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摘要：掏建了猪瘟病毒(dassical swine fever virus，CSFV)主要保护性 抗原 E2基 因 4种不 同的真核 

表达质粒 。小鼠免疫试验表明．E2基因上不同的功能区对基因疫苗的免疫应答有很大影响，有信 

号 肽序列的 E2基因可诱导产生特异性 免疫反应 ，且无跨膜区序列的 E2基因所诱导的免疫 应答反 

应比有跨膜区序列的强，而无信 号肽 序列的 E2基 因刚不能诱 导产生 CSFV特 异性 的 免疫反 应 

攻毒保护试验表明，免疫家免最少可抵抗 10个撮小感染剂量(MID)的猪瘟兔化弱毒苗 (Hog 

choleralap．inlzed vi rus．HCI v)的攻击 ：免疫猪 町抵抗致死剂量的 CSFV石门株强毒的攻击。 

关键词 磕盆盅邕 氅 基璺；基垫麦垄堕竽；基照痘苗 
中国分类号：Q78，．$852．4 文献标识码 ：A 文章编号：1003—5125【2(100】03～0264—08 

基因免疫(Genetic Immunization)是 90年代免疫学新出现的一个研究领域⋯ ，其概念是将 

编码某种目的抗原蛋白的基因置于真核表达元件的控制之下，并将其直接导入动物机体内，通 

过宿 主细胞的转录 系统合成抗原蛋白，从而诱导宿主产生对该抗原蛋白的免疫应答， 达到预 

防和治疗疾病的 目的 这种能刺激动物机体产生免疫应答反应的构建物，称为基因疫苗(也称 

核酸疫苗或棵 DNA疫苗 )。体内基 因直接 导入法最初 用于人体基 因治疗试验。人们发现将 

基因直接在体 内转染细胞，目的基因亦可在机体内表达。据此，1990年 Wolff⋯认为向机体内 

直接导入基因以表达抗原蛋 白可以作为一种免疫方法。1992年，Tang等 用实验证实 了这 
一 设想，他们将人生长激索基因的质粒 DNA用基因枪导入小 鼠皮肤上皮细胞，几周后，88％ 

(30／34)的小鼠产生了抗人生长激素的抗体。由于具有以往形式的疫苗所没有的诸多优点，基 

因疫苗一出现就立即引起了许多免疫学家和疫苗生产厂家的巨大兴趣，被喻 为是疫苗发展过 

程中的又一次革命。在短短的几年时问内，基因免疫的发展十分迅速，目前，其主要研究 目标 

已从前几年证实基因免疫的可行性转入到了研究基因免疫的免疫机理和提高基因免疫应答水 

平两个方面来。 
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猪瘟(CSF)是危害我国养猪业最严重的传染病。尽管 HCLV的广泛应用及其它综合防制 

措施的实施．已控制 了 CSF的大规模流行，但该病仍在我 国广大养猪地 区不断发生和小规模 

流行 。近年来，免疫失败现象濒濒发生及非典型 CSF的出现，可能产生 了 HCLV不能完全保 

护的 CSFV变异株，引起了人们对 HCLV的重新审视。因此，有必要研制新型的 CSF疫苗及 

建立新的预防手段。本实验 掏建井筛选 得到 了免疫效果 良好 的 CSFV的基 因疫苗质粒，为 

CSF基因疫苗的研制打下了 良好的基础。现报告如下。 

1 材料与方法 

1 1 材料 - 

t t l 质粒 、细菌与细胞 

pcDNA3购 自 [nvltrogert公司，DH5a和 JM109宿 主菌和 BHK一21细胞均为本室保存。 

1．1 2 生化试剂 、免痤学试剂、细胞培养基 

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠和兔抗猪 lgG为 Sigma公 司产品．1ipof~tin reagent和 PRM1．1640培养 基 

