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要!利用杆状病毒表面展示技术#构建展示
5QY57S(?

的棘突蛋白!
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*(<13+

"受体结合结构域!
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<(*_3+K3+
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#

YTN

"的重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

#并进一步研究其展示目的蛋白的免疫原性$结果表明'

YTN

蛋白正确表达并成功展示在病毒囊膜表面#将灭活的纯重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

皮下注射
TQET

(

6

小鼠能

产生抗
YTN

蛋白的特异性抗体#且抗体具有抗
YTN

蛋白的中和作用$证明
:TI

4L

#&7YTN

有可能作为一种基于杆

状病毒的新型
5QY5

疫苗#为
5QY5

的体外检测及后续疫苗的研究开发奠定了基础$

关键词!杆状病毒表面展示技术&

5QY57S(?

&

YTN

蛋白

中图分类号!
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文献标志码!
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引
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严重急性呼吸综合征"
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+K*(I1;

#%又称传染性非典型肺炎%简称
5QY5

%

是一种因感染
5QY57S(?

引起的新呼吸系统传染

性疾病&首发病例于
$%%$

年
""

月出现在广东佛

山%并迅速形成流行态势%全球近万人发病%其中死

亡人数达
DD&

人'

"

(

&为防止
5QY5

的再次爆发流

行%研制安全有效的
5QY5

疫苗势在必行&研究发

现%位于
5QY57S(?5

蛋白
>

端的
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段"

"D
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#是同受体血管紧张素转化酶
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QSG$

#结合的关键部位%也是中

和抗体的主要作用靶点'

$
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&对
5

蛋白的
5"

段进行

抗原表位分析%发现
!%!

"

C!D,,

的区段"即受体结

合结构域"
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YTN

#不仅是

一个功能结构域%而且含有
5

蛋白主要的中和表

位'

!

(

%考虑到
5

蛋白分子量较大%结构复杂%进行重

组表达较为不便%因此选择
YTN

蛋白进行研究较为

方便可行&

在噬菌体)细菌表面展示技术的基础上%科研工

作者先后建立了真核生物酵母及杆状病毒表面展示

技术'

&

(

%弥补了在噬菌体和细菌中由于缺乏相应的

分子伴侣及相关酶类而不能完成复杂的真核生物蛋

白的翻译后修饰&目前%杆状病毒表面展示系统已

经被开发用于基因工程亚单位疫苗的研制'

C7#

(

&家

蚕杆状病毒吸附和侵入
TI>

细胞与病毒囊膜蛋白

>*#&

有关系&

>*#&

是家蚕杆状病毒的主要糖蛋

白%通过二硫键形成三聚体%是家蚕核型多角体病毒
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#重要的囊膜组分&
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由
"CB!_

L

组成%编码

C!"

个氨基酸%
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端前
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为信号肽序列"
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L
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端
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L

为跨膜结构域"
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I1I_*,+1K(I,3+
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8P
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(

%将
)*

)目的基因)

TR

序列顺序拼接后融合表达%则其形成的融合蛋白展

示于杆状病毒的表面%形成刺猬状,伪病毒-%实现目

的蛋白的表面展示&本实验室利用家蚕杆状病毒表



面展示技术生产新型人用禽流感疫苗%已完成临床

前的所有研究'
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本文将
5QY57S(?

的
YTN

蛋白基因与家蚕杆

状病毒囊膜蛋白
>*#&

基因融合%经过胞内融合表

达%进入内质网完成加工修饰%融合蛋白在
5R

的指

导下通过内质网膜%然后在
8P

的作用下锚定在家

蚕核型多角体病毒囊膜表面%形成所谓的,伪病毒-%

通过低离)高离)超滤%超离等步骤纯化%得到纯化的

:TI

4L

#&7YTN

,伪病毒-%免疫
TQET

*

6

小鼠%获得

抗血清并对其进行免疫原性研究%为研制更有效的

5QY5

基因工程亚单位疫苗奠定基础&
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实验材料

含有
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的
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蛋白基因的质粒
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9SCD7

5

由金唯智生物科技有限公司合成%载体
L

O,;<7

T,6K),-

)家蚕卵巢上皮细胞系
TI>

)野生型家蚕杆

状病毒)

