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于瑞明, 田占成, 高闪电, 独军政, 关贵全, 殷宏. 乙型脑炎病毒 DNA 初免-蛋白加强策略在小鼠模型上的免疫效应评价. 
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摘   要：为了评价基因Ⅰ型乙型脑炎病毒 prM-E DNA 疫苗与 prM 和 EⅢ融合抗原亚单位疫苗采

用 DNA 初免-蛋白加强免疫策略对小鼠的免疫效果，本研究将 prM-E 融合基因插入到 pVAX1 真核

表达载体中，构建重组表达载体 prM-E-pVAX1 作为 DNA 疫苗进行初免，利用原核表达系统获得

的 prM 和 EⅢ融合抗原作为亚单位疫苗进行加强免疫。将 32 只 4−6 周龄雌性 BALB/c 小鼠随机分

成 4 组，设置 prM-E-pVAX1 DNA 疫苗组、DNA 初免-蛋白加强免疫组、prM 和 EⅢ融合抗原亚单

位疫苗组及 pVAX1 载体对照组，通过 ELISA 检测血清中特异性抗体水平；通过噬斑减少中和试

验滴定中和抗体滴度；通过细胞因子表达丰度和淋巴细胞增殖试验分析不同疫苗免疫组诱导产生

的细胞免疫反应。结果表明，用 DNA 初免-蛋白加强策略免疫的小鼠诱导产生的中和抗体滴度略

高于 prM 和 EⅢ融合抗原亚单位疫苗免疫组，显著高于 prM-E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组。DNA 初

免-蛋白加强策略在小鼠模型中诱导产生了有效的 Th1/Th2 型免疫反应，特别是显著诱导了 Th1 型

细胞免疫反应。本研究为预防流行性乙型脑炎提供了新的免疫策略和理论参考依据。 
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Abstract: In order to evaluate the immune effect of the genotype Ⅰ Japanese encephalitis virus prM-E 

DNA vaccine and the prM-EⅢ fusion protein subunit vaccine on mice using DNA prime-protein boost 
strategy, the prM-E gene was inserted into the pVAX1 eukaryotic expression vector. The recombinant 
expression vector prM-E-pVAX1 was constructed as a DNA vaccine for initial immunity, and the 
recombinant prM-EⅢ fusion protein was obtained using a prokaryotic expression system as a subunit 
vaccine for enhanced immunity. Thirty two female BALB/c mice aged 4-6 weeks were randomly divided 
into four groups, and a prM-E-pVAX1 DNA vaccine group, a DNA prime-protein boost immune group, a 
prM-EⅢ subunit vaccine group, and a pVAX1 vector control group were set up. The specific antibody 
level in serum was monitored by ELISA, the neutralizing antibody titer was detected by plaque 
reduction neutralization, and the cellular immune responses induced by different vaccine immune groups 
were analyzed by cytokine expression abundance and lymphocyte proliferation experiments. The results 
showed that the neutralizing antibody titers induced by mice immunized with the DNA prime-protein 
boost strategy were close to that of the group immunized with the single prM-EⅢ subunit vaccine, but 
significantly higher than that of the group immunized with the single prM-E-pVAX1 DNA vaccine. DNA 
prime-protein boost strategies induced effective Th1/Th2 immune responses in mouse models, in 
particular the Th1 cell-mediated immune responses. This study provides a new immune strategy that 
may facilitate the prevention of Japanese encephalitis. 

Keywords: Japanese encephalitis; DNA vaccine; prM-EⅢ immunogenicity; DNA prime-protein boost 

 
 

流行性乙型脑炎 (Japanese encephalitis, JE) 
简 称 乙 脑 ， 是 由 乙 型 脑 炎 病 毒  (Japanese 
encephalitis virus, JEV) 感染引起的虫媒传播的

人兽共患病，其传播媒介主要是三带喙库蚊 
(Culex tritaeniorhynchus)，该病毒宿主范围广

泛，可造成人的不可逆性神经性脑炎，甚至死

亡[1]。目前无特效药用于治疗流行性乙型脑炎。

猪是该病毒的主要扩增宿主，JEV 感染猪可引

起较高的病毒血症，可致母猪流产、死胎，公

猪睾丸炎等临床症状[2-4]。遵循人兽共患病“人
病兽防”的指导思想，降低养殖场猪群中该病的

发生率是预防乙脑在人群中流行的重要环节。  
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传统疫苗主要是灭活疫苗和减毒疫苗，在

