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摘　要：为了研究猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）分离株（ＰＥＤＶ／ＬＡ／２０１４／０２）纤突蛋

白（Ｓ１）的真核表达及其反应原性，本研究利用杆状病毒真核表达系统表达出重组 Ｈｉｓ－ＰＥＤＶ－Ｓ１蛋白。利用在线

软件分析ＰＥＤＶＳ１基因在ｓｆ９细胞内的稀有密码子，经优化密码子后的基因进行人工合成，合成后的ＰＥＤＶＳ１基

因被克隆至杆状病毒的穿梭载体（ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ）中，转化大肠杆菌ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞进行重组，ＰＣＲ方法验

证后将重组成功的杆状病毒基因组转染ｓｆ９细胞，获得包装成功的杆状病毒，该病毒进一步接种ｓｆ９细胞，显微镜

观察重组病毒引起的细胞病变，ＲＴ－ＰＣＲ方法验证ＰＥＤＶＳ１基因的 ｍＲＮＡ表达水平，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ－
ｔｉｎｇ方法验证重组ＰＥＤＶ　Ｓ１蛋白的表达及其反应原性。结果显示，试验成功构建了重组穿梭质粒ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ

Ａ－ＰＥＤＶ－Ｓ１（ｐＳＬ５９８），成功包装表达了ＰＥＤＶ　Ｓ１的重组杆状病毒，重组杆状病毒能使ｓｆ９细胞出现细胞变大、胞

内有空泡等典型病变，ＰＥＤＶＳ１基因的ｍＲＮＡ获得表达，重组蛋白 Ｈｉｓ－ＰＥＤＶ－Ｓ１在ｓｆ９细胞中得到表达，蛋白质

大小为８３ｋｕ左右，主要存在于细胞沉淀中，表达的重组蛋白能与小鼠抗 Ｈｉｓ抗体和猪抗ＰＥＤＶ阳性血清反应，

说明该蛋白具有较好的反应原性。本研究为研制ＰＥＤＶ新流行毒株新型亚单位疫苗和防控该毒株的流行提供了

材料。
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　　 猪流行性腹泻 （ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ，

ＰＥＤ）是目前危害猪场仔猪安全的重要传染性疾病
之一，给亚洲及北美等地规模化猪场带来严重损
失［１－３］。该病一般暴发于冬春季节，以１０日龄以内
仔猪水样腹泻、最后脱水致死为主要临床特征，解剖
表现出胃内有凝乳块、肠壁变薄和严重出血斑［４］。

２０１１年以来，亚洲地区大规模暴发该病，发病猪场损
失非常严重，且是常年反复发作［５］。２０１３—２０１５年，
美国也大规模暴发该病，导致至少３００亿美元的损
失［１］。因此，研制新型的疫苗是防控该病的有效手
段，而研制疫苗则需要寻找有效的抗原靶点。

ＰＥＤ的病原体为猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ），ＰＥＤＶ 属于冠状
病毒科冠状病毒属α型冠状病毒，该病毒外有囊膜，
囊膜上有纤突蛋白（ｓｐｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｓ）、小包膜蛋白
（ｅｎｖｅｌｏｐｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｅ）、基质膜蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏ－
ｔｅｉｎ，Ｍ），它是单股正链ＲＮＡ病毒，病毒核酸长度
为２８ｋｂ左右［６］。其中Ｓ糖蛋白是病毒入侵受体的
配体，可以裂解为２个亚基［７］，其中Ｓ１绑定细胞上
受体氨基肽酶和唾液酸，Ｓ２包含一个融合肽有利于
病毒入侵时与细胞膜的融合，促进细胞对病毒的内
吞作用［８］。尽管Ｓ１与受体氨基肽酶作用存在争议，
但研究认为其Ｃ端的氨基肽酶结合区段存在中和
表位结构域ＣＯＥ（４９９－６３８位氨基酸）［９］，Ｎ端的结
构域（１９－２３３位氨基酸）负责绑定唾液酸辅助病毒
入侵靶细胞［１０］，所以Ｓ１在ＰＥＤＶ入侵靶细胞过程
中发挥黏附受体、协助入侵的作用，也是诱导机体产
生中和抗体的主要蛋白［１１－１２］，鞭毛蛋白与ＰＥＤＶ　Ｓ１
的核心区重组蛋白免疫母猪能显著提高其初乳中

