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摘
!

要!为表达小反刍兽疫病毒"

KK\Y

#

L

蛋白!并探讨其免疫原性!通过
\7!KM\

克隆
KK\YJ$

B

8S$<32

%

%

毒株

O

基因!将其克隆至供体质粒
V

P5!DEM!5,8

中!测序验证后将重组质粒
V

P5!DEM!5,8!KK\Y!L

转化至
6L%&5<?

感

受态细胞中!经同源重组获得重组杆状病毒穿梭质粒
Z<?;$"!KK\Y!L

!将其转染昆虫细胞
,A0%

获得含有
KK\YO

基因的重组杆状病毒(采用
161!K4O:

'

_8,R8S-Z9#R

'

EP4

及小鼠免疫试验鉴定表达产物的反应原性及免疫原性(

结果表明!在杆状病毒表达系统中表达的
KK\YL

蛋白能与
L$,!R<

B

单克隆抗体及
KK\Y

阳性血清发生特异性反

应!其相对分子质量为
.(U=

&表达产物接种小鼠可诱导其产生特异性抗体和抗小反刍兽疫病毒中和抗体!淋巴细

胞增殖试验检测结果表明重组杆状病毒
S5<?;$"!L

能与相应抗体和致敏的效应淋巴细胞发生较强的特异性反应(

本试验获得的重组杆状病毒表达的
KK\YL

蛋白具有良好的免疫原性及反应原性!可诱导小鼠产生保护性中和抗

体!该试验为进一步开发小反刍兽疫亚单位疫苗奠定了基础(
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小反刍兽疫是由小反刍兽疫病毒"
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#引起的一种急性'热

性'高度接触性传染病!该病主要的临床特征为发

热'坏死性口炎'流涎'胃肠炎及支气管肺炎!大肠出

现特异性斑马条痕,
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(山羊与绵羊被认为是
KK\

的唯一天然宿主!而山羊比绵羊更加易感!临床症状

也更加严重!发病率高达
%&&f

,

*

-

(该病最早于

%/)0

年在西非的象牙海岸发生,

)

-

!因其传播广泛!

被世界动物卫生组织"

NE:

#规定为必须上报的传染

病!在中国列为一类动物疫病(

0&&3

年
3

月中国西

藏阿里地区首次报道该病疫情!

0&&(

年和
0&%&

年

又在西藏地区先后发生过
0

次小规模疫情,

2

-

!

0&%*

年
%0

月在新疆伊犁发生
%

起小反刍兽疫,

.

-疫情(
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属于副黏病毒科"
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#麻

疹病毒属"
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!是该属中最长的病毒(
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基因全长
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!开放阅读框"
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#大小为
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V

!编码的
L

糖蛋白含

有
.&/

个氨基酸残基!

L

糖蛋白具有神经氨酸酶活

性和血凝素活性!其主要作用是作为受体连接病毒

和宿主细胞!调节病毒吸附并侵入宿主细胞,

(

-是引

起细胞病变的决定因素(已有研究表明将
KK\Y

O

基因在动植物细胞中表达都有生物活性,

/!%&

-

(因

此!利用
L

蛋白研制基因工程疫苗将在控制小反刍

兽疫中发挥重要的作用(本研究以已发表的
KK\Y

J$

B

8S$<32

%

%

株全长
?6J4

为模板!设计引物扩增

O

基因!并将目的基因克隆到表达载体
V

P5!DEM!

5,8

进行真核表达(构建表达
KK\Y L

蛋白的重

组杆状病毒!并对其表达产物对小鼠免疫效果进行

初步研究(

#

!

材料与方法

#E#

!

材料

KK\YJ$

B

8S$<32

%

%

弱毒疫苗株及全长
?6J4

文库'

6L%&5<?

'鼠抗
KK\YJ$

B

8S$<32

%

%

株多克隆

抗体为本实验室保存(质粒
V

P5!DEM!5,8

由北京

农林科学院李永清博士惠赠(

#E!

!

细胞与培养基

昆虫传代细胞系
,A0%

为本实验室保存!

1A!/&&

(

昆虫培养基购自
O$Z?#

公司(

#EF

!

酶和试剂

限制性内切酶
:9&\

'

购自纽英伦生物技术"北

京#有限公司&

\7<,8H!HDY

"

\J<,8L!

