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摘 　要 　比较猪瘟病毒 E2 基因的真核表达质粒 proVAX- E2n 和 pVP22- E2n 体外表达效率以及体内的免疫效果 ,

以从中选出高效的猪瘟病毒核酸疫苗。将上述表达载体转染 Hela 细胞进行体外表达后 ,用 RT - PCR 和间接

EL ISA 法检测 Hela 细胞体内和体外表达产物 ;免疫 6～8 周龄昆明白小鼠 , 用间接 EL ISA 法和 MTS法检测小鼠血

清中 CSFV 特异性 IgG抗体水平以及脾脏中淋巴细胞增殖功能。结果表明 2 种 E2 重组质粒均能在 Hela 细胞中正

确表达 ,且 proVAX- E2n 的 E2 蛋白表达量 (OD 值为 01575 4) 明显高于 pVP22 - E2n (OD 值为 01306 05) ( P <

0105) ; proVAX- E2n 刺激机体产生的抗体水平 (最高抗体滴度为 1∶2 200)显著高于 pVP22- E2n 免疫组 (最高抗体

滴度 1∶1 600) ;淋巴细胞增殖结果显示 proVAX- E2n (刺激指数 41073) 与 pVP22- E2n (刺激指数 21205) 相比 ,能诱

发小鼠产生更强的 CSFV 的特异性淋巴细胞增殖反应。本研究表明 proVAX 真核表达载体对 E2 基因体外表达效

率和小鼠免疫效果均高于 pVP22 真核表达载体。
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Comparisons of the expre ssion efficiencie s and immune effect s of

two eukaryotic vectors encoding CFSV E2 gene
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Abstract 　In order to get a high efficiency CSFV DNA vaccine , the expression efficiencies in vitro and immune effects

in vivo of proVAX2E2n and pVP222E2n were comp ared. , . After transfected into Hela cells , both express ed products in

vitro were access ed by indirect ELISA and RT2PCR. The res ults showed that proVAX2E2n (OD = 01575 4) express ed

significantly higher E2 protein than pVP222E2n (OD = 01306 05) . To investigate their immune effects the KunMing White

mice were immunized with both plasmids intramus cularly. The sp ecific antibody of CSFV in s erum of mice was detected

by indirect ELISA , and the lymphocytes proliferation in spleen was detected by MTS. The res ults showed that the anti2
body level (the highest titer = 1∶2 200) and the lymphocytes proliferation (the s timulation index = 41073) of the group

immunized with the proVAX2E2n were significantly higher than that with pVP222E2n ( the highest titer = 1∶1 600 , the

s timulation index = 21205) . This s tudy demonstrated that efficiency of in vitro expression and immune respons es in

mice of proVAX was better than that of pVP22.
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　　猪瘟是由猪瘟病毒 (classical swine fever virus ,

CSFV ,或 hog cholera virus , HCV) 引起的猪的接触

性烈性传染病 ,给世界养猪业造成了巨大的经济损

失[1 2 ] 。疫苗接种是控制猪瘟的重要手段[3 ] 。猪瘟

兔化弱毒疫苗 (C 株) 从 20 世纪 60 年代开始对我

国猪瘟的防治起了决定性作用 ,有效控制了猪瘟在
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我国大规模流行。但是 ,由于弱毒疫苗特有的对保

