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摘 要 Q=/扩增呼吸道合胞病毒（70>;278<(7. >.?1.<28) 327->，/U’）S! 蛋白的 =VCW B细胞表位 5XS!：C" Y F%和 /U’EL蛋白的 Z
细胞表位片段 L："!% [ !!%（简称 L"），以一个 \2?]07连接，插入质粒 ;GBEV>6:中构建原核表达重组质粒，转染 = * 0(,# Z\!"
（VG9）后成功表达了融合蛋白 V>6:EL"E\2?]07E5XS!：C"EF%（简称 VEL"\5XS!），O0><07?E6)(<结果表明该融合蛋白是 /U’特异性
的，采用 +2W螯合亲和层析法纯化变性的包涵体溶液，经梯度透析法复性，用该蛋白免疫 Z:\ZX1小鼠，结果表明被免疫小鼠肺
部及血清中产生了高滴度的抗 VEL"\5XS!及抗 /U’ T@L抗体和中和抗体，同时还诱导产生了 /U’特异性的 =B\应答；T@L的
亚型 T@L"XT@L!8的比值为 !^DD；用 /U’攻击免疫后的小鼠，病毒滴定法检测肺部 /U’滴度，结果表明 VEL"\5XS!对小鼠肺部
具有保护作用。
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呼吸道合胞病毒（/U’）是 "F%D 年首次从患鼻 炎和呼吸道感染的猩猩上分离到的一类副粘病毒，



广泛流行于世界各地，是婴幼儿下呼吸道感染的最

重要病原［!］，也是造成老年人和免疫缺陷成人高患

病率和死亡率的重要原因之一；而且婴儿期的这种

感染常会发展为过敏性哮喘［"］。#$ 年代曾经研制
出一例福尔马林灭活的 %&’疫苗（()*%&’），给 "个
月 + ,岁的儿童免疫后，产生了高滴度的抗体，但是
不仅没达到预防目的，反而使婴儿自然感染 %&’后
病情更加严重，甚至造成死亡，死者肺组织内有大量

嗜酸性粒细胞和 -."型细胞因子浸润［/］。这一悲剧
促使人们在动物模型中广泛研究其免疫生物学和发

病机理，0$多年来理论研究的积累使得疫苗的开发
研究成为可能，123 已将 %&’ 疫苗列为全球优先
发展的疫苗之一，目前已有三个疫苗进入临床研究

阶段，但是由于对其安全性的要求非常严格，仍无一

例安全有效的疫苗被批准上市。

亚单位疫苗的结构和理化性质明确，并且相对

安全，近年来这方面的研究进展很快。4（黏附蛋白）
蛋白是 %&’的主要抗原蛋白，可诱导机体产生强体
液免疫，但诱导的细胞免疫较弱，且仅诱导 5607 -
细胞产生 -."优势应答，到目前为止尚未有 4蛋白
特异性 5687 - 细胞应答的报道，可能由于缺乏
925 )限制的细胞表位，这种免疫的不平衡性是导
致机体肺部大量嗜酸性粒细胞浸润的重要原因［0，:］。

研究表明：用 4蛋白免疫的同时进行 925 )限制的
5687 -细胞的诱导，可显著降低 -." 型细胞因子，
并使体液免疫和细胞免疫趋于平衡，从而防止肺部

嗜酸性粒细胞浸润［#］，另外，5687 5-; 是具有高度
靶向性的杀伤细胞，在清除病毒感染方面具有重要

作用。已知 9"蛋白（基质蛋白，""<6=）含有一个强
5687 -细胞表位，单独 >’’49"（表达全长 4蛋白和
9"蛋白的重组牛痘病毒）或 >’’4与 >’’9"的混合
物免疫 ?@;?AB小鼠都同时诱导了特异性的抗体和
5687 5-;，5687 - 细胞的激活下调了 -." 型应答，
抑制了肺部嗜酸性粒细胞的浸润［#］，但是由于安全

性问题 >’’（重组牛痘病毒）不能用于临床；将 9"的
5687 -细胞表位片段 9"：8! C D:偶联到麻疹病毒 (
蛋白（融合蛋白）片段的 5端构成融合肽 (A9"：8! C
D:，可保证该片段的!*螺旋结构，并促进其与细胞的
结合，该融合肽在 ?@;?AB 鼠中诱导了 %&’特异性
5-;反应，但不产生抗体应答［,］；那么将 (A9"：8! C
D:与 4蛋白融合表达是否会改善单独免疫的不足
呢？本实验利用基因重组的方法将 4蛋白的 ?细
胞表位片段 4!和 (A9"：8! C D:插入 EF-*6GH@载体

