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猪肺炎支原体 !./ !末端基因重组腺病毒的构建及其免疫效果

陈超 Q，李媛 Q，郭丹，曹培丽，张美晶，姜海芳，乔祖建，王亮，辛九庆!

（中国农业科学院哈尔滨兽医研究所，兽医生物技术国家重点实验室，动物细菌病研究室，哈尔滨 1%###1）

摘要：【目的】构建携猪肺炎支原体（%0"(1*$23$ 40(1-563(-&$5，S5)）黏附因子 1./ 2末端基因的重组腺病毒
并研究其诱导小鼠产生的免疫反应，为研制新型 S5)疫苗奠定基础。【方法】从 S5)基因组中扩增 1./ 2末
端基因，并将其克隆到穿梭载体 )/5966,GI2SB中，该重组穿梭质粒经 735 8 线性化后电转化到 CT%1EJI(UI1
细胞中进行同源重组获得重组腺病毒 U0(，纯化后的重组腺病毒质粒经 7$"!酶切线性化后转染 (U-"J细
胞以获得重组腺病毒。对该重组腺病毒进行 VFID2V、间接免疫荧光和 WG<6G*: X,86鉴定，用氯化铯密度梯度
离心纯化试剂盒对该重组腺病毒进行纯化并确定其滴度。重组病毒经肌注、滴鼻两种途径免疫小鼠并从体

液免疫、粘膜免疫和细胞免疫 J个方面对其免疫结果进行分析。【结果】7$"!酶切证实同源重组成功，VFI
D2V、间接免疫荧光和 WG<6G*: X,86鉴定证明了该重组腺病毒成功转录并表达了 1"’ 2末端蛋白，将该重组病
毒进行纯化后滴度可达到 % Y 1#11 F2.U%#3>A，重组病毒可诱导小鼠产生血清、肺匀浆液特异性 .OZ，通过滴鼻
免疫方式还可诱导肺匀浆液 /.O(的产生，但不能诱导特异的淋巴细胞增值。【结论】成功构建了表达 1./ 末
端基因的重组腺病毒，该病毒可诱发小鼠产生特异的的体液免疫和粘膜免疫，但不产生细胞免疫应答。
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猪支原体肺炎（SR?8),;<>; ):G9>8:+; 8[ <\+:G，
S)<）是一种高接触性，高传染性，并以高发病率和
低死亡率为特点的慢性呼吸道传染病［1］，在世界范

围内对猪的养殖业造成了巨大的经济损失［-］，其病

原猪肺炎支原体（%0"(1*$23$ 40(1-563(-&$5，S5)）也
是全球公认的最难净化的病原菌之一［J］。

S5)表面的黏附因子在 S5) 致病中起关键作
用［! & $］，其对猪呼吸道上皮细胞的粘附能够引起纤

毛活性的下降甚至折断脱落，呼吸系统防御能力下

降，气源性病菌长驱直入，极易引起呼吸道感染并且

容易引发继发感染。目前研究最为深入的粘附因子

是 7"’蛋白，1""%年张启敬利用单克隆抗体 9-:%

发现粘附因子 7"’［’］，]<9等发现 7"’ 2末端包括 -
个重复区域 V1和 V-区，纤毛结合位点位于 V1区，
并且需要至少 ’ 个 ((@DB3M重复单元才能进行有
功能的结合，V- 区位于 V1 区的下游，可能与 S5)
粘附在宿主细胞外的基质有关［E & "］。D"’ 在不同株
的 S5)中序列比较保守，经证实 S5)的细胞粘附作
用的缺失与其 D"’的缺失相关［1#］，1""#年 ^89:O等
就发现，S5)感染时 7"’蛋白引发的免疫反应远远
早于其它抗原［11］，因此 1"’可以作为研制 S5)新型
疫苗的候选基因。本实验利用扩增出的 1./ 末端基
因构建了表达 7"’ 2 末端蛋白的复制缺陷型腺病
毒并对其免疫效果进行研究，为研制新型 S5)疫苗



奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、质粒、细胞猪肺炎支原 !"#$%株是本实
验室于 &’’( 年分离并鉴定的；! ) "#$% *+(!为
,-./01#公司产品；腺病毒表达载体系统（234/5678

