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Abstract：The nucleocapsid protein gene (N) located 108 to 1679 situation of Canine distemper virus 
(CDV) genome and was immunogenicity protein with strong conservatism, so N gene was choosed as 
aim gene. A shuttle plasmid pVAXΔE3LPN containing the gene encoding the nucleocapsid protein of 
CDV was constructed by restriction endonuclease digestion and ligation. A recombinant plasmid 
pCAV-2-CDVLPN was constructed with pPoly2-CAV-2 vector containing CAV-2 SY genome. The 
plasmid pCAV-2-CDVLPN was transfected into MDCK cells by Lipofectamine and after three 
transfections, a typical CAV-2 cytopathic effect (CPE) was observed. We demonstrated that a 
recombinant canine adenovirus type-2 expressing nucleocapsid protein of canine distemper virus was 
successfully constructed and observed by electron microscopy, enzyme digestion, PCR and sequencing. 
The molecular mass of nucleocapsid protein was 58 kDa. 
Key words：Canine distemper virus (CDV); Nucleocapsid Protein; Canine adenovirus (CAV); 

Recombinant virus 
 

摘要：核蛋白基因（N）位于犬瘟热病毒基因组的 108—1679 位置处，是保守性较强的免疫原性蛋白，因此选择

N 基因作为目的基因，利用酶切、连接等方法构建了含犬瘟热病毒核蛋白基因的穿梭质粒 pVAXΔE3LPN。以含

CAV-2 SY 株全基因组的 pPoly2-CAV-2 为载体，构建了重组质粒 pCAV-2-CDVLPN，利用脂质体介导法转染 MDCK

细胞，转染三次后，细胞出现了典型的腺病毒样病变。电镜负染、切片观察，酶切、PCR 扩增及测序鉴定的结果

表明表达犬瘟热核蛋白基因的重组犬 2 型腺病毒构建成功，表达的核蛋白分子量为 58kDa。 
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犬瘟热病毒(Canine distemper virus，CDV)是犬

瘟热(Canine Distemper, CD)的病原。CDV 致病性、传

染性强，由其引起的犬瘟热是一种急性、高度接触

性传染病，该病几乎呈世界性分布，对养犬业、毛

皮动物养殖业和野生动物保护业的危害严重。所

以，对 CD 的有效预防已迫在眉睫。疫苗接种是防
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治 CD 的有效途径，虽然，弱毒疫苗的应用在一定

