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摘要 }构建了猪瘟病毒 ∞u 基因与 ��2u !��2v基因的双表达真核表达载体 o观察其表达水平 o并对其免疫增强效

果进行了观察 ∀结果表明 o构建了 u种猪瘟病毒 ∞u 基因与白细胞介素 u !v的真核表达质粒 ³�� ≥× ��2u o³�� ≥× ��2

v ∀将 u种质粒转染 ���2ut细胞 o均可在体外表达 ∞u 抗原和有生物活性的 ��2u !��2v两种质粒能诱导产生 ≤≥ƒ ∂

的特异性免疫反应 ∀³�� ≥× ��2u o³�� ≥× ��2v所诱导的免疫应答反应比使用单表达质粒 ³�� ≥× 强 ∀试验表明 o细

胞因子与目的基因构建的双表达基因疫苗能有效提高基因疫苗的免疫效果 ∀

关键词 }双表达载体 ~猪瘟病毒 ∞u 基因 ~��2u ~��2v ~基因疫苗
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  猪瘟是由猪瘟病毒k≤≥ƒ ∂ l引起猪的一种死亡

率极高的急性败血性 !接触性传染病 o尽管猪瘟兔化

弱毒苗的广泛应用及其它综合防治措施的实施 o已

控制了 ≤≥ƒ 的大规模流行 o但该病仍在我国广大养

猪地区不断发生和小规模流行 ∀基因工程苗和基因

疫苗的出现给猪瘟的防制带来了新的希望 o余兴龙

等≈t 已构建了含猪瘟病毒 ∞u 基因的真核表达质粒

k猪瘟病毒 ∞u 基因疫苗l o动物免疫试验表明 o可诱

导小鼠产生抗 ≤≥ƒ ∂ 的抗体 ∀��2u !��2v 在免疫细

胞的活化 o增殖和分化中起调节作用≈u  ∀本试验旨

在构建 ≤≥ƒ ∂ 主要保护性抗原 ∞u 基因与鼠 ��2u !