为 Gibco公 司产 品。 

】．1．3 分子生物学试剂 

各种内切酶 、T4DNA连接酶 、TaqDNA多聚酶、dNTP分 别购 自 Promega公 司、Gibeo公 司和华 美生物工 

程公 司 。 

1．1 4 实验动物 

昆明种小 鼠、青紫 蓝家兔由长春药检所动物室或本校 实验动物中心提供 。实验猪购 自长春市郊 区农 户． 

系自繁自养、未接种过任何痤苗、健康状况良好 间接 El，ISAL6 擒测表明持血清为 CSFV抗体阴性。 

1 2 方法 

1 2．1 CSFV E2基因真核表达载体的构建 

根据 CSFV石门株 ＆ 基因的棱苷酸序列口 合成以下4条 CSFV E2基因引物： 

Ps： 5 ．CGGGATCCG0CAOCATGGTA竹 AAG 

Pws 1 5 ．CGGGAT(’cG0CAc(：ATGGGCOGGCTAGOcTGCAAG-3 

Pt： 5 ．CGGAATTCC ACTGT GCTGTT0 3 

Pwt： 5 一CGGAA'FTCCTAGTCAAACCAGTACTGATAcT。GCC-3 

3 

划底线者为 CSFV基因组上的序 列．其糸为便于克隆的酶切位点和与真核基因表达有关的序列。将 4条 

弓I物 进行 以下 4种不同的组合 ，即 ：Ps—Pt，Ps-Pwt，Pws-Pt和 Pw~-Pwt，以 priCE2 为模板，用 PCR的方法扩增 

CSFV E2基因。它们所扩增的 ＆ 基因片段分别命名 为：ST、SW、wT和 ww。PCR扩增接 以下两十程序进 

行，参数如下 ：程序 1： 95"13 60 s，72"13 60 s．50℃ 70 s 5个循环；程序 2： 95"13 60 s，72"13 60 s_60"12 70 s 30 

十循环。 

PCR扩增完 毕，取 5 I 以琼脂培凝胶 屯竦进行 鉴定，其余置 一20℃保存备 用。将 4神 PCR产物 ST、 

SW、、n 和 ww 分别用 BamHl和 EcoR l双酶切，然后将酶轫产物分别克隆入载体 pcDNA3相应的酶切位 

点．构建成4种不同的 CSFV E2基因真核表达质粒 pcDST、peDSW、pcT)wT和 peDWW。以多种限制性内切 

酶酶 切分析和核苷酸序列测定确 定所克隆质粒的正确性。4种质粒所编码 E2基 因的范围如 下：peDST有信 

号肽有跨膜区；pcDSV~-有信号肽无跨膜区；pcDwT无信号肚有跨膜区；peDWW 无信号肽无跨膜区。 

1．2 2 质粒的大量提取与纯 化 

根据 Wickst 的方法作适 当修改进行 ，即先用溶菌酶处理细菌．去掉其细胞壁．离 心后收集原生质体 ．再 

从原生质体中提取和纯化质粒。 

1．2 3 疫 苗质粒的细隐表达试验 
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将上述 4种疫苗质粒纯也后，各取 5 gt分别用 10 Liipotecrin reagent包裹后转染长成 40％～6o％{尚度 

