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柯萨奇病毒B3VP1重组腺病毒载体疫苗rAd/VP22-L-VP1的构建及表达**★ 
李  剑，刘贵霞，米立国，蓝佳明，张永红，金玉怀 

Construction and expression of adenovirus-based coxsackievirus B3 VP1 recombinant 
adenovirus vector vaccine rAd/VP22-L-VP1      

Li Jian, Liu Gui-xia, Mi Li-guo, Lan Jia-ming, Zhang Yong-hong, Jin Yu-huai 

Abstract 
BACKGROUND: Encoded by the UL49 gene of herpes simplex virus type 1 (HSV-1), VP22 is an alkaline protein. With the protein 
transduction domain (PTD), VP22 can mediate a transmembrane transduction of VP22-linked protein or DNA from the cells in 
which it is synthesized endogenously to adjacent cells, which shows advantage in gene targeting prevention.  
OBJECTIVE: To construct a recombinant adenovirus based vaccine in order to express Vp22 of HSV-1 and the VP1, the main 
neutralizing antigen of coxsackievirus B3 (CV B3), and to observe the expression of exogenous gene in HEK293 cells.   
METHODS: The DNA fragments of HSV-1 VP22 and CVB3 VP1 were amplified by PCR and linked by linker to produce 
VP22-L-VP1. The VP22-L-VP1 coding sequence was cloned to the pAdTrack-CMV plasmid to construct 
AdTrack-CMV/VP22-L-VP1. Then AdTrack-CMV/VP22-L-VP1 was transformed into Ecoli.Bj5183 carrying backbone plasmid 
pAdEasy-1 to produce the recombinant adenovirus plasmid pAd/VP22-L-VP1. HEK293 cells were transfected with 
pAd/VP22-L-VP1 to produce recombinant adenovirus rAd/VP22-L-VP1. The virus amplification and titration was preformed on 
HEK293 cells and the exogenous gene expression was detected by Western blot. 
RESULTS AND CONCLUSION: The titer of recombinant adenovirus rAd/VP22-L-VP1 of passage 4 was 6.77×107 pfu/ml. And the 
expression of VP22-L-VP1 was verified on HEK293 cells by Western blotting. Recombinant adenovirus rAd/VP22-L-VP1 was 
generated successfully, which laid a foundation for further study on CVB3VP1 gene vaccine. 
 
Li J, Liu GX, Mi LG, Lan JM, Zhang YH, Jin YH. Construction and expression of adenovirus-based coxsackievirus B3 VP1 
recombinant adenovirus vector vaccine rAd/VP22-L-VP1. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(7): 1280-1284.     
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摘要 
背景：VP22 是单纯疱疹病毒 1 型(Herpes simplex virus type 1，HSV-1)UL49 基因编码的碱性蛋白质，具有蛋白转导结构域

(protein transduction domain, PTD)，能够把与之融合的蛋白或与之结合的 DNA 等大分子跨膜送递到邻近细胞，在基因靶

向预防中表现出优势。 
目的：构建表达单纯疱疹病毒 1 型 VP22 与柯萨奇病毒 B3 主要中和抗原 VP1 融合蛋白的重组腺病毒载体疫苗，观察外源基

因在 HEK293 细胞中的良好表达。 
方法：PCR法扩增目的基因HSV-1 VP22和CVB3 VP1，经Linker连接，将VP22-L-VP1插入腺病毒穿梭载体pAdTrack-CMV，
构建重组穿梭质粒 AdTrack-CMV/VP22-L-VP1。再将此载体与腺病毒骨架载体 pAdEasy-1 在大肠杆菌 BJ5183 中进行同源

重组，生成重组腺病毒质粒 pAd/VP22-L-VP1，脂质体介导 pAd/VP22-L-VP1 转染 HEK293 细胞包装重组腺病毒

rAd/VP22-L-VP1。HEK293 细胞上进行病毒扩增和滴定并检测外源基因的表达。 
结果与结论：构建的重组腺病毒载体 pAd/VP22-L-VP1 经过第 4 轮扩增，其滴度达到 6.77×107 pfu/mL，体外感染 293 细胞

