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摘 要 利用毕赤酵母系统对 Q型口蹄疫病毒 &U8基因与结核杆菌 T+UW#基因进行融合表达，并检测此融合蛋白对小鼠细
胞免疫和体液免疫的影响。将人工合成的 Q型口蹄疫病毒 &U8基因与结核杆菌 T+UW#基因克隆入酵母表达载体 -UX<S!7中，
以电穿孔法转化酵母菌 KDFF，用 S,’34> Y VUL+平板筛选重组子，经甲醇诱导表达后，+L+DU7MG和免疫印迹分析表达产物。以
皮下接种的方式给小鼠进行 F次免疫，同时设两组对照，分别免疫 UR+和常规灭活疫苗，然后通过9BB法和 GZX+7分别检测淋
巴细胞的增殖情况和抗体水平。结果表明融合蛋白既能诱导细胞免疫应答又能诱导体液免疫应答，其诱导产生的抗体水平

略低于常规灭活疫苗，而细胞免疫水平则高于后者。
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口蹄疫（ !%%)<6&-<=%")/ -$#*6#*，234）是严重危
害偶蹄动物的一种急性、热性和烈性传染病。国际

兽医局（;DE）将该病列为 F类家畜传染病。该病的
病原 口 蹄 疫 病 毒（ 2345）属 小 GHF 病 毒 科
（@$,%(&68$($-6*）、2345属（F’/)/%8$("#）。病毒粒子外
壳由外壳蛋白 5@I、5@J、5@K和 5@L各 MB个分子构
成，其中 5@I 是诱导产生中和抗体的主要成分，是
最重要的抗原位点。因此，在 2345基因工程苗的
研制、诊断方法的建立等领域，5@I基因均得到众多
研究人员的关注［I］。

疫苗是控制 234的最有效措施，但 234 传染
性极强，在灭活疫苗的生产、使用过程中有诱发

234的危险，这促使其基因工程疫苗的研究逐渐成
为 234疫苗研究的热点［J N K］。但基因工程疫苗在
诱导机体免疫反应方面还存在一些不尽如人意之

处，因此，研究者试图从多方面增强 234 疫苗的免
疫效果，例如增加细胞因子（DO<IP、D2H<!）和其他辅
助分子如 D.Q等［L N R］。

>?@AB具有分子佐剂和载体效应［M］，>?@AB 还
是免疫系统识别的主要抗原，可诱导和增强机体体

液免疫和细胞免疫的发生，特别是在效应 9细胞的
激活过程中扮演着重要角色。很多研究者将 >?@AB
融合到人类的一些病毒病（如 >D5，>@5）的抗原肽
上，用于增强抗原的免疫原性和疫苗的免疫效果。

本研究将 >?@AB加入口蹄疫病毒 5@I的羟基端，实
现了其在毕赤酵母中的融合表达，试图借助它的载

体分子效应和佐剂作用，来增强抗原的免疫性，为进

一步研制 234的基因工程疫苗提供一种新的思路。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 质粒、菌株：; 型口蹄疫病毒 5@I 基因
（’34IP<5@I）由上海 D&8$)(%.*& 公司合成；质粒
’@DST"F，带有 >?@AB 基因的载体（’34IP<>?@AB），
宿主菌 4>R"，巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）受体
菌 U<KK均由本室保存。表达 23455@I基因的原核
表达载体 ’E9<5@I由本室构建。
)*)*+ 主要试剂：@SG引物由上海 D&8$)(%.*&公司合
成；(96V酶，限制酶及 9L4HF连接酶，4HF凝胶回收
试剂盒均购自大连 96W6G6 公司；T*%,$&、XHY、生物
素均为 Y$%G6-公司产品；四甲基偶氮唑盐（399），低

分子量标准蛋白质 36(Z*(购自创瑞公司；4FY显色
试剂盒、>G@<?@F及羊抗鼠的酶标二抗均为武汉博
士德生物工程有限公司产品；其它试剂均为国产或

进口分析纯。2345的标准阳性血清为中国农业科
学院兰州兽医研究所产品；;型 234灭活疫苗为中
牧股份兰州生物药厂产品。

)*+ 方法
)*+*) 酵母表达载体 ’@DST"F<5@I<>?@AB 的构建
与表达：要据 HSYD上公布的 ;型口蹄疫病毒的 5@I
基因的序列，进行人工合成（由上海 D&8$)(%.*& 公司
合成），并命名为 ’34IP<5@I，设计扩增 5@I基因的
引物，@I（R[）：R[<SSFQFF99SF9QFSSFSS9SF<K[，@J
（K[）：R[<QQFQQF9SSSFFFFQS9Q999<K[，R[端带有
+#)G#位点，K[端带有 ,%->#位点，以 ’34IP<5@I
为模板进行 @SG 扩增。同时设计扩增 >?@AB 基因
的引物，@I（R[）：R[<99FQQF9SSQS9SQ9QSQQ9S<K[， 