G2/I'98U"

)

G2/I'9NM"%T,6

菌种由本实

验室保存%

TQET

*

6

小鼠购自天津市奥易得实验用

品有限公司&
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聚合酶)限制性内切酶
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高效连接酶购自
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公司$

$WRSY

P3c

)质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自
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U1+T3(<160

公司$

9>Vg7"%

柱式病毒基因组抽提

试剂盒购自上海生工生物公司$
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无血清培养基)胎牛血清)
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公司$辣根

过氧化物酶"

MYR

#标记的羊抗兔
V

4

U

购自天津三

箭生物技术有限公司$

Y87RSY

试剂盒购自
Y(601

$

弗氏完全佐剂)弗氏不完全佐剂购自
5VUPQ

公司$

TSQ

法蛋白定量试剂盒购自北京泰克生物技术

公司&
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重组载体
L

O,;<T,6K),-7
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#&7YTN

的构建

以野生家蚕杆状病毒基因组为模板%分别用表

"

所示的引物
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L

7O

和
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L

7Y

)

R<I7O

和
R<I7Y

进

行
RSY

扩增获得
?Y

#&

的
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序列和
TR

序列$以

L

9SCD75

为目的基因的模板%

R*_K7O

)

R*_K7Y

为引

物%

RSY

扩增获得
)

基因
>

端的
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"

"#C%_

L

序

列%即
BOP

序列&通过
5ZG7RSY

'

B

(技术获得
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#&:BOP

&用
O&-M

'

和
)

Y

D

'

双酶切后的

L

O,;<T,6K),-

和
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#&:BOP

序列连接%构建重组载

体
L

O,;<T,6K),-7

4L

#&7YTN

&

表
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序列的引物序列

引物 序列

R;

L

7O

SUUQ8SSQ8UU8QUUSUS8Q88

"下划线处为
O&-M

'

酶切位点#

R;

L

7Y 8QQQQSSSQ8SUSSUSQQQU

R*_K7O S888USUUSUQ8UUU8888QQSQS88

R*_K7Y S88SQUSSQ888U88UQQQ8UU8

R<I7O Q888SQQSQQQ8UUS8UQQUUS

R<I7Y

USSQS8QU888QQ8Q88U8S8QS8Q

"下划线处为
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酶切位点#
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家蚕重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

的获得

运用
T,67<(7T,6

杆状病毒表达系统%构建重组

杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

&将鉴定正确的重组质粒

L

O,;<T,6N),-7

4L

#&7YTN

转化含杆状病毒穿梭载体

T,6I3K

的
NM"%T,6

感受态细胞%同源重组获得的

重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

通过脂质体介导法转染家蚕

TI>

细胞培养
C

"

DK

%待细胞发病后收集培养细胞

上清即为病毒悬液&空载
T,6I3K

转染细胞获得的

病毒"命名为非重组杆状病毒#作为阴性对照&

"@$@!

!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

的鉴定

将重组杆状病毒
:TI
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以
#@CW"%

H

:
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"

Y87RSY

测定病毒滴度#

'

"%7"$

(的剂量感染家

蚕
TI>

细胞
H%

"

B%0

后%收集病毒液%

H%%%*

*

I3+

离心
!%I3+

%取上清液
"C%%%*

*

I3+

离心
#%I3+

%

再收集上清在
&̂

环境下用超滤管"

P3--3

L

(*1

公司

的
"CIE"%%\N

#超滤%超滤后的上清%

C%%%%*

*

I3+

超离
&%I3+

"日立
SRD%P[

离心机#%所得沉淀

用
%@%" P

L

MD@&

的磷酸缓冲液
RT5

重悬%按

"e&%%%

的体积比加入
0

7

丙内酯灭活
&̂ $&0

%水

解
!D̂ &0

%再用超滤管超滤%不断加入
RT5

以除

去
0

7

丙内酯%用
%@$$

#

I

的滤膜过滤除菌%获得纯

的重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

重悬液进行
5N57

RQUG

及
a1;<1*+T-(<<3+

4

分析&其中一抗为原核

表达纯化
YTN

蛋白免疫雄兔自制的多抗%二抗为辣

根过氧化物酶"

MYR

#标记的羊抗兔
V

4

U

&

"@$@&

!

