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SARS-CoV-2重组痘苗病毒载体疫苗的构建、筛选、
安全性和免疫原性研究*
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【摘要】 目的 利用穿梭质粒通过同源重组构建表达SARS-CoV-2
 

RBDEPI蛋白重组痘苗病毒,并对其进行筛选、鉴定

和免疫原性检测。 方法 参照SARS-CoV-2全基因组序列设计合成目的基因RBDEPI,通过PCR、测序、酶切连接将

目的基因插入到痘苗病毒穿梭载体pSTKE中,构建pSTKE-RBDEP。将pSTKE-RBDEPI与天坛株痘苗病毒VTT共转

染鼠肾细胞BHK-21中,通过同源重组,并以增强型绿色荧光蛋白EGFP为筛选标记,通过多次绿色荧光噬斑筛选获得

重组病毒rVTT△TK-RBDEPI。利用RT-PCR和 Western
 

blot检测rVTT△TK-RBDEPI目的基因的转录和目的蛋白

的表达情况;通过ELISA和ELISPOT检测rVTT△TK-RBDEPI免疫小鼠SARS-CoV-2与痘苗病毒载体特异性抗体水

平和特异性淋巴细胞IL-4与IFN-γ的表达情况,确定rVTT△TK-RBDEPI的免疫原性。 结果 经过10次绿色荧光

噬斑筛选、RT-PCR 与 Western
 

blot鉴 定 获 得1株 能 够 表 达 SARS-CoV-2
 

RBDEPI的 重 组 痘 苗 病 毒rVTT△TK-
RBDEPI,且rVTT△TK-RBDEPI具备良好的免疫原性。 结论 获得能够表达SARS-CoV-2

 

RBDEPI的重组痘苗病

毒,该疫苗具有免疫原性,为以痘苗病毒为载体的SARS-CoV-2疫苗的进一步研究和临床治疗奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus
 

expressing
 

sars-cov-2
 

rbdepi
 

protein,and
 

to
 

screen,

identify,and
 

detect
 

its
 

safety
 

and
 

immunogenicity. Methods The
 

target
 

gene
 

RBDEPI
 

was
 

designed
 

and
 

synthesized
 

according
 

to
 

SARS-CoV-2,the
 

target
 

gene
 

was
 

inserted
 

into
 

the
 

vaccinia
 

virus
 

shuttle
 

vector
 

pSTKE
 

by
 

PCR、sequencing
 

and
 

enzyme
 

digestion,to
 

construct
 

the
 

recombinant
 

shuttle
 

vector
 

pSTKE
 

RBDEPI.
 

Then,the
 

vector
 

pSTKE
 

RBDEPI
 

was
 

transfected
 

with
 

Tiantan
 

vaccinia
 

virus
 

VTT
 

into
 

BHK-21
 

cells
 

for
 

homologous
 

recombination,EGFP
 

was
 

used
 

as
 

a
 

screening
 

marker,the
 

recombinant
 

virus
 

was
 

obtained
 

by
 

plaque
 

screening.
 

The
 

recombinant
 

virus
 

was
 

identified
 

by
 

RT-
PCR

 

and
 

Western
 

blot,the
 

SARS-CoV-2
 

and
 

VTT
 

specific
 

antibody,IL-4,and
 

IFN-γ
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

and
 

ELISPOT,to
 

determine
 

the
 

immunogenicity
 

of
 

rVTT△TK-RBDEPI. Results The
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus
 

rVTT
△TK-RBDEPI

 

which
 

could
 

express
 

RBDEPI
 

was
 

obtained
 

after
 

10
 

times
 

of
 

plaque
 

screening,and
 

rVTT△TK-RBDEPI
 

has
 

good
 

immunogenicity. Conclusion The
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus
 

expressing
 

SARS-CoV-2
 

RBDEPI
 

was
 

successfully
 

obtained
 

and
 

also
 

has
 

good
 

immunogenicity,this
 

study
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

research
 

and
 

clinical
 

treatment
 

of
 

SARS-CoV-2
 

vaccine
 

with
 

vaccinia
 

virus
 

as
 

vector.
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  2019年爆发的新型冠状病毒肺炎(corona
 

virus
 

disease
 

2019,COVID-19)是由病原体SARS-CoV-2引

起的严重急性呼吸综合征[1],SARS-CoV-2属于冠状

病毒科冠状病毒属中的β类型冠状病毒,是一种有包

膜的单股正链RNA病毒[2-3],表面有突出的棍棒状突

刺[4]。SARS-CoV-2是第9种记录在案的感染人类的

冠状病毒,是过去20年中发现的第7种冠状病毒[5],
也是已知的第3种导致人类严重急性呼吸道综合征的

病毒。该病毒已经变异为Alpha(B.1.1.7),Beta(B.
1.351),Gamma(P.1),Epsilon(B.1.427),Delta(B.
1.617.2)[6]和Omicron(B.1.1.529)[7],这7种变异毒

