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要!通过家蚕杆状病毒表面展示技术获得约氏疟原虫有性阶段候选抗原
*
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+̂a

!

$"DQQ

"和
*
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+cd

!

&CCQQ

"#以期建立一种新的鼠疟模型$首先利用大肠杆菌原核表达系统表达这两种抗原#免疫

T,-_

(

6

小鼠制备多克隆抗体#同时利用家蚕杆状病毒表面展示技术#并改造
L

O,;<T,6N),-

载体#在其

*=

启动子前端加入哺乳动物启动子
$R!

#并将目的蛋白基因与杆状病毒囊膜蛋白
?Y

#&

基因片段融

合表达#融合蛋白展示在病毒粒子表面$用其免疫
T,-_

(

6

小鼠#在小鼠体内#

$R!

启动子启动融合蛋

白表达#共同刺激小鼠产生多克隆抗体$通过间接
GEV5Q

检测#两种抗原抗体效价均能达到
"e"$H%%

$

本实验为后期免疫阻断效应研究%多时期多价疫苗的构建及鼠疫模型的建立提供了实验基础$

关键词!
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&家蚕杆状病毒表面展示技术&

$R!

启动子&疫苗
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疟疾疫苗的研制和开发一直是控制疟疾传播的

重要策略之一%抗疟原虫有性阶段的传播阻断疫苗

"

8T?

#能有效阻止疟原虫从感染者到未感染者的

传播%且其他抗疟药物联合使用时%能极大地提高其

他药物的疗效%具有很高的经济社会效益'

"7!

(

&现阶

段%将不同时期的候选疫苗融合表达制备的多时期

多价疫苗%由于具有高效抗疟作用%已成为疟疾疫苗

研制的热点之一'

&7#

(

&

约氏疟原虫宿主为鼠%其疫苗可以直接免疫鼠

检测疗效%因此常作为模型用于其他疟疾的免疫研

究'

D7H

(

&本研究选取约氏疟原虫动合子时期候选抗

原
*

F

+̂a

'

B7"%

(和配子体时期的候选抗原
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+cd

'
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通过家蚕杆状病毒表面展示技术'

"$7"C

(

%构建重组病

毒表达
*
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和
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蛋白%制备多克隆抗体%以

期为一种新的鼠疟模型的建立及将
*

F

+̂a

和
*

F
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蛋白融合表达制备多时期多价疫苗提供理论依据&
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材料和方法
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材料)菌种和主要试剂

目的基因
*
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和
*
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为美国宾夕法尼亚州

立大学崔立旺教授友情馈赠%实验用菌株
G2/I'9

8U"

)

G2/I'9TE$"

)

G2/I'9Y(;;1<,

)

G2/I'9NM"%T,6

和载体
L

UG[7&87"

)

L

G8!$,

)

L

O,;<T,6N),-

及家

蚕卵巢上皮细胞
TI>

均为本实验室保存$

SP?7

R075R78P

基因及引物由江苏金唯智生物技术有

限公司合成$其他实验用酶)试剂等均为本实验室

常备&
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生物信息学分析

通过
N>Q5<,*

软件中的
GK3<51

i

和
>STV

%

TEQ58

等对目的基因进行翻译)预测分子量及等

电点等$通过
R*(<56,-1<((-

对目的蛋白进行疏水性

分析$通过
8PMPP

服务器进行跨膜分析$通过

53

4

+,-R&@%51*:1*

进行信号肽预测$通过
RYZ57

V8G<((-;

进行功能区预测&

"@"@!
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目的基因的原核表达纯化及多克隆抗体制备

原核表达纯化蛋白及制备多克隆抗体%为后期

真核蛋白的检测鉴定提供抗体&

"

"

#重组质粒的构建和鉴定

利用
R*3I1*R*1I31*C

软件设计目的基因引

物%其上下游分别引入
G/IYV

和
"=IV

酶切位点%以

目的基因为模板进行
RSY

扩增%

RSY

产物和载体

L

UG[7&87"

)

L

G87!$,

均用
G/IYV

和
"=IV

进行双

酶切%

*

F

+̂a

基因连接
L

UG[7&87"

%

*

F

+cd

基因连

接
L

G87!$,

%转化
G2/I'98U"

后筛选阳性克隆%进

行
RSY

和双酶切鉴定及测序&

引物序列如下!
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F

+̂a7O

!

