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张如悦１，高耀荣２，王建超２，曹磊１，张艳敏１，张炜坚１，彭雯娟３，谭文松１，３，赵亮１，３

（１．华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海２００２３７；２．上海杰威医药科技有限公司；３．上海倍谙基生物科技有限公司）

【摘要】　目的　设计、构建表达新型冠状病毒（Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳＣｏＶ２）Ｓ１蛋白

的重组杆状病毒，建立并优化其在昆虫细胞中的生产工艺，为新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）血清学诊断方法的建立及

疫苗开发奠定基础。　方法　利用分子克隆技术将Ｓ１基因插入ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１质粒，获得重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＳ１，经转座

获得重组杆粒ｒｂａｃｍｉｄＳ１，转染Ｓｆ９细胞后包装获得重组杆状病毒ｒＢＶＳ１，通过ｒＢＶＳ１感染 ＨｉｇｈＦｉｖｅ
ＴＭ（Ｈｉ５）细胞表

达Ｓ１蛋白，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析鉴定Ｓ１蛋白的表达。在此基础上，建立优化ｒＢＶＳ１扩增和蛋白表达的工艺，以实现

Ｓ１蛋白的高效表达。　结果　通过特异性引物ＰＣＲ扩增重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＳ１与重组杆粒ｒｂａｃｍｉｄＳ１，获得大小分别

为２３６７ｂｐ、４３７０ｂｐ的基因片段，表明Ｓ１基因成功克隆入ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１质粒与ｂａｃｍｉｄ；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞培

养上清液，在７８ｋｕ处有特异性反应条带，证明在昆虫细胞杆状病毒表达载体系统（Ｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ，ＩＣＢＥＶＳ）中成功表达有反应原性的Ｓ１蛋白。Ｓｆ９细胞以１．５×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种，ＭＯＩ＝０．０１接毒，９６

ｈｐｉ可收获最大病毒滴度为（８．４０±０．１６）ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ；Ｈｉ５细胞以０．８×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种后培养３６ｈ，以 ＭＯＩ＝１接

毒，４８ｈｐｉ可获得最大Ｓ１蛋白产量为（４．３３±０．０９）ｍｇ／Ｌ。　结论　利用ＩＣＢＥＶＳ成功表达了Ｓ１蛋白，并建立了优化

的Ｓ１蛋白生产工艺，实现了Ｓ１蛋白的高效表达，对ＣＯＶＩＤ１９临床诊断方法的建立及疫苗开发具有重要意义。

【关键词】　新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）；新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）；Ｓ１蛋白；昆虫细胞杆状病毒表达载体系统
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　　新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）由新型冠状病毒

