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基于甲病毒复制子的犘犚犚犛犞犇犖犃疫苗在

小鼠体内诱导的免疫应答

梁欠欠，侯绍华，贾　红，袁维峰，郭晓宇，朱鸿飞

（中国农业科学院北京畜牧兽医研究所动物医学研究室，北京１００１９３）

摘　要：本研究旨在构建含ＰＲＲＳＶＦＺ０６Ａ株 ＧＰ３、ＧＰ５、Ｍ 蛋白修饰后基因的复制子疫苗ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡ

ＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰ６和ｐＳＣＡＶ５６，研究其特异性表达目的蛋白的能力和在小鼠体内诱导免疫应答的

能力。将构建的复制子质粒和空载体以１００μｇ·只
－１的剂量免疫小鼠，免疫３次，监测血清中特异性抗体和中和

抗体水平及淋巴细胞经特异性抗原刺激后的增殖情况和释放ＩＦＮγ、ＩＬ４的水平。结果显示，各疫苗均能在转染细

胞中高效表达目的蛋白。免疫小鼠，ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰ６能引起较好的细胞免疫应答，但血清中未检测到特异

性抗体。ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５血清中能检测到低水平特异性抗体，但引起的细胞免疫较ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡ

ＶＰ６低。ｐＳＣＡＶ５６和ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ均能诱导细胞免疫反应和体液免疫反应，但体液免疫水平低于ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５。ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ抗体水平在首免后７周突然降低，至首免后１０周，无特异性抗体再次产生。所有免疫小

鼠中未能检测到中和抗体。结果表明，构建的基于甲病毒复制子的ＰＲＲＳＤＮＡ疫苗能诱导动物机体产生一定水

平的细胞免疫和体液免疫，有望成为具有开发价值的ＰＲＲＳ标记疫苗。但各目的基因所能诱导机体产生体液免疫

和细胞免疫的能力不同。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｌｐｈａｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃｏｎ；ＰＲＲＳＶ；ｍｉｃｅ；ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼吸综