9: 231#-.";/< =1>?-; @65?1A）包括穿梭载体 B@CD??<1$
E8=、电转化感受态细胞 FG(%HI$2*$%、包装细胞 2*$
&JI和超级感受态细胞 9:$%’购自 @?;/?/01#1公司。
!"!"# 主要试剂：组织K细胞 *,2提取试剂盒、小量
质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒均为上海华舜公司

产品；大量质粒提取试剂盒购自 L;-A10/公司；蛋白
质分子质量标准、限制性内切酶 &’$"、()*"和
L6;-M15?78 *,2 聚合酶为 N1;A1#?/5、8FO 公司产品；
兔抗鼠 O0P 酶标二抗、羊抗鼠 NO7E 标记二抗为
@"0A/公司产品；转染试剂 <"B-Q1>?/A"#178 &’’’ 购自
O#."?;-01#公司；*,2 分子质量标准为宝生物工程
（大连）有限公司产品，小量腺病毒氯化铯纯化试剂

盒购自上海 P1#813公司；针对 LJR蛋白的单克隆抗
体 2IEJ（8>2M 2IEJ）由本实验室研制。
!"# 菌株的复苏与 $%&扩增
以改良 C/6Q<">S培养基复苏 !"#$%株菌种，用组

织K细胞 *,2提取试剂盒提取其基因组 *,2。参照
8CB国际标准株 &I& 株的全基因序列，设计扩增
)+, E 末 端 基 因 的 引 物：L%：E2PPP72EE27
PEE2PE2PE2222EE2（下划线为 ()*"位点），L&：
EPEPP7EP2E772P7E2PP22PP72277（下划线为
&’$"位点）。以 !"#$% 株基因组 *,2 为模板扩增
)+, E末端基因。LET反应条件为：J(U ( A"#；JVU
I’ 5，(&U V( 5，R&U V( 5；I(个循环后，R&U %’ A"#。
!"’ 插入 !+, % 末端基因的穿梭质粒 ()*+,,-.$
%/0$"JR %的构建
将 LET产物回收后用 ()*"和 &’$"酶切与穿

梭质粒 B@CD??<1$E8=连接后，转化到 *+(!感受态细
胞中。利用 W/#抗性筛选重组转化子 B@CD??<1$E8=$
LJR E，并经酶切、LET鉴定后送上海生工公司测序。
!"1 重组腺病毒 2345$67 %的获得
将用 -./"酶切线性化的 B@CD??<1$E8=$LJR E

质粒电转到含有腺病毒骨架载体 B234/56$% 的
FG(%HI$2*$% 感受态细胞中获得重组腺病毒质粒
B23$LJR E，-’""线性化后用 <"B-Q1>?/A"#178&’’’ 将
其转染 2*&JI细胞中，待细胞完全病变后反复冻融
获取重组腺病毒 ;23$LJR E。

!"8 !+, %末端基因在重组腺病毒中转录、表达的
鉴定

在长满 2*&JI细胞的 JX孔板上接种重组腺病
毒 ;23$LJR E，以 LJR单抗（8>2M 2IEJ）为一抗，NO7E
标记羊抗小鼠 O0P为二抗进行间接免疫荧光试验；
收取病变细胞提取 T,2，进行 T7$LET检测目的基
因的转录；用 TOL2裂解病变的细胞，离心后取上清
按常规方法以 LJR 单抗为一抗进行 @*@$L2P4 和
Y15?1;# M<-?分析，均以野生型腺病毒感染的细胞作
对照。

