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*目的+在昆虫细胞中表达猪流行性腹泻病毒!
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蛋白(

研究其免疫原性(为基于
U?EA=

蛋白的基因工程亚单位疫苗的研究奠定基础)*方法+
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扩增
U?EA-&D?0P

基因(构建其重组表达质粒
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7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

和重组穿梭质粒
5>CU?EA=&C/ZE

)将
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/ZE

转染
4.#

昆虫细胞(利用昆虫杆状病毒表达系统制备重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

)将
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代重组杆状病毒

感染
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细胞(

X3403*+ -̀(0

鉴定重组蛋白的表达(空斑试验测定重组杆状病毒的滴度)在此基础上(分别以感染复数
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和
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收集细

胞(通过
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和空斑试验分别检测目的蛋白的表达量和重组杆状病毒的增殖情况)将
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为
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的
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代

重组杆状病毒皮下注射免疫
W5aW
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小鼠(每隔
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周免疫
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次(共免疫
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次(以注射
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,空载体
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和
U?EA

商

业疫苗为对照组(于首免后不同时间采集血液分离其血清(

?aG=5

法检测血清中
U?EA

特异性抗体的水平'于首免后

DR@

剖取小鼠脾脏(分离其淋巴细胞'

U?EA

刺激后(

\ZZ

法检测小鼠脾淋巴细胞的增殖情况)*结果+
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扩增获

得了约
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的
U?EA-&D?0P

基因'成功构建了重组表达质粒
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7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

,重组穿梭质粒
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U?EA=&C/ZE

和重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

)利用杆状病毒表达系统在
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细胞内成功表达了重组
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=&C/ZE

蛋白(且杆状病毒以
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为
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感染
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细胞后在第
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天蛋白表达量达到最高)在首免后
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(重组杆状病

毒免疫组小鼠血清效价达到最高值(为
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(与商业疫苗组效价一致'淋巴细胞增殖试验表明(重组杆状病毒
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免疫组小鼠脾淋巴细胞对
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的刺激也发生了显著增殖!
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"(而
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和空载体
W,>J9@

对照组淋巴细胞未发生明显增殖!
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")*结论+成功构建了重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

(在昆虫细胞中

成功表达了
U?EA=&C/ZE

蛋白(且具有较好的免疫原性)
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蛋白'昆虫杆状病毒表达系统'免疫原性'基因工程疫苗
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猪流行性腹泻病毒!
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"引起的猪流行性腹泻病!
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B
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@3J9>@9,**13,
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U?E

"具有高致病性,高死亡率等特

点(且在世界范围内广泛分布%

&
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年(比利时

首次确认
U?E

的病原%

$
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(此后该病在匈牙利,德国,

日本,中国,韩国,越南等多个欧亚国家相继发生%

D
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)

$%&DP$%&!

年(美国,加拿大,古巴,墨西哥和日本

出现
U?E

疫情%
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)

U?E

在我国部分地区时有发

生和流行(且多为混合感染爆发(给养猪业带来了巨

大的经济损失%
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)疫苗接种是预防和控制
U?E

的

主要手段(目前市场上的疫苗多为传统的弱毒疫苗

或灭活疫苗(而该类疫苗在安全性等方面存在诸多

隐患%
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)基因工程疫苗可有效解决传统疫苗存在

的问题(所以研究开发新型
U?EA

基因工程疫苗具

有重要的意义)
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病毒囊膜上的纤突!
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(属于
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型糖蛋白(呈辐射状连接在病毒粒子囊膜表面上(是

病毒的主要抗原(负责与宿主细胞的受体结合'同时

U?EA=

蛋白也是诱导病毒产生中和抗体的主要抗

原)在病毒侵染靶细胞时(
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蛋白与靶细胞膜上的

相应位点结合(通过膜融合进入细胞内部(从而调节

中和抗体的产生%
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)因此
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蛋白被认为是基因工

程疫苗研究的关键候选抗原)编码
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蛋白的

基因序列大小约
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(编码
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个氨基酸(蛋

白分子质量
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蛋白可以分为
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位氨基酸"(其中
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蛋白较为保守(而
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蛋白

变异较大(也是
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蛋白主要的功能区%
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可能作为受体结合区!
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"识别不同的细胞蛋白和

糖(而诱导中和抗体产生的表位位于
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内%
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杆状病毒是昆虫的病原体(其所具有的一些典

型特征!如在晚期基因高水平表达"使其非常适合作

为外来基因表达的载体%
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)为推进
U?EA

基因

工程疫苗的探索和创新(本研究利用昆虫杆状病毒

表达系统表达
U?EA=&C/ZE

蛋白(并验证了其免

疫原性(旨在为利用昆虫杆状病毒表达系统制备
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基因工程亚单位疫苗提供依据)
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物(交由生工生物工程!上海"股份有限公司合成)

