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新型呼肠病毒 杂 基因 阅晕粤疫苗在小鼠体内的免疫原性
侯俊员袁刘泽圆袁谢国明员袁罗声栋员袁李瑞生员袁白冰珂员

渊员援 解放军第 猿园圆 医院实验技术研究保障中心袁 北京摇 员园园园猿怨曰
圆援 解放军第 猿园圆 医院肝脏肿瘤诊疗与研究中心袁 北京摇 员园园园猿怨冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨新型呼肠病毒 砸源 株 杂 片段免疫小鼠后引发的免疫应答遥 方法摇 构建 源 个不同 杂 基因

节段的重组真核表达质粒袁并免疫小鼠曰耘蕴陨杂粤 检测血清以研究 砸源 特异性抗体升高水平袁并对其抗体亚型进行鉴

定曰耘蕴陨杂孕韵栽 检测小鼠淋巴细胞 陨晕云鄄酌 的表达情况遥 结果摇 与对照组相比袁源 个重组质粒免疫的小鼠血清都有明显

的 砸源 特异性抗体升高袁尤其以 杂员 和 杂猿 基因免疫后抗体水平较高袁且均以 陨早郧圆葬 占绝对优势曰 杂员 基因免疫组小鼠

的细胞免疫应答最强遥 结论 摇 杂员 基因重组质粒免疫小鼠后可同时引发较强的体液免疫和细胞免疫应答袁是较为

理想的疫苗备选基因片段遥
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揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 砸藻燥增蚤则怎泽曰 阅晕粤 增葬糟糟蚤灶藻曰 悦藻造造怎造葬则 蚤皂皂怎灶蚤贼赠曰 匀怎皂燥则葬造 蚤皂皂怎灶蚤贼赠曰 酝燥怎泽藻

摇 摇 圆园园猿 年我中心从 杂粤砸杂 患者标本中分离到 员 株

新型呼肠病毒 砸源 株咱员暂 袁这是继 员怨愿圆 年国内报道分

离出呼肠病毒 圆员 年后再次分离得到的呼肠病毒咱圆暂 遥
呼肠病毒是一种分节段病毒咱猿暂 袁基因组由 员园 个基因

节段组成袁分为 猿 组袁即 猿 个大基因节段渊 蕴员袁蕴圆袁
蕴猿冤尧猿 个中基因节段渊酝员袁酝圆袁酝猿冤和 源 个小基因节

段渊杂员袁杂圆袁杂猿袁杂源冤遥 其中 杂员 基因编码 滓员 和 滓员泽 蛋

白袁是呼肠病毒主要的抗原蛋白袁能诱导宿主免疫系
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统产生保护性中和抗体和血凝抑制抗性袁是决定病

毒的致病性尧感染性和毒力的主要因素遥 杂圆 和 杂猿
基因分别编码内衣壳蛋白 滓圆 和非结构蛋白 滓晕杂袁
与病毒感染复制过程中结合 凿泽砸晕粤 有关遥 杂源 基因