合征病毒（ＰＲＲＳＶ）引起的一种高度接触性的烈性

传染病，常导致母猪的繁殖障碍、仔猪出现严重的呼

吸道症状及断奶仔猪迅速死亡［１］，临床上常表现为

耳部皮肤发绀，因此该病又俗称为“蓝耳病”。中国

２００６年暴发的由ＰＲＲＳＶ变异株引起的高致病性

蓝耳病，给养猪业造成严重的经济损失。目前世界

上普遍应用于预防ＰＲＲＳ的灭活苗和弱毒苗都存

在一定问题，如对病毒感染不能提供完全的保护，或

存在毒力返强和散毒等风险。因此，迫切需要安全

有效的新型疫苗用于高致病性猪繁殖与呼吸综合征

的防控。相比之下，复制子疫苗可高效诱导机体产

生细胞免疫和体液免疫，诱导转染细胞凋亡，比常规

的ＤＮＡ疫苗具有更好的免疫效果和更高的生物安

全性。

ＲＮＡ复制子载体是以甲病毒属几种正链ＲＮＡ

病毒为基础的一种真核表达载体，用外源基因取代

病毒的结构蛋白基因，保留非结构蛋白基因，以非结

构蛋白控制载体高水平自我复制和所表达外源基因

的表达［２］。近年来，复制子载体ｐＳＦＶ经过改造，将

ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，加入高效的真核启动子（如

ＣＭＶ立即早期启动子）和多腺苷化信号 ＳＶ４０

ＰｏｌｙＡ，从而使其能高效、安全地表达外源基因
［３］。

和常规疫苗相比，复制子疫苗具以下几个特点：第

一，免疫效果显著。ＲＮＡ复制在 ＲＮＡ复制／转录

酶的作用下大量地复制并高效地表达外源基因。可

诱导较高水平的体液免疫和细胞免疫应答。第二，

安全性好。复制子不进入细胞核，在胞质中复制转

录和表达后便在ｄｓＲＮＡ激活的抗病毒信号下，使

细胞发生凋亡而清除。因此不会致癌致畸或长期在

体内存在。第三，应用范围广。复制子可以应用到

多种病原的疫苗研究中，如流感病毒、ＨＩＶ、人乳头

瘤病毒 （ＨＰＶ）、呼吸道合胞病毒、马传染性动脉炎

病毒和某些原虫等。

在ＰＲＲＳＶ蛋白研究中，ＧＰ５、ＧＰ３和 Ｍ 蛋白

研究较深入。ＧＰ５蛋白能诱导机体产生特异性抗

体和中和抗体，且在病毒所有的结构蛋白中产生的

抗体水平最高［４］。ＧＰ５还能诱导细胞免疫，其对Ｔ

淋巴细胞增殖反应的刺激作用仅次于 Ｍ 蛋白
［５］。

由于ＧＰ５在ＰＲＲＳＶ疾病诊断、致病性、疾病预防

与控 制 等方面具 有重 要意义，其 常 成 为 设 计

ＰＲＲＳＶ新型疫苗时的候选蛋白
［６］。Ｍ 蛋白可以诱

导机体产生中和抗体，也是引起细胞免疫应答最强

的蛋白［７］。Ｍ蛋白在ＰＲＲＳＶ疫苗设计中常被选择

作为目的蛋白［８］。虽然ＧＰ３不能诱导产生中和抗

体，但将其免疫仔猪和妊娠母猪后能够提供一定的

保护效力［９］，目前对ＧＰ３的研究越来越多。本研究

选择ＰＲＲＳＶ研究中最常用的ＧＰ５、ＧＰ３和 Ｍ 为目

的蛋白，修饰后连接 ＨＳＶⅠ犞犘２２基因，插入复制

子载体 ｐＳＣＡ１，构建复制子疫苗 ｐＳＣＡＶＰｍ５、

ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰ６，同时构建以 ＦＭＤＶ２Ａ

自我剪切肽连接修饰后 ＧＰ５和 Ｍ 的双基因疫苗

ｐＳＣＡＶ５６。为研究 ＨＳＶⅠ ＶＰ２２的蛋白转导功

能，选择研究最透彻和最具有疫苗开发潜力的ＧＰ５

为目的蛋白，构建了未连接犞犘２２基因的ｐＳＣＡ

Ｋｍ５。同时，在动物试验中，加入了聚乙烯亚胺

（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）处理的 ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ

组，初步探索免疫增强佐剂ＰＥＩ的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株、质粒、细胞、蛋白　　ＤＨ５α感受态购

自于北京全氏金生物技术有限公司，ＢＨＫ２１细胞、

６０８１
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ｐＳＣＡ１载体、ＰＲＲＳＶＦＺ０６ＡｃＤＮＡ、ＧＰ３、ＧＰ５、Ｍ

蛋白均由本实验室保存。

１．１．２　试剂　　ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４连接酶、限制性

内切酶等购自于ＴａＫａＲａ公司，质粒大提试剂盒购

自于 ＱＩＡＧＥＮ 公司，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，化学发光试剂购自天根

生化科技，小鼠ＩＦＮγ检测试剂盒与小鼠ＩＬ４检测

试剂盒购自上海依科赛生物制品有限公司。

１．１．３　实验动物　　７０只６周龄ＳＰＦ级ＢＡＢＬ／ｃ

雌性小鼠购自于北京维通利华实验动物技术有限公

司。

１．２　方法

１．２．１　 复制子疫苗的构建 　 　ＰＣＲ 扩增出

ＰＲＲＳＶＦＺ０６Ａ株的犗犚犉３、犗犚犉５和犗犚犉６基因，

分别进行修饰：将犗犚犉５上非中和表位 Ａ去除，同

时突变 Ｎ３４、Ｎ４３和 Ｎ５１糖基化位点，添加 Ｋｏｚａｋ

序列后得到犓犿５基因；删除 ＯＲＦ３的信号肽序列

得到犿３基因；在犿３、犓犿５和犗犚犉６基因前连接

ＨＳＶⅠ ＶＰ２２蛋白转导基因（带有 Ｋｏｚａｋ序列）得

到犞犘犿３、犞犘犿５和犞犘６基因；通过ＦＭＤＶ２Ａ自

我剪切肽序列连接犞犘犿５和犞犘６得到犞５６基因。

然后将得到的犓犿５、犞犘犿３、犞犘犿５、犞犘６和犞５６基

因插入复制子载体ｐＳＣＡ１中，经过酶切和测序鉴定

构建的重组复制子质粒。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染细胞中目的蛋白的

表达　　大量提取构建的复制子疫苗，用 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染ＢＨＫ２１细胞，４０ｈ后收获细