（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，

ＳＡＲＳＣｏＶ２）引起，对全人类的健康、生命安全及社

会经济发展带来严重影响。ＳＡＲＳＣｏＶ２是一种单链

正链ＲＮＡ病毒，包含４种结构蛋白，包括刺突蛋白

（ｓｐｉｋｅ，Ｓ）、膜 蛋 白 （ｍｅｍｂｒａｎｅ，Ｍ）、包 膜 蛋 白

（ｅｎｖｅｌｏｐｅ，Ｅ）和核衣壳蛋白（ｎｕｃｌｏｃａｐｓｉｄ，Ｎ）
［１］。全长

Ｓ蛋白包含两个功能亚基，分别为Ｓ１与Ｓ２亚基。Ｓ１

亚基含受体结合域（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＲＢＤ），

负责识别并结合宿主细胞表面受体。Ｓ２亚基负责介

导病毒与宿主细胞的膜融合［２］。由于Ｓ糖蛋白暴露于

病毒表面并介导病毒进入宿主细胞，因此Ｓ蛋白是感

染后中和抗体的主要靶标，也是制备ＣＯＶＩＤ１９血清

学诊断试剂盒及蛋白疫苗的首选蛋白。目前对于

ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ蛋白的生产主要集中于Ｓ全长蛋白或

ＲＢＤ蛋白
［３，４］，对Ｓ１蛋白高效表达的研究鲜有报导。

然而Ｓ１蛋白可引起强烈免疫反应，且其在血清学检测

中对ＣＯＶＩＤ１９抗体的敏感性和特异性均高于Ｓ全

长蛋白及ＲＢＤ蛋白
［５］。此外，Ｓ１蛋白作为亚单位疫

苗比ＲＢＤ蛋白可诱导产生更高的抗体水平
［６］。因此，

Ｓ１蛋白的高效表达对ＣＯＶＩＤ１９血清学诊断试剂盒

和疫苗开发有重要意义，而建立经济高效适合大规模

生产的工艺是其成功应用的必要基础。目前，Ｓ１蛋白

虽然已在原核表达系统［６］、哺乳动物表达系统［７］、杆状

病毒表达载体系统（ｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ，ＩＣＢＥＶＳ）
［８］中尝试进行了表达，主要

研究其免疫原性，对其适合大规模生产的高效表达工

艺尚未受到关注，未能充分证实其应用的可行性。原

核表达系统缺乏翻译后修饰和有内毒素风险，哺乳动

物表达系统蛋白生产周期长且生产成本高［９］。因此，

为了建立适合Ｓ１蛋白的实际生产应用高效工艺，本研

究选择具备生物安全性高、构建技术成熟、易规模放

大、成本低、易获批等优点的ＩＣＢＥＶＳ系统进行Ｓ１蛋

白的表达。

ＩＣＢＥＶＳ生产重组蛋白是一个多阶段过程，为保

证重组蛋白在ＩＣＢＥＶＳ中的高效生产，需获得高质量

病毒及高活力细胞，因此需要对杆状病毒扩增过程及

重组蛋白表达过程进行工艺优化。在该过程中，细胞

系选择会显著影响最终杆状病毒与蛋白产量，除细胞

系与杆状病毒本身所具备的生产能力外，感染复数

（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）、感染时间（ｔｉｍｅｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＴＯＩ）及收获时间（ｔｉｍｅｏｆｈａｒｖｅｓｔ，ＴＯＨ）也

是产量的显著影响因素［１０］。在实际生产中，ＭＯＩ影

响重组病毒的产量和质量以及重组蛋白的表达量，但

通常受到生产所需制备病毒总量的限制，因此必须在

生产工艺的建立和优化中予以考虑。在批培养过程

中，不同的ＴＯＩ条件下细胞状态、密度以及培养环境

均不同，因此不同ＴＯＩ的选择会影响最终目的蛋白的

产量。ＴＯＨ的选择可影响蛋白生产时间，对于存在

蛋白降解现象的过程而言，ＴＯＨ 的选择还影响最终

收获蛋白的产量。

为了实现Ｓ１蛋白的高效表达，建立其适合大规模

生产的高效工艺，证实其进行生产应用的可行性，本研

究采用ＩＣＢＥＶＳ系统表达Ｓ１蛋白，并建立Ｓ１蛋白的

生产流程，对关键工艺参数进行优化，以实现Ｓ１蛋白

的高效表达，为Ｓ１蛋白的高效生产提供科学指导，为

ＳＡＲＳＣｏＶ２血清学诊断方法的建立及疫苗开发奠定

基础。

材料与方法

１　材料

１．１　质粒、菌株、细胞及培养基　ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１质粒，

ＭＡＸＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ＴＭ
ＤＨ１０Ｂａｃ大肠埃希菌株及 Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ
ＴＭ
Ｉ减血清培养基购自赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；ＤＨ５α大肠埃希菌感受态购自上海昂羽生

物技术有限公司；Ｓｆ９细胞和 ＨｉｇｈＦｉｖｅ
ＴＭ（Ｈｉ５）细胞

由上海倍谙基生物科技有限公司提供；Ｖｉｇｏｒ
ＴＭ
Ｓ１００Ｓ

无血清培养基购自上海倍谙基生物科技有限公司。

１．２　主要试剂　ＥｘｐｉＦｅｃｔａｍｉｎｅＳｆ转染试剂购自赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；犘狉狅狋犲犻狀犉犻狀犱?
Ａｎｔｉ

