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摘要: 根据大鲵虹彩病毒(Chinese giant salamander iridovirus, GSIV)主衣壳蛋白(major capsid protein, MCP)基因序

列设计特异性引物 , 经 PCR 扩增得到 MCP 基因编码框 1392 bp 全长序列 , 将其定向克隆到真核表达载体

pcDNA3.1(+)中, 构建重组质粒并命名为 pcDNA-MCP。将 pcDNA-MCP 质粒转染大鲵肌肉细胞系(GS-M), 间接荧

光免疫染色结果显示, MCP蛋白可在 GS-M细胞中表达, 且转染后 72 h的表达量显著高于转染后 48 h; 收集转染

后 72 h的 GS-M细胞, 经 Western blot检测, 可检测到 MCP蛋白的特异性表达。将真核表达质粒 pcDNA-MCP以

20 μg/尾的剂量经背部肌肉注射免疫健康大鲵(Andrias davidianus), 分别在免疫后第 1、3、5、7、14、21、28、35

天随机从实验组与对照组中采样, 尾静脉采血进行外周血血细胞计数、白细胞分类计数及测定血清中和抗体效价。

结果表明, 免疫大鲵体内红细胞、中性粒细胞和单核细胞数量明显增加, 红细胞数在第 5 天极显著高于对照组

(P<0.01); 中性粒细胞(neutrophil)分类百分比从第 3 天开始升高, 第 5 天达到峰值(26.33±1.04)%, 极显著高于对照

组(P<0.01); 单核细胞(monocyte)的变化趋势和中性粒细胞相似, 第 7 天达到峰值(15.83±0.76)%, 极显著高于对照

组(P<0.01)。随后淋巴细胞大量增殖, 第 28 天淋巴细胞分类百分比达到峰值(68.33±1.53)%, 极显著高于对照组

(P<0.01)。血清中和试验结果表明 , 免疫大鲵体内产生了抗 MCP 蛋白的抗体 , 免疫后第 28 天抗体效价最

高[1︰(370.01±31.55)]。真核质粒 pcDNA-MCP在免疫大鲵的肌肉、肝、脾和肾的组织表达检测结果显示, 免疫接

种后第 1、3、5、7、14、21、28天大鲵的肌肉、肝、脾和肾组织中均存在真核质粒的分布; RT-PCR结果显示, 免

疫后第 7 天和 28 天, 在大鲵的上述组织中均有目的基因的表达。攻毒感染试验结果显示, 免疫组大鲵相对免疫保

护率可达 73.3%。本研究为真核表达质粒 pcDNA-MCP 作为潜在候选疫苗应用于大鲵虹彩病毒病的预防和控制奠

定了前期基础。 
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中国大鲵(Andrias davidianus), 俗称“娃娃鱼”, 

在分类学上属于鲵亚目(Cryptobranchoides), 隐鳃

鲵科 (Cryptobranchidae), 大鲵属 [1], 是现存个体

最大的有尾两栖动物 , 属于国家二级保护动物 , 

具有很高的科研及经济价值。自 1979 年首次报

道大鲵人工繁育成功以来[2], 我国在大鲵自然分

布主要地区陆续开展了大鲵人工繁育与养殖技术

的研究, 推动了大鲵人工养殖业迅速发展, 已经

形成具有重大经济价值的产业[3–4]。然而, 随着大

鲵养殖规模的不断扩大与集约化程度的不断提高, 

大鲵病害问题日益突出[5–8]。近年来, 大鲵虹彩病

毒病在我国大鲵主养区域广泛持续暴发与流行 , 
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死亡率可达 100%, 给大鲵养殖业造成了巨大的

经济损失[9–11]。 

大鲵虹彩病毒(Chinese giant salamander iri-

dovirus, GSIV), 属虹彩病毒科(Iridoviridae)、蛙病

毒属(Ranavirus)成员, 为双链DNA病毒[9, 13], 主要

感染鱼类、两栖类和爬行类等低等脊椎动物[8–13]。

耿毅等[8, 10]首次报道了蛙病毒感染可导致养殖大

鲵大规模死亡; 江育林等[9]从患病症状为四肢末

端及背部皮肤溃疡、坏死的大鲵体内分离到蛙病

毒, 并对该病毒的理化及生物学特性进行了研究; 

孟彦等 [13]从患典型出血病的大鲵幼鱼和成鱼体

内分离鉴定了大鲵虹彩病毒; 周勇等[14]建立了大

鲵虹彩病毒的 TaqMan real-time PCR 检测方法; 

孙建滨等[15]和 Liu等[16]研究了大鲵虹彩病毒细胞

培养灭活疫苗的制备方法和免疫保护效果。目前, 

有关大鲵虹彩病毒 DNA疫苗的研究尚未见报道。 

主衣壳蛋白(major capsid protein, MCP)是虹

彩病毒的二十面体衣壳蛋白, 为一个单一的多肽, 

其分子量约为 49 kD, 占病毒总蛋白的 45%[12, 17]。

虹彩病毒的 MCP 基因中含有许多高度保守的结

构域, MCP 基因序列及其编码氨基酸序列的同源

性可以反映不同虹彩病毒株之间的亲缘关系, 是

研究虹彩病毒分类及系统演变的靶基因, 它不仅

在病毒的包装和感染过程中发挥重要作用, 而且

还是病毒重要的抗原相关蛋白[12, 18–20]。本研究将

GSIV MCP 编码基因定向克隆到真核表达载体

pcDNA3.1(+)中 , 构建大鲵虹彩病毒 MCP 基因

DNA 疫苗表达载体, 研究了 DNA 疫苗免疫大鲵

后的血细胞分类指标、真核表达质粒的组织表达

特征、血清中和抗体滴度与免疫保护效果, 旨在

为大鲵虹彩病毒病 DNA疫苗的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  病毒株、细胞系、菌株与质粒  大鲵虹彩病