胞破碎物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。ＰｒｏｌｉｇｈｔＨＲＰ化学发

光检测试剂显色５～３０ｍｉｎ，ＬＡＳ４０００ｍｉｎｉ下呈像。

１．２．３　实验动物分组及免疫　　将７０只小鼠随机

分成７组，每组１０只。分别为空载体对照组、

ｐＳＣＡＫｍ５ 组、ｐＳＣＡＶＰｍ３ 组、ｐＳＣＡＶＰｍ５ 组、

ｐＳＣＡＶＰ６组、ｐＳＣＡＶ５６组和ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组。

小鼠免疫前，在双侧股四头肌多点注射２．５ｇ·Ｌ
－１盐

酸普鲁卡因１００μＬ，诱导骨骼肌变性、再生，以促进

肌细胞摄取和表达复制子疫苗。１ｄ后在相同部位

注射１００μｇ复制子质粒。ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组以Ｎ／

Ｐ＝８计算将ＰＥＩ与１００μｇｐＳＣＡＶＰｍ５作用后，免

疫小鼠。以相同方法免疫３次，每２次间隔３周。

１．２．４　免疫小鼠Ｔ淋巴细胞增殖试验　　首免后

３、６、９周无菌取小鼠淋巴细胞，以１×１０５·孔－１加

入９６孔细胞板中，设置阳性对照组、试验组和空白

对照组，分别加入１００μＬ有丝分裂原ＣｏｎＡ（终浓

度１０μｇ·ｍＬ
－１）、紫外灭活ＰＲＲＳＶ、ＲＰＭＩ１６４０

完全培养基，每组设置３个复孔。轻微振荡后，于

５％ＣＯ２、３７℃环境下培养４８ｈ后，加入 ＭＴＳ（５

ｍｇ·ｍＬ
－１）２０μＬ，继续培养４ｈ后，酶标仪测定各

孔ＯＤ４９０ｎｍ。以刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ）作

为判断淋巴细胞增殖程度的指标。ＳＩ＝试验孔平均

值／对照孔平均值。

１．２．５　免疫小鼠ＩＦＮγ水平监测　　首免后３、６、

９周无菌取小鼠淋巴细胞，１×１０５·孔－１加入９６孔

细胞板中，加入１００μＬ紫外灭活ＰＲＲＳＶ和ＲＰＭＩ

１６４０完全培养基，设置３个复孔。５％ ＣＯ２、３７℃

环境下培养４８ｈ后，收集细胞培养上清。应用上海

依科赛小鼠ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＩＦＮγ水平。

１．２．６　免疫小鼠ＩＬ４水平监测　　同上收集细胞

培养上清，应用上海依科赛小鼠ＩＬ４ＥＬＩＳＡ试剂

盒检测ＩＬ４水平。

１．２．７　免疫小鼠特异性抗体水平监测　　首次免疫

后０、３、５、７、９、１０周于小鼠的眼眶静脉丛采血，分离

血清。将纯化的原核表达的各蛋白以０．１μｇ·孔
－１

包被板子，间接ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清中特异性抗

体水平。

１．２．８　免疫小鼠中和抗体水平监测　　首免后０、３、

５、７、９、１０周，无菌采取免疫小鼠的血清，灭活后，用于

血清中和试验。将 Ｍａｒｃ１４５细胞以２×１０５·ｍＬ－１

接种于９６孔板，培养至长成单层细胞。将稀释度为

１００ＴＣＩＤ５０的ＰＲＲＳＶ分别与１∶１０、１∶２０、１∶４０、

１∶８０稀释的血清３７℃作用１ｈ，将混合物接种于

细胞上３７℃，５％ＣＯ２ 条件下孵育１ｈ，弃去上清，

继续培养４８ｈ，观察ＣＰＥ。用减数噬斑法计算病毒

抑制率。以能够保护５０％细胞不发生细胞病变的

血清最高稀释倍数作为被检血清中和抗体效价，按

ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算。病毒抑制率＝（病毒对照孔

ＣＰＥ样品孔ＣＰＥ）／（病毒对照孔ＣＰＥ细胞对照孔

ＣＰＥ）×１００％。

２　结　果

２．１　复制子质粒的构建

酶切 和 测 序 表 明 （图 略），成 功 构 建 了 含

ＰＲＲＳＶ强毒株ＦＺ０６ＡＧＰ３、ＧＰ５、Ｍ蛋白修饰后基

因的复制子疫苗ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰ６和ｐＳＣＡＶ５６。

２．２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测目的蛋白表达

将复制子质粒转染ＢＨＫ２１细胞，４０ｈ后将细
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胞裂解物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，经ＰｒｏｌｉｇｈｔＨＲＰ化学

