
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

&

#$

N'#!N''

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%1'&.'&%)

犬瘟热病毒囊膜糖蛋白在杆状病毒
X

昆虫细胞系统中

的表达及鉴定

虞一聪%

!

0

!冯
!

娜0

!

*

"

!闫飞虎0

!盖微微0

!王铁成0

!王化磊0

!

*

!

郑学星0

!

*

!赵永坤0

!

*

!黄
!

耕0

!杨松涛0

!高玉伟0

!夏咸柱0

!

*

!

)

"

"

%'

吉林农业大学动物科学技术学院!长春
%*&%%(

(

0'

军事医学科学院军事兽医研究所!吉林省人兽共患病预防

与控制重点实验室!长春
%*&%00

(

*'

中国农业科学院长春兽医研究所!长春
%*&%00

(

)'

江苏省动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心!扬州
001&&/

#

摘
!

要!为表达具有天然构象的犬瘟热病毒"

Y[Z

#囊膜糖蛋白融合蛋白"

X

#和血凝素蛋白"

N

#!本研究扩增小熊猫

源
Y[Z

驯化致弱株
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的
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基因!克隆至
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载体中!测序验证后转化至
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GS感受态细胞!同

源重组获得穿梭质粒
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!将其分别转染
=T/

细胞获得重组杆状病毒
A

@

X̂!X

'

A

@

X̂!N
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#进行
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和
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鉴定&以犬抗
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高免血清对重组杆状病毒感

染细胞进行
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鉴定!在感染细胞的细胞膜上可见特异性荧光反应(以鼠抗
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蛋白的主要抗原表位区多克隆抗

体对重组杆状病毒感染细胞进行
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检测!可见相对分子质量为
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和
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左右的条带!分别为重组融

合蛋白"
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#和血凝素蛋白"
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#!大小与预期相符&两种囊膜糖蛋白在杆状病毒
!

昆虫细胞系统中均成功表达!且具

有良好的反应原性&本研究为
Y[Z

病毒样颗粒疫苗的开发等工作奠定了基础&
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#引起犬科动物的一种高度传染性'致死性疾

病!全世界广泛分布)
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&该病的传染性强!发病率

高!临床症状多样!容易继发混合感染和二次感

染)
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&近年来!

Y[Z

自然感染宿主不断扩大!除犬

科动物外!还可感染大熊猫'小熊猫和虎等珍稀野生

动物)
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!且已扩大到非人灵长类动物)
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!严重危害

我国乃至世界养犬业'经济动物养殖业和野生动物

保护业&目前对
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尚无特效的治疗药物和方法!

疫苗接种是唯一有效的防制措施)
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为单股'负链'不分节段的
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病毒&

其主要结构蛋白有核衣壳蛋白"
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#'融合蛋白"
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#&负链
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基因组被螺旋形衣壳包

裹!形成核衣壳结构!外面由双层囊膜包裹&
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囊膜上有
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的杆状纤突!纤突由两种囊膜糖

蛋白
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和
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蛋白组成!纤突只含血凝素!而无神经

氨酸酶)
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#是病毒

的主要结构蛋白!在病毒侵入宿主细胞的过程中共

同介导细胞膜发生融合!同时也是诱导中和抗体的

主要免疫原)
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蛋白使病毒趋向并接近敏感细

胞!

X

蛋白是病毒和宿主细胞融合过程中所必需的!

在病毒感染过程中!
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和
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蛋白两者缺一不可&具

有中和活性的抗
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蛋白抗体和抑制细胞融合的抗

X

抗体!在抗犬瘟热病毒的感染机制中也发挥了重

要的作用)
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!利用杆状病毒
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昆虫细胞表达系统进行表达!并以犬抗
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高免

血清及鼠抗
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蛋白多克隆抗体对重组病毒

蛋白质进行反应原性鉴定!为后期亚单位疫苗尤其

是病毒样颗粒疫苗的开发奠定了基础&
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作用
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组质粒
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基因组
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病毒分别命名为
A

@

X̂!X

和
A

@

X̂!N

&扩增种毒至

第
*

代!并按
6̂7D<_

GS

6̂79?#F$A9,\6

@

$"G$83A

_$8

试剂盒对种毒进行滴定!于
)i

保存备用&

#G&

!