中（为了维持 4!的天然结构，在 4!和 (A9"：8! C D:
之间设计了一个 ;IJ<K>），构建了重组质粒 EF-*
6GH@*4!*;IJ<K>*(A9"：8!*D:（EF-*6GH@*4!;(A9"），将
该质粒转化 ! L "#$% ?;"!（6F/），成功表达了融合蛋
白 6*4!;(A9"，经 1KGMK>J*HNOM 鉴定，该蛋白能被
%&’特异性抗血清识别；用尿素裂解包涵体，经 PI7

螯和 GKE.=>OGK 亲和层析柱纯化，梯度透析复性后得
到了纯度较高的融合蛋白 6*4!;(A9"；用该蛋白免
疫 ?@;?AB小鼠，诱导产生了高滴度的抗 6*4!;(A9"
及抗 %&’ )Q4 抗体和中和抗体，)Q4 的亚型 )Q4!A
)Q4"=的比值为 "R##，另外还诱导了 %&’特异性的
5-;应答，并对 %&’ 攻击的小鼠具有保护作用，这
些结果表明：融合蛋白 6*4!;(A9"有望开发为一个
安全有效的 %&’疫苗。

! 材料和方法

!"! 材料
EF-*6GH@ 表达载体、! L "#$% 62:!和 ! L "#$%

?;"!（6F/）由本室保存；;IJ<K>和 (A9" 的核苷酸序
列由 @?) /D$$ 6P@ GSJM.KGITK>（ @U45- ?IOMKB.，
?KIVIJQ）合成，由本室将二者连接并克隆在质粒 EF-*
6GH@中（EF-*6GH@*;5）；含 4 蛋白全长 B6P@ 的
EW5!8*4!$质粒由本室保存；一抗：兔抗 %&’血清本
室自制，羊抗鼠及羊抗兔 2%X*)Q4抗体购自中山生
物技术公司，羊抗鼠 2%X*)Q4!和 2%X*)Q4"=抗体为
5=NM=Q ;=HO>=MO>IKG )JBL产品；&’(2"、)*+"等内切
酶与相应缓冲液、X5%试剂以及 -06P@连接酶购自
-=Y=%=公司，)X-4、硝酸纤维素膜、二氨基联苯胺、
9--均为 @Z>KGBO 公司产品；5.KN=MIJQ &KE.=>OGK 4KN
为 X.=>Z=BI=公司产品；6P@测序由上海生工公司完
成；病毒 %&’*@、2KE*" 细胞和 X8!: 细胞由本室保
存；# + D周龄雌性 ?@;?AB 小鼠购自军事医学科学
院动物中心。

!"# 方法
!"#"! 原核表达质粒 EF-*6GH@*4!;(A9" 的构建：
X5%扩增 4! 和 ;IJ<K>*(A9"：8! C D:（;(A9"）片段，
用 &’(2"切 4!片段得到 :[粘端、/[平端的酶切产
物，)*+"切 ;(A9"得到 :[平端、/[粘端的酶切产物，
&’(2"和 )*+"双酶切载体 EF-*6GH@，三者按一
定比例混合，用 -06P@连接酶连接，即得重组质粒
EF-*6GH@*4!;(A9"；对构建的载体进行 X5%和 6P@
测序鉴定。
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表 ! "#$所用的引物序列及其内切酶位点
%&’() ! "*+,)* -)./)01)- /-)2 34* 56) "#$ &02 )0240/1()&-) -+5)-

!"#$%&’(% )&*+,& $,-’,#(, .#/"#’(0,1$, $*%,

23
452!2267!!66!!72!66!!!6!66!62 85

4576!77!!77!2277762722777262277767267 85
!"#9!

:*#;,&<=>?@：A3 B C4
45!2762!77766!777!!2677!7 85

45262!22!762!62!2!7!727772272 85
$%&!

