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表达猪繁殖与呼吸综合征病毒修饰型 !"#$ 蛋白的重组伪狂犬病毒的

构建及其在小鼠的免疫反应
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摘 要 猪伪狂犬病毒（J0&）是一种良好的兽用活病毒疫苗载体。但以 J0& 基因缺失疫苗株 >[\ ];Q\ ]VB1Y^ 为载体表达

J00E& UJ% 的重组病毒 >[\ ];Q\ ]UJ%^ 免疫实验动物后难以激发抗 J00E& 的中和抗体。为了进一步增强这种重组病毒的免

疫效力，用具有更好免疫原性的修饰的 X0F% 基因（X0F%-）代替天然 X0F% 基因，构建了表达 J00E& 的修饰型 UJ%- 蛋白的重

组伪狂犬病毒 >[\ ];Q\ ]UJ%-^ 。经 JG0、E’5:?,/C .(’:、M,<:,/C .(’: 证实构建正确，并能表达具有活性的 UJ%- 蛋白。将 >[\ ]
;Q\ ]UJ%-^ 与 >[\ ];Q\ ]UJ%^ 分别免疫 IB(.]1 小鼠，结果 >[\ ];Q\ ]UJ%-^ 免疫小鼠不仅产生了较高水平的抗 J00E& 的中和

抗体（=]# 只达到了 "_"#），而且在诱导 J00E& 特异性细胞免疫方面也显著优于 >[\ ];Q\ ]UJ%^ ，表明 >[\ ];Q\ ]UJ%-^ 是一种

极有希望的 J00E& 和 J0& 二价基因工程候选疫苗。
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猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征