间接免疫荧光

将上述
A

@

X̂!X

和
A

@

X̂!N

种毒液按
%n0&

体

积比感染
=T/

细胞!并以野生型杆状病毒作为对照!

于
0Ii

培养
)(B

!弃细胞上清液!用
D̂ =

洗涤后用

*]

多聚甲醛室温固定
*&4$-

&以
%n%&&

倍稀释

的犬高免血清和犬阴性血清为一抗!室温孵育
%B

&

D̂ =G

洗涤后加入
%n0&&

倍稀释的荧光素"

XWGY

#

标记的羊抗犬二抗!室温避光作用
%B

!

D̂ =G

洗涤

后荧光显微镜"

O?

:

4

@

9,Y#A

@

!

G#V

:

#

!

6̀

@

6-

#观察

结果&

#G(

!

S

和
J

蛋白主要抗原表位区多克隆抗体的制

备

%'I'%

!

X

和
N

片段的原核表达
!!

应用在线生物

分析软件
3̂

@

$DA3"

分析
Y[ZHD

弱毒株
X

'

N

蛋白

的氨基酸序列!预测
X

'

N

基因的主要抗原表位区片

段!去除跨膜区和信号肽序列!结合
@

JG!*&6

"

l

#表

达载体!利用
DA$43ADA34$3A1'&

软件!分别设计合

成
Y[Z!X!

@

JG*&!X 1e!2<<GGYY<<GYY<<Y!

YGY<<G2Y!*e

"下划线部分为
="+\

)

酶切位点#

和
Y[Z!X!

@

JG*&!\ 1e!YGY2<2YYG<<YY2G!

YGY<<22!*e

"下划线部分为
A,+

)

酶切位点#为

引物
DY\

扩增
F

基因
%&1&R

@

片段"第
I1%

-

%(&&R

@

#(分 别设计合 成
Y[Z!N!

@

JG*&!X1e!

2<G<GY<GYGY<2<Y22<2G2G<G!*e

"下 划

线部分为
="+\

2

酶切位点#和
Y[Z!N!

@

JG*&!\

1e!YGY2<222GG2G<<<2GG22G2<G2G!*e

"下划线部分为
A,+

)

酶切位点#为引物
DY\

扩增

E

基因
%%&)R

@

片段"第
..I

-

%II&R

@

#&分别以

@

S[%(!G!Y[Z!X

和
@

S[%(!G!Y[Z!N

为 模 板

DY\

扩增
X

'

N

蛋白胞外主要抗原表位区"体系同

%'0

#!克隆至
@

JG!*&6

"

l

#表达载体!构建成与
N$,

标签融合表达的重组质粒
@

JG!*&6

"

l

#

!X37

'

@

JG!

*&6

"

l

#

!N37

!转化
Ĥ0%

"

[J*

#表达菌株后!经

WDG2

诱导融合蛋白质表达&表达的目的蛋白质经

N$,

标签镍离子蛋白质纯化柱"

N$,D9A

GS

C$!CG<

=

@

$-Y#?94-,

#纯化后!进行
=[=!D<2J

分析&

%'I'0

!

重组抗原免疫血清的制备
!!

将纯化的重

组
X

'

N

蛋白与弗氏完全佐剂等体积乳化!肌肉注射

免疫
.

周龄
<̂Ĥ

%

7

小鼠!

1&

(

>

.只h%

&

0

周后将

重组蛋白质与弗氏不完全佐剂等体积乳化进行第
0

和第
*

次免疫!间隔
0

周&三免后
0

周眼球采血!分

离血清&

#G'

!

