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口蹄疫（6((H/-=B/,(AH< D:I3-I3，6,D）是当今世界上最为

严重的家畜传染病之一，主要危害猪、牛、羊等偶蹄动物。

6,D 的致病原为 6,D 病毒（6,D’），属小 J+E 病毒科口蹄疫

病毒属，有 E、K、L、ME2!、ME2"、ME2#及 EI:-!共 " 个血清

型。6,D’ 结构较简单，完整的病毒颗粒由 5 种结构蛋白

’N!、’N$、’N# 及 ’N5 各 1% 个拷贝构成的衣壳包裹一条单股

正链 J+E 组成，其中 ’N! 是主要的抗原蛋白［!］。

目前尚无治疗 6,D 的有效办法，免疫接种是控制 6,D
发生的主要手段，因此，研制有效、安全及经济的抗 6,D’ 疫

苗显得尤为重要。6,D’ ’N! 蛋白中 !5! O !1% 位氨基酸残

基是一主要 P 细胞表位［$］，而 $! O 5% 位氨基酸残基则是一

重要 2 细胞表位［#］，但这些小分子抗原肽需与大分子载体蛋

白相连才能有效地诱发机体产生免疫应答。因此，本研究

里，我们在克隆了一株 K 型 6,D’ 外壳蛋白 ’N! 基因并测定

了其序列之后，化学合成了 !5! O !1% 及 $! O 5% 位氨基酸残

基 $ 个表位基因，并采用猪免疫球蛋白 F（Q>F）重链恒定区作

为载体蛋白，将合成的抗原表位基因连接在载体蛋白基因的

#R端，再克隆进真核表达载体 SLD,4 中，构建成重组表达质

粒 SLD,46T#，并检测了其诱发豚鼠产生免疫应答的情况。

’ 材料与方法

’(’ 菌株、质粒

大肠杆菌 U,!%0 及质粒 SP)A3ICV:SH"WM（SPM WM）由本室

保存，含有猪 Q>F 重链全长基因的质粒 SPM/MX 由本室构建，

真核表达质粒 SLD,4 及大肠杆菌 2(S!% 由香港科技大学生

物系提供。

’() *+,扩增猪 !"#重链信号肽基因及恒定区基因

扩增信号肽基因正链引物（N!）：&R/2FE2FL2LFEFE2E/
2FFEF222LFF/#R，负 链 引 物（ N$）：&R/E2LFFFE2LLL2L/
LELLEFL22L2L/#R，两 &R端分别引入 3"(Q 及 .+4XQ 酶切位

点。扩增恒定区基因正链引物（N#）：&R/ELFFFE2LL2LEFL/

LLLLEEFELFF/#R，负 链 引 物（ N5 ）：&R/ELLFFEE22L22/
2ELLL2FEF2L22FF/#R，两 &R端分别引入 .+4XQ 及 50(JQ 酶

切位点。反应条件均按常规进行。

’(- 动物免疫

所用豚鼠购自第二军医大学实验动物科学部，雄性，每

只体重 $%%> 左右。将抽提纯化好的质粒 D+E 溶于 %Y0Z
+-L) 中（质粒的抽提纯化采用 NV(93>- 公司 [:;-VB 核酸纯化

系统），配成 !9>\9]，于每只豚鼠腿部肌肉注射 %Y$9] D+E
溶液，分 # O 5 点注射，# 周后用相同剂量的 D+E 加强免疫 !
次，阴性对照组注射相同剂量的空白质粒（SLD,4）。

