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摘要 含具有哺乳动物细胞活性的启动子的重组杆状病毒(BacMam病毒)可有效转导多种哺乳动物细胞，并被广泛用于开发
新型非复制型载体疫苗．将水泡性口炎病毒 G蛋白(VSV-G)基因插入多角体启动子下游，得到经修饰的杆状病毒转移载体，
将对虾白斑综合症病毒 (WSSV)ie1 启动子控制下的猪瘟病毒 E2 基因表达盒插入此载体中，构建了 BacMam 病毒
BacMam/G-ie1-E2，以其感染 Sf9细胞和转导 HeLa细胞，通过间接免疫荧光试验和Western blot分析检测 E蛋白的表达，同
时用 BacMam病毒直接免疫小鼠，用检测猪瘟病毒抗体的间接 ELISA方法检测免疫小鼠血清抗体，用基于 CFSE和 WST-8
的淋巴细胞增殖试验评价其细胞免疫应答．结果显示，BacMam/G-ie1-E2能同时在昆虫细胞和哺乳动物细胞中高效表达 E2
蛋白，免疫小鼠能诱导产生针对猪瘟病毒的特异性抗体，免疫小鼠脾细胞经猪瘟病毒刺激后能诱导特异性的淋巴细胞增殖．

这表明，由 BacMam病毒介导的基因转移有望用于开发针对猪瘟病毒的非复制型载体疫苗．
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杆状病毒是一类宿主特异性的昆虫病毒，目前

被广泛用于在昆虫细胞中生产外源蛋白．近年来，

研究者发现，携带哺乳动物细胞启动子控制的表达

盒的重组杆状病毒可将外源基因导入哺乳动物细胞

内并在其中表达，而不进行复制[1]，因此，杆状病

毒可作为一种新型哺乳动物细胞基因转移载体．能

转导哺乳动物细胞的重组杆状病毒通常被称作

BacMam病毒，其中含有在哺乳动物细胞中具有活
性的基因表达盒．BacMam系统最大特点就是通过
直接接种就可以实现在多种细胞内的基因转移．

Aoki 等 [2]首次报道了用携带外源抗原基因的

BacMam病毒接种小鼠可产生免疫应答．随后，又
有研究者相继报道了用 BacMam病毒通过肌肉内、
鼻腔或者皮下注射接种实验动物后，可诱导特异性

免疫应答，接种动物能抵抗病毒的攻击[3～5]．作为

一种新型疫苗载体，BacMam病毒具有很多独特的
优点：不能在哺乳动物细胞内复制；对细胞基本上

没有毒性；操作简单、容易制备；容许插入较大的

外源 DNA片段(可高达 38 kb)；生物安全性高．因
此，BacMam 病毒特别适于研制非复制型载体
疫苗．

猪瘟(classical swine fever，CSF)是由猪瘟病毒
(classical swine fever virus，CSFV)引起的猪的一种
高度接触性传染病，被世界动物卫生组织(OIE)列
入 OIE疾病名录(OIE Listed diseases)，为须申报的
(notifiable)动物传染病．CSFV 为有囊膜的正链
RNA病毒[6]，基因组大小约为 12.3 kb，仅含一个
大的开放阅读框架(ORF)，编码的多聚蛋白经蛋白
酶水解为 4种结构蛋白(C、Erns、E1和 E2)及 8种
非结构蛋白[7]．其中 E2囊膜糖蛋白是猪瘟病毒的
主要结构蛋白，是抗猪瘟病毒感染的主要保护性抗

原，因此，猪瘟病毒 E2 蛋白是开发猪瘟新型疫
苗、诊断试剂及研究猪瘟病毒致病机理的重要靶

蛋白．

目前，免疫接种仍是防治猪瘟的主要措施，我

国主要通过接种猪瘟兔化弱毒疫苗来控制猪瘟，该

疫苗具有良好的免疫效力，但不能通过血清学方法
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Fig. 1 Schematic representation of the
recombinant transfer vectors

