
表达狂犬病病毒糖蛋白的重组犬 2型腺病毒的构建 3

张守峰 ,扈荣良3 3 ,肖跃强 ,田向阳 ,夏咸柱
(军事医学科学院军事兽医研究所 ,吉林长春 130062)

Construction of Recombinant Canine Adenovirus Type22

Expressing Rabies Virus Glycoprotein
ZHAN G Shou2feng , HU Rong2liang 33 , XIAO Yue2qiang , TIAN Xiang2yang , XIA Xian2zhu

( Milit ary V eterinary I nst it ute , A cadem y of Mili tary Medical Sciences , PL A , Changchun 130062 , China)

Abstract : To const ruct a new type of vaccine for dog Rabies p revention , Cani ne adenovi rus type2
2 was developed for R abies v i rus glycoprotein expression. A 1044bp f ragment of t he E3 region of

canine adenovirus type22 in plasmid pVAX2E3 (7. 86kb) was deleted by D ra Ⅲ/ Ss pⅠdouble di2
gestion , and an expression cassette of 2424bp in lengt h , composed of t he cytomegalovirus imme2
diately early p romoter , R abies vi rus st rain SRV9 glycoprotein cDNA and SV40 polyadenylation

signal , was cloned into t he deleted site. The N ruⅠ2S alⅠf ragment of p PolyⅡ2CAV22 excluding

t he E3 region and t he N ruⅠ2S al Ⅰf ragment of pVA X2E3 containing t he expression casset te of

t he R abies v i rus glycoprotein were recombined into p PolyⅡ2CAV22CGS. The recombinant CAV2
2 genome was released by A scⅠ/ Cl aⅠdigestion and was t ransfected into MDC K cells by Lipo2
fectamineTM 2000. Cani ne adenovi rus typical CPE and the recombinant virus , CAV222CGS , were

observed 8 d after t ransfection. R abies v i rus glycoprotein expression was confirmed by Western

blot ting analysis. Preliminary immunization t rial in dogs showed that t he recombinant virus could

stimulate specific immune response to both vector virus and R abies v i rus .
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摘要 :本试验以犬 2型腺病毒全基因组重组质粒 p PolyⅡ2CAV22及其 E3区重组质粒 pVAX2E3为基础 ,通过 D ra

Ⅲ和 Ss pⅠ双酶切 ,缺失第 25097bp226141bp共 1044bp的 E3区片段 ,按与编码链相同转录方向插入由 CMV启动

子、狂犬病病毒 SRV9 株糖蛋白基因、SV40 polyA 基因构成的总长 2424bp 的表达盒 ,获得重组基因组质粒 p Poly

Ⅱ2CAV222CGS(34. 7kb)。以 A scⅠ和 ClaⅠ双酶切 ,游离重组基因组 (32. 7kb) ,在脂质体 LipofectamineTM 2000介

导下 ,转染 MDCK细胞系 ,获得了 E3 缺失区携带狂犬病病毒糖蛋白表达盒的重组犬 2 型腺病毒 CAV222CGS。

Western印迹试验表明 ,CAV222CGS表达了狂犬病病毒糖蛋白。初步接种试验显示 ,重组病毒可以诱导犬产生狂

犬病病毒特异性抗体。
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　　狂犬病是由狂犬病病毒 ( R abies vi rus , RV)引

起的危害严重的人兽共患传染病 ,发病后死亡率极

高 ( > 90 %) ,故备受疾病预防和控制部门重视。以

我国为例 ,2001 年至 2004 年上半年累计报告的人

狂犬病发病数达 4892人 ,病死率达 94. 7 % ,死亡数

和病死率均高居各类传染病之首。我国人狂犬病发

生多为狂犬 (俗称"疯狗" )咬伤所致 ,病犬是该病的

最主要传染源 ,预防犬狂犬病是人狂犬病防治的关
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键环节。目前 ,我国犬狂犬病的预防主要采用 RV

