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与 %&’* 基因重组改良型痘苗病毒安卡拉株的构建
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摘 要：为探讨共表达猪繁殖与呼吸综合征病毒（!"#$%&’ #’(#")*$+%,’ -&) #’.(%#-+"#/ ./&)#"0’ 1%#*.，HIIJK）保护性抗

原基因的重组改良型痘苗病毒安卡拉株（2")%3%’) 1-$$%&%- 1%#*. 4&5-6-，LK)）的免疫效力，将 HIIJK MN24 株 OI3!、

OI3& 和 OI31 基因插入转移载体 *!PI 中，获得了三基因共表达的转移载体 *!PI2OI3&QOI31QOI3!，通过同源

重组的方法获得重组病毒 +LK)2RH&QLQRH!。以 -4>S 为报告基因进行噬斑筛选和重组病毒纯化后，HTI 方法证明

OI3!、OI3& 和 OI31 成功的插入 LK) 基因组中；经 U/EV/+: W-GV 检测与间接免疫荧光试验证实，重组病毒感染细

胞能正确表达 HIIJK RH!、RH& 与 L 蛋白。用 +LK)2RH&QLQRH! 免疫 1 周龄 X4W-QT 小鼠，首免后 % 周可检测到特异

性 HIIJK 中和抗体，0 周后中和抗体效价可达 #&，并能继续维持 ! 周；淋巴细胞增殖试验结果表明，重组病毒免

疫小鼠产生强烈的特异性细胞增殖反应。上述研究结果表明 +LK)2RH&QLQRH! 具有良好的免疫原性，可作为预防

HIIJ 的候选疫苗进一步研究。

关键词：猪繁殖与呼吸综合征病毒；修饰的痘苗病毒安卡拉株；RH!、RH& 与 L 蛋白；共表达

中图分类号：J0&#Y1& 文献标识码：) 文章编号：$$$?21#$(（#$$"）$#2$%!&2$&

猪繁殖与呼吸综合征（HG+>,:/ +/*+G8<>V,Z/ 4:8
+/E*,+4VG+F EF:8+G7/，HIIJ）是由 HIIJK 引起的一种

严重危害养猪业的传染病［?］。该病于 ?(0" 年在美

国首次报道。郭宝清等于 ?((1 年在国内首次分离

到 HIIJK，证实本病在国内存在［#］。由于 HIIJK
具有抗原变异特性，且主要靶细胞是具有重要免疫

作用的猪肺泡巨噬细胞，所以 HIIJK 感染常引发

其他病原的继发感染，尤其是呼吸道病原的继发感

染，给养猪业造成重大经济损失。目前用于 HIIJK
预防的疫苗主要有灭活苗和弱毒苗，但存在免疫保

护效果差或散毒等危险［!］，因此迫切需要研制更加

安全、有效的新型疫苗。

改良型痘苗病毒安卡拉株（LK)）是痘苗病毒亲

本安卡拉株经鸡胚成纤维细胞（T63）连续传代 &"$
次以上所获得的高度减毒的复制缺陷型痘苗病毒

（KK）株。与传统的复制型 KK 相比，LK) 基因组发

生了大量的缺失（?&[）和突变，导致多个与宿主范

围和致病性相关功能基因的丧失，除 T63 和极少数

哺乳动物细胞（X\]2#?）以外，LK) 在多数哺乳动

物细胞中不能有效增殖。尽管如此，LK) 在非许

可细胞中仍然可以高效地表达外源基因，并可诱导

宿主产生特异的免疫应答［& ’ 0］。由于 LK) 突出的

安全性和免疫原性，近年来通过基因重组构建的

+LK) 已被广泛应用于多种重要传染病及肿瘤的疫

苗研制中，并已取得良好的效果［(］。本研究构建了

在共表达 HIIJK MN24 株 RH!、RH& 和 L 蛋白的重组

病毒 +LK)2RH&QLQRH!，利用 X4-WQ> 小鼠初步评价

重组病毒的免疫效果，为进一步研制有效防制 HIIJ
的新型疫苗奠定基础。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 病毒、细胞及载体：HIIJK MN24 株为本实验