!7878 融合蛋白 D<23:=>?@的转化和表达：用重组
质粒 E.7<D$F6<23:=>?@转化 ’ G ()*+ H:@3（D.8），挑
取单克隆于 :H培养基中 8IJ过夜，次日按 3：KI转
接，84J培养至 ,-LII为 IML N IMA，加入 3II"O>+:
P)72 84J诱导，离心收集表达菌体，重悬于 )HQ中。
!7879 R,$%,&#<F0"%鉴定：菌体蛋白经 QDQ<)62.后
电转移至硝酸纤维素膜上。将膜置于 4S的牛血清
白蛋白溶液中 8TJ封闭 @U，然后依次加兔抗 VQW血
清和羊抗兔 9V)<PO2，分别在 8TJ孵育 @U，最后用二
氨基联苯胺显色液显色。

!787: 裂解包涵体：反复冻融破菌，离心收集包涵
体，用适量缓冲液 6（含 @+"0>:尿素的 )HQ，E9TM@）
重悬洗涤 @次，离心收集包涵体，加适量的缓冲液 H
（含 L+"0>:尿素的 )HQ，E9TM@）重悬裂解，室温放置
@U，离心，收集上清以备纯化。
!787; X*Y螯合亲和层析：取 4+: !U,01%*#O Q,EU&"$,
=1$% =0"Z介质装柱，经缓冲液 H平衡后上样，用洗涤
缓冲液 !（含 L+"0>: 尿素、8I++"0>: 咪唑的 )HQ，
E9TM@ ）洗柱，用洗脱缓冲液 D（含 L+"0>: 尿素、
@4I++"0>:咪唑的 )HQ，E9TM@ ）洗脱，收集洗脱液，
QDQ<)62.分析。
!787< 梯度透析复性：将上述洗脱液对尿素梯度为
K+"0>:!@+"0>:!IM4+"0>:! I+"0>: 的缓冲液依次
透析，离心，取上清液冻干，H&1/["&/法测定复性后的
蛋白浓度。

!787= 动物免疫和病毒攻击：分别取 D<23:=>?@和
D<23（对照）蛋白 8I"O>@II":>只 腹腔注射免疫
H6:H>( 小鼠（佐剂 60（\9）8 至终浓度 IMK+O>
@II":），每组 4只，每隔 3I/加强一次，共免疫 8次，
)HQ作为阴性对照。最后一次免疫后 3I/心脏取血
分离血清，取脾制备脾单细胞悬液，取肺组织匀浆收

集上清，用 3+: )HQ 冲洗鼻腔，收集鼻腔冲洗物
（X7:）。免疫后 8 周用 3IL 7!PD4I VQW<6>4I":>只 经
鼻腔攻击鼠，4/后取肺匀浆上清及 X7:。
!787> 体液免疫应答的检测：
（3）.:PQ6检测抗体滴度：微孔板用 4I":>孔 D<23:=>

?@或 VQW 的 )HQ 溶液 KJ包被过夜，用 @II":>孔
3SHQ6（. >/）的 )HQ于 8TJ封闭 @U，加两倍系列稀
释的样品孵育 @U，阴性对照不加样品；用 )HQ7 洗
涤，加适当稀释的 4I":>孔的羊抗鼠 9V)<PO2 或
9V)<PO23或 PO2@1二抗室温孵育 3M4U。洗涤后加入
二氨基联苯铵，室温放置 3I+*#，然后用 @+"0>:
9@Q\K终止反应。于 KCI#+ 检测 ,- 值。.:PQ6 滴
度表示为最后稀释度的倒数，,-"IM34 并且至少
是阴性对照的 @倍。
（@）空斑抑制实验检测中和抗体滴度：适当浓度的
VQW与等体积 8倍系列稀释的样品混合，8TJ孵育
3M4U，加载于 9,E<@ 单层细胞上 8TJ 4S !\@吸附

3M4 N @U，加 IMAS甲基纤维素 @II":，继续培养 8天，
数空斑，计算 LIS抑制率的样品最大稀释倍数。
!787? ?77法检测 !7:应答：取被免疫小鼠的脾细
胞悬液，用 IM4"+"0>:的融合蛋白体外刺激 T/，得效
应细胞；取 )A34细胞按 3)=]>细胞的比例与 VQW共
培养 @ U，得靶细胞；然后在 CL 孔板中按不同的效>
靶比 LIMI ^3，8IMI ^ 3，34MI ^ 3，TM4 ^ 3加载效应细胞
和靶细胞，未感染的 )A34细胞作为对照，共培养 K
U；?77法检测细胞杀伤率。
细胞杀伤率 _ 3B（,-样品 B ,-效应细胞）>,-靶细胞 ‘ 3IIS

