
0 引言

犬 瘟 热 病 毒 (CDV) 属 于 副 粘 病 毒 科

（Paramyxoviridae）麻疹病毒属（Morbillivirus），可引起

犬科、猫科、鼬科、灵猫科及部分浣熊科动物的一种急

性、高度接触性传染病，对养犬业、毛皮动物养殖业和

野生动物保护业产生极大的危害，病死率可达80%，雪

貂致死率高达100%[1]。随着生态环境的改变，CDV的

自然宿主已经扩展到了食肉目所有 8个科，甚至人也

有CDV感染病例。近年来，该病的预防主要依赖于接

种弱毒疫苗，尽管取得了显著的成效，但对动物机体具

有一定程度的免疫抑制和损伤神经系统的潜在危

害[2-3]。
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摘 要：将犬瘟热病毒(Canine distemper virus, CDV)核衣壳蛋白基因(Nucleocapsid protein, N)的N蛋白基

因克隆到pMD-18T载体，经酶切分析测序获得阳性重组质粒。采用EcoRⅠ和KpnⅠ双酶切后定向克隆

进真核表达载体pcDNA中，电泳测序筛选阳性克隆pcDNA-N，转染COS-7细胞，IFA验证结果显示转染

的COS-7细胞胞浆中表达了CDV的N蛋白。与弗氏佐剂乳化完全后将重组质粒pcDNA-N腹腔注射8

周龄BABL/c小鼠，同时设pcDNA原载体做阴性对照，2周为间隔共免疫3次，三免两周后采血，ELISA

检测效价。结果显示：pcDNA-N试验组抗体滴度为101.62±0.164，对照组为100.52±0.56。表明犬瘟热病毒核衣壳

蛋白基因免疫小鼠可诱导机体产生特异性体液免疫。

关键词：犬瘟热病毒；真核表达；基因免疫

中图分类号：S823.9+2 文献标志码：A 论文编号：2010-2792

Antibody Response in Mice Induced by CDV Nucleocapsid Protein Gene
Li Xiaoye1,2, Liu Ying1, Ai Chunxu1, Yuan Bao2, Wen Lizheng2, Chen Chengzhen2, Chen Jian2, Ren Wenzhi2

(1The College of Animal Husbandry and Veterinary Medicine Jilin University, Changchun 130062;
2Laboratory Animal Center, Jilin University, Changchun 130062)

Abstract: The CDV nucleocapsid protein gene was cloned into pMD-18T vector, restriction analysis was
positive for plasmid DNA sequencing. The pMD-18T-N was digested by EcoRⅠand KpnⅠand cloned into
the eukaryotic expression vector pcDNA, the positive clones pcDNA-N was screening by electrophoresis
sequencing, then transfected COS-7 cells and verified with the IFA. Intraperitoneal injection of 8-week-old
BABL /c mice after the plasmid pcDNA-N emμLsified with Freund’s adjuvant. At same time the original
vector as negative control pcDNA. A total of three inocμLations were performed at once every two weeks. Two
weeks after the last injection, blood samples were collected to separate serum. ResμLts of ELISA show that
titer stimμLated by pcDNA-N was 101.62 ± 0.164. While the control group’s titer was 100.52 ± 0.56 , could not been
detected CDV antibody. These experiments provided primary data for in vivo research of dogs.
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传统疫苗是用完全病毒制备而成，故不可避免有