ｓＩｇＡ的水平［１３］。在临床中，诱导机体产生针对的

Ｓ１中和抗体，尤其提高乳汁中Ｓ１的ｓＩｇＡ是保护仔
猪免受感染的有效方法，利用具有天然活性的

ＰＥＤＶ　Ｓ１蛋白作为疫苗免疫母猪，让仔猪获得高水
平的被动免疫，是一种有效防控该病的措施。因此，
利用真核表达系统表达ＰＥＤＶ　Ｓ１纯化蛋白，一方
面可以作为免疫母猪的候选疫苗，另一方面可以建
立基于该蛋白的检测ＰＥＤＶ抗体的方法，为预防和
控制该病提供技术支撑。

１　材料与方法
１．１　材料

大肠杆菌ＤＨ５α、ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞及质粒

ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ均由浙江农林大学动物预防医学
与公共卫生实验室保存；ｓｆ９细胞购自Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉ－
ｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＰＥＤＶ／ＬＡ／２０１４／０２由浙江农林大学
动物预防医学与公共卫生实验室分离并保存。

ＲＴ－ＰＣＲ一步法试剂盒、限制性核酸内切酶

ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、Ｔ４连接酶均购自

ＴａＫａＲａ公司；盐酸四环素、卡那霉素、庆大霉素均
购自生工生物工程（上海）股份有限公司；质粒小提
试剂盒和ＰＣＲ产物纯化试剂盒均购自上海百赛生
物技术有限公司；质粒大提试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公
司；ＫＯＤ　ｐｌｕｓ　Ｎｅｏ购自上海东洋纺公司；预染蛋白
质分子质量标准购自 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＴＲ－
Ｉｚｏｌ试剂盒、ｓｆ－９００ＴＭⅡＳＦＭ 和 ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ Ｒｅａ－
ｇｅｎｔ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＮＣ膜、Ｈｉｓ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
均购自碧云天生物技术有限公司；ＥＣＬ发光试剂
盒、羊抗小鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ和羊抗猪ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体均
购自Ｓｉｇｍａ公司；羊抗猪的ＰＥＤＶ阳性血清由中国
农业科学院兰州兽医研究所惠赠；其他试剂为国产
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分析纯。

１．２　引物设计及合成
利用Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ软件，针对ＰＥＤＶＳ１基因序

列（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：ＡＦ３５３５１１．１）设 计 引 物

ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｆ／ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｒ，引物５′端添加酶

切位点（下划线处），同时依据ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ载体
序列，设计合成检测重组杆状病毒的通用引物

ｐＵＣ／Ｍ１３－ｆｗｄ和ｐＵＣ／Ｍ１３－ｒｅｖ（表１）。引物均由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｓｉｚｅ／ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｆ

ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｒ

ｐＵＣ／Ｍ１３－ｆｗｄ

ｐＵＣ／Ｍ１３－ｒｅｖ

ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＡＴＴＴＡＣＴＴＣＴＧＧＴＴＧＣ

ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＴＧＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＴＴＴＣＡＡＡＡＧＣＴＴＣＧ

ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧ

ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ

６２

６２

２　３７６

阴性（３００）／阳性
（３００／２　１３０／２　３７６）

１．３　ＰＥＤＶ　Ｓ１基因的优化
利用 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＰＥＤＶ 分离株（ＰＥＤＶ／

ＬＡ／２０１４／０２）的 ＲＮＡ，以随机引物作为反转录引
物，以ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｆ／ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｒ为上、下游
引物ＰＣＲ扩增ＰＥＤＶ　Ｓ１基因，ＲＴ－ＰＣＲ体系按照
试剂盒说明书（ＲＲ０６４Ａ）配制。ＰＣＲ 扩增程序：

４２℃孵育５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６２℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；

１５℃保存２ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳鉴
定正确后送生工生物工程（上海）股份有限公司测
序。将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中公布的

ＰＥＤＶ序列进行比对，确认序列正确性。利用在线
软件（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ）对ＰＥＤＶＳ１基
因序列进行ｓｆ９细胞内稀有密码子分析，密码子优
化后的ＰＥＤＶＳ１基因序列由南京金斯瑞生物科技
有限公司合成。

１．４　ｐＳＬ５９８重组质粒的构建及验证
以合成的ＰＥＤＶＳ１基因为模板，以ＰＥＤＶ－Ｓ１－

ＦＬ－Ｆ／ＰＥＤＶ－Ｓ１－ＦＬ－Ｒ为上、下游引物进行ＰＣＲ扩
增。ＰＣＲ扩增体系２５μＬ：质粒模板１μＬ，ＫＯＤ
Ｐｌｕｓ　Ｎｅｏ酶０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，ｄＮＴＰ
１．２５μＬ，上、下游引物各０．４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足体系。