!787!@ 肺病毒滴定：将攻毒后的肺匀浆上清 3I倍
比稀释，加载于 CL 孔板中 9,E<@ 单层细胞上 3II

":>孔，吸附 3M4 N @U，洗涤 3 次，加细胞维持液 @II

":>孔，8TJ 4S!\@培养 C N 3I/（中间转种 3次），观
察细胞病变，计算 7!PD4I。病毒滴度降低 @0"O3I
7!PD4I认为具有保护性。

8 结果

87!原核表达质粒 AB%CD-’ECF!GHIJ8的构建
成功构建了重组质粒 E.7<D$F6<23:=>?@（图

3）。)!V扩增了 23（8I8FE）和 :=>?@（38AFE）单个基
因片段和 23:=>?@（KK3FE）全长基因片段（图 @），分
子量与理论值均一致。DX6测序结果表明外源片
段 23和 :=>?@正确插入了 E.7<D$F6质粒中。
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图 ! 重组质粒 "#$%&’()%*!+,-./的结构图
,012! 345678904 :6":6’6;9890<; <= :64<7(0;8;9 ">8’70?

"#$%&’()%*!+,-./

图 / 重组质粒 "#$%&’()%*!+,-./ 的 @AB鉴定
,012/ C?6;90=04890<; <= 956 :64<7(0;8;9 ">8’70?

"#$%&’()%*!+,-./ (D @AB
!：78:E6:；/：*! 16;6 =:8176;9；F：+,-./ 16;6 =:8176;9 2 B0159 !，/，F：

*!+,-./ 16;6 =:8176;9；G：78:E6: 2

图 F 融合蛋白 &%*!+,-./的表达纯化
,012F #H":6’’0<; 8;? "I:0=04890<; <= &%*!+,-./ =I’0<; ":<960;
!：":<960; 7<>64I>8: J60159’ .8:E6:； /： >D’896’ <= (8496:08； F：

’I"6:;898;9；G：’6?076;9；K：>D’896’ <= 0;4>I’0<; (<?06’；L："I:0=06? &%

*!,-./ =I’0<; ":<960;2

!"! 融合蛋白 #$%&’()*!的诱导表达、纯化和复性
重组表达质粒转化 ! 2 "#$% M+/!（&#F），C@$*诱

导，经 !/N3&3%@)*#分析可见明显的表达蛋白带
（图 F 第 / 泳道），分子量约为 GOPQE&，表达量约占

细菌总蛋白的 FON。破菌离心后的上清和沉淀经
!/N3&3%@)*#分析可知：目的蛋白以包涵体的形式
存在于沉淀中（图 F第 F、G泳道）。利用金属螯合亲
和层析一步纯化法，用低浓度的咪唑缓冲液洗涤杂

蛋白，用高浓度咪唑缓冲液洗脱目的蛋白，经 3&3%
@)*#分析目的蛋白纯度可达 QON以上（图 F 第 L
泳道），透析，冻干，复溶后用 M:8?=<:?法测定复性后
的蛋白浓度为 !P/71-7+。
!"+ 融合蛋白的,-./-01$234/鉴定
免疫印迹显示，含重组质粒的菌体蛋白在

GOPQE&处出现了抗原抗体结合条带（图 G），即能为
抗血清所识别，说明表达的融合蛋白 &%*!+,-./具
有 B3R特异反应性。

图 G 融合蛋白 &%*!+,-./的 S6’96:;%(><9分析
,012G S6’96:;%(><9 8;8>D’0’ <= &%*!+,-./ =I’0<; ":<960;

!：":<960; 7<>64I>8: J60159’ 78:E6:；/：S6’96:;%(><9 <= >D’896’ <= (8496:082

!"5 免疫鼠血清、肺及 67’中抗 #$%&’()*!和抗
89: ;<%抗体滴度
用 #+C3)检测了血清、肺匀浆上清及 T$+中的

抗 &%*!+,-./ 和抗 B3R C1* 抗体滴度（图 K），&%
*!+,-./ 诱导产生了强烈的抗蛋白自身和抗 B3R
的抗体，抗体主要集中在血清和肺部，鼻腔中很少。