的 BHK一21细胞。12 h后．加 G418进行加压啼选．待对 照细胞死亡而转染 细咐长{羯后，将细胞传代 ．48 h后． 

分别收集转染细瞻的上清和转染细胞，用抗 CSFV酶标抗体(车室标记)检测其中的 E2抗 原。 

1．2 4 原位杂交检测 肌细胞对疫苗质粒的摄取 

接 B．M．公司的说明书以地高辛标记纯化的 E2基因制成探针，取基 因疫苗接种部位的肌肉．用 4％的多 

聚甲醛固定后．接常规法包埋 ．切片 按文献[5]用地高辛标记的 E2基因探针 对组 织切片进 行杂交并显色， 

在显镦镜下观察结果。 

1．2．5 动物免疫试验 

1．2 5．1 小鼠免疫试验 

将纯化的上述 4种疫苗质粒及 pcDNA3薮体．分别溶解于 pH 7．2的 PBS(1mg／mL)中．分别免疫体重约 

20 g左右的昆明雌性小鼠。免疫方法为：两后腿胫前肌肌肉注射。接种量 100 鼠。井免疫两攻．每月接种 
一

攻。 

将纯化的 pc[)ST、pcDSW 和 pcONA3质粒分别溶解在 25％的蔗糖中．使之古量为 0．5mg，mL，然 后将 它 

们分别免疫小鼠。接种方法如上．接种量 50 g，鼠。共免疫三攻 ，每攻问隔2(I d。 

1．2．5．2 CSFV E2基因疫苗的动物保护试验 

免疫兔 ：甩 2--2．5 k邑的青紫蓝兔 6其．试验前观寨 3 d．每天测体韫两 次．观察体温是 否正常 将 纯化质 

粒 peDST、pd)SW 和 pcDNA3分别溶解于 pH 7．2的 PBS中．古量 1mg／mL。每一质粒 免疫 2只兔 方法 是 

胫前肌IIL内注射(每免 1 nag．接种前在接种部位碗先洼射 25％蔗糖藩液 0．5 mI )和皮内注射(每兔共 200 g， 

分 10点注射，每点20 质牲)。免疫 3扶．每 2攻问隔 2周。最后一欢免疫后 2周，接每兔 1O十 MID荆量 

的 HCLV以耳静脉接种进行攻毒试验，连接观寨体盟反应一厨。 

免疫猪 ：2月龄 CSFV血清抗悼阴性猪 8头．试验前亦如上癌寨 3d 将纯化质粒 peDSW和 pcONA3分剐 

溶解于 pH7．2的 PBS中．古量 1mg／)~L．将2种质牧潜糠分别加入到等量 1％甘油、4．5％斯苯的混合糠【1％ 

甘油、4．5％斯苯对基因免疫有鞍强的促进作用，结果见另文)中．用力振蔷混匀后．接种四肢肌冉(每肢接种 1 

十部位，每个部位 0 5mL)和于耳朵进行皮 内接种(分 10点接种 ．每点 20 L)。共免疫 3砍 ，每次问啊 15 d 

peDSW 免疫 6头猪 ．peDNA3免疫 2岳猪。最后 一攻免疫后 15 d以致死剂量的 CSFV石门强毒 以肌 肉接种建 

径进行攻击。并分别于免疫后 0、15、30和 45 d及攻毒后一周采血分离血清．以 PBS稀释 20O倍后以问接 

ELISA检测血清中的抗 CSFV抗悼L‘J。 

2 结果 

2．1 csl E2基因真棱裘选赣体的构建 

将合成的 4条引物以 4种不同的组合用 PCR的方法扩增 CSFVE2基因。所扩增的 4种 

PCR产物 sT、SW、wT和 ww 经琼脂糖电泳表明大小均与预计相符(图略)，分别为(均包括 

引物上外加的碱基)：sT 1216 bp，sw 1075 bp，wT 1156 bp，ww 1015 bp。ST、SW、WT和 

ww 4种E2基因 PCR产物用 BamHI和 RI双酶切之后，克隆刊真核表达质粒 pcDNA3 

的相应的酶切位点之间。对重组子快速筛选和多种酶切鉴定，筛选到 4种真核表达质粒 

pcDST，pcDSW．pcDWT和 pcDWW(图咯)。4种质粒经 BamH I和 EcoR I双酶切鉴定结果 

如图 1。由图可见，4种质粒均可切出预计太小的片段。经AB[377垒自动 DNA序列分析仪 

测定 4种质粒 的核苷酸序列正确。4种质粒的构建策略如图 2。 

2．2 鲫 基因疫苗质粒的细胞裘达试验 

4种纯化的疫苗质粒在 lipofectin reagant包裹后转染 BHK一21细胞，在 G418加压下，转染 

细胞长成单层。单层细胞传代后，48 h后用直接 ELISA测定其上清及细胞中的 E2抗原。结 
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重 冒 A：pcDST B：pcl~W c：pcDWT D：peDWW E：Mafker (M)NAF,coRl／Hind~) 
图 1 猪瘟病毒 E2基因真棱表达质枉的爵切鉴定 