ＰＣＲ扩增程序同１．３。鉴定正确的 ＰＣＲ产物经

ＤＮＡ核酸纯化试剂盒纯化。分别利用ＥｃｏＲ Ⅰ、

ＳａｌⅠ双酶切纯化ＰＣＲ产物和ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ载
体，酶切产物经纯化后，Ｔ４连接酶连接酶切产物，转
化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，构成重组质粒

ｐＳＬ５９８（ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ－ＰＥＤＶ－Ｓ１）。

１．５　ｐＳＬ５９８质粒与Ｂａｃｍｉｄ的重组及验证
依据Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系统操作说明

书，ｐＳＬ５９８质粒被转染进大肠杆菌ＤＨ１０Ｂａｃ感受
态细胞，利用蓝白斑筛选技术，获得重组成功的阳性
克隆。挑取单克隆，３７℃培养１６～１８ｈ，利用质粒
大提试剂盒提取重组的杆状病毒基因组。以ｐＵＣ／

Ｍ１３－ｆｗｄ和ｐＵＣ／Ｍ１３－ｒｅｖ为引物，ＰＣＲ验证杆状
病毒基因组是否重组成功。

１．６　携带ＰＥＤＶ　Ｓ１基因的重组杆状病毒的包装和
传代

依据Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系统操作方法，

将携带有优化ＰＥＤＶＳ１基因的杆状病毒基因组转
染进ｓｆ９细胞，２７℃连续培养３～５ｄ，观察细胞病
变。细胞病变达到７０％以上时，反复冻融收集病
毒，收获的上清作为第一代病毒，以 ＭＯＩ＝５的接毒
量在ｓｆ９细胞内进行传代，传至第３代时，收集上清
液留作种毒，４℃保存备用。

１．７　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ对目的基因
（ＰＥＤＶ　Ｓ１）的表达鉴定

重组杆状病毒感染ｓｆ９细胞，培养上清在真空
浓缩仪中浓缩１０倍，取适量样品与５×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ混合均匀，煮沸裂解后，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，收集上清，―２０℃保存备用。重组杆状病毒
感染ｓｆ９细胞的沉淀，一份利用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ，ＤＮａｓｅ消除基因组 ＤＮＡ污染，反转录合成

ｃＤＮＡ，以目的基因特异引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ，检测

ＰＥＤＶＳ１基因转录情况；另一份加入适量体积的细
胞裂解液，超声波破碎仪（工作０．８ｓ，间隔３ｍｉｎ）裂
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解细胞沉淀，适量的５×Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ混合均匀，
煮沸５ｍｉｎ后，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清，
―２０℃保存备用。

对上述处理好的裂解上清和细胞沉淀，利用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离蛋白质，经考马斯亮蓝染色直
接检测ＰＥＤＶ　Ｓ１表达情况。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分
离后，采用三明治夹心法使胶上蛋白质平行转移到
相应位置的ＮＣ膜上，该ＮＣ膜经含５％脱脂乳封闭
液封闭１ｈ，洗涤３次，每次５ｍｉｎ，分别采用小鼠抗

Ｈｉｓ的抗体（１∶１　０００）和猪抗 ＰＥＤＶ 阳性血清
（１∶５００）作为一抗，孵育２ｈ，然后ＰＢＳＴ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ，随后分别使用羊抗小鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ和羊
抗猪ＩｇＧ－ＨＲＰ作为二抗孵育４５ｍｉｎ，然后洗涤

ＰＢＳＴ　５次，每次５ｍｉｎ，利用ＥＣＬ发光试剂盒进行
显色，化学发光成像仪拍照。

２　结　果
２．１　ｐＳＬ５９８重组质粒鉴定

将ＰＣＲ验证为阳性的菌落扩大培养后，用质粒
提取试剂盒提取重组质粒ｐＳＬ５９８（ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ
Ａ－ＰＥＤＶ－Ｓ１），以所提质粒作为模板，经再一次ＰＣＲ
验证（图１Ａ），确认为阳性的质粒经ＥｃｏＲ Ⅰ和

ＳａｌⅠ双酶切验证，琼脂糖凝胶电泳表明在质粒和目
的基因预期片段大小位置有特异条带（图１Ｂ），经测
序验证目的基因插入正确，表明ｐＳＬ５９８已构建成功。

１，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２，ＰＥＤＶＳ１基因ＰＣＲ产物；３，
阴性对照；４，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；５，ｐＳＬ５９８阳性质
粒；６，ｐＦａｓｔＢａｃ　ＨＴ　Ａ空载体
１，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２，ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１
ｇｅｎｅ；３，Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；４，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；５，
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｏｆ　ｐＳＬ５９８；６，Ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｏｆ　ｐＦａｓｔＢａｃ
ＨＴ　Ａ
图１　ＰＥＤＶ　Ｓ１基因ＰＣＲ扩增（Ａ）和ｐＳＬ５９８质粒的酶
切鉴定（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ｇｅｎｅ（Ａ）ａｎｄ　ｅｎ－
ｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＳＬ５９８ｂｙ　ＥｃｏＲⅠａｎｄ　ＳａｌⅠ （Ｂ）

