助病毒连
续共感染 #0.JN2!细胞直至 GD)>TR达到复制极限，同时以可表达"4半乳糖苷酶（"4+737?-C,8>7,2，V7?L）报告基因的
GD)>V7?L载体作为平行对照监测载体复制过程。与辅助病毒共感染 #0.JN2!细胞进一步扩增 GD)>TR、J,J3梯度
法超速离心制备大量纯化的 GD)>TR载体，体外感染 #0.细胞，P14WJP检测到 R基因有转录，X2,-2N@ <3C-分析表明
R蛋白有特异性表达。总之，成功构建 GD)>TR载体并在真核细胞中实现表达，为体内免疫学效力试验奠定基础，
为研制 PKQ疫苗提供了一种新方法。
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PKQ是一个世界范围内严重危害婴幼儿健康的
最常见的呼吸道感染性病原体，首次感染多发生在

一岁以内的婴儿，尤其是 # ’ &个月的婴幼儿，是造
成婴儿期住院的主要原因［/］。美国每年因 PKQ 的
感染约有 0万人需要入院治疗，花费约 .亿美元，欧
洲 #岁以下的婴幼儿的下呼吸道感染中有 !#Z ’
!(Z是由 PKQ引起的［#］。我国北京地区 #$$$ ’ #$$#
年间，对 /!$#个病毒性呼吸道感染婴幼儿患者进行
PKQ检测，其中 &&Z是由该病毒引起的［/.］。鉴于
PKQ危害的严重性，目前尚无有效的预防和治疗手
段，世界卫生组织及美国医学研究院有关 #/世纪疫
苗报告中将发展 PKQ疫苗作为 #/世纪最优先发展
的疫苗项目之一［.］。因此，研制一种有效而安全的

PKQ疫苗保护易感人群具有重要意义。
PKQ病毒属副黏病毒科，肺炎病毒属，由单股负

链 PU)组成，共编码 //种蛋白，其中 R和 [两种糖
蛋白是激发机体产生保护性抗体最主要的病毒抗

原。与 [蛋白相比，R蛋白有更多的抗原识别位点，
不但能刺激机体产生体液免疫还能激发细胞免疫应

答，可同时预防不同毒株的感染，因此，无论从诊断

试剂研制还是疫苗开发的角度，R蛋白都比 [蛋白
具有优势。辅助病毒依赖的腺病毒载体，俗称为“无

肠型（+*-32,,）”载体，仅含有腺病毒复制信号（\1P,）
和包装信号（#），缺乏所有腺病毒编码基因，需要辅
助病毒为其提供全部的结构和功能蛋白，方能完成

复制过程。因安全、高效、转移容量大和持续表达等

特点，现主要用于基因治疗的研究［! ’ &］，GD)>作为
疫苗的研究起步较晚，#$$!年底在 [2@2 1:2N7OB 杂
志发表了第一篇通过肌肉注射途径诱导系统免疫的

研究论文［"］，至今，尚没有作为黏膜基因释放系统用

于疫苗研究的报道。本试验旨在以 PKQ R抗原作为
模式蛋白，构建可表达 R蛋白的 GD)>载体，并在体
外进行表达和鉴定，以期为 PKQ疫苗研究寻找一种
新的有效方法。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 细胞株和毒株：GD)> JN2T3C]W系统购自加拿



大 !"#$%&"’公司，()*+, 细胞由本实验室保存，-./
毒株（0亚型 1%23株）由首都儿科研究所钱渊教授
惠赠，,45细胞由本室保存。
!"!"# 菌株和质粒：*#670589（ :）;<由本室保存，
*.=40、*.=99、*.=9>?由石长信［@］构建。
!"!"$ 主要试剂：限制性内切酶 !"#!、A+$%#!、
!+&#’!购自美国 7BC )23DE2F ?"%DE&G公司；其它限
制性内切酶、670 !E$HB$、.0I、JK 670 聚合酶、JK
670 连接酶购自 !?A；()* 670 聚合酶、J-AL%D、
IM$"N"#EO"%2 .PGOBQ 及 0!/ -BRB$GB J$E2G#$"*OEGB 为
I$%QE3E公司产品；脂质体转染试剂盒 1"*%NB#OEQ"2B
,SSS购自 A2R"O$%3B2 公司；羊抗 -./ 多抗（0?99,@）
购自 =TBQ"#%2 公司；引物由上海生工生物公司合
成。

!"# %&’(重组质粒 )*+!,-./的构建
用 +,’!和 -.)!分别酶切 *=670589（ :）;<

和 *.=99，回收目的片段，将含有 =!/ 启动子的 <
基因与线性化的 *.=99 进行连接，转化、挑菌和摇
菌，然后小提质粒用 /%0-"进行鉴定，获得的重组
质粒命名为 *.=99;<。

12#!和 !"#!酶切 *.=99;<，JK 670 聚合酶、
JK 670 连接酶分别进行末端补平及连接，去除
!"#!酶切位点，获得的重组质粒命名为 *.=99;<
12#!+!"#!。
用 A+$%#!和 A+&#’!酶切 *.=99;< 和 *.=9>?，