株为新冠疫情的防控带来了全新的挑战。
冠状病毒主要含有4个结构蛋白(棘突糖蛋白S、

囊膜蛋白E、膜蛋白M、衣壳蛋白N)和16个非结构蛋

白(nsp1-16)。其中以结构蛋白S最为重要,其中包含

S1和S2两个亚基,S1亚基内部包含受体结构域RBD
(receptor

 

binding
 

domain),可以使血管紧张素转化酶

2(ACE2)作为受体细胞与病毒结合[8]。主要通过呼

吸道飞沫、接触、气溶胶和消化道等途径传播。
本实验以SARS-CoV-2

 

RBDEPI为目的基因,将
前期构建的痘苗病毒穿梭载体和天坛株痘苗病毒进行

同源重组,利用EGFP为筛选标记基因进行噬斑筛

选,RT-PCR和 Western
 

blot检测外源基因的表达,并
通过BABL/C小鼠验证重组痘苗病毒rVTT△TK-
RBDEPI的免疫原性,为以痘苗病毒为载体的SARS-
CoV-2疫苗的进一步研究和临床治疗奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 含有SARS-CoV-2
 

RBDEPI基因的

质粒由上海生工合成;天坛株痘苗病毒,痘苗病毒穿梭

载体pSTKE和鼠肾细胞BHK-21由本实验室保存。

ExTaq购自日本TAKARA公司;FastDigest
 

Sal
 

I和

FastDigest
 

Kpn
 

I购自美国 Thermo
 

Scientific公司;
转染试剂 Effectene

 

Transfection
 

Reagent购自德国

QIAGEN公司;Mouse
 

IL-4
 

precoated
 

ELOSPOT
 

kit
和 Mouse

 

IFN-γ
 

precoated
 

ELOSPOT
 

kit
 

购自达科

为生物技术有限公司;新型冠状病毒COVID-19鼠源

IgG抗体检测试剂盒(酶联免疫法)购自达瑞生物技术

股份有限公司;多肽peptide-1(436-455),peptide-2
(446-465),peptide-3(456-475),peptide-4(466-485),

peptide-5(476-495),peptide-6(486-508),peptide-7
(405-431)和peptide-8(333-360)由金斯瑞生物科技有

限公司合成。

1.2 实验动物 6周龄雌性BALB/c小鼠购自北京

维通利华公司。

2 方法

2.1 穿梭质粒的构建 参照合成基因的全序列设计

可特 异 性 扩 增 RBDEPI 基 因 引 物。上 游 引 物:

ggtaccATGCCTAATATTACAAACTTGTGCCC
(Kpn

 

I);下 游 引 物:gtcgacTTAATTGTCACTGC-
TACTGGAATGG(Sal

 

I)。PCR体系:ExTaq
 

DNA
 

Polymerase
 

1.0
 

μL,10×ExTaq
 

Buffer
 

2.0
 

μL,dNTP
(2.5

 

mmol/L)
 

2.0
 

μL,上下游引物各1.0
 

μL,cDNA
 

4.0
 

μL,ddH2O
 

9.0
 

μL,总体积20.0
 

μL。反应条件:

94
 

℃变性30
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min
 

15
 

s,
共30个循环;72

 

℃延伸10
 

min。将PCR扩增后的目

的基因与载体pEASY-Blunt
 

Simple相连接后,通过

测序和酶切鉴定,鉴定正确的目的基因插入到痘苗病

毒穿梭载体pSTKE中,获得重组痘苗病毒穿梭质粒

pSTKE-RBDEPI。

2.2 重组痘苗病毒的构建和筛选 将BHK-21细胞

以3×105 个/孔接种于6孔细胞培养板中,并在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养24
 

h。将天坛株痘苗病毒

VTT以0.1感染复数(multiplicity
 

of
 

infection,MOI)
接种于BHK-21细胞,在37

 

