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犬 CTLA-4 胞外区的分子克隆、表达和对犬细小病毒 
VP2 的免疫佐剂作用 

吴植, 孙怀昌*, 张鑫宇 
(扬州大学兽医学院, 扬州 225009) 

摘要：【目的】探索犬细胞毒性 T细胞相关抗原-4(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4, CTLA-4)

胞外区作为免疫佐剂的可行性。【方法】根据已发表序列设计引物, 用 RT-PCR 扩增 CTLA-4 胞外区

编码序列, 用 PCR 扩增犬细小病毒(canine parvovirus, CPV)VP2 蛋白主要抗原表位基因片段 VP2S, 

将 VP2S 克隆入含和不含 CTLA-4 胞外区基因片段的原核表达质粒 pQE-31; 用获得的重组质粒

pQE-CTLA-4-VP2S 和 pQE-VP2S 转化大肠杆菌, 并进行诱导表达; 用相同剂量的重组蛋白 VP2S 和

CTLA-4-VP2S 免疫小鼠, 用间接 ELISA 和血凝抑制试验比较两个免疫组的抗体水平。【结果】经过

30 次循环 PCR 扩增后, 琼脂糖凝胶电泳显示预期大小的扩增产物; 序列测定结果显示, 克隆的毕格

犬 CTLA-4 胞外区与已发表序列的核苷酸同源性为 99.2%, 氨基酸序列同源性为 98.4%, 结合 B7 分

子的六肽基序(MYPPPY)无变化; VP2S与已发表 CPV VP2的核苷酸序列同源性为 99%, 氨基酸序列

同源性为 98.6%; 经 IPTG 诱导后 , 两种重组大肠杆菌表达预期的 29kDa VP2S 和 42kDa 

CTLA-4-VP2S 重组蛋白 , 两者均能被 CPV 抗血清识别 ; 间接 ELISA 和血凝抑制试验结果显示 , 

CTLA-4-VP2S 免疫组的抗体产生时间为初免后第 2 周, 抗体高峰期为初免后第 4 周, 而 VP2S 免疫

组的抗体产生时间为初免后第 4周, 抗体高峰期为初免后第 5周, 两个试验组高峰期 ELISA抗体效价

和血凝抑制抗体效价分别相差 100倍和 10倍。【结论】犬 CTLA-4胞外区可作为分子佐剂促进 CPV VP2

蛋白抗体的产生。 
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细胞毒性 T 细胞相关抗原 -4 (cytotoxic T 

lymphocyte-associated antigen-4, CTLA-4)属于免疫球

蛋白超家族, 主要在活化的 CD4+和 CD8+T 细胞以及

激活的 B细胞表面表达。CTLA-4 可与 CD28分子竞

争结合 T 细胞上的 B7 分子, 且其亲合力是 CD28 的

10~50 倍, 因此是免疫应答负调节的主要表面吸附分

子。单体 CTLA-4由特征性的 IgV胞外区、跨膜区、

胞内区构成, 其中 IgV 胞外区含有结合 B7 分子的六

肽基序(MYPPPY), 可与巨噬细胞等抗原递呈细胞上

的 B7 分子结合但不传递负调节信号 [1,2]。Rohrbach

等[3]将人 CTLA-4 胞外区编码序列与表皮生长因子受

体相关的受体酪氨酸激酶 ErbB2基因片段融合, 用重

组菌表达的 CTLA-4-ErbB2 免疫小鼠, 结果证明不仅

能诱导特异性 CD8+T 细胞应答, 而且能保护小鼠免

受肿瘤细胞接种。Deliyannis 等[4]将人 CTLA-4 胞外

区编码序列与流感病毒血凝素基因融合 , 用构建的

基因疫苗免疫小鼠 , 结果证明能诱导特异性体液和

细胞免疫应答。这些研究资料显示, CTLA-4胞外区可



370  Zhi Wu et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(3) 

  

 