对 CSFV野毒感染猪和疫苗接种猪进行鉴别诊断．
该疫苗的广泛使用在控制猪瘟的同时影响了我国牲

猪及其产品的贸易，也不利于猪瘟的根除．因此，

研制安全有效且能利用血清学方法对免疫猪和感染

猪进行区分的新型猪瘟疫苗具有重要意义．

我们在之前的研究中利用 Bac-to-Bac表达系统
构建了含有对虾白斑综合症病毒(white spot syndrome
virus，WSSV)ie1启动子控制下的 EGFP报告基因
表达盒的重组杆状病毒 BacMam/ie1-EGFP，证实
报告基因在昆虫细胞及哺乳动物细胞中均能高效表

达[8]．为了进一步验证这一新型哺乳动物细胞转移

载体能否用于猪瘟疫苗的研制，我们将多角体启动

子调控下的水泡性口炎病毒 G 蛋白 (vesicular
stomatitis virus G，VSV-G)基因表达盒及WSSV ie1
启动子调控下的猪瘟病毒 E2基因表达盒共同插入
杆状病毒穿梭载体 pFastBacHT B 中，利用
Bac-to-Bac 表达系统获得重组杆状病毒 BacMam/
G-ie1-E2，转导哺乳动物细胞后能有效表达 E2蛋
白，将其直接接种小鼠后可以诱导针对 CSFV的特
异性体液免疫和细胞免疫应答，表明由 BacMam
病毒可以用来开发针对猪瘟病毒感染的非复制型载

体疫苗．

1 材料与方法

1.1 菌株、细胞和病毒

杆状病毒转移载体质粒 pFastBacHT B 及感受
态 DH10BacTM受体菌购自美国 Invitrogen 公司．
Sf9昆虫细胞株及 HeLa 细胞株由本实验室保存，
其中 Sf9细胞用含有 10%胎牛血清和适量抗生素的
Grace’s培养基(Gibco BRL公司)在 28℃培养箱中
培养，HeLa细胞用含有 10%胎牛血清和适量抗生
素的 DMEM培养基(Gibco BRL公司)在 37℃、5%
CO2的培养箱中培养．猪瘟病毒石门株和 SH-11株
(基因亚型 2.1型)由本实验室分离保存；重组腺病
毒 rAdV-E2 [9]由本实验室构建；针对猪瘟病毒 E2
蛋白一个构象表位的单克隆抗体 6E10[10]和针对一

个线性表位的单克隆抗体 HQ06[11]由本实验室制备.
1.2 重组杆状病毒的获得

用引物 PVSVGS(5忆 CGG TCC GTA TGA AGT
GCC TTT TGT AC 3忆 )和 PVSVGR (5忆 GGA TCC
GAC TTT TAT TTT ACT TTC CAA GTC GGT
TC 3忆)通过 PCR扩增 pVSV-G(Invitrogen公司)得到
VSV-G基因，将其插入 pFastBacHT B载体多角体
启动子下游，得到修饰过的杆状病毒转移载体．

用引物 PE2S (5忆 GCC GGA TCC ATG CGG
CTA GCC TGC AAG GAA GAC TAC 3忆 )和 PE2R
(5忆 ATT GCG GCC GCC TAC ACA TCC AGG TCA
AAC CAG TAT TGA TAC TC 3忆)通过 RT-PCR 扩
增 CSFV SH-11株基因组 RNA，得到 E2基因．
用 BamH玉将质粒 pUC-ie1 切下含 WSSV ie1

启动子的片段，然后将含有 CS F V E2 基因的
BamH玉-Not玉片段和含有 ie1 启动子的 BamH玉-
BamH玉片段插入到修饰后的载体上，得到重组转
移载体 pFB-G-ie1-E2．用 BamH玉和 Not玉从质粒
pEGFP-N1(Invitrogen公司)中切下含 EGFP基因的
片段，以同样的方法构建重组转移载体 pFB-G-ie1-
EGFP(图 1)．

将获得的重组转移载体质粒转化大肠杆菌

DH10BacTM感受态细胞，按照 Bac-to-Bac杆状病毒
表达系统(Invitrogen公司)手册构建得到重组杆状病
毒 BacMam/G-ie1-E2 和 BacMam/G-ie1-EGFP．将
获得的重组病毒在 Sf9细胞上传代，利用超速离
心法纯化病毒 [3]，并用空斑试验测定重组病毒的