程度上控制了犬瘟热的流行，但在使用过程中也发

现了一些问题[1~4]。因而，急需研究廉价、安全、

有效的新型疫苗。近年来，国内外学者已着手于

CDV 基因疫苗、亚单位多肽苗和重组活苗等新型疫

苗的研究，但尚未见到商品苗。 
CDV 属于副粘病毒科麻疹病毒属的负链线性

RNA 病毒，病毒的主要结构蛋白有 N、P、M、F、
H 和 L 蛋白，其中核蛋白 N 是麻疹病毒属中主要的

交叉抗原，是保守性较强的免疫原性蛋白，该蛋白

在犬瘟热感染的早期免疫应答中起主导作用，其在

病毒感染时可引起强烈的抗体反应。而且，N 蛋白

上含有 T 淋巴细胞表位，在细胞免疫方面发挥着重

要的作用[5~10]。因此，针对 N 蛋白构建重组疫苗对

预防犬瘟热暴发有十分重要的意义。本试验构建重

组病毒时所用的犬 2 型腺病毒载体是利用军事医学

科学院军事兽医研究所长期驯化致弱的 CAV-2 
(Canine adenovirus-2) SY 株构建的，该株具有免疫

原性好、安全性好以及良好的遗传稳定性等特点。

以含 CAV-2 SY 株全基因组的 pPoly2-CAV-2 为载体

构建表达犬瘟热核蛋白基因的重组犬 2 型腺病毒，

对进一步研究预防犬瘟热爆发的重组疫苗奠定了

基础。  

1  材料与方法 
1.1  病毒、细胞、细菌和质粒  

CAV-2 SY 株、MDCK 细胞、E.coli JM109 由军

事医学科学院军事兽医研究所实验室保存。含

CAV-2 SY 全基因组的 pPoly2-CAV-2 载体质粒、转

移质粒 pVAXΔE3(含 CAV-2 的 E3 区)和真核表达载

体 pVAXLPN 均由军事医学科学院军事兽医研究所

实验室构建与保存。 

1.2  主要试剂 

各种限制性内切酶、小牛肠碱性磷酸酶

（CIAP）、DNA Blunting kit 均为 TaKaRa 公司产品；

T4 连接酶购自 Promega 公司；AscⅠ购自纽英伦生

物技术有限公司；脂质体转染试剂和 DMEM 细胞

培养基购于 Invitrogen 公司；质粒提取试剂盒和

DNA 凝胶回收试剂盒购于 Vitagene 公司。 

1.3  CAV-2 基因组的提取[11]   

将接种CAV-2 SY株种毒的MDCK细胞在37℃条

件下静置培养至 80%的细胞出现病变时，弃上清，

倒置，使培养液流尽。加入 800μL 新鲜配置的裂解

液，37℃作用 1h 裂解细胞，将粘性的裂解物移至

离心管中，往离心管中逐滴加入 5mol/L NaCl 
200μL，混匀，置冰水浴中 1h 以上，12 000r/min
离心，用酚/氯仿、氯仿/异戊醇抽提上清，取上层

水相，加 1/10 体积 3mol/L（pH5.2）NaAc 和 2 倍

体积的无水乙醇，混匀，-20℃放置 30min，离心，

弃上清，用 70%乙醇洗涤沉淀，室温干燥后溶于适

量 TE 中，冻存备用。 

1.4  犬瘟热病毒核蛋白基因重组腺病毒的构建[12] 

1.4.1 穿梭质粒 pVAXΔE3LPN 的构建：真核表达载

体 pVAXLPN 经 Mlu Ⅰ和 Sph Ⅰ双酶切后，回收

目的片段 CDV N 基因表达盒(pCMV-N-polyA) ，
并对该目的片段两末端进行平端化；pVAXΔE3 经

Ssp Ⅰ酶切后，用小牛肠碱性磷酸酶（CIAP）对其

5′端去磷酸化。将 CDV N 基因表达盒连接到

pVAXΔE3 的 E3 区缺失处，并筛选 CDV N 基因表

达盒方向与 E3 区转录方向一致的重组子，获得了

含 CDV N 基因表达盒的穿梭质粒，命名为

pVAXΔE3LPN。用不同的限制性内切酶对所获得的

重组子进行酶切鉴定。 
1.4.2 重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 的构建：用 Nru
Ⅰ和 SalⅠ双酶切穿梭质粒 pVAXΔE3LPN，回收目

的片段，纯化后定向克隆入预先用 Nru Ⅰ和 Sal Ⅰ
酶切回收的 pPoly2-CAV-2 中，构建犬 2 型腺病毒重

组质粒 pCAV-2-CDVLPN。用 Nru Ⅰ 和 Sal Ⅰ、

EcoRⅠ、BamH Ⅰ分别对重组子 pCAV-2-CDVLPN
进行酶切鉴定。 
1.4.3 重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 转染 MDCK 细

胞：重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 经 Asc Ⅰ酶切后，

获得线性基因组 CAV-2-CDVLPN。用 Nru Ⅰ和 Sal 
Ⅰ分别酶切 CAV-2 SY 全基因组，用 Nru Ⅰ酶切的

回收大片段，用 Sal Ⅰ酶切的回收小片段。这 2 个

片段与线性的重组基因组 CAV-2-CDVLPN 按摩尔

比 1:1:1 混合，利用脂质体介导共转染 MDCK 细胞。

转染后，如果不出现 CPE，则按常规细胞进行传代

培养，每传 1 次则重复转染 1 次，如果重复转染 5
次，仍不出现 CPE，则视为转染失败。如出现 CPE，
则进行常规病毒增殖，并将获得的重组病毒命名为

CAV-2-CDVLPN，即为构建的含犬瘟热病毒核蛋白

基因的重组犬 2 型腺病毒。 

1.5  犬瘟热病毒核蛋白基因重组腺病毒的鉴定 

第五代重组病毒 CAV-2-CDVLPN 培养物的上

清用 0.5%的磷钨酸负染，进行电镜观察；无菌将细
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胞刮下以戊二醛与锇酸双固定，用 F812 环氧树脂