F 1 Restrlctlon 目l￡yme ana sb of~kmvotic expremdon 掷Ⅱlids of C．~FV E2 0即 e 

果 pcDwT和 pcDWW 转染的细胞及上清中均未检测到 E2蛋 白，而 pcDST、pcDSW 转染细胞 

均可表达 E2基因．pcDST转染 细胞 E2仅存在于细胞中，而 pcDSW 的 E2除细胞有 E2蛋白 

外。细胞上清中亦有 E2蛋白．且含量大于细胞中的含量(见表 1)。说明跨膜区可将 E2锚定在 

细胞膜上，没有跨膜区时，E2可分泌到细胞培养的上清中。 

寰 1 CSFV基 因盛茁曩鞋在 11~ -21囊矗中的寰选 

(直接 口 I曼̂ ，0D ) 

Table 1 The E ，re蔓-锄 ofCSFV DNA ~'acdne ds 

in BHK-21(di ELISA~0D． ) 

pcl~T pcDSW ’ 驾产 

寰 2 sc~6-r和 Dsw{蠹导小■免盛反应叠毫的比较 

TaMe 2 C∞Ⅶa【 d hnmune n~pome d mice vaccinated 

with pcDSW  and pcDST 

G

组
ro

别
use 

叩 椭 Mea均
n苎h 

pcDgw  0．112 0．234 0．250 0．265 0．369 0．246 

pcD 0．091 0 096 0 115 0．145 0．189 0 127 

pcDNA3 0 020 0．0O8 0．015 0．014 0 0O6 0．012 

2．3 鹰位魏交结果 

肌洼 pcDST 3 h和 7 d后在注射部位的部分肌纤维细胞核中可观察到蓝色 的阳性颗粒，而 

注射 pcDNA3的却投有(图略)。说明疫苗质粒肌注后被肌纤维摄取并穿过核膜进入到细胞核 

中．在注射后 3 h肌细胞膜外和细胞浆中没有观察到阳性颗粒，说明没有进入细胞核的质粒绝 

大部分甚至完全 已被降解。3 h的切片上蓝染细胞核较多．而 7 d的明显减少，说明进入到细 

胞棱后。多数质粒仍会被降解。 

2．4 动物免疫试验 

2．4．1 4种疫苗质粒所诱导免疫反应的比较 

pcDST~pcDSW pcDwT和 pcDWW 4种质粒免痉小鼠 2次后．以间接 ELISA[61测定免疫 

血清 ．结果阳转率为 pcDST 6096(3／5)、pcDSW 66．6％(4／6)而 pcDwT和 pcDWW 均 为 0％ 

(0／6)。将纯化 pcDST、pcDSW 和 pcDNA 3溶液分别与等量 50％ 蔗糖混合 ．然后分别免疫小 
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图 2 猪瘟病毒 E2基因真核表达质粒的构建策略 图 

Fig．2 The e0nstructi~ of eul~ryotic expression pl~mids 0f CSFV E2 gene 

鼠，共免疫 3次，最后一次免疫一个月后采集血清，以 PBS稀释 200倍后用间接 ELISAi 测定 
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其中的抗 CSFV抗体，结果如表 2。由表可见两组免疫鼠血清的 OD, 均远大 于对照组鼠血 

滑 ，都为阳性，且 pcDSW 质粒组的 。 90均值大于 pcDST组(尸≤O，05)。 

2 5．2 CSFV E2基因免疫的动物保护试验 

用 pcDST、peDSW 和 pcDNA3 3种质粒同时以胫前肌肌肉注射和皮内注射两种方式免疫 

青紫蓝家兔，共免疫 3次，每次间隔2周。最后一次免疫后 2周，按每兔 10MID剂量的 HCLV 

以耳静脉接种进行攻毒试验，连续观察体温反应一周。结果 pcDNA3免疫兔在接种后 84～96 

h之间发热，持续约 36 h，并呈定型热反应。pcDST免疫兔在接种 120 h后有一过性发热反应 ， 

持续约 12 h，最高体温较正常高 0．5℃。pcDSW 免疫兔在攻毒后体温、食欲和精神一切正常。 

用 pcDSW 和 pcDNA3溶液分别加入到等量 1％甘油、4．5％斯苯混合液，混匀 后，妇上法免疫 

猪．第 3次免疫后 15 d以致死剂量的 CSFV石门强毒攻击。结果 2头对照猪(pcDNA3免疫) 

