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R3 ·{ {z-~)3 
提 要 掏建了古有狂犬病毒(RV)CVS株糖蛋白(GP)基因的 组质粒 e vcv G，将其转染 

至鼠NIH3T3细咐中．用同接免疫荧光法和 APAAP法均证实 RVGP能在真核细咐中表达 分别 

将古 RV不同毒株的GP基因的质粒(DNA疫苗)厦空白载体质粒(对照组)免疫小鼠，仅 DNA疫 

苗免疫的小鼠产生了中和抗体。以 RV攻击后，DNA疫苗免疫组小鼠的存活率与对照组相比．差 

异有极显著性意义(P<0．01)；不同的启动子(CMV或 SV40)与不 同GP基因(来源于 CVS株或 

ERA株)对 DNA疫苗的免疫效果无明显影响。在注射 120d后．用 PCR方法仍可检测出 RVGP基 

因。结果表明：狂犬病 DNA疫苗能够诱生低水平的中和抗体和记忆性 B淋巴细晦，并能保护小鼠 

抵抗 RV的攻击。该疫苗能在体内稳定存在。狂犬病 DNA疫苗的研镧为狂犬病免疫开辟了一条 

新途径，并可为防治其他疾病的 
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DNA疫苗的研制奠定基础。 

质粒表达，保护性免疫前 巷 l 

1990年美国Wisconsin大学的 Wolff与 Vieal生物技术公司的 Feigner合作建立基因直接 

注射技术 J，叉称裸露 DNA技术。此项技术的问世，为基因免疫和基因治疗开辟了一条崭新 

的途径。近年来．核酸疫苗已成为国际疫苗研究领域最热门的课题之一。其独到之处在于：直 

接将编码某种蛋白的外源基因(RNA或DNA)注入宿主体内，使之在体细胞中表达，这种外源 

蛋白能被机体的免疫系统识别而激发免疫反应。与传统疫苗不同，DNA疫苗兼有亚单位疫苗 

的安全性和减毒活疫苗诱导全面免疫反应的高效力．还可对变异迅速的病原体提供交叉保护 

作用l2 。本工作从狂犬病这一人畜共患疾病入手，对 DNA疫苗进行研究并观察其免疫效果， 

为狂犬病免疫开辟一条新途径，同时可为今后研制防治流感、艾滋病、丙肝等疾病的 DNA疫 

苗奠定基础。 

材料和方法 

1 材料 

1．1 化学试剂与酶类 限制性核酸内切酶为美国 Promega公司产品 ；Taq DNA聚合酶、XDNA／HindⅢ及 

kDNAfHind ul+EcoRI丹子量标准、转染试剂 t p0 t n购 自GiheoBRl 公司；羊抗鼠 IgG荧光标记抗体、A— 

F'AAP试剂盘由本所免疫研究室提供；其它化学试剂均为国产AR级。 

1 2 菌种与质粒 质粒 pRC／CMV聃自美国 [nvitrogen公司；质粒 pSV2X3CVSRG(含有 SV40启动子、CVS 

株RVGP基因、SV40聚 A信号)、psV2X3ERARG(含有 sv40启动子、ERA株 RVGP基因、SV40聚A信号)、 

E．coil NM522菌株均为武汉生物制品研究所基因工程室保存。 
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1 3 细胞 鼠 NIH3T3成纤维细胞由中国典型培养物保藏中心提供。 