包埋、切片、染色，作电镜超微结构观察。 
当第五代重组病毒培养至 80%细胞出现 CPE，但是

仍未脱落，按提取腺病毒全基因组的方法，提取重

组病毒的全基因组，用不同的限制性内切酶对其进

行酶切鉴定。 
根据 GenBank 中的 CAV-2 Toronto A26/61 株 

(登录号为 U77082) 的 E3 序列设计一对特异性引

物，上游引物（E3F）：5’- TGAGGAGAGCATGGA 
CCAGG TGGAGGTGAA -3’；下游引物（E3R）：5’- 
GTCATAATTTGCAGGTAGAGCTCTTCGTGT -3’。
以重组病毒基因组 DNA 为模板，扩增分别含有

CDV N 表达盒核酸片段（在两侧含有 E3 区的部分

序列），以 1%琼脂糖凝胶电泳。回收 PCR 产物，

将其克隆入 pMD18-T 载体中，利用不同的限制性

内切酶对重组子进行鉴定，将鉴定正确的重组子进

行测序。 

1.6  重组病毒中犬瘟热病毒核蛋白表达的检测  

1.6.1  N 基因转录水平的检测：用 mRNA 提取试剂

盒提取第五代重组病毒的 mRNA，将提取的 mRNA
用 CDV N 基因特异性引物进行 RT-PCR，以检测 N
基因是否转录。同时，用 CAV-2 感染的 MDCK 细

胞培养物作为阴性对照。 
1.6.2  N 蛋白表达的检测：用第 4 代重组病毒接种

一瓶MDCK细胞，同时用CAV-2接种另一瓶MDCK
细胞作为阴性对照。37℃静置培养至大多数细胞出

现 CPE，但是仍未脱落，倒掉细胞培养液，并用 PBS
溶液轻轻洗涤细胞 3 次，以除去培养液中的血清蛋

白。然后，加入适量的 PBS 液，反复冻融 3 次，

5000r/min 离心 10min，弃去细胞碎片，收集上清液。

将上清用超滤离心管除盐和浓缩；取浓缩产物 10µL
与等体积的 2×上样缓冲液混匀 100℃煮沸 5min，
进行 SDS-PAGE 电泳。电泳完毕后转膜，进行

Western-blot 分析。一抗为抗 CDV 多克隆抗体，二

抗为辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 IgG 抗体。 

2  结果 

2.1  犬瘟热病毒核蛋白基因重组犬 2 型腺病毒的

构建 

含犬瘟热核蛋白基因的真核表达载体 pVAXL- 
PN 经 Mlu I 和 Sph I 双酶切后，切出约 2541bp、1269 
bp 和 730bp 3 个片段，进行凝胶电泳回收 2541bp

的目的片段 CDV N 基因表达盒(pCMV-N-polyA)。 
在 pVAXΔE3 的 E3 区缺失处连接了 CDVLPN

基因表达盒后，获得了 CDV N 基因表达盒方向与

E3 区转录方向一致的重组子 pVAXΔE3LPN。该重

组子经 Nru Ⅰ和 Sal Ⅰ、Xba Ⅰ、EcoR Ⅴ、EcoR 
Ⅰ、Xho Ⅰ、BamH Ⅰ分别酶切鉴定。Nru Ⅰ和

Sal Ⅰ切出 5823，2404，1311bp 3 个片段，其中

5823bp 的片段即为要回收的含 CDV N 基因表达盒

的片段；Xba Ⅰ切出 4010，3200，2328bp3 个片段；

EcoR Ⅴ切出 6363，3175bp 2 个片段；EcoR Ⅰ 将
重组子 pVAXΔE3LPN 线性化，切出 1 个 9538bp 的

片段；Xho Ⅰ切出 3863，3347，2328bp 3 个片段； 
BamH Ⅰ切出 3298，2878，1334，851bp 和 722bp 5
个片段，酶切鉴定结果与理论值一致，表明穿梭质

粒 pVAXΔE3LPN 构建正确。 
构建的重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 经 Nru Ⅰ

