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学术研究

的变暖，乙型脑炎的流行区域也在不断扩大而出现

乙脑病例。目前对于JE尚无特效治疗方法，因此预

防JE的发生非常重要，而疫苗又是控制JE发生的

最佳手段，尽管我国生产的sAl4一14—2弱毒活疫苗

在预防人的日本乙型脑炎的发生起到了重要的作

用，但活疫苗毕竟是一种活的微生物，有可能出现

毒力反强、带毒、排毒、垂直传播、核酸重组等现象，

因此，寻求稳定、安全及新型的日本乙型脑炎疫苗，

已经成为近年的研究热点。

1乙型脑炎病毒NSl基因结构与功能

日本乙型脑炎病毒(皿V)基因组全长约为

11I(b，为单股正链RNA，其基因组包含5 7端非编码

区(5 7一NCR)和3’端非编码区(3’一NCR)及一个大小

约10．3Kb的单一开放阅读框(ORF)，该ORF几乎

跨越整个基因组，无亚基因组结构。单一开放阅读

框编码3种结构蛋白：衣壳蛋白(c)、前膜，膜蛋白

(P蝴，M)和外膜糖蛋白(E)，以及7种非结构蛋白

(NSl、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B、NS5)，各基因

顺序为：5’一C—PrM／M-E—Nsl—Ns2A—NS2B—NS3一NS4

A—NS4B—NS5—3’。其中NS 1是一个含高甘露糖分泌

型糖蛋白，分子量约为40kDa，由于在130位和207

位存在N一连接糖链，因此在感染细胞内其实际分

子量为46kDa左右。在感染细胞的高尔基体和内质

网内，E蛋白和Nsl蛋白形成一种稳定的复合物，

其半衰期长，共同滞留一段时间后，附着于感染细

胞表面，且不被分泌到细胞外去，该复合物并不是

前体蛋白的不完全水解而是在病毒复制周期中产

生的一种非特异性异聚蛋白，没有生物学功能。

Mason等【21用E．coli来表达乙型脑炎病毒抗原，实验

表明在乙型脑炎病毒感染的细胞中，NSl蛋白以

NSl’和NSl两种形式存在，NSl和NSl’在N末端具
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有相同的序列，Nsl 7在C末端还存在一段由基因组

的NS2a基因编码的高度疏水的氨基酸序列，NSl’

的形成机制目前还不清楚。Nsl和Nsl’的二聚体存

在于JEV感染的细胞液和单层细胞中，该二聚体不

耐热耐sDS。Homodimer认为NSl以二聚体形式出

现是乙脑病毒感染的一个特点。namand[3】等用重组

杆状病毒表达NSl，发现细胞外的NSl二聚体自由

存在或与膜相互作用形成复合物。

NSl是乙型脑炎病毒主要的抗原成分之一，其

具体功能目前还不够清楚，推测其与膜功能相关，可

能参与乙型脑炎病毒复制、组装和释放【4】。它不组成

毒粒，具有补体结合活性，但没有血凝抑制活性和中

和活性，在没有中和抗体的条件下，Nsl可诱生依赖

于抗体的Fc片段的保护力。有研究显示Nsl表达

质粒可激发CTL反应，再者NSl基因和及其表型具

有高度同源性，因此Nsl基因可作为RT—PcR检测

和亚单位疫苗研究的材料。因为Nsl可使宿主产生

保护性免疫而没有抗体依赖性增强(ADE)作用，因此

Nsl作为亚单位疫苗比灭活疫苗更有优势瞄。

2乙型脑炎病毒NSl蛋白相关疫苗的研究

2．1乙型脑炎病毒Nsl基因亚单位疫苗

亚单位疫苗指用表达的蛋白制成的疫苗，其优

点是不含核酸物质，安全。E蛋白和NSl蛋白是乙

脑病毒的主要免疫原性蛋白，因此，E基因和NsI基

因是乙脑亚单位疫苗的候选基因。

徐宏山等印采用RT—PCR法扩增JEVSAl4—14—2

株Nsl和E蛋白基因片段，分别克隆入原核表达载

体pET一30a(+)和pET_32a(+)，构建重组表达质粒

pET一30Nsl和pET一32E，转化大肠杆菌BL2l

(DE3)，IPI．G诱导表达，SDS—PAGE分析目的蛋白

的表达形式及表达水平。两种蛋白经亲和层析纯化

后，Westem blot鉴定其反应原性。通过小鼠主动和

被动保护力试验及豚鼠病毒血症试验，检测两种蛋

白的免疫原性。结果酶切及测序证明重组表达质粒

构建正确；表达的重组Nsl和E蛋白的相对分子质

量分别约为40000和47000，均以包涵体形式表达；

纯化的重组Nsl和E蛋白的浓度分别为

160．7斗加IlL和380斗∥mL，均具有良好的反应原
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