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摘 要 利用 X@1I9’IX@1 杆状病毒表达系统将圆环病毒 ! 型的 O0D! 全基因克隆到杆状病毒转移载体 8D@=9X@1;S"中，获得重组

转移载体 8D@=9IOD0!，再将其转化进含穿梭载体 X@1-23 的感受态细胞 YM"$X@1 中，发生转座作用，经蓝白菌落筛选得到含

O0D! 基因的重组穿梭载体 X@1)O0D!，以脂质体介导的方法将重组穿梭载体转染 =BZ 细胞，获得重组病毒，命名为 71) O0D!。

间接免疫荧光分析表明，[E&! 阳性血清能使 71)O0D! 感染的 =BZ 昆虫细胞呈强的荧光着色；CYCI[7PJ 与 \,=9,/6I.(’9926A 分析

可见大小约为 !H?Y 的特异性带，表明 71)O0D! 在 =BZ 细胞中成功表达了 [E&! O0D! 蛋白。将该表达蛋白纯化并经磷钨酸负

染后，通过电镜观察可见形态与 [E&! 病毒粒子相似的病毒样颗粒（&T[=），其中某些颗粒由于中心浓染而似空衣壳，其直径也

为 "G6- 左右。
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猪圆环病毒（!"#$%&’ (%#$")%#*+，!(,）属于圆环病毒科，是

迄今发现的一种最小的病毒，直径仅为 -.&/，无囊膜，二十

面体对称，共价闭合环状单股 012 病毒。!(, 有 !(,3- 与

!(,34 两个基因型。!(,3- 无致病性，在健康猪群中可检测

到 !(,3- 的抗体。!(,34 具有致病性，主要引起断奶仔猪多

系统 衰 竭 综 合 症（!"+536’7&%&8 /*95%+:+5’/%$ 67+5%&8 +:&;#"/’
!<=>）。!<=> 于 -??- 年在加拿大首次爆发［-］，其临床症状

主要表现为进行性消瘦、呼吸道症状、发热及黄疸等，相似的

疾病相继在美国［4］、法国［@］、西班牙［A］、北爱尔兰［B］等国出

现，给全球养猪业造成了相当大的经济损失。在国内，朗洪

武等［C］和曹胜波等［.］分别通过血清学和病原学调查表明，我

国已有 !(,4 的流行。

!(,4 基因组为一条长约 -D.C EF 的单股 012，含有 4 个

主要的开放阅读框，其中 GHI4 基因编码病毒的衣壳蛋白，是

主要的结构蛋白，也是主要的免疫原性蛋白，是发展新型疫

苗的良好目标基因。<7J’ 等通过对合成肽扫描分析绘出

GHI4 序列中的几个 !(,4 型特异性抗原表位，并证实 K-BB
表位可作为区分 !(,- 和 !(,4 的型特异性表位［L］。已有研

究发现 GHI4 蛋白可自我装配成类病毒粒子，并且在 ! M "#$%
中表 达 的 GHI4 融 合 蛋 白 可 与 !(,4 多 抗 反 应［?］。N#*"&8
等［-O］、17678%58*9 等［--］及 K97&$J7#; 等［-4］都 先 后 利 用 !(,4
GHI4 特 异 性 抗 原 表 位 或 完 整 蛋 白 作 为 诊 断 抗 原 建 立 了

!(,4 特异性 PQR>2 方法，并在临床检测中取得了良好的效

果。基于 GHI4 蛋白的作用与功能，本研究利用 K7$35"3K7$ 杆

状病毒表达系统，在昆虫细胞中表达 !(,4 GHI4 基因，为研

制安全有效的 !(,4 的基因工程亚单位疫苗奠定基础。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株及细胞