病 毒（ !"#$%&’ #’!#"()$*%+’ ,&( #’-!%#,*"#. -.&(#"/’
+%#)-，01123）引起的一种严重危害养猪业的新传染

病［4］。临床上以妊娠母猪流产、死胎、木乃伊胎、弱

仔等繁殖障碍以及仔猪的呼吸道症状和高死亡率为

特征。最初由于不知其病原被称为“神秘病”。该病

自 4567 年首次在美国发现以来，随后的 8、9 年间，

加拿大和欧洲一些国家也相继报道了该病的发生，

几年之内便席卷了北美洲和欧洲大陆，现已蔓延至

许多亚太国家和地区。尽管我国 455: 年才首次暴

发此病［8］，但根据临床和血清学调查，该病在我国普

遍存在，而且近年来还呈流行态势。同其它许多病

毒病的防制一样，该病的防制也主要是免疫预防。

目前用于预防 0112 的主要疫苗是弱毒苗和灭活疫

苗。尽管弱毒苗能提供较好的免疫保护，但存在毒

力返强的危险，这一点已在 8 年前丹麦等国因广泛

使用弱毒苗而导致该病大暴发中得以证实［9］。而灭

活苗不仅需多次重复接种，而且效果不稳定，还经常

导致免疫失败。因此，迫切需要更加安全、有效的疫

苗来预防和控制该病的发生与流行。

目前的研究已经证实由 ;1<: 基因编码的 =0:
蛋白是 01123 的主要免疫原性蛋白，主要诱发具有

保护性的中和抗体，在诱导机体抵抗 01123 感染特

异性防御过程中具有十分重要的作用［>，:］，是研制

0112 新型疫苗的良好靶蛋白［?］。

为了研制更安全、有效的 0112 新型疫苗，本实

验室方六荣等曾以伪狂犬病毒基因缺失标志疫苗为

载体，构建了 8 株表达 01123 =0: 蛋白的重组伪狂

犬病毒 @AB CD=B C=0:E 和 @AB CDFB C=0:E ，并检测了

这两种重组病毒免疫 GHIGC$ 小鼠和猪后产生的抗

体水平，但均未能检测到抗 01123 的特异性中和抗

体［7，6］。最近，江云波等［5］对 01123 的天然 ;1<: 基

因进行了修饰，即在 ;1<: 基因 J 端的覆盖表位与

中和表位间插入通用型辅助性 @ 淋巴细胞表 位

（0HK1F），并通过 KJH 疫苗的形式证实这种修饰的

;1<: 基因（;1<:/）编码的 =0:/ 蛋白具有更好的

免疫原性，能够诱发更强的免疫应答，展示了潜在的

应用价值。基于上述研究结果，本研究采用修饰的

;1<:/ 基因作为目标基因，采用同源重组进一步构

建了表达 =0:/ 蛋白的重组伪狂犬病毒 @AB CDFB C
=0:/E（13:/），并以 G,LMC$ 小鼠为实验动物模型，

与表达天然的 =0: 蛋白的重组伪狂犬病毒 @AB C
DFB C=0:E 进行了免疫原性比较，初步评价了这种新

型疫苗候选株的潜在应用价值，为获得有效能够预

防和控制猪繁殖与呼吸综合征和伪狂犬病的重组伪

狂犬病毒疫苗奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 毒株、质粒与细胞

013 F, 株 @AB CDFB CI,$N E 突变株，系将 013
F, 株 @A 基因缺失 8O:M!，并在 DF 编码区插入 I,$N
表达盒，导致 DF 失活的突变株，由本室刘正飞博士

等构建［4O］。含由 PQR3 启动子驱动的 DF 缺失的

013 转移质粒 !SFQR3，表达 01123 TH 分离株的

;1<: 基因的重组病毒 @AB CDFB C=0:E（13:）均由本

室方六荣博士构建并保存［7］。含修饰的 ;1<:/ 全

基因 的 质 粒 !RKU;1<:/ 由 作 者 构 建 并 保 存［5］。

013强毒 F, 株、SG12U8 细胞、大肠杆菌 KV:!均由

本室保存。

!"# 酶与试剂

各种工具酶均为 @,A,1, 产品。KJH 快速回收

试剂盒购自上海生工生物工程公司。脂质体转染试

剂盒 I%!"W’$*,RSJF@R 8OOO 为 S&+%*#"D’& 公 司 产 品。

地高辛标记与检测试剂盒为 1"$P 公司产品。

!"$ 引物设计与 %&’ 扩增

引物 ;1<:H 和 ;1<:G 可扩增 ;1<:/ 基因，大

小约 为 ?:OM!，并 于 上 下 游 引 物 引 入 !"#V"和

$%""酶 切 位 点。引 物 I,$N04 和 I,$N08 可 扩 增

I,$N 表达盒基因的部分片段，大小约 >9OM!［4O］。上

述引物均由上海生工生物工程有限公司合成，引物

序列为：

;1<:H：:XU==H&&’())H=@H@=@@====HHH@=Q U9X
;1<:G：:XU@@@()(’&’=HQ=HQQQQH@@=@@QQ=U9X
I,$N04：:XU=HHQ@=QQ@=HHQ@HQQU9X
I,$N08：:XUHQ@=QHHQHHQ=Q@=QU9X

