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Abstract : A recombinant replication2defective Human adenovius serotype 5 plasmid pAd2V P ,

containing amino acids (21260)2(1412160)2(2002213) coding region of swine foot2and2mout h dis2
ease virus serotype O V P1 , was const ructed using the met hod of homologous recombination in E.

col i BJ 5183. After the recombinant plasmid pAd2V P linearized with PacI t ransferred into H E K2
293A cell , t he recombinant virus was isolated and p urified in H E K2293A cells by t hree times

plaque p urification . This recombinant adenovirus could be stably passaged in H E K2293A cells

and TCID50 was 10210 / mL . The mRNA of the gene was detected by R T2PCR. Obvious fluores2
cence was observed in t he H E K2293A cell stained wit h standard serum of FMDV serotype O in

IFA. The recombinant adenovirus could express t he antigen of FMDV. The adenovirus contai2
ning multiple antigen epitopes of FMDV can be f urt herly used to develop the FMDV vaccine.
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摘要 : 本研究设计构建了含有猪 O型口蹄疫病毒 VP1 (21260)2(1412160)2(2002213)位氨基酸的基因的重组腺病毒

质粒 pAd2V P ,经 PacI酶切后转染 H EK2293A细胞 ,3 次噬斑纯化获得了重组腺病毒 rAd2V P。该重组腺病毒于

H EK2293A细胞连续传代至 20代效价稳定 , TCID50为 10210 / mL。RT2PCR检测证明目的基因在 mRNA水平上可

有效表达 ;应用 O型口蹄疫病毒标准阳性血清进行间接荧光抗体试验 ,在 rAd2VP感染的 H EK2293A细胞的胞质

可见清晰荧光。证明该重组腺病毒对 VP1 (21260)2(1412160)2(2002213)位氨基酸的基因进行了成功的表达 ,从而

为 FMDV多抗原表位腺病毒活载体疫苗的研究奠定了基础。
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　　口蹄疫 ( FMD) 是由口蹄疫病毒 ( Foot2and2
M out h Disease V i rus , FMDV)引起的偶蹄动物的

一种急性、高度接触性传染病。口蹄疫在全世界的

分布范围广危害性之大使得消灭和控制口蹄疫成为

各国政府共同关注的问题。灭活疫苗的免疫接种是

控制该病的主要方法 ,但只能提供短期保护 ,对七种

血清型具有型特异性[1 ] ,而且存在病毒灭活不完全

和病毒逃逸的潜在危险 ,因而基因工程疫苗的研究

成为 FMD研究的热点之一。

FMDV属微 RNA 病毒科口蹄疫病毒属 , FM2
DV完整的病毒颗粒由四种结构蛋白 V P1、V P2、

V P3和 V P4各 60个拷贝构成的衣壳包裹一条单股

正链 RNA 组成。V P1 是主要的抗原蛋白 ,其中 ,

21240位氨基酸肽段是一重要的 T 细胞抗原表

位[2 ] ;1412160、2002213位氨基酸肽段能够保护动物

抵抗病毒攻击[3 ] ,是重要的B细胞抗原表位 ;40260
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位氨基酸肽段具有调节 1412160、2002213 位氨基酸

