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研究简报                                                               

猪流感病毒抗原表位基因表达载体构建与免疫原性分析 

刘惠莉, 邢继兰, 潘洁, 杨秋峰, 赵艳敏 
上海市农业科学院畜牧兽医研究所, 上海 201106 

摘  要: 根据猪流感病毒血凝素蛋白基因(Heamuglutinine, HA)的核苷酸序列, 设计、筛选 HA 蛋白氨基酸序列的主要表

位多肽 4 个, 将 4 个片段以柔性连接串联成模拟蛋白, 核苷酸约为 300 bp, 体外扩增该模拟蛋白基因, 插入到原核表达

载体 pET30a(+)中, 转染宿主菌诱导表达, 结果获得分子量为 20 kD 的表达蛋白, 该蛋白可与抗 His-tag 抗体、抗猪流感

病毒 H1N1、H3N2 亚型高免血清发生免疫学反应。纯化后免疫小鼠, ELISA 及血凝抑制(Heamuglutinine inhibitor, HI)试

验检测, 小鼠产生针对多肽抗原的血清抗体, 同时还可检测到 H1N1、H3N2 亚型 SIV 血凝抗体。流氏细胞仪检测免疫

组外周血淋巴细胞高于对照组, 说明该模拟蛋白具有与 H1N1、H3N2 亚型猪流感病毒相似的免疫原性及反应原性, 为

H1N1、H3N2 血清亚型猪流感病毒疫苗研制提供了新手段。 
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Abstract: Several antigen epitopes were designed according to the sequences of Swine influenza virus hemagglutinin (HA) genes 
and lined with the interval. The gene was amplified by PCR and sub cloned into pET30a (+) vector. The fusion protein was expressed 
in E. coli BL21 (DE3) by induced with IPTG and purified by affinity chromatography. The molecular weight of the protein was about 
20 kD in SDS-PAGE. Immunological activity of the fusion protein was analyzed by Western blot. The results showed that the fusion 
protein could interact with anti-His antibody and the rabbit antiserum against SIV. The immunized mouse can produced antibodies 
against the target peptide and HI antibody against SIV H1N1 or H3N2. This study provides a new vaccine candidate for SIV. 
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我国动物流感病毒流行广泛, 且无商品化的猪

流感病毒疫苗, 因此急需加强研究, 及早作好技术

储备。由于动物流感病毒高度的变异性, 毒株间发

生重组的机率非常高, 因而采用活病毒做疫苗潜在

风险很大。而以病毒完整基因片段为免疫原的重组

活病毒载体苗, 携带的基因, 也存在交叉重组等安

全性问题[1−3]。而灭活疫苗的缺点是, 保护性抗体持

续期短, 抗体水平不高[4]。因此设计开发理想的动物

流感病毒疫苗是令人关注的领域。 

表位疫苗是亚单位疫苗的一种, 但在疫苗设计
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上突破了以整个基因为目的片段的局限, 而是通过