��2v基因的双表达真核载体 o观察白细胞介素能否

增强基因疫苗反应 o为猪瘟基因疫苗的研制提供科

学依据 ∀
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1  材料与方法

1 q1  菌株与质粒

大肠杆菌菌株 ��ts| 由本室保存 ∀ 质粒

³�� ∞≥̄ ±̈ ²k≤ ²̄±·̈¦«公司l o³��∏̈¶¦µ¬³·�� ®¶k n l

k°µ²±̈ ª¤公司l o³¦⁄≥×k含 ∞u 抗原真核表达质粒本

室保存l o³�≤ � ≤±̈ ²��2u o³�≤ � ≤±̈ ²��2v 由第二军

医大学曹雪涛教授惠赠 ∀

1 q2  试验动物

雄性昆明种小鼠 xs 只 o每只体重 t{ ∗ us ªo购

自长春生物制品研究所 ∀

1 q3  主要试剂

限制性内切酶 o工具酶和主要生化试剂 o核酸分

子量标准物kΚ⁄�� �¬±§��� r ∞¦²� �酶切片段l

k°µ²° ª̈¤公司l � � ° 羊抗鼠 �ª� o� � ° 羊抗猪 �ª�

k≥¬ª°¤l o重组 ��2u !��2vk邦定生物医学公司l o°∞u

抗原 Ε . χολι上清由本室保存 ∀

1 q4  猪瘟病毒 ∞2 基因与小鼠��22 基因真核双表达

质粒的构建

1 q4 q1  猪瘟病毒 ∞u 基因真核表达质粒 ³�� ≥× 的

构建  ³¦⁄≥× 用 �¤°��酶切 o补平后再用 ∞¦²� �

酶切 o琼脂糖凝胶电泳后回收小片段即得到猪瘟病

毒 ∞u 基因片段 ∀该片段与 ∞¦²� �o∞¦²� ∂ 双酶切的

³∞� ∞≥�±̈ ²载体连接 o得到重组质粒进行酶切鉴定 ∀

1 q4 q2  猪瘟病毒 ∞u 基因与小鼠 ��2u 基因真核双

表达质粒 ³�� ≥×��2u 的构建  ÷«²�酶切 ³�≤ � ≤2

±̈ ²��2u质粒 o琼脂糖凝胶电泳后回收小片段得到小

鼠 ��2u 基因片段 o将该片段与 ÷«²� 酶切 ³��∏̈2

¶¦µ¬³·�� �¶k n l载体连接 o转化感受态细胞 o涂布氨

苄固体 ��平板 o筛选阳性重组菌落酶切鉴定正确

后定名为 ³�≥��2u ∀用 ≥°¤�!÷¥¤�酶切 ³�� ≥× 质

粒 o琼脂糖凝胶电泳后回收小片段即猪瘟病毒 ∞u 基

因 ~用 �³¤�酶切 ³�≥��2u o�̄ ±̈²º 片段补平后再用

≥³̈ �酶切 o琼脂糖凝胶电泳后回收小片段即小鼠

��2u基因片段 ~将以上两片段基因用 ×w 连接酶连

接 o得到重组质粒进行酶切鉴定 ∀

1 q5  猪瘟病毒 ∞2 基因与小鼠��23 基因真核双表达

质粒的构建

构建方法同 t qw ∀

1 q6  目的基因的表达与检测

取纯化疫苗质粒 ³�� ≥× ��2u o³�� ≥× ��2v ts

Λªo分别用 ts Λ̄ �¬³²©̈¦·¬± �ª̈ ±·包裹后转染长成

ws h 满度的 ���2ut 细胞 o继续培养 w{ «后 o加

×∞�液洗脱 v sssµ#°¬±p t o离心 x°¬±o分别收集转

染细胞的上清液和转染细胞 o转染细胞用裂解缓冲

液作用 u °¬±ox sss µ# °¬±p t o离心 x°¬±o收集上清

液 o分别检测 ∞u 抗原 ��2u !��2v的生物活性 ∀

1 q6 q1  ∞u 抗原检测  分别用转染细胞的上清液 o

转染细胞裂解液 o正常对照 ���2ut 细胞上清液及

裂解液包被酶标板ktΒts 稀释l o一抗猪高免 ≤≥ƒ ∂

血清 o二抗酶标羊抗猪 �ª�ktΒw sss稀释l ∀

1 q6 q2  ≤²±� 诱导 ��2u 反应细胞制备  小鼠脾脏

磨碎用 � ° � ∞ tyws液配成每毫升 x ≅ tsy 单细胞悬

液 o取 x °̄ 加入细胞培养瓶 o再加 ≤²±� ux Λªox h

≤ �u vz ε 培养 ws ∗ w{ «∀将培养的细胞悬液置于淋

巴细胞分层液上 ou sss µ#°¬±p t o离心 x°¬±o取界面

层细胞即为 ��2u反应细胞 ∀

1 q6 q3  ��2u 活性检测  将上述反应细胞配成每毫

升 t ≅ tsy 浓度的悬浮液取 s qt °̄ 加入 |y 孔微量

培养板各孔 o再加入 s qt °̄ 待测的转染细胞上清 o

细胞裂解液 o重组 ��2u ∀置 x h ≤ �u vz ε 培养 ws ∗

w{ «o每孔加入 � × ×us Λ̄kx°ª# °̄ p tl继续培养 w«o

各孔加入酸化 ≥⁄≥ks qst°²̄ # �pt �≤¯!ts h ≥⁄≥l

s qt°̄ 作用 { «∀ �⁄xzs±°检测 �⁄值 ∀

1 q6 q4  ��2v 活性检测  取小鼠双股骨 o双胫骨骨

骼细胞 o� ° �� tyws 液调细胞至每毫升 t qx ≅ tsy ∀

取上述细胞液 s qt °̄ 加入 |y孔微量培养板 o再加入

s qt °̄ 待测的转染细胞上清 o细胞裂解液 o重组 ��2

