
!" 卷 # 期
$%%&年 "月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 $%%&

收稿日期：$%%&3%&3&!，修回日期：$%%&3%43$&。

基金项目：本课题获得国家重点基础研究发展规划项目（"5&）资助（+(* 6!"""%!!"%$）。

"通讯作者。7-)：8439#!3$5&9!8!；:;<：8439#!3$5&9!8!；=30;>)：?@/(A?B.C1)>D* E2 * E) * DA

抗禽流感病毒多表位 !"#疫苗的构建及其免疫效力研究

彭金美 童光志" 王云峰 仇华吉
（中国农业科学院哈尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨 !#%%%!）

摘 要 多表位 F+G疫苗是建立在常规 F+G疫苗基础上的一种新型疫苗。它是用表位作免疫原，这样就比较容
易在一个表达载体上克隆病原体的多个抗原基因中具有免疫活性的部分。本试验以 H#+!亚型禽流感病毒的 HG
和 +I基因及其表位为基础构建了 9个重组质粒：!J .KL=,MHG（表达全长的 HG基因）；$J .KL=,M/HG（只表达 HG基
因的主要抗原表位区）；&J .KL=,M/HG3+I-.（融合表达 HG基因的抗原表位区和 +I基因的 &个 N7O表位）；9J .KL=,M
/HG3+I-.3K:+3!（用鸡的 K:+3!基因取代质粒 .KL=,M/HG3+I-.中的 A-(基因）。分别用这 9个重组质粒和空载体质粒
.KL=,!A-(肌注免疫 &%日龄 ,I:鸡。免疫 &次，间隔为 $周，每次每只鸡的剂量为 $%%"?。第 &次免疫后两周以高
致病性禽流感病毒 H#+!强毒攻击，免疫及攻毒前后均采血检测 HK抗体效价和外周血 NF9P、NF8P 7细胞的变化。
结果发现，攻毒前各质粒免疫组均检测不到 HK抗体，攻毒后 !周存活鸡 HK抗体效价迅速升高到 49 Q $#4。流式细
胞仪检测显示外周血 NF9P、NF8P 7细胞在疫苗免疫后都有不同程度的升高。空载体质粒对照组鸡（!%只）在攻毒
后 & Q 8 R内全部死亡，其他各重组质粒免疫组鸡都获得了部分保护，保护率分别是：.KL=,MHG组为 #9J#S（4M!!），
.KL=,M/HG组为 &%S（&M!%），.KL=,M/HG+I-.组为 &4J&S（9M!!），.KL=,M/HG+I-.3K:+3!组为 #%S（#M!%）。这些结果表
明我们构建的多表位 F+G疫苗能够诱导机体产生特异性免疫应答，并在同型禽流感强毒攻击时对鸡只提供了一
定的保护。
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F+G疫苗不仅具有减毒活疫苗既能诱导体液免疫应答
又能诱导细胞免疫应答的优势，而且还具有亚单位疫苗的安

全性，是目前疫苗研究的一大热点。常规的 F+G疫苗设计
仅含病原体的单个抗原基因，虽然也能诱导机体产生保护性

免疫应答，但忽略了病原体的其他抗原成分，因而保护效果

常常不理想。多表位 F+G疫苗是将病原体抗原基因中的抗
原活性部位（包括 U细胞表位和 7细胞表位）串联在一起并
插入真核表达质粒中构建而成的，与常规 F+G疫苗相比具
有更多的优势，至少它避免了将多个抗原基因克隆入同一载

体的困难以及可能引起的转录干扰问题［!］，而且不必构建多

个单一质粒进行混合免疫就可充分发挥病原体中各个抗原

成分的作用。

禽流感是由 G型流感病毒引起的禽类的感染和M或疾病
综合征。高致病性禽流感多以突然发病和高死亡率为主要

特征，这对于研究疫苗的免疫保护效力是一个良好的疾病模

型。在本试验中，我们以 H#亚型禽流感作为指示系统来研
究多表位 F+G 疫苗诱导的免疫应答效果。血凝素
（H;-0;??)C/>A>A，HG）能够诱导机体产生中和抗体，是禽流感
病毒的主要保护性抗原。据分析其抗原表位主要位于 HG