1 4 抗 CVS株狂犬病毒塘蛋白单克隆抗体 美国疾病控制中心 Dr．Smith T惠赠。 

1 5 病毒 CVS株 RV为武汉生物制品研究所基因工程室提供。 

1 6 动物 10--I2 g健康雌性昆明小白鼠由武汉生物制品研究所动物中心提供。 

2 方法 

2 I 真核表达载体 pcMVCVSRG的构建与鉴定 质粒的提取、酶切 、片段回收、连接、转化参照文献 、限制 

性桉酸内切酶酶切鉴定转化子。 

2．2 质粒 DNA的大量制备与谁度 、纯度分析 采用碱袋解法”】．以 5 mo[／I LiC1选择沉淀去除 RNA。酚抽 

提去除蛋白质．质粒DNA悬浮于2倍体积无水乙醇中．一20"C保存，临用前溶于0．9％ NaCI溶液中．将DNA 

样品进行紫外波长扫插(240 ran～300 rim)．报据 OO2 ／0 吣分析纯度．002 计算 DNA含量 DNA谁度调 

为 1 I 。 

2 3 Lipofectin舟导的瞬时转染 参照 GibeoBRL公司产品说明书进行。 

2 4 RV GP在 NlH 3T3细晦中的表选的检测 用常规闻接免疫荧光法和 APAAP法进行。 

2 5 动物 免疫效果观察 免疫方案：10--I2 g昆明雌性小自鼠右腓肠肌注射 0．5％盐酸布比卡 因5O L／只， 

I d后在相同部位分别注射重组质粒 pSV2X3CVSRG、pSV2X3ERARG、 cMVCVSRG100P 只．于 O、21、35 d 

免疫 3次，以不舍RVGP序列的空白载体 ~v2x3、pRC／CMV免疫小鼠作为阴性对照。 

2．5 I 小鼠攻击实验 末次免疫后 14 d．肌肉注射0．2ml 4 IMI D剂量的 CVS株 RV，连续观察 2周，记录 

小鼠存活敦。 

2．5 2 免疫小鼠血清中和抗体测定 分别在 20 d、34 d、48 d取血．49 d(末次免疫后 14 d)用 4 1M[』 o剂母的 

RV攻击．攻击后分别在 14、30、60d取血．每份血为4～5只小鼠的泥台血样．常规方法分离血清，56"C处理 30 

min．一20"C保存备用。按文献【4】，采甩小鼠中和试验法测定抗体。 

2 6 小鼠体内 RVGP基因的检测 DNA疫苗免疫 1次 I20 d后．分别取小鼠注射 DNA部位肌肉及对侧束 

注射 DNA的肌肉．按文献㈨提取组织 DNA作 为模板。以空载体 pCMV免疫小 鼠肌肉组织 DNA作阴性对 

照；以质粒 MVCVSRG作阳性对照．进行 PCR扩增。PCR引物设计 为：PrimerI(一8～17，25met)5 CG— 

GAA GGCTCT3 ；primer 1I(774--798．25 mer)5 OGCGGATCC'VrGCATCGCGACCCAT3 c 

PCR参数设置为：94"C 30 sec、60"C 1min、72"C 1rain 40 sen．共 30个循环，最后 72"C延伸 l0min。各取 PCR 

产物 t0 I 电泳．拍照。预期 PCR产物的长度为 806 bp。 

结 果 

1 真核表达载体 pCMVCVSRG的构建及鉴定 

pCMVCVSRG的构建图谱见图1，转化子用HindⅢ 酶切初步筛选．将分子量约为7．2 kb 

的重组子进一步用xbsI+HindⅢ、Sinai、BglⅡ鉴定，电泳结果图 2与预期酶切结果一致，证 

明载体 pRC／CMV中插入了RVGP基因。 

质粒 DNA的纯度鉴定：碱法大量制备的质粒 DNA经紫外波长扫描(240 nm～300 m )， 

OD~／OD2 比值均为 1．8左右，表明所得的DNA纯度高，无蛋白质、RNA污染。 

2 RVGP在 NIH 31"3细胞中的瞬时表选 

通过间接免疫荧光法和 AP从 P免疫酶法均能检测出 RV GP在 pCMVCVSRG转染的 

NIH 3T3细胞中的瞬时表达，两种方法的结果一致。图 3、4显示：RV GP主要定位于胞膜和 

胞浆，与阴性细胞形成对比，说明 pCMVCVSRG在 NIH3T3细胞 中可转录、翻译．产生 RV 

GP，从而证明 pCMVCVSRG能在真核细胞中表达。 
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图 1 MVCVS表达蓑悻的构彦 