作为抗原递呈细胞的靶向分子和新型分子佐剂。 

犬细小病毒病由犬细小病毒 (canine parvovirus, 
CPV)引起 , 目前主要用弱毒疫苗预防 , 但免疫效果
不理想[5,6]。CPV主要编码 NS1、NS2、VP1、VP2 4
种蛋白, 其中 VP2为主要衣壳蛋白, 含主要中和抗原
表位[7]。Langeveld等[8, 9]用含 VP2抗原表位的合成肽
或表达 VP2 蛋白的重组植物病毒免疫犬, 证明能诱
导特异性中和抗体应答。但到目前为止, 尚无用大肠
杆菌成功表达 CPV VP2 全基因的报道。为了探索犬
CTLA-4 胞外区作为靶向分子佐剂的可行性, 我们用
RT-PCR 从激活的犬淋巴细胞中扩增 CTLA-4 胞外区
编码序列, 将其与含 CPV VP2主要抗原表位的 VP2S
基因片段融合, 用大肠杆菌表达的非融合蛋白 VP2S
和融合蛋白 CTLA-4-VP2S 免疫小鼠, 经 ELISA和血
凝抑制试验证明, CTLA-4-VP2S免疫组产生抗体的时
间和水平均显著优于 VP2S 免疫组, 提示犬 CTLA-4
胞外区可作为抗原递呈细胞的靶向分子。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂:  淋巴细胞分离液购自上海华精生
物高科技有限公司; Omniscript RT kit购自 QIAGEN 
公司; Wizard DNA Clean-up System、RNAgent Total 
RNA Isolation System、刀豆素 A(ConA)购自美国
Promega公司; T4 DNA 连接酶、限制性内切酶和 Taq 
plus DNA 聚合酶购自 TaKaRa 公司 ; IRDyeTM- 
conjugated goat anti-mouse IgG购自美国 Rockland公
司; Ni+-NTA purification System购自 Invitrogen公司; 
其他试剂为国产分析纯。 
1.1.2  实验动物、质粒及菌株:  8周龄 BALB/c小鼠
由扬州大学比较医学中心提供, 雌雄各半; pMD18-T
载体购自 TaKaRa公司; 原核表达载体 pQE-31、M15
大肠杆菌购自 QIAGEN公司; pcDNA3-VP2由本实验
室构建; 大肠杆菌(E.coli)DH5α感受态细胞由本实验
室按常规方法制备。 

1.2  犬淋巴细胞总 RNA 的提取 
无菌采取犬抗凝血约 20mL, 按淋巴细胞分离液

使用说明书分离淋巴细胞。用 10mL 含有 10 mg/L 
ConA和 10%小牛血清的 RPMI 1640培养液, 将分离
的外周血淋巴细胞在 37℃、5％CO2 培养箱中培养

48~72 h, 按照 RNAgent Total RNA Isolation System
说明书提取犬淋巴细胞总 RNA。 

1.3  犬 CTLA-4 胞外区编码序列的扩增 
根据 GenBank 中犬 CTLA-4 基因(AF143204)序

列 , 参考文献 [10]确定犬 CTLA-4 胞外区 , 设计一对
PCR 引物, 序列分别为 5′-ACTGGATCCTGGGATG 
CATGCGGCTCAGCC-3′和  5′-CTGGGTACCGTCA 
GAATCTGG -GCAAGGT-TC-3′(下划线为引入的
Bam HI和 Kpn I酶切位点), 引物由上海生工合成。
RNA反转录按 Omniscript RT kit说明书进行, 20µL反
应体系为: 2µL 10×buffer, 2μL dNTP Mix, 2µL 10pmol
反向引物, 1U Omniscript Reverse Transcriptase, 1µL 
(1.2µg)总 RNA, 12µL RNase-free水, 反应条件为 37℃ 
60min; 50µL PCR反应体系为: 4µL RT反应产物, 5µL 
10pmol 正反向引物, 4µL dNTP Mix, 5µL10×buffer, 
1µL (5U)rTaq, 26µL ddH2o; PCR程序为: 94℃3min; 
94℃30s, 57℃30s, 72℃30s, 30次循环; 72℃10min。扩
增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳分析。 