@J（K[）：R[<Q999S9FQF9SFS99QQSS9S<K[，R[端带有 

,%->#位点，K[端带有 ./%#位点，以质粒 ’34IP< 
>?@AB 为模板进行 @SG 扩增。按常规方法进行酶

切、连接。经酶切鉴定后，将筛选出的阳性重组子送
上海 D&8$)(%.*& 公司测序，并命名为 ’@DST"F<5@I< 
>?@AB。采 用 电 穿 孔 转 化 法：用 0%# # 线 性 化

’@DST"F<5@I<>?@AB 后，在 I\RZ5，JB$2，JBB% 条件
下转化至受体菌 U<KK 感受态细胞中，用含有 IBB=.] 
OT*%,$& ^ X@4? 平板进行筛选，JP_ ‘ KB_孵育 K ‘ 
A-。将筛选的阳性转化子接种到 T*%,$& ^ X@4? 液体
培养基中振荡培养。经 @SG 鉴定出阳性克隆（上游
引物为载体 R[F;U 鉴定引物，下游引物为 5@I 基因
的下游引物），最后经甲醇诱导表达 AJ/ 后，取培养
液上清进行 ?4?<@FQE 分析。
)*+*+ 表达产物的免疫印迹检测：按文献［A］所述方
法进行 a*#)*(&<7+%) 分析所表达融合蛋白的免疫学
活性，a*#)*(&<7+%) 所用一抗为 2345 的标准阳性血
清，二抗为 >G@<?@F（按 I：JBBB 稀释），4FY 显色。 

)*+*, 免疫小鼠试验：试验动物：YFOY], 小鼠，L ‘ 
M 周龄，由南京医科大学实验动物中心提供，均为雌
性。将小鼠分为 K 组，每组 P 只。第一组免疫 5@I<
>?@AB 融合蛋白，RB$.]只；第二组免疫 ; 型 234 灭
活疫苗，2BB$O]只，第三组免疫@Y?，2BB$O]只；均以皮
下注射的方式进行免疫，每间隔 J 周免疫一次，共免疫 

K 次。
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!"#"$ !淋巴细胞增殖试验：第三次免疫后 "# 处
死小鼠，按常规方法制备脾细胞并计数细胞，接种到

$%孔板内，使达到 & ’ ()* +孔，同时加入终浓度为
()!,+-.的纯化的 /0(蛋白进行刺激。将细胞培养
112后，加 3!!（原始浓度 *-,+-.）&)!.+孔，继续培
养 12，取出后弃上清，加 4356())!.+孔，使结晶溶
解，在微量震荡器震荡，测 !"*7)值。

!"#"% 抗体滴度的测定：第三次免疫后 "#，经小鼠
眼球采血，分离血清。用 89$:%的碳酸盐缓冲液包
被纯化的 /0( 蛋白，());,+孔，1<过夜，0=5 洗涤 "

次，加 (>=5?，"7<封闭 &2，0=5洗涤 " 次，加小鼠
血清样，"7<作用 (2，0=5洗涤 " 次，加入羊抗鼠的
酶标二抗，"7<作用 (2，0=5洗涤 "次，加入 604显
色，反应 ")-@;后，加入 &-AB+. 9&561 终止反应。以

!"1$)值大于 ):&的血清最高稀释度作为抗体滴度。

# 结果与分析

#"! &’())*!基因与 +,*-. 的克隆与重组表达
载体的构建（图 !）

图 ( 表达载体 80CDE"?F/0(F9507)的构建
G@,H( DA;IJKLMJ@A; AN KOMA-P@;Q;J OR8KOII@A; SOMJAK 80CDE"?F/0(F9507)