可见 VP22 和 VP1 融合蛋白的表达。说明实验成功构建并包装重组腺病毒 rAd/VP22-L-VP1。 
关键词：柯萨奇病毒 B3；腺病毒载体；基因疫苗；单纯疱疹病毒 1 型 VP22；佐剂；组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.07.033 
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0  引言 
 

柯萨奇病毒B组3型(Coxsackievirus group 
B type 3，CVB3)感染导致的病毒性心肌炎严重

危害人类健康，开发具有较高基因转移率和靶

向特异性的CVB3VP1基因疫苗是当前基因预

防的关键因素。虽然腺病毒载体作为低毒高效

的基因载体已被广泛应用，但其表达的蛋白如

不能很快地穿梭和扩散到更多的免疫活性细

胞，抗原提呈效率就不能有效提高。 
在1988年，Green等[1]和Frankle等[2]首次

发现人类免疫缺陷病毒的反式激活蛋白能够跨

膜导入细胞内，并将其相关结构命名为蛋白转

导域。在后续研究中人们相继发现其他一些具

有蛋白转导功能的多肽，其中单纯疱疹病毒1
型(herpes simplex virus type 1，HSV-1) VP22
是UL49基因编码的长301个氨基酸的碱性蛋白

质，具有蛋白转导结构域，能够把与之融合的

蛋白或与之结合的DNA等大分子跨膜送递到邻

近细胞[3-4]。利用这一特性，将与VP22融合的

CVB3VP1抗原送递到周围的免疫活性细胞，提

高其抗原的提呈效率，可望显著增强疫苗的免

疫原性。
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实验以CVB3主要中和抗原VP1为对象，利

用AdEasy腺病毒载体系统 [5]构建表达HSV-1 
VP22与CVB 3主要中和抗原VP1融合蛋白的重

组腺病毒rAd/VP22-L-VP1，为CVB3VP1基因

疫苗的进一步研究奠定基础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察实验。 
时间及地点：于2007-09/2010-03在河北

医科大学病原生物学教研室完成。 
材料： 
载体：腺病毒穿梭载体pAdTrack-CMV、骨

架载体pAdEasy-1和大肠杆菌Bj5183由河北医

科大学解剖学教研室米立国教授惠赠。质粒

pAP85H 由 英 国 Marie Curie 研 究 所 Peter 
O’Hare教授惠赠。质粒pcDNA3/VP1由本室前

期构建。 
细胞：HEK293细胞购自中国医学科学院基

础所细胞中心。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法：  

目的基因的扩增与鉴定：根据Genbank 登录

的HSV-1 VP22基因序列(AY602769)和CVB3 
VP1基因序列(M33854)并考虑连接需要，分别

设计各基因上下游引物，经引物分析软件

Primer Premier 5.0分析设计的可行性。由上海

生工基因技术公司合成。 
VP22-L(带Linker的VP22)引物：上游：5’- GGT 

ACC ACC ATG ACC TCT CGC CGC TCC 
GTG AAG T-3’；下游：5’-T GGA TCC TCC 
TCC TCC ACT ACC TCC TCC TCC CTC 
GAC GGG CCG TCT G-3’。 

