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　 　 摘要:　 本研究将 Ａ３Ｃ 单抗识别的 ＶＰ６０ 蛋白 ＮＴＡ 区域作为识别标记ꎬ设计一系列编码 ＶＰ６０ ＮＴＡ 区域重叠

多肽的基因序列并连接于 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 载体ꎬ确定 Ａ３Ｃ 单抗识别的精确表位ꎮ 然后构建重组质粒 Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０
△Ａ３Ｃꎬ将 Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 转染 Ｓｆ９ 昆虫细胞ꎬ得到重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ、ＨＡ、ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定结果表明ꎬ重组蛋白 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 在 Ｓｆ９ 细胞中高效表达ꎬ电镜观察显示其形态和结构与兔出血症病毒

ＶＰ６０ 蛋白类似ꎮ 将重组蛋白 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 以每只 ２００ μｇ 免疫 ２ 月龄 ＲＨＤＶ 血清阴性的新西兰兔ꎬ免疫后 １４ ｄꎬ以
兔出血症病毒 ＷＦ 株攻毒新西兰兔ꎮ 结果表明ꎬ免疫组无死亡ꎬ而对照组全部死亡ꎮ 本研究结果为制备表位缺失

的兔出血症亚单位疫苗奠定了基础ꎮ
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ＩＦＡꎬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ. Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓ￣
ｃｏｐｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ＶＰ６０
ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ２￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ＲＨＤＶ ｓｅｒｕｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ａｔ ａ ｒａｔｅ ｏｆ ２００ μｇ ｐｅｒ ｒａｂｂｉｔꎬ ａｎｄ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ
ＷＦ ｓｔｒａｉｎ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｄｅａｔｈｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ａｌｌ ｄｅａｔｈｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｐｉｔｏｐｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ (ＲＨＤＶ)ꎻ ＶＰ６０ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅꎻ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 兔出血症(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＲＨＤ)是
由兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＲＨＤＶ)引起的高发病率和死亡率的烈性传染病[１]ꎮ
ＲＨＤＶ 分为 ＧＩ.１(ＲＨＤＶ１)和 ＧＩ.２(ＲＨＤＶ２)２ 种基

因型ꎬ分别引起兔出血症 １ 型和兔出血症 ２ 型ꎬ２ 种

基因型病毒之间交叉保护性低[２￣４]ꎮ 自 ２０２０ 年 ＧＩ.２
型 ＲＨＤＶ 在中国出现以来[５]ꎬ２ 种基因型 ＲＨＤＶ 在

中国处于共同流行态势ꎮ ＧＩ.１ 型 ＲＨＤＶ 主要感染 ２
月龄以上兔ꎬ幼兔感染后不发病ꎬ但可带毒ꎬ并在群

体传播中发挥重要作用[６]ꎬ表明感染幼兔是该病重

要的传染源之一ꎮ
ＲＨＤＶ 的衣壳蛋白 ( ＶＰ６０) 可以自组装形成

３５~４０ ｎｍ 的病毒样颗粒(ＶＬＰｓ)ꎮ 同时ꎬＶＰ６０ 可在

机体内诱导产生中和抗体ꎬ是 ＲＨＤＶ 的主要免疫保

护性抗原ꎬ也是宿主免疫防御 ＲＨＤＶ 的主要靶标ꎬ
在病毒诊断和国内外疫苗设计中起重要作用[１]ꎬ但
现有疫苗和抗体检测方法均无法鉴别疫苗免疫和病

毒感染ꎮ 鉴于 ＧＩ.１ 型 ＲＨＤＶ 感染幼兔的带毒和病

毒传播特点ꎬ因此构建一种基于 ＶＰ６０ 蛋白的表位

标记疫苗并配套相应的表位抗体检测技术用于感染

兔群的检测ꎬ是区分疫苗免疫和病毒感染的可行方

案ꎮ 前期我们发现 Ａ３Ｃ 单抗识别的 ＶＰ６０ 蛋白 Ｎ
端 Ｂ 细胞表位具有强免疫原性但不具有中和活性ꎬ
因此将该表位位点作为一种识别标记ꎬ构建一种

Ａ３Ｃ 识别表位缺失的 ＶＰ６０ 蛋白ꎬ在昆虫细胞中表

达并研究其 ＶＬＰｓ 形成能力ꎬ可为构建兔出血症表

位缺失的标记疫苗奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１. １ 　 质粒、菌种和细胞 　 重组质粒 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣
ＶＰ６０(ＧＩ.１ 型 ＶＰ６０)、Ｓｆ９ 昆虫细胞、大肠杆菌 ＤＨ１０
Ｂａｃ 由本实验室保存ꎻ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态购自北京