基因的 HG!段［$ V &］；核蛋白（+CD)-(.2(/->A，+I）是病毒的内部
蛋白，以诱导细胞免疫为主，并且它作为型特异性抗原可以

诱导对不同亚型病毒的交叉保护［9］。我们选取 HG基因及
其主要抗原表位区以及 +I基因的细胞毒性 7细胞（NW/(/(<>D
7 )W0.E(DW/-，N7O）表位构建了 9个重组质粒，并进行了动物
的免疫及攻毒保护试验。结果证明以 H#+! 亚型禽流感病
毒的 HG和 +I基因的表位为基础构建的多表位 F+G疫苗
能对同源强毒的攻击提供一定程度的保护。

$ 材料与方法

$%$ 材料
$%$%$ 质 粒 与 菌 株： .,X#&8MHG 质 粒 含 有 GM6((Y-M
6C;A?F(A?M!M"4（H#+!）HG基因的 DF+G片段，由中国农业科
学院哈尔滨兽医研究所农业部动物流感重点实验室提供。

.U)C-U;DH>YN MK:+3!质粒由哈尔滨兽医研究所兽医生物技术
国家重点实验室刘胜旺博士提供，它含有鸡 K:+3!基因的
DF+G片段。试验中所用的真核表达载体为 .KL=,!A-(（结构
如图 !G）。FH##宿主菌由本室保存。H#+! 禽流感病毒由
中国农科院哈尔滨兽医研究所农业部动物流感重点实验室



提供。

!"!"# 工具酶和试剂：所用限制酶、!"# $%&聚合酶、’()*+,
酶、碱性磷酸酶、!- $%&连接酶为 !"’"."公司产品，其余试
剂均为分析纯。

!"!"$ /01鸡：购自哈尔滨兽医研究所实验动物中心，试验
前检测无禽流感病毒（&23）抗体。
!"# 方法
!"#"! 42.5/67&载体的构建：根据已知 7&基因的序列，应
用 8(9:+ ;<=软件设计了一对特异性引物：上游引物为 >?@!AB
B&!&!A&!BB&B&B&&!A@C?，下游引物为 >?@!!&AB&&!!AB&@
BA!ABB@C?。0A. 反应条件为 D>E6>F9*；D-E6GF9*，>-E6
GF9*，HIE6G<>F9*；C=个循环，最后 HIE延伸 G= F9*。这样就
在 7&基因的 >?和 C?端分别引入了 !"#.!和 $%&7"限制
性内切酶的切割位点，并获得大小约为 G<HJK的 7&基因，然
后利用这两个位点将 7& 基因克隆到真核表达质粒
42.5/G*)+中，获得的含全长 7&基因的质粒命名为 42.5/6
7&，在本试验中将被用作阳性对照（结构如图 GL）。
!"#"# 42.5/6M7&载体的构建：将上述的 0A.产物克隆到
4N$@GO! 载体中，筛选与 P"QR 基因方向相反的克隆
（4N$GO!67&），经 !MSGGG"酶切并补平后，再重新环化连接，
得到 4N$@GO!6M7&质粒，这样就在 !MSGGG"酶切位点后获得
了一个终止密码子（!&B）。截短的 7&（M7&）基因去掉了 C?
端疏水的跨膜区，保留下来的是该基因的主要中和抗原表位

区。我们用 !"#.!和 $%&7"将 4N$@GO!6M7&质粒酶切后
回收约 G<HJK的片段，与用同样的酶切处理的 42.5/G*)+载
体连接，得到的阳性克隆命名为 42.5/6M7&（结构如图 GA）。