预防乙脑方面取得了显著成效，但仍然存在生

物安全风险，不良免疫副反应和获取有效抗原

难的问题。在保证乙脑疫苗免疫效率和安全的

前提下，降低疫苗生产成本，提高养猪场的疫

苗接种率是预防乙脑急需解决的问题。新型疫

苗如亚单位疫苗只含有病原体抗原，不含核酸，

生物安全性好、抗原稳定，免疫效果好，但工

业化生产要求较高的蛋白纯化工艺，重组蛋白

亚单位疫苗因纯化过程中含有表达菌体或细胞

的成分可能引起宿主的不良免疫副反应；DNA
疫苗是将编码某种抗原的外源基因质粒导入宿

主细胞后表达抗原，诱导宿主产生针对该抗原

的特异性免疫应答[5]。DNA 疫苗因其制备简单、

生物安全性好、便于运输且能产生持久的细胞

免疫应答而成为一种具有较好发展前景的疫苗

制剂，但单一的 DNA 疫苗免疫存在表达抗原量

低，诱导产生的特异性抗体水平不高的弊端[6]。

加强疫策略是用一种疫苗进行初始免疫，再用

同源异种疫苗进行加强免疫，比同种疫苗多次

免疫能诱导更强的体液免疫和细胞免疫，尤其

是细胞免疫应答，可增强 4−10 倍[7-8]。 
本研究选取编码乙脑病毒样颗粒主要抗原

成分的 prM-E 基因表达盒构建的 prM-E-pVAX1
重组质粒作为 DNA 疫苗进行首免，选用以往研

究中免疫效果类似于商品化 SA-14-14-2 减毒疫

苗的 prM 和 EⅢ融合抗原[9]作为亚单位疫苗进

行加强免疫，与设置的免疫对照组进行比较，

评估 prM-E-pVAX1 DNA 初免-prM 和 EⅢ融合

抗原加强免疫方案免疫小鼠产生的免疫保护

效应。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 

基因Ⅰ型乙脑病毒 GS 株[10]、幼年仓鼠肾 

(baby hamster kidney, BHK) 细胞、真核表达载

体 pVAX1 均由中国农业科学院兰州兽医研究

所家畜疫病病原生物学国家重点实验室保存；

大肠杆菌 (Escherichia coli) JM109 菌株购于宝

生物工程 (大连) 有限公司。prM 和 EⅢ融合抗

原、兔抗 EⅢ蛋白多克隆抗体、兔抗 prM 和    
EⅢ融合抗原多克隆抗体由本实验室制备并保

存；Alexa Fluor 568 标记的山羊抗兔 IgG 购自

Abcam 公司；Hoechst 33342 购于赛默飞公司。

4−6 周龄雌性 BALB/c 小鼠由兰州兽医研究所

实验动物中心提供。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR 引物设计 

参照 GenBank 中乙脑病毒 DH10M978 序列 

(登录号：KT229573)，利用 Primer Premier 5.0 生

物学软件设计用于扩增 prM-E 基因的引物，并

分别在上下游引物中插入 EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切

位点，引物序列如下：prM-E-F：5′-GCGGAA 
TTCATGAGAGGAGGGAATGAGAGCTCGA-3′ 
(下划线为 EcoRⅠ酶切位点)；prM-E-R：5′-GCGT 
CTAGATTAGTCGGCATGCACATTGGTCGCT-3′ 
(下划线为 XbaⅠ酶切位点)，委托生工生物工程 

(上海) 股份有限公司合成。 
1.2.2  真核表达载体的构建和鉴定 

TRIzol 法提取病毒 RNA，以 RT-PCR 反应

得到的一链 cDNA 为模板，用引物 prM-E-F 和

prM-E-R 扩增基因Ⅰ型乙脑病毒 GS 株的 prM-E
基因。将扩增得到的 prM-E 基因及真核表达载

体 pVAX1 分别用 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ进行双酶切

处理。将酶切处理后的 prM-E 基因与 pVAX1
载体用 T4 DNA Ligase 于 16 ℃过夜连接。将

上述连接产物转化 Escherichia coli JM109感受

态细胞。随机挑取 LB 固体培养基上单个菌落，

接种于含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养

基中，37 ℃、220 r/min 过夜培养后进行 PCR
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检测，鉴定为阳性的菌液用 OMEGA 公司的