;1<:/ 和 I,$N 扩增条件均为：5:Y预变性 :/%&
后进入循环，循环参数为：5:Y变性 4/%&，退火（退

火温度：;1<:C;1<:/ 为 :7Y，I,$N 为 :OY）4/%&，

78Y延伸 4/%&，9O 个循环后 78Y延伸 4O/%&。

!"( 转移质粒的构建

用 !"#V"和 $%""酶切 !RKU;1<:/，回收大

小约 ?:OM! 的 ;1<:/ 片段，克隆到含由 PQR3 启动

子驱动的 DF 缺失的 013 转移质粒 !SFQR3 的相应

位点，构建 !SFQR3U;1<:/。

!") 共转染与蚀斑筛选纯化

取 013 F, 株 @AB CDFB CI,$NE 突 变 株 基 因 组

KJH用 *+,1"消化过夜后，采用脂质体法与转移

质粒共转染 SG12U8 细胞，待细胞出现病变后收毒。

5:6江云波等：表达猪繁殖与呼吸综合征病毒修饰型 =0:/ 蛋白的重组伪狂犬病毒的构建及其在小鼠的免疫反应



按文献［!!］方法在 "#$%&’ 细胞上通过蚀斑法筛选

纯化重组病毒，对 ()$ 扩增外源目的基因为阳性的

重组子共做 * 轮蚀斑纯化。

!"# 重组病毒 $%& ’()& ’*+,-.（/0,-）的鉴定

!"#"! ()$ 鉴定：对经过 * 轮蚀斑纯化后的病毒再

作一轮蚀斑，随机挑取若干蚀斑，接种 ’+ 孔板，待细

胞病变 后，将 细 胞 处 理 作 模 板，对 外 源 目 的 基 因

,$-./ 基因进行 ()$ 扩增验证重组病毒，并对 0123
基因进行 ()$ 扩增以验证有无亲本株的污染。

!"#"1 %456789: ;<46 检测：提取并纯化的重组病毒

基因组 =>?，具体操作按文献［!!］进行。利用适宜

的限制酶消化后电泳，再以地高辛标记的 ,$-. 基

因片段作探针进行 %456789: 杂交检测，具体操作按

地高辛标记与检测试剂盒说明书进行。

!"#"2 @8A689: ;<46 检 测：纯 化 的 重 组 病 毒 接 种

"#$%&’ 细 胞，待 细 胞 发 生 BCD 病 变 时，用 (#%
（(EFG+）洗涤 ’ H * 次，加适量体积的细胞裂解液裂

解细胞，作为 @8A689: 检测样品抗原。加入等体积的

’ I %=%&(?JK 样 品 缓 冲 液，L.M 水 浴 ./N:，!.D
%=%&(?JK 电泳分离后转移到硝酸纤维素膜上，以抗

($$%O J(. 蛋白的多克隆兔血清为一抗，辣根过氧

化物酶（E$(）标记的羊抗兔 "PJ 为二抗，=?# 显色，

进行 @8A689: ;<46 分析。

!"3 重组病毒动物试验

!"3"! 免疫和攻毒方案：将重组病毒 $O./ 和 $O.
分别按 !C.Q)"=.C免疫 . H R 周龄 #1<;S2 小鼠后腿肌

肉 !CC!0，并同时设亲本株 QTU SPKU S0123V 和阴性

对照，每组 R 只。于首免后 + 周按第一次免疫相同

剂量加强免疫一次，并于首免后 !C 周利用 ($O 强

毒 K1 株进行攻毒，观察免疫小鼠死亡情况，观察 !C
天以评价重组病毒保护实验动物免受 ($O 强毒攻

击的能力。

!"3"1 特异性针对 ($O 的抗体水平检测：分别于首

免后第 *，R，B，!C 周采集免疫小鼠血清，进行 ($O 特

异性全病毒 K0"%? 抗体和中和抗体水平的检测［!!］。

!"3"2 特异性针对 ($$%O 的免疫应答检测：分别

采集 免 疫 小 鼠 首 免 后 第 *，R，B，!C 周 血 清，进 行

($$%O 特异性中和抗体水平的检测［L］，即免疫血清

于 .RM灭活 *C/N:，进行微量中和实验检测。其中

血清 作 ’U !，’U ’ ⋯⋯ ’U R 倍 比 稀 释，病 毒 液 为

!CCQ)"=.C，于 *FM，.D),’ 培养 .W，逐日观察并记

录被检血清样品中和效价结果，即被检血清样品能

够完全保护细胞不发生病变的最高稀释倍数。

并于首免后第 !C 周处死 + 只小鼠无菌分离免

疫小鼠的脾淋巴细胞，进行特异性针对 ($$%O 的淋

巴细胞增殖检测［B］，即无菌分离免疫小鼠脾脏并研

磨，利用 CGB.D的 Q9NA&>E+)<（XE FG+）裂解其中的

红细胞，(#%（XE FG+）洗涤 ’ 次后用含 ’CD牛血清的

完全 !R+C 调整细胞浓度至（’ I !CR）S/0。于 LR 孔细

胞培养板中每孔加入 ’C!0 的 !R+C 培养液或有丝分

裂原（经紫外线照射灭活的 ($$%O），再加入稀释为

（’ I !CR ）S/0 的脾细胞 !CC!0，*FM，.D ),’ 培养

F’7。然后每孔加入 ’C!0 YQ%，混匀后继续培养 ! H
+7，于 +L’:/ 测定 !" 值。以刺激指数（%6N/5<16N4:
":W8Z，%"）判断淋巴细胞增殖滴度。%" 值的计算：实