毒(Chinese giant salamander iridovirus, GSIV)由本

实验室分离鉴定 ; 鲤上皮瘤细胞系 (Epithelioma 

papilloma cyprini, EPC)由武汉大学中国典型培养

物保藏中心保藏 ; 大鲵肌肉细胞 (Chinese giant 

salamander muscle cell, GS-M)由中国科学院水生

生物研究所张奇亚老师惠赠 ; 真核表达载体

pcDNA3.1(+)购于 Invitrogen 公司 ; 感受态细胞

(DH5)与 pMD19-T载体均购于 TaKaRa公司。 

1.1.2  实验大鲵  实验大鲵取自长江水产研究所

鱼类病害研究室, 平均体长 20 cm, 体重 50g , 暂

养于 60 cm × 40 cm × 20 cm 塑料箱内, 养殖用水

为充分曝气除氯的自来水, 温度控制在(20±1)℃, 

每天投喂新鲜鱼肉。 

1.1.3  主要试剂  限制性内切酶 Hind III、EcoR 

I(Promega), T4 DNA连接酶(TaKaRa, T4 DNA Ligase), 

HRP 标记的羊抗兔 lgG(Abclonal Biotechnology, 

INC), 病毒DNA提取试剂盒(OMEGA, Viral DNA 

Kit), 胶回收试剂盒 (Promega, Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up System), 总 RNA 提取试剂 (life 

technologies, Trlzol LS Reagent), 质粒提取试剂盒

(OMEGA, Endo-free Plasmid Mini Kit II), 组织

DNA提取试剂盒(OMEGA, Tissue DNA Kit), 免

疫荧光染色试剂盒(Beyotime, 免疫荧光染色试剂

盒–抗兔Cy3), 兔抗MCP多克隆抗体(本实验室制

备并保存 ), Western blot 试剂盒 (GenScript, 

ONE-HOUR Western BasicKit (Rabbit)For Rabbit 
Primary Antibody), 荧光定量试剂盒 (Bioteke 

Corporation, 2×SYBR Real-time PCR Premixture 
200T), 逆转录试剂盒(TaKaRa, PrimeScriptTM 1st 

strand cDNA Synthesis Kit)。 

1.1.4  引物设计与合成  参照 GenBank已登录的

GSIV MCP 基因序列(GenBank: JN615141.1), 并

依据真核表达载体 pcDNA3.1(+)的特性与酶切位

点以及MCP核酸序列上的酶切特性, 在正向引物

引入限制性内切酶 Hind III 识别位点(AAGCTT)

及 Kozak 序列(GCCACC), 在反向引物引入限制

性内切酶 EcoR I 识别位点(GAATTC); 其他引

物均根据用途、实验原理及引物设计原则设计

(表 1)。所有引物均由上海生工生物工程股份有限

公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  MCP 基因的扩增、克隆与鉴定  利用鲤上

皮瘤细胞系 (EPC)大量增殖培养大鲵虹彩病毒 
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表 1  实验中所用引物序列 
Tab. 1  Primers used in the study 

引物名称 primer name 引物序列(5′–3′) sequence(5′–3′) 引物用途 application 登录号 GenBank access no 

MCP-F CCCAAGCTTGCCACCATGTCTTCTGTAACCGGT

MCP-R CCGGAATTCTTACAAGATTGGGAATCCC 
MCP序列扩增 JN615141.1 

pcDNA3.1-F CTAGAGAACCCACTGCTTAC 

pcDNA3.1-R TAGAAGGCACAGTCGAGG 
阳性克隆的筛选  

MCPjc-F GACTTGGCCACTTATGAC 

MCPjc-R GTCTCTGGAGAAGAAGAA 
组织分布分析 JN615141.1 

Rt-MCP-F GCGGTTCTCACACGCAGTC 

Rt-MCP-R ACGGGAGTGACGCAGGTGT 
组织表达分析 JN615141.1 

β-actin-F TGAACCCAAAAGCCAACCGAGAAAAGAT 

β-actin-R TACGACCAGAGGCATACAGGGACAGGAC 
组织表达分析 HQ822274.1 

 
(GSIV)。收集细胞培养病毒, 采用病毒 DNA提取

试剂盒(OMEGA, Viral DNA Kit)抽提 GSIV核酸, 

以此核酸为模版进行 PCR 扩增 MCP 基因全长。

采用 50 μL反应体系: 10×PCR Buffer 5 μL, dNTP 

(10 mmol/L) 1 μL, Primers(MCP-F/MCP-R,  
10 μmol/L)各 1 μL, rTaq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL, 