引物序列#

U?EA=&C/ZE7(*

#

RoCZNNNNNYYY5ZC

YN5ZN5NN5ZN5NN5ZN5NYYNN5YZNNNZ5C

YNZZZCDo

!下划线碱基为
-,+

"

酶切位点"'

U?EA

=&C/ZE O3:

#

RoCYYYYZ5NNZZ5YZY5ZYYZC

Y5ZYYZY5ZYYZYZ5YN5NZY5N555ZNCDo

!下划线碱基为
3

E

)

"

酶切位点")

以
U?EA-

基因!由浙江省家蚕生物反应器和

生物医药重点实验室保存"为模板进行
UNO

扩增)

UNO

反应体系为#

UNO

高保真酶混合液
!R

-

a

(上,

下游引物!

&%

-

J(-

$

Ja

"各
$

-

a

(

E/5

模板
&

-

a

)

反应程序为#

#!d

预变性
RJ9+

'

#!d

变性
D%4

(

K%

d

退火
D%4

(

"$d

延伸
#%4

(共
$R

个循环'

"$d

终

延伸
&%J9+

(

!d

保存)扩增产物用
&V

琼脂糖凝胶

电泳进行鉴定)

&<D

!

重组表达质粒和穿梭质粒的构建及鉴定

将扩增出的
U?EA-&D?0P

基因进行
-,+

"

$

3

E

)

"

双酶切(然后与经同样双酶切的
B

7,40W,>

E),-

载体连接(转入
ZY&

感受态细胞中(构建出

B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

重组表达质粒(将连

接产物转化大肠杆菌
E[R

,

后的菌液涂抹至含
%<&

J

S

$

Ja

氨苄青霉素的培养板上筛选阳性克隆(摇菌

提取质粒后进行
-,+

"

$

3

E

)

"

双酶切,

UNO

扩增

和测序鉴定)

将构建成功的
B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

重组表达质粒转化
E[&%W,>

菌(与其中的
W,>J9@

质粒进行同源重组(得到重组穿梭质粒
5>CU?EA

=&C/ZE

(并进行蓝白斑试验筛选)设计引物
\&D

7

#

RoCNNN5YZN5NY5NYZZYZ5555NYCDo

(

\&D

O

#

RoC5YNYY5Z55N55ZZZN5N5N5YYCDo

(交

由生工生物工程!上海"股份有限公司合成)以蓝白

斑试验筛选的阳性重组质粒为模板(用
\&D7

$

\&DO

,

\&D7

$

U?EA =&C/ZE O3:

,

\&DO

$

U?EA =&C/ZE

7(*

,

U?EA=&C/ZE7(*

$

U?EA=&C/ZEO3:

对重组

穿梭质粒
5>CU?EA=&C/ZE

进行
UNO

鉴定)

&<!

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

的构建

将鉴定正确的重组穿梭质粒
5>CU?EA =&C

/ZE

感染
4.#

细胞(观察细胞的发病状态)收集感

染的
4.#

(用细胞与上清中的
U&

代重组杆状病毒

*:5>U?EA=&C/ZE

再次感染
4.#

细胞(获得
U$

代

重组杆状病毒(用空斑试验测定其滴度)用其感染

4.#

细胞(

!L1

后收集细胞(用细胞裂解液裂解后取

上清液(用
&%V

的
=E=CU5Y?

电泳分离细胞总蛋

白(以鼠源抗
[94K

单克隆抗体为一抗进行
X3403*+

-̀(0

试验(验证重组蛋白
=&C/ZE

在
4.#

细胞中的

表达情况)

用密度为
&g&%

K

Ja

P&的处于对数生长期的健

康
4.#

细胞铺六孔板(

$"d

静置
&1

(将
U$

代重组

杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

以感染复数!

J)-09C

B

-9>90

;

(.9+.3>09(+

(

\FG

"为
%<&

感染
4.#

细胞(于感

染后第
&

(

$

(

D

(

!

(

R

和
K

天收集细胞上清液(用空斑

试验测定病毒滴度(进而绘制重组杆状病毒的增殖

曲线)

&<R

!

目的蛋白
U?EA=&C/ZE

在
4.#

细胞中的表

达量

将
\FG

为
%<&

(

&

和
D

的
U$

重组杆状病毒分别

感染
4.#

细胞(于感染后第
&

(

$

(

D

(

!

和
R

天分别收

集细胞!