两个 B细胞抗原表位的功能[4 ] ,也是重要的 B细胞

抗原表位。所以 ,以上抗原表位是研究 FMDV基因

工程疫苗的首选抗原分子。

本研究的目的在于把 O型口蹄疫病毒 V P1 第

21260、1412160 和 2002213 位氨基酸分子串联后的

基因 (以下简称 V P)克隆入腺病毒穿梭载体 ,然后

与骨架载体 pAdEasy21 同源重组 ,构建重组腺病

毒 ,为研究 FMDV不同抗原表位组合的腺病毒活载

体疫苗奠定基础。

1　材料与方法

1 . 1　细胞、血清、菌株和质粒

H E K2293A细胞由美国依利偌大学医学院荣

立军博士惠赠 ,猪抗 O 型 FMDV 标准阳性血清由

兰州兽医研究所惠赠 ,腺病毒穿梭载体 p Shut tle2
CMV、骨架载体 pAdEasy21、大肠杆菌 BJ 5183均购

自 Qbiogene 公司 ,质粒 p T2V P1C22B (含有 O 型

FMDV V P1的全部基因) ,由本实验室构建并保存

(另文报道) 。

1 . 2　试剂和酶

Q IA GEN Plasmid 纯化试剂盒购自 Q IA GEN

公司 , TransFast Transfection Reagent 和 M2ML V

反转录酶购自 Promega 公司 , Marker Ⅰ购自北京

天为时代科技有限公司 ,DNA Marker 、K p n I、X ho

I、H i nd III、r Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、

CIA P去磷酸化酶和 DNA 凝胶回收试剂盒购自

Ta KaRa公司 , Pme I、Pac I购自 Biolab 公司 , Pro2
tein A2FITC购自武汉博士德生物工程有限公司。

1 . 3　引物设计和基因的合成

根据质粒 p T2V P1C22B V P1 的基因序列设计

合成引物 P1 : 5′2GCT GGTACCCAA T GGA GACA

CA GGTCCA GA G23′; P2 : 5′2GA TCTCGA GCCA

GT GT GT GCA GGGGT T T GCA23′; P3 : 5′2 GA GG

GTACCCCAACA GCT GT T TCACA GGCG23′。P1、

P2用于扩增 V P1 (21260)基因 ,P1含有 K p n I酶切

位点和起始密码子 A T G ,P2含有 X ho I酶切位点 ,

P3用于重组质粒 p Shut tle2CMV2V P、pAd2V P的鉴

定和重组腺病毒 rAd2V P 目的基因表达 mRNA 水

平的鉴定。VP1 (1412160)2GS2VP1 (2002213)基因片

段由上海博亚生物技术有限公司合成 ,VP1 (1412160)