均于攻毒后第 2天发病，其中 l头于第 9天临死前扑杀，另一头于第 10天死亡。2头猪均呈 

典型的猪瘟病理变化。而 6头免疫猪，有 4头在攻毒后食欲、体温等一切正常，仅 2头猪有一 

过性的发热反应，其它一切正常。表 3是 CSFV基因疫苗免疫猪的血清抗体变 化结果(间接 

ELISA，血清稀释200倍后测定，表中数值为组内平均值)。由表可见接种后 ，免疫猪血清 中的 

抗 CSFV抗体水平上升较慢，至 30 d才有较明显的变化，但攻毒一周后，免疫猪血清稀释 200 

倍，以间接 ELISA测定，OD49o值平均上升到 0 46 n．03，而对照猪攻 毒一周后的特异抗体水 

平却未见升高(OD490为 0．12±O．01)，可见基因疫苗接种后免疫猪的回忆反应强烈。 

寰 3 c$1m~基因疫苗免疫辖 的血清抗体壹化(0Ⅱm) 

T,ble 3 Antlhody s档 to CSFV in swine immtmized with DNA vaccine(0nm) 

3 讨论 

本实验通过 PCR技术从 priCE2质粒扩增 E2基因，并将它进行不同的修饰，获得四种不 

同的 CSFV真核表达质粒。由于 E2基因没有起始密码 子，因此，在设计 f物 时必 须加入。 

ATG及其侧冀 序列 CCGCCACCATGG，是按照 Kozak规则" 的原理，为提高 E2基因转录后 

的翻译效率而设计的。Kozak发现 mRNA上起始密码子的侧冀序列 的结构可影响真核生物 

核糖体识别 AUG的效率。哺乳动物细胞高效表达基因的 mRNA起始部位 的序列 为(CCG) 

OcA／GcCAUGG，具有高度保守性，系统突变分析表明．该序列 +4位的 G和 一3位的 A(或 

G)极为重要，两者中任一碱基发生改变，均可癌翻译效率降低 5～1O倍l8)。 

E2基因的5 端有编码信号肤的序列，3 端有编码跨膜区的序列【9】。有研究表明，信号肽 

序列的有无对有些基因免疫的应答水平影响不大【l 。为弄清楚信号肽序列对 CSFV基因免 

疫是否有影响，构建了有信号肤序列的pcDST和 pcDSW 2种质粒与无信号肽序列的 pcDWT 

和pcDWW 两种质粒。动物免疫试验表明，无信号肽的两种质粒不能诱导 CSFV特异性的免 

疫应答．这可能与 E2基因是糖蛋白有关。缺乏信号肽 E2蛋白不能成熟，从而可能影响了其 

抗原性。ZiiiDI]在研究以伪狂犬病(PRY)弱毒苗为载体的 CSFV E2基因的重组疫苗时发现， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 15卷 