编码外衣壳蛋白 滓猿袁对蛋白酶降解作用敏感遥 阅晕粤
疫苗由于不存在毒力回升尧免疫应答持久尧制备简单

等特点袁所以在病毒流行期的预防和控制等方面起

到非常关键性的作用遥 为了从新型呼肠病毒 源 个小

基因节段中筛选出制备疫苗最佳的备选片段袁研制

更有效的疫苗来预防和控制新型呼肠病毒所引起的

疾病遥 因此袁本实验构建了 源 种包含不同 杂 基因节

段的重组质粒来免疫 月粤蕴月 辕 糟 小鼠袁对其诱导的体

液免疫和细胞免疫应答进行了对比分析袁以期筛选

出最佳的免疫片段袁为今后疫苗的研发和应用提供

可靠的理论基础遥
员摇 材料与方法

员郾 员摇 重组质粒的构建

新型呼肠病毒 砸源 株从北京第一例 杂粤砸杂 患者

咽拭子感染 匀藻责鄄圆 细胞中分离遥 按照操作说明用

匝陨粤葬皂责 灾蚤则葬造 砸晕粤 酝蚤灶蚤 运蚤贼 提取病毒 砸晕粤袁一步法

砸栽鄄孕悦砸 分别扩增呼肠病毒小节段基因 杂员尧杂圆尧杂猿
和 杂源 片段袁并分别克隆至真核表达载体 责糟阅晕粤猿郾 员
渊 垣 冤后袁构建重组真核表达质粒 责悦杂员尧责悦杂圆尧责悦杂猿
和 责悦杂源遥 酶切和测序分析确认重组质粒构建成功遥
质粒用 匝蚤葬早藻灶 孕造葬泽皂蚤凿 酝藻早葬 运蚤贼 渊悦葬贼援 晕燥援 员圆员愿员冤
大量纯化并在 杂皂葬则贼杂责藻糟栽酝 孕造怎泽 杂责藻糟贼则燥责澡燥贼燥皂藻贼藻则
渊月蚤燥鄄砸葬凿袁 匀藻则糟怎造藻泽袁 悦粤袁 哉杂粤冤上测定浓度和纯度遥
取符合纯度要求的质粒 阅晕粤袁根据其初始浓度稀释

至终浓度为 员 滋早 辕 滋蕴袁置 原源园益冰箱分装保存备用遥
员郾 圆摇 免疫小鼠

杂孕云 级 远 耀 愿 周龄的 月粤蕴月 辕 糟 小鼠 猿远 只袁雌性袁
体重 员愿 耀 圆园 早袁来自军事医学科学院实验动物中心

揖杂悦载运渊军冤圆园员圆鄄园园园源铱袁实验在解放军第 猿园圆 医院

动物实验室完成揖杂再载运渊军冤圆园员圆鄄园园员园铱遥 小鼠随

机分成 远 组袁每组 远 只遥 实验 陨 组袁免疫 责悦杂员 质粒袁
每只 员园园 滋早曰实验 陨陨 组袁免疫 责悦杂圆 质粒袁每只 员园园
滋早曰实验芋组袁免疫 责悦杂猿 质粒袁每只 员园园 滋早曰实验 陨灾
组袁免疫 责悦杂源 质粒袁每只 员园园 滋早曰实验 灾 组袁免疫

责糟阅晕粤鄄猿郾 员 质粒袁每只 员园园 滋早曰实验遇组为 孕月杂 组袁
每只 员园园 滋蕴遥 隔 圆 周用相同剂量重组质粒加强免

疫一次袁共免疫 猿 次遥
员郾 猿摇 免疫小鼠血清特异性抗体鉴定

每周小鼠尾静脉采血袁分离血清冻存备用遥 特

异性抗 砸源 抗体的检测采用间接 耘蕴陨杂粤 法遥 灭活

砸源 病毒包被 怨远 孔板袁每孔 圆园园 灶早袁源益过夜遥 封闭

后加入 员颐 员园 稀释的血清袁猿苑益孵育 员澡袁每个血清样

品重复 猿 个复孔遥 羊抗鼠二抗孵育并显色后测定

源园缘 灶皂 的光吸收值遥
员郾 源摇 抗体亚型测定

陨早郧 抗体亚型 陨早郧员尧陨早郧圆葬 和 陨早郧圆遭 的测定分别

用 粤阅陨 公司 耘蕴陨杂粤 检测试剂盒 渊 悦葬贼葬造燥早 灶怎皂遭藻则泽
远猿猿园袁 远猿源园袁 葬灶凿 远猿缘园曰 粤造责澡葬 阅蚤葬早灶燥泽贼蚤糟 陨灶贼藻则灶葬贼蚤燥灶葬造
陨灶糟援 袁 哉杂粤冤遥 按照说明书的要求袁标准品尧对照和待