表达机体 MHC 系统识别的线性肽段, 刺激机体产

生保护性免疫应答。表位疫苗的优点是: 由于表位

片段短, 表达产物分子量小, 为插入合适的免疫增

强因子进行联合表达提供了非常大的空间; 可同时

设计含有 T、B细胞表位疫苗, 诱导机体系统的免疫

反应; 最重要的是比活载体苗、DNA 疫苗安全, 不

会存在基因整合、重组等问题[5,6]。血凝素蛋白基因

(Heamuglutinine, HA)是动物流感病毒主要免疫原蛋

白, 且含有多个抗原表位, 可诱导产生针对HA蛋白

的中和抗体。 

研究设计并串联了猪流感病毒 H1N1、H3N2亚

型 HA基因 T、B细胞表位抗原, 并在原核系统中进

行表达, 对表达蛋白生物学活性、免疫原性进行了

分析, 以期为猪流感病毒新型疫苗研制开发奠定基

础, 达到同时控制 H1N1、H3N2 亚型猪流感病毒的

目的。 

1  材料与方法 

1.1  表位设计与筛选 
采用软件分析 H1N1、H3N2亚型 HA基因序列, 

结合文献研究报道, 筛选出 SIV H1N1 HA基因 B细

胞表位 1个、H3N2 B细胞表位 1个; HA基因 T细

胞表位各 1个, 通用 T细胞表位 1个, 抗原表位与通

用表位间以柔性氨基酸片段连接, 根据氨基酸序列

推出核苷酸序列 , 基因由上海生工生物公司合成 , 

序列长约 300 bp。 

1.2  串联表位基因的获得 
根据合成序列, 设计一对引物, 体外扩增合成序

列, 并在 5′和 3′端分别引入酶切位点 Nco I/Hind III。 

1.3  全基因体外扩增与克隆 
按照 PCR 扩增体系加入如下成分 : 10×PCR 

Buffer 5.0 μL, 10 mmol/L dNTP 4.0 μL, 上游引物 

1.0 μL, 下游引物 1.0 μL, 模板 1 μg, ExTaq 0.5 μL,  

用灭菌去离子水补足体积为 50 μL, 按如下条件循

环: 94°C 2 min, 然后 94°C 30 s 55°C 30 s, 72°C 30 s, 

进行 30个循环, 再 72°C延伸 10 min, 结束反应, 取

5~10 μL PCR产物电泳观察结果。 

1.4  表达载体构建 
体外 PCR 产物、PET30(a+)载体分别经 Nco I/  

Hind III双酶切, 产生粘性末端, 连接, 构建 PET30a(+)

表达载体, 转化DH5α宿主菌, PCR筛选阳性重组体, 

并经测序以证实阅读框架是否正确。 

1.5  重组蛋白诱导表达 
获得的阳性重组质粒, 转化 BL21感受态, 挑取

单个菌落, 接种 LB液体培养基, 加入适当 Kana, 培
养 OD 值为 0.5~0.8 时, 加终浓度为 0.01 mol/L 的
IPTG, 37°C 诱导 , 加入诱导剂后每隔 1 h 取样 , 
SDS-PAGE电泳检测蛋白表达情况。 

1.6  诱导表达条件优化 
分别采用不同诱导时间、不同培养基成分进行

诱导表达, 根据诱导蛋白表达情况, 确定最佳诱导
条件。 

1.7  表达蛋白鉴定 
诱导表达蛋白, SDS-PAGE 电泳, 利用 Western 

blot检测与抗 His-tag 抗体、SIV 高免血清的免疫学

反应。 

1.8  重组表达蛋白纯化 
采用亲合层析法, 变性条件下过柱纯化表达蛋

白, 纯化蛋白经复性后, BCA法定量, 备用。 

1.9  免疫动物 
6周龄 BALB/c小鼠, 随机分成 2组, 每组 6只, 

每只小鼠 50 μg 量接种/次, 对照组接种等体积生理
盐水。首免时重组蛋白与等体积的氟氏完全佐剂乳

化后皮下多点注射; 间隔 10 d 进行第二次免疫, 用
等体积的氟氏不完全佐剂乳化免疫原蛋白。 

1.10  样品采集及指标测定 
初免前, 及每次免疫后 7 d尾部采血, 收集  血

清 , 检测血清抗体 ; 同时以肝素为抗凝剂 , 采血
100~150 μL, 由上海交通大学第二医科大学生理教
研室采用流氏细胞仪检测外周血 CD4+、CD8+淋巴

细胞含量变化。 

2  结果 

2.1  基因扩增与鉴定 
设计及推导的氨基酸序列见图 1。根据合成基

因序列 , 体外扩增 , 获得了与预期大小一致的约 
300 bp 的基因片段 , 该片段经双酶切 , 连接到
PET30(a)载体, PCR鉴定, 成功获得了含有外源目的
基因的重组质粒(图 2A、2B)。 

利用 IPTG诱导表达, 获得了分子量为 20 kD的
蛋白带, 在菌体浓度 OD值为 0.6~0.8, IPTG终浓度
0.01 mmol/L, 诱导 4~5 h, 表达蛋白量最高(图 3)。 
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图 1  SIV H1N1、H3N2 亚型表位抗原基因序列及推导氨基酸序列 
Fig. 1  Nuleotide and deduced amino acid sequence of the antigen epitopes of SIV 

