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　 　 摘要：　 为研究兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）病毒样颗粒（ＶＬＰｓ）携带外源表位的能力及其免疫原性，以兔出血症病

毒（ＲＨＤＶ）衣壳蛋白 ＶＰ６０ 为载体，分别在 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 蛋白质的 Ｃ 端、Ｎ 端和 ３０６ 位插入 ＦＭＤＶ ＶＰ１ 双串联 Ｂ 细

胞表位［ＧＳ⁃（２００ ～ ２１３ ａａ）⁃ＧＳ⁃（１４１ ～ １６０ ａａ）］，得到嵌合蛋白质，分别命名为 ＶＰ６０⁃２ＦＢ、ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ 和 ＶＰ６０⁃
５７８ＦＢ。 经 ＩＦＡ、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，嵌合 ＶＰ６０ 蛋白质在杆状病毒表达系统中均得到有效表达；通过电

镜观察发现嵌合蛋白质可自聚成病毒样颗粒。 将嵌合蛋白质免疫小鼠，检测产生的免疫应答情况，结果显示，嵌合

蛋白质可以产生针对 ＶＰ６０ 特异的免疫应答，且在插入长度为 ４２ ａａ 外源氨基酸片段的情况下，嵌合蛋白质免疫的

小鼠仍能诱导产生较高水平的针对外源表位的特异性应答。 在进一步扩展了载体的容纳性后，序列的增加不影响

ＶＬＰｓ 的形成以及对外源表位的递呈效果，说明 ＶＰ６０⁃ＶＬＰｓ 作为外源 Ｂ 细胞表位展示载体是可行性的。
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　 　 兔出血症（Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ， ＲＨＤ）是
由兔出血症病毒（Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＲＨＤＶ）引起的一种具有高度传染性、高发病率、高致

死性的疾病，主要发生于 ２ 月龄以上成年兔［１⁃２］。 兔

出血症病毒属于杯状病毒属，无囊膜，直径为 ３５～４０
ｎｍ［３⁃６］。 病毒衣壳由 １８０ 个衣壳蛋白组成，表面有 ３２
个高 ５～６ ｎｍ 的圆柱状壳粒，具有嵌杯样病毒典型的

杯状结构形态［７］。 ＲＨＤＶ 衣壳蛋白 ＶＰ６０ 由 ５７９ 个氨

基酸组成，是病毒衣壳组成的最基本单位。
衣壳蛋白 ＶＰ６０ 是病毒的免疫保护性抗原，与

诱导机体抗感染免疫直接相关［８］，单独表达 ＶＰ６０
蛋白能够自聚成病毒样颗粒（ＶＬＰｓ）。 目前研究学

者已采用多种异源系统对 ＶＰ６０ 进行表达，如杆状

病毒⁃昆虫细胞系统［９⁃１０］、酵母表达系统［１１］ 和植

物［１２］ 等。 通过这些系统表达获得的重组 ＶＰ６０ 蛋

白免疫动物后能够抵抗病毒的感染，提供完全的免

疫保护。 目前 ＶＰ６０ ＶＬＰｓ 作为表位载体和基因转

移载体的相关研究结果表明，可在 ＶＰ６０ Ｎ、Ｃ 末端

区域以及 ３０６～３０７ ａａ 位插入外源片段，且不破坏病

毒样颗粒的形成，为其发展成为携带多表位的载体

疫苗提供了依据［６，１３⁃１４］。
口蹄 疫 病 毒 （ Ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，