全式金生物技术有限公司ꎮ

１.１.２ 　 主要试剂 　 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２ ０００、ＣｌｏｎＥｘ￣
ｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒、ＥＣＬ 显色试剂

盒、１.１×ＰＣＲ ｍｉｘ 购自南京诺唯赞生物科技有限公

司ꎬＦＢＳ 购自 ＧＩＢＣＯ 公司ꎬ山羊抗小鼠 ＦＩＴＣ￣ＩｇＧ、山
羊抗小鼠 ＨＲＰ￣ＩｇＧ 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司ꎬ
ＶＰ６０ 单克隆抗体 Ａ３Ｃ、１Ｄ４ 由本实验室制备ꎬＴａｑ
高保真酶、转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 和 Ｇｒａｃｅ 培

养基购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ其他试剂均为国产分析

纯ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 表达质粒的合成 　 在前期模糊定位非中和

单抗 Ａ３Ｃ 识别 ＶＰ６０ ＮＴＡ 区域的基础[７] 上ꎬ设计一

系列 ＶＰ６０ ＮＴＡ 区域重叠多肽的基因序列并连接于

ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１ 载体(表 １)ꎮ

表 １　 基因序列及对应氨基酸序列

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 基因序列(５′→３′) 氨基酸序列

ＶＰ６０ ＮＴＡ１ ＧＧＡＡＣＣＡＣＧＡＣＣＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣ￣
ＣＴＧＧＴ

ＧＴＴＴＤＧＭＤＰＧ

ＶＰ６０ ＮＴＡ２ ＡＣＣＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＴＧＴＡＧＴ￣
ＧＧＣＣ

ＴＤＧＭＤＰＧＶＶＡ

ＶＰ６０ ＮＴＡ３ ＧＧＡＡＣＣＡＣＧＡＣＣＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣ￣
ＣＴ

ＧＴＴＴＤＧＭＤＰ

ＶＰ６０ ＮＴＡ４ ＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＴＧＴＡＧＴＧＧＣＣ ＤＧＭＤＰＧＶＶＡ

１.２.２　 单抗 Ａ３Ｃ 识别表位的鉴定　 将合成的重组

表达质粒 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ１、ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０
ＮＴＡ２、 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ３、 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０
ＮＴＡ４ 分别转化大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态ꎬ阳性

菌经 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达后获得重组蛋白

ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ１、 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ２、
ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ３、ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１￣ＶＰ６０ ＮＴＡ４ꎬ经
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ经 ５％脱脂

乳封闭后ꎬ以识别 ＶＰ６０ ＮＴＡ 区的单抗 Ａ３Ｃ 为一

９０５刘维龙等:Ｎ 端 Ｂ 细胞表位缺失的兔出血症病毒 ＶＰ６０ 蛋白的表达及其免疫原性



抗ꎬ羊抗鼠 ＨＲＰ￣ＩｇＧ (１ ∶ １０ ０００ ) 为二抗ꎬ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ确定 Ａ３Ｃ 单抗识别的精确表位ꎮ
１.２.３　 引物合成 　 Ａ３Ｃ 识别表位缺失株构建引物

