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汉滩病毒囊膜糖蛋白G1、G2腺病毒载体的表达及免疫分析 
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Expression and Immunologenic Study of the Hantaan Virus Glycoprotein 

G1 and G2 by Using the Adenoviral Vector 
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Abstract：In order to study the immune responses of Hantaan virus envelope glycoproteins G1 an d 

G2 in adenovirus expression system，G1 an d G2 gene were amplified from Hantaan virus 76—1 1 8 an d 

cloned to the plasmid pAdTrackCMV．Positive clones pAdTrackCMV-G1 an d G2 were determined 

with restriction enzyme digestion．The recombinan t adenovirus rAdeasy—G1 an d rAdeasy—G2 were 

generated by bacterial homologous recombination with adenoviral plasmid pAdeasy一1 in E．coli 

BJ5 1 83．After amplification in the 293 cell，the recombinan t viruses were immuned to the Balb／c mice． 

Th e antibody reaction were detected by ELISA and Immunofluorescence Assay．Six rAdeasy—G1 

immuned mice an d four rAdeasy—G2 immuned mice produce anfibody which can specifically react 

with the Hantaan virus．Th ese results suggested a possible application of adenovirus expression 

system． 
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摘要：为了研究利用腺病毒载体表达汉滩病毒囊膜糖蛋白 G1、G2的可行性及免疫原性。通过克隆 76．118株 

G1、G2基因至腺病毒表达载体 pAdTrackCMV,得到阳性克隆 pAdTrackCMV-G1、G2。PmeI线性化的阳性克 

隆与腺病毒骨架载体 pAdeasy一1共转化 BJ5183宿主菌，经同源重组后得到重组病毒 rAdeasy—G1、rAdeasy—G2。 

重组病毒经 PacI线性化后，脂质体介导转染 293细胞，使重组病毒得到扩增。将重组病毒免疫 Balb／c小鼠， 

并通过 ELISA和间接免疫荧光对免疫小鼠血清进行了分析。结果表明，rAdeasy—G1组六只免疫小鼠、rAdeasy—G2 

组 4只免疫小鼠均产生了能与汉滩病毒抗原发生反应的特异抗体。该研究为进一步研制以腺病毒为活载体的汉 

坦病毒工程疫苗奠定了基础。 
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。肾综合征出血热(Hemorrhagic Fever with Renal 

Syndrome简称 HFRS)是一类以发烧、出血和急性 

。肾功能损害为特征的急性传染病，由布尼亚病毒科 

(Bunyaviridae)汉坦病毒属 (Hant—avirus genus) 

病毒引起 ̈。汉滩病毒76—118株是汉坦病毒的代表 

株，为单股、分三节段 (L、M、S)的负链 RNA 

病毒，其中 M 片段编码包膜糖蛋白G1和 G2。研 

究证明汉坦病毒的中和抗原决定簇主要位于包膜 

糖蛋白上，体外实验表明，G1、G2的单抗具有中 

和活性，而针对核心蛋白的单抗不能抑制病毒感染 
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[21
。 重组表达的糖蛋白 (昆虫杆状病毒载体和痘苗 