室从南京某急性发病猪群中分离的 HIIJK 强毒，由

农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室鉴定、

保存；L4>2?!& 细胞与 X\]2#? 细胞购自中国典型培

养物中心；宿主大肠杆菌 ^\&"购自 H+G7/C4 公司；

1 周龄的雌性 X4-WQ> 小鼠购自南京市军区总院实验

动物中心；LK) 由农业部动物疫病诊断与免疫重点

开放实验室保存，利用含 ?$[TJ3 的 ^L6L 培养的

X\]2#? 细胞扩增，按文献方法［?$］进行纯化并测定

.T_ &̂$滴度；转移载体 *632C*V?#J 由本室保存，含有

一个双向的痘病毒复合启动子；转移载体 *!PI 由

本室构建，在多克隆位点上游有一人工合成的痘苗

病毒早晚期启动子（HEF:），在多克隆位点的下游有

P4>S 筛选标记基因，左右重组臂与 LK) ^/-/V,G:!
区域两侧基因序列同源。

+,+,- 主要试剂及仪器：限制性内切酶 7%&8#、



!"#!!、$%&"!、’(&!、)&*!、’+"!与 $,-".
#$% 聚合酶、&’#$% 连接酶等工具酶购自 &()("(
公司；限制性内切酶 /#0!、12%!为基因公司产品；

胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术公司；"*+,-
./’0、#+1+ 培养基为 2,345 公司产品；胎牛血清

购为杭州四季青生物公司产品；脂质体转染试剂

6789:;<=(>7?; @000 为 ,?A7=B9C;? 公 司 产 品； 猪 抗

*""DE$F-( 株 高 免 血 清 由 本 室 制 备，系 用 纯 化 的

*"DDE $F-( 株多次免疫猪制备；兔抗 *""DE $F-( 株

2*’、2*G、+ 蛋白的特异性多抗由本室制备，系分别

用纯化的原核表达的重组 *"DDE $F-( 株 2*’、2*G
与 + 蛋白多次免疫家兔制备；!"* 标记的羊抗猪

,C2、H,&4 标记的羊抗兔 ,C2 均为购自晶美生物公

司；淋巴细胞分离液为上海华精生物高科技发展公

司产品。

!"!"# 引物设计：根据登录于 2;?3(?I（登录号：

%JKLK@M@）的 *""DE $F-( 株 5"H’、5"HG 与 5"H/
基因的核苷酸序列，利用 *B7>;B *B7>;BGN0 软件，设

计一系列引物（表 .），用于重组转移质粒的构建。

表 ! $%& 反应所用引物

&(OP; . *B7>;BQ RQ;S :9B *4" (>8P7:7<(=79? 9: *""DE C;?;Q 7? =T; Q=RSU
$(>; 1?VU>; Q7=; (= GW =;B>7?(P D;XR;?<;（GW!LW） $9=;
*5"HG-. ’(&! Y /#0! %2%4&42%22&&&%%%4%&2&&22%2%%%&24&&2%44 5"HG R8Q=B;(> 8B7>;B
*5"HG-@ 345S" 242%%24&&4&%%22%42%4444%&&2&&4 5"HG S9Z?Q=B;(> 8B7>;B
*5"H/-. 6"7! Y /2*! %422&42%44&24%2%&2222&42&44&&%2%&2%4 5"H/ R8Q=B;(> 8B7>;B
*5"H/-@ $%&"! 222%%&&4&&%&&&22%%&%&&&2%4%%2 5"H/ S9Z?Q=B;(> 8B7>;B
*5"H’-. 895! %&%22&%44%&224&&42&444&&4&&&&4 5"H’ R8Q=B;(> 8B7>;B
*5"H’-@ $%&"# Y !"#!! Y 12%! 4%42%&%&422%&4422424244&4%%%&&244%%4%2%%&224 5"H’ S9Z?Q=B;(> 8B7>;B
*6 $ %&2&&22%2%%%&24&&2%44 *4" S;=;<=79? 8B7>;B
*" $ &4%%%&&244%%4%2%%&224 *4" S;=;<=79? 8B7>;B