一些与特异性免疫无关的成分存在，可能引起局部或

全身不良反应，弱毒苗还存在着潜在的人为散毒和毒

力返祖的危险，这使得传统疫苗的应用受到了一定的

限制。目前，国外学者对CDV基因工程疫苗的研究

已取得了一定的进展，其与传统疫苗相比更具有安全

性[4-6]，而国内报道[7,8]尚少。基因疫苗，亦称核酸疫苗、

裸DNA疫苗，是 20世纪 90年代兴起的一项技术，该

疫苗是将编码某种抗原蛋白的基因真核表达后直接

接种动物，使带有目的基因的表达载体通过宿主的转

录系统表达抗原蛋白，诱导机体产生针对该抗原的免

疫应答，以达到预防和治疗的目的 [9-11]。基因免疫能

全方位地调动机体的免疫系统，模拟病毒自然感染的

过程，诱导机体产生保护性抗原的特异性体液和细胞

免疫应答，既具有弱毒苗的高效性又具有灭活苗的安

全性[12]。

此研究中构建了含有CDV核衣壳蛋白(N)重组质

粒，转染后稳定表达，并在小鼠体内初步探讨其免疫应

答，从而为CDV的预防拓宽思路。

1 材料与方法

1.1 病毒

毒株CDV/R/20-8由吉林省五星动物保健药厂提

供，按 1%接种 Vero 细胞，约 80%左右出现 CPE 时收

获，-20℃冻融3次后去除细胞碎片，22000 r/min超离后

取沉淀用PBS悬浮，冻存备用。

1.2 菌株及质粒

大肠杆菌 JM109菌种由实验室保存；pMD-18T载

体、pcDNA载体购自Promega公司。转染所用的细胞

为COS-7细胞（SV40转化的非洲绿猴肾细胞），购自中

科院上海细胞所。

1.3 试剂

RNA PCR Kit（AMV）Ver.3.0 反 转 录 试 剂 盒

（TaKaRa）; Viral RNA Kit（OMEGA）；T4DNA连接酶、

EX Taq聚合酶、dNTP混合物、IPTG、X-Gal、λ-EcoT14

Ⅰ marker、DNA 凝胶回收试剂盒和转染试剂盒

（LipofectamineTM2000）均购于宝生物工程(大连)有限

公司;质粒大量抽提试剂盒（E.Z.N.A.® HP Plasmid

Midi Kit）；其他试剂均为进口或国产分析纯。

1.4 实验动物

BALB/c小鼠购于吉林大学白求恩医学院。

1.5 病毒基因的扩增及克隆

RNA提取参照Viral RNA Kit(OMEGA)试剂盒的

说明进行。

1.5.1 引物的设计及合成 根据 GenBank 中登录的

CDV全基因组中N基因序列（序列号：AF014953.1）设

计1对引物。

S1：5’-TGAATTCGGGGAGCAATAAGAGGAAT

A-3’；

S2：5’-ANNGAATTCNNCCAAGATAACCATGTA

CG-3’；

引物中含有EcoRⅠ、KpnⅠ酶切位点，由上海生

物工程公司合成。

1.5.2 RT-PCR 取上述提取的 RNA，参照 TaKaRa

RNA PCR Kit(AMV)Ver.3.0 说明书进行 cDNA 的合

成。

PCR反应体系：6.5 μL灭菌二蒸水，5 μL 10×PCR

Buffer ，4 μL 2.5 mmol/L dNTPMix，1 μL 10 μmol/L上

下游引物，2 μL cDNA 模板，0.5 μL 5 U/μL Taq DNA

Polymerase。反应条件为：95℃ 4 min；94℃ 30 s，59℃
30 s，72℃ 40 s，35个循环；72℃ 10 min。

PCR产物的回收纯化具体操作按照回收试剂盒

（Axygen）说明书进行，目的片段连接到pMD-18T载体

上，16℃过夜连接。连接反应体系：pMD-18T 载体

0.5 μL；插入目的片段4.5 μL；连接混合物5 μL；总体积

10 μL。

1.6 N蛋白基因的克隆与鉴定

将连接产物加入冰上冻融的感受态中，冰浴

45 min。42℃热激 2 min，转入冰中，冰浴 5 min。加入

890 μL LB培养基，120 r∕min，振荡 30 min。涂 200 μL

于LB固体培养基上，37℃培养 12 h。从LB固体培养

基上挑取单个生长菌落，接种于 5 mL带有Amp抗性

的LB液体培养基中，37℃下振荡12 h。用上述的菌液

做模板，做菌液PCR鉴定。50 μL体系：38 μL灭菌二

蒸 水 ，5 μL 10 × PCR Buffer ，4 μL 2.5 mmol/L

dNTPMix，1 μL 10 μmol/L上下游引物，0.5 μL菌液模

板，0.5 μL 5 U/μL Taq DNA Polymerase。阳性克隆经

琼脂糖电泳检测并测序鉴定。

1.7 亚克隆及转染

将克隆进 pMD-18T的目的基因用EcoRⅠ和Kpn

Ⅰ双酶切后回收纯化，按回收试剂盒（Axygen）说明书

进行，真核表达载体 pcDNA按常规方法连接转化，限

制性内切酶酶切分析筛选阳性克隆pcDNA-N。

按转染试剂盒 LipofectamineTM2000 的说明书进

行，同时设pcDNA原载体转染的阴性对照。间接免疫

荧光试验(IFA)验证，一抗为在大肠杆菌中表达的CDV

重组N基因产物免疫小鼠制备的血清；二抗为FITC标

记的羊抗鼠 IgG，常规方法进行试验，反应结束于倒置

荧光显微镜下观察记录。重组质粒的扩增、纯化按E.
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Z.N.A.® HP Plasmid Midi Kit说明书进行。