及一系列鉴定引物由北京擎科生物科技有限公司合

成(表 ２)ꎮ

表 ２　 扩增和鉴定的特异性引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　

ＶＰ６０△Ａ３Ｃ￣Ｆ ＧＴＡＧＴＧＧＣＣＧＣＡＡＣＴＡＧＴＧＴＧＧＴＣＡＣＴＧＣＡＧＡＡ

ＶＰ６０△Ａ３Ｃ￣Ｒ ＡＣＴＡＧＴＴＧＣＧＧＣＣＡＣＴＡＣＧＧＴＣＧＴＧＧＴＴＣＣＧＧＧＡＡＣ

ＰＦａｓｔＢａｃ￣Ｆ ＴＡＴＴＣＣＧＧＡＴＴＡＴＴＣＡＴＡＣＣ

ＰＦａｓｔＢａｃ￣Ｒ ＡＣＡＡＡＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＴＧＡ

Ｍ１３￣Ｆ ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ

Ｍ１３￣Ｒ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ

ＶＰ６０￣Ｆ ＡＴＧＧＡＧＧＧＣＡＡＡＧＣＣＣＧ

ＶＰ６０￣Ｒ ＴＣＡＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡＡＧＣＣＡＴＴ

１.２.４　 缺失 Ａ３Ｃ 识别表位的重组转移载体的构建　
以本实验室保存的重组质粒 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０ 为模板ꎬ
以 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ￣Ｆ / ＶＰ６０△Ａ３Ｃ￣Ｒ 引物进行 ＰＣＲ 反应ꎬ
扩增缺失 Ａ３Ｃ 识别表位的 ＶＰ６０ 基因ꎮ ＰＣＲ 反应程

序为:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６５ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎬ
３０ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 反应产物于 １.２％琼

脂糖凝胶进行鉴定ꎬ１２０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ回收 ＰＣＲ
阳性产物ꎬ使用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓⅡＯｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试
剂盒对 ＰＣＲ 产物进行连接、转化ꎬ用 ｐＦａｓｔＢａｃ￣Ｆ /
ｐＦａｓｔＢａｃ￣Ｒ 引物进行扩增及测序鉴定ꎬ获得正确缺失

Ａ３Ｃ 识别表位的杆状病毒重组转移载体 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣
ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎮ
１.２.５　 缺失 Ａ３Ｃ 识别表位的重组穿梭载体的构建

　 将重组转移载体 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 转化含有

穿梭载体的大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃꎬ使用蓝白斑筛选

法ꎬ将大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ 涂布于含 ３ 种抗性的平板

上(含 ５０ μｇ / ｍｌ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ、７ μｇ / ｍｌ Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ、１０
μｇ / ｍｌ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ、 １００ μｇ / ｍｌ Ｘ￣ｇａｌ 和 ４０ μｇ / ｍｌ
ＩＰＴＧ)ꎬ３７ ℃恒温培养 ２ ｄ 后ꎬ挑取白色阳性单菌落

纯化培养后提取质粒ꎮ 以 Ｍ１３￣Ｆ / Ｍ１３￣Ｒ 进行 ＰＣＲ
反应ꎬ获得重组穿梭载体 Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎮ
１.２. ６ 　 细胞转染 　 使用转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 将重组穿梭载体 Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 转染 Ｓｆ９
昆虫细胞ꎬ结束后每 １２ ｈ 观察细胞状态ꎬ待细胞出

现间隙增大、折光性增强、形态变圆等病变特征时收

集细胞及其培养物ꎬ以１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 收获

上清液即为 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 原液(Ｆ１ 代病毒)ꎮ
１.２.７　 ｍＲＮＡ 的检测 　 收集接种 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ
的 Ｓｆ９ 昆虫细胞样品ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取感染细胞内

总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ以 ＶＰ６０￣Ｆ / ＶＰ６０￣Ｒ 引

物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ鉴定 ｍＲＮＡ 的存在ꎮ ＰＣＲ 程

序为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ然后进入循环 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ
反应产物于 １.２％琼脂糖凝胶 １２０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
紫外灯下观察结果并拍照ꎮ
１.２.８　 间接免疫荧光试验(ＩＦＡ) 　 预先将 Ｓｆ９ 细胞在

２４ 孔细胞板上培养至密度为８５％~９０％ꎬ每孔接种等

量的重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎬ同时以野生型

毒株感染 Ｓｆ９ 细胞作阴性对照ꎮ 在感染 Ｓｆ９ 细胞 ２４ ｈ
后ꎬ弃去培养液ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ加入提前－２０ ℃冷藏

的甲醇和丙酮混合成的固定液ꎬ４ ℃作用 １ ｈꎻＰＢＳ 洗

涤 ３ 次ꎬ加入 ＰＢＳ 稀释的 １Ｄ４ 单抗(１ ∶ ２００)ꎬ３７ ℃孵

育 ９０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次后ꎬ加入 ＰＢＳ １ ∶ ５０ 倍稀释

的山羊抗小鼠 ＦＩＴＣ￣ＩｇＧꎬ黑暗条件下 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ荧光显微镜观察并拍照ꎮ
１.２.９　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 　 将重组杆