图 G 载体质粒 42.5/G*)+和四种重组质粒的结构示意图

19:TG /MUVQMVU)W +X 42.5/G*)+ "*Y X+VU U)Q+FK9*"*M 4("WF9YW

!"#"$ 42.5/6M7&@%0)4载体的构建：%0基因的 C个 A!P表

位（表位序列见图 I）通过基因合成的方法由 !"’"."公司合

成后连接于 4N$GO@!载体，插入方向与 P"QR方向相反。将

该载体用 !MSGGG"和 $%&7"酶切后回收约 G==K4的片段，

与同样酶切处理的 4N$GO!67& 载体连接，阳性克隆再用

!"#.!和 $%&7"酶切后回收约 G<>JK的片段，与经同样酶

切处理的 42.5/G*)+连接，阳性克隆命名为 42.5/6M7&@%0)4
（结构如图 G$）。

图 I 合成的禽流感病毒 7>%G亚型 %0基因

C个 A!P表位核苷酸序列

19:TI /)#V)*Q)W +X A!P )49M+4)W (+Q"M)Y 9* %0 :)*) +X &23（7>%G）

!"#"% 42.5/6M7&@%0)4@21%@#载体的构建：为了研究细胞因
子对多表位 $%& 疫苗免疫效力的影响，用 0A. 方法从
4L(V)L"Q79WA 621%@#质粒中扩增得到鸡的 21%@#基因片段，
并用其取代了 42.5/6M7&@%0)4质粒中的 *)+基因，获得了在
同一个 AN3启动子控制下共表达抗原基因和 21%@#基因的
质粒 42.5/6M7&@%0)4@21%@#（结构如图 G5）。
!"#"& 质粒 $%&的大量制备：将上述构建的 -个重组质粒
和载体质粒 42.5/G*)+转化 ! T "#’( $7>$感受态细菌，分别挑
取单个阳性克隆，参照《分子克隆实验指南》（第二版）中质粒

的大量制备方法进行。提取的质粒 $%&通过紫外分光光度
计和琼脂糖凝胶电泳进行纯度和浓度鉴定，并用 0L/（47H<-）
将质粒 $%&的浓度稀释到 G%:6%P，于 Z H=E保存备用。
!"#"’ 动物的免疫及攻毒：C=日龄的 /01鸡，饲养于哈尔滨
兽医研究所禽病感染实验室的负压隔离器中，免疫前随机分

为 >组，每组 GG 只。第 G 组为载体质粒对照组，第 I 组为
42.5/67&免疫组，第 C 组为 42.5/6M7& 免疫组，第 - 组为
42.5/6M7&@%0)4免疫组，第 > 组为 42.5/6M7&@%0)4@21%@#免
疫组，各组鸡均采用股四头肌多点注射的方式进行了 C次免
疫，间隔为两周，每次每只鸡的剂量为 I==%:6I==%P。第 C次
免疫后两周，所有鸡只均用 =<IFP（含 G=P$>=）的同亚型强毒
在腿部肌肉注射的方法进行攻击。攻毒后每天观察并详细

记录鸡只的发病和死亡情况。

!"#"( 抗体水平的监测：监测 7&特异性抗体动态变化的血
凝抑制试验，按照常规方法进行［>］。

!"#") 外周血 !淋巴细胞亚类的监测：从鸡的翅静脉采集
=<>FP肝素抗血，用淋巴细胞分离液（中国医学科学院血液
学研究所生产）进行淋巴细胞的分离。分离的淋巴细胞用含

>[牛血清的 0L/（47 H<-）洗涤 C次后，用 0L/洗液调整细胞
浓度至 I \ G=H 个细胞6FP。将适量淋巴细胞悬液分装于两
个 G<>FP的离心管中，然后分别加入鼠抗鸡的 A$- 和 A$O 的

单抗，混匀后置冰浴中作用 C=F9*。-==:离心 >F9*，弃上清，
加入 I==%P淋巴细胞洗液反复洗 C次，再向各管中加入适量
12!A标记的兔抗鼠 2:B的荧光抗体，混匀后避光冰浴 C=F9*。
淋巴细胞洗液洗涤 C次后，用 GFP 0L/重悬细胞，流式细胞
仪检测。

!"#"* 统计学分析：用 ) 检验法对免疫后各组的有关数据
进行统计学处理。

# 结 果

#"! 免疫鸡的体液应答
真核表达载体经酶切和 0A.鉴定后，又进行了测序鉴
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定，然后按方法 !"#"$进行了动物的免疫及攻毒保护试验。
表 !显示了质粒免疫组鸡在免疫及攻毒后 %&抗体滴度的变
化。攻毒前 ’ 种质粒免疫组的鸡都没有可检测到的 %& 抗
体，攻毒后存活鸡的 %&抗体滴度迅速升到 $ ( ) *+,#，且各组
鸡的抗体水平差异不显著（! - .".’）。
表 ! 各免疫组鸡在病毒攻击前后 "#抗体的变化