２．２　重组Ｂａｃｍｉｄ（杆状病毒基因组ＤＮＡ）的鉴定
将供体质粒（ｐＳＬ５９８）转化大肠杆菌ＤＨ１０Ｂａｃ

感受态细胞，在辅助质粒的作用下，目的基因与

ＤＨ１０Ｂａｃ中的Ｂａｃｍｉｄ重组，获得带有目的基因的
重组Ｂａｃｍｉｄ。分别以ＤＨ１０Ｂａｃ菌落和纯化的重组

Ｂａｃｍｉｄ作为模板，以ｐＵＣ／Ｍ１３－ｆｗｄ和ｐＵＣ／Ｍ１３－
ｒｅｖ引物进行ＰＣＲ扩增，结果显示，ＰＣＲ扩增获得

４　８０６ｂｐ（ＰＥＤＶ－Ｓ１）大小片段，空Ｂａｃｍｉｄ载体对照
获得３００ｂｐ的扩增片段（图２），说明ＰＥＤＶ　Ｓ１基
因成功整合到杆状病毒基因组。

Ｍ，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，空 Ｂａｃｍｉｄ对照；２、３，含

ＰＥＤＶＳ１基因的重组Ｂａｃｍｉｄ；ＮＣ，阴性对照

Ｍ，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｂｌａｎｋ　Ｂａｃｍｉｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ；２

ａｎｄ　３，Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｂａｃｍｉｄ　ｏｆ　ＰＥＤＶＳ１ｇｅｎｅ；ＮＣ，Ｎｅｇａ－
ｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ
图２　ＰＥＤＶ　Ｓ１基因重组Ｂａｃｍｉｄ的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ｇｅｎｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

Ｂａｃｍｉｄ

２．３　重组杆状病毒包装、传代和鉴定

２．３．１　重组杆状病毒的转染　　重组Ｂａｃｍｉｄ（杆
状病毒基因组）纯化后，转染ｓｆ９细胞，２７℃培养３～
５ｄ后，收集上清，作为Ｐ１代病毒。设置阴性（ｓｆ９）

对照、空Ｂａｃｍｉｄ对照、ＰＥＤＶ－Ｓ１组，用Ｐ１代重组杆
状病毒感染ｓｆ９细胞，获得Ｐ２代病毒，继续传代至

Ｐ３代，作为种毒。Ｐ３感染ｓｆ９细胞２４ｈ后，荧光倒
置显微镜观察细胞病变，结果表明，与阴性对照组相
比，感染组细胞的生长明显受到抑制，感染组细胞变
大、变圆，细胞浆内有许多黑色的小颗粒，部分细胞
有空泡（图３），表明重组杆状病毒包装成功。

２．３．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测目的基因 ｍＲＮＡ表达　　
Ｐ２、Ｐ３代重组杆状病毒感染ｓｆ９细胞，病毒上清利
用Ｗｉｚａｒｄ基因组ＤＮＡ纯化试剂盒提取杆状病毒
及基因组 ＤＮＡ，以此 ＤＮＡ为模板，以ｐＵＣ／Ｍ１３－
ｆｗｄ、ｐＵＣ／Ｍ１３－ｒｅｖ引物进行ＰＣＲ扩增，检测目的
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基因是否一直留存于病毒基因组。ＲＮＡ提取试剂
盒提取病毒感染的ｓｆ９细胞总ＲＮＡ，利用ＤＮａｓｅ去
除总ＲＮＡ中的ＤＮＡ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物合成ｃＤＮＡ，
以此ｃＤＮＡ为模板，使用目的基因特异引物进行

ＲＴ－ＰＣＲ扩增，检测目的基因（ＰＥＤＶ－Ｓ１）的转录水
平表达情况，结果显示，目的基因成功整合到杆状病
毒基因组，并一直留存于基因组（图４Ａ），目的基因
的ｍＲＮＡ也得到表达（图４Ｂ）。