ＨｉｓＭｏｕｓｅ ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ，限 制 性 内 切 酶

犅犪犿ＨⅠ 和 犎犻狀犱Ⅲ 购 自 北 京 全 式 金 生 物 技 术

（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ）股份有限公司；ＨＲＰ山羊抗小鼠

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体购自苏州博特龙免疫技术有限公司；

ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ１蛋白标准品和ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ１抗体

购自苏州近岸蛋白质科技股份有限公司；ＨＲＰ偶联抗

Ｈｉｓ标签单抗购于美国ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司；ＤＮＡ

回收试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＵｌｔｒａＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；杆状病毒穿梭载体

ｂａｃｍｉｄ小量抽提试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司。

２　方法

２．１　引物设计与合成　根据Ｓ１蛋白对应的基因序列

·２·
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设计引物用于目的基因扩增。Ｓ１Ｆ：５′ＡＴＣＧＧ

ＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＴＴＣＴＴＡＧＴＣＡＡＣＧＴＴＧ

ＣＣ３′；Ｓ１Ｒ：５′ＣＴＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＴＧＡ

ＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＣＧＴＧ３′。菌落ＰＣＲ引物用于

重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＳ１的验证。ｐＦａｓｔＢａｃＳ１Ｆ：５′

ＧＧＴＴＧＧＣＴＡＣＧＴＡＴＡＣＴＣＣＧＧＡＡＴＡ３′；

ｐＦａｓｔＢａｃＳ１Ｒ：５′ＡＴＴＴＴＡＴＧＴＴＴＣＡＧＧＴＴＣＡＧ

ＧＧＧＧＡＧ３′。Ｍ１３ 引 物 用 于 ｒｂａｃｍｉｄＳ１ 验 证。

Ｍ１３Ｆ：５′ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧ３′；

Ｍ１３Ｒ：５′ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ３′。

以上引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

２．２　 重组供体质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＳ１ 的构建 　 根据

ＧｅｎＢａｎｋ中ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ蛋白全长基因序列（序列

号：ＮＣ＿０４５５１２．２）得到Ｓ１蛋白基因序列，并在５′端引

入蜜蜂毒素信号肽序列，３′端引入６×Ｈｉｓ标签，由苏

州金唯智生物科技有限公司合成。Ｓ１蛋白基因使用

Ｓ１Ｆ与 Ｓ１Ｒ 特异性引物扩增，引入酶切位点与

ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１质粒同源臂，ｐＦａｓｔＢａｃ

ＴＭ
１质粒使用

ＢａｍＨⅠ与 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，酶切产物经１％琼脂

糖凝胶电泳鉴定后，使用ＤＮＡ回收试剂盒进行胶回

收。回收的Ｓ１蛋白基因扩增片段及ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１酶