Ck7SUUQQ88SQ8UQQSQSQ8Q

S8QS7!k

!

G/IYV

*

F

+̂a7Y

!

Ck7SSS8SUQU88QUQ8UQ8U8

8U7!k

!

"=IV

*

F

+cd7O

!

Ck7UUQQ88SQ8U88UQUS88S

888UUS7!k

!

G/IYV

*

F

+cd7Y

!

Ck7SSS8SUQU88QSQUSSQSQ

8UQQU7!k

!

"=IV

RSY

程序为!

B&̂

预变性
CI3+

%

B&̂

变性
"I3+

%

C!̂

退火

&C;

%

D$̂

延伸"

*

F

+̂a

为
&C;

%

*

F

+cd

为
"I3+$%

;

#%循环
!%

次后
D$̂

延伸
"%I3+

&反应完成后
&̂

保存&

"
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#目的蛋白的表达纯化及抗体制备

将测序正确的重组质粒
L

G87!$,7*

F

+cd

和

L

UG[7&87"7*

F

+̂a

%分别转化
G2/I'9Y(;;1<,

和
G2

/I'9TE$"

%并加
VR8U

"终浓度为
%@CIP

#诱导表达

目的蛋白%

5N57RQUG

电泳检测%分别用
M3;

柱和

U58

亲和层析柱纯化融合蛋白%免疫
T,-_

*

6

小鼠

制备抗体%并用间接
GEV5Q

法测定抗体效价&
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重组病毒的获得与鉴定

"

"

#重组载体和重组质粒的构建

以合成的
SP?7R075R78P

基因为模板%设计

引物%

RSY

扩增基因并将其连接
L

O,;<T,6N),-

载

体构建重组载体
L

O,;<T,6N),-7SP?7R075R78P

%

同时设计
*

F

+̂a

和
*

F

+cd

目的基因下游不含终止

子的引物%扩增目的片段%将其插入
5R

和
8P

之

间%构建重组质粒
L

O,;<T,6N),-7SP?7R075R7

*

F

+̂a78P

和
L

O,;<T,6N),-7SP?7R075R7*

F

+cd7
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&

设计的引物序列为!

SP?7O

!

Ck7SSSUU8QSS8QU88Q88QQ8

QU7!k

!

X

Y

3V

8P7Y

!

Ck7SSSQQUS8888QQ8Q88U8S8

QS7!k

!

<93KVVV

*

F

+̂a7Y"

!

Ck7UUQQ88SQ8U88UQUS88

S888UUS7!k

!

"=IV

*

F

+cd7Y"

!

Ck7SSS8SUQU88QSQUSSQSQ

8UQQU7!k

!

"=IV

SP?7R075R78P

基因
RSY

程序为!

B&̂

预变

性
CI3+

%

B&̂

变性
"I3+

%

C#̂

退火
&C;

%

D$̂

延伸

"I3+

%循环
!%

次后
D$̂

延伸
"%I3+

&反应完成后

&̂

保存&

"

$

#重组病毒的获得与鉴定

将重组质粒转化
NM"%

感受态细胞%通过蓝白

斑筛选%挑选阳性菌落%提
T,6I3K

%

T,6I3K

通过脂

质体介导法转染家蚕
TI>

细胞%待细胞发病后收

集病毒液%提取病毒基因组%进行目的基因引物和

P"!

引物交叉
RSY

鉴定&

P"!

引物序列如下!

P"!7O

!