图 K 腹腔注射 &%*!+,-./免疫 M)+M-4小鼠诱导的血清、
肺及 T$+中抗 &%*!+,-./和 B3R抗体

,012K *6<769:04 768;’ <= ’6:I7，>I;1 <: T$+ 8;90(<?D 9096:’
80;’9 &%*!+,-./ <: B3R 0; 7046077I;0U6? J095 0 2 "2 &%*!+,-./

!"= 血清中抗 89:的 ;<%&和 ;<%!>滴度
我们进一步对 C1*的亚型 C1*!和 C1*/8进行了
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测定，!"#$% 结果如表 & 所示：’()*"+,-& 免疫
.%".,/小鼠诱导了滴度为 *012的 #3)&4应答，#3)*,
#3)&4为 &055，而对照组 ’()* 免疫的 .%".,/ 小鼠
血清中无可检测的 #3)&4，表明：与单独的 )* 片段
相比，6’78 9 细胞表位的引入，使得融合蛋白 ’(
)*"+,-&诱导的免疫应答更平衡。

表 ! "#$%和 "#$%&’()!免疫 *+&*(,小鼠后
所诱导的血清 -./0#123抗体亚型应答

4-567 ! 2789: -./0#123 0;</=>7 87;><.;7 ?<66<@0.A 0::9.0B-/0<.
<? *+&*(, :0,7 @0/C ?9;0<. >8</70. "#$% <8 "#$%&’()!

#::;<=3><
’=?> ->4< !"#$% @A@>B?（C=3*D）4

!3 #3) #3)* #3)&4 #3)*,#3)&4

’()* ED0DD E05D F D01& E01E F D0&D G D017 H 20*I
’()*"+,-& ED0DD 10D F D0*5 E0J* F D0DD *012 F D0&D &055

K.$ L D D D L
4M>?;C@? 4B> >NOB>??>P 4? :>4<? F $Q ’Q =R 4<@AS=PT @A@>B?（C=3*D）Q !4/U

3B=;O /=<@4A<? I :A/>Q

!DE 血清、肺及 F4&中抗 123的中和抗体
用空斑抑制实验对血清、肺及 V9"中抗 M$W的

中和抗体滴度进行了检测（表 E），结果表明：用 ’(
)*"+,-&免疫 .%".,/小鼠，可在血清中诱导很强的
中和抗体滴度，肺组织中略弱，V9" 中检测不到。
K.$阴性对照组中无可检测的中和抗体。M$W的感
染部位主要是下呼吸道，该融合蛋白诱导的肺部高

滴度抗体和中和抗体对于保护动物免受病毒攻击是

非常重要的。

表 G "#$%&’()!在 *+&*(,小鼠体内诱导的
抗 123中和抗体滴度

4-567 G $7<:7/80, :7-.; <? .79/8-60B0.A -,/0H0/= -A-0.;/
123 0. *+&*(, :0,7 0::9.0B7I @0/C "#$%&’()!

#::;<=3><
V>;@B4CAXA<3 %S @A@>B（:>4< B>/AOB=/4C C=3&）4

$>B;: ";<3 V9"

’()*"+,-& 10J& F D0DD E07E F D0I& L
K.$ D D D

4M>?;C@? 4B> >NOB>??>P 4? :>4<? F $Q ’Q =R 4<@AS=PT @A@>B?（ C=3*D）Q !4/U

3B=;O /=<@4A<? I :A/>Q

!DJ K4&应答
-99法检测 69"对靶细胞的特异杀伤活性（图

5），结果表明：融合蛋白 ’()*"+,-& 经腹腔注射免
疫 .%".,/鼠，诱导了 M$W特异性的 69"应答。
!DL 病毒攻击后的保护性
免疫后 E周用 *D5 96#’ID M$W(%,ID!",只 经鼻腔