含猪圆环病毒 4 型 S*32 株全基因组的重组质粒 TN3
!(,4 由本室构建［.］；K7$35"3K7$ 杆状病毒表达系统（包含转移

载体质粒 TI7+5K7$N<- 及感受态 0U-OK7$ 受体菌），购自美国

R&)%5#"8’& 公司；昆虫细胞 +V? 及 0UA!感受态细胞均为本室保

存。

!"# 工具酶与试剂

限制酶、N@ 012 连接酶、N7W 酶均购自大连宝生物工程

公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗猪 R8X 购自 >RX<2 公司，

昆虫细胞培养基（X#7$’Y+）及 Q%T"V’$57/%&’N<4OOO 转染试剂，

购自美国 R&)%5#"8’& 公司。

!"$ 引物的设计与 %&’ 扩增

扩增 !(,4 GHI4 全基因（.OA FT）的 !(H 引物，由上海生工

生物工程公司合成。其中上游引物 !- 引入了 &’("的酶切位

点，下游引物 !4 引入了 )*+"的酶切位点，引物序列如下：

上游引物 !-：AY3N(2(NX(2XX2NX2(XN2N((22XX 3BY
下游引物 !4：AY3X22XXN2((N(2(NN2XXXNN22XNXX3BY
扩增条件为：?AZ A/%& 变性后进入循环，循环参数为：

?AZ -/%&，ALZ -/%&，.4Z -/%&，BA 个 循 环 后 .4Z 延 伸

-O/%&，ODL[的琼脂糖凝胶电泳鉴定 !(H 产物。

!"( 质粒的构建、纯化、连接、转化及酶切分析

均按分子克隆实验指南进行［-@］。

!") 重组杆状病毒的获得与 %&’ 鉴定

质粒的转座、0U-OK7$ 目的菌落的筛选与纯化、K7$/%;
012 的 提 取、转 染、重 组 病 毒 的 扩 增 与 空 斑 滴 定 等，按

R&)%5#"8’&公司 K7$35"3K7$ 表达系统操作手册进行。按文献

［-B］所述的方法制备 !(H 模板。应用通用引物 !\(]<-B，进

行 !(H 扩增，循环参数的设置参照 K7$35"3K7$ 表达系统操作

手册。

!"* 重组病毒的扩增与 +’,# 蛋白的表达

扩增病毒时，以 OD-TV* 的重组病毒接种 +V? 细胞，@LJ 后

收集培养上清，̂ .OZ避光保存备用。表达蛋白时，以 A _
LTV*的重组病毒接种长至 .O[ _ LO[ 的单层 +V? 细胞，.4J
后分别收集上清与细胞进行检测。