Ck7U8888SSSQU8SQSUQS7!k

P"!7Y

!

Ck7SQUUQQQSQUS8Q8UQS7!k
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!

重组病毒在家蚕细胞中的表达与鉴定

将第
!

代病毒接种
TI>

细胞%待细胞约
H%]

发病漂浮时%收集细胞%以原核制备的多克隆鼠抗为

一抗%以
MYR

标记的羊抗鼠"

"e"%%%%

#为二抗进

行
5N57RQUG

和
a1;<1*+_-(<<3+

4

鉴定$同时%将

第
!

代病毒接种生长良好的铺有载玻片的细胞小碟

中%待细胞出现漂浮时%将其固定%以原核制备的多

克隆鼠抗为一抗%以
OV8S

标记的羊抗鼠为二抗

"

"eC%%

#%进行免疫荧光检测%并在激光共聚焦显微

镜下观察固定在载玻片上的细胞%

OV8S

染料激发

波长为
C$%+I

%

NQRV

激发波长为
!C!+I

&

"@"@#

!

重组病毒粒子的纯化及多克隆抗体的制备

将病毒大量接种家蚕细胞%待细胞发病破裂后%

收集病毒液%经
"C%%%*

*

I3+

高速离心
!%I3+

收集

上清%

C%%%%*

*

I3+

超速离心
&%I3+

收集沉淀%此

时%绝大部分病毒粒子都在沉淀中%将其用
RT5

溶

解%

TSQ

蛋白定量后稀释到
"I

4

*
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%腹腔注射

$B#
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*只%一周一次%共
&

次%免疫
T,-_

*

6

小鼠用

于制备抗体%并用间接
GEV5Q

法测定抗体效价&

'

!

结果与讨论

$@"

!

目的基因的生物信息学分析

生物信息学分析显示!

*

F

+̂a

基因
ZYO

全长

#C"_

L

%编码
$"D

个氨基酸残基%分子量约为
$&@!

XN

%

L

V

为
&@##

%属酸性蛋白%同时%其
>

端含有信号

肽%

>

端和
S

端存在跨膜区%中间部分不存在跨膜

区%表明目的蛋白为分泌型膜锚定蛋白%功能区分析

显示
*

F

+̂a

蛋白有一个类表皮生长因子结构域%表

明
*

F

+̂a

可能具有促进表皮生长等相关功能$

*

F

+cd

基因
ZYO

全长
"!#H_

L

%编码
&CC

个氨基酸

残基%分子量约为
C$@BXN

%

L

V

为
C@&#

%属酸性蛋

白%

TEQ58

分析表明其具有两段
R&HA&C

序列%属

R&HA&C

超家族蛋白%序列如图
"

)图
$

所示&

图
"

!

*

F

+̂a

的
ZYO

及氨基酸序列

图
$

!

*

F

+cd

的
ZYO

及氨基酸序列

$@$

!

重组质粒的构建及融合蛋白的表达与纯化

挑取阳性克隆菌培养)提质粒%

RSY

和双酶切

鉴定%其中
L

G87!$,7*

F

+̂a

和
L

UG[7&87"7*

F

+cd

在目的大小处均有明显条带"

*

F

+̂a

基因长
#C&_

L

%

*

F

+cd

基因为
"!#H_

L

#%将其菌株送华大基因测

序%测序结果经
N>QPQ>

比对%完全正确%表明重

组质粒构建成功&

将测序正确的重组质粒转化
G2/I'9Y(;;1<,

和

G2/I'9TE$"

%

VR8U

诱导表达%

5N57RQUG

电泳检

测%重组质粒
L

G87!$,7*

F

+cd

在
Y(;;1<,

中表达%融

合蛋白分子量约
D$XN

"融合标签
#WM3;

约
"BXN

%

*

F

+cd

约
C!XN

#$重组质粒
L

UG[7&87"7*

F

+̂a

在

TE$"

中表达%融合蛋白分子量约
C%XN

"融合标签

U58

约
$#XN

%

*

F

+̂a

约
$&XN

#$均与预期值相同%

如图
!