!"’ 共表达 $&&() *&+,、*&+- 与 *&+. 基因的

转移载体的构建与鉴定

以引物 *5"HG-. 与 *5"HG-@ 为组合，以 84#$%-5"HG
为模板，扩增 *""DE $F-( 株 5"HG，*4" 产物经序列

测定后克隆入 8D)（ Y ）的 ’(&!与 345S"位点之

间，重组质粒命名为 8D)-5"HG。以引物 *9B:/-.与 *9B:/-@

为组合，以 84#$%-5"H/ 为模板，扩增 *""DE $F-(
株 5"H/ 序列测定后克隆入 81HC8=-.@D 的 6"7!与

$%&"!位点之间，重组质粒命名为 81H-5"H/。以引

物 *9B:’-.与 *9B:’-@ 为组合，以 84#$%-5"H’ 为模板，扩

增 *""DE $F-( 株 5"H’，序 列 测 定 后 克 隆 入 81H-
5"H/ 的 895!与 $%&"#位点之间，重组质粒命名

为 81H-5"H/[5"H’。利用 /2*!与 !"#!!对 81H-
5"H/[5"H’ 双酶切，回收目的片段（5"H/[5"H’），克

隆入重组质粒 8D)-5"HG /2*!与 !"#!!位点之

间，重组质粒命名为 8D)-5"HG[5"H/[5"H’。以 /#0
!与 12%!双酶切 8D)-5"HG[5"H/[5"H’，回收目的

片段，克隆入转移载体 8%6" /#0!与 12%!位点之

间，获得了由 L 个痘病毒启动子（*QU?、E*KNG 与 *Q）
控制，共表达 *""DE 5"H’、5"HG、5"H/ 的重组转

移载体 8%6"-5"HG[5"H/[5"H’。

!"# 重组病毒的获得及纯化

按分子克隆介绍方法大量制备 8%6"-5"HG[
5"H/[5"H’，并经 .0\ *12M000-+C4P@ 纯化［.K］。按

@ ] .0G 个细胞[孔接种 3!)-@. 细胞于 / 孔板，待细

胞长至 M0\ ^ _0\融合时，在脂质体介导下将纯化

的重组转移载体（’&C[孔）与亲本 +E% 共转染 3!)-

@. 细胞，具体操作按文献［K］介绍方法进行。待细

胞病变明显时收获细胞，反复冻融 L 次，重新感染

3!)-@. 细胞，在 ‘-C(P 存在的条件下，利用软琼脂覆

盖细胞层法，挑取蓝色噬斑，重复 / 次，获得纯化的

重组病毒。

!", 重组病毒的鉴定

!","! 重组病毒 B+E%-2*G[+[2*’ 的 *4" 鉴定：利

用蛋白酶 )-酚-氯仿法［.K］提取纯化后的重组病毒的

基因组作为模板，以 *6、*" 为引物进行目的基因的

扩增，以鉴定目的基因在 +E% 基因组中的插入。

!","’ 重组病毒感染细胞的 a;Q=;B? OP9= 检测：将

纯化后的 B+E%-2*G[+[2*’ 按 @N0 +5, 接种长成单

层的 3!)-@. 细胞，K@T 后离心、收集并裂解细胞，

离心后取上清进行 D#D-*%21 分离、转膜后以猪抗

*""DE $F-( 株多克隆抗体为一抗、辣根过氧化物酶

标记的羊抗猪 ,C2 为二抗进行显色反应，显色后观

察是否存在与预期蛋白大小一致的蛋白反应条带。

!","# 重 组 病 毒 感 染 细 胞 的 ,H%：将 纯 化 后 的

B+E%-2*G[+[2*’ 按 @N0 +5, 接种长成单层的 3!)-
@. 细胞，在感染后 ’MT，每孔用 *3D（8!KN’）洗涤 L
次，甲醇室温固定 G>7? 后，进行间接免疫荧光染