1.4  CPV VP2 基因片段的扩增 
用 DNAStar 软件包中的 Protean 程序进行 CPV 

VP2 蛋白亲水性和抗原指数分析, 将对应于 293-520
位氨基酸的亲水性和抗原指数高的区域命名为

VP2S。用 Primer Premier 5.0软件设计正向引物 F1、
F2 和反向引物 R, 序列分别为 5′-TAGGTACCTTCT 
TTGCCTCAATCTGAAG-3′、 5′-TAGGTACCTCTTT 
GCCTCATCTGAAG-3′和 5′-GCAAGCTTTCTTGAC 
ATATTAGCAGATG-3′(下划线为引入的 KpnⅠ和
HindⅢ酶切位点), F1 和 R 引物组合用于非融合表达 
VP2S基因片段的扩增, F2和 R引物组合用于 CTLA- 
4-VP2S融合基因片段的扩增。50μL PCR反应体系为: 
2μL pcDNA3-VP2, 5μL 10pmol正反向引物, 4µL dNTP 
Mix, 5μL10×buffer, 1μL(5U)Ex Taq, 28μL ddH2O; PCR
程序为: 94℃3min; 94℃30s, 52℃30s, 72℃30s, 30 次  
循环 ; 72℃10min。扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电  
泳分析。 

1.5  PCR 产物的克隆与序列分析 
PCR产物的克隆按 pMD18-T 说明书进行。将转

化的大肠杆菌在表面涂有 40μL X-gal(20mg/mL)和
4μL IPTG(200mg/mL)的琼脂平板上培养过夜 , 挑取
白色菌落 , 在含 100μg/mL 氨苄青霉素(Amp)的 LB
中培养 10~12h, 按常规方法小量提取质粒 DNA。用
限制酶切法鉴定重组质粒 , 插入片段正确的重组质
粒送 TaKaRa 公司进行序列测定 , 将所获序列与
GenBank 中的犬 CTLA-4 和 CPV VP2 基因序列进行
比对分析。 
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1.6  重组表达质粒的构建 
用限制酶 KpnⅠ和 HindⅢ将以 F1和 R引物组合

扩增的 VP2S基因片段从 pMD18-T载体上切下, 琼脂
糖凝胶电泳回收的目的片段与同酶消化的 pQE-31 载
体连接 , 转化大肠杆菌后获得的重组质粒命名为
pQE-VP2S。用限制酶 Bam HⅠ和 KpnⅠ将 CTLA-4
胞外区基因片段从 pMD18-T 中切出, 琼脂糖凝胶电
泳回收的目的片段与同酶消化的 pQE-31 载体连接 , 
转 化 大 肠 杆 菌 后 获 得 的 重 组 质 粒 命 名 为

pQE-CTLA-4。用限制酶 KpnⅠ和 HindⅢ将以 F2和 R
引物组合扩增的 VP2S 基因片段从 pMD18-T 载体上
切下 , 琼脂糖凝胶电泳回收的目的片段与同酶消化
的 pQE-CTLA-4连接, 转化大肠杆菌后获得的重组质
粒命名为 pQE-CTLA-4-VP2S。 

1.7  重组菌的诱导表达 
将重组质粒 pQE-VP2S和 pQE-CTLA-4-VP2S转

化的 M15 大肠杆菌单菌落接种含有 100μg/mL Amp
和 25μg/mL卡那霉素(Kan)的 2×YT培养液, 37℃培养
3h(OD600=0.6), 加入终浓度为 1mmol/L的 IPTG, 30℃
诱导表达 4h。 