F+,=+.6CK2=

参照文献方法进行)

%%

*

&将上述
A

@

X̂!X

和

A

@

X̂!N

种毒液按
%n%&

体积比感染正常
=T/

细胞!

*(/
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I0B

后
*&&&A

.

4$-

h%离心
%&4$-

收获感染细胞!

D̂ =

离心洗涤!按原培养液
%&]

体积加入
D̂ =

悬起

细胞!反复冻融
*

次!离心后收获上清!制备成细胞

裂解抗原液进行
=[=!D<2J

电泳!并电转印至

DZ[X

膜!封闭液室温封闭
0B

(分别以鼠抗
Y[Z

X

'

N

蛋白主要抗原表位区多克隆抗体"

%n%&&

倍稀

释#为一抗!

) i

孵育过夜(以辣根过氧化物酶

"

N\D

#标记兔抗鼠
W

>

2

"

%n0&&&

倍稀释#为二抗!

室温孵育
%B

!加入
=9

@

3A=$

>

-6?;3,8[9A6

持久性

化学发光底物进行检测&

!

!

结
!

果

!G#

!

含目的基因的重组
[-/7:;

的筛选与鉴定

首先将
Y[ZX

和
N

基因亚克隆至
@

X6,8̂67

GS

%

!将鉴定正确的穿梭质粒
@

X6,8̂67

GS

%!X

和
@

X6,8!

6̂7

GS

%!N

转化至
[N%&̂67

GS感受态细胞后!经含

卡那霉素'四环素和庆大霉素的平板筛选!抽提质粒

分别进行
DY\

鉴定!以
S%*X

%

S%*\

为引物
DY\

扩增出长度约为
)0(/R

@

和
)%0)R

@

的特异产物!

以
Y[ZXX

%

Y[ZX\

和
Y[Z NX

%

Y[Z N\

为引

物获得约为
%/(/R

@

和
%(0)R

@

的特异产物!与理

论值相符"图
%

#!表明重组杆状病毒表达质粒
Â67!

4$"!X

和
Â674$"!N

构建成功&

!G!

!

重组杆状病毒的制备

将
Â674$"!X

和
Â674$"!N

分别转染对数生长

期的
=T/

细胞!

0Ii

连续培养
/.B

!收获
D%

代重组

杆状病毒!然后将重组杆状病毒连续传
*

代!感染

=T/

细胞
)(B

后均可见细胞变大'变圆!细胞间隙增

大!停止生长!由贴壁变为脱落漂浮!感染末期细胞

溶解破裂等典型致细胞病变效应&将扩增的第三代

种毒
A

@

X̂!XD

*

用
6̂7D<_

GS

6̂79?#F$A9,\6

@

$"

G$83A_$8

试剂盒对种毒进行滴定!镜下可见散在的

染色斑点!结果显示!

A

@

X̂!X

滴度为
('&a%&

I

WXP

.

4H

h%

"图
0

#!应用同样的方法测得
A

@

X̂!N

D

*

滴度为
(')a%&

I

WXP

.

4H

h%

&

!G)

!

重组杆状病毒
@S<

鉴定

分别以
A

@

X̂!X

和
A

@

X̂!N

感染
=T/

细胞
)(B

!

弃细胞上清液!用
*]

多聚甲醛室温固定
*&4$-

以

犬抗
Y[Z

高免血清为一抗及
XWGY

标记羊抗犬

W

>

2

为二抗进行免疫荧光染色&荧光显微镜观察可

见
A

@

X̂!X

和
A

@

X̂!N

感染
=T/

细胞膜均显示较强

的阳性荧光信号"图
*<

和
*̂

#!而野生型杆状病毒

感染
=T/

细胞"图
*Y

#和未感染病毒细胞的荧光信

S%'[C<

相对分子质量标准(

S0'[C<

相对分子质量标

准(

%'S%*

引物鉴定重组质粒
Â674$"!N

(

0'