验孔 !" 均值S对照孔 !" 均值。

1 结 果

1"! 转移质粒的构建

用 #$%E" 和 &’$"酶切 XY=&,$-./，回收大小

约 R.C;X 的 ,$-./ 片段，克隆到含由 7)YO 启动子

驱动的 PK 缺失的 ($O 转移质粒 X"K)YO 的相应位

点，构建 X"K)YO&,$-./，经酶切、()$ 鉴定证实构

建正确（图 !）。

图 ! 转移质粒 X"K)YO&,$-./ 的鉴定

-NP[ ! "W8:6N\N216N4: 4\ 678 691:A\89 X<1A/NW X"K)YO&,$-./
!：X"K)YO&,$-./S()*"；’：X"K)YO&,$-./S#+,#；*：X"K)YO&
,$-./S-./" V #$%E"；+：()$ X94W526 4\ ,$-./ \94/ 678 X<1A/NW
X"K)YO&,$-./[

1"1 重组病毒的筛选与纯化

重组病毒的结构模式图如图 ’ 所示。对通过同

源重组获得的阳性重组子进行蚀斑纯化并利用 ()$
进行筛选，经过 * 轮蚀斑纯化后，获得 !CCD 阳性

重组子。再进行一轮蚀斑试验，随机挑取噬斑，采用

,$-.?S,$-.# 和 0123(!S0123(’ 二套引物进行 ()$
扩增鉴定。结果所有重组病毒蚀斑均能扩增到特异

CRB 012*343 56/7*$, 68 #26.391*6,6+: 生物工程学报 ’CC.，O4<G’!，>4GR



约 !"#$% 的 &’(") 基因（图 *），扩增不到约 +*#$%
的 ,-./ 片段（图略），而亲本株 012 3452 3,-./6 则能

扩增出 +*#$% 的 ,-./ 片段。证实所获得的重组病

毒含有特异的外源整合基因并且无亲本株污染。

图 7 重组病毒的结构模式图

(849 7 0:; <=>?.=?>; @A =:; >;.@)$8B-B= C8>?<

图 * 重组病毒 012 3452 3DE")6 的 EF’ 鉴定

(849 * GH;B=8A8A8.-=8@B @A =:; >;.@)$8B-B=
C8>?< 012 3452 3DE")6 $I EF’

J：KLM )->N;>（K, 7###）；O：B;4-=8C; .@B=>@P（012 3452 3,-./6 ）；

7：GQ’RS7 .;PP .@B=>@P；*：%@<8=8C; %P-<)8H %G5FJTS&’(") .@B=>@P；
+：U7& .@B=>@P；" V O#：=:; >;.@)$8B-B= C8>?< ’T")9

!"# 重组病毒的 $%&’()*+ ,-%’’.+/ 鉴定

进一步以地高辛标记的 E’’RT &’(" 基因为探

针，与分别用 !"#!、$%#"限制性酶酶切的重组病

毒基因组 ’T") KLM 以及亲本株 012 3452 3,-./6 基

因组 KLM 进行 R@?=:;>B $P@= 杂交，结果 !"#!、$%#"
酶切的 ’T") 基因组 KLM 分别在约 +W7N$ 和 *W#N$
处出现特异性的杂交带（图 +），大小与预期的相符。