’(. 豚鼠血清中和抗体检测

按文献［5］报道的方法作乳鼠保护试验，计算出半数致

死量（]D&%），结果以中和指数（+Q）表示：+Q ^ _ )>（实验组

]D&% \阴性对照组 ]D&%），+Q 即反映病毒中和抗体的滴度。

’(/ 豚鼠 0细胞增殖检测

用#X/2BJ 掺入法。以不同稀释度的 K 型 6,D’ 精制抗

原与豚鼠脾脏 2 细胞（! ‘ !%& ）共同培养 1%< 后，加入［#X］/
2BJ，继续培养 !$<，测定［#X］/2BJ 掺入量（CS9）。结果用刺

激指数（MQ）表示：MQ ^ 实验孔 CS9 值\不加刺激原的阴性对照

孔 CS9 值，以 MQ#$ 判为阳性。

’(1 豚鼠抗病毒能力检测

采用划痕涂布与注射相结合的方式接种病毒。豚鼠第

$ 次免疫后 " 周，于每侧跖部沿腿部方向注射 %Y!9] K 型

6,D’ 溶液（毒株：X(=>a(=> 株），另将两侧跖部皮肤划破，涂

布病毒 液，每 只 豚 鼠 接 种 总 剂 量 为 &% 倍 的 半 数 感 染 量

（QD&%），接种后 $ 周内观察发病情况。

) 结 果

)(’ 23$4 抗原表位基因的设计、化学合成与克隆

选择 ’N! 中 !5! O !1% 及 $! O 5% 位氨基酸肽段，将其组

成 !5! O !1%（$%EE）/$! O 5%（$%EE）/!5! O !1%（$%EE）串联形



式，在串联片段基因的 !"端引入 !"##$ 酶切位点，%"端引入

$#%$ 酶切位点，共分 &’ 个片段进行合成。合成片段经磷酸

化、退火并连接成完整基因后，克隆进质粒 ()* +* 中。经酶

切、,-# 及序列分析后，筛选出阳性重组子，命名为 ()*./0。

!"! 猪 #$% 重链信号肽基因及恒定区基因克隆

以质粒 ()*.*1 为模板，用 ,-# 方法分别扩增出猪 $23 重

链信号肽基因（456(）及恒定区全长基因（&77!6(），,-# 产物经

酶切后，与经 &’#$ 及 !"##$ 酶切过的 ()* +* 大片段相连，构

建成含猪 $23 重链信号肽及恒定区基因的质粒 ()*.$*-。

!"& 免疫用重组质粒构建

用 &’#$ 及 !"##$ 双切质粒 ()*.$*-，回收猪 $23 重链信

号肽及恒定区基因，用 !"##$ 及 $#%$ 双切质粒 ()*./0，回收

/89: 抗原表位基因。质粒 (-985 为一真核表达载体，经

&’#$ 及 $#%$ 酶切后回收大片段，将该大片段与上面回收的

两个基因片段相连，转化大肠杆菌 ;<(&7，经酶切、,-# 及

9=> 序列分析后筛选出阳性重组子，命名为 (-985/0%，构建

过程如图 & 所示。

图 & 重组质粒 (-985/0% 的构建

/?2@& -<ABCDEFC?<A <G DHF<I6?AJAC (KJBI?L (-985/0%

!"’ 血清中和抗体检测

将 (-985/0% 免疫豚鼠后，进行了免疫效果检测。表 &
示中和指数，豚鼠第 ’ 次免疫后第 ’ 周，即可检测到病毒中

和抗体。

表 ( 免疫豚鼠中和抗体

)*+,- ( .-/01*,2324$ *402+567 020-18 24 299/423-6 $/24-* :2$8

3D<E(B =EI6HD <G JA?IJKB
MHHNB (<BC BHF<ALJDO ?A<FEKJC?<A

’ P
(-985/0% % &Q7 R 7Q’ &Q7 R 7Q&

(-985 % 7 7

!"; ) 细胞增殖检测

图 ’ 示第 ’ 次免疫后第 P 周，豚鼠脾脏 ; 细胞在抗原刺

激下增殖反应情况。在 &S!7 T &S’77 稀释度的 U 型 /89: 特

异抗原刺激下，经 (-985/0% 免疫过的豚鼠脾脏 ; 细胞有明

显增殖作用，而 (-985 组 ; 细胞对病毒抗原的刺激无应答。

图 ’ 免疫豚鼠 ; 细胞增殖检测

/?2@’ ,D<K?GHDJC?<A <G B(KHHA ; FHKKB <G ?IIEA?VHL 2E?AHJ (?2B

!"< 抗病毒能力检测

用 U 型 /89: 对免疫豚鼠进行攻击，结果发现，在免疫

的 W 只豚鼠中，有 P 只未发病，而对照组豚鼠则全部发病（表

’），表明免疫豚鼠有一定的抗病毒能力。

表 ! 免疫豚鼠抗病毒能力检测

)*+,- ! =150->0254 5? 299/423-6 $/24-* :2$8 ?159 @21*, >A*,,-4$-

3D<E(B =EI6HD <G JA?IJKB =EI6HD <G (D<CHFC?<A ,D<CHFC?<A DJCH

(-985/0% W P WWX

(-985 ! 7 7

& 讨 论

业已证明，小分子抗原肽需与大分子载体蛋白相连构成

融合蛋白才能有效地诱发机体产生免疫应答。一般认为，连

上载体一方面是避免小分子抗原肽被降解，从而增加抗原的

稳定性，另一方面是由于小分子抗原肽单独使用时因分子量

太小而无法有效地诱发机体产生免疫应答。目前用于 /8.
9: 小分子抗原肽的载体蛋白主要有大肠杆菌!.半乳糖苷酶

及乙型肝炎病毒核心抗原等［!，W］。由于自体免疫球蛋白在体

内半衰期较长，重链 /F 段上具有抗原提呈细胞受体而易被

抗原提呈细胞所摄取，并且安全无毒性［Y］，因而本室曾尝试

以猪 $23 重链作为 /89: 多肽抗原的载体，用抗原肽取代猪

$23 重链 -9#% 区，构建了一种 9=> 疫苗。但动物实验结果

发现，该疫苗对豚鼠的保护作用很弱，只能使豚鼠发病延迟。

本实验则将猪 $23 重链可变区全部缺失掉，只用恒定区作为

载体，将 /89: 抗原肽连接在其羧基端，结果表明，构建的

9=> 疫苗对豚鼠的保护率达 WWX，效果远远强于以整个 $23
重链作为载体的 9=> 疫苗。另外，我们也在大肠杆菌中表

达出由猪 $23 重链恒定区及 /89: 抗原肽组成的融合蛋白，

用该融合蛋白免疫豚鼠 ’ 次（P77"2Z次Z只），第 ’ 次免疫后 %
周用 U 型 /89: 对豚鼠进行攻击，结果豚鼠 的 保 护 率 达

&77X，证明猪 $23 重链恒定区更适合作为 /89: 多肽抗原的

载体蛋白。这可能是由于恒定区与 /89: 抗原肽构成的融

合蛋白的空间结构更有利于免疫系统的识别。

同传统灭活疫苗及基因工程疫苗相比，9=> 疫苗因具

%’%% 期 李光金等：以猪 $23 重链恒定区为抗原载体的抗口蹄疫病毒 9=> 疫苗的研制



有许多优点而受到重视，被誉为第三代疫苗。!"#$ 等［%，&’］曾

构建了 ( 种抗 ) 型 *+,- ,.) 疫苗，它们均能诱发受试动物

产生特 异 免 疫 应 答，但 保 护 作 用 较 弱，最 佳 保 护 率 只 有

(’/。本文将 *+,- 主要 0、1 细胞表位组成串联结构，并与

猪 234 重链恒定区相连，结果证明，构建的 ,.) 疫苗对豚鼠

有较好的保护效果，这为抗 *+,- ,.) 疫苗的应用打下了一

定的基础。
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