#'

"O7K

'

"M7K

'

7)6J4

聚合酶均购自宝生物工程"大连#有

限公司&

D$

V

#A8?R<;$-80&&&

转染试剂盒'

K9<R$-=;

A

2

R 6J4

聚 合 酶 购 自
E-X$RS#

B

8-

公 司&

6J4

H<SU8S

和
KM\

产物纯化试剂盒购自北京全式金生

物技术有限公司&抗
L$,!7<

B

单克隆抗体'

L\K

标

记的山羊抗小鼠
E

B

O

购自北京中山金桥生物技术

有限公司&增强型
L\K!645

底物显色试剂盒购自

北京天根生物技术公司&淋巴细胞分离液购自天津

市灏洋生物制品科技有限责任公司(

#E$

!

目的基因的扩增及纯化

根据已发表的
KK\YJ$

B

8S$<32

%

%

毒株全基因

组序列!并结合表达载体
V

P5!DEM!5,8

同源臂序列

设计用于扩增全长
O

基因的
KM\

引物(引物序

列$

KK\Y L P#S

$

2d!74M77MM447MM47O7M!

MOM4M444OOO4!*d

&

KK\Y L \8X

$

2d!747M!

M4MM7774M7O7M4O4M7OO4774M47O77!

4MM7!*d

(

同时参照
5<?!R#!5<?

杆状病毒表达系统使用手

册!设计鉴定
6L%&5<?

杆粒的通用引物
H%*

!

H%*

P

$

2d!O7777MMM4M7M4MO4M!*d

&

H%* \

$

2d!

M4OO444M4OM747O4M!*d

(引物由上海生工

生物工程有限公司合成(

KM\

反应程序$
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;$-

&
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&

2)c*&,

&

.(c0;$-

!

*&

个循环&

30c%&;$-

(扩增片段胶回收纯化后于
)c

保存(

#E%

!

重组供体质粒
M

SYRXL8RY9+R@@*:R[

的构建

用
:9&\

'

处理
V

P5!DEM!5,8

载体于
*3 c

作

用
0C

&纯化后的
KK\YO

基因
KM\

扩增片段和载

体经
7)6J4

聚合酶处理!反应条件$

00 c *&
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(将处理的
O

基因与载体产物连

接!转化至
6L2v

感受态细胞!涂板后培养
%0C

!鉴

定阳性质粒!对其进行
KM\

鉴定并送上海生工生物

工程有限公司测序(

#E&

!

重组穿梭质粒的构建

参考
E-X$RS#

B

8-

公司
5<?!R#!5<?

操作手册!将

测序正确的重组质粒转化至含杆状病毒穿梭载体的

6L%&5<?

中!均 匀 涂 布 于 含 有 卡 那 霉 素 "

2&

"

B

/

;D

[%

#'四环素"

3

"

B

/

;D

[%

#'庆大霉素"

%&

"

B

/

;D

[%

#'

0&f G!

B

<9

和
0fEK7O

的
D5

平板

上!

*3c

倒置培养(

#EG

!

重组质粒的鉴定

从平板上挑取白色单菌落接种于含有卡那霉素

"

2&

"

B

/

;D

[%

#'四环素"

3

"

B

/

;D

[%

#和庆大霉素

"

%&

"

B

/

;D

[%

#的
D5

液体培养基中!

*3c

培养过

夜!抽提杆状病毒质粒!使用
H%*

引物及
KK\Y

LP

%

KK\YL\

同时进行
KM\

鉴定!将鉴定为阳性

的质粒命名为
Z<?;$"!KK\Y!L

(

#E'

!

重组质粒转染昆虫细胞

将生长状态良好的
,A0%

细胞均匀铺于
.

孔板

中!每孔细胞密度为
%e%&

.

;D

[%

!置于
0(c

培养

%C

待细胞贴壁(将
*

"

B

Z<?;$"!KK\Y!L

和
.

"

D

D$

V

#A8?R<;$-80&&&

加入
%2&

"

D1A/&&

(

1PH

培养

基中室温孵育
2;$-

!将稀释后的重组质粒加至
D$!

V

#A8?R<;$-80&&&

中!室温静置
*&;$-

!期间用
1A/&&

(

1PH

培养基清洗细胞(将上述质粒与脂质体混

合物逐滴加至六孔板中!

0(c2C

(弃上清!每孔加

入
0;D1A/&&

(

1PH

培养基!

0(c

培养
2"

!观察

细胞病变!取上清即为
K%

毒(如此传代
0

#

*

次获

得高效价的重组杆状病毒(

#E(

!