1.8 DNA免疫

将 20 只 8 周龄 BALB/c 母鼠分成 2 组（pcDNA-N

注射组及原载体pcDNA注射组），采用腹腔注射，每只

小鼠注射100 μg质粒DNA和100 μL弗氏佐剂（1:1）的

完全乳化液。两周为间隔共免疫3次，三免后2周采血

分离血清。

1.9 ELISA检测血清中抗N抗体效价

反应条件参照文献进行[13]，终止反应后测定OD490

值，效价以P/N≥2.0时血清最大稀释倍数计算。

2 结果与分析

2.1 病毒增殖结果

Vero细胞长满单层传代后，同步接入CDV，37℃
5%浓度CO2培养箱中培养3~4天即出现细胞病变。病

变主要表现为折光性增强，细胞拉网，凝集，脱落。结

果见图1。

2.2 N基因RT-PCR扩增产物鉴定结果

根据已知的 CDV N 基因序列，设计引物进行

A B

A: Normal Vero cell ；B: CPE cell

图1 CDV在Vero细胞产生的CPE(10×10)

RT-PCR扩增，结果扩增的片段大小与预期相符（预期

为1572 bp，图2）。

2.3 N蛋白基因的克隆及测序鉴定结果

将上述经PCR鉴定的菌液送上海生工生物技术

有限公司进行双向测序，以确保序列的准确性。测序

结果表明，获得的 1572 bp序列。同时将获的序列与

（AF014953.1）进行比对，结果发现同源性为99.1%，说

明克隆成功。

2.4 重组质粒pcDNA-N在COS-7细胞中的表达

重组质粒 pcDNA-N 纯化后，转染 COS-7 细胞，

48 h后用丙酮/乙醇(3:2)固定，IFA验证其表达。从图3

可知，pcDNA-N阳性细胞胞浆内呈现特异性荧光(图

3A)，而空质粒阴性对照细胞中无特异性荧光 (图

3B)。表明重组质粒在体外系统中可以表达。

2.5 重组质粒在小鼠体内诱发的抗体ELISA检测结果

20只8周龄BALB/c雌鼠分别腹腔注射pcDNA-N

和 pcDNA 空载体 DNA，三免后 2 周采血分离血清，

ELISA 检测其特异抗体（图 4）。由图 4 可知，

pcDNA-N DNA免疫能产生抗体效价达101.62±0.164，而原

载体DNA阴性对照组只检测出 100.52±0.56抗体效价，该

效价可看作非特异性背景反应。

3 讨论

犬瘟热是由犬瘟热病毒引起的一种高度接触性传

染病，危害犬及其它食肉目动物，病毒的蛋白主要有核

衣蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质膜蛋白(M)、融合蛋白(F)、

附着蛋白(H)，其中N蛋白是病毒结构中含量最多的结

2000 bp

1000 bp
1572 bp

1 2 3

1: DL2000 Marker 2、3: PCR results of sample

图2 N基因RT-PCR鉴定结果
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构蛋白，在病毒装配、转录和复制过程中起调控作用。

它是保守性最强的免疫原性蛋白，其在病毒感染时可

引起强烈的抗体反应[14]。此外，N蛋白上含有T细胞

表位，在细胞免疫方面发挥着重要作用。CDV的毒力

与N蛋白密切相关，且在中枢神经系统的持续性感染

中具有重要作用[15,16]。N蛋白是CDV中保守性最强的

免疫原性蛋白，不含糖基化位点，因此，以CDV/R/20-8

株为素材，将病毒核衣壳N蛋白基因插入真核表达载

体pcDNA3.1中，构建了重组质粒pcDNA-N，为进一步

研发针对CDV的DNA疫苗做了初步尝试。

重组的真核载体pcDNA-N，体外转染试验验证其

表达，重组质粒扩增培养并纯化，与弗氏佐剂完全乳化

后腹腔注射BALB/c小鼠，结果显示诱发了较高水平

的ELISA抗体，抗体效价可达101.62±0.164。这与Sixt 报道

结果相一致[6]，其构建的 pVIJ-F和 pVIJ-H重组质粒采

用基因枪和肌肉注射两种方法免疫小鼠，诱导机体产

生了免疫应答。徐向明[10]报道过将囊膜糖蛋白基因F

和H克隆并真核表达，以PEI为佐剂通过肌肉注射诱

导机体产生免疫应答，在本实验免疫过程中也探索过

其他途径的接种方法，结果并不理想，免疫佐剂的筛选

还有待进一步实验确定。实验结果表明，构建的重组

质粒pcDNA-N在小鼠体内可以表达，并具有生物学活

性，这为进一步在犬体内的试验打下了基础。
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