切片段使用同源重组方法连接，连接产物转化ＤＨ５α

大肠埃希菌感受态，在含Ａｍｐ
＋的ＬＢ平板上培养１２

ｈ，挑取单菌落使用ｐＦａｓｔＢａｃＳ１Ｆ与ｐＦａｓｔＢａｃＳ１Ｒ

引物进行菌落ＰＣＲ，经１％琼脂糖凝胶电泳验证片段

大小。选择验证正确的重组菌单菌落置于装有８ｍＬ

液体ＬＢ培养基的离心管中进行摇菌培养，取菌液交

由生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

２．３　 重 组 杆 粒 ｒｂａｃｍｉｄＳ１ 的 构 建 　 将 重 组

ｐＦａｓｔＢａｃＳ１质粒转化ＤＨ１０Ｂａｃ大肠埃希菌，在含三

抗（含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、７ｍｇ／Ｌ庆大霉素、１０

ｍｇ／Ｌ四环素、１００ｍｇ／ＬＢｌｕｏｇａｌ与４０ｍｇ／ＬＩＰＴＧ）

的ＬＢ平板上进行蓝白斑筛选。挑取白色单菌落在上

述三抗平板中再次验证，挑取再次验证后的白色单菌

落置于４ｍＬ含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、７ｍｇ／Ｌ庆大霉

素、１０ｍｇ／Ｌ四环素的液体ＬＢ培养基中进行摇菌，培

养１２ｈ后使用杆状病毒穿梭载体ｂａｃｍｉｄ小量抽提试

剂盒提取重组ｂａｃｍｉｄ，使用 Ｍ１３Ｆ与 Ｍ１３Ｒ引物进

行ＰＣＲ鉴定及１％琼脂糖凝胶电泳验证，验证正确的

ＰＣＲ产物交由生工生物工程（上海）股份有限公司测

序。

２．４　 重 组 杆 状 病 毒 ｒＢＶＳ１ 的 制 备 　 使 用

ＥｘｐｉＦｅｃｔａｍｉｎｅＳｆ转染试剂将ｒｂａｃｍｉｄＳ１转染Ｓｆ９细

胞，于２７℃培养９６ｈ后收获上清，获得重组ｒＢＶＳ１。

获得的重组杆状病毒在Ｓｆ９细胞中扩增至Ｐ３代用于

蛋白表达。

２．５　Ｓ１蛋白的表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　使用终点

稀释法测定杆状病毒滴度，使用Ｐ３代ｒＢＶＳ１以ＭＯＩ

＝１感染细胞密度为２×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的 Ｈｉ５细胞，在

２７℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下培养７２ｈ，细胞培养物于

２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１６ｃｍ）离心５ｍｉｎ，收获上清液

为Ｓ１蛋白样品。取 Ｓ１蛋白样品进行１０％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ 电 泳，转 膜 后 使 用 １∶５ ０００ 稀 释 的

犘狉狅狋犲犻狀犉犻狀犱
?
ＡｎｔｉＨｉｓＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ

作为一抗，１∶５０００稀释的 ＨＲＰ山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ

＋Ｌ）抗体作为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，使用ＥＣＬ显色

后拍照。

２．６　ｒＢＶＳ１扩增工艺优化　Ｓｆ９细胞以１．５×１０
６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种至１２５ｍＬ摇瓶，工作体积为３０ｍＬ，分

别以 ＭＯＩ＝０．００１、０．０１、０．１、１接毒，于２７℃、１３０ｒ／

ｍｉｎ条件下培养至细胞活率＜２０％时结束培养，每隔

２４ｈ取样计数，从４８ｈｐｉ（感染后小时数）开始留无菌

样用于重组杆状病毒滴度检测。

２．７　Ｓ１蛋白表达工艺优化　分别采用Ｓｆ９细胞与

Ｈｉ５细胞进行 ＭＯＩ、ＴＯＩ、ＴＯＨ 优化。ＭＯＩ优化：细

胞以０．８×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种至１２５ｍＬ摇瓶，工作体

积为３０ｍＬ，待细胞生长至细胞密度为３．５×１０
６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，分别以 ＭＯＩ＝０．１、１、２、３接毒，于２７