!"9 重组腺病毒的纯化及滴度测定
将病毒原液 (倍稀释再次感染 &JI细胞，并用

琼脂覆盖法进行 I轮噬斑筛选，每次都经过 Y15?1;#
M<-?检测，将最后鉴定为阳性的克隆传代 %’次并大
量扩增病毒，用小量腺病毒氯化铯纯化试剂盒纯化

重组病毒。将纯化后的病毒进行倍比稀释，用

7EO*(’的方法测定其滴度。
!"7 动物实验
以肌注和滴鼻两种途径免疫 X Z H 周龄雌性

F/<MK>小鼠，每组 (只，剂量均为 ( [ %’R 7EO*(’K只，
以接种野生型腺病毒组为对照，在首免 &周后加强
免疫一次并在首免后 &、V、X、H 周后采集血清，并在
第 H周制备肺匀浆液，以 B47$I’/为载体表达的 LJR
E末端蛋白（LJR E$I’/）为抗原，以抗小鼠 O0P，O02
为二抗进行间接 4:O@2；H 周后小鼠处死后取脾以
LJR E$I’/、E-#2为刺激物用 877 法进行淋巴细胞
增值试验。

# 结果

#"! !+, %末端基因的扩增与穿梭质粒 ()*+,,-.$
%/0$$JR %的鉴定
以 !"#$%株基因组为模板扩增 )+, E末端基因，

得到大小为 XR’ MB 左右的条带与预期相符。将扩
增片段插入到 B@CD??<1$E8=穿梭载体中，获得正确
的穿梭质粒 B@CD??<1$E8=$LJR E，经 ()*" \ &’$"酶
切后电泳显示出预期大小的两条带，即 XR’ MB大小
的 )+, E末端基因条带和 R]( SM的 B@CD??<1$E8=条
带（图略），序列测定结果表明 )+, E末端基因插入
的位置、大小和读码框架均正确。

#"# 在大肠杆菌 :;8!<’53=5! 细胞中获得同源重
组腺病毒质粒 (345$67 %

-./"线形化的穿梭载体 B@CD??<1$E8=$LJR E
与腺病毒骨架载体 B234/56$%在 FG(%HI 大肠杆菌内
同源重组获得重组腺病毒 *,2，-’""酶切后经电

XXV EC/- EC1# 1? /< ) K0"1’ 2%"3#4%#$#5%"’ &%*%"’（&’’J）VJ（V）



泳得到一条 !" #$的大片段和一条 %&’ #$的小片段
（图略），获得了重组腺病毒质粒。

!"# $%&’()* +末端腺病毒的制备
鉴定正确的 ()*+,-. /末端经 !"#!线性化后

转染 )01-!细胞，. 2 3" *后细胞出现肿胀、圆缩等
典型的细胞病变，待 3% *后细胞完全病变脱壁，收
获病变细胞反复冻融后取上清得到重组腺病毒原

液，将原液感染 1-!细胞可产生明显病变（图 3）。

图 , %-!)#细胞感染重组腺病毒的病变（,.. /）
4567 3 /89:(;9<5= =<;>6? :@ )01-! =?AAB 5>@?=9?* $8 C?=:D$5>;>9

;*?>:E5CFB（3"" G）7 )：>:CD;A )01-! =?AAB；H：=89:(;9<5= )01-! =?AAB

5>@?=9?* $8 C)*+,-. /7

图 ! 重组腺病毒 $%&’()* +的 01’(+0鉴定
4567 1 IJ+,/I *?9?=95:> :@ 9<? C?=:D$5>;>9 ;*?>:E5CFB C)*+,-. /7

3& C)*+,-. /；1&K5A* 98(? ;*?>:E5CFB；L&1""" $( 0M) A;**?C 7

!"2 重组腺病毒中 !$% 基因转录、表达的鉴定
IJ+,/I结果显示 &$% 基因可以较好的在

)01-!细胞中进行转录（图 1），将重组病毒接种
)01-!细胞进行间接免疫荧光试验，可以发现该重
组病毒可以在细胞中表达 ,-. /末端蛋白（图 !）；收
取接种后病变的细胞进行 N0N+,)OP、Q?B9?C> $A:9分
析，该重组病毒能在 1-! 细胞中表达大小约为