切胶回收目的片段，进行连接、转化、挑菌和摇菌。

提质粒分别用 3)"(!、/%0-!、/%0-"、456F#、
!78!进行酶切鉴定，将重组质粒取名为 *.=9>?;<。
!"$ %&’(./载体的获得
取 *.=9>?;< 重组质粒，!"#!酶切消化，待

,45=$BK细胞丰度达到 4SU时，进行转染。转染后
第 ,天，弃掉培养液，加入含 ,U <=.的 6!)!维持
液。取辅助病毒 (9K，按 Q%" >8S *NM;细胞感染
,45=$BK细胞，置 5VW =X, 培养箱继续培养。约

,K Y V,T后，细胞完全病变、脱落，收集脱落后的细胞
及上清，转移至 9>Q1 离心管中，,SSS$;Q"2，离心
>Q"2。弃部分上清，保留约 KQ1，用吸管重悬沉淀，
Z @SW冰箱，冻存 5SQ"2，5VW水浴融化，获得 IS 代
(60F;<载体粗提液，取 9Q1 接种至形成单层、含
,U <=. 6!)! 维持液的 ,45=$BK 细胞中，同时按
Q%" ,8S *NM;细胞加入辅助病毒，5VW、=X, 培养箱继

续培养至细胞病变。约 K@T 后，细胞完全病变、脱
落，按上法处理 ,45=$BK 细胞，重复 [ 轮获得 I[ 代
(60F;<粗提液。
同时以可表达$+半乳糖苷酶（$+3EDE#O%G"FEGB，

1E#\）报告基因的 (60F1E#\ 载体（ !"#!线性化

*.=40）作为平行对照监测载体复制过程。
!"0 %&’(.载体大量制备及纯化
用 5S个 9>S ] ,SQQ培养皿培养 ,45=$BK细胞，

待细胞丰度约为 4SU时，取 (60F;<和辅助病毒共
感染 ,45=$BK细胞，约 K@ Y V,T后，收获细胞及培养
液。=G=D密度梯度及等密度梯度法两次超速离心
纯化 (60F;< 载体，样品在 KW、9SQQ%D;1 J$"G+(=D
（*(@8S）中透析 ,KT，期间换液 5 次，紫外分光光度
计测定 9:,[S值并计算 (60F;<载体颗粒浓度，其余
放 Z @SW保存备用。
!", 1234+1鉴定
取 (60F;<载体按 Q%" 9S *NM;细胞感染 ,45 细

胞 V,T，弃去病毒维持液，提取细胞总 -70，于
Z @SW保存备用。
根据 <基因序列合成一对引物：上游引物（2O9+

2O94） >^+0J__0_JJ_==00J==J=0+5^，下 游 引 物
（2OVK9+2OV,9）>^+J0=0__ J_J0_JJ0=0==J_+5^。以
细胞总 -70为模板，按逆转录试剂盒说明书进行操
作，I=-反应条件：4KW 5Q"2；45W 9Q"2，>@W 9Q"2，
V,W 9Q"2，进行 5S个循环；V,W 9SQ"2。于 9U的琼
脂糖凝胶电泳鉴定 I=-产物。同时用总 -70为模
板，直接 I=-扩增作为阴性对照。
!"5 67897:; <=>9鉴定
纯化的 (60F;<载体感染 ,45细胞后 K@T，收获

细胞，用预冷的 I?.清洗 5次，然后弃去上清，加入
9>S%1的细胞裂解液振荡混匀，反复冻融 5 次，
9KSSS$;Q"2、5SQ"2，取上清，进行 .6.+I0_) 分析，转
膜后用 -./多抗进行‘BGOB$2 &D%O分析，用 )=1检测
试剂盒检测，暗室内用 a线片曝光并显影和定影。
以正常培养的 ,45细胞为阴性对照，以 -./感染的
()*+,细胞作为阳性对照。

# 结果
#"! 构建 %&’(./重组质粒 )*+!,-./
将含有 =!/启动子的 <基因亚克隆入中间载

体 *.=99，/%0-"酶切，琼脂糖凝胶电泳结果显示，
得到一条约 ,9SS&*的电泳条带，与预计的一致。然
后用 12#!和 !"#!酶切 *.=99;<，去除 !"#!酶切
位点，并用 !"#!和 -.)!进行酶切鉴定，仅观察到
约 [SSS&*的线性化条带，证实 !"#!酶切位点已经
消失。

进一步克隆 <基因入辅助病毒依赖的腺病毒质
粒 *.=9>?，提质粒并用 3)"(!、/%0-!、/%0-"、
456F#、!78!酶切鉴定，与预计的一致（图略）。
#"# 1234+1检测 /基因是否转录

(60F;<载体感染 ,45 细胞，V,T 后进行检测，
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实验组观察到约 !"#$%的 &’(片段，阴性对照组未
见任何条带，说明 )&(*+,载体感染 -./ 细胞后，,
基因有转录（图 0）。

