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基因!通过克隆&转化得到重组穿梭载体
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345!/+(%
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DEFBB4C
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和
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鉴定!结果显示重组
/+(%

蛋白在
678

昆虫细胞中得到表达'在不加任何佐剂的情况下!用表

达的蛋白免疫
'

月龄非
)-.

免疫兔!结果显示!免疫后
#"

天!兔体内可产生抗
)-./

抗体!抗体血凝抑制效价为
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(
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!该抗体可以抵抗血凝效价为
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"%致死剂量
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强毒的攻击!本研究为兔病毒性出血症基因工程疫苗的研

制奠定了基础'
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芳等$兔出血症病毒衣壳蛋白在昆虫细胞中的表达及对家兔的免疫保护效果
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兔出血症!又称兔瘟!是由兔出血症病毒"
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4254A@1A@Z49QA

!

)-./

#引起的一种

以急性&高度传染性&大面积死亡为特征的兔传染

病'感染兔通常于
&I

!

H#S

死亡!表现出以肝变性

坏死和肺出血为典型特征的组织病变!给全世界养

兔业造成了巨大的经济损失(

"!#

)

'目前该病的主要

预防措施是使用组织灭活疫苗免疫!然而用于制作

疫苗的非免疫兔来源很不确定!给疫苗的生产带来

了很多限制!因此需要探索新的生产疫苗的途径'

!!

近年来的研究认为!

)-./

属杯状病毒!含有

一条单股正链
)N:

!由
H&'H

个核苷酸组成!与一

般的杯状病毒不同!
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个开放阅读框
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的
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端部分序列编码
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衣壳

蛋白
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!其基因片段长度为
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!共编码
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个氨基酸'

/+(%

是
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重要的结构蛋白!

与诱导抗病毒感染的免疫反应直接相关'本研究在

昆虫细胞中成功表达了
)-./

衣壳蛋白
/+(%

!并

对该表达产物进行了兔体免疫保护试验!为
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基因工程疫苗的研制奠定了基础'
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材料与方法
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种毒$质粒$细胞与菌种
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兔出血症病毒"
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#皖阜株!由江苏省农业

科学院兽医研究所保存%
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昆虫细胞&
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质粒&大肠杆菌
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由扬州大学秦爱建教授
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U@1AB@MB912B

#"

\P!

\;.

公司#%昆虫培养基
=912@

+

A

&胎牛血清
<06

"

=;0,\

公司#%转染试剂
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显色试剂盒"武汉博士德生

物工程有限公司#'
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的提取
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将
.>+,

处理过的水按
"̀ "%

加入组织中!研

磨成悬液!装入用
.>+,

处理过的
"KJ3V>+

管

中!于
a#%b

反复冻融
'

次%

&b

!以
H#%%9

*

34C

离

心
#%34C

!取
#%%

#

V

上清%加入
I%%

#

V*94WFE

!振

荡混匀后!室温放置
"%34C

%加入
#"%

#

V

氯仿!剧

烈振荡后!室温放置
"34C

%

&b

!
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34C
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"J34C

!取
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#

V

上层水相%加入
%KJ3V

异丙醇!

混匀!

a#%b

!放置
"J34C

%
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!
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34C

离

心
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处理过的水!使充分溶解'
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引物设计
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中中国吉林株
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基因组序列"
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#!利用
+943@9JK%

软件自行设计
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对引物"由大连宝生物工程有限公
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$

J]!=,,*,!
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引物的
J]

端加入
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$

酶切位点!下游引物的
J]

端

引入
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$

酶切位点'

"K&K#
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反转录
!

反转录体系$
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&下游引物
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剂
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反转录酶
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#

V

!

-

#

\

"

.>+,

处理#
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!总体积为
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#

V

!瞬间

离心混匀!
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反应
"J34C

!

&#b

孵育
"S

!

8JbJ
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!

a#%b

保存备用'

"K&K'
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反应体系$
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#J
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!瞬间离心混匀!

采用热盖进行
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扩增反应$

8&b

变性
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%

8&

b

变性
"34C

!

JHb

退火
"34C

!

H#b

延伸
#34C

!

'%

个循环%

H#b

延伸
"%34C

!结束反应'

&HM

!