质粒抽提试剂盒抽提质粒 [10]，用 EcoR Ⅰ和   
Xba Ⅰ进行双酶切鉴定。将双酶切鉴定阳性的

重组质粒委托南京金斯瑞生物科技有限公司

进行测序。 
1.2.3  Western blotting 检测重组质粒 prM-E- 
pVAX1 的表达 

用 Invitrogen公司的 PureLink HiPure Plasmid 
Midiprep Kit 大量提取重组质粒 prM-E-pVAX1 
(具体实验步骤参考自带说明书)，并用 NanoDrop  
2 000 分光光度计测定重组质粒的浓度，并分装

稀释至 1 000 ng/μL。将 BHK-21 细胞接种于  
12 孔细胞培养板，放置于 37 ℃、5% CO2 细胞

培养箱中培养，待 12 h 后细胞密度达到

70%−80%时，用 Lipofectamine™ 2 000 转染重组

质粒 prM-E-pVAX1，在转染 48 h 后，收集上清

液，用超滤管浓缩。细胞沉淀用 PBS 洗两遍，

胰酶消化，收取细胞样品，Western blotting 检

测重组质粒在 BHK-21 细胞中的表达情况，一

抗为小鼠抗 prM 和 EⅢ融合抗原多克隆抗体  
(1︰500)，二抗为碱性磷酸酶标记的山羊抗小鼠

IgG (1︰5 000)。 
1.2.4  IFA 验证重组质粒在 BHK-21 细胞中的

表达 
将 BHK-21 细胞传代于放置细胞爬片的  

12 孔板内，放置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

中培养，待细胞铺满 60%−70%后，转染重组质

粒 prME-pVAX1。24 h 后吸弃孔中旧液，PBS
洗 3 次，每次 3−5 min，每孔加 500 μL 4%多聚

甲醛，室温固定 20 min；弃去孔中液体，PBS
洗 3 次，每次 3−5 min，每孔加入 500 μL 0.5% 
Triton X-100，室温孵育 20 min；弃去孔中液体，

PBS 洗 3 次，每次 3−5 min，每孔加 500 μL 3% 
BSA，封闭 1 h；弃去孔中液体，PBS 洗 3 次，

每次 3−5 min，每孔加入 500 μL 用 1% BSA 稀

释的家兔抗 EⅢ多克隆抗体 (1︰100)，室温孵

育 1 h；弃去孔中液体，PBS 洗 3 次，每次 3−5 min，
取一张封口膜，做好标记，吸取 25 μL 用 1% 
BSA 稀释的 Hoechst 33342 (1︰2 000) 和 Alexa 
Fluor 568 标记的山羊抗家兔 IgG (1︰1 000) 于
封口膜上，用镊子从孔中小心夹取细胞爬片，