1.8  重组蛋白的 Western blot 分析 
将 IPTG诱导前、后的空质粒 pQE-31、重组质粒

pQE-VP2S 和 pQE-CTLA-4-VP2S 转化菌进行超声波
裂解 , 12000r/min 离心后分别收集离心上清和沉淀 , 
按常规方法进行 SDS-PAGE分离。按照仪器说明书将
分离蛋白转移(350mA/20min)到 PVDF 膜上, 参考文
献[11]进行 Western blot分析, 封闭液为含 10% BSA
的 PBS, 洗涤液为含 0.1%Tween-20的 PBS, 第一抗体
为 1 : 100 稀释的鼠抗 CPV 血清, 第二抗体为 1 : 
10000稀释的 IRDye-conjugated goat anti-mouse IgG, 
杂 交 信 号 用 Odyssey Infrared Imaging System 
(LI-COR, Biosciences)在 800nm波长下扫描。 

1.9  重组蛋白免疫小鼠和抗体测定 
鉴于目的蛋白 CTLA-4-VP2S 和 VP2S 均以包涵

体形式存在, 按照 Invitrogen 公司的 Ni+-NTA purifi-
cation System 说明书纯化 8M 尿素溶解的重组蛋白, 
经过复性和 PEG20000 浓缩后, 用紫外分光光度计测
定 OD280 和 OD260 值 , 根据公式蛋白浓度(mg/mL)= 
1.45×OD280-0.74×OD260 计算蛋白质浓度。将 9 只
BALB/c小鼠随机分成 3组, 每组 3只, 分别为 CTLA- 
4-VP2S免疫组、VP2S免疫组和 PBS对照组, 每只小
鼠腹部皮下 3 点注射 50μg 重组蛋白, 首免 3 周后用
相同方法加强免疫 1次。在初免后每周经眼眶后静脉

丛采血, 分离血清 20~25μL/只, 按常规的 ELISA 和 
HI 方法检测血清中 CPV 抗体, ELISA 板包被抗原为
大肠杆菌表达和经过尿素变性、复性的 VP2S, 浓度
为 5μg/mL; HI试验用 YZ株 CPV进行。 

2  结果 

2.1  犬CTLA-4胞外编码区的RT-PCR扩增与序列分析 
将从 ConA刺激 48h的犬淋巴细胞提取的总 RNA

进行琼脂糖凝胶分析, 可见明显的 28S、18S、5S RNA 
3条带, 说明所提 RNA的质量较好。紫外分光光度计
测定 RNA 的 OD260/OD280比值为 2.16, 计算得 RNA
浓度为 1200μg/μL。 

将犬 CTLA-4胞外编码区的 RT-PCR扩增产物进
行 1%琼脂糖凝胶电泳分析, 可见预期的约 0.4kb 特
异条带。将 3 次 RT-PCR 扩增产物克隆入 pMD18-T
中, 各随机挑取 1 个重组质粒进行序列测定, 结果显
示从毕格犬淋巴细胞中克隆的 CTLA-4胞外编码区由
375 个碱基组成, 编码 125 个氨基酸。将所得序列与
GenBank中的犬 CTLA-4胞外区核苷酸序列进行比对
分析, 结果显示核苷酸序列同源性为 99.2%, 推导的
氨基酸序列同源性为 98.4%, 仅 37 位的蛋氨酸替换
为缬氨酸, 118位的甘氨酸替换为天冬氨酸。 

2.2  VP2S 基因片段的 PCR 扩增 
用 DNAStar 软件包中的 Protean 程序进行 CPV 

(YZ 株)VP2 蛋白氨基酸序列的亲水性、抗原指数等
二级结构分析, 结果显示 293~520位氨基酸区域为亲
水性和抗原指数较高的氨基酸集中区。以 pcDNA3- 
VP2 为模板, 分别以 F1、R 和 F2、R 组合引物进行
PCR 扩增, 琼脂糖凝胶电泳分析可见预期的 0.7kb 特
异条带。 