色。于转染细胞孔中加入 . b.00 稀释的兔抗 *""DE
$F-( 高免血清，LKc作用 ’G>7? 后，*3D 洗涤 L 次，

每次 G>7?，然后加入 H,&4 标记的羊抗兔二抗，LKc
作用 ’G>7? 后，*3D 洗涤，风干后直接观察荧光。

!"- 动物分组及免疫程序

将 / 周龄的雌性 3(PO[< 小鼠随机分 ’ 组，每组

/’L d!1$2 e7-QT;?C 0* "7 f [1%*" :4%;&+4&7&<4%" 6454%"（@00K）’K（@）



!" 只，设 #$%&’()*+$+(),、弱毒疫苗与灭活疫苗 -
个免疫组，同时设立 $%& 亲本毒接种对照组。后

腿肌肉注射免疫 ! 次，- 周后进行加强免疫。重组

病毒免疫组与亲本毒对照组每只小鼠免疫剂量为 *
. /"*0123*"，弱毒苗及灭活苗免疫组的免疫剂量根

据病毒的 0123*"进行调整。

!"# 中和抗体检测

免疫后每周断尾采血，分离血清，*45 灭活

-"678，采用固定病毒稀释血清法进行微量中和试

验［文献］检测。血清无菌处理后作 !9 /、!9 !、!9 -

⋯⋯!9 /!系列倍比稀释，接种于长满 $:#;’/,* 细胞

单层 的 <4 孔 板 中，每 孔 *"!=。然 后 每 孔 加 入 用

3$>$ 稀释含 !"" . 0123*" 的 )??@% AB’: 株 *"!=，

同时设空白细胞对照和病毒对照孔（只接种病毒，不

加抗体），-C5，*D 1E! 培养箱中培养 CF，逐日观

察并记录细胞病变结果，以能完全保护细胞不发生

病变的最高稀释倍数为被检血清中抗 )??@% 特异

性中和抗体的效价。

!"$ %&& 法检测 & 淋巴细胞的增殖反应

分别于首免后 - 周和二免后 * 周每组取 * 只小

鼠，眼球放血后脱颈椎处死，无菌取脾脏，用淋巴

细胞分离液分离淋巴细胞，以含 /"D（%+%）犊牛血

清的 ?)$2’/4," 完全培养液调整细胞浓度约为 ! .
/"C +6=，加入 <4 孔细胞板内，/""!=+孔，每个样品

做 - 个重复，向各孔内加入 !"" . 0123*"经紫外线灭

活的 )??@% AB’:，置 -C5、*D 1E! 培养箱中培养

4"G，再每孔加入 *!H+6= $0@ /"!=，继续培养 ,G。

测定 E3,<" 值，取 - 个平均值计算刺激指数（@2），

试验设不加 )??@% 的营养液对照。以刺激 指 数

（@2）作为判断淋巴细胞转化程度的参数，@2 I 刺激

孔 !",<"值+培养液对照孔 !",<"值）。

’ 结果

’"! 重组转移载体的鉴定

重组转移载体双酶切产物电泳后，在紫外光灯

下出现 C!""JK 和 /C!*JK 两个片段，分别与目的基

因和载体大小一致，表明重组质粒构建正确。

’"’ 重组病毒的 ()* 鉴定结果

以从重组病毒感染的 LMN’!/ 细胞中提取的基

因组 3A& 作为模板，以 )= 与 )? 为引物进行 )1?
扩增，电泳分析可见 /C!*JK 的目的基因在 $%& 基

因组中的插入。

’"+ ,-./-01 234/ 分析

将经 噬 斑 纯 化 的 #$%&’()*+$+(), 与 亲 本 毒

$%& 分别感染 LMN’!/ 细胞，,OG 后收集细胞进行裂

解处理作为抗原，进行 PQRSQ#8 JTUS 分析。由图 / 可

见，#$%&’()*+$+(), 感染的细胞能够出现 !*V3: 和

/<V3: 的免疫印迹条带，而亲本野毒没有任何条带。

结果表明，构建的重组病毒能够同时表达 (),、()*
和 $ 蛋白（糖基化的 (), 与 $ 大小难以明显区分，

故 PQRSQ#8 JTUS 中只有两条条带，需其他试验证实，

如 2W&）。

图 ! 重组病毒的 ,-./-015234/ 检测

W7HX/ PQRSQ#8 JTUS :8:TYR7R UZ SGQ #Q;U6J78:8S [7#\R #$%&’(),+()*+
()4X /]$%&’78ZQ;SQF ;QTT TYR:SQ #Q:;SQF ^7SG )??@% RKQ;7Z7; :8S7RQ#\6；