&

图
!

!

重组融合蛋白
*

F

+cd

和
*

F

+̂a

的原核

表达产物电泳结果

"

Q

#

*

F

+cd

融合蛋白表达产物电泳结果$

"

T

#

*

F

+̂a

融合蛋白表达产物电泳结果

P

!蛋白分子量标准$

Q"

)

Q$

!分别为
Y(;;1<,7

L

G8!$,

未诱导)

诱导$

Q!

)

Q&

)

QC

)

Q#

!分别为
Y(;;1<,7

L

G8!$,7*

F

+cd

未诱导)

诱导)诱导上清)诱导沉淀$

T"

)

T$

!分别为
TE$"7

L

UG[7&87"

未

诱导)诱导$

T!

)

T&

!分别为
TE$"7

L

UG[7&87"7*

F

+̂a

未诱导)诱导

将菌体高压破碎后离心收集上清和沉淀%用于

纯化目的蛋白&

*

F

+̂a

直接用上清过
U58

柱%可以

纯化出目的蛋白&

*

F

+cd

由于几乎全表达在包涵

体%故洗涤包涵体纯化蛋白%

*

F

+cd

融合蛋白大部分

溶于洗涤液
%

%其纯度可以达
H%]

以上%并且其不

结合镍柱%故我们直接将其浓缩%

TSQ

定量%用于制

备抗体%如图
&

&

通过间接
GEV5Q

的方法测定抗体效价%结果表

明%自制的两种多克隆抗体效价均能达
"e"$H%%

以上&

$@!

!

重组病毒的构建鉴定

收集发病细胞%提病毒基因组%并以提取的病毒

基因组为模板%以目的基因上下游及
P"!

上下游为

引物%交叉
RSY

鉴定%结果均有明显条带%表明重组

!B#

第
#

期 李伟杰等!约氏疟原虫
*

F

+̂a

和
*

F

+cd

抗原的表达与产物活性初步研究



病毒构建成功%如图
C

&

图
&

!

融合蛋白
*

F

+̂a

和
*

F

+cd

纯化电泳结果

P

!蛋白分子量标准$

"

!

*

F

+̂a

纯化$

$

!

*

F

+cd

纯化

图
C

!

重组病毒基因组
RSY

鉴定

P

!

N>Q P,*X1*

$

"

!

*

F

+cd7O

)

*

F

+cd7Y"

为引物
RSY

$

$

!

*

F

+cd7O

)

P"!7Y

为引物
RSY

$

!

!

*

F

+cd7Y"

)

P"!7O

为引物

RSY

$

&

!

P"!7O

)

P"!7Y

为引物
RSY

$

C

!

*

F

+̂a7O

)

*

F

+̂a7Y"

为

引物
RSY

$

#

!

*

F

+̂a7O

)

P"!7Y

为引物
RSY

$

D

!

*

F

+̂a7Y"

)

P"!7O

为引物
RSY

$

H

!

P"!7O

)

P"!7Y

为引物
RSY

$@&

!

重组病毒的表达鉴定

收集病毒细胞%进行
5N57RQUG

和
a1;<1*+

T-(<

检测%结果%

*

F

+̂a

重组蛋白在目的大小处

"

8P

序列约
CXN

%

*

F

+̂a

约
$&XN

#有明显弥散条

带%

*

F

+cd

在目的大小"

CXNfC$XN

#处也有明显条

带"分子量大的条带可能为目的融合蛋白经真核修

饰后的产物#%表明重组蛋白在细胞中均成功表达%

同时也说明原核制备的多克隆抗体具有良好的特异

性&如图
#

和图
D

&

$@C

!