2.3  VP2S 表达载体的构建与鉴定 
将 F1、R 引物组合扩增的 CPV VP2S 基因片段

插入表达质粒 pQE-31, 获得的重组质粒 pQE-VP2S
用限制酶 Hind III和 Kpn I消化, 琼脂糖凝胶电泳后
可见预期的 3.1kb 和 0.7kb 两条带 , 分别对应于
pQE-31 载体和 VP2S 基因片段(图片未显示)。先将
RT-PCR 扩增的犬 CTLA-4 胞外编码区插入 pQE-31
质粒的 Bam HI 和 Kpn I 位点之间, 获得的重组质粒
pQE-CTLA-4用限制酶 Bam HI和 Kpn I消化, 琼脂糖
凝胶电泳后可见预期的 3.1kb 和 0.4kb 的两条带, 分
别对应于 pQE-31载体和 CTLA-4胞外编码区(图片未
显示); 将 F2、R 引物组合扩增的 VP2S 片段插入
pQE-CTLA-4的 Kpn I和 Hind III位点之间, 获得的重
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组表达质粒 pQE-CTLA-4-VP2S 用限制酶 KpnⅠ和
HindⅢ消化, 琼脂糖电泳后可见预期的 3.5kb和 0.7kb
的两带(图片未显示)。 

2.4  重组菌的诱导表达 
将空质粒 pQE-31、重组质粒 pQE-VP2S 和

pQE-CTLA-4-VP2S 转化的 M15 大肠杆菌在含
100μg/mL Amp和 25μg/mL Kan的 2×YT培养液中培
养至 OD600=0.6(约 3h), 加入 1mmol/L IPTG, 30ºC诱
导表达 4h 后进行超声波裂解, 分别取离心上清和沉
淀进行 SDS-PAGE分析, 结果与 pQE-31转化菌相比, 
IPTG 诱导的 pQE-VP2S 转化菌有 1 条预期的 29kDa
额外条带(图 1), 主要存在于细菌裂解物的离心沉淀
中; IPTG诱导的 pQE-CTLA-4-VP2S转化菌裂解物有
1 条预期的 42kDa 额外条带, 主要存在于细菌裂解的
离心沉淀中(图 2)。 

 
图 1  pQE -VP2S 转化菌的诱导表达分析 
Fig. 1  SDS-PAGE of VP2S expressed in E.coli. 1. Transfor-
mant of empty vector pQE-31; 2. Transformant of pQE-VP2S 
after IPTG induction. 3. Transformant of pQE-VP2S without 
IPTG induction; M: Prestained protein molecular weight marker. 

 
图 2  pQE-CTLA-4-VP2S 转化菌的诱导表达分析 
Fig. 2  SDS-PAGE of CTLA-4-VP2S expressed in E.coli. 
1.Transformant of empty vector pQE-31; 2.Transformant of 
pQE-CTLA-4-VP2S before IPTG induction; 3. Transformant of 
pQE-CTLA-4-VP2S after IPTG induction; 4.Supernatant of 
pQE-CTLA-4-VP2S-transfromant after IPTG induction and 
centrifugation; 5. Pellet of pQE-CTLA-4-VP2S-transfromant 
after IPTG induction and centrifugation; M. Prestained protein 
molecular weight marker. 

2.5  重组 VP2S 的 Western blot 鉴定 
将 IPTG 诱导前、后的 pQE-31、pQE-VP2S 和

pQE-CTLA-4-VP2S 转化菌裂解物进行 SDS-PAGE 分
离, 转印 PVDF膜, 以 CPV免疫小鼠血清为第一抗体
进行Western blot分析, 结果在 IPTG诱导的 pQE-VP2S
和 pQE-CTLA-4-VP2S 转化菌中分别检测到预期的
29kDa和 42 kDa的蛋白条带(图 3)。 

 
图 3  重组 VP2S 的 Western blot 分析 
Fig. 3  Western blot of recombinant protein VP2S. 1. Transformant 
of pQE-CTLA-4-VP2S after IPTG induction; 2.Transformant of 
pQE-VP2S after IPTG induction; 3.Transformant of pQE-VP2S be-
fore IPTG induction; 4.Transformant of pQE-CTLA-4-VP2S before 
IPTG induction; M. Prestained protein molecular weight marker. 
 