!"- 表达产物的间接免疫荧光检测

将重组病毒感染 .4J 后的 +V? 细胞，用 !K>（TU.D@）洗涤 4
次，甲醇固定 4O/%&，用含 -O[胎牛血清的 !K> 封闭 BO/%&，

!K> 洗涤细胞 4 次，与 !(,4 阳性血清（- ‘ 4OO 稀释）作用 -J，

!K> 洗涤 4 次后与 IRN( 标记的羊抗猪 R8X 作用 -J，再经 !K>
洗涤 B 次后直接置于倒置荧光显微镜（G9:/T*+，Ra.O）下观察

荧光。同时设杆状病毒野毒感染（2$M 1!,）的 +V? 细胞对照

与正常 +V? 细胞对照。

!". 表达产物的 /01203456782294: 分析

收集病变细胞，处理后进行 >0>3!2XP 电泳。将 >0>3
!2XP 电泳的蛋白带电转至硝酸纤维素膜，用含 A[K>2 的

!K>N 封闭过夜，以 !(,4 阳性血清作为一抗，UH! 标记的羊

抗猪 R8X 为二抗，02K 显色。

!"; +’,# 蛋白的粗纯化与电镜观察

在刚长成单层的 +V? 细胞上以 A _ LTV*]$’99 的感染复数

接种 2$MGHI4，.4J 后收集病变的细胞，用 !K> 洗涤 4 次，

-OOO#]/%&，离心 A/%&，重悬于 AO//"9]Q 17U(GB（TULDB）中，超

声波裂解后，-4OOO#]/%&，离心 -A/%&，上清中含有表达的 GHI4
蛋白。将上清铺于 @O[的蔗糖溶液上，BAOOO#]/%&，超速离心

CJ 后，将沉淀重悬于双蒸水中，然后通过磷钨酸负性染色，利

用 U.OOO 透射电子显微镜进行观察。

# 结果

#"! 重组表达质粒的构建

以重组质粒 TN3!(,4 为模板扩增 !(,4 GHI4 全基因，

!(H 产物用限制酶 &’("和 )*+" 双酶切，纯化回收后，将此

GHI4 基因亚克隆到用同样方法处理过的 TI7+5K7$N<- 载体，

转化 ! M "#$% 0UA!感受态细胞，获得重组转移载体 TI7+53
GHI4（图略）。

#"# 重组病毒的获得与检测

提取重组质粒 K7$MGHI4 的 012，电泳检测完整性，在脂

质体的介导下，将其转染 +V? 细胞，约 .4J 后可观察到细胞病

变，如细胞变圆，停止分裂，折光率增强，直到细胞裂解，正常

细胞则无这种变化。分别提取重组杆状病毒与野毒的 012，
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用 !"#$%&’ 引物进行 !#( 扩增，重组病毒的 !#( 产物的大

小应该是 )’**+, 加上外源片段的大小，电泳可见在 ’***+,
出现特征性条带，而野毒对照中 !#( 产物的大小是 ’**+, 左

右，与预期结果一致，说明 -(.) 基因已经整合到重组杆状

病毒中（图 &）。因此，所得到的病毒为目的病毒，将其命名为

/01-(.)。

!"# 表达产物的间接免疫荧光检测

将重组病毒感染 2)3 的 456 细胞进行间接免疫荧光试

验，结果发现，在 /01-(.) 感染的细胞中，亮绿色的荧光分布

于整个细胞质，并非聚集在细胞核中，而对照细胞则呈阴性

（图 )）。

图 & 重组杆状病毒 /01-(.) 的 !#( 的鉴定（引物 !"#$%&’）

.781 & 9:;<=7570>=7?< ?5 /01 -(.) +@ !#( A7=3

,B7C;B4（!"#$%&’）

&：DE/4 5B?C /01 -(.) 7<5;0=;: 456 0;FF4 A;B; >C,F757;: +@ !#( A7=3

,B7C;B4（!"#$%&’）；)：DE/4 5B?C A= 1 /0E!G 7<5;0=;: 456 0;FF4 A;B;

>C,F757;: +@ !#( A7=3 ,B7C;B4（!"#$%&’）1

!"$ 表达蛋白的 %&’(&)*+,-.((/*0 分析

收集 /01 -(.) 感染 2)3 后的病变细胞，经 HDHI!/JK 与

L;4=;B<I+F?==7<8 分析证实，在 )MND 处出现特征性条带，与预

期的大小基本相当，而野毒感染的细胞与正常细胞对照组则

无此特征性条带（图 ’）。

!"1 电镜观察

对杆状病毒表达的 !#G) -(.) 蛋白进行纯化、负性染色

后，在电子显微镜下可以看到病毒样颗粒（G7BO4IF7N; ,>B=70F;4，
GP!4）的存在，呈典型的二十面体，无囊膜，直径为 &2<C 左

右，其形态大小均与全病毒粒子相似（图 Q）。

# 讨论

近年来，!#G) 的致病作用逐渐被认识，但国内尚无商品

化的疫苗可供使用。因此疫苗的研制成为急需解决的首要

问题。目前，!#G) 相关疾病的疫苗研究限于全病毒灭活疫

苗，弱毒疫苗［&R］，DE/ 疫苗［&S］，亚单位疫苗及 !#G&I!#G) 重

组疫苗［&2］。T>C4=BO, 等［&M］对 DE/ 疫苗进行了研究，结果表

明，在第 ) 次免疫后小鼠体内即出现 !#G) 的特异性抗体，

图 ) !#G) 的阳性血清与 /01 -(.) 感染的

456 细胞的间接免疫荧光检测

.781 ) 9<4;0= 0;FF4 7<5;0=;: A7=3 /01-(.) A;B; :;=;0=;: +@ 7<:7B;0=

7CCO<?5FO?B;40;<0; >44>@ O47<8 ,?47=7U; 4;BOC >8>7<4= !#G)

