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寨卡病毒包膜蛋白重组人腺病毒５型载体的构建与免疫原性测定
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［摘　要］　目的　以腺病毒５型载体（Ａｄ５）构建含寨卡病毒（ＺＩＫＶ）包膜蛋白（ｐｒＭＥ）的复制缺陷型５型重组腺

病毒（ｒＡｄ５）表达载体，测定ｐｒＭＥ在细胞中的表达及对小鼠的免疫原性。方法　从ＺＩＫＶ毒株Ｚ１６００６（亚洲型）

分离获得ｐｒＭＥ基因片段，以重组腺病毒 ＡｄＭａｘ
ＴＭ系统包装重组腺病毒ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ。选用Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，以

ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ１０
７、１０８ 和１０９ＰＦＵ三个剂量肌内注射免疫小鼠，在第３周同等剂量加强免疫一次，第５周从小鼠眼

球取血并分离脾淋巴细胞。分别以ＥＬＩＳｐｏｔ和ＥＬＩＳＡ方法测定小鼠对ＺＩＫＶｐｒＭＥ的体液与细胞免疫反应。

结果　成功构建复制缺陷型重组腺病毒载体ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法和抗ＺＩＫＶＥ抗体检测ｒＡｄ５／

ｐｒＭＥ感染的２９３Ａ细胞表达产物，可见与Ｅ蛋白相应的５６ｋＤａ蛋白带。以ＥＬＩＳｐｏｔ方法测定小鼠脾淋巴细胞特

异性ＩＦＮγ分泌细胞形成斑点数（ＳＦＣｓ），结果分别为（６８８．５４±１８６．４３）、（１０８４．９０±１４４．１４）和（１６４０．２０±

１４７．１３）ＳＦＣｓ／１０６ 脾细胞，与病毒接种剂量呈正比关系；采用 ＥＬＩＳＡ测定免疫小鼠血清中抗 Ｅ抗体，其滴度

（ｌｏｇ１０值）分别为（３．１４±０．３９）、（３．５０±０．３０）和（３．７４±０．２５），均高于对照组小鼠（０．８０±０．１７），差异具有统

计学意义（犘＜０．００１）。结论　ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ具有感染小鼠并诱导小鼠产生强烈的特异性抗体和细胞免疫反应的

能力，表明ｐｒＭＥ具有良好的免疫原性，为ＺＩＫＶ候选疫苗研制提供了可靠的免疫源。

［关　键　词］　寨卡病毒；ｐｒＭＥ蛋白；腺病毒载体；免疫原性
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｚｉｋａｖｉｒｕｓ；ｐｒＭＥｐｒｏｔｅｉｎ；ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ；ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　　寨卡病毒（Ｚｉｋａｖｉｒｕｓ，ＺＩＫＶ）于１９４７年在乌干

达寨卡丛林的恒河猴中发现，２００７年在西太平洋密

克罗尼西亚联邦的雅浦岛首次暴发流行，一直未得

到广泛的关注。随着２０１５年巴西暴发大规模的婴

儿小头畸形病例，ＺＩＫＶ感染的潜在危害才引起全

球重视。ＺＩＫＶ对普通人群威胁不大，感染者可出现

轻微发热或皮疹，部分感染者可能还会出现结膜炎、

肌肉和关节痛以及疲劳感。孕妇感染后会干扰胎儿

神经发育系统，可能导致胎儿流产、新生儿小头畸

形，甚至死亡。同时，ＺＩＫＶ还是格林－巴利综合征

（ｇｕｉｌｌａｉｎｂａｒｒｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＧＢＳ）的 一 个 触 发 因