而 012 3452 3,-./6 基因组 KLM 无任何杂交带出现。

表明所构建的重组病毒外源基因已特异性整合到

E’T 的 45 与 4G 基因位点之间。

!"0 重组病毒的 1)2’)*+ ,-%’’.+/ 鉴定

为了检测外源整合基因在重组病毒中的表达，

将重组病毒 ’T") 和亲本株 012 3452 3,-./6 分别接

种 GQ’RS7 细胞，产生病变 后 收 集 细 胞 进 行 处 理，

O7X RKRSEMD5 变性胶电泳后进行 Y;<=;>B $P@= 检

测，结 果 发 现，重 组 病 毒 ’T") 在 大 小 约 为 7! V
7ZNK 处都出现特异性条带，这与预期的表达分子量

相当。而亲本株 012 3452 3,-./6 没有任何特异性条

带出现，证实所构建的重组病毒能正确表达修饰型

的 DE") 外源蛋白（图 "）。

图 + 重组病毒的 R@?=:;>B $P@==8B4 鉴定

(849 + GH;B=8A8A8.-=8@B @A =:; >;.@)$8B-= C8>?<
$I R@?=:;>B $P@==8B4

J：KLM )->N;>（K,O"###）；O：’T")3!"#!；7：012 3452 3,-./6

4;B@);3!"# !； *： ’T") 4;B@);3$%# "； +： 012 3452 3,-./6

4;B@);3$%#" 9

图 " 重组病毒的 Y;<=;>B $P@= 鉴定

(849 " Y;<=;>B $P@= -B-PI<8< @A .;PP PI<-=;
8BA;.=;H [8=: =:; >;.@)$8B-B= C8>?<
O：’T"；7：’T")；*：012 3452 3,-./6 9

!"3 免疫小鼠特异性针对 456 的抗体和攻毒保护

将表达修饰型 DE") 蛋白的重组病毒 ’T")、表

达天然 DE" 蛋白的重组病毒 ’T" 分别免疫 Q-P$3.
小鼠，并设立亲本株 012 3452 3,-./6 和阴性对照组。

采集分离首免后第 *，!，\，O# 周血清进行特异性针

对 E’T 的 5,GRM 抗体和中和抗体检测。结果亲本

株、重组病毒 ’T" 和 ’T") 免疫组均于首免后第 *
周即检测特异性针对 E’T 的 5,GRM 和中和抗体，并

于首免后 ! 周达到峰值，且三组之间没有显著差异

（表 O），而阴性对照组于整个实验过程中都未检测

到针对 E’T 的抗体。

于首免后第 O# 周所有免疫小鼠用 E’T 强毒 5-
株进行攻毒，攻毒剂量为 O#!0FGK"#。结果阴性对照

组于攻毒后第 " 天开始出现死亡，第 ] 天时全部死

亡，而重组病毒 ’T") 和 ’T" 以及亲本株 012 3452 3
,-./6 在观察的 O#H 时间内均未出现死亡（图 !）。

上述结果说明所构建的重组病毒中外源基因的引入

并不影响 E’T 抗体的诱发，也不影响保护实验动物

O!\江云波等：表达猪繁殖与呼吸综合征病毒修饰型 DE") 蛋白的重组伪狂犬病毒的构建及其在小鼠的免疫反应



免受 !"# 强毒的攻击。

表 ! 重组病毒免疫小鼠诱发特异性针对 "#$ 的抗体水平检测

%&’() ! %*) "#$+,-)./0/. &12/’34/), 30 5/.) /13.6(&2)4 7/2* 2*) 8).35’/1&12 9/86,
$% &% ’% ()%

*+, -./, -01234 561 (-&2 $(7$ 8 (’79 $:7& 8 (;7: $97& 8 (<7;
/0=5>? (&) @)9’) @)9’) @)9’)

"#:
56 (-& @’7’ 8 @)7< $:7@ 8 (;7: $97’ 8 (;7’

/0=5> (&) @)9’) @)9’) @)9’)

"#:A
56 @-& $’79 8 @97$ $$7& 8 (;7& $:7@ 8 (&7:

/0=5> (&) @)9’) @)9’) @)9’)