图３　重组杆状病毒的细胞病变（１００×）

Ｆｉｇ．３　ＣＰＥ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ（１００×）

①Ａ，ｐＵＣ／Ｍ１３引物ＰＣＲ扩增；Ｂ，特异引物ＲＴ－ＰＣＲ扩

增。②Ｍ，ＤＬ１００００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，正常ｓｆ９细胞上清；

２，ＰＥＤＶ　Ｓ１Ｐ２代细胞上清；３，空杆状病毒Ｐ２代细胞上

清；４，正常ｓｆ９细胞沉淀；５，ＰＥＤＶ　Ｓ１Ｐ２代细胞沉淀；６，

ＰＥＤＶ　Ｓ１Ｐ３代细胞沉淀

①Ａ，ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＵＣ／Ｍ１３ｐｒｉｍｅｒｓ；Ｂ，ＲＴ－
ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒｓ．② Ｍ，ＤＬ１００００

ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ｎｏｒｍａｌ　ｓｆ９ｃｅｌｌｓ；２，Ｓｕ－

ｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ＰＥＤＶ－Ｓ１Ｐ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ；３，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｏｆ　Ｐ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ｂｌａｎｋ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；４，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｎｏｒｍａｌ　ｓｆ９ｃｅｌｌｓ；５，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１Ｐ２ｇｅｎ－
ｅｒａｔｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ；６，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１Ｐ３ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌｓ
图４　ＲＴ－ＰＣＲ鉴定目的基因ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．４　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅｓ　ｂｙ　ＲＴ－ＰＣＲ

２．４　ＰＥＤＶ　Ｓ１的表达鉴定
以Ｐ３代重组杆状病毒作为种毒感染ｓｆ９细胞，

收集其细胞沉淀和上清分别进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，

考马斯亮蓝染色，结果发现，重组ＰＥＤＶ　Ｓ１杆状病
毒感染的细胞沉淀中有明显的特异性条带（图５），
而上清中几乎没有特异条带。

Ｐ３代重组杆状病毒的细胞沉淀和上清进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定，分别用小鼠抗Ｈｉｓ抗体和猪
抗ＰＥＤＶ阳性血清作为一抗，检测目的基因的表
达，结果表明，ＰＥＤＶ　Ｓ１在细胞沉淀中有明显表达
（图６），上清中也有表达，但表达量有待提高。表达
产物能与猪阳性血清反应（图７），说明该重组病毒
表达产物具有较好的免疫反应性。

１，蛋白质分子质量标准；２，ｓｆ９细胞沉淀；３，重组ＰＥＤＶ

Ｓ１杆状病毒的细胞沉淀；４，空杆状病毒的细胞沉淀

１，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；２，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｆ９ｃｅｌｌｓ；３，Ｓｅｄｉ－
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；４，Ｓｅｄｉ－
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｌａｎｋ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ
图５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析重组蛋白的表达

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
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　３期 何海健等：ＰＥＤＶ分离株Ｓ１基因的重组杆状病毒真核表达

１，蛋白质分子质量标准；２，正常ｓｆ９细胞上清；３，空杆状

病毒上清；４，ＰＥＤＶ　Ｓ１杆状病毒培养上清；５，ＰＥＤＶ　Ｓ１
杆状病毒细胞沉淀；６，Ｈｉｓ－ＰＥＤＶ－Ｎ原核表达产物

１，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；２，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ｓｆ９ｃｅｌｌｓ；３，Ｓｕｐｅｒｎａ－
ｔａｎｔ　ｏｆ　ｂｌａｎｋ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；４，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１

ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；５，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ

ｃｅｌｌｓ；６，Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　Ｈｉｓ－ＰＥＤＶ－Ｎ
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析ＰＥＤＶ重组蛋白的表达（Ｈｉｓ
抗体）

Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｈｉｓ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）

１，蛋白质分子质量标准；２，空杆状病毒感染细胞培养上

清；３，ＰＥＤＶ　Ｓ１杆状病毒感染细胞培养上清；４，ＰＥＤＶ

Ｓ１杆状病毒感染细胞沉淀；５，ＰＥＤＶ 感染 Ｖｅｒｏ细胞

沉淀

１，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；２，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ｂｌａｎｋ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；

３，Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｓｆ９

ｃｅｌｌｓ；４，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　Ｓ１ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｓｆ９ｃｅｌｌｓ；５，Ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　Ｖｅｒｏ　ｃｅｌｌｓ
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析重组蛋白的表达（ＰＥＤＶ阳

性血清）

Ｆｉｇ．７　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ
（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｔｉｓｅｒａ）