状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 接种 Ｓｆ９ 细胞ꎬ７２ ｈ 后收获

细胞培养物ꎬ反复冻融 ３ 次后ꎬ取上清液ꎬ等比例加

入 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 处理后进行蛋白质电泳ꎬ结束后将

凝胶半干转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂乳 ３７ ℃ 封闭

２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后ꎬ以 １Ｄ４ 单抗(１ ∶ １ ０００)为一

抗ꎬ羊抗鼠 ＨＲＰ￣ＩｇＧ (１ ∶ １０ ０００ ) 为二抗ꎬ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ
１.２.１０　 血凝效价测定　 参照中华人民共和国农业

行业标准 ＮＹ / Ｔ ５７２－２０１６ 兔病毒性出血病血凝与

血凝抑制试验方法[８]进行ꎮ
１.２.１１　 电镜观察　 对获得的重组蛋白表达产物以

红细胞吸附释放法[９] 进行纯化并超速离心ꎬ蛋白质

样品 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 经生理盐水重悬后取少量置于铜

网静置 ２ ｍｉｎꎬ加入 ２％磷钨酸染液ꎬ利用透射电镜

观察重组蛋白样品并拍照ꎮ
１.２.１２ 　 免疫保护性研究 　 将纯化的 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ
蛋白稀释至 ２００ μｇ / ｍｌꎬ免疫兔出血症病毒抗原和

抗体均阴性的 ２ 月龄新西兰兔 ５ 只ꎬ每只颈部皮下

注射 １ ｍｌꎬ同时以 ５ 只接种生理盐水的新西兰兔作

为对照组ꎮ 免疫后 １４ ｄꎬ分别颈部皮下注射１ ０００
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ＬＤ５０的兔出血症病毒ꎬ攻毒后 ７ ｄ 内每 １２ ｈ 观察试

验兔并记录ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ａ３Ｃ 单抗识别表位的鉴定

对 ＶＰ６０ ＮＴＡ１、ＶＰ６０ ＮＴＡ２、ＶＰ６０ ＮＴＡ３、ＶＰ６０
ＮＴＡ４ ４ 个蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转印 ＰＶＤＦ 膜

后ꎬ以单抗 Ａ３Ｃ 为一抗ꎬ羊抗鼠 ＨＲＰ￣ＩｇＧ 为二抗进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ结果显示ꎬＶＰ６０ ＮＴＡ１、ＶＰ６０
ＮＴＡ２ 和 ＶＰ６０ ＮＴＡ４ ３ 个蛋白有阳性条带ꎬ而 ＶＰ６０
ＮＴＡ３ 无条带(图 １)ꎬ由此确定单抗 Ａ３Ｃ 识别的精

确氨基酸位点为 ＤＧＭＤＰＧꎬ对应的核苷酸序列为

ＧＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＴꎮ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１~４:ＶＰ６０ ＮＴＡ１、ＶＰ６０ ＮＴＡ２、ＶＰ６０ ＮＴＡ３、ＶＰ６０
ＮＴＡ４ꎻ５~８:ＶＰ６０ ＮＴＡ１、ＶＰ６０ ＮＴＡ２、ＶＰ６０ ＮＴＡ３、ＶＰ６０ ＮＴＡ４ꎮ
图 １　 ＶＰ６０ ＮＴＡ１、ＶＰ６０ ＮＴＡ２、ＶＰ６０ ＮＴＡ３、ＶＰ６０ ＮＴＡ４ 蛋白

的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ. １ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ６０ ＮＴＡ１ꎬ ＶＰ６０ ＮＴＡ２ꎬ ＶＰ６０
ＮＴＡ３ꎬ ＶＰ６０ ＮＴＡ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.２　 重组转移载体和重组穿梭载体的鉴定

以重组质粒 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０ 为模板扩增得到缺

失 Ａ３Ｃ 识别表位的杆状病毒重组转移载体 ｐＦａｓｔ￣
ｂａｃ１￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎬ大小约６ ０００ ｂｐ(图 ２Ａ)ꎮ 经测序