图 5 ’()*"+,-&免疫 .%".,/ 小鼠诱导 M$W
特异性的 69"应答

+A3Q5 #<P;/@A=< =R YAB;?(?O>/ARA/ 69" B>?O=<?>?
A< .%".,/ :A/> R=CC=ZA<3 ’()*"+,-& A::;<AX4@A=<

4：’()*"+,-& A::;<AX4@A=< 3B=;O；S：K.$ A::;<AX4@A=< 3B=;O

攻击鼠，IP后取肺匀浆上清，病毒滴定结果（表 1）表
明：与 K.$对照组相比，实验组的肺病毒滴度降低
了 E07C=3*D 96#’ID（约 5DDD 倍），可见 ’()*"+,-& 对
被免疫小鼠具有明显的保护作用。

表 M "#$%&’()! 对 *+&*(,小鼠的保护性
4-567 M N::9.<>8</7,/0H7 -5060/= <? "#$%&’()! -A-0.;/

123#+ ,C-667.A7 0. *+&*(, :0,7

-A/> A::;<AX>P

ZA@U

M$W @A@>B4

96#’ID ,3 C;<3

%<A:4C?

OB=@>/@>P,@=@4C

K.$ I0E7 F D0EJ D,I

’()*"+,-& *0I7 F D0&* I,I

4M>?;C@? 4B> >NOB>??>P 4? :>4<? F $Q ’Q =R 4<@AS=PT @A@>B?（C=3*D）Q

G 讨论

M$W感染是婴幼儿支气管肺炎的重要病因，在
M$W的疫苗研究中，重组亚单位疫苗是一个研究热
点，..)&V4是将 )蛋白融合到链球菌的 ..蛋白的
6端而构成的一例重组亚单位疫苗，已进入"期临
床研究，但其仅诱导体液免疫，不产生 6’78 9细胞
免疫，而且 #3)抗体亚型仅为 #3)*（9U&）型，检测不
到 #3)&4，由于这种免疫的不平衡性，致使其只能在
成人中进行临床研究，不适用于儿童［E］。本研究将

)蛋白片段 )*和 +,-&：7* L JI片段插入到原核表
达质粒中，构建了重组质粒，在大肠杆菌中高效表达

了融合蛋白 ’()*"+,-&；免疫原性研究结果表明：’(
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!"#$%&’能诱导小鼠肺部及血清中产生高滴度的抗
()!"#$%&’及抗 *+, -.!抗体和中和抗体，这一结
果与 //!’01以及其它有关 ! 蛋白的研究是一致
的。同时，该融合蛋白诱导产生了 *+, 特异性的
23#活性，这是由于引入了 2(45 3细胞表位 &’：4"
6 78，该表位刺激特异性 2(45 3细胞增殖，从而产
生 *+, 特异性的杀伤活性，但是比 9,,&’［:］和 $%
&’：4" 6 78［;］所诱导的杀伤率略低，这可能和与之连
接的 (<=>)!")#?@AB9对其结构及功能的影响有关；
另外，正如我们所期望的，出现了 -.!’1亚型的抗体
应答，-.!"%-.!’1 的比值为 ’C::，-.!’1 是与 3D" 相
关的亚型，这进一步证实了“2(45 3细胞的激活可
下调 3D’型应答”的结论。用 "E:32-(8E的 *+,攻击
免疫后的小鼠，病毒滴定法检测肺部 *+,滴度，结
果表明融合蛋白 ()!"#$%&’ 对小鼠下呼吸道具有
保护作用。

目前 *+,疫苗的瓶颈在于安全性问题，以 !蛋
白为基础设计的亚单位疫苗与 $-)*+,类似，主要诱
导 3D’优势应答并因此导致肺部嗜酸性粒细胞浸
润。2(45 3细胞能潜在地调节 2(F5 3细胞在不同
阶段的分化和激活，是 3D’驱动的嗜酸性粒细胞增
多症的关键调节子［4］，用 ! 蛋白免疫的同时进行
2(45 3细胞的诱导可显著降低 3D’型细胞因子［7］。
可见 2(45 23#应答不仅可直接杀伤 *+,，而且可调
节免疫的平衡性，从而降低疫苗的副作用，增强其安

全性。候选疫苗 ()!"#$%&’ 在诱导 23# 的同时诱
导了 -.!’1 应答，-.!"%-.!’1 比例的降低，意味着
3D"%3D’比例的升高，即免疫应答趋于平衡，预示 ()
!"#$%&’更加安全，因此有望将其开发为一个安全

有效的 *+,疫苗，下一步将对其安全性进行系统地
研究。
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