３　讨　论
ＰＥＤＶ的暴发给中国和世界养猪业带来重大损

失，如何有效地预防该病成为当前的首要任务。该
病最开始暴发时，美国各个猪场采用的是给予母猪
“返饲”技术，即用患病仔猪的排泄物混入饲料中饲
喂母猪［１４］，让母猪获得高水平的抗体，进而母源抗
体保护新生仔猪免受感染，能迅速控制该病进一步
蔓延扩散。但是在中国养殖场疫情复杂的情况下，
很多不明因子会给母猪带来更加严重的危害，导致
母猪流产等，所以该项技术在临床中基本叫停了。
目前一些疫苗公司和科研机构已经开发了ＰＥＤＶ
灭活疫苗、ＰＥＤＶ弱毒苗，ＰＥＤＶ／ＴＧＥＶ／ＲＶ弱毒
三联疫苗和乳酸杆菌表达ＰＥＤＶ　Ｓ蛋白疫苗［１５－１６］，
对ＰＥＤＶ的防控起到了一定作用。但是灭活疫苗
存在抗体产生慢、ｓＩｇＡ抗体水平不高等问题，而不
管是“返饲”还是弱毒活疫苗，都是活病毒在母猪体
内反复感染产生高水平抗体，进而母源抗体保护仔
猪，这些方法从根本上还存在毒力返强、不明因子感
染等生物安全风险。Ｋｉｍ等［１７］构建ＰＥＤＶ　Ｓ的 Ｎ
端２３１－５０１位氨基酸肽段的原核表达系统，能激活
猪的特异性黏膜免疫应答。然而，ＰＥＤＶ作为ＲＮＡ
病毒，在猪体内免疫压力情况下存在较强的变异能
力，其主要的Ｓ１基因变异频率较高［１８－１９］，给疫苗的
防控带来较大困扰。本研究表达出的ＰＥＤＶ　Ｓ１蛋
白，不存在毒力返强的风险，是一种安全、高效的疫
苗后选产品。

杆状病毒表达系统是一种非常高效的表达系
统［２０］，既可以利用外膜蛋白的自我组装机制单独使
用，表达外源蛋白，也可使病毒的几个关键膜蛋白基
因一起表达，形成病毒样颗粒［２１－２２］。杆状病毒表达
系统与一般的大肠杆菌、酵母、哺乳动物细胞等表达
系统相比，具有以下特点：①能够容纳较大片段的外
源基因，多角体启动子的作用下使外源基因在ｓｆ９
细胞中超量表达，外源基因的超量表达不影响杆状
病毒本身的增殖［２３］；②表达的蛋白产物易于纯化，
无内毒素污染，生物安全性高，对植物和脊椎动物均
无致病性［２４－２５］；③杆状病毒表达的外源蛋白几乎都
是可溶性蛋白，其生物活性非常接近天然来源的分
离物，因此蛋白的免疫原性接近病毒的天然结构，用
该系统表达的重组蛋白制备的生物制品对激发免疫
应答更加高效［２６－２７］。本试验结果发现，ＰＥＤＶＳ１基
因序列中存在较多的ｓｆ９细胞稀有密码子，较难直
接表达，所以通过ＰＥＤＶＳ１基因的密码子优化，人
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工合成优化后的基因序列，包装重组杆状病毒，使

ＰＥＤＶＳ１基因在杆状病毒表达系统中得到稳定表
达，表达产物具有较好的反应原性，能特异地被猪阳
性血清识别，加上真核表达通常具有天然构象，一般
具有较好的免疫原性，所以本研究所开发的ＰＥＤＶ
重组杆状病毒可以作为防治该病的候选疫苗。

研究表明，诱导机体产生针对ＰＥＤＶ的中和抗
体主要在其ＰＥＤＶ　Ｓ蛋白［２８］，其中Ｓ１和Ｓ２［２９］都有
较好的中和表位，能产生广泛的中和抗体，而Ｓ１由
于变异较大，是病毒逃逸宿主抗体防御的重要靶向
蛋白，因此建立有效的针对ＰＥＤＶ　Ｓ蛋白的ＥＬＩＳＡ
检测方法，将为开展ＰＥＤＶ流行病学监测和疫苗免
疫效果评估提供有效工具。而目前市场使用的主要
是针对 ＰＥＤＶ　Ｎ 的抗体检测试剂盒，不能反映

ＰＥＤＶ中和抗体状况。本研究所表达的ＰＥＤＶ　Ｓ１
具有天然构象，能最真实地反映病毒囊膜结构蛋白，
结果证实其能与猪的ＰＥＤＶ阳性血清进行反应，所
以该重组蛋白可以作为开发检测ＰＥＤＶ中和抗体
的ＥＬＩＳＡ试剂盒的包被抗原。