1. #0;的 ,-. /末端蛋白（图 %）。

图 # 重组腺病毒 ()* +末端蛋白表达的间接免疫荧光
鉴定

4567! 0?9?=95:> :@ 9<? ?R(C?BB5:> :@ 9<? ,-. / 5> 9<? C?=:D$5>;>9

;*?>:E5CFB $8 FB5>6 5>*5C?=9 5DDF>:@AF:C?B=?>=? ;BB;87 )：)01-! =?AAB

5>@?=9?* $8 C)*+,-. /；H：)01-! =?AAB 5>@?=9?* $8 K5A* 98(? ;*?>:E5C 7

图 2 重组腺病毒 ()* +末端蛋白表达的34564$7 89:6分析
4567% 0?9?=95:> :@ 9<? ?R(C?BB5:> :@ 9<? ,-. / 5> 9<? C?=:D$5>;>9

;*?>:E5CFB $8 Q?B9?C> $A:9 7 3& C)*+,-. /；1&K5A* 98(? ;*?>:E5CFB；L&33+

3." #0; (C?B9;5>?* (C:9?5> A;**?C 7

!"; 重组腺病毒的纯化及滴度测定
将原代病毒液感染 1-!细胞后用琼脂覆盖，待

% *后可以看到明显的噬斑。经氯化铯纯化试剂盒纯
化后，可以得到滴度为 ’ G 3"33J/S0’"TDU的腺病毒。
!"< 重组腺病毒免疫小鼠可产生特异性的 =>?抗体
重组腺病毒经肌注、滴鼻两种途径免疫小鼠均
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可以刺激小鼠产生 !"# $的特异性血清 %&’抗体，
首免 (周后即可检出并在加强免疫后 ( 周达到高
峰，在加强免疫 )周后开始下降（图 *），并且在加强
免疫 +周后制备的肺匀浆液中，也都可以检出特异
性的 %&’抗体（! , -.-*）（图 +/0）。

图 ! "#$%&’( )免疫小鼠后的血清 *+,的测定
12&3 * 45657829:62;9 ;< =57>8 %&’ 29?>@5? AB 70?/!"# $ :<657

288>92C:62;9 29 82@53

图 - 小鼠肺匀浆液 *+,和 *+#的测定
12&3+ 45657829:62;9 ;< D>9& E;8;&59:65 %&’ :9? %&0 ;< 6E5 82@53 0：

45657829:62;9 ;< D>9& E;8;&59:65 %&’ ;< 6E5 82@5；F：45657829:62;9 ;<

D>9& E;8;&59:65 %&0 ;< 6E5 82@53

./( 滴鼻免疫可刺激小鼠产生特异性的粘膜免疫
将各组小鼠在首免 G周后将其处死制备肺匀浆

液以分析其呼吸道粘膜免疫情况。其中滴鼻免疫组

相对于对照组能产生特异性 =%&0（! , -.-*），而肌
注组则不能产生特异性 =%&0（! H -.-*）。=%&0的检
测能够反映粘膜免疫的状况，所以滴鼻组能刺激小

鼠产生特异性的粘膜免疫（图 +/F）。
./0 重组腺病毒不刺激小鼠产生特异的细胞免疫
淋巴细胞增值实验结果显示，$;90可非特异的

诱导各组小鼠产生明显的淋巴细胞增值反应，*." ,
=% , I-.*，平均为 # 3(，而 !"# $/J-:则不诱导任何实
验组和对照组产生小鼠淋巴细胞增值，-."* , =% ,
I.-+，差异不显著（! H -.-*）。这表明：70?/!"# $重
组腺病毒以滴鼻和肌注两种方式免疫小鼠都不能产

生特异的细胞免疫应答。

1 讨论

KLM是由 KEL引起的世界范围内危害养猪业的
疾病，针对该病的药物治疗效果不够理想，停药后容

易复发，该病一旦在猪场流行，就很难根除［I(］，因此

疫苗预防对该病的防控起着关键性作用。目前国内

研究应用的 KEL疫苗以灭活苗和弱毒苗为主，但这
些疫苗存在着产量低、成本高、反应较大、免疫途径

不易被一般用户接受等缺陷，迫切需要研制一种高

效、安全、廉价的新型疫苗来控制该病的流行。

近年各国学者在研制 KEL 亚单位疫苗和活载
体疫苗方面取得了令人鼓舞的进展，其中 !"#是研
究比较深入的一种 KEL纤毛结合蛋白，它的单克隆
抗体能够阻止 KEL在猪纤毛上的粘附［#］，但利用原
核表达系统研制的 !"# 重组亚单位疫苗不能阻止
KEL对猪的感染也不能降低其对猪肺部造成的损
害［I)］。另外将 !"# NI区基因无论插入到沙门氏杆
菌还是丹毒丝菌表达载体内，免疫动物后在血清中