滴度．

1.3 重组杆状病毒的鉴定

提取重组杆状病毒 DNA，利用 M13引物进行
PCR鉴定．分别用猪瘟病毒 E2单抗 6E10和 HQ06
进行间接免疫荧光试验及Western blot分析，以检
测目的基因的表达情况．

1.3.1 间接免疫荧光试验(IFA)．将 BacMam病毒
接种 Sf9细胞，72 h后收集培养上清备用，同时用
灭菌的 PBS洗细胞 2次后，收集细胞，将其涂在
载玻片上，风干，用冷丙酮固定 8～9 min，加入抗
CSFV E2的单克隆抗体 6E10，置于湿盒中 37℃作
用 45 min，用 PBS洗涤 3次后，加入 FITC标记羊
抗鼠 IgG(Sigma公司)，置于湿盒中 37℃作用 45 min,
用 PBS洗涤 3次后，风干，滴加缓冲甘油，置于
倒置荧光显微镜(Nikon TE2000U，日本)下观察．
1.3.2 Western blot分析．将感染的 Sf9 细胞用细
胞裂解液裂解后，收取上清，进行 SDS-PAGE，之
后转印到硝酸纤维素膜上，进行 Western blot 分
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Fig. 3 Western blot analysis of E2 protein expression
in infected Sf9 cells using anti鄄E2 monoclonal antibody

1: Baculovirus expressed recombinant E2 protein served as a positive
control; 2: BacMam/G-ie1-E2 infected Sf9 cells; 3: BacMam/G-ie1-
EGFP infected Sf9 cells; 4: Normal Sf9 cells as negative control. M:
Prestained protein molecular mass marker(MBI).

Fig. 2 Detection of the E2 protein expression in Sf9 cells
infected with the recombinant baculovirus

(a) Sf9 cells infected with BacMam/G-ie1-E2. (b) Normal Sf9 cells as
negative control.

析，一抗为抗 E2蛋白的单克隆抗体 HQ06，二抗
为辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG(Sigma公司)．
1.4 重组杆状病毒对哺乳动物细胞的转导

将 HeLa 细胞用胰酶消化吹散后铺于 24孔培
养板，每孔细胞数量约为 5伊104个，37℃培养 12 h
后，以 100 MOI重组杆状病毒按照优化的条件转
导 HeLa 细胞 [12]，在室温条件下震荡孵育 8 h 后，
弃去病毒液，以 PBS 洗涤细胞 1 次，更换为含
10%胎牛血清的 DMEM完全培养基，48 h后，弃
去培养液，用 33%冷丙酮固定细胞 30 min，加入
6E10单抗于 37℃孵育 1 h，以 PBS洗涤细胞 3次
后，加入 FITC标记的羊抗鼠 IgG于 37℃孵育 1 h，
以 PBS洗涤细胞 3次后，置于倒置荧光显微镜下
观察．同时按上述方法进行Western blot分析．
1.5 小鼠免疫接种

选取 7周龄的清洁级雌性 BALB/c 小鼠(由中
国农业科学院哈尔滨兽医研究所实验动物中心提

供)，随机分成 3组，每组 7只，通过空斑试验测
定的重组病毒滴度，以每只小鼠 1伊109 PFU(蚀斑形
成单位，plaque forming unit，PFU)的剂量经后腿部
肌肉注射超速离心纯化后的重组杆状病毒

BacMam/G-ie1-E2，以接种 1 伊109 PFU BacMam/
G-ie1-EGFP 的小鼠作为阴性对照，同时以接种
108 TCID50(0.5 ml)重组腺病毒 rAdV-E2的小鼠作为
阳性对照[9]．初次免疫 4周后，分别以同等剂量进
行加强免疫．