将有细胞的一面朝下小心反扣在二抗液滴上，

室温避光孵育 1 h；弃去孔中液体，PBS 洗 3 次，

每次 3−5 min，用吸水纸将细胞爬片上的水吸

干，在载玻片上滴一滴抗荧光淬灭剂，然后将

细胞爬片封片于载玻片上，用荧光显微镜观察

并采集图像[10]。 
1.2.5  动物免疫试验方案 

小鼠免疫试验程序经兰州兽医研究所动物

管理及伦理委员会批准 (LVRIAEC2013-010)。将

32 只 4−6 周龄雌性 BALB/c 小鼠随机分成 4 组，

设置 prM-E-pVAX1 DNA疫苗组、prM-E-pVAX1 
DNA 初免-prM 和 EⅢ融合抗原加强免疫组、

prM 和 EⅢ融合抗原亚单位疫苗组及 pVAX1 载

体对照组，开展动物免疫试验 (表 1)。小鼠每

隔 2 周接种一次疫苗，共接种 3 次。DNA 疫苗

组小鼠每只每次肌肉注射 100 μg prM-E-pVAX1
质粒。对 prM 和 EⅢ融合抗原亚单位疫苗组小

鼠皮下多点注射完全弗氏佐剂乳化的 50 μg 
prM 和 EⅢ融合抗原进行第一次免疫，不完全

弗氏佐剂乳化的 50 μg prM 和 EⅢ融合抗原进

行第 2 次免疫，第 3 次免疫：对小鼠进行腹腔

注射 50 μg 不加佐剂的 prM 和 EⅢ融合抗原。

DNA 初免-蛋白加强免疫组小鼠一免时进行肌

肉注射 100 μg prM-E-pVAX1 质粒，二免时皮下

多点注射 50 μg 经不完全弗氏佐剂乳化的 prM
和 EⅢ融合抗原，三免时对小鼠腹腔注射 50 μg
无佐剂的 prM 和 EⅢ融合抗原。对照组小鼠每

次每只接种 100 μg pVAX1。在第 0、7、14、21、
28、35 和 42 天，通过小鼠尾尖采血制备血清， 
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表 1  BALB/c 小鼠免疫方案 
Table 1  The immuno-schedules of BALA/C mice 
Groups Primary immunization Boost immunization Booster immunization 

prM-E-pVAX1 DNA prM-E-pVAX1 prM-E-pVAX1 prM-E-pVAX1 
prM-EⅢ protein prM-EⅢ+FCA prM-EⅢ+FIA prM-EⅢ 
DNA Prime-protein boost prM-E-pVAX1 prM-EⅢ+FIA prM-EⅢ 
pVAX1 pVAX1 pVAX1 pVAX1 

 
−20 ℃冻存备用，第 42 天各免疫组随机取 3 只

小鼠眼球采血制备血清用于细胞因子表达丰度

和中和抗体滴度滴定，断颈处死后，采集脾脏

制备淋巴细胞用于淋巴细胞增殖实验[9]。 
1.2.6  ELISA 检测小鼠血清中特异性抗体水平 

应用间接 ELISA 方法测定免疫小鼠血清中

特异性抗体水平，将镍柱亲和层析纯化的 EⅢ

蛋白[10] 0.5 μg/孔包被板子，5%脱脂奶粉封闭，

每孔加入从 1︰100 开始 2 倍倍比稀释的免疫

小鼠血清作为一抗，HRP 标记山羊抗小鼠 IgG 

(1︰2 500) 作为二抗，酶标仪测定 450 nm 波长

吸光光度值，以 P/N>2.1 的血清最大稀释倍数

为被检血清特异性抗体效价[9]。 
1.2.7  噬斑减少中和试验 

噬斑减少中和试验测定初免后第 42 天采

集的各免疫组小鼠血清中和抗体滴度，将各免

疫组小鼠血清 56 ℃灭活 30 min，从 1︰10 开

始进行 2 倍倍比稀释，将稀释的血清与含有   

100 PFU 的病毒液等体积混合，设 PBS 免疫小

鼠血清处理病毒组作为对照组，以能减少对照

组 50%空斑数的血清最高稀释度为该血清的中

和抗体效价[9]。 
1.2.8  ELISA 检测小鼠血清中细胞因子表达丰度 

应用达优®小鼠细胞因子 ELISA 试剂盒检

测初免后第 42 天采集的各免疫组小鼠血清中

IFN-γ、IL-2 和 IL-4 的表达水平[9]。 
1.2.9  淋巴细胞增殖试验 

将制备的 2×106/mL 的淋巴细胞悬液加入

到 96 孔细胞培养板中，100 μL/孔，加入终浓度

为 5 μg/mL 的免疫抗原刺激淋巴细胞，每个样

品重复 3 孔，并设 ConA (终浓度为 5 μg/mL) 刺
激细胞阳性对照和空白细胞阴性对照，将 96 孔

板放置于细胞培养箱中培养 72 h。每孔加入 10 μL 
WST-1 溶液，继续培养 3−4 h，酶标仪测定 OD450

值，计算刺激指数  (stimulation index, SI)= 
OD450, 试验−OD450, 对照/OD450, 对照−OD450, 空白

[9]。 
1.2.10  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 5.0 软件进行实验数

据的统计学分析。利用单因素方差分析或 t 检

验分析各免疫组间实验数据的差异 (P<0.05 差

异显著，P<0.01 差异极显著)。 

2  结果与分析 
2.1  prM-E 基因的 PCR 扩增及 prM-E- 
pVAX1 重组质粒的酶切鉴定 

以反转录得到的基因Ⅰ型乙脑病毒 GS 株

一链 cDNA 为模板，分别用 prM-E-F 和 prM-E-R
为引物进行 PCR 扩增得到基因Ⅰ型乙脑病毒

GS 株的 prM-E 基因，获得了 2 079 bp 的片段，

片段大小与预期一致 (图 1A)。将扩增获得的目的

基因插入到 pVAX1 载体中，用 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ
进行双酶切鉴定，并送测序。双酶切鉴定结果