间接免疫荧光%

LS)

&观察

将
S5<?;$"!LK0

代病毒感染正常
,A0%

细胞
)(

C

后!用多聚甲醛将细胞室温固定
*&;$-

!用
K51

充分洗涤&用
7S$R#-G!%&&

室温处理约
%&;$-

&用

514

于
*3c

封闭
0C

&加入工作浓度的
KK\Y

阳'

阴性血清"

%g%&&&

倍稀释#于
*3c

孵育
%C

!

K51

充分洗涤&加入
PE7M

标记的兔抗山羊
E

B

O

"

%g%&&

倍稀释#!

*3c

避光孵育
%C

后!

K51

充分洗涤后!

荧光显微镜下观察(同时设置野生杆状病毒感染的

,A0%

细胞作为阴性对照(

#E#"

!

重组病毒的
HTHR@)KI

鉴定和
e+91+40C7/1

分析

取适量
K0

代重组杆状病毒感染
,A0%

细胞!收

集细胞沉淀!进行
161!K4O:

(将
161!K4O:

凝胶

转移至硝酸纤维膜上!用鼠抗
KK\Y

阳性血清"

%g

2&&

倍稀释#和抗
L$,

标签的鼠源单克隆抗体"

%g

%&&&

倍稀释#进行鉴定!二抗使用
L\K

标记的山羊

抗小鼠
E

B

O

"

%g%&&&

倍稀释#!

*3c

孵育
%C

!加入

增强型
L\K!645

底物显色(

#E##

!

免疫原的制备

将
S5<?;$"!L

重组杆状病毒及野生型杆状病毒

均以
HNEh2

接种
,A0%

细胞!培养
30C

后收集细胞!

%0&&&S

/

;$-

[%离心弃上清!用原培养液
2w

体积的

K51

重悬细胞!反复冻融
*

次!

[(&c

保存备用(

#E#!

!

动物试验

取
*&

只清洁级
.

周龄
54D5

%

?

雌鼠!随机分成

*

组!每组
%&

只!按组进行剪趾编号!免疫前进行眼

眶采血!分离血清!

[0&c

保存备用(以
0

周为免

疫间隔共免疫
*

次!免疫方式为小鼠后腿肌肉注射(

分组情况和免疫情况$第
%

组为重组杆状病毒

"

S5<?;$"!L

#组!每只
%&&

"

D

&第
0

组为野生杆状病

毒对照组!免疫剂量为
%&&

"

D

/只[%

&第
*

组为空

白对照组
K51

!免疫剂量为
%&&

"

D

/只[%

(首次免

疫后
&

'

0

'

)

'

.

周眼眶采血!分离血清!检测血清特异

性抗体和中和抗体水平(

#E#F

!

抗体的效价测定

使用原核表达载体
V

:7!00Z

表达
KK\Y!L

蛋

白!以纯化的蛋白为包被抗原建立间接
:DE14

检测

方法!按常规操作程序分别检测三免后试验组'对照

组及空白组收集的鼠血清的效价(

#E#$

!

病毒中和试验

采用病毒微量中和试验检测血清中抗小反刍兽

疫病毒的中和抗体水平$取上述待测血清和标准阳

性血清于
2.c

水浴中处理
*&;$-

!然后用无血清

6H:H

培养基按
%g2

稀释!然后进行
0e

系列倍

比稀释(与
%&&7ME6

2&

病毒混合!

*3c

孵育
%C

!重

组杆状病毒免疫的鼠血清设为试验组!野生杆状病

毒免疫的鼠血清设为免疫对照组!未免疫的鼠血清

做阴性对照组(每孔加入
%e%&

2 个
Y8S#

细胞混合

均匀!

*3c2f MN

0

培养箱中培养!观察细胞病变

情况!计算中和抗体!中和抗体滴度大于
%&

被认为

是血清学阳性转换(

#E#%

!

淋巴细胞增殖试验

于
*

免后
0

周分离实验小鼠脾脏淋巴细胞!进

行淋巴细胞增殖试验(具体步骤如下$颈椎脱位处

死小鼠!置于
32f

酒精中浸泡
%&;$-

&无菌取脾!并

.3/
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.

期 隋修锟等$小反刍兽疫病毒
O

基因在杆状病毒中的表达及其免疫原性研究

用不含血清的
\KHE%.)&

培养液清洗&将脾置于

0&&

目的尼龙网上!碾碎!使用鼠淋巴细胞分离液分

离淋巴细胞&调整细胞密度为
0e%&

.个/

;D

[%

!按

%&&

"

D

/孔[%将细胞加入
/.