病毒DNA 模板为 1 μL, ddH2O补足至 50 μL。PCR

反应条件为: 95℃预变性 5 min; 95℃变性 30 s, 

58℃退火 30 s, 72℃延伸 90 s, 30个循环, 72℃延

伸 10 min。反应结束后, PCR 产物经 1.0%琼脂糖

凝胶电泳分离并用胶回收试剂盒(Promega, Wiz-

ard SV Gel and PCR Clean-Up System)回收目的片

段, 将纯化的 MCP基因与 pMD19-T载体于 16℃ 

连接 4 h后, 转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞中, 

经菌落 PCR筛选阳性克隆并分别命名为: pMD19- 

T-MCP, 送上海生工生物工程有限公司测序。 

1.2.2  真核表达质粒的构建、鉴定及大量制备  将

重组质粒 pMD19-T-MCP与真核表达载体 pcDNA3.1 

(+)分别由 Hind III和 EcoR I双酶切过夜, 酶切产

物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳分离后, 胶回收试剂盒

回收目的片段并用T4 DNA连接酶 16℃连接过夜, 

连接产物转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中, 

菌落 PCR筛选阳性克隆, 送上海生工生物工程有

限公司测序。同时将该阳性克隆扩大培养并提取

质粒, 经酶切鉴定后, 命名为 pcDNA-MCP。将含

空质粒 pcDNA3.1(+)与重组质粒 pcDNA-MCP 的

菌种分别接种于 5 mL LB 液体培养基(含 Amp 

100 μg/mL)中, 于 37℃震荡培养过夜, 次日按 1︰100

的比例扩大培养, 提取质粒。质粒 DNA的提取采用

Endo-free Plasmid Mini Kit II (USA, OMEGA), 具体

步骤参照试剂盒说明书。提取的质粒经自动核酸

检测仪检测浓度后保存于–20℃备用。 

1.2.3  真核表达质粒转染 GS-M 细胞  通过脂质

体 Lipofectamine-2000 介导, 将重组真核表达质

粒 pcDNA-MCP 转染到 GS-M 细胞中。在转染后

48 h与 72 h将细胞用 4%多聚甲醛于 4℃固定过夜, 

以兔抗MCP多克隆抗体为一抗, 红色荧光探针标

记的羊抗兔 IgG(H+L)抗体为二抗, DAPI 为细胞

核染色剂 , 参照免疫荧光染色试剂盒(Beyotime, 

免疫荧光染色试剂盒—抗兔Cy3)对转染重组质粒

的 GS-M 细胞进行检测。同时用转染空质粒

pcDNA3.1(+)的 GS-M 细胞及没有转染质粒的

GS-M 细胞作为对照进行相同操作。转染后 72 h

弃细胞培养液, 收集细胞, 经 SDS-PAGE 电泳后, 

转移至硝酸纤维素膜上, 以兔抗MCP多克隆抗体

为一抗 , 参照 Western blot 试剂盒 [GenScript, 

ONE-HOUR Western BasicKit(Rabbit)For Rabbit 
Primary Antibody]步骤进行 Western blot, 检测目

的蛋白的表达, 同时将转染空质粒 pcDNA3.1(+)的

GS-M细胞及没有转染质粒的GS-M细胞作为对照。 

1.2.4  真核表达质粒 pcDNA-MCP 免疫大鲵  健

康的暂养大鲵 144尾随机分为 3组, 每组 48尾。

PBS 对照组注射无菌 PBS 200 μL/尾 ; 空质粒

pcDNA3.1(+)对照组与真核重组质粒 pcDNA-MCP
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试验组注射相应的质粒 20 μg(200 μL/尾, 0.1 μg/μL)。