测血清样品分别稀释后加入孔中袁猿苑益孵育 员澡遥 再

经过二抗孵育和底物显色后袁测定 源缘园 灶皂 的光吸收

值遥
员郾 缘摇 耘蕴陨杂孕韵栽 检测

第 猿 次免疫后 员园 凿袁摘眼球放血处死小鼠袁取小

鼠脾脏磨碎袁分离淋巴细胞袁用 砸孕酝陨 员远源园 培养液配

成 圆 伊 员园远 辕 皂蕴 单细胞悬液袁于 怨远 孔板中每孔加入

员园园 滋蕴遥 渊怨远 孔板预先每孔加入 员园园 滋蕴 浓度为 缘
滋早 辕 皂蕴 的大鼠抗小鼠 陨晕云鄄酌 抗体袁源益 过夜进行预

包被遥冤每个基因对应的特异性肽段作为刺激抗原

加入孔中与淋巴细胞 猿苑益共同孵育 员愿 澡遥 按照操

作说明进行二抗孵育和底物显色后袁送 耘蕴陨杂孕韵栽 读

板仪进行读数渊斑点形成细胞袁杂云悦冤遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 杂 基因免疫小鼠的体液免疫反应

血清 员颐 员园 稀释后进行 耘蕴陨杂粤 检测袁与对照组相

比袁源 个重组质粒免疫的小鼠血清都有明显的 砸源 特

异性抗体升高袁其中 杂猿 免疫组的抗体水平最高遥 杂员
和 杂猿 组的抗体水平随着免疫次数增多而逐步加强袁
呈持续升高遥 而 杂源 组的抗体在第 缘 周达到最高袁第
远 周时抗体水平明显回落遥 杂圆 组抗体在前 源 周时抗

体上升最快袁而后大幅度下降袁末次免疫后抗体水平

最低渊图 员袁彩插 员冤遥
圆郾 圆摇 陨早郧 抗体亚型测定

对不同免疫小鼠血清的抗体亚型进行了检测袁结
果除了 杂猿 和 杂源 免疫组之间的 陨早郧圆遭 水平没有统计

学差异渊孕 跃 园郾 园缘冤袁源 个重组质粒免疫组和 圆 个对照

组之间的 陨早郧圆葬尧陨早郧圆遭 和 陨早郧员 抗体水平都有明显差

异渊孕 约 园郾 园园员冤遥 杂员尧杂圆 和 杂猿 免疫组的抗体以 陨早郧圆葬
占优势袁而且 杂员 免疫组的 陨早郧圆葬 抗体水平是 陨早郧圆遭
的 猿 倍袁是 陨早郧员 的将近 员园 倍渊图 圆袁彩插 员冤遥
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圆郾 猿摇 杂 基因免疫小鼠的细胞免疫反应

利用 耘蕴陨杂孕韵栽 的方法检测了不同免疫组小鼠

脾脏淋巴细胞的 陨晕云鄄酌 分泌情况遥 所有重组质粒免

疫组中分泌 陨晕云鄄酌 的淋巴细胞比对照组至少有 远 倍

提高渊孕 约 园郾 园园员冤袁而且 杂员 免疫组的孔中斑点数最

多渊在每 员园 万细胞中有 猿缘园 个斑点冤袁是 杂圆 组渊在
每 员园 万细胞中有 员员员 个斑点冤的 猿 倍袁杂猿 组渊在每

员园 万细胞中有 员缘愿 个斑点冤的 圆 倍袁杂源 组渊在每 员园
万细胞中有 缘远 个斑点冤的将近 苑 倍渊图 猿冤遥

摇 摇 图 猿摇 陨晕云鄄酌 特异性淋巴细胞分泌检测

摇 摇 云蚤早援 猿摇 耘蕴陨杂孕韵栽 葬泽泽葬赠 燥枣 贼澡藻 泽藻糟则藻贼蚤燥灶 燥枣 泽责藻鄄
糟蚤枣蚤糟 造赠皂责澡燥糟赠贼藻泽 蚤灶 贼澡藻 蚤皂皂怎灶蚤扎藻凿 皂蚤糟藻