6B.1CDEB 2FGCHFI
56 , , , ,

/0=5> , , , ,
1：56 1HB JBHFGBKCH1IDL1CDFG 1GCD?FMDBJ；
?：!"# /0=5> 1GCD?FMDBJ CDCBHJ 1HB ?1JBM FG !"# EDHDFGJ；
2：H1CDF FN E122DG21CBM AD2B JOFPG COB ADGDAKA IBEBI FN !"#QJBHFGBKCH1IDL1CDFG 1GCD?DFCDBJ 1C ( R@ S

图 & 重组病毒免疫小鼠 !"# 攻毒保护

TD.S & *OB UHFCB2CDFG FN AD2B DGF2KI1CBM PDCO
COB HB2FA?DG1GC EDHKJ 1.1DGJC !"# 2O1IIBG.B

:;< 免疫小鼠特异性针对 "##=$ 的中和抗体

采用微量中和抗体检测方法，检测免疫后第 $、

&、’ 和 () 周免疫小鼠特异性针对 !""5# 的中和抗

体水平，结果表达天然 V!: 蛋白的重组病毒 "#: 仅

仅于首免后第 () 周有一只小鼠产生可检测的中和

抗体（!( R’），而表达修饰型 V!:A 蛋白的重组病毒

"#:A 免疫组于首免后第 & 周即可产生可检测的中

和抗体，并于第 () 周达到最 高，有 $-& 只 达 到 了

( R(&，较 "#: 免疫组差异极显著（! W )7)(，!QCBJC）
（表 @）。说明这种表达修饰型 V!:A 蛋白在以 !"#

为载体构建的重组病毒中具有更高的诱发中和抗体

的能力。亲本株 *X, -./, -01234 和阴性对照组在整

个实验过程中均未出现特异性针对 !""5# 的中和

抗体。

:;> 免疫小鼠特异性针对 "##=$ 的淋巴细胞增殖

反应

为了探讨构建的重组病毒所表达的 V!:A 蛋白

在机体内诱发特异性针对 !""5# 的细胞免疫水平，

我们检测了免疫后小鼠的特异性淋巴细胞增殖。从

图 ; 中可以看出，利用经紫外线照射灭活的 !""5#
作为刺激原，表 达 修 饰 型 V!:A 蛋 白 的 重 组 病 毒

"#:A 免疫组淋巴细胞增殖指数要明显高于 "#: 免

疫组（! W )7):），暗示着以 !"# 为载体构建的重组

病毒中表达的修饰型 V!:A 蛋白所诱发的特异性

!""5# 的细胞免疫应答要明显强于天然的 V!: 蛋

白。

表 : 重组病毒免疫小鼠产生特异性针对 "##=$的中和抗体检测

%&’() : %*) "##=$+,-)./0/. 1)628&(/?/1@ &12/’34/), 30
5/.) /13.6(&2)4 7/2* 2*) 8).35’/1&12 9/86,

W (R’ ( R’ ( R(& ( R$@
&%1 &? ) ) )

*+, -./, -01234 ’% & ) ) )
()% & ) ) )
&% & ) ) )

"#: ’% & ) ) )
()% : ( ) )
&% : ( ) )

"#:A ’% ( $ @ )
()% ) $ $ )
&% & ) ) )

6B.1CDEB YFGCHFI ’% & ) ) )
()% & ) ) )

1：CDAB 1NCBH UHDA1HZ E122DG1CDFG；?：GKA?BHJ FN E122DG1CBM AD2BS

图 ; 重组病毒免疫小鼠诱发特异性针

对 !""5# 的淋巴细胞增殖反应

TD.S ; *OB !""5#QJUB2DND2 IZAUOF2ZCB UHFIDNBH1CDEB
HBJUFGJBJ FN AD2B E122DG1CBM PDCO COB HB2FA?DG1GC EDHKJ

A 讨论

伪狂犬病毒是一种极具开发潜力的活病毒疫

苗，尤其是随着伪狂犬病毒基因缺失标志疫苗在伪

狂犬病根除计划中取得了巨大成功，将危害养殖业
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的其它一种或多种病原微生物的保护性抗原基因插