$%&’( ! "# %)*+&,-. ’(/(’0 ,1 +223)+4(- 56+57()0 &(1,8( %)-
%1*(8 /+830 ’,%-+)9

/0+123
%& 45678+9: 676;03（*+,#）

<0;=>?4**;5,; ! @;;A 2+36
>?4**;5,;

# @;;A3 2+36
>?4**;5,;

2&BCD!5;+ . ! !
2&BCDE%F . G".. H ."$I G"II H ."J#
2&BCDE6%F . G".. H .".. G"II H ."’J
2&BCDE6%F=K<;2 . $"G’ H ."’. G"’. H !"#)
2&BCDE6%F=K<;2=&LK=! . G"J. H !".) G"M. H !"$G

! N+560+* >?7>A;53 97;9 75 +5; @;;A 4O6;0 >?4**;5,;9 @76? 6?; P7013

:;: 外周血 <=>?、<=@? $淋巴细胞亚类的动态变化
NQMR和 NQJR S淋巴细胞是机体内最重要的参与特异

性免疫应答的两类淋巴细胞，其中 NQMR S淋巴细胞主要识
别由主要组织相容性复合体（T4U+0 %736+>+V246787*76: N+V2*;W，
T%N）&&类分子递呈的抗原，它可以辅助 X细胞合成抗体，另

外也可以诱导 S?!型细胞因子的分泌，活化其他淋巴细胞；
NQJR S细胞主要识别由 T%N=& 类分子递呈的抗原短肽，
NQJR NSY在病毒感染过程中对病毒的清除起着重要的作
用。QKF疫苗的优势之一就是可诱导机体产生细胞免疫应
答，体现在各类功能性 S淋巴细胞发生数量和免疫活性的改
变。利用流式细胞术，可以监测 S淋巴细胞数量的变化，从
而间接反映机体的细胞免疫应答水平。从图 I（F）中可以看
出，各质粒免疫组鸡的 NQMR S淋巴细胞占总淋巴细胞的百
分比在免疫后都在不断上升，到第 I次免疫后两周，各疫苗
质粒免疫组的 NQMR S淋巴细胞的百分比均高于空载体质粒
免 疫 组，尤 其 是 2&BCDE%F（ MM"J)Z）、2&BCDE6%F=K<;2
（I)"’)Z）、2&BCDE6%F=K<;2=&LK=!（I$")IZ）质粒免疫组鸡的
NQMR S 淋巴细胞的百分比明显高于载体质粒对照组
（I!"JIZ）（! [ .".’）。
图 I（X）显示的是免疫后外周血 NQJR S淋巴细胞的变

化。各质粒免疫组鸡在经多次免疫后其外周血 NQJR S淋巴
细胞的百分比也一直呈上升趋势。至攻毒前，2&BCDE%F
（M#".IZ）、2&BCDE6%F=K<;2（I)"’)Z）和 2&BCDE6%F=K<;2=&LK=

!（I$")IZ）质粒免疫组鸡的 NQJR S淋巴细胞的百分比均明
显高于载体质粒对照组（I."G$Z）（! [ .".’）。

图 I 质粒免疫鸡外周血 NQMR（F）、NQJR（X）S细胞的动态变化

L7,\I Q:54V7>3 +O NQM R（F）459 NQJR（X）S *:V2?+>:6;3 75 2;072?;04* 8*++9 +O 7VV157];9 >?7>A;53

2&BCD（—"—），2&BCDE%F（—#—），2&BCDE6%F（—$—），2&BCD6%F=K<;2（—%—）<&BCD6%F=K<;2=&LK=!（— ^—）

:;A 免疫鸡的攻毒保护效果
各质粒免疫组鸡在第 I次免疫后两周，用 !.倍 YQ’.剂

量的 %’K!亚型高致病性禽流感病毒以注射腿部肌肉的方法
进行攻击，剂量为 ."#VYE只。攻毒后每天观察并详细记录鸡
只的发病和死亡情况，观察期为两周。结果显示，空载体质粒

对照组鸡（!.只）在攻毒后 I ( J9内全部发病并死亡，其他各
重组质粒免疫组鸡从攻毒后第 I、M天开始陆续有鸡只发病，
有的很快死亡，少数鸡耐过，截止攻毒后两周各疫苗质粒免疫