3 个组均为背部肌肉多点注射, 注射免疫后正常

饲喂。 

1.2.5  真核表达质粒在大鲵体内分布与表达的检

测  从免疫接种之日起分别在 1 d, 3 d, 5 d, 7 d, 

14 d, 21 d, 28 d, 35 d, 42 d时间点采样。实验组与

对照组每组随机取 2 尾大鲵, 尾静脉采血, 一尾

血液加抗凝剂用于血细胞计数, 白细胞分类计数

及真核质粒的体内分布检测; 另一尾血液不加抗

凝剂, 室温静置 1 h, 4℃静置 12 h, 4000 r/min离心

10 min 取上层血清, 用于抗体效价的测定。采血

后解剖取其肝、脾、肾以及注射部位肌肉材料, 用

组织 DNA提取试剂盒提取其组织总 DNA(提取步

骤参照 OMEGA Tissue DNA Kit说明书), 用引物

MCPjc-F/MCPjc-R检测真核质粒 pcDNA-MCP在

各组织中的分布情况。在免疫后第 7天和第 28天, 

另取实验组与对照组大鲵的肝、脾、肾以及注射

部位肌肉材料, 用 Trlzol法提取各组织总 RNA(步

骤参照试剂盒说明书)并逆转录成 cDNA 第一链

(步骤参照逆转录试剂盒说明书 ), 以第一链

cDNA 为模版, 引物 Rt-MCP-F/Rt-MCP-R 进行

PCR 检测重组质粒在各组织中的表达, 同时以大

鲵 β-actin基因作为对照。 

1.2.6  血细胞计数与白细胞分类计数  利用 Dacie

氏稀释液将血液稀释 200倍, Nubarer计数板分别

对红细胞 (red blood cell, RBC)和白细胞 (white 

blood cell, WBC)进行计数, 每个样品重复 3次。

用常规方法推血涂片 3 张, 在空气中快速晾干, 

Wright-Giemsa染液混合染色 10 min左右, 冲洗晾

干, 在油镜下随机观察 100个白细胞, 计数各类白

细胞数量, 得出某种白细胞所占分类百分比。 

1.2.7  血清中和抗体效价检测  采用病毒学常规

微量中和试验方法测定免疫后大鲵血清的中和抗

体效价。将待检血清 56℃ 30 min灭活并从 1︰10

倍比稀释至 1︰1280, 每个滴度设 6个复孔, 取 50 μL

不同稀释度的血清与 50 μL 200 TCID50/100 μL的

GSIV病毒液在 96孔板中混合, 混匀后置于 20℃

温箱中和 2 h, 每隔 20 min混匀一下, 随后每孔加

100 μL的 GS-M细胞悬液, 置 25℃培养箱中培养, 

并同时设阳性与阴性对照孔, 48 h 后开始观察并

记录结果, 以 Reed-Muench 法计算血清的中和抗

体滴度。 

1.2.8  攻毒保护试验  在免疫后第 28天 , 每组

随机取 30 尾大鲵进行攻毒实验 , 每尾腹腔注射

107 TCID50/100 μL的 GSIV 400 μL进行攻毒感染

试验。攻毒后每天观察并记录感染发病与死亡情

况, 连续观察 15 d。实验结束后计算相对免疫保

护率(relative percent survival, RPS): RPS = ( 1–免

疫组死亡率/对照组死亡率)×100%。 

1.2.9  数据分析  实验数据用 SPSS20.0 统计软

件进行生物统计分析, 用单因素方差分析进行差

异显著性检验: P>0.05, 没有显著性差异; 0.01< 

P<0.05, 存在显著性差异; P<0.01, 存在极显著性

差异。 

2  结果与分析 

2.1  MCP基因的扩增、克隆与鉴定 

 经 PCR反应扩增得到 GSIV MCP基因片段

大小约为 1392 bp, 与预期大小一致(图 1)。回收

纯化 PCR扩增产物, 连接到 pMD19-T载体, 转化

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 获得了阳性重组菌

株 pMD19-T-MCP/DH5α。测序结果显示, 成功将

大小为 1392 bp的目的片段连接到 pMD19-T载体

中, 与 GenBank参考序列的同源性为 100%。 

 

 
 

图 1  GSIV MCP基因的 PCR扩增结果 

M: DL2000 DNA Marker; 1: MCP基因 PCR结果. 

Fig.1  PCR amplification results of GSIV MCP gene 
M: DL2000 Marker(Takara); 1: PCR product of GSIV MCP gene. 

 

2.2  真核表达质粒的构建与鉴定 

阳性重组质粒 pMD19-T-MCP 与真核表达质

粒 pcDNA3.1(+)分别经 Hind III和 EcoR I双酶切, 

回收目的片段连接过夜后, 转化大肠杆菌 DH5α

感受态细胞, PCR鉴定获得了阳性重组菌株 pcDNA- 
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MCP/DH5α。提取重组质粒经双酶切鉴定, 结果表

明目的片段与预期大小的核酸片段相同(图 2)。 

测序结果进一步表明 MCP 基因已正确插入到真

核表达载体 pcDNA3.1(+)中。 

2.3  真核表达质粒在 GS-M细胞中的表达 

脂质体 Lipofectamine-2000 介导真核表达质

粒 pcDNA-MCP转染 GS-M细胞, 转染后 48 h与 

 

 
 
图 2  真核表达质粒 pcDNA-MCP双酶切鉴定结果 

M: DL5000 DNA marker; 1: 经EcoR I单酶切的重组质粒pcDNA- 

MCP; 2: 经 Hind III和 EcoRⅠ双酶切的重组质粒

pcDNA-MCP 
Fig. 2  Identification of eukaryotic expression plasmid 

pcDNA-MCP by restriction enzyme digestion 
M: DL5000 DNA marker; 1: pcDNA-MCP digested by EcoR I; 

2: pcDNA-MCP digested by Hind III and EcoR I. 

72 h 间接荧光免疫实验结果显示, 转染真核表达

质粒的 GS-M 细胞胞质中可观察到红色荧光, 且

转染后 72 h的表达量显著高于转染后 48 h(图 3)。

本实验同时用 pcDNA3.1(+)空质粒转染 GS-M 细

胞, 并和正常 GS-M 细胞一起作为对照进行间接

荧光免疫实验, 均未发现任何荧光。Western blot

检测转染后 72 h 的细胞 , 转染真核表达质粒

pcDNA-MCP 的细胞在 70 kD 左右有一条清晰的

特异性条带, 而未转染质粒与转染空质粒的细胞无

特异性条带出现(图 4), 表明成功构建的真核表达

质粒 pcDNA-MCP能够在 GS-M细胞中稳定表达。 

2.4  PCR检测真核表达质粒在大鲵体内的分布 

应用特异性引物, 通过 PCR 检测真核表达质

粒在不同时间点血液和各组织器官中的分布情况

(表 2, 图 5)。在每个时间点随机选择 2 尾大鲵收

集组织样, 当两个样品均为阴性时则判断为阴性, 

否则为阳性。从表中可以看出, 经肌肉注射真核

表达质粒, 在注射后 1 d即能够在血液、肝、脾、

肾和注射部位肌肉等组织器官中检测到真核质粒 
 

 
 