发光检测试剂显色，可见大小分别为５４．０ｋｕ的

ＶＰｍ３蛋白、２２．５ｋｕ的 Ｋｍ５蛋白、４９．４ｋｕ的

ＶＰｍ５蛋白、４６．４ｋｕ的 ＶＰ６蛋白。在转染ｐＳＣＡ

Ｖ５６的细胞裂解物中可见有９７．２ｋｕ的 Ｖ５６蛋白

及经ＦＭＤＶ２Ａ剪切肽剪切的４９．４ｋｕ的ＶＰｍ５蛋

白和４６．４ｋｕ的ＶＰ６蛋白（图１）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１、３、６、７、９．空载体ｐＳＣＡ１；２．ｐＳＣＡＶＰｍ３；４．ｐＳＣＡＫｍ５；５．ｐＳＣＡＶＰｍ５；８．

ｐＳＣＡＶＰ６；１０．ｐＳＣＡＶ５６

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｋｅｒ；１，３，６，７，９．ｐＳＣＡ１；２：ｐＳＣＡＶＰｍ３；４．ｐＳＣＡＫｍ５；５．ｐＳＣＡＶＰｍ５；８．ｐＳＣＡＶＰ６；１０．

ｐＳＣＡＶ５６

图１　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵检测目的蛋白

犉犻犵．１　犠犲狊狋犲狉狀犻犿犿狌狀狅犫犾狅狋狋犻狀犵狅犳犅犎犓２１犮犲犾犾狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犲犱狆犾犪狊犿犻犱狊

２．３　犜淋巴细胞增殖试验

小鼠首免后３、６、９周，无菌取脾脏淋巴细胞，经

特异性抗原刺激，继续培养４８ｈ，加入 ＭＴＳ，培养４

ｈ后测量ＯＤ４９０ｎｍ，计算细胞刺激指数。从结果（图

２）可以看出，小鼠免疫３周，脾脏淋巴细胞经特异性

抗 原 刺 激 后 ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰ６、ｐＳＣＡＶ５６、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ

组增殖阳性，与对照组进行比较，ｐＳＣＡＶＰｍ３、

ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５组差异显著（犘＜０．０５），

ｐＳＣＡＶＰ６、ｐＳＣＡＶ５６、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组差异

极显著（犘＜０．０１）；免疫６、９周时，各免疫组与对照

组差异均为极显著（犘＜０．０１）。组内比较，可以看

出，首免６周，ＳＩ增加到较高值，至９周ＳＩ有所降

低。组间比较，ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰ６、ｐＳＣＡ

Ｖ５６、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组与ｐＳＣＡＫｍ５组、ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５组ＳＩ差异显著（犘＜０．０５），ｐＳＣＡＫｍ５组和

ｐＳＣＡＶＰｍ５组之间差异不显著（犘＞０．０５）。ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５组和ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组之间差异极显著

（犘＜０．０１）。

２．４　犐犉犖γ水平

收集脾脏淋巴细胞经特异性抗原刺激后的培养

上清，采用ＥＬＩＳＡ方法检测上清中的ＩＦＮγ含量

（图３）。从图中可以看出，小鼠免疫后３周有ＩＦＮγ

分泌，持续至第１０周，部分试验组仍有ＩＦＮγ分

泌。组内比较，免疫３周后ＩＦＮγ含量较高，６周

时，含 量 降 低。组 间 比 较，ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡ

ＶＰ６、ｐＳＣＡＶ５６、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ 组 较 ｐＳＣＡ

Ｋｍ５组、ｐＳＣＡＶＰｍ５组ＩＦＮγ分泌量增高显著（犘

＜０．０５）；ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５组有ＩＦＮγ分

泌，但分泌量不高，且此两组间无差异（犘＞０．０５）。

ｐＳＣＡＶＰｍ５组与ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组的ＩＦＮγ分

泌量差异显著（犘＜０．０５）。

与对照组相比，．犘＜０．０５；．犘＜０．０１，下图同

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，．犘＜０．０５；．犘＜

０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图２　免疫小鼠脾淋巴细胞对特异性抗原刺激的增殖反

应

犉犻犵．２　犛狆犾犲狀狅犮狔狋犲狊狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狋狅狏犻狉狌狊狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀犻狀

狋犺犲犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲

２．５　犐犔４水平

收集脾脏淋巴细胞经特异性抗原刺激后的培养

上清，利用ＥＬＩＳＡ方法检测上清中的ＩＬ４含量（图

４）。从图中可以看出，小鼠免疫后３ 周 ｐＳＣＡ
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Ｋｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组ＩＬ４分泌