显示，可见两条特异性条带 (图 1B)，测序结果

显示，插入的片段为一个 2 079 bp 完整开放阅

读框，与预期一致，表明 prM-E 基因正确地插

入了 pVAX1 载体中。 
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图 1  prM-E-pVAX1 的构建及鉴定 
Figure 1  Construction and identification of prM-E-pVAX1. (A) PCR amplification of prM-E gene from 
genotype Ⅰ JEV GS strain. (B) The identification of recombinant plasmid prM-E-pVAX1 by restriction 
enzyme digestion. 
 
2.2  prM-E-pVAX1在BHK-21细胞中瞬时

表达 
免疫印迹结果显示，与空载体 pVAX1 转染

的 BHK-21 细胞相比，重组质粒 prM-E-pVAX1 
转染 BHK-21 细胞的浓缩后细胞培养上清作为

抗原，与 prM 和 EⅢ融合抗原免疫小鼠产生的

血清反应，出现了两条特异性条带 (图 2)，一条

蛋白分子量为 53 kDa，与 JEV 天然 E 蛋白分子

量大小一致，一条分子量为 8 kDa，与 JEV M
蛋白分子量大小一致。表明 prM-E-pVAX1 重组

质粒在 BHK-21 细胞中能够正确表达，且目的

蛋白能够被 BHK-21 细胞中的宿主蛋白酶切割

为 E 和 M 两个蛋白，而这两个结构蛋白包装后

可形成乙脑病毒病毒样颗粒，因此，可推测重

组质粒 prM-E-pVAX1 转染 BHK-21 细胞后，表

达出的目的蛋白经宿主细胞蛋白酶加工处理后

可组装形成病毒样颗粒。 
间接免疫荧光实验结果显示，与转染了空

载体 pVAX1 的 BHK-21 细胞对照组相比，转染

了 prM-E-pVAX1 重组质粒的 BHK-21 细胞可观

察到特异的红色荧光，表明重组质粒 prM-E- 
pVAX1 转染 BHK-21 细胞后，能够正确表达目

的蛋白 (图 3)。 

2.3  免疫后诱导小鼠产生高水平的特异性

抗体 
将第 0、7、14、21、28、35、42 天所收集

小鼠血清，通过间接 ELISA 测定其特异性抗体 
 

 
 
图2  重组质粒prM-E-pVAX1表达产物的Western 
blotting 鉴定 
Figure 2  Identification of expression products of 
recombinant plasmids prM-E-pVAX1 by Western 
blotting. M: protein marker; concentrated culture 
supernatant of BHK-21 cells transfected with 
recombinant plasmid prM-E-pVAX1 (lane 1) or 
plasmid pVAX1 (lane 2) for 48 h.  
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图 3  间接免疫荧光验证重组质粒 prM-E-pVAX1
在 BHK-21 细胞中的表达 
Figure 3  Expression of recombinant plasmid 
prM-E-pVAX1 in BHK-21 cells verified by indirect 
immunofluorescence assay. BHK-21 cells transfected 
with the plasmid pVAX1 (A) and prM-E-pVAX1 (B). 
 
效价。结果表明，与 pVAX1 对照组相比，prM-E- 
pVAX1 DNA 疫苗免疫组、prM 和 EⅢ融合抗原

免疫组、DNA 初免-蛋白加强免疫策略组小鼠

都可诱导特异性抗体产生。DNA 初免-蛋白加

强免疫组小鼠的特异性抗体水平呈现持续上升

的趋势，且在且在第 35 天时特异性抗体水平与

prM 和 EⅢ融合抗原免疫组持平 (图 4)。 

2.4  免疫后诱导小鼠产生高水平的中和抗体 
初免后第 42 天所采集的免疫小鼠血清，利

用噬斑减少中和试验测定其中和抗体效价，结

果表明，prM-E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组小鼠血 

 

 
 
图 4  小鼠血清特异性抗体动态曲线 
Figure 4  The dynamic curve of specific antibody 
titers produced by immunized mice. 