激光共聚焦显微镜分析
YTN

蛋白表面展示

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

感染
TI>

细胞

!#0

后%

RT5

"

L

MD@&

#洗
!

次%

&]

多聚甲醛室温固

定
"%I3+

%

C] T5Q!D̂

孵育
$0

%然后自制兔抗

YTN

抗体按稀释比
"e"%%!D̂

孵育
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%

&̂

封闭

过夜%之后
RT5

洗
!

次%
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#按稀释比
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%

!D̂

孵育

"0

后%

RT5

清洗%加
NQRV

染料"稀释比
"e$%%%

#

孵育
"%I3+

%清洗
!

次后用激光共聚焦显微镜"

E137
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#检测
YTN

蛋白是否表达在细胞膜表
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蛋白及其免疫原性研究



面&非重组杆状病毒作为阴性对照&
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动物实验

将
"@$@!

获得的纯重组杆状病毒
:TI

4L

#&7

YTN

重悬液%

TSQ

定量免疫
TQET

*

6

小鼠"

C

周龄%

"

$%j$

#

4

#&首次免疫%重组杆状病毒
:TI

4L

#&7

YTN

重悬液与弗氏完全佐剂
"e"

混匀%

"%%

#

E

*只

皮下注射%最终注射剂量为
"%

#

4

*只%两周加强免

疫
"

次%共
!

次%后两次用弗氏不完全佐剂%注射剂

量为
C

#

4

*只%

#

周后眼球取血&免疫前取血作为阴

性对照&

"@$@C@"

!

GEV5Q

检测鼠抗效价

间接
GEV5Q

法测定
:TI

4L

#&7YTN

的抗体效

价'

"!

(

&

"@$@C@$

!

血清中和实验

将获得的
TQET

*

6

小鼠多抗进行加热灭活处

理%

#%̂

水浴
!%I3+

&用
5O7B%%

%

5OP

"

"c

#无血清

培养基按
"e$

)

"e&

)

"eH

)

"e"#

)

"e!$

)

"e#&

)

"e"$H

倍比稀释%每孔含量为
C%

#

E

%每个稀释度作

H

孔%等体积与重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

"

$%%8SVN

C%

*

"%%

#

E

#混匀%置于
!D̂

作用
"0

%使其

中和反应充分发生%然后接种正常
TI>

细胞
$D̂

培养
!K

后观察细胞状况%按
Y11K7P)+60

法计算

抗体中和效价'

"&

(

&以免疫前血清作为阴性对照组&

'

!

结果与讨论
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!

重组转移载体
L

O,;<T,6K),-7

4L

#&7YTN

的鉴定

重组质粒
L

O,;<T,6K),-7

4L

#&7YTN

经
RSY

扩

增及双酶切鉴定%如图
"

电泳结果显示%在
"$%%

"

"#%%_

L

之间均有特异性条带%与理论值
"$"$_

L

大小相符&且重组转移载体
L

O,;<T,6N),-7

4L

#&7

YTN

经双向测序鉴定基因序列完全正确%如图
$

%说

明此载体构建成功&

图
"

!

重组载体
L

O,;<T,6N),-7

4L

#&7YTN

的

RSY

)双酶切鉴定

P

!

"%X_N>Q P,*X1*

$

"

!

?Y

#&:BOP RSY

鉴

定$

$

!

L

O,;<T,6N),-7

?Y

#&:BOP

双酶切&

图
$

!L

O,;<T,6N),-7

4L

#&7YTN

测序结果

$@$

!

重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

的
RSY

鉴定

以提取的重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

为模板%以
R;

L

7

O

和
R<I7Y

)

R;

L

7O

和
P"!Y

为引物分别进行
RSY

鉴

定%理论值分别为
"$"$_

L

)

"D#$_

L

&如图
!

电泳结

果显示%泳道
$

)

!

分别在
"$%%

"

"#%%_

L

)

"#%%

"

$%%%_

L

之间出现特异性条带%与理论值大小相符%说

明重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

构建成功&泳道
"

以空载

T,6I3K

为模板作为阴性对照"

>S

#没有出现条带&

图
!

!

重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

的
RSY

鉴定

P

!

"%X_N>QP,*X1*

$

"

!