存及运输过程中的温度要求 ,以及采用弱毒疫苗对

猪免疫后很难区分被免疫和自然感染的猪 ,这就为

疾病的检测带来很大的不便 ,影响了猪瘟防治[4 ] 。

DNA 疫苗能够同时诱导机体产生体液和细胞

免疫反应 ,因不存在活疫苗毒力反强的潜在危险 ,且

易构建、保存和运输[5 7 ] ,已广泛应用于抗病毒、抗

细菌、抗寄生虫和抗肿瘤疫苗等研究。将 DNA 疫

苗技术应用于猪瘟病毒疫苗国内已有报道。王宁等

以猪瘟病毒 E2 基因为目的基因构建的真核表达载

体 pRCSE2、免疫小鼠动物模型能够诱导小鼠产生

针对猪瘟病毒抗原的特异性抗体[4 ] ;余兴龙等构建

了 4 种 E2 基因的 DNA 疫苗 ,免疫动物后 ,发现只

能诱导产生较低水平的抗体[8 ] 。

载体的表达效率是制约 DNA 疫苗免疫效果的

关键因素之一[9 11 ] 。本研究利用 2 种不同的真核表

达载体 proVAX和 pVP22 构建了猪瘟病毒 E2 基因

的 DNA 疫苗 ,并进行了表达效率和免疫效果的比

较 ,为选择合适的猪瘟病毒基因疫苗表达载体提供

了实验基础。

1 　材料与方法

111 　材料

1) 试剂。所用 M - MLV 购自 Promega 公司 ,

pMD18- T 载体、Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接

酶、dN TPs 和各种限制性内切酶均为 Takara 公司产

品 ;Trizol 购自北京鼎国生物技术有限责任公司 ;

lipofectamine 试剂盒为美国 Invit rogen 公司产品 ;猪

瘟活疫苗 ( Ⅱ)购自北京市兽医实验诊断所 ,由中牧

实业股份有限公司生产。猪瘟病毒 (CSFV) 来源于

猪瘟活疫苗 ( Ⅱ) (猪瘟兔化弱毒苗) 。

2)质粒和菌种。proVAX 真核表达载体由本实

验室在 p GEM- T 载体基础上构建 ,它具有 CMV 启

动子、B GH polyA 和卡那霉素抗性基因 ,并携带有人

绒毛膜促性腺激素信号肽序列和 Cp G 序列。

pVP22 真核表达载体携带有编码 I 型单纯疱疹病毒

壳膜蛋白 VP22 的基因序列 ,VP22 具有独特的“蛋

白转导”功能[12 ] ,可以将与其融合的蛋白迅速传递

给周围相邻的细胞 ,能显著增强 DNA 疫苗的免疫

效果[13 ] 。proVAX- E2n 和 pVP22- E2n 是将猪瘟病

毒 E2 核心基因 (该 E2 核心基因片段位于猪瘟病毒

Shimen 株基因组 2 431 bp～3 502 bp 处 ,命名为

E2n)分别克隆至 proVAX 和 pVP22 两种表达载体

后得到的 ,并序列分析鉴定正确。

3)试验动物。6～8 周龄昆明白小鼠购自北京

医科大学试验动物研究所。

112 　方法

1)重组质粒在真核细胞中的瞬时表达。

大量提取、纯化 4 种质粒 proVAX ,pVP22 ,pro2
VAX - E2n 和 pVP22 - E2n ,利用脂质体方法转染

Hela 细胞 ,按 Lipofectamine 试剂盒说明书进行操

作。将转染 proVAX ,pVP22 质粒和未转染任何质

粒的 Hela 细胞设为对照组。在转染后 48～96 h ,收

获细胞。用 Trizol (一步法) 提取细胞总 RNA ,反转

录得到 cDNA ,然后用 E2n 特异性引物进行 PCR 检

测 Hela 细胞中 E2 基因的表达。上游引物中加入了

EcoR Ⅰ酶切位点与翻译起始密码子 A TG , 在下游

引物中加上了酶切位点 Xba Ⅰ与翻译终止密码子

TGA , 引物由北京奥科生物技术有限责任公司合

成。上下游引物分别为 :