清平均中和抗体滴度为 1︰100，prM 和 EⅢ融

合抗原免疫组小鼠血清平均中和抗体滴度为  
1︰200，DNA 初免-蛋白加强免疫组小鼠血清

中和抗体滴度为 1︰280。DNA 初免-蛋白加强

免疫组小鼠中和抗体滴度最高，略高于 prM 和  
EⅢ融合抗原免疫组，极显著高于 prM-E-pVAX1 
DNA 疫苗免疫组 (P<0.01) (图 5)。 

2.5  免疫后诱导小鼠表达细胞因子水平上升 
首免后第 42 天，采集免疫小鼠血清后，利

用细胞因子 ELISA 检测试剂盒检测血清中的细

胞因子 IFN-γ、IL-2 和 IL-4。结果显示 DNA 初

免-蛋白加强免疫组的 IFN-γ 和 IL-2 的表达水平

极显著高于 prM 和 EⅢ融合抗原免疫组和 prM- 
E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组 (P<0.01)。prM 和  
EⅢ融合抗原免疫组 IL-4 的表达水平最高，极显

著高于 prM-E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组 (P<0.01) 
和 DNA 初免-蛋白加强免疫组 (P<0.01) (图 6)。 

2.6  免疫后诱导小鼠特异性淋巴细胞增殖 
WST 法测定免疫小鼠脾脏淋巴细胞增殖能

力，评价免疫小鼠后诱导的细胞免疫水平。结果 
 

 
 
图 5  第 42 天采集的免疫小鼠血清抗乙脑病毒 
GS 株中和抗体滴度 
Figure 5  Virus-neutralizing antibody titers against 
JEV GS strain for the antisera collected on day 42nd. 
*: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 6  小鼠血清中细胞因子表达水平检测 
Figure 6  Detection of cytokine expression levels 
in serum of the immunized mice. ***: P<0.001. 
 
显示，prM-E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组 SI 值为

1.42±0.10，DNA 初免-蛋白加强免疫组 SI 值为

1.89±0.21，prM 和 EⅢ融合抗原免疫组的 SI 值
为 1.87±0.31。DNA 初免-蛋白加强免疫组的 SI
值显著高于 prM-E-pVAX1 DNA 疫苗免疫组 
(P<0.05)，DNA 初免-蛋白加强免疫组和 prM 和

EⅢ融合抗原免疫组的刺激指数相当，统计学分

析差异不显著 (P>0.05) (图 7)。  

3  讨论 
流行性乙型脑炎是一种危害养猪业的重要

人兽共患传染病。现有的商品化乙型脑炎病毒

疫苗是以基因Ⅲ型乙型脑炎病毒为基础的灭活

疫苗和弱毒疫苗[11-12]。灭活疫苗免疫保护效果

不理想和减毒乙脑疫苗对于怀孕母猪的安全性

存在争议的问题驱使科研人员不断完善乙脑疫

苗的不足，优化免疫抗原组合和免疫方案，将

疫苗生产成本降到最低且达到最佳的免疫保

护效果。本研究以基因Ⅰ型乙脑病毒毒株为生

物材料，通过 DNA 初免-蛋白加强策略免疫小

鼠，提供一种诱导产生最佳免疫保护效果、生

物安全性好、成本低和副作用小的预防流行性

乙型脑炎的疫苗免疫方案，以促进养猪业的健

康发展。 

 
 
图 7  免疫小鼠淋巴细胞增殖水平检测 
Figure 7  Detection of lymphocyte proliferation of 
the immunized mice. *: P<0.05; **: P<0.01. rP: 
prM-EⅢ recombinant protein. 