K

%

E

克隆与鉴定

!!

用核酸凝胶回收试剂盒纯化
+,)

产物!然后按

照
[

^.!"8*!/@2BF9

试剂盒说明!将目的片段克隆

入
[

^.!"8*!/@2BF9

!转化
.-J

%

感受态细胞'挑

选单菌落培养并提取质粒!用
-$:

$

和
B,+

$

酶

切!

'Hb

!

#S

!筛选阳性克隆并送大连宝生物工程

有限公司"大连市#测序'

&HN

!

重组转移载体的构建

!!

用限制性内切酶
-$:

$

和
B,+

$

分别消化供

体质粒
[

<1AB012

*^

"

和
*

*

:

克隆!回收目的片段!

用
*

&

.N:V4

G

1A@&b

连接
"#S

!转化
.-J

%

感受

态细胞'筛选阳性克隆并鉴定!得到重组转移载体

[

<1AB012

*^

"!/+(%

'

'I'"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'8

卷
!

&H'

!

重组杆状病毒穿梭质粒的获得及鉴定

"KHK"

!

重组杆状病毒穿梭质粒的构建和提取
!

将

[

<1AB012

*^

"!/+(%

质粒转化含有穿梭载体
012345

的
AK"+:(.-"%012

感受态细胞!

'Hb

!于
V0

液体

培养基中培养
&S

后!取
"%%

#

V

转化产物涂于含有

J%

#

G

*

3V

卡那霉素&

H

#

G

*

3V

庆大霉素&

"%

#

G

*

3V

四环素以及
"%%

#

G

*

3VP!

G

1E

和
#%

#

G

*

3V;+*=

的
V0

平板上!

'Hb

培养
&IS

后!挑选白色菌落!在

同样的含
'

种抗生素的
V0

平板上继续接种传代
"

次!获得纯培养!接种含有
'

种抗生素的
V0

液体培

养基中!

'Hb

!振摇"

"I%9

*

34C

#培养
#&S

!用提取

重组穿梭质粒
.N:

专用的溶液
;

&

&

&

'

提取
D12!

345

质粒"见杆状病毒表达系统手册#'

"KHK#

!

重组杆状病毒穿梭质粒的鉴定
!

以重组

012345.N:

为模板!以通用
[

O,̂ "'

上游引物和

特异性
%.(%

下游引物进行
+,)

鉴定'同时设立

未插入外源基因片段的
.-"%012345

质粒对照组!

以
[

O,̂ "'

上下游引物进行
+,)

鉴定'

+,)

反应

体系及
+,)

扩增反应条件见杆状病毒表达系统手

册'鉴定为阳性的重组质粒命名为
012345!/+(%

'

&H#

!

转染昆虫细胞

!!

以
V4

[

F7@2B134C

*^

#%%%

为共转染试剂!按照说

明转染
678

单层细胞'转染后每
"#S

观察
"

次!直

到细胞病变明显时!收集细胞及上清液!作为重组杆

状病毒原液!

a#%b

保存'将含目的基因
%.(%

的

重组杆状病毒命名为
9:2/!012!/+(%

'

&H%

!

重组病毒的传代与初步鉴定

"K8K"

!

重组病毒的传代
!

将第
"

代病毒液冻融
#

次后!以
"c

体积比接种
678

细胞!得到第
#

代重组

病毒'

"K8K#

!

)*!+,)

鉴定重组病毒
!

收集第
#

代感染

重组病毒的
678

细胞!按照前文所述方法提取细胞

)N:

!以目的基因上&下游引物进行
)*!+,)

'

&H&"

!

重组病毒的蚀斑纯化

!!

以第
#

代重组病毒为毒种进行蚀斑纯化!方法

见杆状病毒表达系统手册'

&H&&

!

表达产物的鉴定

"K""K"

!

间接免疫荧光检测"

;<:

#

!

于
#&

孔细胞

培养板上!将纯化的重组病毒接种对数生长期的

678

细胞!培养至发生病变时!用
)-./

高免血清

以
;<:

检测重组蛋白的表达'

"K""K#

!

6.6!+:=>

!

将纯化的重组病毒以
"c

的

体积比感染
678

细胞!

8(S

后收集病变细胞及培养

液!分装于
"KJ3V

离心管中!