E2蛋白的跨膜区对所诱导的免疫应答反应强度有很大 的影响；无跨膜 区的 E2基因重组疫苗 

所诱导的中和抗体(NAb)滴度低，免疫猪抵抗 CSFV 强毒株攻击的能力弱 ；而有跨膜区的 E2 

基因重组疫苗可诱导动物产生较高水平的 NAb，并且可使免疫猪在 CSFV强毒株的攻击下获 

得完全保护。我们认为在基因免疫所诱导 的免疫反应可能与此相 反，即 E2蛋白没有跨膜区 

可能更有利于 E2基因免疫诱导高水平的免疫应答，因为．基 因疫苗质粒 在肌 肉接种后 ．肌肉 

细胞是表达抗原的主要细胞。因迄今未发现肌细胞具有免疫提 呈细胞(APc)的功能，同时肌 

肉组织中又缺乏专职 APC，因此肌细胞表达的抗原蛋 白若有跨膜区，将结合于肌细胞膜上不 

利用抗原信息的传递 ；反之，若肌细胞表达无跨膜区的抗原蛋白．则抗 原蛋 白将分泌到肌细胞 

周围，然后随组织液、淋巴液甚至血清 向四周扩散．有利于将抗原信息传递给免疫 系统。我们 

的动物免疫试验证实了这一点。E2基因无跨膜区序列的 ocDSW 诱导小鼠产生抗 cSFv特异 

性抗体水平，较有跨膜区序列的 ocDST高．动物保护试验亦表明pcDSW 较 pcDST所诱导的保 

护力强。另一个原因亦可能影响了 pcDST所诱导的免疫应答，即 pcDST所表达的蛋白(E2st) 

结合在肌细胞膜上，作为异物 ．E2st可能影响肌细胞的生理功能，进而影响 E2st的表达水平， 

而 pcDSW 表达的蛋白(E2,sw)将分 泌到细胞膜外，这对细胞的功能影响较小而有利于 E2sw的 

表达。体外细胞表达试验亦表明，pcDST的表达水平较 pcDSW 低。pcDSW 所免疫的 6头猪 

在致死剂量的石门株 CSFV的攻击下全部存活．保护率达 100％．仅两头猪有一过性的发热反 

应。这说明 pcDSW 疫苗质粒可引起较好的免疫应答反应．为我们成功研制 CSFV基因疫苗奠 

定了坚实的基础。 

接种 CSFV基因疫苗后，免疫动物出现特异性免疫应变反应较慢，血清中的抗体水平亦不 

很高，这与多数疫病 的基因疫苗的免疫应答反应类似。一般说基园疫苗可诱发强烈的免疫应 

答反应，是相对于疫苗质粒接种后在体内的抗原表达量而言的(表达量只是 ng水平 )。因此． 

提高接种后疫 苗质粒 在机 体中的抗原 表达量，是 目前基 因疫 苗研究领域 中 的重 要课题 之 
一 【l 

。 而促进疫苗质粒表达后的抗原信息递呈．如梅病原的保护性抗原基因与免疫调节因子 

的基因共表达．提高基因疫苗的免疫应答水平的另一重要途径 。本实验室 已克隆了猪的 IL 2 

和 IL-6 cDNAlt3]，它们对 CSFV基因疫苗的免疫促进作用目前正在研究中。 
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Construction of Enkaryotie Expression Plasmids of 

CSFV E2 Gene and the Study on DNA Vaccine 

YU Xing—long，TU Chang—chun，LI Hong—wei，CHEN Chuang-fu． 

LI Zuo-sheng，MA Zheng·hai，Y IN Zhen 

(Changchun University Agricultural andAnimal Science．Changchun，130062l China) 

Abstract：Four kinds of eukaryotic expressing plasmids of classical swine fever virus(csFV)E2 

gene，either containing or lacking the signM sequence an d transmembrane region sequence，were 

constructed．The antibodies against CSFV were induced after immullization oI m ice by intram us— 

cular(IM)iniection with the plasmids of E2 gene with a~gnal sequence，PODST and pcDSW ， 

but riot with the plasmids oI E2 gene lacking a signal sequence，pcDW T an d pcDW W ．The level 

of antibodies elicited by pcDSW  lacking transmembran e region sequence was higher than  that 

elicited by pcDST with transmembran e region sequence．The results indicated the plasmid ex— 

pressing a secreted antigen may be more efficient for induction of imm une response when adm inis． 

tered by IM injection than that expressing non-secreted antigen．Immunization with pcDSW could 

protect rabbits against challenge with at least 10 MID hog cholera lapinized virus(HCLV)and 

protect pig from the challenge of lethal dose of CSFV strain，Shimenmen． 

Key words：CSFV；E2 gene；Eukaryotlc expression；Plasmid；DNA vaccine 
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