重组蛋白的免疫荧光鉴定

将病毒接种生长良好的铺有盖玻片的细胞小碟

中%

!%0

后%细胞已有少量发病漂浮%将细胞用固定

液固定%进行免疫荧光实验%实验完成后%将盖玻片

取出%并固定在载玻片上%在激光共聚焦显微镜下观

察细胞%结果显示目的蛋白均展示在细胞表面和杆

状病毒囊膜上%如图
H

和图
B

&

图
#

!

*

F

+̂a

融合蛋白在家蚕细胞中的表达鉴定

"

,

#

*

F

+̂a

融合蛋白
5N57RQUG

鉴定$"

_

#

*

F

+̂a

融合蛋白

a1;<1*+T-(<

鉴定$

P@

蛋白分子量标准$

Q"

)

T"@

接种

:TI*

F

+̂a

病毒
D$0

的细胞样品$

Q$

)

T$@

正常细胞样品

图
D

!

*

F

+cd

蛋白在家蚕细胞中的表达鉴定

"

,

#

*

F

+cd

融合蛋白
5N57RQUG

鉴定$"

_

#

*

F

+cd

融合蛋白

a1;<1*+T-(<

鉴定$

P@

蛋白分子量标准$

Q"

)

T"@

正常细胞

样品
Q$

)

T$@

接种
:TI*

F

+cd

病毒
B#0

的细胞样品

图
H

!

融合蛋白
*

F

+̂a

在家蚕
TI>

细胞中的表面展示鉴定

"

,

#接种
:TI*

F

+̂a

病毒细胞$"

_

#正常家蚕细胞

图
B

!

融合蛋白
*

F

+cd

在家蚕
TI>

细胞中的表面展示鉴定

"

,

#接种
:TI*

F

+cd

病毒细胞$"

_

#正常家蚕细胞
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!

多克隆抗体效价检测

通过间接
GEV5Q

法测定抗体效价%以表面展示

有目的蛋白的病毒粒子为抗原进行包被%结果表明%

两种抗体效价均能达到
"e"$H%%

%如图
"%

&

图
"%

!

间接
GEV5Q

法测定抗体效价

$

!

讨
!

论

疫苗候选抗原的免疫原性决定着疫苗的有效

性%而真核表达系统与原核表达系统相比%表达的蛋

白在空间结构上与其天然结构更为相似$家蚕表面

展示系统作为一种真核表达系统%具有高效)经济)

安全等诸多优点%已被广泛的用于新型疫苗的研制&

选取约氏疟原虫有性阶段的表面抗原
*

F

+̂a

和
*

F

+cd

%通过原核表达目的蛋白%制备多克隆抗

体%其一可以用于真核表达蛋白的检测%其二可以在

后期的传播阻断实验中%比较其与真核抗体的阻断

效应&

接着%利用家蚕杆状病毒表面展示技术%真核表

达目的蛋白&我们在
L

O,;<T,6N),-

载体
R0

启动

子前加入
SP?

启动子'

"#7"H

(

%并将目的基因与杆状

病毒囊膜糖蛋白
4L

#&

的
>

端信号肽核酸序列片段

5R

和
S

端膜锚定序列
8P

基因片段融合%成功构

建重组病毒
:TI*

F

+̂a

和
:TI*

F

+cd

%这样%在家蚕

细胞中%

R0

启动子启动融合蛋白表达%融合蛋白展

示于病毒粒子囊膜表面$其免疫小鼠后%在小鼠体

内%

SP?

启动子启动融合蛋白表达%共同刺激机体

产生抗体%经间接
GEV5Q

检测%两种抗体效价均能

达
"e"$H%%

&

通过两种抗体的制备%为后期的传播阻断实验

提供了实验基础$若两种抗体均有明显传播阻断效

果%可以将其融合表达%制备多时期多价疫苗$同时%

约氏疟为鼠疟%和其他疟疾的
R$C

蛋白及
R&H

蛋白

具有较高的同源性%故可以作为鼠疟模型%为其他疟

疾的研究提供参考&
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