VP22-L上游引物含KpnⅠ酶切位点(下划

线部分)和起始密码子ATG，ATG和KpnⅠ酶切

位点之间有Kozak序列ACC。下游引物含有接

头(Linker)序列(下划线部分)，其互补的编码链

编码的氨基酸是甘-甘-甘-甘-丝-甘-甘-甘-甘

-丝(Gly4SerGly4Ser)，还含有Bam HⅠ识别序

列GGA TCC，5’端有1个保护碱基T，不含终止

密码子。 
L-VP1(带Linker的VP1)引物：上游：5’-TA GGA 

TCC GGT GGA GGT GGA TCA GGC CCA 
GTG GAA G-3’；下游：5’- C AAG CTT CTA 
AAA TGC GCC CGT ATT TGT CAT TG- 3’。 

L-VP1上游引物含有接头(Linker)序列(下
划线部分)，编码的氨基酸是甘-丝-甘-甘-甘-

甘-丝(GlySerGly4Ser)，含有Bam HⅠ识别序列

GGATCC，5’端有2个保护碱基TA，不含起始

密码。下游引物含终止密码子CTA和Hind  Ⅲ

酶切位点(下划线部分)，5′端有1个保护碱基C。 
以编码VP22蛋白的质粒pAP85H为模板，

扩增VP22-Linker基因。以编码VP1蛋白的质粒

pcDNA3/VP1为模板，扩增VP1和Linker-VP1
基因。将上述2种扩增产物分别与pGEM-T载体

连接，转化DH5α大肠杆菌，构建质粒pGEM-T/ 
VP22-L和pGEM-T/ L-VP1。提取质粒进行酶切

鉴定和测序，筛选重组子。 
 重组穿梭质粒的构建：将上述2种质粒以相

应的限制性内切酶进行双酶切，回收带粘末端

的2种目的片段，将VP22-Linker和Linker-VP1
分别与经相应限制性内切酶双酶切的腺病毒穿

梭载体pAdTrack-CMV连接。VP22-L和L-VP1
引物都带有内含Bam HⅠ识别序列GGATCC
的Linker序列，扩增的cDNA分别经Bam H  Ⅰ

酶切后，可以通过粘末端连接成编码15个氨基

酸的Linker序列：5’-GGA GGA GGA GGT CGT 
GGA GGA GGA GGA TCC GGT GGA GGT 
GGA TCA-3’。该序列编码产物(Gly4Ser)3具有

较大的空间活动性，能较好的维持VP22-L-VP1
融合蛋白的空间结构[6]。经转化、筛选和酶切

鉴定，构建重组穿梭质粒 AdTrack-CMV/ 
VP22-L-VP1。 

 重组腺病毒质粒的构建：参照文献[7]的方法，

制备E.coli Bj5183的感受态，将骨架载体

pAdEasy-1转化Bj5183感受态。筛选出的阳性菌

落命名为Bj5183 pAdEasy-1+。用内切酶PmeⅠ
酶切穿梭质粒AdTrack-CMV/VP22-L-VP1，并

分别将线性化的穿梭质粒回收、纯化。制备

Bj5183 pAdEasy-1+的感受态。将PmeⅠ线性

化的AdTrack-CMV/VP22- L-VP1纯化片段，转

化Bj5183pAdEasy-1+感受态菌。利用AdEasy

试剂及仪器 来源 

pGEM-T 质粒、Taq DNA
聚合酶、T4 DNA 连接酶

dNTPs 
限制性核酸内切酶 Kpn

Ⅰ，Bam HⅠ，Hind Ⅲ
限制性核酸内切酶 Pme

Ⅰ，PacⅠ 
DMEM 培养基 
胎牛血清(FBS) 
 
LipofectamineTM 2000 
辣根标记山羊抗兔 IgG 

美国 Promega 公司 
 
大连宝生物工程公司 
 
日本 TaKaRa 公司 
英国 New England  

Biolabs 公司 
美国 Gibco 公司 
中国杭州四季青生物 

工程公司 
美国 Invitrogen 公司 
北京中杉生物技术公司 
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系统，经两步法在大肠杆菌Bj5183中与骨架载体

pAdEasy-1 同 源 重 组 ， 构 建 重 组 腺 病 毒 质 粒

pAd/VP22-L-VP1。经PacⅠ酶切，PCR鉴定后，将阳性

质粒转化入感受态E.coli DH5α，挑取阳性克隆。以碱裂

解法大量提取重组质粒，并用聚乙二醇沉淀法进行纯   
化[8]。 

 重组腺病毒的包装与扩增：转染前1 d用0.25%胰酶

消化HEK293细胞，接种25 cm2细胞培养瓶中，保证细

胞密度在24 h后达到50%~60%融合[9]。转染前向培养瓶

中更换无抗生素不含血清的DMEM培养基。 
用PacⅠ酶切重组腺病毒，以切去复制起始点(ori)