!] #$%&’(),+()*+()4’78ZQ;SQF ;QTT TYR:SQ #Q:;SQF ^7SG )??@% RKQ;7Z7;
:8S7RQ#\6X

’"6 789 鉴定

将纯化的 #$%&’()*+$+(), 和亲本毒 $%& 分

别感染 LMN’!/ 细胞，,OG 后进行间接免疫荧光染

色，结果 #$%&’()*+$+(), 感染细胞与兔抗 (),、

()*、$ 特异性多抗反应后均呈现很强的绿色荧光

（图 !），而亲本毒 $%& 感染细胞没有荧光，进一步

证明获得重组病毒能同时表达 (),、()* 和 $ 蛋白。

图 ’ 789 检测重组病毒感染 :;<5’! 细胞中 (**=> 蛋

白的表达

W7HX ! 266\8UZT\U#QR;Q8;Q UZ #$%&’()*+$+(),’78ZQ;SQF LMN’!/
;QTTRX &] #$%&’()*+$+(),’78ZQ;SQF LMN’!/ ;QTTR #Q:;SQF ^7SG (),’
RKQ;7Z7; :8S7RQ#\6；L] #$%&’()*+$+(),’78ZQ;SQF LMN’!/ ;QTTR #Q:;SQF
^7SG ()*’RKQ;7Z7; :8S7RQ#\6； 1] #$%&’()*+$+(),’78ZQ;SQF LMN’!/
;QTTR #Q:;SQF ^7SG ()4’RKQ;7Z7; :8S’RQ#\6；3]$%&’78ZQ;SQF LMN’!/ ;QTTR
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’"? 免疫小鼠抗 (**=> 中和抗体的测定

采用微量中和试验检测免疫小鼠 )??@% 中和

抗体水平（图 -），结果在首免后第 - 周就可检测中

和抗体，首免后第 O 周中和抗体平均滴度达到 !*，

并且一直保持到第 /! 周（实验结束），高于弱毒活疫

苗和灭活疫苗产生的中和抗体水平，亲本毒 $%& 免

疫对照组在整个试验过程中均未检测到 )??@% 的

C,-郑其升等：共表达猪呼吸与繁殖障碍综合征病毒 AB’: 株 E?W,、E?W* 与 E?W4 基因⋯⋯ X +微生物学报（!""C）,C（!）



中和抗体。

图 ! 免疫小鼠血清中中和抗体水平的变化
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"#$ 免疫小鼠 % 细胞增殖反应检测

为了探讨重组病毒免疫小鼠针对 9::;< 的 =
细胞免疫应答，取首免后第 % 周和第 > 周小鼠脾淋

巴细胞进行增殖反应。从图 ? 中可以看出，利用紫

外线照射灭活的 9::;< 作为刺激原，*@<ABC9DE@E
C9? 免疫组小鼠表现较强的特异性淋巴细胞增殖，

第 > 周增殖指数达到 FGHI J KGKI，统计学分析结果

显示，与商品化的 9::;< 弱毒疫苗所引发的 = 细

胞增殖反应差异明显（! L KGKD），与灭活疫苗免疫

组差异极显著（! L KGKM）。此结果表明，*@<ABC9DE
@EC9? 免疫能使小鼠诱发较强的细胞免疫应答。

图 & 免疫小鼠初免与加强免疫后 ’(()* 特异的 % 淋巴

细胞增殖反应

!"#$? ;4’8"5"8 =B8’,, 4*0,"5’*+)"0. *’340.3’3 05 )6’ *’807/".+.) N"*(3B
N+88".+)’1 7"8’ +5)’* 4*"7+*2 +.1 3)*’.#)6’. "77(."-+)"0.$ MGO",1 )24’
@<AB"77(."-’1 7"8’； FG *@<ABC9DE@EC9?B"77(."-’1 7"8’
%GA))’.(+)’1 9::;< N+88".’B"77(."-’1 7"8’；?G P.+8)"N+)’1 9::;<
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! 讨论