弱毒活疫苗 ,该疫苗接种动物后 ,可在其体内增殖 ,

有毒力返祖的潜在危险。而灭活苗及亚单位苗成本

高 ,免疫程序复杂 ,在我国推广应用困难较大。犬腺

病毒 ( Cani ne adenovi rus , CAV) 可感染犬科和猫

科的多种动物 ,宿主范围较广 ,基因组 DNA 全长

31kb左右 ,具有感染性 ,且其 E3 区为复制非必需

区 ,部分缺失后有一定的容量以插入外源基因 ,是良

好的重组病毒载体[1 ,2 ]。本研究在前期成功克隆犬

2型腺病毒 ( CAV22)感染性全基因组的基础上 ,对

其 E3区进行了 1044bp 的缺失 ,插入了 2424bp 的

RV糖蛋白表达盒 ,重组基因组在 MDC K细胞系上

实现了重组病毒的包装 ,该重组病毒可成功表达

RV糖蛋白 ,为其应用于犬狂犬病的预防奠定了基

础。

1　材料和方法

1 . 1　实验材料

E. coli D H10B由本室保存 ;CAV22 弱毒 YCA2
18株及 RV弱毒 SRV9 株均由本室分离并保存 ;犬

肾细胞系 MDC K由本室保存。

含 CAV22 感染性全基因组的质粒 p Poly Ⅱ2
CAV22[3 ] (33. 3kb) 、含 CAV22 E3 区的中间质粒

pVAX2E3 (7. 8kb) 、含 RV 糖蛋白的质粒 p T G[ 4 ]

(4. 2kb)均由本室构建并保存 ;含 CMV 启动子及

SV40 polyA的真核表达载体 p EGFP2C1 (4. 7kb)购

自 Clontech公司。

各种限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、DNA 聚

合酶ⅠKlenow大片段、牛小肠碱性磷酸酶 ( CIA P)