和卡那霉素(kan)抗性基因等质粒元件，并暴露其反向末

端重复序列。酶切后经酚/氯仿抽提，乙醇沉淀，溶于无

菌三蒸水中。将PacⅠ线性化的重组腺病毒质粒参照

LipofectamineTM 2000说明书步骤优化转染条件，以阳

离子脂质体法转染HEK293细胞，倒置荧光显微镜观察

报告基因绿色荧光蛋白的表达。冻融法收集初代病毒

液。取初代病毒液感染293细胞，逐日观察细胞病变，

及有无彗星样斑块形成。并经三至四轮传代扩增，提高

病毒滴度。 
Western Blot检测病毒蛋白的表达：接种重组腺病毒

rAd/VP22-L-VP1感染293细胞，细胞总数约5×106[10]。待

细胞病变达70%~80%时，吸弃培养液，加入RIPA细胞

裂解液50 μL于冰上裂解细胞。在EP管中加入适量细胞裂

解液上清，与等体积2×载样缓冲液混合，煮沸10 min，
10 μL/孔上样，SDS-PAGE电泳分离蛋白。电转条件为

160 mA湿转2.5 h将蛋白质转移到PVDF膜上。将膜取出

后浸入含5%脱脂奶粉的封闭液中，4 ℃封闭过夜。用

PBST将膜漂洗后与1：100稀释的兔抗CVB3多抗于37 ℃
孵育2 h。用PBS洗膜3次，10 min/次，然后与1∶10 000
稀释的辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG，37 ℃反应1 h。
再次以PBST洗膜3次，10 min/次，加入4-氯-1萘酚显色

液10 mL，避光反应10 min，观察显色条带。 
重组腺病毒滴度测定

[9]
：将病毒用无血清DMEM培养基

进行连续10倍稀释，由10-1~10-6。待293细胞在96孔板中

生长至70%~80%汇合时，加入不同稀释倍数的上述病毒

液50 μL，每个稀释度3个复孔。每行均设细胞对照孔，

该孔细胞中仅加入50 μL 无血清DMEM培养基。37  ℃

体积分数5%CO2条件下孵育2 h后，弃上清，加入含

5%FBS的DMEM培养基150 μL。置于37 ℃体积分数

5%CO2培养箱培养48 h，倒置荧光显微镜下计数荧光细

胞数。用绿色荧光蛋白阳性细胞计数法测定病毒度。 
 

 
 

主要观察指标：重组腺病毒感染293细胞后的细胞

病变效应；重组腺病毒感染HEK293细胞后外源基因的

表达；重组腺病毒滴度。 
  

2  结果 
 
2.1  原核重组质粒pGEM-T/VP22-L和pGEM-T/L-VP1
的鉴定   用PCR法以质粒 pAP85H为模板，扩增

VP22-L，以质粒pcDNA3/VP1为模板扩增L-VP1，扩增

产物经1% 琼脂糖凝胶电泳，可见约950 bp和880 bp特
异条带，与预期值大小吻合，见图1。测序结果证实所

得阳性克隆均含有重组目的基因片段，VP22-L和L-VP1 
基因序列与Genbank登录基因序列相同。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  重组穿梭质粒AdTrack-CMV/VP22-L-VP1的鉴定

见图2。   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
用适当的限制酶双酶切pGEM-T/VP22L，pGEM-T/ 

L-VP1后，回收目的基因VP22L，L-VP1片段。将二者

与经内切酶KpnⅠ和Hind Ⅲ处理的AdTrack-CMV载体

    病毒滴度(pfu/mL)= 
荧光细胞数×病毒液的稀释倍数 

病毒液量 

M: DNA marker III; 1: L-VP1 fragment (880 bp);  
2: VP22-L fragment (950 bp) 

Figure 1  PCR product of VP22-L and L-VP1 genes 
图 1  目的基因 VP22-L 和 L-VP1 PCR 扩增产物 

bp    M      1       2 

4 500
   3 000
   2 000
   1 200

800
500

200

M: DNA marker III; 1, 2: AdTrack-CMV digested by Bgl Ⅱand Hind Ⅲ
(9.2 kb); 3: Plasmid  AdTrack-CMV/VP22-L-VP1 (11 kb); 4: 
AdTrack-CMV/ VP22-L-VP1 digested by KpnⅠand Hind Ⅲ (1 820bp, 
9.2 kb); 5: AdTrack-CMV digested by KpnⅠand Hind Ⅲ  
(9.2 kb); 6: AdTrack-CMV/VP22-L-VP1 digested by KpnⅠ, Bam HⅠ

and Hind Ⅲ (870 bp, 950 bp, 9.2 kb) 