图 3  间接荧光免疫检测真核表达质粒在 GS-M细胞中的表达 

A. 转染质粒 pcDNA3.1(+)后 48 h; B. 转染质粒 pcDNA3.1(+)后 72 h; C. 转染质粒 pcDNA-MCP后 48 h;  

D. 转染质粒 pcDNA-MCP后 72 h. 

Fig.3  Detection of eukaryotic expression plasmid expression in GS-M cell by indirect immunofluorescence method 
A. 48 h post-transfection with pcDNA3.1(+); B. 72 h post-transfection with pcDNA3.1(+); C. 48 h post-transfection with 

pcDNA-MCP; D. 72 h post-transfection with pcDNA-MCP. 
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表 2  不同时间点各组织器官中真核表达质粒 pcDNA-MCP 的分布 
Tab. 2  Distribution of pcDNA-MCP plasmids in various tissues at different time points 

注射后的时间/d time after inoculation 
组织 tissue 

1 3 5 7 14 21 28 35 42 

血液 blood ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － 

肝 liver ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － 

脾 spleen ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － 

肾 kidney ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － 

肌肉 muscle ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

注: “＋”表示组织中存在 pcDNA-MCP质粒; “－”表示组织中不存在 pcDNA-MCP质粒. 

Note: “＋” denote positive; “－” denote negative. 

 

 
 

图 4  Western blot检测真核表达质粒在 G-SM细胞中的表达 

M: 蛋白marker; 1: 正常 GS-M细胞; 2: 转染空质粒的 GS-M

细胞; 3: 转染 pcDNA-MCP的 GS-M细胞. 

Fig. 4  Detection of eukaryotic expression plasmid expression 
in GS-M cell by Western blot 

M: protein marker; 1: GS-M cell; 2: GS-M cell transfected with 
pcDNA3.1(+); 3: GS-M cell transfected with pcDNA-MCP. 

 

pcDNA-MCP 的信号, 但血液在接种后 28 d 已经

检测不到真核表达质粒的信号, 而肝、脾、肾和

肌肉在第 28 天仍能检测到信号; 第 35 天, 肾和

肌肉中可检测到信号, 直到第 42天只有注射部位

肌肉能够检测到信号, 可见真核表达质粒在组织

器官中能够停留较长时间。 

2.5  RT-PCR检测MCP基因的表达 

免疫后第 7天和 28天, RT-PCR检测 MCP基

因在大鲵体内的表达情况, 结果表明, 免疫组大

鲵的肝、脾、肾与注射部位肌肉中均有不同程度

MCP 基因的表达(图 6), 而对照组中没有目的基

因的表达, β-actin基因表达正常。 

2.6  血细胞计数 

注射真核表达质粒 pcDNA-MCP 后, 大鲵外

周血细胞的数量变化如图 7 所示。从图 7A 中可

看出, 从免疫后第 1 天开始, 对照组的红细胞数

(RBC)一直维持在 3.5×107/mL 左右, 而免疫组的

红细胞数则在第 3 天与第 7 天显著高于对照组

(P<0.05), 第 5 天极显著高于对照组(P<0.01), 其

他免疫时间没有明显差异(P>0.05)。免疫后第 3  

 

 
 

图 5  PCR检测免疫后不同时间点各组织器官中真核表达质粒 pcDNA-MCP的分布 

1: 肝; 2: 脾; 3: 肾; 4: 接种部位肌肉; 5: 血清; 6: DL 2000 marker; 7: pcDNA-MCP; 8: 阴性对照. 

Fig.5  Presence of recombinant plasmid pcDNA-MCP in tissues at different time after immunization detected by PCR 
The PCR products migrated through l% agarose gel. 1: liver; 2: spleen; 3: kidney; 4: inoculated muscle; 5: serum; 6: DL2000 

marker(TaKaRa); 7: pcDNA-MCP plasmid; 8: negative control. 
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图 6  免疫后第 7天和第 28天 MCP基因在大鲵各组织中表达的 RT-PCR检测结果 

a.注射质粒 pcDNA-MCP后第 7天; b.注射 PBS后第 7天; c.注射质粒 pcDNA-MCP后第 28天; d.注射 PBS后第 28天. 1–4: 注

射 PBS; 5–8: 注射 pcDNA3.1(+). M: DL2000 DNA marker; 1, 5: 肝; 2, 6: 脾; 3, 7: 肾; 4, 8: 注射部位肌肉. 

Fig. 6  Expression of MCP gene in tissues of Chinese giant salamander on the 7th and 28th days after immunization by RT-PCR 
a. Injected with pcDNA-MCP plasmid for 7 days; b. Injected with PBS for 7 days; c. Injected with pcDNA-MCP plasmid for 28 days; 

d. Injected with PBS for 28 days. 1–4: injected with PBS; 5–8: injected with pcDNA3.1(+)plasmid. M: DL2000 DNA marker; 1, 5: 
liver; 2, 6: spleen; 3, 7: kidney; 4, 8: muscle of injection site. 