v o于 x h ≤ �u vz ε 培养 ys «o每孔加入 � × × us Λ̄

kx°ª# °̄ p tl继续培养 w «o各孔加入酸化 ≥⁄≥ks qst

��≤¯ots h ≥⁄≥ls qt °̄ 作用 { «∀ �⁄xzs ±° 检测

�⁄值 ∀

1 q7  动物免疫试验

小鼠 xs 只分为 x 组 o试验 � 组 ts 只 o免疫

³�� ≥× 质粒 o每只 tss Λª~试验 ��组 ts 只 o免疫

³�� ≥× ��2u 每只 tss Λª~试验 ���组 ts 只 o免疫

³�� ≥× ��2v o每只 tss Λª~试验 �∂ 组 ts 只 o免疫

³�� ≥× ��2u o³�� ≥× ��2v每只 xs Λª~对照组 ts只 o

免疫 ³�� ≥̄ ±̈ ²o每只 tss Λª∀免疫方法 }两后腿胫前

肌肌肉注射 ∀共免疫 u次间隔 tx §o分别于第一次

免疫后 us §!ws§!ys§!{s§!tss§o剪尾采血 o每次每

只鼠采血 ux Λ̄ 左右 ovz ε s qx «ow ε 过夜离心 o收

集血清检测 ∀

1 q8  抗体检测

以 °∞u 做包被抗原 vz ε t «ow ε 过夜 ∀洗涤

液 v ≅ x 洗涤后 o加 ts h 正常小牛血清 vz ε 感作 t

«∀v次各 x °¬±洗涤后 o加以正常 Ε . χολι裂解上清

tΒtss 稀释待检血清 ovz ε u « v 次各 x °¬± 洗涤
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后 o加 tΒ{ sss 稀释的羊抗鼠酶标抗体 ovz ε u « v

次各 x °¬±洗涤后加入底物溶液 o室温作用 tx °¬±o

加 u°²̄#�p t �u≥�w 终止反应 o测定 �⁄w|u值 ∀

2  结果与分析

2 q1  猪瘟病毒 ∞2 基因和小鼠��22 基因双表达质粒

的构建及鉴定

2 q1 q1  ³�� ≥× 的构建  ³≤⁄≥× 经 �¤°� � ∞¦²� �

酶切后 o电泳回收得到小片段 o冰融法回收 t qu®¥的

∞u 基因与经 ∞¦²� ∂ 酶切的质粒 ³�� ≥�±̈ ²连接 o得

到较 ³�� ≥�±̈ ²质粒大的克隆质粒 o经 �ª� �� �³±�

酶切鉴定 o证明为所需重组质粒 ∀

图 1  质粒构建策略图

ƒ¬ªqt  ≤²±¶·µ∏¦·¬²±·¤¦·¬¦¶³¬¦·∏µ̈ ²© ³̄¤¶°¬§

2 q1 q2  ³�≥��2u 的构建  ³�≤ � ≤±̈ ²��2u 经 ÷«²�

酶切 o电泳回收得到 ��2u基因片段 o与 ÷«²�酶切的

³��∏̈¶¦µ¬³·�� ®¶οn 载体连接 o转化感受态细胞涂布

氨苄固体 �� 平板 o筛选菌落提取质粒经 �¬±§���

≥¤¦�酶切鉴定为所需重组质粒 ∀

2 q1 q3  ³�� ≥×��2u 的构建  ³�� ≥× 经 �¤°�!÷¥¤�

酶切 o回收得到片段猪瘟病毒 ∞u 基因与用 �³¤�酶

切 ³�≥��2u o�̄ ±̈²º 片段补平后再用 ≥³̈¯酶切 o回

收得到小片段小鼠 ��2u 基因 o用 ×w 连接酶连接得

到重组质粒 ∀提取重组质粒经 ÷«² �酶切鉴定为 v

条带ks qxy®¥!s qvw®¥!w qu®¥l o为所需重组质粒 o重

组质粒命名为 ³�� ≥×��2uk图 ul ∀

2 q2  猪瘟病毒 ∞2 基因和小鼠��23 基因双表达载体

的构建及鉴定

2 q2 q1  ³�≥��2v 的构建  构建方式及结果同 ³�2

≥��2u o筛选菌落提取质粒经 �¬±§���酶切鉴定为

所需重组质粒 ∀

2 q2 q2  ³�� ≥× ��2v 的构建  构建方式及结果同

³�� ≥× ��2u ∀提取重组质粒经 ¬«²�酶切为 v条带

ks qxz®¥!s qvw®¥!w qu®¥l o为所需重组质粒 o重组质

粒命名为 ³�� ≥×��2vk图 ul ∀

2 q3  基因疫苗质粒细胞表达试验

t q³�� ≥×��2u ~u q³�� ≥×�̄2v ~v q³�� ≥× ~w q�¤µ®̈ µ

图 2  质粒酶切图

ƒ¬ªqu  � ¶̈·µ¬¦·¬²± ±̈§²±∏¦̄ ¤̈¶̈ §¬ª̈¶·¬²± ³¤··̈µ± ²© ³̄¤¶°¬§

2 q3 q1  ∞u 抗原体检测  v种质粒转染细胞后 o分别

收集上清液和细胞裂解物 o经 ∞��≥� 检测 v种质粒

在转染的细胞上清液和细胞裂解中均可检测到 ∞u

抗原k表 tl ∀

2 q3 q2  ��2u 检测  ³�� ≥× ��2u 质粒在 �¬³²©̈¦·¬±

¤ª̈ ±·包裹后转染 ���2ut细胞 w{ «o分别收集上清

液和细胞裂解物 o用 � × × 法检测表明可表达 ��2u o

且主要在上清k表 ul ∀
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表 1  抗原表达检测k�⁄w|ul