Fig．1 Coasmg~im of tLgpressoi]pushed pCMVCk'SRG 

3 疫苗对小鼠的保护作用 

DbIA疫苗全程免疫后 14 d，甩4 IMLDs0剂量的 CVS株 RV攻击，各组免疫小鼠的存活情 

况见表 1～3。表 1显示：pCMVCVSRG免疫小鼠的存活率为 66％，对照组 pCMV为25％．二 

者差异有极显著性意义(P<0．01)，说明 pCMVCVSRG确实能诱免疫保护作用。从表 2、3可 

以得出类似的结论，即含有 RVGP基因(不论此基因来自ERA株或 CVS株)的真核表达载体 

(不论启动子为SV40或 cMv)均可使免疫小鼠抵抗 RV的攻击。这三种 DNA疫苗组的存活 

率在统计学上无显著性差异(P>O 05)。 

衰 1 病毒袁击后 pCMVCVSRG免痤小置舶喜活情况 

TaMe 1 Survival o：~dltion of mice imm~ ed with MVCVSRG alter CVS cI'aIk|嘻e 

x =9．24>瑶。I：6．63 P<ll Ill 

_ 
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凰 3 

F 3 

凰2 质粒 pcMVCVSRG的酶切鉴定结果 

F 2 R~ ctlon eny枷 e digestion re~dt of the“ ∞n na1I plac id 

、7： DNA／Hmd m 瑚  盯 2：pR cMv／ |．d m 3：pSV2X3CVSRG／Hind m +XbaI 

4：pCMVCVSRG／H m 十xbaI 5：pCMVCVSRG／Smal 6：DcMVCVSRG／BglⅡ 

问接免疫荧光法 定 NIH 31"3细咆中RVGP的表达 凰4 APAAP法检稠NIH3"I~3纲胞中 RVGP的表选 

‘400x) (蛐0×) 

In ren lm unonLl0～  c,f pCMVCVSRG—transfeeted Fig
． 4 APAAP of pCMVCVSRG一佃m e曲 

NIH3T3。ës NIH 3T3 
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衰 2 翥毒攻击后psV2X3CVSRG免疫小豆的存活情况 

Table 2 Sur~6val exmditi~a of mice immuned th pSV2X3CVSRG CVS challenge 

=8．42>瑶．I=6．63 P<0 0I 

寰 3 黼 攻击后 pSV2X3ERARG免疫小置的存活情况 

Table 3 Survival con~tima of mi immun~l,with psv2)(3职 ARG ahe【CVS cha nge 

=7．06>端Ⅲ=6．63 P<0 01 

4 免疫小臣血清中和抗体的测定 

DNA疫苗免疫后，不同的时间采血，测定其中和抗体，结果见表 4。小鼠接种狂犬病 DNA 

疫苗 2次，血清中测不出中和抗体，第三次接种后，pSV2X3CVSRG组、pCMVCVSRG组出现 

了低水平的中和抗体，效价分别为 1：12，1：20，而 pSV2X3ERARG组仍无中和抗体产生。在 

RV攻击下，三组 DNA疫苗免疫小鼠血清中和抗体效价很快上升，大约增加 2～3个数量级， 

并能维持 2个月以上，与对照组形成对比。 

， 衰4 小置丘{I中和抗体搿定【宴蓐中和●力为 32 LDs,~ 

Table 4 Ne r 妞 丑n6body tltres in Tlli "cc_咖 ted with RV GP DNA vaccine and challenged with 32 LD~CVS 

5 DNA疫苗在体内的稳定性 

PCR扩增结果见图5．注射部位肌肉组织出现 806 bp RV GP基因上辨区特异性条带，说 

明注射的质粒 DNA能在肌肉组织中长期存在。 

讨 论 

国外几家实验室相继报道【2 ’ 用含有流感病毒血凝素(HA)、流感病毒核蛋白(NP)、 

H!vgp160、I-msAg编码核酸序列的真核表达质粒肌肉注射动物后，能诱生高水平的特异性抗 

体和细胞毒(CTL)反应。另外还有报道表明【1 ]：DNA疫苗免疫小鼠后，即使血清中未测出 

中和抗体，也仍然能够保护动物抵抗随后致死剂量的病毒攻击。我们的结果支持了这种观点。 

美国Wistar研究所的 Xiang等n3]对狂犬病 DNA疫苗进行了深入研究。他们将狂犬病 
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围 5 PCR检涮肌内组织中的 RVGP基因(注射 120 d后) 