ＦＭＤＶ）复合多表位可诱导强烈的免疫反应［１５⁃１７］，Ｏ
型 ＦＭＤＶ 至少有 ５ 个 Ｂ 细胞表位，其中包括 ＶＰ１ 的

１４１～１６０ 位（Ｇ⁃Ｈ 环）和 Ｃ 端 ２００ ～ ２１３ 位氨基酸残

基线性表位，这 ２ 个表位是 ＦＭＤＶ 最重要的抗原位

点［１８］。 本研究将 ＦＭＤＶ ＶＰ１ ２ 个 Ｂ 细胞表位串联

后［ ＧＳ⁃（ ２００ ～ ２１３ ａａ）⁃ＧＳ⁃（ １４１ ～ １６０ ａａ）］ 插入

ＶＰ６０ 的 Ｃ 末端（位于 ＶＬＰｓ 的表面）、Ｎ 末端（位于

ＶＬＰｓ 的内部）和 ３０６～３０７ ａａ 之间，构建一系列嵌合

ＶＰ６０ 蛋白，并将嵌合病毒样颗粒免疫小鼠，检测机

体诱导产生针对 ＶＰ６０ 和 ＦＭＤＶ 表位的特异性免疫

应答，分析 ＶＬＰｓ 对外源表位的递呈能力，以及外源

片段对 ＶＬＰｓ 的形成及其自身免疫特性的影响，为
ＶＰ６０ ＶＬＰｓ 作为外源表位载体展示系统的研究奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 质粒、菌株、细胞和实验动物

载体 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，质粒

ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＶＰ６０ 由本实验室构建并保存［８］；Ｅ． ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 感受态购买自北京全式金生物技术有限公

司；Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ１０ Ｂａｃ 感受态由本实验室保存；Ｓｆ９ 昆

虫细胞由本实验室培养。 ７～ ８ 周龄 ＩＣＲ 雌性小鼠，
购自扬州大学比较医学中心。
１．２　 主要试剂与工具酶

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 及 ＤＬ１５０００、限制性内切

酶（ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ、ＸｂａⅠ、Ｈｉｎｄ Ⅲ）、Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶、凝胶回收纯化试剂盒等购自大连宝生物工程

有限公司，ＰｆｘＤＮＡ 聚合酶、Ｔａｑ 高保真酶、脂质体

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 和 Ｇｒａｃｅ’ ｓ 不完全培养基购自

ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，柱式质粒 ＤＮＡｏｕｔ 试剂盒、柱式动

物 ＲＮＡｏｕｔ 试剂盒购自北京天恩泽基因科技有限

公司，胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ 公司，酶标兔抗小鼠

ＩｇＧ （ＦＩＴＣ⁃ＩｇＧ） 购自北京鼎国昌盛生物技术有限

公司，ＤＡＢ 显色试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司，弗氏完全佐剂和不完全佐剂购自 Ｓｉｇｍａ
公司。 其他试剂 均 为 国 产 分 析 纯 级。 小 鼠 抗

ＶＰ６０ 单抗 Ａ３Ｃ 为本实验室制备保存［１９⁃２０］ 。
１．３　 引物设计

１．３． １ 　 设 计 合 成 引 物 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

ＲＨＤＶ 皖阜株 ＶＰ６０ 序列（ ＦＪ７９４１８０），利用 Ｐｒｉｍｅｒ
５．０ 软件设计引物，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成，引物序列

见表 １。
１．３．２　 合成 ＦＭＤＶ Ｂ 细胞表位序列　 ＦＭＤＶ ＶＰ１ Ｂ
细胞表位的双串联序列［ＧＳ⁃（４１１～ １ ０６０ ａａ）⁃ＧＳ⁃
（２００～２１３ ａａ）⁃ＧＳ］，简称 ＦＢ，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。
序列为：ＧＴＣＧＡＣＧＧＣＡＧＣＧＴＡＣＣＡＡＡＣＣＴＧＣＧＴＧＧＴ⁃
ＧＡＣＣＴＧＣＡＧＧＴＡＣＴＴＧＣＴＣＡＧＡＡＡＧＴＴＧＣＴＣＧＴＡＣＴＣ
ＴＧＣＣＡＧＧＣＡＧＣＣＧＴＣＡＣＡＡＡＣＡＧＧＡＡＡＴＣＧＴＡＧＣＴＣ
ＣＡＧＴＡＡＡＡＣＡＧＡＡＧＴＴＧＧＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＡ（下划线部