量均增加（犘＜０．０５），免疫６、９周时ｐＳＣＡＫｍ５、

ｐＳＣＡＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ组及ｐＳＣＡＶ５６组

ＩＬ４分泌量增加极显著（犘＜０．０１），而 ｐＳＣＡ

ＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰ６组ＩＬ４分泌量降低（犘＞０．０５），

９周时，ｐＳＣＡＶＰ６组ＩＬ４分泌量显著降低 （犘＜

０．０５）。

图３　免疫小鼠脾淋巴细胞经特异性抗原刺激后犐犉犖γ
分泌水平

犉犻犵．３　犐犉犖γ狊犲犮狉犲狋犲犱犫狔狋犺犲狊狆犾犲狀狅犮狔狋犲狊狅犳狋犺犲犿犻犮犲犻犿

犿狌狀犻狕犲犱狑犻狋犺狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊

图４　免疫小鼠脾淋巴细胞经特异性抗原刺激后犐犔４分

泌水平

犉犻犵．４　犐犔４狊犲犮狉犲狋犲犱犫狔狋犺犲狊狆犾犲狀狅犮狔狋犲狊狅犳狋犺犲犿犻犮犲犻犿

犿狌狀犻狕犲犱狑犻狋犺狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊

２．６　抗体水平

ＥＬＩＳＡ方法检测收集血清中抗体水平，结果如

图５所示。首免后３周，各组抗体水平升高不明显，

免疫５周起，ｐＳＣＡＶＰｍ５ＰＥＩ、ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶ５６组抗体水平明显升高。ｐＳＣＡ

ＶＰｍ５ＰＥＩ组抗体水平在５～７周抗体水平比其他

组高，但之后抗体水平迅速降低。ｐＳＣＡＶＰｍ５组３

周后抗体水平迅速提高，至首免后１０周仍处于增加

中。ｐＳＣＡＶＰｍ３和ｐＳＣＡＶＰ６组免疫后几乎检测

不出抗体。

图５　免疫小鼠血清中抗体水平动态变化

犉犻犵．５　犇狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾犻狀狋犺犲狊犲狉狌犿狅犳

狋犺犲犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲

２．７　免疫小鼠中和抗体检测

免疫小鼠血清中无中和抗体被检测出。

３　讨　论

１９９１年Ｐ．Ｌｉｌｊｅｓｔｒｏｍ 把ＳＦＶ的ｃＤＮＡ 克隆

ｐＳＰ６ＳＦＶ４结构基因和非结构基因分开，构建了

ＳＦＶ表达载体系统
［１０］。在传统表达载体中，细胞

ＲＮＡ聚合酶Ⅱ直接介导外源基因 ｍＲＮＡ的转录。

而在此类载体中，首先利用ＣＭＶ 即刻早期增强子

作为启动子控制具有自身复制能力的甲病毒ＲＮＡ

复制子的表达。甲病毒ＲＮＡ 的翻译产生甲病毒复

制酶复合物，继而介导胞质内重组ＲＮＡ的自身大

量复制，从而使外源基因编码的 ｍＲＮＡｓ的高水平

翻译，高水平表达外源蛋白。甲病毒复制子作为一

种新型的真核表达载体已被广泛地应用于外源基因

的表达和复制子疫苗的构建。

口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）２Ａ自我剪切肽（ｓｅｌｆｃｌｅａ

ｖｉｎｇ２Ａｐｅｐｔｉｄｅ）常用于多顺反子的构建之中。能

够在其 Ｇｌｙ和Ｐｒｏ之间自我剪切，剪切效率高达

８５％～９５％
［１１］。且２Ａ序列的插入不影响蛋白的功

能［１２］及细胞定位［１３］。本试验中可见２Ａ序列在双

基因疫苗ｐＳＣＡＶ５６中有明显的剪切效果，但剪切

效率远远低于报道。单纯疱疹病毒Ⅰ型（ＨＳＶ１）的

ＶＰ２２蛋白具有非常强的蛋白转导功能，能将与之

融合的外源蛋白在无任何辅助条件介导下直接跨膜

转运进入细胞，并可在细胞间传递，而且被转导进入

细胞内的外源蛋白仍保留其原有的生物活性［１４］。

构建 的 甲 病 毒 复 制 子 疫 苗 ｐＳＣＡＶＰｍ３、

ｐＳＣＡＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰ６、ｐＳＣＡＫｍ５ 和 ｐＳＣＡ
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Ｖ５６，均能在转染细胞中高效表达外源基因。小鼠