/：7<4;0= 0;FF4 7<5;0=;: A7=3 /01 -(.)；V：7<4;0= 0;FF4 7<5;0=;: A7=3 A7F:I

=@,; /0E!G1

图 ’ L;4=;B< 印迹分析 456 细胞中表达的 !#G) -(.) 蛋白

.781 ’ L;4=;B<I+F?==7<8 ><>F@474 ?5 =3; !#G) -(.) ,B?=;7<

;W,B;44;: 7< 456 0;FF4

%：,B?=;7< C?F;0OF>B A;783= 4=><:>B:；/01 -(.)：/01 -(.) 7<5;0=;: 456

0;FF4；/0：A= 1 /0E!G 7<5;0=;: 456 0;FF4；456：<?<I7<5;0=;: 456 0;FF41

图 Q !#G) -(.) 蛋白的病毒样颗粒结构的电镜图

.781 Q KF;0=B?< C70B?8B>,34 ?5 !#G) -(.) ,B?=;7<

;W,B;44;: 7< 456 0;FF4 43?A7<8 U7BO4IF7N; ,>B=70F;4

/：C><@ GP!4 A;B; >C,F757;: +@ )** *** X ；V：> 47<8F; GP! A>4

>C,F757;: +@ 2R* *** X ；V>B B;,B;4;<= &**<C 7< F;<8=31
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在第 ! 次免疫后，小鼠体内的抗体可达到 " # $%% & " # !’%%，说

明 ()*’ 蛋 白 可 诱 导 小 鼠 产 生 一 定 水 平 的 抗 体。*+,-./
等［"0］研究表明嵌合病毒 123"4’567，即把 123’ 的 ()*’ 基

因插入到 123" 基因组中代替 123" 的 ()*’ 基因的感染性

克隆，可以使猪体产生抗 123’ 衣壳蛋白的特异性抗体，并且

对猪的致病性大大减弱。但考虑到疫苗的安全性问题，这两

种疫苗在临床应用上将受到很大限制。近年来，由于亚单位

疫苗既不含有核酸成分，又不具有复制能力，是一种安全、有

效的疫苗而备受广泛关注。作为 123’ 最主要的结构蛋白与

免疫原性蛋白，()*’ 是设计 123’ 新型疫苗的良好目标基

因。基于此，本研究利用杆状病毒 8-94:;48-9 系统成功表达

<.47 株 123’ ()*’ 蛋白。

杆状病毒表达系统具有与动物细胞相似的转录翻译及

翻译后加工等功能，表达的外源蛋白基本保持原有的生物活

性，迄今已成功地表达了多种病毒抗原，并且有些病毒的结

构蛋白可以形成病毒样颗粒（3=>.?4@=A+ B->:=9@+?，3C1?），如细

小病毒（113），多瘤病毒（173）和 D 型肝炎病毒等 。在本试

验中证实，体外表达的猪圆环病毒 ’ 型 ()*’ 蛋白也可自行

装配成病毒样粒子，电镜观察呈二十面体对称结构，直径约

为 "0,E 左右，但并不完全像纯化的 123’ 病毒颗粒那样形态

规则、排列有序，其中可能存在不正确组装现象，这一现象在

细小病毒中也有报道。细小病毒的结构蛋白由 31" 和 31’
组成，其中 31" 较小，31’ 是主要的结构蛋白，二者由一个基

因共同编码，31’ 在 31" 的作用下才能组装成完整的病毒衣

壳样颗粒，将 31" 截短，可能导致不正确的组装［"F］。但对

123’ 而言，其 ()*’ 蛋白是否缺少像 31" 这样的辅助结构蛋

白或基因来完善其组装过程还有待于进一步研究。79G()*’
感染 ?HI 细胞后，重组病毒大量存在于上清液中，尤其以感染

后的 $FJ 最高，而表达的 ()*’ 蛋白则存在于 ?HI 细胞的细胞

浆内，这与 K=E 等［"I］的报道的结果一致，L+?:+>,4M@;::=,N 结果

表明，表达的 ()*’ 蛋白具有生物学活性，可以与猪圆环病毒

’ 型的阳性血清发生特异性的反应。

上述初步研究结果，为开展 123’ 基因工程亚单位疫苗

的研制开辟了一条途径，同时也为进一步研究病毒结构蛋白

的功能奠定了基础。目前，表达蛋白的动物试验的研究正在

进行之中。
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