分是 ＧＳ ｌｉｎｋｅｒ，斜体部分是酶切位点）。

３６３１胡　 波等：ＲＨＤＶ ＶＬＰｓ 对口蹄疫病毒 Ｂ 细胞表位的展示效果



表 １　 试验中所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

　 引物 　 　 　 　 　 　 　 　 序列 酶切位点（下划线部分）

ＶＰ６０⁃Ｆ ５′⁃ＴＴＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＧＧＣＡＡＡＧＣＣＣＧＣＡＣ⁃３′ 　 　 　 ＥｃｏＲ Ｉ

ＶＰ６０⁃１Ｒ ５′⁃ＧＣＣＧＴＣＧＡＣＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡＡＧＣＣＡＴＴＧＧ⁃３′ 　 　 　 Ｓａｌ Ｉ

ＶＰ６０⁃２Ｒ ５′⁃ＴＴＴＧＴＣＧＡＣＣＣＣＡＧＡＡＴＡＡＣＴＴＧＣＡＣＴＧＣＣＴＣ⁃３′ 　 　 　 Ｓａｌ Ｉ

ＶＰ６０⁃２Ｆ ５′⁃ＣＡＣＴＣＴＡＧＡＡＡＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＧＴＧＣＴ⁃３′ 　 　 　 Ｘｂａ Ｉ

ＶＰ６０⁃３Ｒ ５′⁃ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡＡＧＣＣ⁃３′ 　 　 　 Ｈｉｎｄ Ⅲ

ＶＰ６０⁃ＮＦ ５′⁃ＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧＡＧＧＧＣＡＡＡＧＣＣＣＧＣＡＣ⁃３′ 　 　 　 Ｘｂａ Ｉ

１．４　 重组穿梭载体的构建

１．４．１　 重组转移载体的构建　 以 ＶＰ６０⁃Ｆ 和 ＶＰ６０⁃
１Ｒ 为引物，质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＶＰ６０ 为模板，扩增目的

片段，ＰＣＲ 产物经 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切后克隆至

ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ 中，酶切鉴定后获得重组转移载体，
命名为 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃１；以 ＶＰ６０⁃ＮＦ 和 ＶＰ６０⁃３Ｒ
为引物，以质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＶＰ６０ 为模板，扩增含有

Ｘｂａ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点的 ＰＣＲ 产物，并克隆至

ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ 中，得到的重组转移载体命名为

ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃２。 以 ＶＰ６０⁃Ｆ 和 ＶＰ６０⁃２Ｒ 为引物，
质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＶＰ６０ 为模板，扩增 ＶＰ６０ １ ～ ９１８ ｂｐ
片段，经 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切后克隆至 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ

ＨＴＡ 中，得到重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃３。 此

外，以 ＶＰ６０⁃２Ｆ 和 ＶＰ６０⁃３Ｒ 为引物，扩增获得 ＶＰ６０
９１８～１ ７４０ ｂｐ 片段，经 Ｘｂａ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切后克隆

至 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃３ 中，得到重组转移载体，命名为

ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃４。 ＦＭＤＶ（Ｏ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ５ ／ ９９ ｓｔｒａｉｎ） Ｂ
细胞表位［ＦＢ （ＧＳ⁃（１４１⁃１６０ ａａ）⁃ＧＳ⁃（２００⁃２１３ ａａ）⁃
ＧＳ）］由人工合成，ＦＭＤＶ⁃Ｆ ／ ＦＭＤＶ⁃Ｒ 经退火处理后

形成双链（Ｓａｌ Ｉ ／ Ｘｂａ Ｉ），用 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 将 Ｓａｌ Ｉ ／
Ｘｂａ Ｉ 酶切消化后的载体（ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃１、 ｐＦａｓｔ⁃
ＢａｃＴＭＨＴＡ⁃２ 和 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃４）与退火磷酸化处