 

 
A                      B 
 

图 2  合成基因体外扩增与重组质粒鉴定结果 
Fig. 2  PCR amplification and characterization of 

recombinant 
(A) 1, 2: PCR amplification of the target gene; (B) 1~7: positive 
recombinant; 8: negative plasmid; M: DL2000 molecular marker 

(100 bp, 250 bp, 500 bp, 750 bp, 1000 bp, 2000 bp); arrow indicates 
the 300 bp target gene 

 

 

图 3  重组蛋白原核表达 
Fig. 3  Expression of the recombinant protein 

1: uninduced sample; 2~6: induced sample with different time; 
7: induced sample with no plasmid 

 
表达蛋白的纯化: 该表达载体含有 His-tag多肽, 

采用亲合层析方法在变性条件下洗脱, 获得了较好

纯化效果(图 4)。 

 

图 4  蛋白纯化与 Western blotting 检测 
Fig. 4  Purifeication and Western blotting of recombinant 

protein 
A: purification of the protein; B: immuno-detection of protein 

with anti His-tag antibody; arrow indicates the target gene 
 

Western blotting检测, 表达蛋白可与抗His-tag、

抗 H1N1 和 H3N2 亚型 SIV 高免血清发生免疫学反

应, 产生特异性反应带(图 5)。 

2.2  血清抗体监测 
处理组针对重组蛋白免疫抗体监测结果: 随着

免疫次数增加, 重组蛋白处理组免疫抗体水平上升

明显, 与对照组差异显著(图 6)。 

按照血凝及血凝抑制试验方法, 检测针对 SIV 

H1N1、H3N2血清抗体水平, 对照组 HI效价显著低

于重组蛋白免疫组(表 1)。 
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图 5  重组蛋白 Western blotting 检测 
Fig. 5  Western blotting of recombinant protein 

A: immuno-detection of protein with anti SIV H1N1 positive serum; 
B: immuno-detection of protein with anti SIV H3N2 positive serum; 

arrow indicates the target band 
 

 

图 6  不同处理组抗体监测结果 
Fig. 6  Antibody detection of the immunized mice(arrow 
means the control) Arrow indicates the negative control 

 
Table 1  HI titer of the different groups 

 H1N1 antibody Average H3N2 antibody Average

Control 20   20 21   21 

EP1 24 23 24 23.7 23 23 25 23.7 

 
2.3  外周血淋巴细胞检测结果 

采用抗小鼠 CD4+、CD8+荧光标记的抗体直接

标记外周血中 CD4+、CD8+淋巴细胞含量, 上流氏细

胞仪检测, 结果见表 2。 
 

Table 2  CD4+, CD8+ detection by flow cytometer 

CD4+ 1 2 3 4 5 Average

EP1 40.28 41.54 38.82 27.95 40.78 37.876 

Control 34.48 47.2    40.84 

CD8+ 

EP1 54.19 52.89 58.35 66.44 55.32 57.438

Control 54.46 45.85    50.155 

3  结果与讨论 

近年来采用生物学方法对动物流感病毒新型疫

苗进行了许多研究, 如采用病毒提纯蛋白、重组病
毒活载体疫苗、构建嵌合病毒等[7−11], 直接提取病毒
蛋白费用昂贵, 而采用活载体疫苗, 病毒基因片段
仍然存在交叉重组的潜在危险。而表位疫苗的研究