P1 : 5′2CGGAA TTCA TGGCACAA GCACAA GGCC2
GGCTA GCCTG23′

P2 : 5′2CGTCTA GA TCACTTCCTCCTAACA GTG2
CTAC23′

同时 ,在转染后 48～96 h , 收集实验组与对照

组的细胞培养液上清液与 EL ISA 包被液按 1∶16 的

体积比例混合 ,包被 96 孔板 ,用 EL ISA 的方法检测

细胞培养液上清中的 E2n 蛋白表达量。

2)重组质粒免疫小鼠。

将纯化的 proVAX、pVP22、proVAX - E2n 和

pVP22- E2n 质粒 DNA 分别溶于含有 1 % (体积分

数)左旋咪唑的生理盐水 ,调整为 1 mg/ mL 。昆明

白小鼠分为 4 组 ,每组 8 只 (6～8 周龄) ,分别免疫

上述 4 种质粒 ,每只后腿肌肉处注射 100μL ,设空载

体免疫组为对照 ,并于初免 14 d 后加强免疫 1 次。

分别于初免后 2、4、6、8 和 10 周采血并分离血清 ,

EL ISA 检测血清中 CSFV 特异性抗体效价。

3)酶联免疫吸附试验 ( EL ISA)检测抗体。

将灭活的猪瘟活疫苗 ( Ⅱ) 100μL (含猪瘟病毒

抗原 500μg/ mL)与 10 mL 0105 mol/ L 碳酸盐缓冲

液 (p H916)混合后包被 96 孔 EL ISA 板 ,每孔加 100

μL , 37 ℃孵育 1 h ,4 ℃包被过夜 ;弃去孔内液体 ,用

0101 mol/ L p H 714 PBST(φ= 0105 %的 Tween 20)

冲洗 3 次后 ,用 3 %(体积分数) BSA 于 37 ℃封闭 2

h ;0101 mol/ L PBST (p H 714) 洗涤 3 次后 ,按每孔

100μL 加入不同稀释度的待测血清 ,37 ℃孵育 1 h ;
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洗涤 3 次后 ,按每孔 100μL 加入 HRP 标记的羊抗

小鼠 Ig G二抗 ,37 ℃孵育 1 h ;洗涤 5 次后 ,每孔加

入底物 TMB 100μL ,37 ℃避光显色 5～15 min ,加

入终止液 2 mol/ L H2SO4 ,每孔 50μL ,终止显色 ,置

于酶标仪中读取 OD 值 (450 nm/ 620 nm) 。

血清稀释度从 1∶100～1∶3 200 , 设免疫前的血

清为阴性血清。实验组血清各稀释度的 OD 值与阴

性血清 OD 值之比 ≥211 倍时为该小鼠血清的抗体

滴度。

4)淋巴细胞增殖实验。

小鼠加强免疫后第 7 天 ,断颈处死小鼠 ,无菌条

件取小鼠脾脏 , 研碎 ,裂解液去除红细胞 , 获得单

个淋巴细胞悬液。按 2 ×106/ mL 加入 96 孔细胞培

养板。分别以猪瘟灭活病毒抗原 (终质量浓度为 10

μg/ mL) 、ConA (10μg/ mL) 、BSA (10μg/ mL) 刺激每

组淋巴细胞 , 培养 48～ 72 h 后 , 加入 20μL/ 孔

M TS(1 mL M TS 中加入 50μL PMS) 显色 2～3 h ,

于酶标仪中检测 492 nm 处 OD 值。

5) RT- PCR 检测细胞因子。

用 Trizol (一步法)提取上述 T 细胞增殖实验剩

余的各组淋巴细胞的总 RNA ,取 6μL RNA 进行逆

转录。随后取 5μL 各组 cDNA 进行特异引物 PCR

扩增 ,取 915μL PCR 扩增产物进行 2 % (体积分数)