入伪狂犬病毒基因组，构建二价或多价基因工程疫

苗，在开展伪狂犬病根除计划的同时，也对其它疫病

进行了免疫，达到一针同时预防两种或多种疾病的

目的。本研究以伪狂犬病毒基因缺失标志疫苗株

!"# $%&# $’()*+ 为亲本株，利用强启动子 ,-. 驱动

表达 /001. 的修饰型 20345 基因，构建了表达修

饰型 6/45 重组伪狂犬病毒 0.45，免疫小鼠后的体

液免疫和细胞免疫结果表明：0.45 能诱导 /001.
特异性的中和抗体和淋巴细胞增殖反应，是一种具

有开发潜力的 /001 新型候选疫苗。

尽管 /001. 感染后的免疫学机制尚不是十分

清楚，但 现 有 的 研 究 结 果 表 明，中 和 抗 体 在 抗

/001. 感染中具有十分重要的作用。2789:8 等曾用

中和抗体为 ;：;< 的高免血清对怀孕母猪进行被动

免疫，被免疫猪能抵抗 /001. 强毒的攻击，未表现

流产、死胎等繁殖障碍［;=］。>88? 等的研究也表明采

用高滴度中和抗体的高免血清进行被动免疫，能有

效阻止病毒血症的发生［;@］。甚至在 /001. ABC 疫

苗的研究中也发现保护效力与中和抗体水平呈显著

相关性［;4］。因此，能否产生高水平的中和抗体应作

为评价 /001. 新型疫苗的一个重要指标。同我们

以前构建的表达天然 6/4 蛋白的重组伪狂犬病毒

0.4 相比，0.45 免疫小鼠于首免后 < 周即有一只

产生可检测的中和抗体，到第 ;D 周时所有免疫小鼠

均产生了可检测的中和抗体，并有 = 只达到了; E;<。

而表达天然 6/4 蛋白的重组伪狂犬病毒 0.4 在整

个实验过程中均检测不到保护性的中和抗体，这与

先前的研究和报道是一致的［F，G，;;］，表明表达修饰型

6/45 蛋白的重组病毒在诱导 /001. 中和抗体方面

具有明显的优势。同时，同亲本株 !"# $%&# $’()*+

相比，在诱导 /0. 特异性抗体和抗 /0. 强毒攻击方

面没有差异，表明 20345 的插入并未影响 /0. 的

抗体产生。

除了能诱导 /001. 特异性中和抗体外，0.45
在诱导 /001. 特异性细胞免 疫 方 面 也 明 显 优 于

0.4。修饰的 20345 基因是在天然 2034 基因的诱

骗表位和中和表位间插入了一个通用性 !H 细胞表

位 /CA0&。我们最初的目的是利用插入的 /CA0&
消除覆盖表位的覆盖效应，从而让中和表位充分展

示。根据以前 ABC 免疫的结果和本研究的中和抗

体，修饰的 6/45 蛋白确实在诱导中和抗体方面优

于天然的 6/4 蛋白。0.45 增强的细胞免疫反应，

可能得益于 /CA0& 的作用。/CA0& 是 CIJK(9LJ9 等

在多聚丙氨酸骨架导入 M’CNA0 分子锚定序列构建

的一种通用性 !H 细胞表位，其诱导 !H 细胞反应的

能力比自然源性 !H 表位高 ;DDD 倍［;<］。/CA0& 可

为 O 细胞、,!’ 细胞表位以及碳水化合物抗原提供

强有力的辅助作用，诱导高效的 !H 反应。0.45 所

具有的细胞免疫反应方面的优势，也为其作为一种

有希望的 /001 新型候选疫苗提供了理论依据。

总之，表达修饰的 6/45 蛋白的重组伪狂犬病

毒能同时诱导针对 /0. 和 /001. 的免疫反应，是一

种极具开发潜力的 /001 和 /0. 的二价基因工程候

选疫苗。下一步，我们将在本动物（猪）中对该疫苗

的免疫保护效力进行更深入、更全面的评价，促进其

早日进入临床应用。
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征 稿 简 则

! 刊物简介与栏目设置

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国