４　结　论
本研究利用杆状病毒表达系统成功表达了

ＰＥＤＶ流行毒株的Ｓ１蛋白，该蛋白的表达为ＰＥＤＶ
的防控提供了新的疫苗候选，为建立ＰＥＤＶ中和抗
体检测方法及防控该病提供了新的技术支持。
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Ｈｏｗ　ｆｕｒｉｎ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ｉｓ　ｔｒａｄｅｄ　ｏｆｆ　ａｇａｉｎｓｔ　ｈｅｐａｒａｎ　ｓｕｌ－

ｆａｔｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｕｐｏｎ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００８，８２（１２）：６０７８－６０８３．
［８］　ＬＩＵ　Ｃ，ＴＡＮＧ　Ｊ，ＭＡ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｕｓａｇｅ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ

ｅｎｔｒｙ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１５，８９（１１）：６１２１－６１２５．
［９］　ＤＥＮＧ　Ｆ，ＹＥ　Ｇ，ＬＩＵ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｍ－

ｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｐｉｋｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ　ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］．

Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１６，８（３）：５５．
［１０］　ＬＩ　Ｗ，ＶＡＮ　ＫＵＰＰＥＶＥＬＤ　Ｆ　Ｊ，ＨＥ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｅｎｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，２２６：１１７－１２７．
［１１］　ＧＥＲＤＴＳ　Ｖ，ＺＡＫＨＡＲＴＣＨＯＵＫ　Ａ．Ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｆｏｒ　ｐｏｒ－

ｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｓｗｉｎｅ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒ－

ｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，２０６：４５－５１．
［１２］　ＺＨＡＯ　Ｐ，ＷＡＮＧ　Ｂ，ＪＩ　Ｃ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ

ｐｅｐｔｉｄｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｈｅｐｔａｄ　ｒｅｐｅａｔ　２ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ（ＰＥＤＶ）ｓｐｉｋｅ　ｇｌｙｃｏ－

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｈａｔ　ｉｓ　ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＰＥＤＶ　ｅｎｔｒｙ　ａｎｄ

ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｖｉｒａｌ　Ｒｅ－
ｓｅａｒｃｈ，２０１８，１５０：１－８．

［１３］　ＬＩ　Ｑ，ＸＵ　Ｚ，ＷＵ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｆｌａｇｅｌｌｉｎ－ａｄｊｕｖａｎｔｅｄ　ＰＥＤ

ｓｕｂｕｎｉｔ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｇａｉｎｓｔ

ＰＥＤＶ　ｖａｒｉａｎｔ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｉｎ　ｐｉｇｓ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１８，

３６（２９）：４２２８－４２３５．
［１４］　ＴＵＮ　Ｈ　Ｍ，ＣＡＩ　Ｚ，ＫＨＡＦＩＰＯＵＲ　Ｅ．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｓｕｒ－

ｖｉｖａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ

ｖｉｒｕｓ（ＰＥＤＶ）ｉｎ　ｔｈｅ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｏｎ－ｆａｒｍ　ｅａｒｔｈｅｎ　ｍａｎｕｒｅ

ｓｔｏｒａｇｅｓ（ＥＭＳ）［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，７：２６５．
［１５］　ＢＥＡＬＬ　Ａ，ＹＯＵＮＴ　Ｂ，ＬＩＮ　Ｃ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔｈ　ｃＤＮＡ　ｃｌｏｎｅ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓ－

ｍｉｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ

ｓｔｒａｉｎ　ＰＣ２２Ａ［Ｊ］．ＭＢｉｏ，２０１６，７（１）：ｅ０１４５１－１５．
［１６］　ＷＡＮＧ　Ｘ　Ｎ，ＷＡＮＧ　Ｌ，ＺＨＥＮＧ　Ｄ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ｏｒａｌ　ｉｍ－

ｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ａ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ－ｂａｓｅｄ　ａｎｔｉ－ｐｏｒ－
ｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｏｅａ　ｖｉｒｕｓ （ＰＥＤＶ）ｖａｃｃｉｎｅ　ｅｘ－

８３８

ChaoXing



　３期 何海健等：ＰＥＤＶ分离株Ｓ１基因的重组杆状病毒真核表达

ｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｆｏｌｄ　ｃｅｌｌ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｃｏ１ｆｕｓｅｄ

ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ＣＯＥ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｏｆ　ＰＥＤＶ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｐｐｌ－
ｌｉｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，１２４（２）：３６８－３７８．

［１７］　ＫＩＭ　Ｓ　Ｈ，ＣＨＯ　Ｂ　Ｈ，ＬＥＥ　Ｋ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｄｏ－
ｍａｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｐｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ

ｖｉｒｕｓ　ａｓ　ａ　ｎｅｗ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｆｏｒ　ａ　ｍｕｃｏｓａｌ　ｖａｃ－
ｃｉｎｅ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｅ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，２０１８，１８（３）：ｅ２１．