特异性引物

鉴定重组质粒
Â674$"!N

(

*'S%*

引物鉴定
6̂74$"

阴性

对照(

)'S%*

引物鉴定重组质粒
Â674$"!X

(

1'

特异性引

物鉴定重组质粒
Â674$"!X

S%'

3

!J7#G%)W"$

>

3,8[C< 46AV3A

(

S0'[H0&&&[C<

46AV3A

(

%'DY\

@

A#"978,TA#4Â674$"!N 5$8B S%*X

%

S%*\

(

0'DY\

@

A#"978,TA#4Â674$"!N 5$8BY[Z NX

%

N\

(

*'DY\

@

A#"978,TA#4 6̂74$"5$8BS%*X

%

X%*\

(

)'

DY\

@

A#"978,TA#4Â674$"!X5$8BS%*X

%

S%*\

(

1'DY\

@

A#"978,TA#4Â674$"!X5$8BY[ZXX

%

X\

图
#

!

重组质粒
.[-/7:;8S

和
.[-/7:;8J

的鉴定

S:

3

G#

!

@;+6=:4:/-=:2624.[-/7:;8S-6;.[-/7:;8J

号均呈阴性"图
*[

#&结果表明重组杆状病毒能在

昆虫细胞中高效表达
Y[Z

囊膜糖蛋白!且能够被

犬抗
Y[Z

高免血清特异性识别&

!G%

!

S

和
J

蛋白主要抗原表位区的原核表达及多

克隆抗体的制备

将
@

JG!*&6

"

l

#

!X37

'

@

JG!*&6

"

l

#

!N37

分别

转化至
=R"+3( Ĥ0%

"

[J*

#!经
WDG2

诱导后以镍离

子蛋白质纯化柱对目的蛋白质进行纯化!

=[=!

D<2J

可见单一的大小约为
)&

和
).V9

的目的片

段"图
)

#&将纯化的重组
X

'

N

蛋白与弗氏佐剂乳

化后!肌肉注射连续免疫
*

次!每次间隔
0

周!制备

鼠多克隆抗体&

!G$

!

重组
QWLS

和
J

蛋白
F+,=+.6CK2=

检测

;3,83A-R?#8

检测杆状病毒表达的重组融合蛋

白"

AX

#和血凝素蛋白"

AN

#与鼠抗主要抗原表位区

多克隆抗体的反应性!结果显示分别在
.*

和
.(V9

左右处有清晰的特异的反应条带!大小与预期值相

符"图
1

#!表明获得的两种重组蛋白质具有良好的

反应原性&

)(/
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期 虞一聪等$犬瘟热病毒囊膜糖蛋白在杆状病毒
h

昆虫细胞系统中的表达及鉴定

<'

重组杆状病毒
%&

* 稀释(

'̂

重组杆状病毒
%&

) 稀释(

Y'

重组杆状病毒
%&

1 稀释(

['

阴性对照

<'[$?98$#-,#T%&

*

#TA37#4R$-6-8R679?#F$A9,

(

'̂[$?98$#-,#T%&

)

#TA37#4R$-6-8R679?#F$A9,

(

Y'[$?98$#-,#T%&

1

#T

A37#4R$-6-8R679?#F$A9,

(

['C3

>

68$F37#-8A#?

图
!

!

重组杆状病毒
.

A

S[8S

滴定

S:

3

G!

!

B:=.-=:2624.+/27C:6-6=C-/?K2M:.?,.

A

S[8S

<'

重组杆状病毒
A

@

X̂!X

感染的
=T/

细胞(

'̂

重组杆状病毒
A

@

X̂!N

感染的
=T/

细胞(

Y'

野生型杆状病毒感染的
=T/

细胞(

['

正常
=T/

细胞对照

<'=T/73??,$-T3783"5$8BA

@

X̂!X

(

'̂=T/73??,$-T3783"5$8BA

@

X̂!N

(

Y'=T/73??,$-T3783"5$8B5$?"R679?#F$A9,

(

['

C#A46?=T/73??,6,7#-8A#?