孔板中!共
*

组!每组

*

个重复$

4

组为
KK\Y

刺激组!

%&&

"

D

淋巴细胞

及
%&&

"

DKK\Y

&

5

组为
M#-4

阳性刺激对照组!

%&&

"

D

淋巴细胞及
%&&

"

DM#-4

"

2

"

B

/

;D

[%

#&

M

组为阴性对照组!

%&&

"

D

淋巴细胞及
%&&

"

D\HKE

%.)&

完全培养基&将细胞板置于
*3c2f MN

0

培

养箱中培养
30C

&每孔加入
0&

"

D H71

后再置于

*3c2f MN

0

培养箱中继续培养
)C

!测
N6

)/&-;

(

根据公式$

1Eh

刺激组
N6

)/&-;

平均值%非刺激组

N6

)/&-;

平均值来判断淋巴细胞增殖程度(

!

!

结
!

果

!E#

!

小反刍兽疫病毒
9

基因的扩增

小反刍兽疫病毒
O

基因的
\7!KM\

产物经

%f

琼脂糖凝胶电泳分析!在
%(*&Z

V

处出现单一

条带"图
%

#!大小与预期相符(

H'6J4

相对分子质量标准&

%

'

0'O

基因的
\7!KM\

扩

增&

*'

阴性对照

H'6J4;<SU8S

&

%

!

0'4;

V

9$A$?<R$#-#AKK\Y O

B

8-8Z

W

\7!KM\

&

*'J8

B

<R$X8?#-RS#9

图
#

!

@@*:9

基因的
*3R@8*

扩增结果

S-

B

E#

!

)A

M

7-J-=51-/0/J@@*:9

B

+0+C

;

*3R@8*

!E!

!

含目的基因的重组
Y5=A-6

的筛选与鉴定

将重组质粒
V

P5!DEM!5,8!L

转化至
6L%&5<?

感受态细胞后!经含卡那霉素'四环素和庆大霉素的

平皿筛选!抽提质粒分别以
H%*P

和
H%*\

'

KK\Y!

LP

和
KK\Y!L\

为引物进行
KM\

!鉴定重组
5<?!

;$"!KK\Y!L

!获得约为
)&&&Z

V

和
%(*&Z

V

的条

带!与理论值相符"图
0

#!证明
V

P5!DEM!5,8!L

与

5<?;$"

已发生正确重组(

!EF

!

重组蛋白在昆虫细胞中的表达

将重组杆状病毒在
,A0%

细胞上连续传
*

代!表

H'6J4

相对分子质量标准&

%'

阴性对照&

0'

特异性引物

鉴定重组质粒&

*'H%*

引物鉴定重组质粒

H'6J4;<SU8S

&

%'M#-RS#9

&

0'KM\

V

S#"=?RAS#;S8?#;!

Z$-<-RZ<?;$"T$RCKK\YLP

%

L\

&

*'KM\

V

S#"=?RAS#;

Z<?;$"T$RCH%*P

%

H%*\

图
!

!

重组
C5=A-6R@@*:R[

的
@8*

鉴定

S-

B

E!

!

L6+01-J-=51-/0/JC5=A-6R@@*:R[C

;

@8*

达
L

蛋白的重组杆状病毒于感染
)(C

后出现明显

的细胞增大!变圆!停止生长等细胞病变"图
*

#(

!E$

!

LS)

重组杆状病毒感染
,A0%

细胞
)(C

后!进行间接

免疫荧光试验(结果表明!重组杆状病毒
S5<?;$"!

L

感染的
,A0%

细胞能产生特异性荧光!而野生杆状

病毒感染的
,A0%

细胞未见任何特异荧光!表明重组

杆状病毒能在细胞中高效表达
L

蛋白"图
)

#(

!E%

!

重组蛋白的
HTHR@)KI

和
e+91+40C7/1

鉴定

收集感染重组杆状病毒的
,A0%

细胞沉淀进行

161!K4O:

!结果在约
.(U=

左右可见表达产物!和

预期大小一致"图
2

#(

_8,R8S-Z9#R

检测杆状病毒

表达的
L

蛋白与
L$,

单克隆抗体和
KK\Y

血清抗

体的反应性!结果显示在
.(U=

左右有清晰的反应

条带"图
.

#!表明该重组蛋白具有良好的反应原性(

!E&

!