均检测不到针对 !"#的特异性抗体，但均产生细胞
免疫应答并可以降低 KEL对猪肺部的损害［I* O I+］，这

可能是用原核表达载体表达的 !"#蛋白不能进行正
确的折叠和修饰以至于降低了它的免疫原性。而

PIQPJ区缺失的复制缺陷型腺病毒载体则具有这方
面的优势，并且它的宿主细胞广泛，转导效率高，表

达水平高，易繁殖和纯化，病毒滴度高。复制缺陷型

腺病毒在体内对细胞只发生一次性感染，不整合到

宿主细胞基因组中，不会导致环境污染，能够很好地

将目的抗原递呈给递呈细胞从而产生免疫应答［I#］，

更重要的是其经黏膜接种可非侵入性地高效诱导机

体粘膜免疫应答［IG］，而粘膜免疫对于阻止 KEL在呼
吸道的黏附具有重要意义。

0?P:MB是国内外应用最广泛的构建重组腺病
毒的系统，该系统可在原核细胞 " 3 #$%& FR*IGJ 中
完成穿梭载体与骨架载体之间的同源重组，极大简

化了载体构建过程。我们选用的 0?P:MBST是 0?P:MB
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系统的改良换代产品，原来的 !"#$%&系统要求用两
个载体共转化到 ’()*+,细胞，而 !"#$%&-.只需将穿
梭载体转化到含有骨架载体的 ’()*+,/!0/*感受态
细胞里就可以了，可明显地提高重组成功率和目的

基因在重组腺病毒载体的表达能力。本实验两个载

体的重组率可达到 123，并且 45%6578 9:;6和间接免
疫荧光能鉴定出目的蛋白的表达。此外，该系统携

带的 !0<1,细胞相比于传统使用的 =#><1,细胞具
有更好的贴壁性能和生产病毒的能力。扩增收获的

病毒液中含有大量的缺损颗粒、细胞毒素、培养基、

血清及细胞碎片等杂质，免疫动物会引起强烈的免

疫反应，因此需要病毒纯化，传统的氯化铯密度梯度

离心虽行之有效，但技术要求高，花费时间长，而基

于离子交换层析技术的纯化试剂盒虽然可以快速简

便地纯化腺病毒，但是价格昂贵，因此本实验选择了

?58@5"公司的腺病毒氯化铯纯化试剂盒进行纯化，
只进行一次高速离心大大简化了纯化步骤，纯化一

次后可获得滴度为 ) A *2**BCD0)2EF.的重组腺病毒
< F.，可以满足少量动物免疫试验的要求。
动物试验结果表明该重组病毒能够刺激小鼠产

生针对 G1HC末端蛋白的体液免疫反应，并且通过
滴鼻途径还能够刺激小鼠产生呼吸道粘膜免疫反

应，但不能产生特异的细胞免疫应答，并且从总体上

看其产生的体液免疫反应水平也不高，这可能是由

于以下原因造成：一是可能因为该猪肺炎支原体基

因存在较多的不适宜在哺乳细胞体内翻译的密码

子，以至于其表达量不够而不能引起动物体高水平

的免疫应答，这可以通过优化其阅读框的密码子来

增加其表达量；再可能是因为该系统表达的 G1HC
末端蛋白仍存在免疫原性过低的问题，这可以通过

其串联 .B’［*1］、08$>［<2］等基因来增加其抗原性，并
且可以探索构建其他猪肺炎支原保护性抗原的重组

腺病毒如 !"#$ 基因［<*］、!"%&［<<］基因等。
本试验在国内首次成功构建了高滴度高纯度的

表达 G1H C末端基因的重组腺病毒，并通过动物实
验证明其可以产生低水平的特异性体液免疫应答反

应，但不诱导产生细胞免疫应答反应，为下一步的猪

肺炎支原体新型疫苗的研制提供了一些启示。
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