1.6 免疫小鼠血清抗体水平的检测

免疫后每周断尾采血，分离血清，按照已报道

的文献，利用间接 ELISA 方法测定抗体效价 [13]．

具体操作如下：用包被液稀释纯化的重组 E2 蛋
白[14]，包被 96孔微量滴定板，每孔 200 ng(100 滋l),
4℃包被过夜；用含有 0.05%吐温 20的 PBS(pH 7.4)
(PBST)洗涤 4次，以含 0.5%聚乙烯醇的 PBS溶液
37℃封闭 1 h；用 PBST洗涤 3次，每孔加入 1∶40
稀释的待检血清 100 滋l，37℃作用 2 h；用 PBST
洗涤 3次，加入 1∶5 000稀释的辣根过氧化物酶
标记的羊抗鼠 IgG，37℃作用 1 h；用 PBST洗涤
3 次，每孔加入 100 滋l TMB 显色液，室温显色
10 min；加入 100 滋l 2 mol/L H2SO4终止显色，然

后测定 A 450值．

1.7 淋巴细胞增殖试验

按照下述步骤制备小鼠脾脏悬液，加强免疫后

3 周将免疫小鼠脱颈处死，置 75%乙醇中浸泡
5 min，无菌采取脾脏，置于加有 RPMI 1640培养

液(Gibco BRL公司)的平皿内，用注射器针芯将脾
脏在 200目的筛网上研磨，反复吹打后制备成单个
细胞悬液．用红细胞裂解液裂解红细胞后，洗涤细

胞 3次，将细胞用 RPMI 1640 培养液调整细胞浓
度至 2伊107个 /ml．按已报道的文献[15, 16]，用猪瘟病

毒石门株作为刺激原，采用基于 CFSE染色的淋巴
细胞增殖试验和 WST-8 方法(Cell Counting Kit-8，
CCK-8，日本同仁化学研究所)分析免疫小鼠的细
胞免疫反应．

2 结 果

2.1 BacMam 病毒的构建及其在昆虫细胞中的
表达

通过细菌内同源重组和细胞转染，获得了含有

ie1启动子控制的 E2基因的重组杆状病毒 BacMam/
G-ie1-E2，将其在 Sf9细胞上传代，于 72 h内细胞
病变完全，同时在多角体启动子的调控下，表面展

示的 VSV-G蛋白高效表达引起了细胞融合反应，
通过间接免疫荧光试验证实 VSV-G蛋白得到表达
(结果未显示)[17]．利用间接免疫荧光试验及Western
blot均能检测到 E2基因在感染细胞中的表达(图 2
和图 3)．
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Fig. 7 The CD8+ and CD4+ T cells proliferation elicited
by immunization with the recombinant baculovirus

1: BacMam/G-ie1-EGFP; 2: BacMam/G-ie1-E2; 3: rAdV-E2. **P < 0.01.

Fig. 5 Western blot analysis of E2 protein expression in
transduced HeLa cells using anti鄄E2 monoclonal antibody

1: Normal HeLa cells as negative control; 2: Total cellular extracts from
HeLa cells transduced with BacMam/G-ie1-EGFP; 3: Total cellular
extracts from HeLa cells transduced with BacMam/G-ie1-E2; 4:
Baculovirus expressed recombinant E2 protein served as positive
control. M: Prestained protein molecular mass marker(MBI).

Fig. 4 Detection of the E2 protein expression in the
recombinant baculovirus鄄transduced HeLa cells

(a) BacMam/G-ie1-E2 transduced HeLa cells. (b) Normal HeLa cells as
negative control.

2.2 BacMam病毒在哺乳动物细胞中的基因转移
为了进一步验证 BacMam病毒在体外的基因

转移情况，我们以感染复数 MOI=100的 BacMam/
G-ie1-E2转导 HeLa细胞，利用间接免疫荧光试验
和 Western blot检测 E2蛋白的表达情况．结果显
示，重组杆状病毒 BacMam/G-ie1-E2可有效进入哺
乳动物细胞，并高效表达 E2蛋白(图 4和图 5)．

2.3 免疫小鼠的抗体产生情况

为了研究所构建的重组杆状病毒 BacMam/
G-ie1-E2能否在体内诱导针对 CSFV的特异性体液
免疫反应，用间接 ELISA检测免疫小鼠血清中的
E2抗体水平．结果显示，BacMam/G-ie1-E2免疫
的小鼠血清中 E2抗体水平从第一次免疫后 1周持
续上升．在第一次免疫 4周后进行加强免疫，抗体
水平明显升高，与重组腺病毒免疫组相比，