抗体效价测定

用已建立的以纯化的
KK\Y!L

重组蛋白为包

被抗原的间接
:DE14

方法对免疫小鼠的血清进行

检测!用
K51

将血清从
%g2&

倍比稀释至
%g%.&&

作为一抗!免疫对照组血清'阴性对照组血清!分别

做
*

个平行(以
K

%

J

(

0'%

为阳性!

K

%

J

#

0'%

为阴

性的判断标准!结果发现抗体效价可达
%g%.&&

以

上"图
3

#(

!EG

!

血清中和抗体效价

血清中和抗体检测结果表明!重组杆状病毒

S5<?;$"!L

免疫组能对小鼠诱导明显的中和抗体!

野生杆状病毒对照组及空白对照组在整个试验过程

33/
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4'

正常培养
)(C,A0%

细胞&

5'

重组杆状病毒感染
,A0%

细胞
)(C

细胞病变

4',A0%?899?#-RS#9

&

5'M

W

R#

V

<RC$?8AA8?R

"

MK:

#

#A,A0%?899

图
F

!

9

基因重组杆状病毒的细胞病变效应

S-

B

EF

!

8

;

1/

M

512-=+JJ+=1

%

8@I

&

/J9

B

+0+4+=/AC-0501C5=A-6

4'

野生杆状病毒感染
)(C

的
,A0%

细胞&

5'

重组杆状病毒接种
)(C

的
,A0%

细胞

4',A0%?899$-A8?R8"Z

W

T$9"Z<?=9#X$S=,

&

5',A0%?899,$-A8?R8"Z

W

S8?#;Z$-<-RZ<?=9#X$S=,

图
$

!

间接免疫荧光检测小反刍兽疫病毒
[

蛋白的表达

S-

B

E$

!

L6+01-J-=51-/0/J+U

M

4+99+64+=/AC-0501@@*:R[C

;

LS)

H'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

重组杆状病毒感染的

,A0%

细胞&

0'

野生型杆状病毒感染的
,A0%

细胞

H'KS#R8$-;#98?=9<ST8$

B

CR;<SU8S

&

%'\8?#;Z$-<-RZ<?!

=9#X$S=,$-A8?R8",A0%?899

&

0'_$9"Z<?=9#X$S=,$-A8?R8"

,A0%?899

图
%

!

重组
@@*:[

蛋白的
HTHR@)KI

检测

S-

B

E%

!

HTHR@)KI5057

;

9-9/J4+=/AC-0501

M

4/1+-0

中没有检测到中和抗体!见表
%

!以中和抗体水平大

于
%&

为阳性转换值!首免后
)

周重组杆状病毒免疫

的试验组有
2&f

出现中和抗体!

.

周中和抗体达到

保护水平比例的
%&&f

!而对照组整个试验过程均

未检测到中和抗体(

!E'

!

淋巴细胞增殖反应

*

免后
0

周分离免疫小鼠的脾淋巴细胞!检测

淋巴细胞增殖能力(结果显示$经过
KK\Y

刺激

后!与野生杆状病毒对照组及空白对照组相比!重组

杆状病毒
S5<?;$"!L

免疫组孔内的淋巴细胞增殖

明显!

1E

值明显高于对照组"图
(

#(说明用重组杆

状病毒作为特异性刺激原刺激淋巴细胞!能使细胞

发生明显的分裂增殖!具有良好的免疫原性(

F

!

讨
!

论

KK\YL

蛋白是病毒和宿主细胞膜结合过程

(3/
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期 隋修锟等$小反刍兽疫病毒
O

基因在杆状病毒中的表达及其免疫原性研究

%'

正常
,A0%

细胞上清&

0'

重组杆状病毒与
KK\Y

阳性血清"

4

#或抗
L$,

标签抗体"

5

#&

H'

蛋白质相对分子质量标准

%'KS#"=?RAS#;,A0%?899,

&

0'KS#"=?RAS#;,A0%?899,$-A8?R8"Z

W

S8?#;Z$-<-RZ<?=9#X$S=,T$RCKK\Y

V

#,$R$X8,8S=;

"

4

#

#S<-R$!L$,R<

B

;#-#?9#-<9<-R$Z#"

W

"

5

#&

H'KS#R8$-;#98?=9<ST8$

B

CR;<SU8S

图
&

!