理的 ＦＭＤＶ ＶＰ１ Ｂ 细胞表位双链 ＤＮＡ 连接，形成 ３
种重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃２ＦＢ、ｐＦａｓｔ⁃
ＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ 和 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃
３０６ＦＢ。 嵌合体结构示意图见图 １。
１．４．２　 重组穿梭载体的构建　 制备 Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ１０ Ｂａｃ
感受态细胞，分别转化 ３ 种重组转移载体，转化产物

涂于含有 ３ 种抗生素（５０ μｇ ／ ｍｌ卡那霉素、７ μｇ ／ ｍｌ
庆大霉素、１０ μｇ ／ ｍｌ四环素）、１００ μｇ ／ ｍｌ Ｘ⁃ｇａｌ 和 ２０
μｇ ／ ｍｌ ＩＰＴＧ 的 ＬＢ 平板，３７ ℃培养 ４８ ｈ 后，挑选白

色菌落培养后提取质粒。 用 Ｍ１３ ／ ＰＵＣ 通用上下游

图 １　 嵌合体 ＶＰ６０⁃２ＦＢ、ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ 和 ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ 示意图

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ
（ＶＰ６０⁃２ＦＢ， ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ ａｎｄ ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ）

引物对提取的重组穿梭载体进行 ＰＣＲ 鉴定，并进行

测序， 重组穿梭质粒分别命名为 Ｂａｃｍｉｄ⁃ＶＰ６０⁃
５７８ＦＢ、Ｂａｃｍｉｄ⁃ＶＰ６０⁃２ＦＢ 和 Ｂａｃｍｉｄ⁃ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ。
１．５　 ＶＰ６０⁃ＶＬＰｓ 的表达和鉴定

１．５．１　 细胞转染 　 将鉴定为阳性的重组穿梭载体

（Ｂａｃｍｉｄ⁃ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ、 Ｂａｃｍｉｄ⁃ＶＰ６０⁃２ＦＢ 和 Ｂａｃｍｉｄ⁃
ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ）用脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００ 转染至对

数生长期的 Ｓｆ９ 昆虫细胞。 转染后每 １２ ｈ 观察 １ 次，
细胞病变明显时收集细胞及上清液，作为重组杆状病

毒原液，４ ℃保存。 将获得的重组杆状病毒分别命名

为 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ、 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃３０６ＦＢ 和 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃
２ＦＢ。 将第 １ 代病毒液反复冻融 ３ 次后以 １％体积比

接种 Ｓｆ９ 细胞，进行传代，得到第 ２ 代重组病毒。
１．５．２　 间接免疫荧光检测　 ３ 种重组病毒分别感染 ２４
孔细胞培养板上对数生长期的 Ｓｆ９ 细胞，同时设置空白

对照（正常细胞）和阴性对照（感染野生型杆状病毒），
本实验室构建的 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 作为阳性对照。 在感

染 Ｓｆ９ 细胞２４ ｈ 后，加入预冷的乙醇固定液，４ ℃作用１
ｈ；ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，分别以１ ∶ ２００ 稀释的 ＲＨＤＶ 单抗

Ａ３Ｃ 和１ ∶ １００ 稀释的牛“Ｏ”型 ＦＭＤＶ 多抗血清为一

抗，３７ ℃孵育细胞１ ｈ；随后用 ＰＢＳ 反复洗涤３ 次，分别

对应加入 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 和 ＦＩＴＣ 标记的羊抗

牛 ＩｇＧ 为二抗，３７ ℃作用 １ ｈ。 多次充分洗涤，防止留

有非特异性荧光，在荧光显微镜下观察。

４６３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１５ 年 第 ３１ 卷 第 ６ 期



１．５．３　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 收集感染

重组病毒的细胞培养物，冻融处理后加入上样缓冲

液进行蛋白质电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ），电泳结束后，将凝

胶转印 ＮＣ 膜，封闭后，分别以１ ∶ ２００ 稀释的 ＲＨＤＶ
单抗 Ａ３Ｃ 和 １：１００ 稀释的牛源“Ｏ”型 ＦＭＤＶ 多抗

血清为一抗，分别对应以 ＨＲＰ 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 和

ＨＰＲ 标记的羊抗牛 ＩｇＧ 为二抗，最后 ＤＡＢ 显色。
１．６　 电镜观察

分别将重组病毒接种 Ｓｆ９ 细胞，细胞明显病变

后收集细胞培养物，反复冻融后离心取上清，经超滤

管浓缩，６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ７ ｍｉｎ，浓缩 １０ 倍后备用。
将待检样品滴于载样铜网上，吸附作用 ２ ｍｉｎ；将
２％的磷钨酸染液滴于铜网上，固定 ２ ｍｉｎ；最后除去