逐渐成为人们关注的焦点。以重组表位抗原作为新

型疫苗研制 , 安全性好 , 且适合研制多价疫苗 , 可
针对动物流感病毒各种血清亚型, 而且还可以整合
佐剂因子或串联多拷贝基因达到提高免疫效果的目

的[12,13]。 
研究成功构建表达了含有 SIV H1N1、H3N2亚

型 HA 基因 T、B 抗原表位的模拟蛋白, 构建的串
联表位基因, 包含了来源于 SIV H1N1、H3N2 HA基
因的 T、B表位抗原, 可同时诱导机体 T、B淋巴细
胞反应, 具备理想疫苗的特性。且串联了通用 T 细
胞表位, 可诱导机体 Th 细胞免疫学反应, 以充分调
动全身免疫系统 , 最大限度发挥机体免疫效果。
Jeon[5]等串联表达了 HA、NP 蛋白 B 细胞的表位、
辅助性 T 细胞的表位和细胞毒性 T 细胞表位, 将此
翻译肽段免疫小鼠后产生了体液免疫和辅助性 T 细
胞反应, 小鼠可抵抗致死性病毒的攻击, 并迅速得
以康复。另外的一项研究通过合成针对 NP 细胞毒
性 T 淋巴细胞反应表位的多肽与抗 CD40 单克隆抗
体混合, 经脂质体包装后鼻腔接种小鼠。结果可有
效刺激产生保护性抗病毒 CTL 反应, 而且可引发黏
膜免疫反应, 减少病毒在肺内的复制。童光志等[14]

构建了含禽流感病毒HA、NP基因表位表达载体, 对
雏鸡免疫并攻毒, 存活鸡 HI 抗体效价显著增高, 流
式细胞仪检测显示外周血 CD4 、CD8 T细胞在免疫
后都有不同程度的升高, 对 H5N1 强毒攻击保护达
50%以上。金宁一等[6]串联表达和动物流感 HN、NA
抗原表位, 免疫小鼠, ELISA检测具有较好的免疫原
性, 为进一步探讨其作为表位疫苗的可行性奠定了
基础。Stoloff[15]等通过合成多个表位, 拟研制对各种
血清亚型流感病毒均有效果的通用疫苗, 为预防控
制流感病毒大流行做好了技术储备。 

一般认为, 在流感病毒变异性不大时。血清的

HI抗体水平能大体反映动物免疫水平。抗体水平与

免疫保护力在一定范围内呈正相关, 从本研究结果

来看, 在重组表达蛋白免疫 BABL/c小鼠后 7 d, HI
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抗体滴度高于对照组, 这一结果表明。重组蛋白具

有与 SIV 相似的免疫原性, 虽然 HI 效价不是很高, 

但可能与接种蛋白剂量及复性效果有关 ,如何获得

理想的免疫效果, 还需更进一步研究。 

机体参与免疫应答的细胞免疫反应主要为 T 淋

巴细胞, 血液中带有不同标志, 如 CD+4、CD+8等 T

细胞为免疫检测主要指标。CD8 是重要的细胞毒性

T 淋巴细胞亚群, 其配体是 MHC I 类分子, CD8 与

MHC I类分子结合, 可以稳定 MHC I类分子限制的

T细胞(主要是 CTL)与带有 MHC I类分子与抗原复

合物的靶细胞结合 , 同时参与细胞信号传导途径 , 

进而启动 MHC I类限制性 T细胞的免疫应答。 

CD4 是细胞表面单链蛋白, 其抗原可与 MHCII

类分子相互作用, 与 MHCII 类抗原结合, 增强与抗

原提呈细胞(APC)或靶细胞的结合, 促进 T 细胞识

别抗原, 参与细胞激活的信号传递。另 CD4 还可参

与细胞内信号传导作用。 

EP1 蛋白免疫组诱导 T 淋巴细胞免疫反应时, 

外周血监测以 CD+8细胞增加较明显, 而 CD+4细胞

数量未有明显增多。因此, 注射免疫原后可能主要

刺激的为细胞毒性 T细胞亚群、自然杀伤性 T淋巴

细胞的活化 : 抗原经过  MHCI 类分子提呈 , 被

CTL、NK识别, 发挥攻击和杀伤作用。虽然研究使

用的动物数量及免疫监测指标有限, 相关免疫学指

标还有待深入研究, 但以上研究初步证实了构建的

SIV 多表位抗原基因可诱导小鼠产生体液和细胞免

疫反应, 为 SIV新型疫苗研制提供了新思路。 
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