重组
@@*:[

蛋白的
e+91+40C7/1

检测

S-

B

E&

!

e+91+40C7/16+1+=1-/0/J12+4+=/AC-0501@@*:[

M

4/1+-0

表
#

!

重组杆状病毒免疫诱导产生
@@*:

中和抗体

35C7+#

!

@@*:0+N1457-\-0

B

501-C/6-+9-0A-=+-06N=+6C

;

4+=/AC-0501C5=N7/,-4N9

组别
OS#=

V

,

首免后周数
_88U,<AR8SRC8

V

S$;<S

W

$;;=-$b<R$#-

& 0 ) .

重组杆状病毒
&

"

%&

%

%&

#

%g2

"

3

%

%&

#!

%g2

"

2

%

%&

#!

%g%&

"

)

%

%&

#!

\8?#;Z$-<-RZ<?=9#X$S=, &

"

*

%

%&

#

%g%&

"

2

%

%&

#

%g0&

"

.

%

%&

#

野毒
_$9"Z<?=9#X$S=, &

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

K51 &

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

&

"

%&

%

%&

#

图
G

!

小鼠血清抗体效价

S-

B

EG

!

T+1+4A-051-/0/J9+4NA501-C/6

;

1-1+49/JA-=+

中的受体结合蛋白!能够诱导机体产生中和抗

体,

%%

-

!参与体液保护性免疫!并且含有
7

细胞决定

簇!是机体主要的保护性抗原!因此!对
L

蛋白的研

究极其重要(

图
'

!

小鼠淋巴细胞增殖反应

S-

B

E'

!

X

;

A

M

2/=

;

1+

M

4/7-J+451-,+4+9

M

/09+9-0A-=+

杆状病毒表达系统是一个以昆虫杆状病毒为外

源基因载体!以昆虫细胞或昆虫为受体的表达系

/3/
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%0

-

!外源蛋白的表达水平高!表达产物可进行翻

译后加工修饰!包括糖基化'磷酸化'酰基化'正确的

信号肽切割'蛋白水解以及适当的折叠!并且可将重

组蛋白定位于与天然蛋白相同的细胞器上!还能进

行适当的寡聚化装配!其抗原性'结构与功能等生物

活性均与天然蛋白相似(目前!已有多种利用该系

统表达制备的亚单位疫苗通过批准上市!如抗猪瘟'

猪霍乱等亚单位疫苗,

%*

-

(

本研究应用杆状病毒表达系统成功构建了含有

KK\YO

基因且具有感染力的重组杆状病毒(将

重组杆状病毒转染至昆虫细胞即可获得重组
L

蛋

白!通过
_8,R8S-Z9#R

分析表明!重组
L

蛋白能与

KK\Y

阳性血清及标签抗体发生特异性的免疫反

应!具有良好的反应原性(以小鼠为动物模型进行

动物免疫试验!检测免疫后小鼠特异性抗体'中和抗

体水平!结果显示试验组小鼠血清特异性抗体水平

达到
%g%.&&

!中和抗体效价达到
%g0&

(此外!通

过免疫后小鼠淋巴细胞增殖试验发现
S5<?;$"!L

能够与相应抗体和致敏的效应淋巴细胞发生较强的

特异性反应!表明
S5<?;$"!L

具有良好的免疫性!

能有效保护机体(以上结果表明!通过杆状病毒所

表达的小反刍兽疫病毒
L

蛋白具有良好的免疫原

性及反应原性!能诱导小鼠产生保护性中和抗体!证

明利用该系统作为
KK\

亚单位疫苗研究具有潜在

的应用前景(

由于病毒活载体所表达外源蛋白的纯化较为复

杂!而且不同的蛋白具有其自身特性!本研究在尚未

确定最佳蛋白纯化条件前!仅对其免疫效果做了初

步研究(结果表明!所获得的重组蛋白具有良好的

免疫原性!能诱导小鼠产生保护性中和抗体!因此有

必要对该蛋白的表达量'纯化方法以及适宜的免疫

剂量做进一步的研究(

$

!

结
!

论

通过
\7!KM\

克隆小反刍兽疫病毒
J$

B

8S$!

<32

%

%

毒株
O

基因!克隆至供体质粒
V

P5!DEM!5,8

中!获得重组质粒
V

P5!DEM!5,8!KK\Y!L

!将其转化

至
6L%&5<?

感受态细胞中!经同源重组获得重组杆

状病毒穿梭质粒
Z<?;$"!KK\Y!L

(杆状病毒表达

系统中表达的
KK\Y L
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