病毒载体)可保护地鼠 (Hamster)免受汉坦病毒 

感染L3 J。因此，针对囊膜蛋白 G1、G2的研究，对 

于流行性出血热的预防具有重要意义。 

近年来，腺病毒载体因具有安全性好、宿主范围 

广、感染效率高等多种优点，被广泛用于基因治疗和 

基因工程疫苗研究。本研究通过对 G1、G2基因在腺 

病毒载体的表达，并对其免疫原性进行初步探索，为 

进一步研究汉坦病毒基因工程疫苗奠定基础。 

1材料与方法 

1．1 材料 

汉滩病毒 76．118株病毒、汉滩病毒免疫荧光检 

测抗原片由中国预防医学科学院杭长寿教授惠赠， 

293细胞为本室保存，含有完整 76．118 M 片段的载 

体 pMD18一T．M 为本室构建；腺病毒载体构建所需 

载体及宿主菌均 由 The Howard Hughes Medical 

Institute的Tongchuan He 教授惠赠。 

实验所需限制性 内切酶分别购 自 TaKaRa和 

Biolabs公司；脂质体、长片段扩增 Taq聚合酶购自 

GibcokBRL公司；兔抗汉滩病毒血清由军事医学科 

学院微生物流行病研究所病毒室提供，辣根过氧化 

物酶标记的羊抗兔二抗购自欣经科公司：荧光标记 

羊抗鼠二抗购 自中山公司。 

1．2基因的 PCR扩增及克隆 

根据文献报道【5 J，利用 Vector NTI 6．0软件设计 

引物分别扩增 G1、G2基因，分别在G1、G2编码 

区的上游添加酶切位点 rpn I及 Kozak序列，G1 

的下游添加终止密码子及 XhoI酶切位点。PCR扩 

增所用引物如下： 

Gld．"5'-tccgctcgagttaTGCAGCCCACAGTATGGATrCTA--3’： 

G2d．"5'-tccgctcgagCAGAA'ITFAGCTATGAqT I'F-3’。 

以含有完整 M 片段的载体 pMD18一T．M DNA 

为模板，扩增条件为：94℃预变性 3min，94℃变性 

20s，55℃ 退火 30s，68℃延伸 2min，25个循环； 

68℃延伸 5min。上述 PCR产物 0．7％琼脂糖凝胶电 

泳，紫外灯下切下 目的条带，玻璃奶法回收，与经 

gpn I和 Xho I双酶切的载体 pAdTrackCMV16~C连 

接过夜，转化宿主菌 XL一1Blue，阳性克隆用不同的 

限制性内切酶鉴定，阳性克隆进行序列测定。 

1．3 重组病毒的构建 

经序列测定的阳性克隆 Pme I线性化，转化含 

有超螺旋载体 pAdeasy．．1的宿主菌 BJ5183，挑选卡 

那抗性菌落，提取 DNA，PacI酶切鉴定。 

1．4 病毒的扩增及表达 

取 1 重组病毒 DNA转化宿主菌 XL．1Blue， 

大量提取质粒，取 51xg DNA Pac I线性化，脂质体介 

导转染 293细胞，转染方法参照说明进行。7d后， 

收集细胞，经 3轮反复冻融，离心收集上清，进行 

下一轮扩增。三轮扩增后，荧光显微镜下检测 GFP 

基因的表达，测定病毒滴度。 

1．5 重组病毒的免疫及抗体检测 

将测定后的病毒稀释为 10 'PFU／mL，腹腔注 

射免疫 Balb／c小鼠，每组 6只，每次 200~L，间 

隔两周，共免疫 3次。以不含有 目的基因的腺病 

毒 rAdeasy—GFP 作为阴性 对照 ，细胞 培养基 

DMEM 免疫的小鼠为空白对照，分别在每次免疫 

前取尾血分离血清，最后一次免疫两周后眼眶取 

血杀鼠。ELISA检测以原核表达纯化的 G 1部分 

片段 (P1：43—155氨基酸)包被 96孔板，4％BSA 

封闭过夜，加入不同稀释度的免疫 鼠血清，以 1： 

5000稀释的HRP标记的羊抗鼠抗体为二抗，OPD 

显色，测定各孔的 OD45o m值 。免疫 鼠血清抗体 

的间接免疫荧光检测参照文献f6 进行。 

2 结果 

2．1 重组病毒的构建 

按照图 1模式构建重组病毒 

图 1 重组病毒构建模式图 

Fig．1 Construction of the recombinant adnovirus 

2．2 PCR结果及阳性克隆的酶切鉴定 

PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果表明，所扩增的 

G1、G2片段编码区全长分别为 1．94kb和 1．467kb~ 
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序列测定结果与 76一Il8株所报道序列一致。两片段 