基因和 VP1 (2002213)基因之间通过 Gly2Ser连接 ,该

片段 5′端含有 X ho I酶切位点 ,3′端终止密码子 TAA

后为 Hind Ⅲ酶切位点。

1 . 4　串联基因的克隆与测序分析

以质粒 p T2V P1C22B 为模板 , P1、P2 为引物进

行 PCR扩增。参考 Ta KaRa 公司 DNA 凝胶回收

试剂盒说明书将 PCR 产物胶回收 ,然后将回收的

PCR产物和 p Shuttle2CMV进行 K p n I、X ho I双酶

切 ,按照 pAdEasyTM载体系统操作说明构建重组质

粒 ,利用 PCR与酶切对重组质粒鉴定 ,得到阳性质

粒 p Shuttle2CMV2V P1 ( 21260 ) 。再利用 X ho I、

H i nd Ⅲ将人工合成 FMDV V P1 ( 1412160)2GS2
V P1 (2002213)基因插入该阳性重组质粒 ,分别用

PCR (以 P1和 P3为引物)与酶切对重组质粒鉴定 ,

得到阳性重组质粒 ,命名为 p Shut tle2CMV2V P。利

用载体上测序引物序列合成一对引物 ,由 Ta KaRa

公司测序 ,用 Vector N TI和 DNAStar 软件分析所

插入的基因序列和推导氨基酸序列。

1 . 5　同源重组与重组腺病毒质粒的转染

参考卢曾军等[5 ]报道 ,将骨架载体 pAdEasy21

和 Pme I线性化的 p Shut tle2CMV2V P在大肠杆菌

BJ 5183中同源重组。获得的重组腺病毒质粒 pAd2
V P按 Q IA GEN Plasmid 纯化试剂盒说明书进行纯

化后 ,用 Pac I 酶切 ,然后按 TransFast Transfec2
tion Reagent 说明书转染 H E K2293A 细胞。转染

10214d出现明显 CPE后 ,收获重组腺病毒。

1 . 6　重组腺病毒的纯化

按常规方法[6 ] ,略作改进。将重组腺病毒按 10

倍梯度稀释后接种长满单层的 H E K2293A 细胞的

24孔细胞板上 ,吸附 1. 0h ,然后加入含 2 %新生牛

血清的 DM EM ,37℃2h ;弃上清 ,洗涤两次 ;每孔加

入 1. 0mL 含 2 %新生牛血清、1 %琼脂糖的预热
(37℃)的 DMEM营养液 ,使其覆盖整个细胞面 ,静置

培养 ;挑取包含单个噬斑的琼脂糖块放入无菌离心管

中 ,加入 200μL无菌 PBS ,将琼脂块捣碎后反复冻融

三次 ,12000r/ min离心 5min ,收获的病毒接种于一新

的 24孔细胞板中 ,如此反复纯化传代三次。

1. 7　重组腺病毒 TCID50测定

按常规方法[6 ] ,分别将第 5、10、15和 20代重组

腺病毒做 10倍梯度稀释 ,接种于 96 孔 H E K2293A

细胞板 , 37℃培养 5d ,观察 CPE ,按 Reed2Muench

法计算 TCID50。

1. 8　重组腺病毒目的基因在 mRNA水平上表达的

检测

取第 5、10、15、20 代重组腺病毒和正常的

H E K2293A细胞液各 500μL ,用 TRIZOL试剂提取总

RNA [7 ] ,以 P3为引物进行反转录 ; PCR反应以 cD2
NA为模板 ,P1、P3为引物进行扩增。
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1 . 9　目的基因表达的检测

参考吴娟等[ 7 ]和 Qian等[8 ]方法 ,将第 5、10、15

和 20 代重组腺病毒 1 ∶50 稀释后接种于 H E K2
293A细胞 ,37℃培养 1d 后 ,用冰冷的无水乙醇固

定 ;加入 1∶10稀释的猪抗 O 型 FMDV 阳性血清 ,

37℃作用 1h ,洗涤 5次 ;加入 Protein A2FITC ,37℃

作用 1h ,洗涤 5 次 ,然后于荧光显微镜下观察特异

性荧光。

2　结果

2. 1　重组阳性质粒 pShuttle2CMV2VP的鉴定

挑取 2个菌落获得的重组质粒 p Shut tle2CMV2
V P1 (21260)经 PCR和 K p n I、X ho I双酶切鉴定。

结果见图 1。

图 1　重组质粒 pShuttle2CMV2V P1 (21260)鉴定

Fig. 1　The identification of p Shuttle2CMV2V P1 (21260) .

M , Marker Ⅰ; 1/ 2 , Digestion of two recombinant plasmids wit h
Kpn I/ X ho I ;3/ 4 , VP1 (21260) gene amplified f rom t he recombinant

plasmids wit h PCR.

插入 V P1 (1412160)2GS2V P1 (2002213)基因后

获得的 2个重组质粒 p Shut tle2CMV2V P经 K p n I、

H i nd III双酶切和 PCR鉴定。结果见图 2和 3 ,表

图 2　重组质粒 pShuttle2CMV2VP Kpn I/ Hind III鉴定

Fig. 2　Identification of pShuttle2CMV2V P.

M , DNA Marker DL2 ,000 ; 1 , Digestion of pShuttle2CMV2VP wit h
KpnI/ HindIII

图 3　重组质粒 pShuttle2CMV2V P PCR鉴定
Fig. 3　The identification of pShuttle2CMV2V P with PCR

M , DNA Ladder Marker ;1 ,V P gene amplified f rom pShuttle2CMV2
VP wit h PCR.

明目的基因已插入该穿梭载体 ,DNA测序证明基因

序列和阅读框完全正确 ,选择其中一个质粒进一步

试验。

2. 2　重组腺病毒质粒 pAd2VP的鉴定

将电转化获得的重组质粒经 PCR鉴定和 Pac I

酶切鉴定。结果见图 4 , Pac I酶切出 35kb 的含有

目的基因 V P的骨架载体大片段和4. 5kb的小片段

条带。

图 4　重组质粒 pAd2V P鉴定

Fig. 4　The identification of recombinant pAd2V P plasmid
M , DNA Marker ; 1 ,Digestion of pAd2VP wit h PacI ; 2 , VP gene
amplified f rom pAd2VP wit h PCR

2 . 3　重组病毒的克隆及稳定性试验

经噬斑纯化 3次 ,获得一株重组腺病毒 ,命名为

rAd2V P ,连续传代并测定其 TCID50 ,第 5、10、15 和

20代重组腺病毒 TCID50分别为 1029. 5 / mL、1029. 6 /

mL、1029. 6 / mL、10210. 5 / mL。

2. 4　RT2PCR检测目的基因在 mRNA水平上的表

达

图 5结果表明 ,第 5、10、15、20代重组腺病毒经

R T2PCR均可获得大小为 261bp 的特异性条带 ,而

正常的 H E K2293A细胞没有条带 ,证明目的基因在

mRNA水平上有效表达。

图 5　RT2PCR 检测重组腺病毒 rAd2V P 表达的 V P 蛋白

mRNA

Fig. 5　Identification of mRNA of VP in recombinant adeno2
virus rAd2VP with RT2PCR