'%%%9

*

34C

离心
J

34C

!保留培养上清!用
+06

重悬细胞并洗涤
#

次

后!溶于
J%%

#

V+06

!反复冻融
'

次后!超声裂解!

'%%%9

*

34C

离心
J34C

!取上清!加入上样缓冲液!

煮沸
J34C

!

""%%%

G

离心
"34C

!取
#%

#

V

上清作为

电泳样品进行
6.6!+:=>

'

"K""K'

!

?@AB@9CDEFBB4C

G!

采用半干转印法'同

"K""K#

将样品电泳后!取下凝胶!

%K(J3:

*

23

#

!转

印
"KJS

后!将其转印于
N,

膜上!应用
)-./

高

免血清按常规方法进行
?@AB@9CDEFBB4C

G

反应'

"K""K&

!

-:

!

分别取
"K""K#

处理的细胞裂解上

清和细胞培养上清
J%

#

V

于圆底大孔血凝板!以生

理盐水作倍比稀释后!加入等体积
"c

人,

\

-型红细

胞悬液!振荡均匀后!置
&b

作用
&J34C

后观察结

果'同时以其他重组杆状病毒作为阴性对照!以

)-.

病兔肝脏
"̀ J

匀浆上清作为阳性对照'

"K""KJ

!

-;

!

于圆底大孔血凝板加入
J%

#

V

)-./

血清!以生理盐水作倍比稀释后!加
&

个血

凝单位的表达蛋白于各孔!将血凝板置
'H b

作用

'%34C

后!每孔加
"c

人,

\

-型红细胞悬液
J%

#

V

!

立即摇匀!置
&b

作用
&J34C

!观察结果'

&H&!

!

免疫保护试验

"K"#K"

!

免疫抗原的制备
!

将重组杆状病毒接种于

678

细胞!

"#%S

后收毒!测表达蛋白的
-:

效价!用

灭菌生理盐水稀释至抗原溶液的
-:

效价为
#

I

'

"K"#K#

!

实验动物分组&接种及攻毒
!

将
"J

只非免

疫家兔于免疫前采血测
-:

效价!并分成
'

组!每

组
J

只!第
"

组注射
"3V

上述抗原!第
#

组注射
#

3V

上述抗原!第
'

组作为对照组!注射生理盐水!

免疫期间每隔
H5

采一次血并测
-:

效价!于免疫

后第
#"

天以
-:

效价大于
"%

的
)-./

强毒肝脏

悬液"肝组织
`

灭菌生理盐水
e"̀ 8

#

"3V

攻击!观

察
"&5

!并记录结果'

!

!

结
!

果

!H&

!

8:>?!"N"

基因片段的扩增和测序

!!

将
)*!+,)

反应产物克隆入
[

^."I!*

载体

后!酶切鉴定结果显示!有
#

条分别为
#H%%

和
"H&%

D

[

左右的片段"图
"

#!阳性质粒
*!/+(%

测序结果

表明!插入的目的基因全长
"H&%D

[

!与
=@C01C_

公布的序列同源性达到
8%KJc

!

8HKIc

!读码框架

正确'

&I'"
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"$.N:

相对分子质量标准 "

.V"J%%%

#%

#$

.N:

相 对 分 子 质 量 标 准 "

.V#%%%

#%

'$*!

/+(%

*

-$:

$

fB,+

$

"$.N: 319_@9

"

.V"J%%%

#%

#$.N: 319_@9

"

.V#%%%

#%

'$)@AB942B4FC54

G

@AB4FCF7*!/+(%

D

T

-$:

$

fB,+

$

图
&

!

KL?7N"

双酶切结果

O.

<

P&

!

8,-2+.=2./0,0Q

D

;,6.

<

,-2./0/1KL?7N"

!H!

!

重组转移载体的酶切鉴定

!!

重组转移载体酶切消化后!经琼脂糖凝胶电泳!

可见
#

条分别为
&I%%

和
"H&%D

[

左右的片段"图

略#'

!H$

!

重组表达载体的
748

鉴定

!!