×¤¥̄¨t  ⁄̈ ·̈¦·¬²± ²©¤±·¬ª̈ ± ¬̈³µ̈¶¶¬²±

组别
�µ²∏³

上清液 k÷ ? ≥l
≥∏³̈µ±¤·¤±·

细胞 k÷ ? ≥l
≤¨̄¯

°�� ≥× s qvv ? s qsv 3 s qtt ? s qst 3

³�� ≥× ��2u s qs| ? s qst 3 s qsz ? s qsu 3

³�� ≥× ��2v s qs{ ? s qst 3 s qs{ ? s qst 3

���k阴性 �̈ ª¤·¬√ l̈ s qsv ? s qst s qtu ? s qst

Π� s qsx o下同 × «̈ ¶¤°¨¤¶¥̈ ²̄º

表 2  ��22 在体外表达检测k � × × �⁄xzsl

×¤¥̄¨u  ⁄̈ ·̈¦·¬²± ²©��2u ¬̈³µ̈¶¶¬²±

组别
�µ²∏³

上清液k÷ ? ≥l
≥∏³̈µ±¤·¤±·

细胞k÷ ? ≥l
≤¨̄¯

³�� ≥× s quwx ? s qsut 3 s qt{v ? s qsyu 3

���k阴性 �̈ ª¤·¬√ l̈ s qtus ? s qstu s qttv ? s qst

��2uk阳性 °²¶¬·¬√ l̈ s qvuv ? s qsux

2 q3 q3  ��2v 检测  ³�� ≥× ��2v 疫苗质粒在 �¬³²2

©̈ ¦·¬± ¤ª̈ ±·包裹后转染 ���2ut 细胞 w{«o分别收

集上清液和细胞 o用 � × × 法检测表明可表达 ��2v o

且主要在上清中k表 vl ∀

表 3  ��23 在体外表达活性检测k � × × �⁄xzsl

×¤¥̄¨v  ⁄̈ ·̈¦·¬²± ²©��2v ¬̈³µ̈¶¶¬²±

组别
�µ²∏³

上清液k÷ ? ≥l
≥∏³̈µ±¤·¤±·

细胞k÷ ? ≥l
≤¨̄¯

³�� ≥× ��2v s qvst ? s qsvv 3 s qtxx ? s qtvv 3

���k阴性 �̈ ª¤·¬√ l̈ s qtvz ? s qsuy s qtv{ ? s qstx

��2vk阳性 °²¶¬·¬√ l̈ s qvux ? s qsw

2 q4  动物免疫试验

免疫后 ws §o在小鼠血清中可检测到 ≤≥ƒ ∂ 抗

体 oys §达到高峰 otss §血清中还有抗体 o³�� ≥×

��2u 组 !³�� ≥× ��2v 组抗体水平显著高于 ³�� ≥×

组k表 w !图 vl ∀

表 4  基因疫苗免疫后抗体 �ª�消长规律k�⁄w|ul

×¤¥̄¨w  ⁄¼±¤°¬¦¶²©¤±·¬¥²§¬̈¶�ª� ©µ²° ·«̈ ⁄�� √¤¦¦¬±̈ ¶

组别
�µ²∏³

免疫后天数  °²¶·¬°°∏±¬·¼ §¤¼

us§ ws§ ys§ {s§ tss§

³�� ≥× s qszx ? s qstw s quzw ? s qss| s qux{ ? s qsv{ s qtxz ? s qsty s qtss ? s qsuu

³�� ≥× ��2u s qszs ? s qsut s qvyu ? s qst 3 s qwuw ? s qstu 3 s quwz ? s qsuv 3 s qtxv ? s qsut

³�� ≥× ��2v s qs{x ? s qss{ s qvyy ? s qsut 3 s qwus ? s qstv 3 s quxu ? s qsut 3 s qtwt ? s qstw