9::; 是一种以母猪繁殖障碍和新生仔猪呼吸

道症状及高死亡率为主要特征的传染病，已几乎遍

及世界所有养猪国家，在中国的流行和分布也日益

广泛，危害日益严重。本病的传播不仅给全球养猪

业造成巨大的直接经济损失，而且易导致其他病原

的继发感染、混合感染和免疫抑制，对现行的免疫策

略和疫苗研制提出严峻的挑战。

由 Q:!D 编码的囊膜糖蛋白 C9D 是 9::;< 的

主要免疫保护抗原蛋白，该蛋白含有 R 个抗原决定

簇，能 诱 导 机 体 产 生 特 异 性 中 和 抗 体 和 细 胞 免

疫［MK］。@ 蛋白由 Q:!R 编码，经用感染猪康复血清

进行的免疫印迹试验证明具有很强的免疫原性，感

染后 MK1 就可以检测特异抗体，体外表达的重组 @
蛋白可作为检测早期感染的血清学实验的抗原［MM］；

在体外，Q:!R 产物诱导的 = 细胞增生反应比其他结

构蛋白更强烈，表明 @ 蛋白在细胞介导的免疫反应

中可能起主要作用［MM，MF］。C9D 蛋白与 @ 蛋白在病

毒囊膜内通过二硫键结合成复合物，含有与病毒感

染有关的免疫重要区，在病毒附着和侵染猪肺泡巨

噬细胞中起重要作用（主要是与肺泡巨噬细胞表面

的肝磷脂受体结合）［M%］。C9? 蛋白是 9::;< 的主要

结构蛋白之一，其胞外区第 ?K 位 S 第 HI 位氨基酸

之间有一个可与特异单抗发生中和反应的抗原决定

簇［MR］。

基于以上研究成果，本研究构建了在 % 个痘病

毒启动子调控下共表达 9::;< C9?、C9D 与 @ 蛋白

的复制缺陷型重组痘苗病毒 *@<ABC9DE@EC9?。通

过 O’3)’*.B/,0) 与 P!A 检测证实，重组痘苗病毒可以

同时表达 C9?、C9D 与 @ 蛋白。小鼠免疫试验结果

显示，重组病毒 *@<ABC9DE@EC9? 能引发较强的中

和抗体应答和细胞免疫应答。目前的研究资料已证

实高滴度的中和效价在抵抗 9::;< 感染和清除病

毒过程中具有重要作用，并与病毒的清除呈正相关

性［M?，MD］，而目前对细胞免疫在抗 9::;< 感染中的作

用尚不清楚。*@<ABC9DE@EC9? 能同时激发很强的

体液免疫与细胞免疫，表明该重组病毒是一种很有

希望的 9::;< 新型候选疫苗。

*@<ABC9DE@EC9? 同时诱导高水平的体液免疫

与细胞免疫反应可能与以下几点相关：（M）C9D 蛋白

具有诱发中和抗体的能力，@ 蛋白具有诱发特异性

细胞免疫的能力，C9D 和 @ 蛋白的共表达可能产生

协同刺激作用；（F）C9? 含有一个线性中和抗原表

位；（%）C9DB@ 蛋白复合物的形成可促进 C9D 蛋白从

内质网往高尔基体的转运，在此过程中 C9D 蛋白获

得修饰，使某些中和表位获得展现；（?）C9?、C9D 与

@ 基因分别在 % 个启动子控制下表达，而不是单纯

的串联表达，保持了 % 个蛋白的天然构象和免疫原

性；（D）本研究使用的重组痘苗病毒虽然不能在动物

体内复制，但却可以高效的表达外源基因，而其本身

的免疫原性非常弱［D］。

理想的 9::; 疫苗应该在短时间诱导高水平的

中和抗体和特异性细胞免疫反应，本研究构建的共

表达 9::;< Q:!?、Q:!D 与 Q:!R 的改良型重组痘

苗病毒 *@<ABC9DE@EC9?，能够较好地诱发小鼠产生

9::;< 特异的中和抗体和细胞免疫应答，虽然对猪

的免疫保护性还需大量的试验验证，但为 9::; 的

新型疫苗的研制提供了新的思路。
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