组鸡都获得了部分保护，保护率分别为 2&BCDE%F组为 ’M"’Z
（$E!!）、2&BCDE6%F 组为 I.Z（IE!.）、2&BCDE6%F=K<;2 组为

I$"IZ（ME!!）、2&BCDE6%F=K<;2=&LK=!组为 ’.Z（’E!.）（图 M）。

A 讨 论

多表位 QKF疫苗的研究目前可以说还处于起步阶段，
它的免疫效力究竟如何，是一个非常值得关注的问题。在本

图 M 不同重组质粒免疫后对禽流感病毒 %’K!强毒攻击
的保护效果

L7,\M COO7>4>: +O 7VV157];9 >?7>A;53 4,47536
?7,?*: 246?+,;57> F&_（%’K!）

—"—=;V26: P;>6+0=；—#—=%F=；—$—=6%F=；
—%—=6%FK<;2=；— ^—=6%FK<;2=&LK=

’#$’期 彭金美等：抗禽流感病毒多表位 QKF疫苗的构建及其免疫效力研究



次试验中我们发现，以 !"和 #$基因的表位为基础构建的
%#"疫苗可以对免疫鸡提供不同程度的保护力。虽然在攻
毒前，质粒免疫组都没有检测到 !&抗体，但在用 "&’强毒攻
击后可以从存活鸡的血清中检测到高滴度的 !&抗体。根据
这一现象，我们推测有两种可能：一是 %#"疫苗免疫后虽然
未能诱导产生可被检测到的 !&抗体，但起到了诱发基础免
疫的作用，使得鸡体在受到强毒攻击时由于免疫记忆效应，

迅速产生高滴度的抗体从而抵抗了强毒的攻击。这与以往

的一些研究结果相似［( ) **］。二是 %#"疫苗免疫诱导产生的
细胞免疫应答在抵抗强毒攻击中发挥了一定的作用［*+，*,］。

虽然许多研究认为对禽流感起免疫作用的主要是体液应答，

其中 !&抗体能够中和病毒的感染，#&抗体能够在一定程度
上限制病毒的繁殖。但在对鼠和人的研究中发现，识别来源

于内部蛋白表位的细胞毒性 -淋巴细胞（.-/）在对病毒的免
疫应答中具有重要作用［*+ ) *0］。从我们用流氏细胞术检测的

结果来看，有 ,个重组质粒免疫组鸡在经多次免疫后大部分
鸡的 .%01、.%21 -细胞占外周血总淋巴细胞的比例均高于
载体质粒对照组，说明重组质粒确实都在一定程度上激活了

机体的细胞免疫系统。虽然最终疫苗保护效果并不理想，但

从中我们可以看出，在 !"基因主要抗原表位区的基础上融
合了 #$基因 ,个 .-/表位的 %#"疫苗（3&45678!"9#$:3）激
发的细胞免疫应答水平明显高于只表达 !"基因主要抗原
表位区的 %#"疫苗（3&45678!"）（! ; <=<>），并且对免疫鸡的
保护也稍具优势，间接说明添加的 ,个 .-/表位可能在其中
发挥了一定的作用；另外，&?#9!作为一种介导和调节特异性
免疫的细胞因子，它既可以激活 .%0辅助 -细胞和促进 .-/
成熟，也可以刺激 @细胞分泌抗体。在本次试验中，添加了
&?#9!的试验组对鸡只的保护效力明显增强。
总体来说，在保留了 !"基因主要抗原表位区的基础上

添加了核蛋白（#$）基因 ,个 .-/表位的多表位 %#"疫苗与
常规 !"基因 %#"疫苗相比并没有显示出优势。虽然它们
能在一定程度上抵抗强毒的攻击，但还有待进一步完善，尤

其是需要弄清楚究竟是抗体还是 .-/在抗流感病毒的免疫
中发挥着主要的作用，从而能更有目的地筛选表位用于流感

疫苗的研制。另外，在设计多表位 %#"疫苗时，还需在提高
表位的加工和提呈方面作一些努力，比如在各表位之间添加

适当的接头序列、在表位序列之前加上具有靶向作用的前导

序列等，以使各个表位能够更有效地发挥作用。

致谢 在攻毒及血清学检测过程中得到哈尔滨兽医研究所

农业部动物流感重点实验室田国斌、李海燕以及本室刘恒贵

的协助，在此表示感谢。
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