以
[

O,

*

"̂'

上&下游引物扩增重组质粒的产

物约为
&%%%D

[

"图
#

第
'

泳道#!以
[

O,

*

"̂'

上

游引物与特异性
%.(%

基因下游引物扩增重组质粒

的产物约为
'%%%D

[

"图
#

第
&

泳道#!而以
[

O,

*

"̂'

上&下游引物对未插入外源基因片段的空
012!

345

质粒进行扩增的产物大小为
#H'D

[

"图
#

第
J

泳道#!证明转座成功!重组杆状病毒构建完成'

!HJ

!

转染后的细胞病变

!!

重组穿梭质粒
012345!/+(%

转染
678

细胞!

J5

后观察到细胞肿大变圆!分裂停止!细胞间紧密连接

消失!细胞折光性增强!而未转染细胞则无此变化!

说明转染成功'

!HM

!

8KL748

鉴定重组病毒

!!

提取感染第
#

代重组病毒的
678

细胞
)N:

!以

目的基因上&下游引物进行
)*!+,)

!电泳条带为

"H&%D

[

!说明目的基因已经随杆状病毒基因组整

合入
678

细胞中'

"$.N:

相对分子质量标准"

.V"J%%%

#%

#$.N:

相对 分 子 质 量 标 准 "

.V#%%%

#%

'

&

&$012345

/+(%+,)

鉴定%

J$012345+,)

鉴定

"$.N: 1̂9_@9

"

.V"J%%%

#%

#$.N: 1̂9_@9

"

.V#%%%

#%

'

!

&$+,)1C1E

T

A4AF7012345!/+(%

%

J$+,)1C1E

T

A4AF7012345

图
!

!

重组
R5=;.6

的
748

鉴定

O.

<

P!

!

748505B

D

-.-/1+,=/;9.0502R5=;.6

!HN

!

重组病毒的纯化

!!

重组病毒按
"%

a'

!

"%

aI进行稀释!分别吸附于

细胞培养孔!观察
I5

!于
"%

a(孔挑取
J

个蚀斑!分

别接种于单层细胞扩增培养'

!H'

!

表达产物的鉴定

#KHK"

!

间接免疫荧光
!

经
;<:

检测!

012345!/+(%

感染的
678

细胞具有很强的特异性荧光"图
':

#!而

012345

感染
678

对照细胞无特异的荧光"图
'0

#!说

明
/+(%

蛋白得到表达!且表达产物存在于昆虫细

胞内'

#KHK#

!

6.6!+:=>

和
?@AB@9CDEFBB4C

G

结果
!

电

泳和转印结果显示$

%.(%

基因在昆虫细胞中表达

了约
(%_Q

的特异性条带!而对照样品感染野生

012345

的
678

细胞裂解产物和
678

细胞裂解产物

均未显示相应的条带'免疫印迹与电泳的目的条带

位置相符!说明目的蛋白得到表达"图
&

#'

#KHK'

!

-:

和
-;

!

由
-:

试验结果可以看出重组

病毒感染细胞裂解上清和细胞培养上清均能凝集

"c

人,

\

-型红细胞悬液!而其他重组杆状病毒不能

凝集
"c

人,

\

-型红细胞悬液!

)-.

病兔肝脏
"̀ J

匀浆上清能凝集红细胞悬液'当接种重组病毒后

"#%S

收毒!发现感染细胞裂解上清和细胞培养上

清血凝效价均可达
#

"#以上!同时表达的
/+(%

蛋白

的血凝特性可被
)-./

高免血清所抑制!表明表达

的
/+(%

蛋白具有与
)-./

相似的生物学活性'

JI'"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'8

卷
!

:$

感染
012345!/+(%

的细胞%

0$

感染野生
012345

的细胞

:$,@EEA4C7@2B@5L4BS012345!/+(%

%

0$,@EEA4C7@2B@5L4BSL4E5012345

图
$

!

表达蛋白的免疫荧光鉴定

O.

<

P$

!

E05B

D

-.-/1,)

*

+,--,6

*

+/2,.09

D

.;;@0/1B@/+,-=,0=,

"$

蛋白质相对分子质量标准%

#$

感染野生
012!