 
天白细胞数 (WBC)迅速增加 , 显著高于对照组

(P<0.05), 第 5 天与第 7 天极显著高于对照组

(P<0.01), 第 14 天与第 21 天显著高于对照组

(P<0.05), 其他免疫时间无明显差异(P>0.05), 而

对照组的白细胞数量一直在 1.9×106/mL上下浮动

(图 7B)。 

2.7  白细胞分类计数 

注射真核表达质粒 pcDNA-MCP 后, 大鲵外

周血白细胞分类百分比(DLC)如图 8 所示。随着

免疫时间变化, 中性粒细胞(neutrophil)分类百分

比从第 3 天开始升高, 第 5 天达到峰值(26.33± 

1.04)%, 极显著高于对照组(P<0.01), 较对照组高

近 1倍, 第 7天显著高于对照组(0.01<P<0.05), 其

他时间无明显差异 (P>0.05)(图 8A); 单核细胞

(monocyte)和中性粒细胞的变化趋势比较相似(图

8B), 第 5 天和第 14 天单核细胞分类百分比免疫

组显著高于对照组(0.01<P<0.05), 第 7 天达到峰

值, 极显著高于对照组(P<0.01), 为(15.83±0.76)%, 

是对照组的 2 倍多 , 其他时间无明显差异

(P>0.05); 免疫后第 21 天、28 天与 35 天免疫组

的淋巴细胞(lymphocyte)分类百分比极显著高于

对照组 (P<0.01), 第 28 天达到峰值 , 为 (68.33± 

1.53)%, 约为对照组的 1.4 倍, 第 14 天显著高于

对照组(0.01<P<0.05), 其他免疫时间没有显著差

异(P>0.05)(图 8C)。 

2.8  血清中和抗体效价检测 

免疫后的大鲵 , 分别在第 1、3、7、14、21、

28 和 35 天采血并收集血清 , 用病毒微量中和

实验检测血清中和抗体效价。结果表明 , 随着

免疫时间的延长 , 免疫组大鲵血清抗体效价明

显上升 , 与对照组存在显著差异(P<0.05)。对照

组的血清抗体效价一直维持在 1︰10 左右 , 而

免疫组抗体效价缓慢升高 , 第 28 天达到峰值 , 

为 1︰(370.01±31.55), 随后第 35天抗体效价有

所下降 , 为 1︰ (213.51±12.72), 但仍显著高于

对照组(P<0.05) (图 9)。  

2.9  免疫保护率 

如图 10 所示, 注射真核表达质粒 pcDNA- 

MCP 后, 大鲵对 GSIV 产生了较高的免疫力, 根

据相对免疫保护计算公式 RPS=(1‒免疫组死亡率/  
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图 7  注射免疫真核质粒 pcDNA-MCP后中国大鲵外周血

血细胞数量变化 

A.红细胞数; B.白细胞数. “*”表示与对照组差异显著(P<0.05); 

“**”表示与对照组差异极显著(P<0.01). 

Fig.7  Changes of hematocyte numbers in peripheral blood of 
Chinese giant salamander after immunization with 

pcDNA-MCP. 
A.RBC; B. WBC. “*” denotes significant difference (P<0.05), 
and “**” denotes extremely significant difference (P<0.01)  

compared with the negative control. 
 

对照组死亡率)×100%计算, 免疫组大鲵的相对免

疫保护率达到了 73.3%。攻毒感染试验各时间点

免疫组与 PBS对照组的存活率差异性比较分析结

果显示, 在感染后第 1、2、3、4天, 免疫组与 PBS

对照组存活率无差异(P>0.05), 第 5天与第 6天差

异显著(P<0.05), 第 7 天及以后免疫组与 PBS 对

照组存活率差异极显著 (P<0.01)。注射空质粒

pcDNA3.1(+)对照组相对免疫保护率为 13.3%, 与

PBS对照组差异不显著。攻毒感染试验后 PBS对

照组大鲵全部死亡, 其症状与自然感染大鲵虹彩

病毒的患病大鲵相同, 且 PCR 检测死亡大鲵为

GSIV 阳性, 表明其死亡是由于人工感染大鲵虹

彩病毒所致。 

 
 
图 8  注射真核质粒 pcDNA-MCP后大鲵外周血白细胞分

类百分比变化 

A.中性粒细胞百分比; B. 单核细胞百分比; C. 淋巴细胞百

分比. “*”表示与对照组差异显著(P<0.05); “**”表示与对照 

组差异极显著(P<0.01). 

Fig.8  Changes of differential leucocyte count in peripheral 
blood of Chinese giant salamander after immunization with 

pcDNA-MCP. 
A. Neutrophil percentage in leukocytes; B. Monocyte per-
centage in leukocytes; C. Lymphocyte percentage in leuko-
cytes. “*” denotes significant difference (P<0.05), and “**” 
denotes extremely significant difference (P<0.01) compared 

with the negative control. 
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图 9  注射质粒 pcDNA-MCP免疫中国大鲵后血清抗体

效价变化 

“*”表示与对照组差异显著(P<0.05); “**”表示与对照组差异

极显著(P<0.01). 