多余的磷钨酸染液，室温干燥 ５ ｍｉｎ，于 Ｈ⁃７６５０ 型透

射电镜上进行观察。
１．７　 嵌合蛋白免疫特性研究

１．７．１　 抗原的制备　 ３ 种重组杆状病毒分别接种对

数生长期的 Ｓｆ９ 细胞，出现明显病变后，用灭菌 ＰＢＳ
（ｐＨ ７􀆰 ４）重悬细胞。 反复冻融 ３ 次，离心去除细胞

碎片，取上清经超滤管纯化浓缩，用无菌 ＰＢＳ 将嵌

合蛋白稀释为 ４００ μｇ ／ ｍｌ。 按抗原、弗氏佐剂 １ ∶ １
体积比混合，乳化后备用。

１．７．２　 动物免疫　 ７－８ 周龄雌性 ＩＣＲ 小鼠共 ３６ 只，
随机分成 ６ 组，分别经腹腔注射乳化后的嵌合蛋白

ＶＰ６０⁃２ＦＢ、ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ、ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ、ＶＰ６０、ＦＭＤＶ
灭活疫苗和 ＰＢＳ，每只 ２００ μｌ（４０ μｇ）。 共免疫 ３
次，每次免疫间隔 ２ 周，首次免疫采用弗氏完全佐

剂，加强免疫采用弗氏不完全佐剂。 其中 ＰＢＳ 组为

阴性对照，ＶＰ６０ 组为检测 ＶＰ６０ 特异性抗体的阳性

对照，ＦＭＤＶ 组为检测外源 Ｂ 细胞表位应答的阳性

对照。 于首免后第 ０、１、２、３、４、５ 和 ６ 周对小鼠进行

断尾采血，分离血清，采用本实验室建立的检测

ＶＰ６０ 特异性抗体水平的间接 ＥＬＩＳＡ 方法［２１］，检测

各组免疫小鼠诱导产生 ＶＰ６０ 特异性抗体的水平；
利用 Ｏ 型 ＦＭＤＶ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（购自武汉科前

生物制品有限责任公司）检测 ＦＭＤＶ ＶＰ１ Ｂ 细胞表

位特异性抗体水平。

２　 结 果

２．１　 目的基因的获得及其鉴定

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 ＲＨＤＶ 皖阜株 ＶＰ６０ 序列

（ＦＪ７９４１８０），设计引物，以 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＶＰ６０ 为模板，
进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳，获
得符合目的片段大小的条带（图 ２）。

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准（ＤＬ２０００）；１：ＶＰ６０⁃ＥｃｏＲ Ｉ ／ Ｓａｌ Ｉ（含有 ＥｃｏＲ Ｉ ／ Ｓａｌ Ｉ 酶切位点的 ＶＰ６０ 基因）；２：ＶＰ６０⁃（ １ ～ ９１８ ｂｐ）；３：ＶＰ６０⁃（９１８ ～
１ ７４０ ｂｐ）；４：ＶＰ６０⁃Ｘｂａ Ｉ ／ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ（含有 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点的 ＶＰ６０ 基因）。