Fig 5 Detectam ofRVGPDNA PCRmd曲 inmusclewith MVCVSRG pla _d(at120 daysp0s*Jniect~ ) 

l、6：1DNA／FFmdⅢ +EcoR1market 2： MVCVS~'G(pc6tive o~ud) 3：pCMVCVSRG—miectedtiamle 

4：I~MVCVSRG—uah,／eaedtL．sue 5：pCMV一 actedtista~ negativeⅢ t01) 

DNA疫苗免疫小鼠，可诱生RV中和抗体、抗RVGP特异性 cTL和分泌淋巴因子的TlH细胞， 

用5 IMLDso毒株攻击．免疫小鼠获得了 100％的保护，而空载体免疫的对照组全部死亡。 

我们的研究结果表明：含RV GP基因的质粒 DNA确实能对小鼠提供针对 RV的保护作 

用：该 DNA疫苗可能诱生记忆性B淋巴细胞，后者在RV的攻击下很快动员，产生特异性中和 

抗体．发挥免疫效应：本实验采用的 CMV"启动子与 SV40启动子对 DNA疫苗免疫效果的影 

响无显著性差异，与Xiang的报道相同；CVS株与ERA株来源的RVGP基因诱生的免疫保护 

效果亦无本质区别；DNA疫苗能在体内长期存在，也与国外报道吻合“’ t4]。 

本实验中DNA疫苗免疫保护效果与Xiang等人报道相比，还有一定差距．分析推测：其 
一

，可能是真核表达载体中缺乏有效的增强子序列．如 pCMV 中没有 IntroA．致使 DNA疫苗 

的表达效率不高；其二，长期低水平表达的RV GP可能持续被低水平清除，从而使免疫应答不 

足。因此，今后的工作重点应该是构建高效真核表达载体，与 RV GP DNA疫苗同时注射能增 

强免疫应答的细胞因子(如 IL一2)cDNA．以提高疫苗的效果。同时．还应建立评估特异性细 

胞免疫功能的细胞介质的细胞毒试验，全面探讨 DNA疫苗的作用机理。DNA疫苗的最大优 

点是可对变异迅速的病原体提供交叉保护作用，为研制预防艾滋病等疾病的疫苗带来了希望。 

但研究艾滋病尚无理想的动物模型，而狂犬病是一种人畜共患疾病，对常用实验动物均可致 

病．有现成的廉价、方便的动物模型。在狂犬病 DNA疫苗研究中积累的经验将有助于研制预 

防艾滋病等严重威胁人类疾病的疫苗。 
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Research on DNA Vaccine Carrying the Rabies Virus 

Glycoprotein Gene and its lmnlnne Protection Effects 

Li Ping m Jiaxiu ZhuIiahon_g 

(Department ＆ 埘  Engineering。Wulmn Institute ofBiolog~d Products，Wulmn 430060) 

The plasmid pCMVCVSRG containing the full— Ie,~gth cDNA of G protein of rabies virus 

CVS strain was constructed and transiently trarmfected into NIH 31r3 cel1．The expression of G 

protein in transfected NIH 3T3 was confirmed by indirect immunofluorescent(IIF)and alkaline 

phosphatase anti—alkaline phosphatase(APAAP) methods The mice were inoeulated with 

pCMVCVSRG．pSV2X3CVSRG，pSV2X3ERARG，pCMV，pSV2X3，respectively．Only mice im— 

muned with the G gene-containin_g vectors developed neutralizing antibody to rabi~ virus．After 

rabies virus cha llenge，the survival rates of DNA vaccine inoctdated  group have very significant dif- 

fevence comparing with negative control group(P<0．O1)．The immune responses to the DNA 

vaccines containing different promoters(from CMV or SV40)and different G protein genes(from 

CVS strain or ERA strain)wefe compared and it was found to be similar in magnitude．The spe— 

cific glycoprotein gene was detectable by PCR at least 120 days postinjection．Our data shows that 

rabies DNA vaocine can induce low level rabies viru_~一neutralizing antibody．memory B lymphocyte 

and resolt in protection agains t a subsequent challenge of rabies virus in mice
．Our research works 

also provide a new approach to develop imm unization of rabies virus
． 

Key words Rabies virus，DNA vaccine，Phsmid expression，Protective immunity 
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