及预染蛋白 Marker等为 N EB产品 ;M EM培养基、

HRP标记羊抗兔 Ig G及二氨基联苯胺 (DAB)购自

Sigma公司 ;硝酸纤维素膜为 PALL 产品 ;脂质体

LipofectamineTM 2000为 Invit rogen产品 ;兔抗 RV

多抗血清由本室制备并保存 ;其它试剂均为进口或

国产分析纯产品。

电激转化仪为 B TX产品 ( ECM399) 。

1 . 2　电激感受态细胞的制备及转化

参照推荐方法[5 ]制备 E. coli D H10B电激感受

态细胞 ,分装成 30240μL 小份后于液氮或270℃冻

存。转化时 ,每份感受态细胞冰水浴融化后加入连

接产物 0. 5～0. 8μL 或质粒 DNA 约 20ng ,混匀后

置 1mm间隙电激杯内 ,1250～1350V电激 4～6ms ,

将电击后的菌液涂布于含相应抗生素的 LB琼脂平

板上 ,37℃培养后进行筛选和鉴定。

1. 3　RV糖蛋白表达盒的构建及 CAV22 E3区改造

将 RV糖蛋白基因片段 (1575bp)从质粒 p T G

切下 ,克隆入真核表达载体 p EGFP2C1 的 CMV 启

动子和 SV40 polyA之间 ,获得糖蛋白的表达盒 ;再

将该表达盒按相同转录方向克隆至部分缺失的 E3

区内 ,完成对 CAV22 E3 区的改造。具体构建策略

见图 1 ,各步酶切、粘末端补平及去磷酸化操作均按

常规方法进行。

图 1　RV糖蛋白表达盒构建及 CAV22全基因组改造策略

Fig. 1　Const ruction procedure of RV glycoprotein expression

cassette and rebuilding of CAV22 genome

1. 4　重组 D NA的转染和重组病毒的制备

取改造的重组全基因组质粒 5μg ,以 A scⅠ和

Cl aⅠ双酶切 ,游离全基因组。氯仿抽提一次后 ,以

2倍体积无水乙醇沉淀 DNA ,无菌风干后即为待转

染 DNA。转染前 24h ,MDC K细胞传代入 50mL 细

胞培养瓶 ,使次日生长至 60 %～80 %覆盖 ,临转染

时以无血清、无抗生素的 M EM 培养基洗涤单层细

胞 2次 ,去除残存的血清和抗生素 ,即为待转染单层

细胞。具体转染操作参照 LipofectamineTM 2000 推

荐方案进行 ,转染后 6～12h 换完全培养基 (含 5 %

小牛血清的 M EM) 。视细胞生长状况 ,每 2～3d传

代一次 ,直至出现腺病毒典型病变。

1. 5　重组 CAV22基因组的提取及酶切鉴定

参照文献[6 ]方法提取重组 CAV22全基因组 ,以

不同限制性内切酶消化 ,琼脂糖凝胶电泳 ,鉴定外源

基因的插入情况。

1 . 6　免疫印迹试验

重组 CAV22在 MDC K细胞中大量增殖 ,取病

变显著的单层细胞 ,连同培养基冻融 3 次后 ,取

20μL 进行不连续 SDS2PA GE ,设同法处理的 CAV2
2 YCA218株和 RV SRV9 株为对照。参照文献[7 ]
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方法进行 Western 印迹试验 ,其中抗体为兔抗 RV

多抗 ,二抗为 HRP 标记羊抗兔 Ig G ,显色剂为

DAB/ H2 O2 系统。

1. 7　重组病毒血凝、血凝抑制试验及 TCID50的测定

参照文献[8 ]介绍的方法进行。

1 . 8　犬的接种试验及抗体测定[8 ]

取 8只 RV 抗体阴性犬 ,每只皮下注射 0. 8mL

(107. 8 TCID50 / mL)重组病毒培养液 ,2 周后以同样

剂量加强免疫一次 ,接种前和免疫后每隔 1 周采集

血液分离血清 ,通过间接 EL ISA检测血清中的狂犬

病病毒和犬腺病毒特异性抗体。

2　结　果

2. 1　糖蛋白表达盒的构建、CAV22基因组 E3 区的

缺失及改造

以 pVA X2E3为中间质粒 ,通过 D ra Ⅲ(25097)

和 Ss p Ⅰ ( 26141 ) 双酶切缺失的 E3 区片段长

1044bp。以 CMV 启动子和 SV40 polyA 为调控序

列元件的 RV糖蛋白表达盒全长 2424bp ,以平端连

接方式克隆入 CAV22 E3 区缺失部位 ,表达盒与

CAV22基因组转录方向一致。重组全基因组质粒

p PolyⅡ2CAV222CGS的酶切鉴定结果见图 2。

图 2　p PolyⅡ2CAV222CGS酶切鉴定

Fig. 2　Restriction enzyme identification of pPolyⅡ2CAV222CGS

1 , Digested wit h S tuⅠ; 2 , Digested wit h S acⅠ; 3 , Digested wit h

Pv uⅡ;4 , Digested wit h HindⅢ;5 , p T13/ HindⅢMarker .

2 . 2　重组病毒的包装及其基因组的酶切鉴定

E3部分基因缺失区插入 RV 糖蛋白表达盒的

全基因组经酶切游离后转染 MDC K细胞 ,转染后

8d ,细胞逐渐出现膨大、变圆、聚集 ,最终呈葡萄串样

排列。取少量上清接入正常 MDC K单层细胞 ,24h

后亦呈现上述变化。按腺病毒基因组提取方法 ,从

病变的 MDC K细胞中可提取得到与 CAV22基因组

大小相当的 DNA 产物。以 H i nd Ⅲ、N de I、S ac I、

X ho I等分别酶切该 DNA ,证实其确为腺病毒基因

组 ,且其 E3区内带有 RV 糖蛋白的表达盒 (图 3) ,

该重组病毒命名为 CAV222CGS。传至第 20 代 ,

CAV222CGS的基因组酶切图谱没有改变。

2 . 3　Western印迹试验

重组犬 2型腺病毒 CAV222CGS可表达一大小

约 66kDa ,可与兔抗 RV多抗血清反应的蛋白组分 ,

与阳性对照 SRV9 糖蛋白的反应带一致 ,而阴性对

照 CAV22则没有与该血清的反应带 (图 4) 。说明

CAV222CGS成功表达了 RV糖蛋白。

图 3　CAV222CGS与其母源病毒 CAV22基因组 DNA酶切

图谱比较

Fig. 3 　Restriction enzyme digestion analysis of genome

DNA from the recombinant virus CAV222CGS (A)

and it s original st rain CAV22 (B)