2.6  小鼠免疫及抗体测定 
每只小鼠用 50µg 重组蛋白免疫 2 次, 初免后每

周采集眼眶血样分离血清, 以变性和复性后的 VP2S
为包被抗原, 用间接 ELISA 检测血清中的抗体效价, 
结果显示 CTLA-4-VP2S 免疫组初次免疫后第 2 周的
抗体效价为1:10, 第4周抗体水平达到高峰期(1:100000), 
随后缓慢下降; VP2S 免疫组在初次免 疫后第 3 周抗  
体检测仍为阴性, 第 5 周抗体水平达到高峰期(1:1000), 
但仅是 CTLA-4-VP2S 免疫组的 1/100; 在整个试验期  
中, PBS对照组的抗体检测均为阴性(图 4)。 

 
图 4  两种重组蛋白免疫小鼠的 ELISA 抗体检测 
Fig. 4 Antibody responses in VP2S- and CTLA-4-VP2S-immunized 
mice detected by ELISA. 
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HI 抗体检测结果显示, CTLA-4-VP2S 免疫组初
免后第 2 周的抗体效价为 1:8, 第 4 周抗体水平达到
峰值(1:28); VP2S免疫组初免后第 3周 HI抗体检测仍
为阴性 , 第 5 周抗体水平达到峰值 (1:25), 但仅为
CTLA-4-VP2S免疫组的 1/10; 在整个试验期中, PBS
对照组的 HI抗体检测均为阴性(图 5)。 

 

图 5  两种重组蛋白免疫小鼠的 HI 抗体检测 
Fig. 5  Antibody responses in VP2S- and CTLA-4-VP2S-immunized 
mice detected by HI assay. 

3  讨论 

CTLA-4 分子仅在活化的 T 细胞表面表达, 特异
性抗原和 conA等促有丝分裂原可以刺激静止的 T细
胞活化和 CTLA-4表达[12]。为了激活犬外周血 T淋巴
细胞和促进 CTLA-4 mRNA表达, 我们对 ConA浓度
和刺激时间进行了摸索 , 结果显示以 10mg/L ConA
刺激 2~3d, 用 RT-PCR 能扩增到预期长度的 CTLA-4
胞外编码序列。对 3次扩增产物进行的序列测定结果
显示, 毕格犬 CTLA-4胞外区编码序列与 GenBank中
的犬 CTLA-4 胞外区序列仅有 2个氨基酸差异, 结合
B7分子的六肽基序(MYPPPY)完全相同, 不仅说明不
同品种犬的 CTLA-4 分子具有高度保守性, 个别碱基
差异并非由 PCR 随机错误所致, 而且提示克隆的犬
CTLA-4胞外区编码序列可以用于表达研究。 

VP2 蛋白是 CPV 的主要衣壳蛋白, 其中和抗体
能保护动物免受 CPV感染[7−9]。细小病毒 VP2为非糖
基化蛋白, 理应能在大肠杆菌中表达, 但到目前为止
尚无成功表达 VP2 全基因的报道。本研究也曾尝试
在大肠杆菌中表达 CPV VP2 全基因, 结果也未获成
功, 可能原因是 VP2 蛋白存在疏水性氨基酸区域或
使用大肠杆菌非偏爱密码子[13]。为了使 VP2 基因能
在重组大肠杆菌中表达, Bloom等[14]将貂阿留申病细

小病毒的 5个 VP2基因片段克隆入原核表达载体, 结

果不仅获得成功表达 , 而且表达的重组蛋白能被特
异抗血清识别。本研究在 CPV VP2 蛋白亲水性和抗
原指数等二级结构分析基础上, 选择对应于 CPV (YZ
株)的 293-520位氨基酸区域 VP2S进行表达研究, 因
为该区域不含明显的疏水性氨基酸区域且具有较高

的亲水性和抗原指数。将 VP2S基因片段单独或与犬
CTLA-4 胞外区编码序列融合方式插入原核表达质粒
pQE-31, 经 IPTG 诱导后, 两种重组大肠杆菌均能表
达预期大小的重组蛋白, 尽管以包涵体形式表达, 但
均能被 CPV 抗血清识别, 说明两种表达策略均能获
得正确表达。 