BacMam/G-ie1-E2免疫组抗体上升速度更快、幅度
更高．而试验过程中，免疫 BacMam/G-ie1-EGFP
的阴性对照组小鼠的抗体水平始终低于临界值(即
A 450 < 0.35)(图 6)．

2.4 免疫小鼠的特异性淋巴细胞增殖水平

为了评价 BacMam 病毒免疫小鼠后所诱导的
细胞免疫反应，我们用 CFSE染色方法，评价了免
疫小鼠 CD8+和 CD4+ T细胞经特异性抗原(猪瘟病
毒石门株)刺激后的增殖反应．结果表明，免疫
BacMam/G-ie1-E2小鼠脾细胞经 CSFV刺激后诱导
了平均 4.07%的 CD8+ T细胞和 4.06%的 CD4+ T细
胞增殖，与阴性对照组比较，淋巴细胞增殖水平极

显著(P < 0.01)，与重组腺病毒免疫组比较无显著
差异(图 7)．

免疫小鼠脾细胞经 CSFV刺激后的增殖反应进
一步用WST-8淋巴细胞增殖试验进行了分析．结
果显示，与阴性对照组相比，BacMam/G-ie1-E2免
疫组脾细胞经 CSFV刺激后表现出极显著水平的淋
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Fig. 6 Detection of serum antibody titers induced by the
recombinant baculovirus in mice using indirect ELISA
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Fig. 8 The splenocyte proliferation responses elicited
by immunization with the recombinant baculoviruses

measured by WST鄄8 assay
1: BacMam/G-ie1-EGFP; 2: BacMam/G-ie1-E2; 3: rAdV-E2. **P < 0.01.

巴细胞增殖(P < 0.01)，与重组腺病毒免疫组比较
无显著差异(图 8)．

3 讨 论

重组杆状病毒作为哺乳动物细胞的基因转移载

体已经得到广泛应用． 近年来的研究表明，

BacMam病毒不但能够转导体外培养的哺乳动物细
胞并介导外源基因的表达[18, 19]，而且能在体内转导

一些哺乳动物组织并介导目的基因的表达[20, 21]．随

着 BacMam病毒转导效率的提高[22]、可转导细胞类

型的增多以及病毒进入机制和体内基因转移研究的

深入，重组杆状病毒转移载体系统在基因治疗和研

制开发新型非复制型载体疫苗方面的应用价值越来

越受到人们的关注[23～26]．同时，由于 BacMam病毒
表达系统制备成本低、表达量高、可以容载大片段

外源基因而使多个基因共表达等特点，使其在疫苗

研制中显示出诱人的前景．然而，很多研究表明，

BacMam病毒在体内可被宿主血清中的补体所灭
活[27]，这很大程度上限制了其作为基因治疗和疫苗

载体的发展．近年来有研究表明，VSV-G 蛋白可
以通过自身的跨膜区和胞浆区整合并展示于杆状病

毒表面，经 VSV-G修饰过的杆状病毒具有很强的
抵抗补体灭活作用的能力[28, 29]，将此修饰的杆状病

毒注入小鼠体内，可在其体内检测到转基因的表

达[30]，它还可以同时增加杆状病毒在体外 [31]和体

内[30]的转导效率，显著扩展杆状病毒的细胞嗜性．

为了提高杆状病毒转导效率，我们利用杆状病毒表

面展示技术，将 VSV-G基因插入多角体启动子下
游，以此修饰过的杆状病毒作为载体，构建了表达

CSFV E2蛋白的 VSV-G伪型 BacMam病毒．
在利用 BacMam病毒作为对哺乳动物细胞和

动物体内的基因转移表达载体时，采用一种具有较

高活性的启动子是十分必要的．我们此前已经证

实，WSSV 的 ie1 启动子是一种杆状病毒非依赖
性、在昆虫细胞和哺乳动物细胞之间的新型穿梭启

动子[8]．本研究中，利用 ie1启动子调控 CSFV E2
蛋白基因的表达，结果显示，构建的 BacMam病
毒在昆虫 Sf9细胞和 HeLa细胞中均能高效表达 E2
基因．在转导试验中，我们直接用 PBS作为病毒
稀释液，在 25℃的室温环境下孵育，BacMam病
毒能有效转导 HeLa细胞，这与前人的研究结果是
一致的 [3, 32]． 与 DMEM 相比， PBS 中不含有
NaHCO3，而 NaHCO3 可抑制杆状病毒的转导 [33]，