和 Sal Ⅰ、EcoR Ⅰ、BamH Ⅰ酶切后，Nru Ⅰ和

Sal Ⅰ双酶切出29.261kb和含CDVN基因表达盒的

5.823kb 2 个片段；EcoR Ⅰ切出约 2.3，8.1，4kb 3
个片段；BamH Ⅰ切出约 14，10，2.4，1.8，0.85，
0.75，0.5 kb，等 7 个片段，酶切鉴定结果与理论值

一致，表明构建的重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 正确。 
重组质粒 pCAV-2-CDVLPN 经 Asc Ⅰ酶切后，

获得了线性基因组 CAV-2-CDVLPN，利用脂质体介

导法转染 MDCK 细胞，在 37℃条件下，用

10%DMEM 培养，重复转染 3 次后，MDCK 细胞

出现典型的 CAV-2 样 CPE，开始时细胞圆肿发亮，

逐渐聚集成葡萄串样，最后从瓶壁上脱落。表明重

组 pCAV-2-CDVLPN 基因组转染 MDCK 细胞成功，

已获得重组病毒 CAV-2-CDVLPN，表达犬瘟热病毒

核蛋白的重组犬 2 型腺病毒构建成功。 

2.2  犬瘟热病毒核蛋白基因重组犬 2 型腺病毒的

鉴定 

2.2.1  重组病毒 CAV-2-CDVLPN 形态学观察：利

用第 5 代重组病毒 CAV-2-CDVLPN 的上清作电镜

负染观察，见有呈 20 面立体对称、直径约 80nm、

表面具有排列整齐壳粒的腺病毒样粒子（图 1），取

细胞成分作电镜超微结构观察，有呈结晶状排列的

腺病毒样病毒粒子（图 2）。 
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图 1  CAV-2-CDVLPN 的负染电镜照片 

Fig.1  E.M. of CAV-2-CDVLPN 

100 nm 

100 nm 
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图 2  CAV-2-CDVLPN 的电镜超微结构照片 

Fig.2  Ultramicroscopic structure of CAV-2-CDVLPN 

 
2.2.2 重组病毒 CAV-2-CDVLPN 基因组酶切鉴定：

按 CAV-2 基因组的提取方法提取第 5 代重组病毒

CAV-2-CDVLPN 全基因组，分别用 EcoR Ⅰ、Sal Ⅰ
和 NruⅠ、 Kpn Ⅰ 、Hind Ⅲ、BamH Ⅰ、EcoR Ⅴ、

SspⅠ、NdeⅠ酶切鉴定，结果与理论值一致，表明

构建的重组病毒正确。 
2.2.3 重组病毒 CAV-2-CDVLPN PCR 扩增鉴定：以

提取的重组病毒CAV-2-CDVLPN基因组DNA为模

板，用 CAV-2 E3 特异性引物扩增出 3348 bp 大小的

片段，而正常 CAV-2 只能扩增出 1500bp 大小的片

段；用 CDV N 基因特异性引物从重组病毒 DNA 中

扩增出1571bp 大小的N基因片段，而正常的CAV-2
扩增结果为阴性。 
2.2.4 重组病毒 PCR 产物序列测定：用 CAV-2 E3
特异性引物从重组病毒 CAV-2-CDVLPN 中扩增出

特异性片段，该片段经回收、纯化后进行测序，测

序结果表明该序列中包含 CAV-2 E3 区相关序列、

pVAX1 相关序列和 CDV N 基因序列，表明所构建

的重组病毒 CAV-2-CDVLPN 完全正确。 

2.3  犬瘟热病毒核蛋白在重组犬 2 型腺病毒中表

达的检测  

以CDV N基因特异性引物用RT-PCR法从重组

病毒 CAV-2-CDVLPN 的 mRNA 中扩增出 N 基因特

异性片段，而从正常 CAV-2 感染的 MDCK 细胞中

扩增的结果为阴性（图 3）。重组病毒 CAV-2- 
CDVLPN 表达的 N 蛋白可被抗 CDV 多克隆抗体所

识别，表达蛋白分子量约为 58kDa，与预期的分子

量相符，而正常的腺病毒阴性对照却无此特异性条

带（图 4）。 

3  讨论 

腺病毒载体是最常用的表达外源性蛋白的病

毒活载体之一，是很好的表达重组抗原的载体系 

 
图3   重组病毒CAV-2-CDVLPN中N基因转录的检测 

Fig.3   N gene transcription identification of CAV-2-CDVLPN virus 
1,Normal CAV-2 RT-PCR/ N primer; 2,Recombinant CAV-2-CDVLPN 
RT-PCR/ N primer; M, .DL-15000+2000 Marker. 
 