345

的
678

细胞裂解产物%

'$

感染重组毒的
678

细胞裂解产物%

&$678

细胞裂解产物%

J$

感染重

组毒的
678

细胞培养上清

"$+9FB@4CA3FE@2QE1931AAAB1C5195

%

#$6

[

E4BB4C

G

F72@EEA4C7@2B@5L4BSL4E5012345

%

'$6

[

E4BB4C

G

F7

6782@EEA4C7@2B@5L4BS012345!/+(%

%

&$6

[

E4BB4C

G

F76782@EEA2FCB9FE

%

J$6Q

[

@9C1CBF76782@EEA4C!

7@2B@5L4BS012345!/+(%

图
J

!

表达蛋白的
S,-2,+09B/22.0

<

分析

O.

<

PJ

!

E05B

D

-.-/1,)

*

+,--,6

*

+/2,.09

D

S,-2,+0

9B/22.0

<

!H#

!

免疫保护试验结果

!!

"J

只非免疫家兔于免疫前采血!测得血清
-;

效价在
#

%

!

#

'

!第
"

组家兔于攻毒后第
&

天有
"

只

死亡"非免瘟死亡#!保护率为
I%c

%第
#

组家兔于

攻毒后
"&5

内全部健活!保护率为
"%%c

'这
#

组

家兔攻毒前!血清
-;

效价在
#

J

!

#

H

%第
'

组家兔攻

毒后
'5

内全部死亡!表现典型的兔瘟症状"表
"

#'

$

!

讨
!

论

!!

目前随着家兔养殖规模的扩大!兔出血症疫苗

的需求量逐渐增大!然而用于制备疫苗的非免疫兔

的来源很不稳定!给传统组织灭活苗的制备带来了

诸多不便'另外!由于组织灭活苗本身的种种缺点!

使人们对兔出血症疫苗的研究!逐渐转向既能起到

保护作用!又能解决生物安全问题的基因工程疫苗

的研制'国外对兔出血症基因工程疫苗已进行了广

泛研究!并取得了较好的研究成果!目前已经在多种

系统中表达了
/+(%

蛋白!如大肠杆菌(

&

)

&酵母(

J

)

&

昆虫细胞(

(!I

)

&痘病毒(

8!"%

)和植物(

""!"#

)等'其中!杆

状病毒系统具有很多优势!它具有类似于哺乳动物

细胞的翻译后修饰功能!使重组蛋白在结构和功能

表
&

!

不同剂量重组表达蛋白免疫后对
8:>?

攻毒的保护性

K59B,&

!

7+/2,=2./0/1+599.2-5

<

5.0-2=35BB,0

<

,G.238:>?512,+

C5==.052./0G.236.11,+,026/-5

<

,/1+,=/;9.0502

*

+/2,.0

试验组
*@AB

G

9FQ

[

"3V

组
"3V

G

9FQ

[

#3V

组
#3V

G

9FQ

[

对照组
,FCB9FE

G

9FQ

[

动物数量
:C431ECQ3D@9 J J J

攻毒后死亡数量
.@1BSCQ3D@9 " % J

保护率*
c )1B@F7

[

9FB@2B4FC I% "%% %

(I'"
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上更接近天然蛋白'另外!杆状病毒只能感染非脊

椎动物!对家兔等畜禽及人类都十分安全!因此!利

用该系统表达的
/+(%

蛋白可作为疫苗抗原免疫家

兔从而起到预防兔瘟的作用'

!!

本研究利用杆状病毒表达系统成功表达了

)-./

的
/+(%

蛋白!蛋白的血凝效价可达
#

"#以

上!间接免疫荧光和
?@AB@9CDEFBB4C

G

结果表明!表

达产物具有反应原性'动物免疫试验结果显示!在

不添加任何佐剂的情况下!给家兔免疫
-:

效价为

#

I的细胞培养物
"3V

!即可抵抗
)-./

强毒的攻

击!说明该表达蛋白具有良好的免疫原性'有研究

表明(

(!H

!

"'

)

)-./

的
/+(%

蛋白在杆状病毒中表达

可在体外自聚成与天然
)-./

病毒粒子在物理形

态和免疫原性上无任何差别的病毒样颗粒"

/V+A

#!

并且该病毒样颗粒不包裹核酸!因而不具有感染性'

这些结果为研制兔瘟基因工程疫苗及建立
)-./

诊断方法等奠定了基础'
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