琼脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭染色 ,用凝胶成像系统照

相 ,AlphaEaseFC 软件进行亮度分析。在检测各种

细胞因子之前 ,通过 PCR 检测持家基因 HPRT 的

表达 ,来调节各组 cDNA 的含量。PCR 反应条件和

引物序列见表 1[14 ] 。

表 1 　细胞因子引物序列和 PCR反应参数

Table 1 　Primers sequence of cytokine genes and parameters of PCR reaction

目的基因 引 　物 PCR 反应参数

HPRT
5′2GTTGGA TACA GGCCA GACTTTGTTG ,

3′2GA GGGTA GGCTGGCCTA TGGCT
94 ℃for 30 s , 60 ℃for 30 s , 72 ℃for 40 s

IL - 2
5′2TCCACTTCAA GCTCTACA G ,

3′2GA GTCAAA TCCA GAACA TGCC
94 ℃for 30 s , 55 ℃for 30 s , 72 ℃for 40 s

IFN-γ
5′2CA TTGAAA GCCTA GAAA GTCTG ,

3′2CTCA TGGAA TGCA TCCTTTTTCG
94 ℃for 30 s , 58 ℃for 30 s , 72 ℃for 40 s

IL - 4
5′2GAAA GA GACCTTGACACA GCTG ,

3′2GAACTCTTGCA GGTAA TCCA GG
94 ℃for 30 s , 54 ℃for 30 s , 72 ℃for 40 s

　　6)数据处理。

求出各组数据的平均值和标准偏差 ,然后用单

尾 t 检验来检测各组组间差异。实验重复 2 次。

2 　结 　果

211 　重组质粒 proVAX- E2n 和 pVP22 - E2n 在真

核细胞中的瞬时表达

为证明重组质粒 proVAX- E2n 和 pVP22- E2n

能否在真核细胞中表达 ,脂质体法转染 Hela 细胞

后 ,分别采用 RT- PCR 和 EL ISA 的方法检测到 E2n

在 Hela 细胞中能够在基因水平 (图 1) 和蛋白水平

(图 2)成功的表达。同时 , EL ISA 的结果表明 pro2
VAX- E2n 的表达效率明显高于 pVP22- E2n ,且有

显著性差异 ( P < 0105) 。

212 　酶联免疫吸附实验( EL ISA) 检测 E2n 的特异

性抗体

由图 3 可以看出 ,用 proVAX- E2n 和 pVP22-

M. DL 15 000 bp ;

1. 未转染质粒的 Hela 细胞 ;

2. 以 proVAX - E2n 的 RNA

为模板 PCR ;

3. proVAX的 CDNA ;

4. proVAX- E2n 的 CDNA ;

5. pVP22- E2n 的 RNA ;

6. pVP22 的 CDNA ;

71pVP22- E2n 的 CDNA

图 1 　RT- PCR检测 E2n 基因的体外表达

Fig. 1 　RT2PCR assay for E2n gene expression in vit ro

E2n 免疫的昆明白小鼠 ,2 周后均产生了针对 E2n

的特异性抗体 ,且在 4 和 8 周时 proVAX- E2n 免疫

组的抗体水平显著高于 pVP22- E2n 组 ( P < 0105) ;

同时 ,proVAX- E2n 免疫组抗体水平高峰的出现迟

于 pVP22- E2n ,但抗体的总体水平要高于 pVP22-

E2n。
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差异显著 ( P < 0105) ,图 3、4 同。
图 2 　ELISA检测 proVAX- E2n 和 pVP22- E2n 在

Hela 细胞上清中的表达水平
Fig. 2 　Determination of expression product of proVAX2E2n

and pVP222E2n in Hela cell supernatant by EL IST

图 3 　ELISA检测小鼠血清中抗 CSFV的特异性 IgG
Fig. 3 　EL ISA detection anti2CSFV antibody in the sera of

mice vaccinated with proVAX- E2n and pVP2 - E2n
(差异显著 3 P < 0105)