 

图 4  重组病毒中表达的Ｎ蛋白 
Fig.4  Expresstion of N protein of recombinant virus 

M, Prestained Protein Marker; 1, N protein of recombinant virus; 2, normal 
CAV-2 virus. 
 
统，腺病毒载体表达系统由转移质粒、腺病毒基因

组、包装细胞构成，能将外源性基因导入细胞和动

物体内进行表达，具有宿主范围广、重组病毒滴度

高、所介导的外源性基因的表达水平高以及病毒基

因组与宿主细胞染色体稳定整合的几率很低等优

点，并且腺病毒载体表达的外源蛋白具有天然蛋白

的特性。本实验中所用的犬 2 型腺病毒载体

（CAV-2）是以本实验室长期驯化致弱的 CAV-2 SY
株为基础构建的，该株具有免疫原性好、安全性好

以及良好的遗传稳定性等特点。CAV-2 能在犬的组

织细胞中复制生长，不能在人、猴及牛等细胞中生

长，安全性好。在此基础上，本研究以 CAV-2 为载

体构建了表达 CDVLP 株核蛋白的重组病毒[13]。 
腺病毒 DNA 基因组至少有三个区域（E1、E3

和 E4 区的上游）可插入外源 DNA。E3 区位于腺病

毒基因组的 24920～26441 之间，约 1500bp，是腺

病毒生长的非必需区，缺失或取代 E3 区部分或大

部分碱基的腺病毒在细胞上仍能生长，对 E3 区进

行缺失可以增加外源基因片段的载容量，所以 E3
区常被用来插入外源基因构建重组疫苗。在正常情

况下，CAV-2 的最大包装容量为野生型腺病毒基因

组的 105%，即在不缺失的情况下可插入约 1.6kb
的外源基因。本实验采用 Ssp I 对 E3 区进行酶切，

350 nm 
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将 E3 区缺失掉 859bp，理论上可插入 2500bp 的目

的片段。本实验中插入 E3 区的 CDV N 基因表达盒

大小为 2541bp 。 
外源基因表达盒在重组基因组的中的方向会

影响外源基因的表达，插到 E3 区的外源基因表达

盒的方向与 E3 区的方向一致时，外源基因才能高

效表达。本研究对 CAV-2 SY 的 E3 区的 Ssp I 片段

进行了缺失，然后将 CDVLPN 基因表达盒克隆入

E3 缺失处，获得了 CDVLPN 蛋白基因表达盒与 E3
区转录同向的转移质粒 pVAXΔE3LPN。 

腺病毒是最常用的病毒载体之一，构建腺病毒

载体的方法不断改进。约在 10 年前，大多数腺病

毒载体是用体外连接的方法构建的。改良的体外连

接方法是用两个载体在体外进行连接，不需要进行

同源重组，腺病毒的基因组很大，单一的酶切位点

很少，但可以选用稀有的限制性内切酶[14,15]。本实

验采用改良体外连接的方法，分别用 Nru I 和 Sal I
对 pPoly2-CAV-2 和 pVAXΔE3LPN 进行双酶切，进

行凝胶电泳，回收目的片段，将两个目的片段在体

外进行连接。这样通过 T4 连接酶将 CDV N 基因表

达盒定向克隆入 pPoly2-CAV-2，获得了含有 CDV N
基因表达盒的重组质粒 pCAV-2-CDVLPN。 
    本实验利用脂质体介导共转染 MDCK 细胞方

法，成功构建了表达犬瘟热核蛋白的重组犬 2 型腺

病毒，为研制有效预防犬瘟热暴发的新型重组疫苗

奠定了基础。 
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