1 , Genome DNA ; 2 , Digested wit h Hind Ⅲ; 3 , Digested wit h N de
Ⅰ;4 , Digested wit h S acⅠ;5 , Digested wit h X hoⅠ;6 , p T13/ Hind
ⅢMarker .

图 4　Western Blotting 结果

Fig. 4　Result of Western Blotting

1 , RV SRV9 ;2 , CAV222CGS;3 , CAV22 ;4 , Prestained Protein Marker.

2. 4　血凝试验及 TCID50的测定

重组犬 2型腺病毒 CAV222CGS可凝集人红细

胞 ,血凝效价为 1 ∶1 280 ,且可被犬抗 CAV22高免

血清抑制 ;以 K¾rber 氏法测得该重组病毒的

TCID50为 1026. 8 / 0. 1mL。

2 . 5　重组病毒诱导的特异性抗体

通过间接 EL ISA 测定免疫前后犬体内的特异

性抗体 ,结果显示 ,免疫前受试犬血清抗 RV 及

CAV22抗体水平 ( OD490 )分别为 0. 169 ±0. 038 和

0. 192 ±0. 052 ,二免后 14d ,抗体水平 ( OD490 )分别

升高至 0. 461 ±0. 082 ( p < 0. 05)和 1. 439 ±0. 184

( p < 0. 01) 。重组病毒可以诱导犬产生针对 RV 的

抗体 ;同时 ,犬体内亦产生了高水平的 CAV抗体。

3　讨　论

与其它具有廿面体衣壳结构的病毒相似 ,腺病
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毒衣壳的稳定包装能力约为其基因组总量的

105 % ,否则发生代偿性缺失的可能性大增加。本研

究对全长 31323bp 的 CAV22 基因组的 E3 区进行

了 1044bp 的缺失后 ,插入 2424bp 的 RV 糖蛋白表

达盒 ,改造后 CAV22 基因组全长 32703bp ,为改造

前基因组的 104. 4 % ,在病毒增殖传代过程中能够

保证其基因组的遗传稳定性 ,多次传代后其 DNA

酶切图谱保持不变的结果 ,也证实了这一点。

外源基因或其表达盒插入后 ,其转录方向与腺

病毒基因组转录方向一致时 ,表达水平较高 ,这一点

上 ,本研究借鉴了相关研究[9 ]的成功经验。

RV的糖蛋白是唯一可刺激机体产生中和抗体

的 RV结构蛋白 ,本研究重组入 CAV22的外源基因

为本室克隆的 RV SRV9 株糖蛋白基因 ( GenBank

Accession No . A F499686) ,与 GenBank 库内其它

代表毒株的氨基酸序列同源性均较高 ,因此表达该

糖蛋白的重组 CAV22 可作为预防动物狂犬病的候

选疫苗株。由于该糖蛋白基因含有信号肽、跨膜区

序列 ,其表达后可能定位于宿主细胞的细胞膜或内

质网膜等膜结构 ,而不会作为结构蛋白参与病毒包

装 ,具体定位有待进一步实验证实。

与母源毒株相比 ,重组病毒 CAV222CGS在基

因组水平缺失了早期蛋白 E3 基因的两个开放性读

码框架 (ORF)并插入了外源基因表达盒 ,而参与病

毒装配和感染的晚期结构蛋白没有任何改变。从理

论上讲 ,该重组病毒的生物学特性不会有明显变化 ,

其环境释放后的安全性也有足够的保证 ,适合作为

动物狂犬病预防的疫苗毒株。
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