图 ２　 重组 ＶＰ６０ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＶＰ６０ ｇｅｎｅ

２．２　 重组转移载体的鉴定

将酶切处理的目的基因与 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ 进行

连接，转化 ＤＨ５α 感受态细胞，提取重组质粒。 分别

利用限制性内切酶对 ３ 种重组阳性质粒进行酶切鉴

定，经琼脂糖凝胶电泳可见 ２ 条大小分别为４ ７７５
ｂｐ 和１ ８００ ｂｐ 左右的条带（图 ３），证明目的片段已

成功克隆至载体 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ 中。

２．３　 重组穿梭载体的鉴定

利用 ｐＵＣ ／ Ｍ１３ 上、下游引物对重组 Ｂａｃｍｉｄ 质

粒进行 ＰＣＲ 扩增，产物大小约为４ ０００ ｂｐ，而以同样

引物对空 Ｂａｃｍｉｄ 质粒进行扩增，产物大小约为 ３００
ｂｐ；以目的基因上、下游引物对重组 Ｂａｃｍｉｄ 质粒进

行 ＰＣＲ 扩增，获得大小为１ ８００ ｂｐ 左右的条带，证
明转座成功。
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Ｍ１：ＤＮＡ 分子质量标准（ＤＬ１５０００）；Ｍ２：ＤＮＡ 分子质量标准（ＤＬ２０００）；１：ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ 酶切结果；２：ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃

２ＦＢ 酶切结果；３：ｐＦａｓｔＢａｃＴＭＨＴＡ⁃ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ 酶切结果。
图 ３　 重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．４　 嵌合蛋白的表达和鉴定

将 重 组 病 毒 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ、 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃
３０６ＦＢ、ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃２ＦＢ 和 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 分别感染

Ｓｆ９ 细胞，其中 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 为阳性对照。 感染

２４ ｈ 后，以 ＲＨＤＶ 单抗 Ａ３Ｃ 为一抗，ＦＩＴＣ 标记兔抗

鼠 ＩｇＧ 为二抗，进行荧光染色。 结果（图 ４）表明，感
染重组杆状病毒的 Ｓｆ９ 细胞具有很强的特异性荧

光，而感染野生型杆状病毒的 Ｓｆ９ 细胞和空白对照

细胞无荧光，说明嵌合蛋白得到有效表达。

Ａ：感染野生毒株（ＷＴ）的细胞（阴性对照）；Ｂ：正常细胞（空白对照）；Ｃ：感染 ＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 的细胞；Ｄ：感染 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃２ＦＢ 的细胞；Ｅ：感染

ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃３０６ＦＢ 的细胞；Ｆ：感染 ＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ 的细胞。
图 ４　 间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）检测 ３ 种嵌合 ＶＰ６０ 蛋白的表达

Ｆｉｇ．４　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ （ＩＦＡ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ＶＰ６０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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　 　 将 重 组 病 毒 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ、 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃
３０６ＦＢ、ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃２ＦＢ 和 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 分别感染

Ｓｆ９ 细胞，其中 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 为阳性对照。 感染

２４ ｈ 后，以牛 ＦＭＤＶ 多抗血清为一抗，ＦＩＴＣ 标记羊

抗牛 ＩｇＧ 为二抗，进行荧光染色。 结果（图 ５）表明，
分 别 感 染 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ、 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃３０６ＦＢ 和

ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃２ＦＢ 的 Ｓｆ９ 细胞具有很强的特异性荧光，
而感染 ＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０、野生型杆状病毒的 Ｓｆ９ 细胞

和空白对照细胞无荧光，说明嵌合蛋白携带的 ＶＰ１

Ｂ 细胞表位获得有效的表达。
　 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ６）显示：以
ＶＰ６０ 单抗 Ａ３Ｃ 为一抗的 ＮＣ 膜在约 ６．０×１０４处出

现目的条带，与预期大小一致，说明嵌合蛋白得到有

效表达；以 ＦＭＤＶ 牛多抗血清为一抗的 ＮＣ 膜同样

在 ６．０×１０４处出现目的条带，与预期大小一致，说明

ＦＭＤＶ Ｂ 细胞表位得到有效表达，且免疫印迹与电

泳的目的条带位置相符。

Ａ：感染野生毒株（ＷＴ）的细胞（阴性对照）；Ｂ：正常细胞（空白对照）；Ｃ：感染 ＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃ＶＰ６０ 的细胞；Ｄ：感染 ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃２Ｆ 的细胞；Ｅ：感染

ｒＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃３０６ＦＢ 的细胞；Ｆ：感染 ＡｃＶ⁃Ｂａｃ⁃５７８ＦＢ 的细胞。
图 ５　 ＩＦＡ 检测 ３ 种嵌合蛋白中 Ｂ 细胞表位的表达

Ｆｉｇ．５　 ＩＦＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｉｎ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ：ＳＤＳ⁃１０％ＰＡＧＥ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，以 ＶＰ６０ 单抗 Ａ３Ｃ 为一抗；Ｃ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，以 ＦＭＤＶ 牛多抗血清为一抗。 Ｍ：蛋白质分子质量标

准；１：ＷＴ；２：ＶＰ６０；３：ＶＰ６０⁃２ＦＢ；４：ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ；５：ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ。
图 ６　 ３ 种嵌合蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ．６ 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．５　 电镜观察结果

电镜观察结果（图 ７）显示，本试验构建并表达

的 ３ 种嵌合蛋白均可形成大小约为 ４０ ｎｍ 的 ＶＬＰｓ，
形态和大小均与天然 ＲＨＤＶ ＶＬＰｓ 的粒子（阳性对

照）相似，说明外源表位的插入未影响 ＶＰ６０ 自身

ＶＬＰｓ 的组装。
２．６　 嵌合蛋白诱导小鼠的体液免疫应答

为检测嵌合蛋白 ＶＰ６０ 刺激免疫系统产生的体

液免疫反应，本研究用间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法测定小

鼠血清中抗载体 ＶＰ６０ 的特异性抗体水平和抗外源

ＦＭＤＶ Ｂ 细胞表位的特异性抗体水平。 实验小鼠分

为 ＶＰ６０⁃２ＦＢ 组、ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ 组和 ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ 组，
同时设立 ＶＰ６０ 组和 ＦＭＤＶ 灭活疫苗组作为阳性对

７６３１胡　 波等：ＲＨＤＶ ＶＬＰｓ 对口蹄疫病毒 Ｂ 细胞表位的展示效果



Ａ：ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 病毒样颗粒；Ｂ：ＶＰ６０⁃２ＦＢ 病毒样颗粒；Ｃ：ＶＰ６０⁃３０６ＦＢ 病毒样颗粒；Ｄ：ＶＰ６０⁃５７８ＦＢ 病毒样颗粒。
图 ７　 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 蛋白和 ３ 种嵌合蛋白病毒样粒子的电镜观察结果

Ｆｉｇ．７　 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ＶＰ６０ ＶＬＰｓ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

照，ＰＢＳ 组作为阴性对照。 分别于首免后 ０、１、２、３、
４、５、６ 周对各组小鼠进行尾静脉采血，分离血清进

行检测。 结果显示：首免后 ４－６ 周，３ 种嵌合蛋白均

可产生较强的 ＶＰ６０ 特异性抗体，与 ＰＢＳ 组比较差

异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ８）；３ 种嵌合蛋白刺激机体产

生的表位特异性 ＩｇＧ 抗体与 ＶＰ６０ 组相比差异显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＶＰ６０ 组未产生表位特异性抗体应答，３
种嵌合蛋白均可诱导产生较强的表位特异性抗体应

答水平（图 ９）。 此外，与嵌合 ＶＰ６０ 组相比，作为阳

性对照的 ＦＭＤＶ 商品化灭活苗组诱导产生的表位

特异性 ＩｇＧ 抗体水平显著高于嵌合 ＶＰ６０ 组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）（图 ９）。

图 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清中 ＶＰ６０ 特异性抗体水平

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＶＰ６０ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

３　 讨 论

杯状病毒成球形或近球形，无囊膜，核衣壳呈二

图 ９　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测 ＦＭＤＶ Ｂ 细胞表位抗体水平

Ｆｉｇ．９　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＦＭＤＶ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