素［１２］。ＺＩＫＶ通过受感染的伊蚊属蚊虫叮咬传播，

主要涉及热带地区的埃及伊蚊、白纹伊蚊等，此外还

可通过性传播、母婴传播等。蚊子生存和繁殖环境

扩大，同时受城市化与全球化影响，使ＺＩＫＶ具有成

为主要都市流行病的风险。研究［３４］报道，ＺＩＫＶ和

登革病毒均主要由伊蚊传播，因此其可能沿登革病

毒地理分布进行扩散。我国过去２５年每年均有登

革热病例报道，ＺＩＫＶ也可能在我国流行，一旦流行

将严重危害人口健康和社会经济发展。ＺＩＫＶ感染

传播迅速，但是目前的预防战略仅限于蚊虫控制，加

强献血筛查血液供应保护措施等，因此，加快安全有

效的疫苗研制至关重要［５］。近期已有美国研究者构

建了表达ＺＩＫＶ包膜蛋白（ｐｒＭＥｎｖ）的ＤＮＡ疫苗，

并在小鼠模型检测到其具有很强的特异性体液免疫

保护作用［６］。在预防性疫苗研究方面，已有病毒灭

活疫苗、减毒活疫苗、ＤＮＡ疫苗、病毒载体疫苗处于

临床前或临床试验早期［７９］，但目前尚无疫苗投放市

场［１０］。重组腺病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ｒＡｄ）

作为目前最高效、可靠的重组病毒表达系统之一，已

被广泛用于基因治疗和疫苗载体的各个领域。本研

究利用成熟的商业化腺病毒ＡｄＭａｘＴＭ包装系统，将

编码ＺＩＫＶ包膜蛋白ｐｒＭＥ基因重组到Ｅ１缺失的

复制缺陷型５型腺病毒（ｒＡｄ５）载体上，诱导小鼠产

生针对ＺＩＫＶ 的特异性细胞和体液免疫反应，为

ＺＩＫＶ候选疫苗的研制提供可靠的免疫原。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　ＺＩＫＶ毒株Ｚ１６００６（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＫＵ９５５５８９．１）病毒总ＲＮＡ由南方医科大学

公共卫生与热带医学学院三级生物安全实验室赵卫

教授提供。ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＩＩＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＲＴＰＣＲ

Ｋｉｔ（Ｃｏｄｅ Ｎｏ．Ｒ０２３Ａ）（ＴａＫａＲａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｌｔｄ），引物由北京六合华大基因科技有限公司合

成，ＤＮＡ测序由上海英潍捷基贸易有限公司完成。

ｐＤＣ３１５和ｐＢＨＧｌｏｘ（ｄｅｌｔａ）Ｅ１，３Ｃｒｅ（哈尔滨兽医

研究所马传染病与慢病毒病创新团队惠赠），Ｍｏｕｓｅ

ＩＦＮγＥＬＩＳｐｏｔｐｌｕｓｋｉｔ（Ｍａｂｔｅｃｈ），ＣｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ

（Ｓｉｇｍａ，上海），ＺＩＫＶＥｎｖｐｒｏｔｅｉｎ（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ，ｃａｔ．

ｎｏ．３０－１９３２），寨卡Ｅ５６抗体（贝若凡生物科技有

限公司，ＢＦ１１７６５６），ＰＥＣｙ７小鼠荧光二抗（ＢＤ

ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ），辣根过氧化酶 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠

ＩｇＧ（北京博尔西生物科技有限公司）。

１．２　ｐｒＭＥ基因片段的分离与穿梭质粒载体的

构建 　 根据文献
［１１］报道的日本乙型脑炎病毒

（ＪＥＶ）信号肽氨基酸序列进行核苷酸编码，确定其

碱 基 序 列 为 ５’ＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＧＧＴＣＣＧＣＴＧ

ＧＡＴＣＣＡＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＡＧＣＡＴＣＣＴＴＡＧＣＴＧ

ＴＣＧＴＧＡＴＴＧＣＡＴＧＴＧＣＡＧＧＣＧＣＡ３’。设计两

对引物Ｆ１、Ｒ１和Ｆ２、Ｒ２，其中Ｆ２序列过长分为Ｆ２－１

和Ｆ２－２进行合成（表１）。ＲＴＰＣＲ获得ｐｒＭＥ

片段 连 接 克 隆 载 体 ｐＬＢ／ｐｒＭＥ 与 穿 梭 质 粒

ｐＤＣ３１５，同时用ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ双酶切，酶切得

到片 段 ｐｒＭＥ 和 载体 ｐＤＣ３１５ 连 接产物 转 化

ＤＨ５α，获得重组穿梭质粒ｐＤＣ３１５／ｐｒＭＥ，并测序

鉴定，以间接免疫荧光法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测

表达情况。
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表１　ｐｒＭＥ扩增引物

犜犪犫犾犲１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｐｒＭＥ

引物名称 引物序列（５’３’）

Ｆ１ ＴＧＣＣＡＴＧＣＴＧＡＧＡＡＴＡＡＴＣＡＡＴＧ

Ｒ１ ＣＴＧＴＣＣＣＴＣＣＡＧＧＣＴＴＣＡＡ

Ｆ２－１ ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＧＧ

ＴＣＣＧＣＴＧＧＡＴＣＣＡＴＴＡＴＧＡＴＧＴＧＧＴＴＡＧ

ＣＡＴＣＣＴＴＡＧＣＴＧＴＣＧＴＧＡ

Ｆ２－２ ＡＧＣＡＴＣＣＴＴＡＧＣＴＧＴＣＧＴＧＡＴＴＧＣＡＴＧＴＧ

ＣＡＧＧＣＧＣＡＣＧＴＧＧＧＡＧＴＧＣＡＴＡＣＴＡＴＡＴＧＴ

Ｒ２ ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＡＧＣＡＧＡＧＡＣＧＧＣＴＧＴＧＧＡＴ

１．３　重组腺病毒的包装、扩增及纯化　６孔板内

２９３Ａ细胞融合度达８０％时，在１９０μＬＯｐｔｉＭＥＭ

中加入１μｇ穿梭载体ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ和１μｇ腺病

毒骨架质粒Ａｄ５ｂｏｎｅ以及６μＬＸＴｒｅｍｅ，细胞内

进行质粒同源重组。包装好的重组腺病毒ｒＡｄ５／

ｐｒＭＥ进行蚀斑筛选获得单一稳定的病毒株。空

斑纯化后的病毒株感染２９３Ａ细胞进行大量扩增，

扩增所得病毒液用１．４ｇ／ｍＬ和１．２ｇ／ｍＬ的氯化

铯以密度梯度离心法进行浓缩。

１．４　蛋白表达鉴定　分别以ｐＤＣ３１５空载体质粒

和重组穿梭质粒ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ转染２９３Ａ细胞，

７２ｈ后采用间接免疫荧光法检测表达产物中的

ＺＩＫＶＥ蛋白：以寨卡Ｅ５６抗体孵育细胞，ＰＥＣｙ７

小鼠荧光二抗染色后，荧光显微镜下观察是否有目

的Ｅ蛋白表达。分别以包装、纯化及浓缩后重组病

毒ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ感染２９３Ａ细胞，７２ｈ后收感染细

胞表达产物（同时收集未感染的２９３Ａ细胞裂解产

物作为阴性对照），采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测产物

中是否有目的Ｅ蛋白表达：以寨卡Ｅ５６抗体反应

（ＧＡＰＤＨ作为内参），ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ孵

育后，加底物显色，观察结果。

１．５　小鼠免疫接种　５周龄，体重１８～２０ｇ的健康

雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２０只，根据接种试剂不同分为

３个组，其中实验组分为３个接种滴度，每个滴度

５只小鼠，安慰剂组２只小鼠，阴性对照组３只小

鼠。每只小鼠后肢大腿根部肌内注射１００μＬ溶剂，

病毒接种剂量及接种方案见表２。第０周初次免

疫，第３周加强免疫，所有小鼠在第５周处理取材，

取眼球血获得血清，取脾分离脾淋巴细胞。固相酶

联免疫斑点技术（ＥＬＩＳｐｏｔ）检测特异性 Ｔ细胞反

应，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测免疫后小鼠血

清抗体滴度。

表２　小鼠免疫接种方案

犜犪犫犾犲２　Ｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｒｅｇｉｍｅｎｓ

组别 接种疫苗 病毒剂量（ＰＦＵ） 小鼠只数

试验组 ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ １０７ ５

ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ １０８ ５

ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ １０９ ５

安慰剂组 ＰＢＳ ０ ２

阴性对照组 ｒＡｄ５／ＥＧＦＰ １０９ ３

１．６　ＩＦＮγＥＬＩＳｐｏｔ实验　小鼠取脾分离淋巴细

胞，ＩＦＮγＥＬＩＳｐｏｔ板每孔加入５×１０
５ 个脾淋巴细

胞，ＥＬＩＳｐｏｔ方法检测特异性 Ｔ 细胞反应：ＺＩＫＶ

Ｅｎｖ蛋白以终浓度１０μｇ／ｍＬ刺激细胞［分别以

１６４０完全培养基和刀豆素（ＣｏｎＡ）刺激作为阴性和

阳性对照］，加入刺激物后ＥＬＩＳｐｏｔ板于３７℃，５％

ＣＯ２ 恒温培养箱中静置培养３６ｈ。培养结束后按

照 ＭｏｕｓｅＩＦＮγＥＬＩＳｐｏｔｐｌｕｓｋｉｔ（Ｍａｂｔｅｃｈ）试剂盒

说明书完成后续检测。ＥＬＩＳｐｏｔ反应阳性判定标

准：阳性刺激孔中有ＩＦＮγ分泌，ＺＩＫＶＥｎｖ蛋白

刺激孔中每１０６ 脾淋巴细胞特异性斑点形成细胞

数（ＳＦＣｓ）大于４０，且大于三倍的阴性刺激孔斑

点值。

１．７　血清ＥＬＩＳＡ实验　小鼠眼球取血，分离血清。

ＥＬＩＳＡ实验所需的重组寨卡病毒包膜糖蛋白

（ＺＩＫＶｒＥ）按照本实验室之前建立的方法在果蝇Ｓ２

细胞中稳定表达获得［１２］。ＥＬＩＳＡ 板以７μｇ／ｍＬ

ＺＩＫＶｒＥ蛋白在０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝９．６碳酸盐溶液

中于４℃冰箱包被过夜，以间接ＥＬＩＳＡ标准操作步

骤完成后续检测。以ＰＢＳ对照组的小鼠血清相应

稀释度为基准，血清抗体滴度定义为 ＯＤ值大于

２倍基准值（Ｓ／ＣＯ＞２）的最高稀释度的倒数，最终

结果以血清抗体滴度的Ｌｏｇ１０值表示。

１．８　数据分析　应用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０１７软件作图，应

用ＳＰＳＳ１６．０软件对实验数据进行单因素方差分

析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），结果以均数±标准差（狓±狊）

表示，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　目的基因的扩增及鉴定　ＲＴＰＣＲ扩增产物

经１％琼脂糖凝胶电泳，可见ｐｒＭＥ片段特异性目

的条带，与预期２００１ｂｐ相符（图１Ａ）。连接克隆

载体的ｐＬＢ／ｐｒＭＥ质粒经ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ双酶
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切，产物经琼脂糖凝胶电泳，在约２９７４ｂｐ处显示载

体条带，在约２００１ｂｐ可见特异性ｐｒＭＥ目的条带，

与预期相符（图１Ｂ），成功获得正确的目的基因片段

ｐｒＭＥ。
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　　Ｍ：１００００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ａ：ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳鉴定，１、２为ｐｒＭＥＲＴＰＣＲ扩增产物；Ｂ：克隆载体ｐＬＢ／ｐｒＭＥ双酶切鉴定，１、２

为ｐＬＢ／ｐｒＭＥ双酶切产物

图１　ｐｒＭＥＰＣＲ扩增产物及鉴定电泳图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒＭＥ

２．２　重组穿梭质粒的构建及鉴定　ＲＴＰＣＲ扩增

得到的ｐｒＭＥ基因前加入ＪＥＶ信号肽和Ｋｏｚａｋ序

列，获得的片段插入到穿梭载体ｐＤＣ３１５中，构建重

组穿梭质粒ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ示意图见图２。穿梭质

粒经ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ双酶切后，产物经１％琼脂糖

凝胶电泳，可见两条清晰的条带，在约３９１３ｂｐ处

显示载体条带，在约２０００ｂｐ可见特异性ｐｒＭＥ目

的条带（图３）。选取图３中泳道２对应的质粒样品

进行测序鉴定，结果正确，重组质粒构建成功。
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图２　重组穿梭质粒ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ的结构示意图