免疫试验显示，ｐＳＣＡＶＰｍ３和ｐＳＣＡＶＰ６组能有

较好的淋巴细胞增殖反应，特异性抗原刺激后淋巴

细胞能释放出一定水平的ＩＦＮγ，但血清中却难以

检测出抗体，这说明其主要诱导细胞免疫，和之前的

研究结果是一致的［１５］，这进一步验证了 ＤｕｒａｎＪ．

Ｐｌａｎａ等认为 ＧＰ３与细胞免疫有关的观点
［９］。而

ｐＳＣＡＫｍ５、ｐＳＣＡＶＰｍ５免疫组在体液免疫方面

有较好的效果，血清中能检测出特异性抗体，ＩＬ４

分泌水平也较高，但免疫早期，却难以诱导细胞免疫

反应，这和江云波等［１６］构建表达ＰＲＲＳＶＧＰ５蛋白

的重组伪狂犬病毒免疫小鼠４周后，能产生低水平

ＧＰ５特异性抗体的结果是一致的。Ａ．Ｍ．Ｂａｒｆｏｅｄ

等将Ｄａｎｉｓｈ株的所有ＯＲＦｓ克隆至ＤＮＡ载体经多

次免疫后发现，ＯＲＦ５免疫后产生的抗体滴度最

高［１７］，这进一步表明ＧＰ５是产生抗体的主要蛋白。

ｐＳＣＡＶ５６组在诱导体液免疫和细胞免疫方面都能

有较好的效果，淋巴细胞增殖比较明显，二免后血清

中能检测到恒定水平的抗体存在，但其抗体水平较

ｐＳＣＡＶＰｍ５低。这和 Ｗ．Ｊｉａｎｇ等构建的同时表

达ＧＰ５和 Ｍ蛋白的重组腺病毒免疫小鼠试验中 Ｍ

蛋白可通过增强细胞免疫反应和提高中和抗体来增

强抗ＧＰ５的免疫反应
［１８］的结果相悖。但邓瑶等认

为重组质粒的转染效率和质粒本身的大小密切相

关［１９］，这可能也解释了本试验的结果。

ＰＥＩ能将ＤＮＡ 包裹形成５０～２００ｎｍ的ＰＥＩ／

ＤＮＡ复合物，电荷接近中性时，可增强对细胞膜的

穿透作用而提高转染效率［２０］，但ＰＥＩ具有较高的毒

性。ＰＥＩ介导的基因转染效率受多方面因素影响，

其中Ｎ／Ｐ值影响最大，Ｎ／Ｐ值为７～１０时可获得较

好的细胞转染效果［２１］。本研究中将Ｎ／Ｐ值设为８，

结果显示，ＰＥＩ在增强复制子疫苗诱导体液免疫和

细胞免疫中均能起到一定作用，但诱导的特异性抗

体在首免后７周突然降低，至首免后１０周，仍没有

特异性抗体再产生，这可能和ＰＥＩ的细胞毒性有

关。

在复制子疫苗研究中，人们发现，和传统ＤＮＡ

疫苗相比较，复制子疫苗仅需要很少的量就可以诱

导较高的免疫水平。有研究显示，肌肉注射０．１μｇ

复制子即可诱导抗原特异性抗体和ＣＤ８＋ Ｔ细胞反

应。单次免疫后，复制子疫苗在１μｇ时能诱导释放

大量的ＩＦＮγ，且免疫１μｇ时释放的ＩＦＮγ多于免

疫１０μｇ剂量的小鼠，而常规ＤＮＡ疫苗在＜１０μｇ

时都没有免疫应答的产生。国内试验也证实，低剂

量免疫组的免疫效果一般优于高剂量组免疫效

果［２２］。也有研究中免疫小鼠用１０
［２３］、２０

［２４］、１００

μｇ
［１６］等剂量，均能得到较好的免疫效果。

４　结　论

构建的基于甲病毒复制子的ＰＲＲＳＤＮＡ疫苗

ｐＳＣＡＶＰｍ３、ｐＳＣＡＶＰｍ５、ｐＳＣＡＶＰ６、ｐＳＣＡ

Ｋｍ５和ｐＳＣＡＶ５６，均能在转染细胞中高效表达外

源基因；能诱导动物机体产生一定水平的细胞免疫

和体液免疫，但各目的基因所能诱导机体产生体液

免疫和细胞免疫的能力不同。它们有望成为具有开

发价值的ＰＲＲＳ标记疫苗。
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