>

A#9

@

图
)

!

@S<

检测重组蛋白质
.S

和
.J

的表达

S:

3

G)

!

@;+6=:4:/-=:2624+P

A

.+,,+;.S-6;.JC

E

@S<

1(/
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S'

蛋白质相对分子质量标准(

%'

未纯化
X

蛋白
=[=!

D<2J

检测(

0'

纯化
X

蛋白
=[=!D<2J

检测(

*'

未纯化
N

蛋白
=[=!D<2J

检测(

)'

纯化
N

蛋白
=[=!D<2J

检测

S'DA#83$-4#?379?6A53$

>

B846AV3A

(

%'[38378$#-#T9-

@

9!

A$T$3"X

@

A#83$-R

:

=[=!D<2J

(

0'[38378$#-#T

@

9A$T$3"X

@

A#83$-R

:

=[=!D<2J

(

*'[38378$#-#T9-

@

9A$T$3"N

@

A#!

83$-R

:

=[=!D<2J

(

)'[38378$#-#T

@

9A$T$3"N

@

A#83$-R

:

=[=!D<2J

图
%

!

原核表达
S

"

J

蛋白的
>W>81<5O

检测

S:

3

G%

!

W+=+/=:2624

A

.2U-.

E

2=:/+P

A

.+,,+;S-6;J

A

.2=+:6

C

E

>W>81<5O

S'

蛋白质相对分子质量标准(

%'

野生型杆状病毒感染的

=T/

细胞(

0'

重组杆状病毒
A

@

X̂!X

感染的
=T/

细胞(

*'

野

生型杆状病毒感染的
=T/

细胞(

)'

重组杆状病毒
A

@

X̂!N

感染的
=T/

细胞

S'DA#83$-4#?379?6A53$

>

B846AV3A

(

%'=T/73??,$-T3783"

5$8B5$?"R679?#F$A9,

(

0'=T/73??,$-T3783"5$8BA

@

X̂!X

(

*'=T/73??,$-T3783"5$8B5$?"R679?#F$A9,

(

)'=T/73??,$-!

T3783"5$8BA

@

X̂!N

图
$

!

重组蛋白质
.S

和
.J

的
F+,=+.6CK2=

检测

S:

3

G$

!

W+=+/=:2624.S-6;.JC

E

F+,=+.6CK2=

)

!

讨
!

论

犬瘟热呈世界性分布!拥有广泛的哺乳动物宿

主)

%0!%*

*

&疫苗免疫在
0&

世纪
0&

年代已有研究和使

用!灭活疫苗因诱导产生的抗体下降快!抗原性差且

仅能诱导体液免疫!免疫时间短等缺点!现已很少使

用)

%)

*

&国内外对犬瘟热的预防仍然主要依赖于弱

毒疫苗!由于不同动物对
Y[Z

的敏感性存在差异!

弱毒苗对野生食肉动物和某些免疫缺陷幼犬的毒力

过强'安全性差)

%1!%.

*

!且在使用过程中存在热稳定

差'易受母源抗体干扰等缺陷)

%I

*

&因此!亟需更安

全有效的新型疫苗防控犬瘟热的流行!其中基因工

程疫苗是研究开发的主要方向&

研究表明囊膜糖蛋白"

X

'

N

#是产生
Y[Z

中和

抗体的主要保护性抗原!是基因工程亚单位疫苗主

要候选抗原&犬瘟热病毒对理化因素极为敏感!难

以通过常规纯化病毒的方法获得主要保护性抗原!

因此基因工程表达成了制备亚单位疫苗的有效技术

手段&当前国内外关于犬瘟热结构蛋白基因的表

达!多是利用原核表达系统表达截短蛋白序列!很少

有全长序列的报道!且表达产物易受空间构象影响&

杆状病毒
!