³�� ≥×��2u !��2v s qs{u ? s qstx s qv{| ? s qss| 3 s qwys ? s qsuv 3 s quvx ? s qstx 3 s qtw{ ? s qstz

³�� ∞≥̄ ±̈ ² s qszs ? s qssy s qsy| ? s qstu s qszx ? s qstv s qszt ? s qstt s qsz| ? s qssx

图 3  基因疫苗免疫后抗体 �ª�消长规律

ƒ¬ªqv  ⁄¼±¤°¬¦¶²©¤±·¬¥²§¬̈¶�ª� ©µ²° ·«̈ ⁄�� √¤¦¦¬±̈ ¶

3  讨论与结论

3 q1  影响基因疫苗免疫效果的因素中最重要的是

保护性抗原基因的选择 ∀ ≤≥ƒ ∂ ∞u 基因的 xχ端有

编码信号肽的序列 ovχ端有编码跨膜区的序列≈v  o

�¬­̄
≈w 在研究以伪狂犬病k°� ∂ l弱毒苗为载体的

≤≥ƒ ∂ ∞u 基因的重组疫苗时发现 o∞u 蛋白的跨膜区

对所诱导的免疫应答反应强度有很大影响 o无跨膜

区的 ∞u 基因重组疫苗所诱导的中和抗体k��¥l滴

度低 o免疫猪抵抗 ≤≥ƒ ∂ 强毒株攻击的能力弱 ~而有

跨膜区的 ∞u 基因重组苗可诱导动物产生较高水平

的 ��¥o并且可使免疫猪在 ≤≥ƒ ∂ 强毒株的攻击下

获得完全保护 ∀按照这一试验结果 o余兴龙等≈t 选

择应用有信号肽有跨膜区的 ≤≥ƒ ∂ ∞u 基因与 ³≤⁄2

��v 载体构建了 ³≤⁄≥× 猪瘟基因疫苗 o但其表达

及免疫效率较低 ∀近年来 o随着人们对真核基因表

达和调控的认识逐渐深化 o对高效的真核基因表达

载体的研究进展也很快 o已有许多高效表达载体和

高表达系统问世 ∀因此 o为了提高外源基因的表达

效率 o选择适宜和合理设计的真核表达载体是进行

真核基因工程的前提 o也是进行外源基因在哺乳动

物细胞高效表达及其生物学效应等研究的首要条

件 ∀本试验研究选择的 ³�� ∞≥̄ ±̈ ²载体的特点是一

个启动子 o≤ � ∂ 可启动两个基因同时表达 ∀基因转

|swttt期       陈创夫等 }细胞因子与猪瘟病毒 ∞u 基因真核双表达载体的构建及其免疫增强作用         



录物上带有编码两个蛋白的信息 o其第一个蛋白的

翻译按真核生物蛋白翻译的普遍规则进行 o而其第

二个蛋白的翻译则依靠 �� �≥ 序列结合核糖体能以

较高效率进行翻译 o当 �� ∞≥ 不存在时转录物上第

二个蛋白的翻译效率则特别低 ∀按分子克隆的方

法 o将含猪瘟病毒 ∞u 抗原基因真核表达质粒 ³¦⁄≥×

的 ∞u 基因 酶切克隆于 ³�� ∞≥̄ ±̈ ²载体的 ≤ � ∂ 控

制下的多克隆位点上 o��2u和 ��2v基因取代载体上

的 �̈ ²基因分别构建 ³�� ≥× ��2u和 ³�� ≥× ��2v两

个真核表达载体 o经体外细胞表达试验表明 o转染

���细胞后 o能高效表达 ∞u 抗原和白细胞介素 ∀

3 q2  基因疫苗试验动物的研究表明≈x  o尽管可诱

导机体产生特异性抗体 o但免疫水平不是很高 ∀因

此 o如何提高基因免疫水平是近几年研究的重点之

一 ∀细胞因子可作用于体内免疫活性细胞通过促进

其分化与增殖 o加强其活性和功能或影响细胞内生

物活性分子的表达与分泌 o因此细胞因子可通过不

同作用环节调节和增强 ⁄�� 免疫效应 ∀��2u 具有

促进和刺激淋巴细胞增诱导 o和增强细胞毒细

胞≈u  !增强活化 × 细胞产生 �ƒ�和 ≤≥ƒ ~��2v 可诱

导多能造血干细胞和各种前体血细胞分化 !增殖 o刺

激淋巴细胞的增殖及分化≈y  ∀ �¬° 等≈z 将编码鼠

��2tu和 � �2≤≥ƒ 基因的质粒分别与编码 ��∂2t免

疫原的质粒共同免疫小鼠 o结果促进抗原特异性 ×«