Fig.9  Changes of serum antibody titers of giant salamander 
after immunized with pcDNA-MCP plasmid 

“*” denotes significant difference(P<0.05), and “**” denotes extremely 
significant difference(P<0.01) compared with negative control. 

 

 
 

图 10  GSIV攻毒感染后免疫大鲵的存活率 

“*”表示与对照组相比差异显著 (P<0.05); “**”表示差异极显著 

(P<0.01). 
Fig.10  Survival rate of immunized giant salamander after 

challenged with live GSIV 
“*” denotes significant difference (P<0.05), and “**” denotes 
extremely significant difference (P<0.01) with negative control. 

 

3  讨论 

疫苗免疫是预防和控制水产养殖病害最为有

效的途径[21]。DNA疫苗作为继传统疫苗和亚单位

疫苗之后的第三代疫苗, 具有生产成本低、分子

稳定、设计操作简便、便于运输与保存等优点。

此外它较之传统疫苗更加安全, 不存在弱毒疫苗

那样的返祖危险, 而且 DNA 疫苗的抗原相关表

位稳定[21–22]。自 1996年渔用 DNA疫苗首次应用

以来, 渔用 DNA疫苗得到了迅速发展。到目前为

止, 渔用 DNA 疫苗的研究主要集中在鱼类病毒

病方面, 如病毒性出血败血症病毒(VHSV)[23]、传

染性造血器官坏死病毒(IHNV)[24]、鱼类虹彩病毒

(RSIV)[20]、淋巴囊肿病毒(LCDV)[25]、鳜传染性脾

肾坏死病毒(ISKNV)[26]等。在国外, 许多细菌及

病毒的 DNA 疫苗已经商品化, 如虹鳟 IHNV 的

DNA疫苗等[27–28]。大鲵虹彩病毒病近年在我国大

鲵主养区广泛暴发与流行, 死亡率可达 100%, 目

前尚无有效的治疗方法, 除了 Liu等[16]关于GSIV

细胞培养灭活疫苗的研究外, 有关 GSIV 其他疫

苗的研究尚无报道。 

一般认为, 真核表达质粒通过肌肉接种后诱

导机体产生免疫应答的途径主要有以下 3种: (1)被

局部的肌细胞通过内吞的方式摄入胞内[29]; (2)被

局部的抗原提呈细胞(APC)摄入; (3)进入血液循

环分布到各组织并进入组织细胞。进入细胞中的

部分, 可以长时间停留在细胞内, 并持续表达蛋

白, 诱导机体的免疫应答[30–32]。研究发现, 裸质

粒通过肌肉接种后初期, 所有含有血管的组织均

可检测到, 8 周以后只有注射局部可检测到[33]。

Sangun等[34]用 IL-10重组质粒经过肌肉途径免疫

小鼠, 研究在其体内的分布和免疫机制, 发现免

疫后 5 h到两周时间内均能检测到 IL-10重组质粒

和重组质粒转录的 mRNA。本研究所构建的真核

表达质粒含有 GSIV 的主衣壳蛋白(MCP)基因结

构, 用该质粒注射免疫大鲵后 1 d 即能在大鲵的

血液、肝、脾、肾以及注射部位肌肉检测到该质

粒 , 说明部分质粒已经通过内吞的方式摄入肌

肉细胞内 , 还有一部分质粒通过血液循环已进

入各组织细胞中; 在免疫后的第 28 天血液中已

经检测不到真核质粒的信号 , 可能是血液中的

质粒已都进入到各组织细胞中或者已经被降解

的缘故 , 但仍能在其他组织器官中检测到真核

表达质粒 pcDNA-MCP 的信号。RT-PCR检测结

果显示 , 在第 7 天与第 28 天上述组织中均有

MCP基因转录信号。本研究结果表明, 真核表达

质粒 pcDNA-MCP不仅能在大鲵体内转移并长时

间停留 , 而且还能在相应的组织器官中进行转

录并表达。 
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近年国内外的研究发现, 虹彩病毒的主衣壳

蛋白(MCP)作为病毒的主要结构蛋白, 在病毒的

装配和感染过程中起着重要的作用, 是病毒的主

要抗原相关蛋白[18–20]。Caipang 等[20]发现, 用含

有RSIV MCP基因的DNA疫苗免疫虹鳟, 可产生

较高的免疫保护作用, RPS为 42.8%~68.7%; Fu等[26]