℃、１３０ｒ／ｎｉｎ条件下培养至细胞活率＜２０％时结束培

养，每隔２４ｈ取样计数，并留样用于蛋白样品检测。

ＴＯＩ与ＴＯＨ 优化：细胞以０．８×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种

后，分别培养ＴＯＩ＝２４、３６、４８、６０、７２、８４ｈ，以各自最

优 ＭＯＩ接毒，于２７℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下培养至细胞

活率＜２０％时结束培养，每隔２４ｈ取样计数，并留样

用于蛋白样品检测。

２．８　Ｓ１蛋白的ＥＬＩＳＡ检测　将ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ１抗

体使用包被液（无水Ｎａ２ＣＯ３１．６ｇ／Ｌ，无水ＮａＨＣＯ３

２．９３ｇ／Ｌ）稀释至４ｍｇ／Ｌ，以１００μＬ／孔加至酶标板４

℃孵育过夜包板，弃去包被液；加入封闭液（ＰＢＳＴ中

含１％ＢＳＡ）于３７℃孵育２ｈ，弃去封闭液。用稀释液

（ＰＢＳＴ）将ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ１蛋白标准品稀释至６００

μｇ／Ｌ（ＳＴＤ１），再以２／３梯度稀释４个稀释度（ＳＴＤ２

ＳＴＤ５），从ＳＴＤ５开始用稀释液进行１／２梯度稀释３

个稀释度（ＳＴＤ６ＳＴＤ８）作为标准曲线。样品用稀释

液稀释混匀后以１００μＬ／孔加至酶标板内，３７℃孵育

１ｈ，洗涤；加入用１∶１００００稀释的 ＨＲＰ偶联抗 Ｈｉｓ

标签单抗，１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ，洗涤；加入显色

液ＴＭＢ，１００μＬ／孔，室温避光反应１０ｍｉｎ；加入１

ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４，５０μＬ／孔，用酶标仪测定各孔Ａ４５０ 值。

结　果

１　重组质粒狆犉犪狊狋犅犪犮犛１的构建及鉴定

·３·
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重组产物转化大肠埃希菌感受态后进行菌落

ＰＣＲ，经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，扩增片段大小为

２３６７ｂｐ（图１），与目的基因片段大小一致。对扩增产

物进行测序验证，与初始合成Ｓ１蛋白基因序列一致，

重组ｐＦａｓｔＢａｃＳ１供体质粒构建正确。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ８０００）　１、２　ｐＦａｓｔＢａｃＳ１菌落ＰＣＲ产物

图１　重组狆犉犪狊狋犅犪犮犛１转化的犇犎５α菌落犘犆犚鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ８０００）　１，２　ｐＦａｓｔＢａｃＳ１ｃｏｌｏｎｙＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．１　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犇犎５α犮狅犾狅狀狔狋狉犪狀狊犳狅狉犿犲犱

犫狔狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犉犪狊狋犅犪犮犛１

２　重组杆粒狉犫犪犮犿犻犱犛１的构建及鉴定

重组ｐＦａｓｔＢａｃＳ１转化入ＤＨ１０Ｂａｃ进行转座，经

两次蓝白斑筛选。挑取白斑摇菌，提取ｒｂａｃｍｉｄＳ１，

使用Ｍ１３引物进行ＰＣＲ鉴定，结果如图２。扩增片段

大小为４３７０ｂｐ，与目的片段大小一致，且测序验证正

确，重组杆粒ｒｂａｃｍｉｄＳ１构建成功。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ８０００）　１～３　ｒｂａｃｍｉｄＳ１ＰＣＲ产物

图２　狉犫犪犮犿犻犱犛１的犘犆犚鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ８０００）　１３　ｒｂａｃｍｉｄＳ１ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．２　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犫犪犮犿犻犱犛１

３　犛犃犚犛犆狅犞２犛１蛋白的表达及鉴定

Ｐ３代重组杆状病毒ｒＢＶＳ１感染 Ｈｉ５细胞７２ｈ

后收获上清，使用ａｎｔｉＨｉｓ抗体作为一抗，ＨＲＰ标记

羊抗鼠抗体作为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果显示在

７８ｋｕ处有特异性反应条带（图３），表明Ｓ１蛋白成功

表达，表达蛋白具有反应原性。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　空白对照　２、３　ｒＢＶＳ１感染后 Ｈｉ５

细胞培养上清与相应抗体反应条带

图３　重组犛１蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ　２，３　

Ｈｉ５ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒＢＶＳ１

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犛１犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

４　狉犅犞犛１扩增工艺优化

观察Ｓｆ９细胞在不同 ＭＯＩ条件下接毒后病毒滴

度变化情，各实验组在９６ｈｐｉ达到病毒滴度最大值，

其后病毒滴度无明显变化（图４Ａ），表明９６ｈｐｉ是较

好的ＴＯＨ。ＭＯＩ＝０．０１时，病毒滴度最高，为（８．４０

±０．１６）ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ（图４Ｂ）。

　　Ａ　不同 ＭＯＩ条件下病毒滴度随时间变化情况　Ｂ　不同 ＭＯＩ条

件下最大病毒滴度

图４　狉犅犞犛１扩增工艺优化

Ａ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ　Ｂ　

ＭａｘｉｍｕｍｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

犉犻犵．４　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狉犅犞犛１犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊

５　犛１蛋白表达工艺优化

Ｓｆ９细胞在不同 ＭＯＩ条件下接毒后Ｓ１蛋白的蛋

白产量变化如图５Ａ，４８ｈｐｉ时 ＭＯＩ＝１实验组蛋白产

量高于其它组别，为（１．５０±０．０２）ｍｇ／Ｌ。选择 ＭＯＩ
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＝１进一步对Ｓｆ９细胞的ＴＯＩ及ＴＯＨ进行优化，结

果如图５Ｂ。各实验组蛋白产量均呈现先增长后下降

的趋势，在４８ｈｐｉ产量最大，故４８ｈｐｉ为较优的

ＴＯＨ。４８ｈｐｉ时，当ＴＯＩ＝２４６０ｈ，随ＴＯＩ增大，蛋

白产量增高；ＴＯＩ≥６０ｈ，各实验组间蛋白产量差别不

大；ＴＯＩ＝６０ｈ，蛋白产量高于其他实验组，达到（３．３１

±０．２９）ｍｇ／Ｌ。

　　Ａ　Ｓｆ９细胞中表达Ｓ１蛋白的 ＭＯＩ优化　Ｂ　Ｓｆ９细胞中表达Ｓ１

蛋白的ＴＯＩ及ＴＯＨ优化　Ｃ　Ｈｉ５细胞中表达Ｓ１蛋白的 ＭＯＩ优化

　Ｄ　ｉ５细胞中表达Ｓ１蛋白的ＴＯＩ及ＴＯＨ优化

图５　犛１蛋白表达工艺优化

Ａ　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＭＯＩｆｏｒｔｈｅＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳｆ９ｃｅｌｌｓ　Ｂ　

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＴＯＩａｎｄＴＯＨｆｏｒｔｈｅＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳｆ９ｃｅｌｌｓ　Ｃ　

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ ＭＯＩｆｏｒｔｈｅＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ Ｈｉ５ｃｅｌｌｓ　 Ｄ　

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＴＯＩａｎｄＴＯＨｆｏｒｔｈｅＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｉ５ｃｅｌｌｓ

犉犻犵．５　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳犛１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊

Ｈｉ５细胞在不同 ＭＯＩ条件下接毒后Ｓ１蛋白的蛋

白产量变化如图５Ｃ。４８ｈｐｉ时 ＭＯＩ＝１实验组蛋白

产量最高，为（３．４１±０．０５）ｍｇ／Ｌ。选择ＭＯＩ＝１进一

步对 Ｈｉ５细胞的 ＴＯＩ及 ＴＯＨ 优化，结果如图５Ｄ。

Ｈｉ５细胞与Ｓｆ９细胞相同，各实验组蛋白产量均呈现

先增长后下降的趋势，４８ｈｐｉ为较优的ＴＯＨ。４８ｈｐｉ

时，ＴＯＩ＝３６ｈ实验组蛋白产量高于其它实验组，最大

蛋白产量达到（４．３３±０．０９）ｍｇ／Ｌ。

对比Ｓｆ９细胞与 Ｈｉ５细胞的蛋白表达能力，经过

ＭＯＩ与ＴＯＩ优化后，Ｈｉ５细胞为更适合表和用作表达

Ｓ１蛋白的宿主细胞，Ｈｉ５细胞以０．８×１０
６
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ

接种，培养３６ｈ后以 ＭＯＩ＝１接毒，４８ｈｐｉ收获，可获

得最大蛋白产量。

讨　论

Ｓ１蛋白可与宿主细胞血管紧张素转换酶 Ⅱ

（ＡＣＥ２）结合，参与ＳＡＲＳＣｏＶ２进入宿主细胞
［１１］，

可诱导机体产生中和抗体，被认为是保护性抗原［１２］，

因此，Ｓ１蛋白的表达是ＣＯＶＩＤ１９临床诊断及亚单位

疫苗研究的重点。

与基于哺乳动物细胞系的传统系统相比，ＩＣ

ＢＥＶＳ是一种更简单、更安全、更快速且更易于规模化

生产重组蛋白的方法，成本更低。近年来，该平台已广

泛用于生产病毒结构蛋白，用于开发疫苗以及治疗和

诊断分析，以便在发生流行病紧急情况时快速做出反

应［１３］。目前，对Ｓ１蛋白的研究主要关注其免疫原性，

未对其生产工艺进行研究，而Ｓ１蛋白生产工艺的开发

对应用有其必要性。

本研究将Ｓ１蛋白基因克隆入ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
１供体

质粒，并通过转座使Ｓ１蛋白基因插入ｂａｃｍｉｄ载体，通

过转染Ｓｆ９获得ｒＢＶＳ１，使用ＩＣＢＥＶＳ在 Ｈｉ５细胞

中表达了ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｓ１蛋白。在此基础上还进一

步优化了在ＩＣＢＥＶＳ中表达Ｓ１蛋白的生产工艺。结

果显示，对于 ＭＯＩ＝０．００１１接毒条件，Ｓｆ９细胞在

ＭＯＩ＝０．０１条件下接毒更有利于病毒扩增。对于

ＭＯＩ＝０．１３的接毒条件，Ｓｆ９细胞与 Ｈｉ５细胞均在

ＭＯＩ＝１条件下接毒更有利于蛋白表达。表明低

ＭＯＩ感染更有利于病毒扩增过程，而蛋白表达过程则

需要相对高的 ＭＯＩ感染。对于杆状病毒生产过程而

言，针对病毒扩增过程可能产生的缺陷型干扰粒子

（ｄｅｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＤＩＰｓ），ＭＯＩ＝０．０１可

减少病毒原液的添加量，从而降低ＤＩＰｓ与完整病毒

共感染同一细胞的概率［１４］，减少ＤＩＰｓ的累积，获得高

质量的病毒。对于蛋白表达过程而言，ＭＯＩ＝１是非

同步感染过程［１５］，初次感染发生时未被感染的细胞可

继续增殖，使二次感染发生时的可用细胞数增多，从而

使蛋白产量提高。经过 ＴＯＩ优化后，Ｓｆ９细胞最优

ＴＯＩ＝６０ｈ，Ｈｉ５细胞最优ＴＯＩ＝３６ｈ，且在两个细胞

系中均出现蛋白产量随ＴＯＩ增加显著下降的现象，这

可能是由于批培养过程中接毒，不同的ＴＯＩ时的细胞

状态、细胞密度、培养环境均有所不同。比较Ｓｆ９与

Ｈｉ５细胞的蛋白表达能力，两者在蛋白表达方面有显

著不同，Ｈｉ５细胞的Ｓ１蛋白表达能力较强，表明细胞

系对最终产量有显著影响。

通过工艺优化，获得最大蛋白产量为（４．３３±

０．０９）ｍｇ／Ｌ。Ｅｘｐｉ２９３Ｆ细胞生产Ｓ１蛋白周期为５

ｄ
［７］，而本研究中的生产周期为２ｄ，节约了时间成本。

此外，从经济性考虑，哺乳动物表达系统生产重组蛋白

需要使用转染试剂，增加了生产成本。因此，ＩＣＢＥＶＳ

是Ｓ１蛋白大规模生产的良好表达系统。Ｌｉ等
［１６］使用

ＩＣＢＥＶＳ表达了Ｓ１蛋白，但采用的是传统生产工艺，

而未针对Ｓ１蛋白进行工艺优化，使得Ｓ１蛋白的生产

在次优条件下进行，不利于大规模生产，本研究建立的

生产工艺能为Ｓ１蛋白的高效生产提供科学指导，为

ＳＡＲＳＣｏＶ２血清学诊断方法的建立及疫苗开发奠定

了基础。

（下转１１页）
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