>S

$

$

!

R;

L

7O

和
R<I7Y

为引物

的
RSY

产物$

!

!

R;

L

7O

)

P"!Y

为引物的
RSY

产物&

$@!

!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

基因组的
RSY

鉴定

以重组
T,6I3K

4L

#&7YTN

转染家蚕
TI>

细胞后

$"D
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的病毒液提取的病毒基因组为模板%以
R;

L

7O

和
R<I7

Y

)

R;

L

7O

和
P"!Y

为引物进行
RSY

鉴定%理论值分

别为
"$"$_

L

)

"D#$_

L

&如图
&

电泳结果显示%泳道

!

)

&

分别在
"%%%

"

"C%%_

L

)

"C%%

"

$%%%_

L

之间出

现特异性条带%与理论值大小相符%说明重组杆状病

毒
:TI

4L

#&7YTN

构建成功&泳道
"

)

$

分别以野生病

毒基因组)空载
T,6I3K

感染
TI>

细胞后提取的基因

组为模板作为对照没有出现条带&

图
&

!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

的
RSY

鉴定

P

!

"%X_N>QP,*X1*

$

"

!野生病毒基因组$

$

!非重组杆

状病毒基因组$

!

!

R;

L

7O

和
R<I7Y

为引物的
RSY

产物$

&

!

R;

L

7O

和
P"!Y

为引物的
RSY

产物&

$@&

!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

在
TI>

细胞中

YTN

蛋白的表达及纯化鉴定

!!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

侵染
TI>

细胞%

收集病毒并进行纯化%

5N57RQUG

"

,

#及
a1;<1*+

T-(<<3+

4

"

_

#检测目的蛋白
YTN

的表达及纯化%其中

检测抗体为原核表达
YTN

蛋白免疫雄兔自制的多

抗%如图
C

%泳道
"

为原核表达的
YTN

蛋白制样作

为阳性对照%泳道
!

为非重组病毒制样作为阴性对

照%泳道
$

)

&

分别为纯化前后重组杆状病毒
:T7

I

4L

#&7YTN

制样&

aT

检测泳道
!

没有出现目的条

带%泳道
"

)

$

)

&

在
&!XN,

处均能检测到目的蛋白的

图
C

!

目的蛋白
YTN

在
TI>

细胞中的表达纯化

P

!预染蛋白
P,*X1*

$泳道
"

!原核表达的
YTN

蛋白$泳道
$

!

病毒
:TI

L

#&7YTN

$泳道
!

!非重组杆状病毒$泳道
&

!纯化后病

毒
:TI

L

#&7YTN

表达%分子量大小和理论分子量
&!XN,

"

YTN

蛋白

为
!HXN,

%

8P

约为
CXN,

%原核表达的
YTN

蛋白

03;

标签约为
&XN,

#一致%由于泳道
$

)

&

的目的蛋

白基因后加有
8P

%且在真核表达系统中表达%可能

存在糖基化等修饰%目的蛋白分子量比原核表达的

YTN

蛋白略大%如箭头所示$

5N57RQUG

的泳道
&

中杂带明显少于泳道
$

%目的蛋白在
TI>

细胞中表

达量未达到
5N57RQUG

检测量%未能出现目的条

带&结果表明重组杆状病毒
:TI

L

#&7YTN

感染

TI>

细胞%

YTN

蛋白能够成功表达并纯化&

$@C

!

激光共聚焦显微镜分析
YTN

蛋白表面展示

运用
EGVSQ8S55RC

%

分析检测
YTN

蛋白表

面展示%如图
#

%与对照非重组杆状病毒感染家蚕细

胞相比%

:TI

4L

#&7YTN

感染家蚕
TI>

细胞的细胞

膜上呈现绿色荧光%由于绿色荧光标记的是
YTN

蛋

图
#

!

重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

转染家蚕

TI>

细胞免疫荧光分析

"

"

#明场$"

$

#

NQRV

染色
9?&%C+I

激发$"

!

#绿色荧

光
OV8S&HH+I

激发$"

&

#明场)

NQRV

染色)绿色荧光

OV8S

重叠%且均为
&%%

倍放大&

!"D

第
#

期 闫晶晶等!家蚕杆状病毒表面展示
5QY57S(?