猿摇 讨论

呼肠病毒广泛存在于自然界中袁可从许多动物

体内渊如蝙蝠和昆虫冤分离到咱源暂 袁加之感染后常无症

状袁与人类疾病的关系仍未确定曰但有报道认为呼肠

病毒与人类某些疾病有关袁如 砸燥泽藻灶 等咱缘暂 报道从患

有轻度呼吸道和胃肠道疾病的儿童患者中分离出该

病毒袁而呼肠病毒 员 型曾引起爆发流行遥 王吉等咱远暂

利用 砸栽鄄孕悦砸 的方法分析了呼肠孤病毒芋型遥 刘伟

等咱苑暂构建了小鼠 酝陨孕鄄员琢 和 月苑鄄员 基因的慢病毒的

载体袁为病毒免疫原性的研究提供了参考遥 单纯疱

疹病毒的糖蛋白 阅 特异性单克隆抗体 陨早郧圆葬 在保护

小鼠免受病毒攻击时就远比 陨早郧员 重要咱愿暂 遥
该病毒的 杂员 基因与原有的哺乳类呼肠病毒 员尧

圆尧猿 型标准株差异较大袁其氨基酸序列与目前已知

呼肠病毒的同源性最高只有 远源豫 遥 呼肠病毒 杂员 基

因节段编码 滓员 蛋白袁是病毒主要的型特异中和抗

原袁决定病毒的感染力和致病性袁能诱导机体产生保

护性中和抗体遥 杂员 重组质粒免疫后可产生以 陨早郧圆葬
占绝对优势的抗体袁这与 晕早怎赠藻灶 等的研究结果基本

一致咱怨暂 遥 如果采用病毒的蛋白或肽段作为疫苗去

免疫小鼠袁则主要产生以 陨早郧员 为主的抗体咱员园暂 遥 对

于不同的免疫途径或免疫佐剂也会影响 阅晕粤 疫苗

的免疫应答反应袁引发不同的抗体反应咱员员暂 遥 栽澡员 型

细胞功能与细胞介导的免疫应答有关袁可引发嗜菌

细胞介导的预防感染反应袁以 酝匀灾鄄猿 感染来说袁
栽澡员 辕 栽澡圆 淋巴细胞有不同的作用咱员圆暂 遥 高滴度的抗

体仅能保护初次感染袁却并不能消除再次感染袁仅仅

有体液免疫反应对于清除病毒感染是不够的袁栽澡员
介导的细胞免疫反应对于保护机体免受病毒攻击起

到至关重要的作用遥 而动物模型是疫苗评价的重要

手段袁朱华咱员猿暂 和魏东咱员源暂 等利用小鼠建立了 匀苑晕怨
禽流感病毒和 匀怨晕圆 亚型猪流感病毒的动物模型为

其疫苗的评价提供了良好的研究平台遥
本实验所构建的 源 种包含不同 杂 基因节段的重

组质粒免疫小鼠袁其体液免疫反应与对照组相比袁源
个重组质粒免疫的小鼠血清都有明显的 砸源 特异性

抗体升高袁其中 杂猿 免疫组的抗体水平最高遥 杂员 和

杂猿 组的抗体水平随着免疫次数增多而逐步加强袁呈
持续升高遥 杂员袁杂圆 和 杂猿 免疫组的抗体以 陨早郧圆葬 亚

型为主袁是 陨早郧圆遭 的 猿 倍袁陨早郧员 的 员园 倍遥 细胞免疫

反应中免疫组分泌大量的 陨晕云鄄酌 淋巴细胞袁比对照

组至少提高了 远 倍曰孔中斑点数是 杂圆 组的 猿 倍尧杂猿
组的 圆 倍尧杂源 组的 苑 倍袁这表明 杂员 基因的重组质粒

引发的细胞免疫应答最强遥 综合血清抗体的检测结

果袁杂员 基因的重组质粒免疫小鼠可引发较强的体液

免疫和细胞免疫应答袁主要以 陨早郧圆葬 占优势的抗体