\FGfD

时(第
R

天的细胞大量死亡(故未
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收集细胞样品"(

UW=

洗涤后用细胞裂解液裂解后取

上清液(以鼠源抗
[94K

单克隆抗体作为一抗(用

X3403*+ -̀(0

测定重组蛋白的表达量(同时以

*

C,>09+

为内参蛋白)

&<K

!

重组蛋白
U?EA=&C/ZE

的免疫原性分析

用
U$

代重组杆状病毒继续感染
4.#

细胞(制备

UD

代重组杆状病毒)用
\FG

为
%<&

的
UD

代重组

杆状病毒感染
4.#

细胞(第
!

天收取上清液即病毒

液)利用
D%I)

的超滤管浓缩病毒以达到要求的病

毒滴度)取
$!

只
K

周龄的雌性
W5aW

$

>

小鼠(随机

平均分为重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

组及

UW=

,空载体
W,>J9@

和
U?EA

疫苗对照组(分别皮

下注射免疫
*:5>U?EA=&C/ZE

,

UW=

,空载体
W,>C

J9@

,

U?EA

商业疫苗(其中
*:5>U?EA=&C/ZE

免

疫量为
&g&%

L

B

.)

$只(

UW=

和
U?EA

商业疫苗的免

疫量为
$%%

-

a

$只(空载体
W,>J9@

的免疫量为
&g

&%

L

B

.)

$只(每隔
$

周免疫
&

次(共免疫
D

次)

&<K<&

!

抗体效价
!

在第
&

次免疫后的第
%

!第
&

次

免疫当天"(

&!

(

$L

和
DR

天(每组随机取
D

只小鼠(断

尾采血(分离血清(

&%%

倍稀释后(用
?aG=5

法检测

各组小鼠血清的效价(具体方法参照试剂盒说明书)

&<K<$

!

脾淋巴细胞增殖
!

在小鼠第
&

次免疫后的

第
DR

天(每组取
D

只小鼠处死(在体积分数
"RV

的

酒精中浸泡
DJ9+

后(在超净工作台中解剖(分离脾

脏(按照小鼠淋巴细胞分离液说明书分离脾淋巴细

胞)以密度
&g&%

K

Ja

P&的脾淋巴细胞铺
#K

孔板

!

&%%

-

a

$孔"(设置
N(+5

阳性组,

U?EA

刺激组和

UW=

阴性对照组(每组设置
D

个重复)

N(+5

阳性

组脾淋巴细胞加入
$%

-

S

$

Ja

的
N(+5

(

&%%

-

a

$孔'

UW=

阴性组加入
UW=&%%

-

a

$孔'

U?EA

刺激组加

\FG

为
&

的
U?EA

病毒液(

&%%

-

a

$孔)各组细胞

培养
!$1

后(加入
$%

-

aRJ

S

$

Ja\ZZ

(振荡
&

J9+

(放置
K1

后弃掉上清液(每孔加入
&%%

-

aE\C

=F

(振荡
$J9+

(于
!#$+J

下测定吸光值!

FE

!#$

")

计算刺激指数!

=G

"(判断淋巴细胞的增值程度)刺

激指数!

=G

"

f

刺激组
FE

!#$

平均值$
UW=

阴性对照组

FE

!#$

平均值)

$

!

结果与分析

$<&

!

U?EA-&D?0P

基因的
UNO

扩增结果

U?EA-&D?0P

基因的
UNO

扩增产物电泳

后(获得了约
"DL`

B

的片段 !图
&

"(与预期结果

!

"DL`

B

"相符)

\<E/5 \,*I3*Ea$%%%

'

&

(

$<UNO

扩增产物

\<E/5 \,*I3*Ea$%%%

'

&

(

$<UNO,J

B

-9.9>,09(+

B

*(@)>0

图
&

!

U?EA-&D?0P

基因
UNO

扩增产物的电泳结果

79

S

<&

!

UNO

B

*(@)>04(.U?EA-&D?0P

S

3+39@3+09.93@`

;

,

S

,*(43

S

3-3-3>0*(

B

1(*30(

S

*,J

$<$

!

U?EA-&D?0P

基因表达质粒和重组穿梭质

粒的鉴定

对构建完成的重组表达质粒
B

7,40W,>E),-

U?EA=&C/ZE

进行
UNO

与双酶切鉴定(结果均在

"DL`

B

附近出现符合预期长度的特异性条带!图

$

")测序分析表明(构建完成的重组质粒中的目的

基因
-&D?0P

序列与模板序列一致(表明重组质粒

已构建成功)

\<E/5 \,*I3*Ea&%%%%

'

&<UNO

扩增产物'

$

(

D<

B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

的
-,+

"

$

3

E

)

"

双酶切产物

\<E/5 \,*I3*Ea&%%%%

'

&<UNO,J

B

-9.9>,09(+

B

*(@)>0

'

$

(

D<U*(@)>04(.