213 　淋巴细胞增殖实验

为证明重组质粒免疫后能够诱导小鼠产生抗原

特异性的细胞免疫反应 ,加强免疫后第 7 天 ,取实验

组和对照组小鼠的脾脏单细胞进行淋巴细胞增殖实

验。图 4 表明 ,用 10μg/ mL 猪瘟灭活病毒作为特

异性抗原刺激淋巴细胞后 ,与对照组 proVAX 和

pVP22 相比 ,重组质粒 proVAX- E2n 和 pVP22- E2n

免疫后均能诱导昆明白小鼠产生 CSFV 特异性淋巴

细胞增殖反应 ( P < 0105) ,并且 proVAX- E2n 的刺

激指数要显著高于 pVP22- E2n ( P < 0105) 。

214 　半定量 RT- PCR检测细胞因子

细胞因子在免疫调节中起着重要的作用 , 细胞

因子表达量的多少是衡量免疫效果的重要指标之

一。在第二次免疫后 7 d , 从实验组和对照组小鼠

的脾脏中提取总 RNA , 用半定量 RT- PCR 方法检

测 IFN - γ、IL - 2 和 IL - 4 等细胞因子的表达量。

图 5 结果显示 ,在各免疫组中 ,均能检测到 IFN -γ、

IL - 2 和 IL - 4 的表达 , 与空质粒免疫组相比 ,pro2
VAX- E2n 和 pVP22- E2n 免疫组的各种细胞因子的

表达量均明显提高 ,且 proVAX- E2n 组 IL - 2 的表

达量明显高于 pVP22- E2n 组。

CONA 为阳性对照组 ,BSA 为阴性对照组

图 4 　pvoVAX- E2n 和 pVP22- E2n 免疫小鼠脾脏

组织淋巴细胞增殖结果
Fig. 4 　Results of lymphocytes proliferation in spleen of mice

vaccinated with proVA X- E2N and pVP22- E2n

1. 对照组 (未免疫小鼠) ; 2. proVAX- E2n 组 ;

3. proVAX组 ; 4. pVP22- E2n 组 ; 5. pVP22 组

图 5 　RT- PCR检测细胞因子

Fig. 5 　RT2PCR detection of cytokine gene expression

3 　讨论与结论

1)上述实验显示 ,体外表达效率和体内免疫效

果 ,proVAX- E2n 均高于 pVP22- E2n ,这可能是由

proVAX 载体的结构决定的 ,它携带有人绒毛膜促

性腺激素信号肽序列和 Cp G序列。本研究表明 ,信

号肽序列可以介导抗原蛋白分泌到胞外 ,用 EL ISA

可以在细胞培养上清中检测到 proVAX- E2n 的表

达产物。最近的研究证明 ,分泌型的蛋白是诱导体

液免疫的最佳抗原形式[15 ] 。构建分泌型表达质粒

pcDNA3/ sVP1 的实验显示 ,所产生的中和抗体效价

明显高于非分泌型的 , 这提示分泌型基因疫苗的免

疫效果比相应的非分泌型的基因疫苗强[16 ] 。本实

验也证明分泌型 proVAX- E2n 的抗体水平高于非

分泌型的 pVP22- E2n。由此可见 ,DNA 疫苗中的

信号肽序列协助抗原蛋白进入分泌途径 ,能增强机

体的体液免疫应答能力[17 ] 。

2) Cp G序列又称免疫刺激序列 ( ISS) ,可以增

加非特异性免疫反应 ,可诱导产生大量的 IFN -γ、

IL - 2 及 IL - 12 等细胞因子 , 促进 Th1 型免疫应答 ,
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是一种能够增强核酸疫苗免疫效果的基因佐

剂[18 20 ] 。用 Cp G序列作为 HBV S 蛋白基因疫苗的

基因佐剂 , 免疫接种 Balb/ c 小鼠的结果显示含有

Cp G的质粒 DNA 与不含 Cp G的对照相比 , 细胞免

疫应答显著增强[21 ] 。这与本实验结果一致。本研

究用 proVAX- E2n 与 pVP22- E2n 免疫小鼠 ,淋巴

细胞增殖实验结果显示 ,含有 Cp G 基序列的 pro2
VAX- E2n 组的淋巴刺激指数高于无 Cp G基序列的

pVP22- E2n 组。细胞因子检测表明 ,proVAX- E2n

在小鼠体内诱导产生 IL - 2 的表达量要明显高于

pVP22- E2n 免疫组 (图 5) 。

研制基因疫苗中 ,选择高效表达载体是提高免

疫效果的关键因素[9 11 ] 。真核表达载体 proVAX 引

入人绒毛膜促性腺激素信号肽序列和 Cp G 序列 ,

proVAX- E2n 基因疫苗在小鼠模型中激发的体液和

细胞免疫应答都明显高于 pVP22 - E2n , 说明

proVAX是一种高效的真核表达载体。笔者筛选出

免疫效果良好的 CSFV 核酸疫苗 proVAX- E2n ,为

猪瘟病毒核酸疫苗的研究和应用提供了实验依据。
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