反应袁是较为理想的疫苗选择对象遥 温璟咱员缘暂和丘力

功等咱员远暂利用 韵运源猿圆鄄肿瘤疫苗和电脉冲增强治疗型

匀月灾 阅晕粤 疫苗评价了机体免疫细胞的免疫反应袁为
疫苗的评价提供了参考遥 因此袁本研究从新型呼肠

病毒 杂 基因中成功地筛选出 杂员 基因是构建 阅晕粤 疫

苗最佳的免疫片段袁为今后研发和应用 杂员 基因重组

阅晕粤 疫苗提供了可靠的理论依据遥
渊本文图 员尧圆 见彩插 员冤遥
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咱员圆暂摇 宰澡蚤贼皂蚤则藻 允运袁 月藻灶灶蚤灶早 晕袁 宰澡蚤贼贼燥灶 允蕴援 悦怎贼贼蚤灶早 藻凿早藻院 藻葬则造赠 陨云晕鄄
早葬皂皂葬 泽蚤早灶葬造蚤灶早 凿蚤则藻糟贼造赠 藻灶澡葬灶糟藻泽 责则蚤皂葬则赠 葬灶贼蚤增蚤则葬造 悦阅源 垣 栽 糟藻造造
则藻泽责燥灶泽藻泽 咱允暂 援 允 陨皂皂怎灶燥造援 圆园园缘袁 员苑缘渊怨冤院 缘远圆源 原 缘远圆愿援

咱员猿暂摇 朱华袁 许黎黎袁 鲍琳琳袁 等援 匀苑晕怨 禽流感病毒小鼠感染动物

模型的建立 咱允暂 援 中国实验动物学报袁 圆园员源袁 圆圆渊员冤院员愿 原 圆员援
咱员源暂摇 魏东袁 刘英袁 徐彤援 匀怨晕圆 亚型猪流感病毒感染 月粤蕴月 辕 糟 小鼠

动物模型的建立 咱允暂 援 中国实验动物学报袁 圆园员圆袁 圆园渊缘冤院缘源
原 缘苑 垣 怨愿援

咱员缘暂摇 温璟袁 郑晓东袁 武峰袁 等援 韵运源猿圆鄄肿瘤疫苗对 阅月粤 辕 圆 小鼠外

周血中 栽 细胞亚群的影响 咱 允暂 援 中国医药导报袁 圆园员猿袁 员园
渊员员冤院员远 原 员愿援

咱员远暂 摇 丘力功袁 孙希海袁 韦剑袁 等援 利用体内电脉冲增强治疗型

匀月灾 阅晕粤 疫苗细胞免疫反应的研究 咱 允暂 援 中国医药导报袁
圆园员园袁 苑渊员员冤院圆猿 原 圆远援

咱收稿日期暂 摇 圆园员源鄄园员鄄圆圆

叶中国实验动物学报曳圆园员猿 年度优秀论文评选揭晓

为了配合精品期刊项目的实施袁同时也为了不断提高学术水平尧促进学术交流尧鼓励高质量论文发表和

提升期刊的学术影响力遥 经过我刊编辑部组织 员苑 位专家评选袁推荐陈丹丹等撰写的叶骨髓间充质干细胞黑

质内移植对帕金森病大鼠的治疗作用曳等三十篇文章为 圆园员猿 年度优秀论文袁详细名单参见我刊投稿系统公

告栏遥
希望获奖作者再接再厉袁继续支持我刊的发展袁将您优秀的科研成果继续通过我们的园地展示给科技工

作者浴 也期待更多的作者渊尤其基金项目文章冤关注我刊遥
圆园员源 年底袁我刊将推出野实验动物新资源的开发与应用冶专题袁只要能反映野新冶野特冶的实验动物资源袁

均可投稿到中国实验动物学报遥

叶中国实验动物学报曳编辑部
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