CTLA-4 能与 CD28 分子竞争结合巨噬细胞、树
突状细胞、角化细胞等细胞表面的 B7 分子, 用重组
DNA技术获得的 CTLA-4胞外区保持 B7分子结合特
性但不传递负调节信号 , 因此能向抗原递呈细胞靶
向递呈抗原 , 从而发挥分子佐剂作用 [3, 4]。本研究用

大肠杆菌成功表达了含 CPV VP2 主要抗原表位的重
组抗原 VP2S 及其 CTLA-4 胞外区融合蛋白, 在进行
犬免疫试验之前, 有必要以小鼠为动物模型, 初步探
索犬 CTLA-4 胞外区对 VP2S 抗原的靶向递呈能力, 
试验的理论依据是犬和小鼠 CTLA-4具有相同的结合
B7分子 6肽基序。试验结果显示, 在未使用其它佐剂
情况下, 分别用 50μg VP2S和 CTLA-4-VP2S两次免
疫后, 小鼠血清中的 ELISA 和 HI 抗体滴度较高, 尽
管融合蛋白 CTLA-4-VP2S 中的 VP2S 抗原仅为非融
合 VP2S 的 7/10, 但诱导抗体产生的时间显著早于
VP2S 免疫组 , 应答高峰期的抗体水平也显著高于
VP2S 免疫组, 提示犬 CTLA-4 胞外区能将其融合抗
原有效递呈给抗原递呈细胞 , 从而发挥分子免疫佐
剂作用。有研究资料[15]表明, CPV 的 HI 抗体水平与
中和抗体水平之间存在线性关系 , 提示本研究表达
的 CTLA-4-VP2S融合蛋白可以作为 CPV的重组亚单
位候选疫苗进一步研究。 
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Immunoadjuvant effect of the extracellular domain of canine  
CTLA-4 on the VP2 protein of canine parvovirus 

Zhi Wu, Huaichang Sun*, Xinyu Zhang 
(College of Veterinary Medicine, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China) 

Abstract: [Objective] Investigation into the adjuvant effect of the extracellular domain of canine cytotoxic T lympho-
cyte-associated antigen 4 (CTLA-4). [Methods] We first amplified the cDNA for the extracellular domain from blood 
lymphocytes using RT-PCR and then amplified the VP2S gene fragment for major antigenic epitopes of the VP2 protein of 
canine parvovirus (CPV) using PCR. After sequence analysis, we inserted the VP2S fragment into expression vector 
pQE-31 with or without the coding sequence for the extracellular domain of canine CTLA-4. After transformation of the 
two recombinant vectors into E. col, we studied recombinant protein expression by isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG) induction. Finally, we immunized BALB/c mice with the same dose of the purified protein VP2S or CTLA-4-VP2S 
and compared their antibody responses by enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) and haemagglutination inhibition 
(HI) assay. [Results] After 30 cycles of amplification, agarose gel electrophoresis revealed expected PCR products for 
both gene fragments. Sequence analysis showed that the amplified extracellular domain was 99.2% identical to previously 
published sequence without mutation in the hexapeptide motif (MYPPPY) for B7 molecule binding. After IPTG induction, 
the vector-transformed E. coli expressed expected 29-kDa VP2S protein and 42-kDa CTLA-4-VP2S protein. Western 
blotting showed that both VP2S and CTLA-4-VP2S proteins were recognized by CPV-specific antiserum. After two times 
of immunizations, the VP2S-specific antibody appeared from week 2 and reached the highest level at week 4 in 
CTLA-4-VP2S-immunized mice. In VP2S-immunized mice, however, the specific antibody appeared from week 4 and 
reached the highest level at week 5. The CTLA-4-VP2S-immunized mice had a 100-fold higher ELISA antibody and 
10-fold higher HI antibody compared to VP2S-immunized mice. [Conclusion]The extracellular domain of canine CTLA-4 
had strong immunoadjuvant effect on its fused protein. 

Keywords: extracellular domain of canine CTLA-4; canine parvovirus VP2 protein; immunoadjuvant effect 
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