#"# 电转化后 */0的鉴定结果（图 #）
在挑取的 1个转化子中均可扩增出预期大小为

(:&TP的片段，而阴性对照没有扩增出任何条带，表明
外源基因已稳定地整合入毕赤酵母细胞中（图 &）。

图 & 0DU鉴定电转化后的酵母基因组
G@,H& C#O;J@N@MQJ@A; AN JKQ;INAK-Q;JI PV 0DU

(：-QKTOK 4.&)))；&：8KA#LMJI AN 0DU NKA- MA;JKAB VOQIJ MOBBI；" W %：

8KA#LMJI AN 0DU NKA- NALK IOBOMJO# MBA;OIH

图 " 表达产物 545F0?XY电泳鉴定
G@,H" YR8KOIIO# 8KA#LMJI Q;QBVZO# PV 545F0?XY

(：8KAJO@; 3QKTOK；&：OR8KOIIO# 8KA#LMJ AN 80CDE"?F/0(F9507) @; VOQIJ

MOBBI；"：OR8KOIIO# 8KA#LMJ AN 80CDE"? @; VOQIJ MOBBIH

#"1 融合蛋白在酵母中的表达
阳性转化子 80CDE"?F/0(F9507)+[F""及空载体

80CDE"&?+[F""表达上清的 545F0?XY分析结果（图
"），阳性转化子的表达上清在 $&T4处有一条带，而
80CDE"&?+[F""上清没有相应的蛋白条带。
#"$ 融合蛋白的免疫印迹检测
用 6型口蹄疫阳性血清进行蛋白印迹，显示出

一条特异性条带，其分子量约 $&T4（图 1），表明融合
蛋白具有较好的免疫原性。

#"% ’22分析
图 *结果显示，免疫 /0(F9507) 融合蛋白的小

鼠组 !"*7)平均值为 ):"1$ \ ):)"]，免疫常规灭活疫
苗的小鼠组 !"*7)平均值为 ):"1) \ ):)*)，免疫 0=5
小鼠组 !"*7)平均值为 ):(&7 \ ):)]]。经 5055软件
分析，/0(F9507)融合蛋白组和灭活疫苗组分别与
0=5组差异显著（# ^ ):)*），而这两组之间差异不显
著。

#"3 抗体滴度检测结果
经测定，/0(F9507) 融合蛋白产生的抗 /0( 蛋

白的抗体滴度为 ()&:]，常规灭活疫苗产生的抗 /0(
蛋白的抗体滴度为 ()":1。这一结果表明融合蛋白能
诱导小鼠产生体液免疫应答，但免疫效果略低于常

规灭活疫苗。
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图 ! 表达产物的 "#$%#&’()*+% 分析
,-./! 012&#$$#3 2&+345% 6’6*78#3 )7 "#$%#&’()*+%

9：2&+%#-’ :6&;#&；<：=#$%#&’()*+% &#$4*% +> #12&#$$#3 2&+345% +>

2?@AB!C(D?9(EF?GH -’ 7#6$% 5#**$/

图 I 蛋白免疫的 J淋巴细胞增殖反应
,-./I J *7:2K+57%# 2&+*->#&6%-+’ 6$$67$

! 讨 论

目前研究认为，体液免疫对于 ,LMD的免疫至
关重要，在 ,LMD感染中细胞免疫的作用也是必不
可少的。,LMD 抗原结构研究表明，D?9 片段是
,LMD的主要抗原位点，能诱导机体产生保护性的
中和抗体，并能产生部分保护作用。在已发现的 N
型 ,LMDI个抗原位点中，有 O个位于 D?9上，其中
第 9!H P 9QH位氨基酸处的 R S E环是最主要的保
护性抗原位点，D?9A端的 <HH P <9O 位氨基酸形成
另外一个抗原位点，这个位点与 9!H P 9QH位的 R S
E环构成一个非连续的形态表位，在免疫中发挥着
重要的作用。

EF?GH具有分子佐剂和载体效应，可诱导和增
强机体体液免疫和细胞免疫的发生。由于传统灭活

疫苗是外源性抗原，不能通过 LEA"抗原递呈途径
有效的激活 J淋巴细胞，因而诱导的细胞免疫水平
较低。很多实验表明，在部分具有吞噬功能的抗原

递呈细胞（C?A）中，EF? 可将与之结合的外源性抗
原引进 LEA"类途径从而诱导细胞免疫应答。另
外，EF?GH自身也含有多个 J 细胞表位，所以就增加
了 J 细胞表位的数目。
本研究表达的融合蛋白是在 D?9 的羟基端加

入 EF?GH以增强抗原的细胞免疫应答。同时，为了
克服表达的抗原与天然结构蛋白在结构上存在较大

差别，本研究将口蹄疫病毒 D?9基因与 EF?GH基因
在真核表达系统（酵母）中进行融合表达，表达的有

活性的外源蛋白就在酵母上清中，离心后就能获得，

自体蛋白极少而且不需考虑 T?F的影响，我们从细
胞免疫和体液免疫两方面来评价此融合蛋白免疫效

果，研究结果表明 D?9(EF?GH融合蛋白诱导产生的
抗体水平略低于常规灭活疫苗，但细胞水平则高于

后者，为口蹄疫基因工程疫苗的研究奠定了基础。
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