与载体pAdTrack-CMV连接，阳性克隆经 枷 I+Xho 

I双酶切，分别得到目的带 GI(1．9kb)、G2(1．5kb)和 

载体带 (9．2kb)；Pad ckcMv_G2经 G2片段上的 

酶切位点EcoR V与j I双酶切，得到 0．675kb和 

载体带 9．2kb两个片段；与理论推测结果一致 。 

pAdTrackCMV-G1经 Gl片段上的酶切位点HindⅢ 

与 n I双酶切，得到0．566kb、1．4kb和载体带9．2kb 

三个片段．均与序列分析结果一致 (圉 2)。 

] _一一 团 冒 
图2 pAdTrack~MV-G1、G2酶切鉴定图 

Fig．2 Restriction enzymeanalysis of reeombi／latltpAdTrack- 

CMv．Gl and pAdTrack—CMV-G2 

l，pAdTrack-CMV，gpnI+XhoI：2．pAdTrack-CM V-G2IKpnl+XhoI：3． 

pAdTrack-CMV-G2／Kp~I+EcoR V 4，pAdTrack·CMV431， n I+x I：5 

pAdTrack-CMV-Gt／KpnI+Hindm ：矗 DNALadder 15000 

2．3重组病毒鉴定及滴度测定 

含有 GI、G2片段的阳性质粒 pAdTrack．CM 

— V-G1．pAdTraek．CMV-G2DNA分别经 Pme I线性 

化，转化含有超螺旋载体的宿主菌 BJ5183，挑选 

Kan抗性菌落．提取质粒 DNA酶切鉴定，结果表 

明，阳性质粒 pAdeasy．G1与 pAdeasy．1在 同源区 

发生重组，与裁体 pAdeasy．1相比，PacI酶切产 

生了一条约 4 kb的条带；rAdeasy．G2 Pac I酶切 

产生了一条约 3．5kb的条带，两条带大小的不同 

图 3 重组病毒 rAdea~y—G1、rAde．asy—G2的酶切鉴定图 

Fig 3 Restriction eazyme an a]ysL~ofrecombinant viYas 

rAdeasy-Gl、rAdeasy—G2 

1，rAdeasy43l／PacI；2．rAde~ y-G2／Pacl：3．pAdc．asy-I／P~I；4
， pAdTrzck 

CMVIpacl 5，DNALadderDLI5000 

是由于重组位点不 同造成的⋯，均为正确的阳性 

克隆酶切结果见图 3。提取该阳性重组病毒 DNA， 

PacI线性化后．脂质体介导转染 293细胞，细胞 

经反复冻融处理后，进行下一轮扩增，经三轮扩增 

后 ， rAdeasy．G1 滴 度 达 到 2．4x109PFU／mL， 

rAdeasy．G2滴度达到 5．6x10 PFU／mL，与正常细 

胞相 比，荧光显微镜下病毒感染细胞 GFP基因得 

到表达．可见绿色荧光．见彩版图 4。 

2．4重组病毒免疫小鼠血清的抗体检测 

ELISA检测结果表明．rAdeasy．G1组随着免疫 

次数的增加特异抗体的效价逐渐增高，6只免疫小 

鼠平均效价为 1：340，效价最高可达到 1：640， 

rAdeasy-GFP免疫组及空白组均未见特异反应 利 

用汉滩病毒感染 Vero-E6细胞制各抗原片，通过间 

接免疫荧光技术检测重组病毒免疫鼠血清，结果表 

明，随着免疫次数的增加抗体的效价逐渐提高； 

rAdeasy GI、rAdeasy G 2组均在第三次免疫后的两 

周效价达到最高，rAdeasy．G1组 6只小鼠均产生特 

异反应，效价分别为：1：160；1：40；1：40；1： 

40；1：80：l：320。 rAdeasy．G2组 6只小鼠有两 

只检测结果呈阴性，4只阳性小鼠效价分别为：1： 

40；l：80：1：240；1：40。而 rAdeasy GFP组及 

空白组均没有显示特异反应 阳性白清 IFA反应结 

果见彩版图5。 

3 讨论 

汉坦病毒 M 片段为一连续开放阅读框，编码一 

分子量约为 120 kDa的糖蛋白前体，在内质网糖基 

化后切割裂解成 G1和G2糖蛋白。G1糖蛋白c末 

端有一保守结构 wAAsA，是糖蛋白前体的裂解信 

号_f J。研究表明，在杆状病毒和痘苗病毒内表达的 

全 M片段免疫动物后，可保护动物免受汉滩病毒攻 

击，我们也利用腺病毒载体表达了完整的M 片段， 

免疫 Balb／c小鼠产生了较好的中和活性 (文章男文 

发表)。因此，糖蛋 白是研制 HFRS基因工程疫苗 

和多肽疫苗的首选。Wang M 等的研究表明，汉 

滩病毒感染的保护一 免疫反应与病毒囊膜蛋白G1、 

G2所产生的中和抗体密切相关，而且Gl和G2的 

中和表位多为构象型表位。重组病毒免疫 Balb／c小 

鼠，均产生了能与汉滩病毒抗原产生特异反应的抗 

体，说明重组腺病毒在机体内可产生针对汉滩病毒 

糖蛋白的特异性免疫反应。但总体说来，抗体的效 

价偏低，这也可能与汉滩病毒糖蛋白的免疫原性较 

弱、稳定性差有关：另外，Gl和 G2在 293细胞中 

是否正确的糖基化、糖基化是否完全，都有可能影 
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响所表达蛋白的免疫原性。理想的基因工程疫苗不 

仅要选择有保护性的抗原，免疫途径、免疫剂量及 

免疫方案都对免疫效果有很大影响。 

在我国，汉坦病毒灭活疫苗已在疫区使用，近 

期取得了一定的防病效果，但仍有许多不足，如接 

种途径复杂，需多次接种，有可能导致抗体依赖型 

感染增强等。因此，探讨研究新型的活病毒载体疫 

苗，成为近年研究的热点。利用昆虫细胞、痘苗病 

毒载体表达汉坦病毒囊膜蛋白国内外均有文献报 

道f9 刚，与其它载体相比，腺病毒载体具有作为活 

疫苗的多种优点，1、通过在细菌体内同源重组获 

得重组病毒，减少了在细胞水平的空斑纯化过程； 

2、利用载体所携带的 GFP基因可以方便的监测转 

染和病毒的扩增过程；3、接种途径简便 (可鼻饲、 

口服、肌注)；4、为活病毒载体疫苗，可激发较强 

的细胞免疫反应。本研究所选用的腺病毒5型载体， 

虽然在人群中存在针对该病毒的中和抗体，但多篇 

文献报道表明【l 坦】，利用该载体表达的外源基因仍 

可产生较好的特异免疫反应。这些均为进一步的汉 

滩病毒基因工程疫苗研制提供了可能。 
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