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"联系人。

""现在深圳市人民医院中心实验室工作。

!"#$!%&’(!5$(#3在痘苗病毒中的表达及性质研究

李体远#"" 金宁一!" 王宏伟! 郭志儒! 方厚华! 安汝国# 殷 震!
!（解放军农牧大学研究所病毒室 长春 !4$$"#） #（白求恩医科大学 长春 !4$$#!）

摘 要 研究了重组痘苗病毒表达的78%2!核心蛋白（9+:）;!52;#3蛋白的一些生物学及免疫学特点。间接免疫

荧光、<&=>?8@A及BCD=C.,E’&=结果表明，构建的两株重组病毒分别表达了78%2!9+:;#3及;!52;#3融合蛋白。

电镜观察证实，9+:;#3及;!52#3重组蛋白均可形成病毒样粒子。重组病毒可诱导小鼠产生抗78%2!9+:;#3抗

体。重组病毒感染F7G#!细胞后，可见由于细胞凋亡而致的染色体<)A断裂“梯子”电泳图。
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人们已投入大量人力、物力研制用于预防以及

（或者）治疗78%2!感染的疫苗［!!3］，但迄今尚未有

理想的结果。核心蛋白（9+:）为78%2!的主要结构

蛋白之一，可以诱导机体产生抗78%2!的中和抗体

和细 胞 毒 作 用［6，"］，且 能 自 我 装 配 成 病 毒 样 粒 子

（%?I），从细胞膜释放，使得9+:蛋白成为制备巨

分子颗粒化抗原的良好载体。痘苗病毒载体表达的

重组蛋白更接近天然构型，且能诱导机体产生极强

的细胞免疫和体液免疫，因而在重组活疫苗研究中

应用最广。以往的实验多侧重于对完整的9+:蛋

白或与其它外源基因共表达形成的杂合蛋白的免疫

学研究。本实验重点考察了痘苗病毒的78%2!;#3
及;!52#3蛋白的生物学及免疫学特性，以期对未来

的78%2!疫苗研制提供有关数据。

) 材料和方法

)*) 质粒、细胞和病毒

痘苗病毒表达载体;!"7!JI及;!"7EJ，可使

表达的蛋白在)2端或K2端融合7LD·M+:，并表达荧

光蛋白，由作者构建。F7G#!、NG!4、K&D25、BLDO
细胞由本室保存。天坛株痘苗病毒由本室保存。细

胞和 病 毒 用 含 有 !$P 小 牛 血 清 的 Q>Q（ 或

<Q>Q）培养增殖。

)*+ 重组质粒的构建

利用IKN从;H>质粒中扩出)2端融合7LD·

M+:多克隆位点基因序列，插入痘苗病毒表达载体

;!"（由金宁一博士构建），并在其多克隆位点下游装

入自身带有巨细胞病毒（KQ%）启动子的突变型荧

光蛋白（JI）基因，构建成)2端融合7LD·M+:并带有

荧光蛋白报告基因的分离型痘苗病毒表达载体。再

从;>M2#1中切出K2端融合7LD·M+:及多克隆位点

序列，并与KQ%2JI基因一同装入;!"，构建成K2
端融合7LD·M+:的分离型痘苗病毒表达载体。将

78%2!1+1基因分别插入上述载体，并筛选出重组

病毒。

)*, 重组病毒的构建及筛选

按文献［5］的方法，利用脂质体转染法进行体内

同源重组，鸡红细胞吸附实验筛选并纯化重组病毒。

)*- 免疫印迹（./01/234561，.7）

感染重组病毒的细胞裂解样品经@<@2IA9>
分离后，将其电转移至硝酸纤维素膜上，封闭后，分

别与78%2!9+:;#3单抗、碱性磷酸酶标记的抗鼠

8:9反应和显色。

)*8 重组痘苗病毒的早、晚期表达

重组 痘 苗 病 毒 以!$QR8分 别 接 种 于!S#T
!$"F7G#!细胞中，同时以天坛株痘苗病毒为对照，

加或不加阿糖胞苷（A.+K，3$":／U?），培养#$O后

进行@<@2IA9>和 BCD=C.,E’&=检测，比较重组痘

苗病毒在感染早期和晚期的表达。A.+K是<)A复

制的阻遏剂，可阻断病毒<)A的复制，从而抑制病







成寡核小体大小的片段，在!"#电泳上可见到典

型的“梯子”（!"#$%&&’(）形状。本实验中，将不同

数量的重组病毒感染)*+,-细胞后，病变细胞染

色体!"#形成典型的断裂!"#“梯子”。说明重组

病毒可能诱导宿主细胞发生了凋亡。详细的研究正

在进行。
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