犉犻犵狌狉犲２　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｍｉｄｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ
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Ｍ：１００００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、２为ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ双酶切产物

图３　穿梭质粒ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ双酶切产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ

２．３　蛋白表达鉴定　间接免疫荧光法检测结果于

荧光显微镜下观察，用绿色光源激发抗体孵育后的

重组穿梭质粒ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ转染２９３Ａ，可见特异

性红色荧光，而ｐＤＣ３１５空载体质粒转染２９３Ａ的

阴性对照组未见荧光。见图４。

　　Ａ：ｐＤＣ３１５空载体质粒转染２９３Ａ细胞；Ｂ：ｐＤＣ３１５／ｐｒＭＥ转

染２９３Ａ细胞

图４　ＺＩＫＶＥ蛋白表达免疫荧光鉴定结果

犉犻犵狌狉犲４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＩＫＶＥｐｒｏｔｅｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｉｍｍｕ

ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法鉴定结果可见，分别以包装、

纯化及浓缩后重组病毒ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ感染２９３Ａ细
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胞，表达产物均可见５６ｋＤａ的特异性ＺＩＫＶＥ蛋白

目的条带，而２９３Ａ裂解产物阴性对照未见特异性

条带。见图５。ＺＩＫＶＥ蛋白能够在重组病毒载体

中正确、稳定表达。
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　　Ａ：包装及纯化后病毒表达鉴定，１为２９３Ａ细胞，２为ｐＤＣ３１５ｐｒＭＥ单质粒转染２９３Ａ细胞，３为包装出的病毒ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ感染２９３Ａ

细胞，４为空斑纯化后病毒株感染２９３Ａ细胞；Ｂ：浓缩后病毒表达鉴定，１为２９３Ａ细胞，２和３为浓缩后病毒ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ感染２９３Ａ细胞；Ｍ

为１０～１４０ｋＤ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ

图５　ＺＩＫＶＥ蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果

犉犻犵狌狉犲５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＩＫＶＥｐｒｏｔｅｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．４　ＩＦＮγＥＬＩＳｐｏｔ检测特异性Ｔ细胞反应　采用

ＥＬＩＳｐｏｔ检测经ＺＩＫＶＥｎｖ蛋白刺激的小鼠脾淋巴

细胞分泌的特异性ＩＦＮγＳＦＣｓ，将每１０
６ 脾淋巴细

胞中ＳＦＣｓ记为最终数值。不同剂量ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ

免疫组结果分别为（６８８．５４±１８６．４３）、（１０８４．９０±

１４４．１４）和（１６４０．２０±１４７．１３）ＳＦＣｓ／１０６ 脾淋巴细

胞，与病毒剂量呈正比关系，且均高于接种１０９ＰＦＵ

的ｒＡｄ５／ＥＧＦＰ的对照组，差异具有统计学意义

（犘＜０．００１）。重组病毒载体能够诱导小鼠产生强

而有效的ＺＩＫＶ特异性细胞免疫反应。见图６。
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图６　免疫后小鼠细胞免疫反应检测结果

犉犻犵狌狉犲６　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｉｍ

ｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅ

２．５　ＥＬＩＳＡ检测免疫后小鼠血清抗体滴度　 不同

剂量病毒免疫后小鼠的血清抗体滴度（以ｌｏｇ１０值

表示）分别为（３．１４±０．３９）、（３．５０±０．３０）和（３．７４

±０．２５）。随着病毒剂量的增高，小鼠血清抗体滴度

具有增高趋势，且试验组小鼠血清抗体滴度均高于

接种１０９ＰＦＵ的ｒＡｄ５／ＥＧＦＰ对照组的小鼠，差异

具有统计学意义（犘＜０．００１）。重组病毒载体能够

有效诱导小鼠产生针对ＺＩＫＶＥ蛋白的特异性体液

免疫。见图７。
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图７　免疫后小鼠体液免疫反应检测结果
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３　讨论