微生物学会主办的，国内外公开发行的学术期刊。本刊已被

美国〈L>〉，〈(>〉，〈^0<*X=0〉，〈俄罗斯文摘〉及中国生物学

文摘、中国科学引文数据库、万方数据库、中国科技期刊光盘

版等检索系统收录，是中国自然科学核心期刊。主要报道生

物工程研究的新发展、新成果、新技术。刊登的内容包括：基

因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、组织工程、生物信息、

生物芯片等。栏目设有：综述、研究报告、研究简报、技术与

方法等。本刊目前发表周期平均 T 个月。

" 投稿要求

F‘H 投稿方式

请将电子版以 [-74 文档（ / 4-2）的附件形式发到我刊信箱

（2aPb95%/ #6/ $2/ 2%），图表请与正文同一邮件发来，切勿分发 F
次。邮件主题请写明第一作者姓名及投稿字样（如：张明投

稿）。另将打印稿一份寄到编辑部，如有彩图，请附原照片。

F‘F 投稿手续

F‘F‘H 证明信：是否涉及保密，署名是否无误，务请出

示第一作者所在单位的证明信。国外作者请提供所有作者

签名。本刊收到 0\6$#8 投稿后，会立即回复发出收稿通知，

告知稿号及后续事宜，并寄上空白介绍信模板，作者打印盖

章后寄回即可。

F‘F‘F 审稿费：投稿时请随寄 HGG 元审稿费（汇款单附

言栏上请写明作者姓名）。收到后，编辑部将尽快寄上发票。

F‘F‘J 注明联系地址：投稿时请注明通讯联系人、详细

地址、邮编及 0\6$#8 地址，以便编辑部及时告知稿件编号供

您查询稿件审理情况。

! 写作要求

来稿要论点明确，数据可靠，简明通顺，突出重点。

J‘H 篇幅

以 >V 纸 A 号字计算，综述最好在 J 页以内，简报不超过

V 页，研究报告 A c U 页（以上均包括图表）。英文稿请附中文

题目及中文摘要。

J‘F 图表

文中的图表须清晰简明，文字叙述应避免与图表重复。

黑白及彩色图片均须提供原版照片及电子版图片。所有小

图的宽度应小于 _26（占半栏），大图的宽度应小于 HU26（通

栏）。图上、表内文字及图表释注一律用英文，图表题应中英

对照。

J‘J 参考文献及脚注

参考文献按文内引用的先后排序，未公开发表的资料请

勿引用。我刊的参考文献需要注明著者（列出 J 人）、文题、

刊名、年卷期及页码，全部文献以英文列出。其中中文文献

的刊名、人名用括弧列出对照，请严格按下列格式整理文献。

关于论文、专著及专利等的引用格式举例如下：

［H］Z3% ’（文 莹），.-%& ’（宋 渊），*# "*（李季伦）!"
#$ / Q13 3;;32C9 -; /’"-!+)2’$$# 136-&8-P#% 3W:7399#-% -%
&7-[C1 $%4 $%C#P#-C#2 :7-452C#-% #% 1"-!:"+802!)
2’((#8+(!()’) / %&’(!)! *+,-(#$ +. <’+"!2&(+$+60（生物

工程学报），FGGH，$*（H）：JG I JA
［F］.$6P7--Y "，)7#C921 0)，̂ $%#$C#9 Q/ ^-83258$7 L8-%#%&：
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脚注（正文首页下方）：

+323#?34：̂ $D FV，FGGV；>223:C34："5%3 H_，FGGV/
Q1#9 [-7Y [$9 95::-7C34 PD O7$%C ;7-6⋯

" L-7739:-%4#%& $5C1-7 / Q38：_T\ ；0\6$#8：
基金项目（中文书写）：
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