这种方法省略了病毒的超速离心过程，不但简单快

速，而且减少了离心过程导致病毒失活的可能．

为了进一步验证杆状病毒在动物体内的基因转

移效力，将构建的 BacMam 病毒作为免疫原直接
接种小鼠，并分别评价了其诱导的体液免疫及细胞

免疫水平．我们在之前的研究中已经证实，将表达

猪瘟病毒 E2蛋白的重组腺病毒疫苗以 108 TCID50

(1 ml)的剂量接种家兔后，其在兔体上显示了很好
的免疫效力[9]，因此在本研究中，我们选择以 108

TCID50(0.5 ml)的重组腺病毒免疫的小鼠作为阳性对
照．抗体检测结果显示，经 BacMam/ G-ie1-E2免
疫的小鼠，初次免疫后抗体即持续上升，加强免疫

后抗体水平显著升高，升高速度和幅度甚至高于重

组腺病毒免疫小鼠．细胞免疫在病毒性疾病的控制

过程中具有非常重要的作用．在病毒感染过程中，

完整功能的 CD8+细胞毒性 T细胞(CTL)是控制病
毒复制所必需的，而 CD4+ T细胞在保持这些 CD8+ T
细胞反应过程中发挥关键的作用[34]．CD8+ T细胞
活化后形成效应性的杀伤细胞，可以特异性地杀伤

感染病毒的细胞．CD4+ T细胞活化后的 Th细胞可
以大量分泌细胞分子，加强抗体分泌或是细胞毒

性 T细胞的杀伤能力．在机体抵御病毒感染的过
程中，抗体主要针对病毒颗粒，而 T细胞针对病
毒感染的细胞．因此，细胞免疫水平的评价在评价

疫苗的免疫效力方面具有相当重要的作用．本研究

通过用 WST-8活细胞计数和 CFSE荧光衰减两种
方法，检测疫苗诱导的抗原特异性淋巴细胞增殖能

力，评价了 BacMam病毒诱导的细胞免疫应答水
平，结果显示，与对照组相比，经 CSFV刺激后疫
苗组小鼠的脾细胞出现了明显的增殖，增殖水平与

重组腺病毒免疫组的增殖水平相当．

总之，我们的研究证实，以修饰过的杆状病

毒为载体构建的 BacMam 病毒可以有效介导
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CSFV E2蛋白的表达，用 BacMam病毒直接接种
小鼠就能诱导产生 CSFV特异性的体液免疫和细胞
免疫应答．这些结果显示，由 BacMam 病毒介导
的基因转移有望用于开发针对猪瘟的非复制型载体

疫苗，为下一步进行猪的免疫试验提供了有力
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Generation of a Recombinant Baculovirus Expressing The E2 Protein of
Classical Swine Fever Virus and Its Immunogenicity in a Mouse Model*
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Abstract Baculovirus-mediated gene transfer into mammalian cells has been used to develop non-replicative
vector vaccines against a number of diseases in several animal models. A baculovirus pseudotyped with the
glycoprotein of vesicular stomatitis virus was used as vector to construct the recombinant baculovirus expressing
classical swine fever virus (CSFV) E2 protein under the control of ie1 promoter from white spot syndrome virus.
The E2 gene was shown to be efficiently expressed in both insect and mammalian cells. Intramuscular injection of
mice with the recombinant baculovirus resulted in the production of high-level CSFV-specific antibodies. Specific
lymphoproliferative responses to the CSFV stimulation were induced in the splenocytes of the immunized mice as
demonstrated by CFSE staining assay and WST-8 assay. The results indicates that the pseudotyped baculovirus-
delivered gene can be a potential non-replicative vaccine against CSFV infection.
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