构建了含 ISKNV 主衣壳蛋白 MCP 基因的质粒

pcMCP 并用其免疫鳜(Siniperca chuatsi), 攻毒实

验表明可获得较好的免疫保护作用(RPS为 80%)。

本研究发现中国大鲵在接种疫苗 pcDNA-MCP 后

也能获得较高的免疫保护率, RPS为 73.3%; 同时

发现空质粒组获得了 13.3%的相对免疫保护率, 也

对病毒产生了一定的保护力, 这可能是质粒DNA分

子发挥了类似免疫佐剂的作用而诱导机体的免疫应

答效应, 如质粒 DNA 结构存在以 CpG 为基元的 6

碱基核苷酸序列对鱼体产生的免疫激活功能[35]。 

红细胞是血液循环中最重要的固有免疫细胞, 

具有识别、黏附、浓缩、杀伤抗原的能力, 参与

机体免疫调控[36]。郭峰曾提出“红细胞天然免疫主

干道理论”, 认为在人血液免疫中存在反应路线

图, 即抗原进入血液循环可首先刺激血浆中的补

体, 黏附上 C3b 补体, 随后黏附上红细胞, 经红

细胞处理后, 最后黏附上白细胞, 激活一系列血

液免疫反应[37–39]。本研究发现, 在注射免疫真核

质粒 pcDNA-MCP 后的第 3 天和 5 天, 红细胞数

量明显增加, 随后逐渐降低, 而白细胞从第 3 天

开始升高, 第 7 天达到峰值。实验结果与上述理

论相似, 可推断在免疫早期, 红细胞起着比较重

要的作用。 

本研究通过观察免疫后不同时间大鲵外周血

中各白细胞的变化情况, 发现在免疫早期, 中性

粒细胞和单核细胞的数量迅速增加, 分别在第 5

天和第 7天达到峰值; 在免疫后的 1周内, 淋巴细

胞没有明显变化, 在第 14天时开始有增加的趋势, 

第 28天达到峰值, 此期间中性粒细胞和单核细胞

的数量减少。这与 Liu等[16]及杨星等[40]的研究结

果一致。由此可以推断, 在免疫应答早期首先主

要是红细胞进行粘附、包围抗原, 随后与单核细

胞及中性粒细胞一起发挥作用吞噬抗原; 在免疫

后期则主要由淋巴细胞发挥特异性免疫作用。血

清微量中和试验结果显示, 免疫组大鲵的血清抗

体水平在免疫后逐渐升高, 第 28天达到峰值(1︰

370.0131.55), 而对照组大鲵的血清中和抗体一

直处于 1︰10 的水平, 这与 Liu 等[16]大鲵虹彩病

毒细胞培养灭活疫苗微量中和试验结果相似, 也

与试验中淋巴细胞分类百分比的变化趋势相近。 

本研究所构建的大鲵虹彩病毒 DNA 疫苗免

疫大鲵后, 可诱导免疫大鲵产生较强的细胞免疫

活性和刺激机体产生特异性抗体, 其免疫保护率

显著高于对照组, 表明以大鲵虹彩病毒主衣壳蛋

白 MCP基因构建的 DNA疫苗在大鲵虹彩病毒病

的预防中具有潜在的应用价值。 
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Construction and immune efficacy of an MCP-containing DNA vac-
cine for Chinese giant salamander iridovirus 

ZENG Xianhui1, 2, ZENG Lingbing1, 2, 3, ZHOU Yong2, 3, FAN Yuding2, CHEN Qian2, 3, LIU Wenzhi2, 
ZHANG Xueping2, 3, ZHANG Linlin2, 3 

1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 
2. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China; 
3. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China 

Abstract: Based on major capsid protein (MCP) gene sequences of Chinese giant salamander iridovirus (GSIV) in 
GenBank, specific primers were designed, and the full-length MCP sequence (1392 bp) was amplified by PCR. Then, 
MCP was cloned into the eukaryotic expression vector pcDNA3.1 (+) to construct the recombinant expression vector 
pcDNA-MCP. Giant salamander (Andrias davidianus) muscle (GS-M) cells were transfected with the recombinant ex-
pression vector, pcDNA-MCP. At 48 h and 72 h post-transfection, MCP protein expressions in GS-M cells were de-
tected by indirect immunofluorescence assay. The results showed that the protein expression level at 72 h 
post-transfection was significantly higher than that at 48 h post-transfection; western blot assay also confirmed the spe-
cific expression of MCP in GS-M cells at 72 h post-transfection. The eukaryotic plasmid pcDNA-MCP was used as a 
DNA vaccine to immunize Chinese giant salamanders by injection in dorsal muscle at a dose of 20 µg/ind; then, pe-
ripheral blood from Chinese giant salamanders in both tested and control groups was collected on day 1, day 3, day 7, 
day 14, day 21, day 28, and day 35 post-immunization for hemocyte count, classification, and serum-neutralizing anti-
body titration. The red and white blood cell counts showed significant increase in numbers of erythrocytes and leuko-
cytes in the peripheral blood of immunized Chinese giant salamanders on day 5 and day 7 post-immunization (P<0.01). 
Additionally, the differential leukocyte counts of neutrophils and monocytes were (26.33±1.04)% and (15.83±0.76)%, 
respectively, at day 5 and day 7 post-immunization, and both significantly changed compared with the control group 
(P<0.01). The percentage of lymphocytes was (68.33±1.53)% at day 28 (P<0.01). The serum neutralization assay dem-
onstrated that the antibody titer peaked on day 28 post-immunization [1︰(370.01±31.55)]. PCR results revealed that 
pcDNA-MCP was distributed in the muscle, liver, spleen, and kidney from day 1 to day 28 post-vaccination. RT-PCR 
results revealed that MCP was expressed in all of the above tissues at day 7 and day 28 post-vaccination. A challenge 
test was conducted at day 28 post-immunization and produced a relative survival of 73.3%. This study provides a fun-
damental basis for the application of the pcDNA-MCP plasmid as a potential DNA vaccine to prevent and control GSIV 
infection in Chinese giant salamanders in the future. 
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