图 ! "#$%&"鉴定 ’蛋白基因的转录
,1230 , 2454 67859:71%61;5 :;5<17=4* $> ?@ABC?3 0DBC? 749EF6 ;< 6;68F
?’(（’42861G4 :;567;F）；-D%7;*E:6 ;< ?@ABC?；H3&I-### =87J47 3

()* +,-.,/0 123.分析 ’基因在 (4*细胞中是否表达
)&(*+, 载体感染 -./ 细胞裂解液，分别在

"#J&8和 --J&8处出现特异性条带，而正常培养的
-./细胞裂解液无任何条带，说明 ,基因在 -./细胞
可以表达（图 -）。

图 ( +,-.,/0 123.鉴定 ’蛋白表达
,123- @K4 4L%74991;5 ;< , 2454 858F>M4* $> N496475 $F;6 3 H3 B7;6415
=87J47；0D C4FF F>9864 ;< ?OP 15<4:64* )Q%A- :4FF9（B;9161G4 :;567;F）；
-DC4FF F>9864 ;< )&(*+, 15<4:64* -./ :4FF9；/D C4FF F>9864 ;< -./ :4FF9
（’42861G4 :;567;F）

* 讨论
?OP ,蛋白同时具有 R细胞抗原表位和 C@I抗

原表位，是 ?OP感染后诱导机体产生体液免疫和细
胞免疫的主要蛋白，在 ?OP(、R两个亚型中 ,蛋白
抗原性极为保守，可以同时预防不同毒株感染，起交

叉保护作用。

,蛋白是一个典型的!型糖蛋白，全长 "!S 个
氨基酸，相对分子量约 T/D"J&8，经修饰后约 !#J&8。
,蛋白包含 ,0 区（((0/! U "!S）、,- 区（((0 U 0#.）
及裂解多肽（((00# U 0/T），,- 区的 ((- U -# 为信
号肽，((-0 U -" 为信号肽切割位点，信号肽是一段
可裂解的疏水性氨基酸。?OP感染细胞后，,蛋白
首先合成 ,;前体，后被宿主细胞蛋白酶切割成CA端
,0和 ’A端的 ,-两个亚单位，并获得融合活性，相对

分子量分别为 --J&8和 "#J&8［.］。
目前正在研制的 ,糖蛋白 ?OP疫苗有减毒活

疫苗、亚单位疫苗、重组病毒疫苗和 &’(疫苗等，减
毒活疫苗和亚单位疫苗已进入临床试验阶段，特别

是纯化的 ,糖蛋白亚单位疫苗已经在成人、大于 0-
个月婴幼儿及有慢性肺部疾病儿童、住院的老年人

和孕妇中进行了评估。但这些疫苗因安全性不足或

免疫原性不理想尚难以用于 0 U -个月的新生儿。
以 )&(*作为黏膜基因释放系统用于 ?OP疫苗

研究较其它病毒载体有诸多优点。首先，)&(* 缺
失了腺病毒所有的编码基因，不存在腺病毒毒力回

复问题，解决了以往病毒载体作为递送系统存在的

病毒毒力回复问题，增加了应用于免疫力低下的新

生儿的安全性［0#］；其次，)&(*与缺失 Q0和 Q/区的
第一代腺病毒载体（ <1796 24547861;5 8*45;G17E9 G4:6;7，
,V(&）具有相同的细胞嗜性，可高效感染呼吸道上
皮细胞，通过滴鼻途径进行接种，与 ?OP的自然感
染途径相同，适于预防通过呼吸道感染的 ?OP，痛苦
小，便于早期应用［00］；第三，)&(* 缺失了所有腺病
毒编码序列，不能在感染细胞内合成腺病毒的结构

和功能蛋白，可避免或减轻机体产生抗腺病毒免疫

应答，尤其是 C@I9介导的腺病毒特异性的细胞免疫
应答，缓解机体对病毒载体的免疫清除作用，使

)&(*在细胞内可长期存在，能持续表达一个月甚
至两年以上［0-］；第四，产生增强的 @K0型免疫应答，
避免因 ?OP疫苗引起的疾病增强作用。证据表明
与 ,V(*相比，)&(*可诱导机体免疫系统产生更强
的由 C@I9介导的细胞免疫应答［!］；最后，与一般的
病毒载体相比，)&(*可携带的外源基因高达 /!J$，
能发展为同时表达 ?OP多种抗原或不同病毒抗原
的新型多价疫苗载体。

本研究成功将 ,基因克隆至 )&(*质粒，利用
C74+F;LB 系统获得并大量制备了 )&(*+, 载体，
)&(*+,载体的分子量为 -.DWJ$，介于 -W U /0J$ 之
间，不但有利于载体包装，而且便于与残存辅助病毒

)0S（/"DWJ$）的分离［S］。总之，成功构建 )&(*+,载
体并在真核细胞中实现表达，为体内免疫学效力试

验奠定基础，为 ?OP疫苗研制提供了一种新方法。
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