昆虫细胞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

达系统!由于其操作简便'生产周期短!对人及其他

哺乳动物无危害!表达产物可被正确地加工修饰!形

成天然构象!具有完整的生物学功能!已被公认为是

当今基因工程四大表达系统之一)

%(!0%

*

&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)

00!0*

*

&

国内很多研究者都尝试利用杆状病毒表达麻疹

病毒属成员囊膜糖蛋白&全传松等)

0)

*

'隋修锟等)

01

*

分别利用杆状病毒表达系统在昆虫细胞中成功表达

了
Y[Z

和小反刍兽疫病毒"

@

3,83"3,

@

38$8,A94$!

-6-8,F$A9,

!

DD\Z

#

N

蛋白&目前尚未有
Y[ZX

蛋

白在昆虫细胞成功表达的报道&冯佩平)

0.

*分别构

建了表达犬瘟热病毒主要结构蛋白
C

'

X

和
N

的重

组杆状病毒!通过
;3,83A-R?#8

'间接免疫荧光证明

C

蛋白和
N

蛋白获得了成功表达!然而
F

基因仅在

表达后的细胞液中测得!

;3,83A-R?#8

并没有如期

检测到
X

蛋白&同样!有研究认为
DD\ZX

蛋白在

昆虫细胞中可以获得转录却无法翻译!分析称密码

子偏嗜性也许是影响多肽翻译的因素之一)

0I

*

&病

毒样颗粒"

F$A9,!?$V3

@

6A8$7?3,

!

ZHD,

#疫苗作为新型

的亚单位疫苗既能激发体液免疫!又能激发细胞和

黏膜免疫(且不含病毒核酸!不能复制!具有安全'高

效的特点!是很有发展前景的候选疫苗&对同属的

DD\Z

病毒样颗粒疫苗的研究表明!共表达基质蛋

白
S

与表面糖蛋白"

X

'

N

#所形成
ZHD,

的大小与

真实病毒粒子相似!同时又具有足够的保护性抗

原)

0(

*

&由此可见!重组杆状病毒表达犬瘟热病毒囊

膜糖蛋白是制备犬瘟热病毒样颗粒疫苗的必要前

提&

%

!

结
!

论

成功构建表达
Y[Z

囊膜糖蛋白
X

'

N

的重组

杆状病毒!

WX<

和
;3,83A-R#?8

检测结果表明
X

和

N

蛋白分别在感染昆虫细胞中得到成功表达!并且

与犬抗
Y[Z

高免血清及鼠抗
X

'

N

蛋白主要抗原表

.(/
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.

期 虞一聪等$犬瘟热病毒囊膜糖蛋白在杆状病毒
h

昆虫细胞系统中的表达及鉴定

位区的多克隆抗体均具有良好的反应原性!这为后

期利用重组杆状病毒包装犬瘟热病毒样颗粒!开发

安全'有效的亚单位疫苗尤其是病毒样颗粒疫苗奠

定了物质基础&
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Ẁ<C2E

!

QPM

!

386?'JU

@

A3,,$#-#TB3!

46

>>

?98$-$-#T76-$-3"$,834

@

3AF$A9,$-8B3$-,37873??

6-"$8,6-8$

>

3-$76-6?

:

,$,

)

`

*

'4,()$!)(2$3 E0/I

M$)5'

6

U %&#&'()$'

6

:&5("()&

!

0&%)

!

)%

"

(

#$

01!0/'

"

$-YB$-3,3

#

)

01

*

!

隋修锟!金红岩!李文超!等
'

小反刍兽疫病毒
E

基因

在杆状病毒中的表达及其免疫原性研究)

`

*

'

畜牧兽

医学报!

0&%)

!

)1

"

.

#$

/I)!/(&'

=PWb_

!
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