B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE@9

S

3403@`

;

3+c

;

J3-,+

"

,+@3

E

)

"

图
$

!

重组表达质粒
B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE

的
UNO

鉴定!

5

"和双酶切鉴定!

W

"

79

S

<$

!

UNO@303>09(+

!

5

"

,+@@),-3+c

;

J3@9

S

3409(+

!

W

"

(.*3>(J̀9+,+0

B

-,4J9@

B

7,40W,>E),-U?EA=&C/ZE
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!!

重组穿梭质粒
5>CU?EA=&C/ZE

经
\&D7

$

\&DO

,

\&D7

$

U?EA =&C/ZE O3:

,

\&DO

$

U?EA

=&C/ZE7(*

,

U?EA=&C/ZE7(*

$

U?EA=&C/ZE

O3:

引物
UNO

鉴定(分别获得了
DD&#

(

$"D#

(

&&#K

(

"DL`

B

的片段(片段长度均与预期目的片段

长度一致!图
D

"(表明重组穿梭质粒构建成功)

\<E/5 \,*I3*

'

&

$

!<

分别以
\&D7

$

\&DO

,

\&D7

$

U?EA

=&C/ZEO3:

,

\&DO

$

U?EA=&C/ZE7(*

,

U?EA=&C/ZE

7(*

$

U?EA=&C/ZEO3:

为引物的
UNO

扩增产物

\<E/5 \,*I3*

'

&P!<U*(@)>04,J

B

-9.93@2901\&D7

$

\&DO

(

\&D7

$

U?EA=&C/ZEO3:

(

\&DO

$

U?EA=&C/ZE7(*

(

U?EA

=&C/ZE7(*

$

U?EA=&C/ZEO3:,4

B

*9J3*4

图
D

!

重组穿梭质粒
5>CU?EA=&C/ZE

的
UNO

鉴定

79

S

<D

!

UNO@303>09(+(.*3>(J̀9+,+05>CU?EA=&C/ZE

$<D

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

的制备

将鉴定正确的重组穿梭质粒
5>CU?EA =&C

/ZE

感染
4.#

细胞(

R@

后显微镜下观察到细胞体

积增加(细胞核变大(停止生长(部分细胞贴壁不牢

固(悬浮在培养基中(并有一部分细胞发生裂解死

亡(说明细胞已经出现病变)利用空斑试验测定
U$

代重组杆状病毒
*:5>U?EA =&C/ZE

的滴度为

L<Rg&%

K

B

.)

$

Ja

)

!!

X3403*+ -̀(0

检测结果!图
!

"显示(在
$R

$

D$

I)

处出现条带(与预测的重组蛋白分子质量大小

!

$LI)

"相符(表明重组蛋白已经在
4.#

细胞中成功

表达)

&<

蛋白
\,*I3*

'

$<

目的蛋白

&<U*(039+\,*I3*

'

$<Z,*

S

30

B

*(039+

图
!

!

U?EA=&C/ZE

蛋白在
4.#

细胞中表达的
X3403*+ -̀(0

鉴定

79

S

<!

!

U?EA=&C/ZE

B

*(039+3Q

B

*3449(+9+4.#>3--

@303>03@`

;

)49+

S

X3403*+ -̀(0

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

的增殖曲

线如图
R

所示)由图
R

可知(在感染后第
D

天时病

毒滴度达到最高(为
L<&g&%

K

B

.)

$

Ja

)

图
R

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

的增殖曲线

79

S

<R

!

Y*(201(.*3>(J̀9+,+0̀ ,>)-(:9*)4(.

*:5>U?EA=&C/ZE

$<!

!

重组
U?EA=&C/ZE

蛋白的表达量

由图
K

可知(

U$

代重组杆状病毒感染
4.#

细胞

时(

\FG

为
%<&

的第
!

天和
\FG

为
&

的第
D

天(重

组
U?EA=&C/ZE

蛋白的表达量达到最高)

&

$

R<

分别为转染后第
&

(

$

(

D

(

!

(

R

天

&PR<&

(

$

(

D

(

!

(

R@,

;

4,.03*0*,+4.3>09(+

(

*34

B

3>09:3-

;

图
K

!

U?EA=&C/ZE

蛋白表达的
X3403*+ -̀(0

检测

79

S

<K

!