十面体对称，由 １８０ 个单一结构蛋白组成，病毒核酸

为单股、正链线性 ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ） ［２２⁃２６］。 杯状病毒的

ＶＬＰｓ 结构简单，由单一衣壳蛋白自行装配而成，是
一种研究 ＶＬＰｓ 的理想模型。 很多病毒的宿主范围

很广，不仅可以感染人类，而且可以感染多种动物，
这就为 ＶＬＰｓ 作为疫苗和药物的应用带来了机遇。
开发一种多功能的 ＶＬＰｓ 展示平台，从而可以避免

体内预先的中和抗体反应对 ＶＬＰｓ 所介导的免疫应

答的限制，具有重要的意义。 ＲＨＤＶ 宿主专一性较

强，只对兔易感，对人和其他动物不存在安全威胁；
ＲＨＤＶ 作为杯状病毒的成员之一，其 ＶＰ６０ 可自行

装配形成 ＶＬＰｓ，使 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 作为研究其他动物

疾病甚至是人类疾病 ＶＬＰｓ 疫苗的研究模型成为可

能，但其作为展示系统的可行性、效果及其适用范围

还需要进一步研究。
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本研究通过插入外源表位（ＦＭＤＶ ＶＰ１ Ｂ 细胞

表位）构建 ＶＰ６０ 嵌合蛋白，研究 ＶＰ６０ 作为载体递

呈外源表位的能力，分析外源表位的插入是否影响

其自身病毒样颗粒的形成，评价 ＶＰ６０ 作为外源表

位展示系统的可行性。 研究结果表明，３ 种嵌合蛋

白均能够有效表达并形成 ＶＬＰｓ，说明在 ＶＰ６０ 蛋白

的第 ３０６～ ３０７ ａａ、Ｃ 端和 Ｎ 端插入 ４２ ａａ 外源片段

均不影响 ＶＬＰｓ 的组装，具备自我装配能力是 ＶＬＰｓ
疫苗候选物的基本特性。

选择口蹄疫病毒两个重要的 Ｂ 细胞表位 ＧＳ⁃
（２００ ～ ２１３ ａａ）⁃ＧＳ⁃（１４１⁃１６０ ａａ） 作为外源插入表

位，构建 ＶＰ６０ 嵌合 ＶＬＰｓ。 通过 ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
试验发现 ＶＰ６０ 嵌合 ＶＬＰｓ 获得有效表达，并具有

ＶＰ６０ 特异性和 ＦＭＤＶ 表位特异性抗原反应。 动物

试验结果显示，３ 种嵌合蛋白免疫的小鼠均能够诱

导产生强烈的 ＶＰ６０ 特异性和表位特异性体液免疫

应答。 综上所述，ＶＰ６０ ＶＬＰｓ 能够有效递呈外源表

位，刺激机体对外源 Ｂ 细胞表位产生体液免疫应

答，可作为异源抗原的展示载体。 此外，我们在前期

研究的基础上，将单串联的 Ｂ 细胞表位增加成双串

联的 Ｂ 细胞表位，外源片段大小增加至 １２６ ｂｐ，序
列的增加不影响 ＶＬＰｓ 的形成和免疫原性，可见

ＶＰ６０⁃ＶＬＰｓ 作为递呈外源抗原的展示载体的容耐

性较大，可容纳至少 ４２ ａａ 的外源片段。
本研究以 ＶＰ６０⁃ＶＬＰｓ 为基础，通过在 ＶＰ６０ Ｎ

端、Ｃ 端和３０６～ ３０７ ａａ 位插入双串联 ＦＭＤＶ Ｂ 细胞

表位序列构建嵌合 ＶＬＰｓ，研究结果表明 ＶＰ６０ 的 Ｎ
端、Ｃ 端和３０６～３０７ ａａ 位置均适合外源氨基酸片段

插入，嵌合 ＶＬＰｓ 均能够进行自我组装，且能够有效

展示长度为 ４２ ａａ 的外源片段。 此外，ＶＰ６０ 作为载

体所能容纳的最长外源氨基酸片段长度仍需进一步

研究。
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