验证 后 将 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０ △Ａ３Ｃ 转 化 大 肠 杆 菌

ＤＨ１０Ｂａｃꎬ提取阳性质粒用引物 Ｍ１３￣Ｆ / Ｍ１３￣Ｒ 进行

ＰＣＲ 鉴定ꎬ扩增产物大小约为４ ０００ ｂｐꎬ而阴性对照

扩增产物大小约为 ３００ ｂｐꎬ表明成功获得重组穿梭

载体 Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定重组病毒的表达

按 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取接种 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 的 Ｓｆ９ 细

胞总 ＲＮＡꎬ以 ＶＰ６０￣Ｆ / ＶＰ６０￣Ｒ 为引物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增ꎬ鉴定 ｍＲＮＡꎮ 结果显示ꎬ出现大小约为 １ ８００

Ｍ１ 和 Ｍ２:ＤＬ５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０ꎻ２:ｐＦａｓｔｂａｃ１￣
ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎻ３~６:ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎻ７:阴性对照ꎮ
图 ２ 　 杆状病毒重组质粒 ｐＦａｓｔｂａｃ１￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 和 Ｂａｃｍｉｄ￣

ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 的鉴定

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＦａｓｔｂａｃ１￣
ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ａｎｄ Ｂａｃｍｉｄ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ

ｂｐ 的电泳条带(图 ３)ꎬ大小与目的基因近似ꎬ表明

ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 基因得到表达ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组杆状病毒感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎮ
图 ３　 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 基因在 Ｓｆ９ 细胞中的表达

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ

２.４　 间接免疫荧光检测(ＩＦＡ)
将 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 感染 Ｓｆ９ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ以

１Ｄ４ 单抗(１ ∶ ２００)为一抗ꎬ羊抗鼠 ＦＩＴＣ￣ＩｇＧ (１ ∶
５０)为二抗进行 ＩＦＡ 检测ꎮ 结果显示ꎬ感染 ｒＢａｃ￣
ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 的 Ｓｆ９ 细胞可见很强的特异性荧光ꎬ而
阴性对照无特异性荧光出现 (图 ４)ꎬ说明 ＶＰ６０
△Ａ３Ｃ 蛋白有效表达ꎮ
２.５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔ 鉴定

将 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 感染 Ｓｆ９ 细胞 ７２ ｈ 后ꎬ以
１Ｄ４ 单抗(１ ∶ １ ０００)为一抗ꎬ羊抗鼠 ＨＲＰ￣ＩｇＧ (１ ∶
１０ ０００)为二抗ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ ＰＶＤＦ 膜

经显色后出现相对分子质量为６×１０４的条带(图 ５)ꎬ
与预期一致ꎬ结果表明 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白有效表达ꎮ

１１５刘维龙等:Ｎ 端 Ｂ 细胞表位缺失的兔出血症病毒 ＶＰ６０ 蛋白的表达及其免疫原性



Ａ:感染 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＢ:感染野生型毒株的 Ｓｆ９
细胞ꎮ
图 ４　 间接免疫荧光检测 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白的表达

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｉｎ￣
ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:感染野生型毒株的 Ｓｆ９ 细胞ꎻ２:感染 ｒＢａｃ￣
ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 的 Ｓｆ９ 细胞ꎮ
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白的表达

Ｆｉｇ.５ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.６　 表达蛋白的血凝效价测定

将 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 感染 Ｓｆ９ 细胞 ４ ｄ 后ꎬ以 ９６
孔“Ｕ”形血凝板对表达产物进行血凝效价测定ꎮ 结

果表明ꎬＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白能凝集人 １％ Ｏ 型红细胞

悬液ꎬ血凝效价为１ ∶ ４ ０９６ꎬ表明 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白

高效表达ꎮ
２.７　 电镜观察

电镜观察结果表明ꎬＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白可形成大

小为３５~ ４０ ｎｍ、形态和结构与兔出血症病毒 ＶＰ６０
蛋白类似的 ＶＬＰｓꎬ说明缺失 Ａ３Ｃ 识别表位不影响

ＶＰ６０ 蛋白病毒样颗粒的组装(图 ６)ꎮ
２.８　 免疫原性检测

将 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白进行纯化后免疫 ＲＨＤＶ 血

Ａ:ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 病毒样颗粒ꎻＢ:ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 病毒样颗粒ꎮ
图 ６　 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 蛋白和 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白病毒样颗粒的电镜