Figure 2  Digestion results of recombinant shuttle plasmid 
AdTrack-CMV/VP22-L-VP1 

图 2  重组穿梭质粒 AdTrack-CMV/VP22-L-VP1 酶切鉴定
结果 

4 500
3 000 
2 000 

 
1 200  

800 
 

500 
 
 

200

bp     M  1  2   3  4  5   6 
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定向连接。连接产物转化感受态菌DH5α后，接种2×YT
琼脂平板(含Kan+)，挑选菌落小量抽提质粒，经双酶切及

三酶切后经1%琼脂糖凝胶电泳，可见预期大小为870 bp，
950 bp和1 820 bp的插入片段和线形的AdTrack-CMV载
体。证明相应的菌落为含目的DNA的阳性克隆。 
2.3  重组腺病毒质粒pAd/VP22-L-VP1的鉴定   经
PmeⅠ线性化的AdTrack-CMV/VP22-L-VP1纯化片段，

转化 Bj5183 pAdEasy-1+感受态菌。转化产物接种于

2×YT(含Kan+)固体培养基，挑选菌落小量抽提质粒。以

pAd/VP22-L-VP1为模板，用VP22-L上游引物、L-VP1
下游引物进行PCR，扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳，可

见约1 820 bp的特异条带，与预期值大小吻合，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  重组腺病毒的包装结果  见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
转染48 h后，约10%的293细胞有绿色荧光蛋白表

达。5 d时可见局部的荧光增多，表明包装病毒的产生

和扩增增加。8~10 d时出现典型的“彗星云”状荧光。

14 d时“彗星云”增多，在最初形成的“彗星云”头部

出现明显的噬斑，产生第一代重组腺病毒。 
腺病毒穿梭载体上预置有绿色荧光蛋白表达盒，为

示踪基因。在大肠杆菌Bj5183中同源重组后，绿色荧光

蛋白表达盒与外源VP22-L-VP1表达盒一起整合入重组

腺病毒E1缺失区。将PacⅠ酶切线性化的重组腺病毒质

粒用脂质体LipofectamineTM 2000转染293细胞后，在细

胞内，除表达VP22-L-VP1外，还能表达示踪蛋白绿色

荧光蛋白。在荧光显微镜下检测绿色荧光蛋白的表达，

可方便地了解重组腺病毒质粒DNA的包装过程。 
2.5  重组腺病毒的扩增结果及滴度  转染10~14 d后观

察细胞形态改变并收集含病毒的上清及细胞，于-70 ℃
和37 ℃水浴中反复冻融使病毒颗粒释放，此为初代病毒

液。取初代病毒液感染293细胞，逐日观察细胞病变，及

有无彗星样斑块(FOCI)形成。并经三至四轮传代扩增，

提高病毒滴度。待293细胞在96孔板中生长至70%~80%
汇合时，以系列稀释的上述各代病毒液感染细胞，感染

后48 h绿色荧光蛋白阳性细胞计数法测定病毒滴度。病

毒滴度=荧光细胞数×病毒液的稀释倍数 /病毒液量

(pfu/mL)。rAd/VP22-L-VP1初代至第四代病毒滴度分别

为2.53×105，1.53×106，1.40×107和6.77×107 pfu/mL。 
2.6  感染后外源蛋白VP22-L-VP1的表达  病毒感染

后48 h，提取细胞总蛋白，通过Western Blot检测病毒

蛋白的表达。见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
目前，免疫预防和疫苗研究的主要目标是开发具有

较高的基因转移率和靶向特异性的转基因载体。本室曾

以质粒pcDNA3为载体构建CVB3 VP1基因疫苗，亦曾

使用IFN-γ和C3d 等细胞因子作为佐剂[11-12]，但其免疫

原性低、保护作用弱是共同存在的问题。这可能与质粒

载体的转染效率低有关。病毒载体与质粒载体相比具有

可转染的细胞范围广、基因转移效率高等优点[13]。其中，

M: DL 2 000 DNA markers; 1: VP22-L-VP1 fragment (1 820 bp) 

Figure 3  PCR products of pAd/VP22-L-VP1 
图 3  重组腺病毒质粒 pAd/VP22-L-VP1 PCR 鉴定结果 
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a: 2 d after transfection (×200)    b: 5 d after transfection (×200) 