 
以前的研究结果表明：采用同样的免疫策

略，选取的靶标基因不同，产生的免疫保护效

应也不同，因此优化抗原组合是获得良好免疫

保护效应的前提条件[13]。乙脑病毒 E 蛋白是病

毒表面的主要结构蛋白，主要与病毒的吸附、

入侵、膜融合以及病毒的毒力密切相关。E 蛋

白的 EDⅢ结构域含有中和表位和宿主细胞受

体结合位点，是乙脑病毒编码的主要免疫原性

结构蛋白，其诱导的中和抗体能够有效阻止乙

脑病毒感染宿主细胞[10,14-15]。因此，EDⅢ可作

为乙脑病毒亚单位疫苗研制的主要候选抗原[10]。

prM 蛋白是 M 蛋白的前体蛋白，是诱发机体保

护性免疫的重要协同成分[16-17]。研究表明将含

有 prM 和 E 基因的重组质粒导入到小鼠和猪体

内，重组质粒编码表达的 prM 和 E 蛋白可以诱

导机体产生包括乙脑病毒特异性B细胞和细胞毒

性 T 淋巴细胞等一系列的保护性免疫反应[18]。为

了提高乙脑病毒 DNA 疫苗的免疫反应性，研究

者们进行了很多尝试，诸如 DNA 疫苗组成成分

的构成、胞内表达、膜上表达、E 蛋白的分泌
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表达及有无 prM 蛋白的共表达等。结果显示，

prM-E 诱导机体产生的免疫保护反应最强[19-21]。

本研究中，我们选择的靶标基因表达的蛋白是

组成乙脑病毒病毒样颗粒的主要抗原成分，通过

将构建的 prM-E-pVAX1 重组质粒转染 BHK-21
细胞，收获的细胞培养上清浓缩后作为抗原的免

疫印迹结果显示，转染细胞培养上清中可检测到

分泌表达的 M 蛋白 (8 kDa) 和 E 蛋白 (53 kDa)，
具备了在转染细胞培养上清中形成乙脑病毒病

毒样颗粒的潜力 (图 2)。由此推测，prM-E DNA
疫苗免疫动物后，在宿主动物细胞内可能以病

毒样颗粒的形式诱导机体产生类似于天然病毒

粒子感染机体后诱导的免疫反应。此外，我们

以往的研究结果表明，prM 和 EⅢ融合抗原免疫

小鼠诱导产生的中和抗体水平接近于 SA14-14-2
商品化减毒疫苗[9]。因此本研究以基因Ⅰ型乙

脑病毒毒株为生物材料，构建了 prM-E-pVAX1 
DNA 疫苗，以原核表达获得的 prM 和 EⅢ融合

抗原作为亚单位疫苗，利用 DNA 初免-蛋白加

强策略免疫 BALB/c 小鼠。结果显示，利用 DNA
初免-蛋白加强策略免疫小鼠制备的血清中细胞

因子 IFN-γ 和 IL-2 的表达水平显著高于 prM-E 
DNA 疫苗免疫组和 prM-EⅢ蛋白疫苗免疫组 
(P<0.01)。DNA 初免-蛋白加强免疫组中和抗体水

平极显著高于prM-E DNA疫苗免疫组 (P<0.01)，
略高于 prM-EⅢ融合蛋白免疫组诱导产生的中

和抗体水平。尽管在以往的乙脑疫苗研究方面，

用乙脑病毒病毒样颗粒作为亚单位疫苗进行免

疫产生了很强的免疫保护效应[22-24]，但病毒样

颗粒在规模化工业生产过程中的弊端如表达量

不高、纯化难度大、表达系统或细胞株不稳定

等问题限制了病毒样颗粒作为亚单位疫苗的商

品化使用。本研究中，我们采用编码病毒样颗

粒主要抗原成分的 prM-E DNA 疫苗初免，原核

表达系统获得的 prM 和 EⅢ融合抗原作为亚单

位疫苗进行加强免疫，该免疫策略在提高免疫

保护效果的同时，很好地解决了工业化生产过

程中获取有效免疫保护抗原难的问题。 
综上所述，本研究采用 DNA 初免-蛋白加

强免疫方案免疫小鼠诱导产生了较强的体液免

疫和细胞免疫反应，诱导产生的中和抗体水平

略高于单一 prM 和 EⅢ融合抗原免疫水平，该

研究为预防流行性乙型脑炎免疫方案提供了新

的思路。未来还需要尝试采用基因枪注射或者

以其他免疫佐剂及纳米颗粒的方式优化免疫方

案等进一步提高该免疫方案的免疫保护效应。 
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