细胞增殖 o使免疫反应的类型由 ×«t 转向 ×«u ∀随

着分子生物学的发展 o将抗原基因与细胞因子基因

克隆入同一表达质粒已成为可能 o以这种质粒免疫

动物后 o两个基因同时得到表达 o细胞因子即可发挥

其佐剂作用 ∀ ×¶∏­¬等
≈{ o| 将多种细胞因子k� �2

≤≥ƒ !�ƒ�2� ��2u !��2w !��2tu !及编码 ��2t| 个氨基

酸的特殊序列l基因与卵白蛋白k⁄∂ �l基因相连表

达了 ⁄� ∂2细胞因子融合蛋白 o⁄∂ � 和细胞因子均

保持了生物活性 o这些质粒接种小鼠后能有效地抵

抗 ⁄∂ � 的毒性 ∀ ≤«²º 等≈ts 将 ��¶�ª基因与编码

��2u基因融合或非融合表达 o如用单独编码 ��¶�ª

的 ⁄�� 免疫 o当 ⁄�� 用量低于 tΛª则不能检出抗2

��≥ o但如加上 ��2u基因 o同样以 tΛª免疫时 o所产

生的抗 ��≥ 与用 tssΛª单独 ��¶�ª⁄�� 免疫相

似 ∀本试验结果显示非融合双表达的 ³�� ≥× ��2u !

³�� ≥× ��2v o免疫后抗体水平明显高于单表达 ∞u 的

³�� ≥× 质粒 o表明 ��2u !��2v 作为细胞因子佐剂增

强猪瘟基因疫苗的免疫效果是非常明显的 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶

≈ t    ≠∏÷ �o×∏≤ ≤ o�¬� • o ·̈¤̄ q≤²±¶·µ∏¦·¬²± ²© ∏̈®¤µ¼²·¬¦ ¬̈2

³µ̈¶¶¬²± ³̄¤¶°¬§¶²© ≤≥ƒ ∂ ∞u ª̈ ±̈ ¤±§·«̈ ¶·∏§¼ ²± ⁄�� √¤¦2

¦¬±̈ q Χηινα ςιρολογψousss otxkvl }uyw p uzt qk¬± ≤«¬±̈ ¶̈l

余兴龙 o涂长春 o李红卫 o等 q猪瘟病毒 ∞u 基因真核表达质粒

的构建及基因疫苗的研究 q中国病毒学 ousss otxkvl }uyw p

uzt q
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杨贵贞主编 q免疫生物工程纲要与技术 q长春 }吉林科学技术

出版社 ot||t ou{ p tss q

≈ v    � ∏° ±̈¤³̈ × o �±ª̈µ� o ≥·µ¤∏¶¶� � o ·̈¤̄ q °µ²¦̈¶¶¬±ª ²©·«̈

±̈√²̄ ³̈ ª̄¼¦²³µ²·̈¬±¶²©³̈ ¶·¬√¬µ∏¶̈¶q ϑ. ςιρολot||v }v u{{ p v

u|w q
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≈ x    ≤«̈ ± ≤ ƒ o ≠∏ ÷ �o ±¬¤²�o ·̈¤̄ q≥·∏§¬̈¶²±¬°°∏±²³¤·«²̄²ª¼

²©¦̄¤¶¶¬¦¤̄ ¶º¬±̈ ©̈ √ µ̈√¬µ∏¶⁄�� √¤¦¦¬±̈ ¬±·«̈ °∏¶¦̄¨²© °¬¦̈ q

ϑουρναλοφ Σηιηεζι Υνιϖερσιτψousst oxkvl }utx p ut{ qk¬± ≤«¬2
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陈创夫 o余兴龙 o乔  军 o等 q猪瘟基因疫苗在小鼠肌肉中的免

疫病理学观察 q石河子大学学报 ousst oxkvl }utx p ut{ q

≈ y    �«¤±ª • ° o ≤«¤² ÷ × o÷∏� � o ·̈¤̄ q∞¬³̈µ¬° ±̈·¤̄ ¶·∏§¬̈¶²±
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p vwz q
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