Figure 4  Morphology of human embryonic kidney 293 cells 
transfected with pAd/VP22-L-VP1 (Fluorescence 
microscope) 

图 4  pAd/VP22-L-VP1 转染的 293 细胞形态(荧光显微镜)

c: 12 d after transfection (×100)   d: Formation of Viral Plaques (×100) 

1: VP22-L-VP1 expression in 293 cells infected by rAd/VP22-L-VP1  
(Mr 70 000);  
2: 293 cells control; 3: VP1 extracted from cells infected by CVB3  
(Mr 33 000) 

Figure 5  Western blot analysis of exogenous VP22-L-VP1 
图 5  Western blot 检测外源蛋白 VP22-L-VP1 的表达 
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复制缺陷型腺病毒载体具有高滴度、高表达、不整合受

体细胞基因组，以及既可转染静止期细胞又可转染分裂

期细胞等优点[14]。同时，体内外运送腺病毒载体途径简

便，可以制成胶囊或药液[15]，通过口服[16]、喷雾何滴注

等方法进行[17]，使其目前广泛应用于基因疫苗的研究  
中[18]。实验选用AdEasy腺病毒载体系统构建CVB3 VP1
疫苗，以期与质粒载体相比表现出优势。 

大剂量使用腺病毒常会引起严重的免疫反应[19]，甚至

造成组织损伤[20]。因此基因预防的又一关键是发展一种好

的传递体系，既增强腺病毒感染细胞的能力，又降低其毒

性。1988年，Green等[1]和Frankle等[2]首次发现人类免疫

缺陷病毒的反式激活蛋白能够跨膜导入细胞内，后续研究

将其功能区确定在47~57富含碱性氨基酸Arg和Lys的区

域，这段区域被称为蛋白转导域或者穿膜肽或者细胞穿透

肽。其他一些具有蛋白质转导功能的多肽相继被发现，包

括HSV-1 DNA结构蛋白VP22[3-4]、果蝇的触角足同源异形

基因的转录因子(ANTP)[21]以及内源性抗微生物多肽及其

衍生物和人工合成的多聚精氨酸等。通过PTD穿越细胞膜

的转导过程是以一种目前未知的机制进行，不依赖于受

体、递质，也不是经由内吞方式，可能是阳离子肽与生物

膜上的阴离子物质形成中性复合物，激活了细胞摄取机

制。在37 ℃和4 ℃情况下，PTDs均能快速通过细胞膜，

且显示浓度依赖特性。如果将PTD通过重组合成融合蛋白

或与全长蛋白质共价交联，这些PTD能够携带生物活性蛋

白进入细胞，这些融合蛋白将出现在细胞浆和细胞核中。

VP22是单纯疱疹病毒1型(HSV-1) UL49基因编码的长

301个氨基酸的碱性蛋白质。其PTD为富含碱性氨基酸的

片段，能够把与之融合的蛋白或与之结合的DNA等大分

子跨膜送递到邻近细胞[22]。基于此，我们设想如果将VP22
与CVB3 VP1连接，有望提高目的蛋白VP1的进入邻近免

疫活性细胞的能力,进而提高疫苗的免疫效果[23]。 
实验以编码VP22蛋白的质粒pAP85H为模板，经

PCR扩增、DNA测序鉴定等步骤，得到含有起始密码子

的VP22序列。通过15个甘氨酸(glycine,G)和丝氨酸

(serine,S) 即(Gly4Ser)3组成的接头(Linker)将其与含有

终止密码子的CVB3 VP1基因拼接 [6]，能较好的维持

VP22-L-VP1融合蛋白的空间结构。为便于融合基因的

克隆，通过选择密码子，将Linker的第九、十位氨基酸

碱基设计为GGATCC，此序列既是Bam HⅠ酶切位点，

也编码Linker中的甘氨酸和丝氨酸。实验用AdEasy腺病

毒作为载体系统，用15肽接头(Gly4Ser)3将CVB3 VP1
与具有的胞间传递能力的VP22融合，成功构建了CVB3 
VP1的重组腺病毒载体疫苗rAd/VP22-L-VP1，为发展新

型的CVB3 VP1载体疫苗奠定基础。 
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