的
YTN

蛋白及其免疫原性研究



白的表达定位情况%说明
YTN

蛋白成功表达并定位

于
TI>

细胞膜上%实现了
YTN

蛋白的表面展示&

$@#

!

抗体效价的测定

以原核表达纯化的
YTN

蛋白作为抗原%重组杆

状病毒
:TI

4L

#&7YTN

重悬液免疫小鼠获得的抗体

用
RT5

倍比稀释"

"e"%%

"

"e"$H%%

#%间接

GEV5Q

法测定抗体效价%免疫前血清做同样处理作

为阴性对照&根据
R

*

>

*

$@"

为阳性%

"@C

#

R

*

>

)

$@"

为可疑%

R

*

>

)

"@C

为阴性的判断标准%如图
D

%

结果表明此多克隆抗体效价可达
"e#&%%

%此时

R

*

>

值为
!@BD

"

$

$@"

%可信#&

图
D

!

多克隆抗体效价测定

$@D

!

血清中和实验

Y11K7P)+60

法测定重组杆状病毒
:TI

4L

#&7

YTN

毒价
8SVN

C%

"̀%

A&@HDC

%

C%

#

E

"即重组杆状病

毒
:TI

4L

#&7YTN

作
"%

A&@HDC稀释后%取
C%

#

E

接种

于
"%%

#

E

密度为
CW"%

#个*
IE

的
TI>

细胞%

!K

后有一半的细胞发生病变#$按经测定的毒价将重组

杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

作
$%%8SVN

C%

稀释%分别

与抗
:TI

L

#&7YTN

血清)阴性血清的各稀释度混合

感染细胞%在抗血清各稀释比下%观察病毒感染
!K

后细胞的
SRG

率"细胞病变效应
6

=

<(

L

,<0361..16<

%

简称
SRG

%分子为
SRG

孔数%分母为总孔数#&结果

见表
$

&

表
'

!

重组杆状病毒
QX6

I+

")=YXU

感染
$@

后细胞的
.AO

率

样品
稀释度

"e$"e&"eH"e"#"e!$"e#& "e"$H

抗
:TI

L

#&7

YTN

血清组
%

*

H %

*

H %

*

H "

*

H !

*

H C

*

H H

*

H

阴性血清组
H

*

H H

*

H H

*

H H

*

H H

*

H H

*

H H

*

H

!!

用
Y11K7P)+60

法计算其中和效价%

8SVNC%̀

"%

A"@#C

%

"%

A"@#C

"̀e&H

%即
"e&H

为该血清的中和

抗体效价&结果可见%纯重组杆状病毒
:TI

4L

#&7

YTN

作为免疫原能够引起动物体产生特异性中和

抗体%对病毒感染细胞具有中和保护作用&而阴性

血清不能识别保护抗原进而无法阻止病毒感染

TI>

细胞&

$

!

结
!

论

基因工程亚单位疫苗只接种病原体保护性抗

原%避免了病原体毒力%但免疫反应较弱$与一般亚

单位疫苗比较%表达的蛋白展示在重组病毒表面%理

论上能很好地刺激细胞免疫'

"C

(

&杆状病毒表面展

示系统用于展示外源蛋白研制基因工程亚单位疫苗

具有明显优势%本实验将
5

蛋白的受体结合结构域

YTN

基因构建在转移载体
L

O,;<T,6K),-

的晚期强

启动子
R

L

(-0

下%最终展示在病毒囊膜和细胞质膜

表面%经分离纯化后免疫
TQET

*

6

小鼠获得抗血清

并研究其免疫原性%由于
5QY57S(?

高致病性和高

传染性%实验条件要求较高%无法获得真正的

5QY57S(?

灭活病毒作为抗原%限制了所获得的鼠

多抗对
5QY57S(?

灭活病毒的识别反应实验%笔者

用重组杆状病毒
:TI

4L

#&7YTN

代替灭活病毒%通

过血清中和实验结果表明
:TI

4L

#&7YTN

可以诱导

产生特异性的中和保护抗体%为
5QY5

基因工程亚

单位疫苗的探索研究奠定了基础%为面对未来突发

事件及医学工作的开展也具有一定意义&
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蛋白及其免疫原性研究