M , DNA Ladder Marker ;1 , Cont rol of normal H EK2293A ;225 R T2
PCR product s f rom total RNA of HEK2293A infected wit h recombi2
nant adenovirus passage 5t h ,10t h ,15t h ,20t h separately

2. 5　IFA检测目的基因的表达

图 6结果表明 ,第 5、10、15和 20代重组腺病毒

感染的H E K2293A细胞胞质均出现明显的荧光 ,而
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图 6　重组腺病毒 rAd2V P感染的 H EK2932A 细胞间接免

疫荧光抗体染色结果

Fig. 6　The result s of indirect immunofluorescence assay of

H EK2932A cell infected with the recombinant ade2
novirus rAd2V P

A : H EK2932A cell infected wit h recombinant adenovirus and fluores2
cence was obvious ;B :Cont rol of normal HEK2293A and t here was no
fluorescence.

对照细胞没有荧光 ,说明该重组腺病毒可以稳定表

达 V P基因。

3　讨论

近年来 ,随着分子生物学技术的发展 , FMD 基

因工程疫苗不断涌现 ,如亚单位疫苗、合成肽疫苗、

蛋白质载体疫苗、基因缺失疫苗、活载体疫苗、核酸

疫苗等。这些疫苗安全性好、生产成本低 ,而且可以

根据需要制备同一病毒多个成分或多价病毒疫苗 ,

因此具有广阔的发展前景。人血清 5型腺病毒是基

因治疗、重组腺病毒疫苗载体及在哺乳动物细胞中

高效表达外源基因的常用工具 ,E1区缺失的复制缺

陷型腺病毒由于不能在非许可性细胞中增殖 ,故不

会造成病毒在自然界中的扩散[7 ] ,而且重组腺病毒

进入机体 ,以染色体外形式存在 ,不会整合到宿主的

基因组中 ,不会激活原癌基因的表达。重组腺病毒

同时也可表达多个基因 ,而且可以对表达的产物进

行正确的翻译后修饰 ,所以这类载体的应用也日益

广泛起来 ,如应用腺病毒表达的 p53 用于基因治疗

现已进入三期临床阶段 ,并被证明效果较好[9 ]。

外源基因克隆入穿梭载体 p Shut tle2CMV 后 ,

与携带骨架载体 pAdEasy21的 BJ 5183感受态细菌

电转化 ,BJ 5183中含有重组酶 ,使穿梭载体与骨架

载体发生同源重组。正确的重组有二种方式即左右

臂之间同源重组和起始点与右臂同源重组 ,用 Pac

Ⅰ酶切可以切出 35 Kb的大片段和 3. 0 Kb或 4. 5 Kb

的小片段 ,本实验中切出 35 Kb和 4. 5 Kb的条带 ,为

起始点与右臂同源重组。

Moraes等构建了包含 FMDV A24 P1 蛋白和

FMDV A12 3C蛋白的重组腺病毒 (Ad5A24) ,免疫

猪体后可以抵抗同源病毒的攻击[10 ] ; Wu 等 (2003)

构建了 FMDV A24 Cruzeiro 和 O1Campo s两种血

清型的 P1蛋白的重组腺病毒 (Ad5A24 + O1) ,免疫

猪体后可以产生针对 A24 和 O1 的中和抗体[11 ]。

本研究立足于 FMDV 多抗原表位之间的组合构建

重组腺病毒活载体疫苗 ,突出 FMDV主要保护性表

位的作用 ,串联表位 V P1 (21260)2(1412160)2(2002
213)基因 ,表位之间通过 Gly和 Ser 连接 ,在 H E K2
293A 细胞获得了表达。经连续传代至第 20 代 ,该

重组腺病毒效价仍稳定且可有效表达目的基因 ,从

而为继续研究 FMDV 不同抗原表位之间的组合的

重组腺病毒活载体疫苗奠定了基础。
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