观察

Ｆｉｇ.６　 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

清阴性的新西兰兔ꎬ１４ ｄ 后进行攻毒ꎬ检验重组蛋

白对家兔的免疫保护作用ꎮ 结果显示ꎬ以红细胞吸

附释放法获得纯化的 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白ꎬ经蛋白质定

量后以每只 ２００ μｇ 的剂量免疫新西兰兔ꎬ然后以

ＲＨＤＶ ＷＦ 株攻毒ꎬ免疫组家兔获得 １００％保护ꎬ而
注射生理盐水的对照组家兔全部死亡(表 ３)ꎬ表明

ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白具有良好的免疫原性ꎮ

表 ３　 ＶＰ６０△Ａ３Ｃ 蛋白的免疫原性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＶＰ６０△Ａ３Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ

项目 存活数 / 攻毒数 保护率(％)

免疫组 ５ / ５ １００

对照组 ０ / ５ ０

３　 讨 论

目前尚未建立天然 ＲＨＤＶ 的体外培养系统ꎬ病
毒难以在体外稳定增殖ꎬ因此国内外新型疫苗的研

究主要将 ＶＰ６０ 蛋白作为 ＲＨＤＶ 的免疫保护性抗原

分子ꎮ 目前 ＶＰ６０ 已在杆状病毒、酵母、大肠杆菌、
乳酸杆菌、痘病毒等多种系统中表达并开展免疫原

性研究[１０￣１５]ꎬ且以杆状病毒表达系统研究较多ꎮ 另

外也有利用杆状病毒表达系统进行以 ＶＰ６０ 为载体

研究外源表位免疫原性的报道[１６]ꎮ 该系统表达效

率较高ꎬ可以实现外源蛋白的全悬浮细胞培养表达ꎬ
且已有商品化疫苗产品上市ꎮ

现有研究结果表明 ＶＰ６０ 蛋白可分为 ＮＴＡ 区、
Ｓ 区和 Ｐ 区ꎬＮＴＡ 区位于 ＶＰ６０ 蛋白的 Ｎ 端[１７]ꎮ
ＶＰ６０ 蛋白形成的 ＶＬＰｓ 结构中ꎬＮ 端位于 ＶＬＰｓ 内
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部ꎬ而 Ｃ 端位于外表面ꎬ是受体结合区域和中和表

位所在区域[１７]ꎬ且 ＶＰ６０ 氨基酸的一些改变并不影

响 ＶＬＰｓ 的形成[１６ꎬ１８]ꎮ 本实验室在前期研究中发现

了 ＶＰ６０ Ｎ 端存在一个免疫原性强但不具有中和活

性的 Ｂ 细胞表位ꎬ由单抗 Ａ３Ｃ 识别ꎬ并已进行了模

糊定位[７]ꎮ 本研究在此基础上首先精确定位了单

抗 Ａ３Ｃ 识别的 Ｂ 细胞表位ꎬ构建了该表位缺失的重

组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＶＰ６０△Ａ３Ｃꎬ其感染 Ｓｆ９ 细胞后表

达的缺失 Ａ３Ｃ 识别表位的 ＶＰ６０ 蛋白可自组装成

ＶＬＰｓꎬ表明该表位的缺失不影响病毒样颗粒的形

成ꎮ 将表达蛋白纯化后免疫新西兰兔ꎬ可以完全保

护家兔免受 ＧＩ.１ 型强毒株的感染ꎬ表明表位缺失的

ＶＰ６０ 蛋白依然具有良好的免疫原性ꎬ是一种优良的

兔出血症候选疫苗分子ꎮ
感染幼兔是 ＧＩ.１ 型兔出血症重要的传染源之

一ꎬ由于目前无法区分 ＧＩ.１ 型疫苗免疫和病毒感

染ꎬ因此难以在养殖兔群中完全清除被 ＲＨＤＶ 感染

的幼兔ꎮ 本研究构建了基于表位缺失的 ＶＰ６０ 蛋

白ꎬ可用于制备一种基于表位缺失的兔出血症标记

疫苗ꎬ后续建立检测该表位抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测技

术ꎬ有望实现 ＧＩ.１ 型兔出血症疫苗免疫和病毒感染

的鉴别ꎬ为兔出血症的防控提供新的技术产品ꎮ
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