E303>09(+(.0,*

S

30

B

*(039+U?EA=&C/ZE3Q

B

*3449(+`

;

X3403*+ -̀(0
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$<R

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

的免疫

原性

由图
"

可知(

UW=

对照组,空载体
W,>J9@

对照

组小鼠血清中未检测到
U?EA

特异性抗体的产生'

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

组,

U?EA

商业

疫苗组小鼠血清中
U?EA

特异性抗体水平随着免

疫次数的增加而升高(均在免疫后
DR@

达到最高

值(为
&nR%%%

)结果表明(与
U?EA

商业疫苗组

一样(重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

组也可诱

导机体产生特异性抗体)

!!

由图
L

可知(

UW=

对照组和空载体
W,>J9@

对

照组小鼠脾淋巴细胞对于
U?EA

的刺激未发生明

显增殖!

!

#

%<%R

"(刺激指数明显小于
N(+5

刺激

组'重组杆状病毒
U?EA

组和
U?EA

商业疫苗组小

鼠脾淋巴细胞对
U?EA

的刺激均发生了明显的增

殖(刺激指数分别显著和极显著高于
UW=

对照组)

结果表明(与
U?EA

商业疫苗组一样(重组杆状病

毒
U?EA

组也可诱导机体产生细胞免疫效应)

图
"

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

免疫小鼠血清

U?EA

特异性抗体的效价检测

79

S

<"

!

Z93*@303>09(+(.43*)JU?EA4

B

3>9.9>,+09̀(@

;

,

S

,9+40*3>(J̀9+,+0̀ ,>)-(:9*)4*:5>U?EA

=&C/ZE9JJ)+9c3@J9>3

0

$

1和0

$$

1表示与
UW=

对照组差异显著和极显著

0

$

1

,+@

0

$$

1

J3,+4

(

>(J

B

,*3@2901UW=>(+0*(-

S

*()

B

图
L

!

重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

免疫

小鼠脾淋巴细胞增殖情况

79

S

<L

!

U*(-9.3*,09(+(.4

B

-33+-

;

J

B

1,09>>3--49+J9>3

9JJ)+9c3@2901*3>(J̀9+,+0̀ ,>)-(:9*)4

*:5>U?EA=&C/ZE

D

!

讨
!

论

目前(对于
U?EA=&

蛋白的重组表达所采用的

表达系统主要有乳酸乳球菌表达系统%

&#

&

,大肠杆菌

表达系统%

$%

&

,干酪乳杆菌表达系统%

$&

&

,腺病毒表达

系统%

$$

&和杆状病毒表达系统%

$D

&等)与原核表达系

统及其他真核表达系统相比(昆虫杆状病毒表达系

统由于具有独特的生物学特性而日益受到人们的青

睐)杨德强等%

$D

&通过昆虫杆状病毒
W,>C0(CW,>

=

;

403J

表达系统对
U?EA=&

蛋白进行了表达(但

其未对表达产物的免疫原性进行检验)史翠萍

等%

$!

&利用杆状病毒表面展示技术表达了
U?EA=&

蛋白(经动物免疫试验证实(表面展示有
U?EA=&

蛋白的重组杆状病毒能够激发有效的体液免疫及细

胞免疫反应(具有较好的免疫原性)以上研究结果

为本研究的开展提供了理论支撑)为了进一步探讨

经杆状病毒表达系统表达的
U?EA=&

蛋白的免疫

原性(本研究利用昆虫杆状病毒表达系统成功制备

了重组杆状病毒
*:5>U?EA =&C/ZE

(用
*:5>C

U?EA=&C/ZE

感染
4.#

细胞后(通过鼠源抗
[94K

单克隆抗体进行
X3403*+ -̀(0

分析(证实了目的蛋

白可成功表达)在此基础上(通过不同
\FG

的重组

杆状病毒感染
4.#

细胞后(空斑试验检测证实在

\FG

为
%<&

时感染
4.#

细胞第
D

天病毒滴度达到最

高值'

X3403*+ -̀(0

检测证实
\FG

为
&

时感染第
D

天(蛋白表达量达到最高)重组病毒
*:5>U?EA

=&C/ZE

免疫小鼠后(

?aG=5

法检测相应的抗体证

实(在免疫后
DR@

效价达到最高值(为
&nR%%%

'淋

巴细胞增殖试验结果证实(在
U?EA

病毒刺激下重

组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

免疫组的淋巴细

胞发生了明显的增殖)

综上所述(本研究利用昆虫杆状病毒表达系统

..
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成功构建了重组杆状病毒
*:5>U?EA=&C/ZE

(并

表达了具有免疫原性的
U?EA=&

蛋白(为后续研制

U?EA

亚单位疫苗奠定了基础)
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