ＺＩＫＶ对孕妇、旅行者以及公众的感染风险持

续存在，其感染引发的新生儿小头症和先天畸形给

患者及其家庭、社会带来沉重负担［４］。世界卫生组

织于２０１６年２月１日宣布ＺＩＫＶ成为全球紧急公

共卫生事件。ＺＩＫＶ疫苗有助于预防和控制ＺＩＫＶ

暴发流行。本研究成功获得一株高表达ＺＩＫＶ包膜

蛋白ｐｒＭＥ的腺病毒载体ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ，能够诱导

小鼠产生强而有效的ＺＩＫＶ特异性细胞和体液免疫

反应，为ＺＩＫＶ候选疫苗的研制积累了实验基础数

据，提供了可靠的免疫原。

ＺＩＫＶ是黄病毒科黄病毒属的单股正链ＲＮＡ

病毒，分为亚洲型和非洲型两个基因型，已有研

究［１３１４］表明，ＺＩＫＶ的两种基因型相似性高达９５％，

仅代表一种血清型，感染或者接种一个ＺＩＫＶ毒株

可以引发针对所有ＺＩＫＶ毒株的广泛中和抗体，因

此一种疫苗抗原将对所有的ＺＩＫＶ毒株产生保护。

ＺＩＫＶ包膜糖蛋白Ｅ与细胞受体相互作用介导病毒

融合并进入靶细胞，是中和抗体的主要靶点，基于

ＺＩＫＶｐｒＭＥ蛋白的ＤＮＡ 疫苗在小鼠体内具有很

强的特异性免疫保护作用［６，１５］。由于ｐｒＭＥ蛋白

的单独表达需要在ｐｒＭ蛋白前加一段信号肽序列，

故根据已有文献报道选择了来源于日本乙型脑炎病

毒Ｃ末端的信号肽序列
［１６１７］，同时在目的基因前加

入Ｋｏｚａｋ序列用来增强真核表达。

ｒＡｄ作为目前最高效可靠的重组病毒表达系统

之一，已被广泛用于基因治疗和疫苗载体的各个领

域。其中重组人血清５型腺病毒（ｒＡｄ５）是诱导产

生针对外源基因的特异性Ｔ细胞和Ｂ细胞免疫反

应最强的腺病毒，是一个对目的蛋白在动物模型上

进行免疫原性评价以及进行临床前评价阶段的理想

载体。本研究利用成熟的商业化腺病毒 Ａｄ

ＭａｘＴＭ系统构建包装与表达ＺＩＫＶｐｒＭＥ蛋白，

获得高纯度、高滴度（２．１８×１０１２ＰＦＵ／ｍＬ）的病毒

载体疫苗。小鼠接种重组病毒载体疫苗后未见不良

反应，体重和进食正常。为研究病毒载体疫苗接种

剂量对免疫效果的影响，对不同免疫试验组进行比

较，发现ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ免疫组小鼠抗原特异性ＩＦＮγ

分泌量与病毒接种剂量（１０７、１０８、１０９ＰＦＵ）呈正相

关，血清抗体滴度随着病毒剂量的增加具有一定增

高的趋势，且均高于对照组小鼠。综合以上结果，说

明重组腺病毒载体疫苗ｒＡｄ５／ｐｒＭＥ能够强烈有效

地诱导小鼠产生针对ＺＩＫＶ的特异性细胞和体液免

疫反应。但是，临床试验表明，人体针对ｒＡｄ５本身

存在的十分普遍的预存免疫，会显著降低病毒载体

在人体内的转导效率和转基因表达水平［１８１９］，针对

此状况，最直接的方法是用其他种属外壳的人血清

型腺病毒载体或直接应用非人类血清型的腺病毒载

体，解决人群中预存Ａｄ５中和抗体的问题
［２０２１］。故

本课题组同时在构建基于黑猩猩腺病毒Ｓａｄ２３、

Ｓａｄ２５和人类稀有型腺病毒 Ａｄ３５和 Ａｄ４９的新型

腺病毒疫苗载体，结合本研究成果ＺＩＫＶｐｒＭＥ蛋

白抗原基因，以期成功构建可用于临床的具有自主

知识产权的ＺＩＫＶ新型腺病毒载体疫苗。
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