［１８］　ＺＨＡＯ　Ｐ　Ｄ，ＴＡＮ　Ｃ，ＤＯＮＧ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎ

ｍｉｄ－ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ　ｆｒｏｍ　２０１１ｔｏ　２０１３［Ｊ］．Ｃａｎａｄｉａｎ

Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，７９（１）：８－１５．
［１９］　ＷＡＮＧ　Ｘ　Ｙ，ＪＩ　Ｃ　Ｊ，ＺＨＡＮＧ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｇｅ－

ｎｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ

ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　Ｇｅ－
ｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１８，１１（１）：３４－３９．

［２０］　ＰＲＥＭＡＮＡＮＤ　Ｂ，ＺＨＯＮＧ　ＷＥＥ　Ｐ，ＰＲＡＢＡＫＡＲＡＮ　Ｍ．

Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｆｏｒ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１８，１０（６）：Ｅ２９８．
［２１］　ＷＡＮＧ　Ｗ，ＣＨＥＮ　Ｘ，ＸＵＥ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ

ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｃｏｎｔａｉ－
ｎｉｎｇ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ

ＧＰ５ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１２，３０（４９）：７０７２－７０７７．
［２２］　ＲＯＬＤＡＯ　Ａ，ＭＥＬＬＡＤＯ　Ｍ　Ｃ，ＣＡＳＴＩＬＨＯ　Ｌ　Ｒ，

ｅｔ　ａｌ．Ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉｎ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．

Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ，２０１０，９（１０）：１１４９－１１７６．
［２３］　ＣＨＩ　Ｊ　Ｎ，ＷＵ　Ｃ　Ｙ，ＣＨＩＥＮ　Ｍ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　ｐｒｅｐａｒａ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　２ （ＰＣＶ２）ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ　ａｎｄ

ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１４，１８１（３）：１２－１９．
［２４］　ＧＥ　Ｊ，ＡＮ　Ｑ，ＳＯＮＧ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉ－

ｎａｎｔ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｂｕｒｓａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉ－
ｒｕｓ　ｍａｉｎ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ａｎｔｉｇｅｎ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｉｍｍｕｎｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ

ｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，２０１５，１０（７）：ｅ０１３２９９３．
［２５］　ＱＩ　Ｊ，ＬＩＵ　Ｔ，ＬＩ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｍｕｌｕｓ　ｆａｃｔｏｒ

Ｃ　ｉｎ　ｓｉｌｋｗｏｒｍ　ｌａｒｖａｅ　ｂｙ　Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ／ＢｍＮＰＶ　ｂａｃｕｌｏｖ－
ｉｒｕｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｓｈｅｎｇ　Ｗｕ　Ｇｏｎｇ　Ｃｈｅｎｇ
Ｘｕｅ　Ｂａｏ，２０１４，３０（１０）：１５９４－１６０１．

［２６］　ＬＩＵ　Ｚ，ＬＩＵ　Ｙ，ＺＨＡＮＧ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ｏｆ

ｓｗｉｎｅ　ＩｇＧ１Ｆｃ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ－ｖｅｃｔｏｒｅｄ　ｖａｃｃｉｎｅ

ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｂｙ　ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ　ｖｉｒａｌ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｅｓｃａｐｅ　ａｎｄ

ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，

２０１７，４８（１）：２９．
［２７］　ＨＥ　Ｙ，ＬＩ　Ｊ，ＨＥＣＫ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏ－

ｇｅｎｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ－ｅｘ－

ｐｒｅｓｓｅｄ　ｓｅｖｅｒｅ　ａｃｕｔｅ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ

ｓｐｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．Ｊｏｕ－
ｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００６，８０（１２）：５７５７－５７６７．

［２８］　ＬＩ　Ｃ，ＬＩ　Ｗ，ＬＵＣＩＯ　ＤＥ　ＥＳＥＳＡＲＴＥ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ　ａｔ－
ｔａｃｈｍｅｎｔ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ

ｓｐｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｒｅ　ｋｅｙ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｏｆ　ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］．

Ｊｏｕｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１７，９１（１２）：ｅ００２７３－１７．
［２９］　ＯＫＤＡ　Ｆ　Ａ，ＬＡＷＳＯＮ　Ｓ，ＳＩＮＧＲＥＹ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　Ｓ２

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ

ｃｏｎｔａｉｎｓ　ｉｍｍｕｎｏｄｏｍｉｎａｎｔ　ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ［Ｊ］．

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１７，５０９：１８５－１９４．

（责任编辑　晋大鹏）
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