℃、5%
 

CO2 的条件下继

续 培 养 2
 

h 后,再 利 用 转 染 试 剂 Effectene
 

Transfection
 

Reagent将2
 

μg的重组质粒pSTKE-
RBDEPI转染至BHK-21细胞中,继续培养48

 

h,在荧

光显微镜下观察绿色荧光并拍照记录,收取病变细胞

经冻融3次,接种于BHK-21细胞,48
 

h后在荧光显

微镜下挑取绿色荧光噬斑;冻融3次后接种于BHK-
21细胞。重复此操作直至所有细胞病变都为绿色荧

光病变细胞时,收取绿色荧光病变细胞进行鉴定。

2.3 重组痘苗病毒的RT-PCR鉴定 将经过10次

噬斑筛选后的重组痘苗病毒接种于BHK-21细胞中,
继续 培 养48

 

h后 收 集 细 胞,使 用 UNIQ-10 柱 式

Trizol总RNA提取试剂盒提取RNA,并将其反转录

为cDNA,扩增RBDEPI基因。

2.4 重组痘苗病毒的 Western
 

blot鉴定 将经过10
次噬斑筛选后的重组痘苗病毒接种于BHK-21细胞

中,继续培养48
 

h后收集细胞,利用 MinuteTM 总蛋白

提取试剂盒提取总蛋白制备总蛋白,Western
 

blot检

测RBDEPI的表达情况,其中一抗为本实验制备。

2.5 重组痘苗病毒的免疫原性验证 将30只5周龄

雌性 BABL/c小鼠随机分成3组,即rVTT△TK-
RBDEPI组、VTT对照组和PBS对照组,每组10只。
将106

 

PFU 重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI以

100
 

μL经肌肉免疫于BABL/c小鼠的两后肢股四头

肌位置处,将VTT和PBS以相同的免疫方式和免疫

剂量免疫BABL/c小鼠。每组免疫两次,并于初次免

疫后21
 

d加强免疫,加强免疫的病毒滴度、剂量、免疫
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方式与初次免疫相同。免疫后每周经尾静脉采血并分

离血清,利用新型冠状病毒COVID-19鼠源IgG抗体

检测试剂盒检测SARS-CoV-2特异性抗体水平;利用

2×105
 

PFU/mL
 

VTT包被ELISA板,检测痘苗病毒

载体特异性抗体水平抗体。加强免疫后2周取小鼠脾

脏分离脾淋巴细胞,利用ELISPOT检测试剂盒检测

IL-4和IFN-γ的表达水平,其中刺激物为8种多肽的

混合肽,混合肽的用量为5
 

μg。

结 果

1 目的基因的扩增和重组穿梭质粒的构建

重组痘苗病毒穿梭质粒pSTKE-RBDEPI构建示

意图如图1A所示,利用PCR扩增的目的基因条带大

小为1
 

260
 

bp,与预期条带大小相符(图1B)。将目的

片段与载体pEASY-Blunt
 

Simple连接后进行测序和

Kpn
 

I/Sal
 

I双酶切验证,特异性酶切结果如图1C所

示,表明目的基因成功连接入载体。

  A pSTKE-RBDEPI构 建 示 意 图  B pSTKE-RBDEPI的

RBDEPI
 

PCR扩增 C pSTKE-RBDEPI双酶切

图
 

1 质粒结构示意图、目的双基因的扩增和重组穿梭质粒的构建及鉴定

A Structural
 

diagram
 

of
 

the
 

plasmid
 

pSTKE-RBDEPI B PCR
 

amplification
 

of
 

RBDEPI
 

of
 

pSTKE-RBDEPI C Specific
 

digestion
 

of
 

pSTKE-RBDEPI
Fig.1 Structural

 

diagram
 

of
 

plasmid,amplification
 

of
 

target
 

gene
and

 

construction
 

of
 

recombinant
 

shuttle
 

plasmid

2 重组痘苗病毒的筛选和纯化

将重组穿梭质粒pSTKE-RBDEPI与 VTT共转

染于BHK-21细胞中,以VTT的TK基因为重组臂,

以EGFP为筛选标记,通过10次噬斑筛选,获得表达

SARS-CoV-2
 

RBDEPI蛋白的重组痘苗病毒。噬斑筛

选扩增过程如图2所示。

图
 

2 重组痘苗病毒的筛选和纯化

Fig.2 Screening
 

and
 

purification
 

of
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus

3 重组痘苗病毒的RT-PCR鉴定

提取重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI感染

BHK-21细胞的RNA进行RT-PCR鉴定,结果如图

3,重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI能够成功转

录。

图
 

3 重组痘苗病毒的RT-PCR鉴定

Fig.3 Identification
 

of
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus
 

by
 

RT-PCR

4 重组痘苗病毒的 Western
 

blot鉴定

提取重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI感染

BHK-21细胞的总蛋白进行 Western
 

blot鉴定,结果

如图4,重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI转录表达

的外源蛋白能被相应抗体识别,即具有反应原性。

5 重组痘苗病毒免疫原性检测

SARS-CoV-2特异性抗体检测结果如图5A 所

示,rVTT△TK-RBDEPI组小鼠的SARS-CoV-2特异

性抗体水平在免疫后逐渐升高,并在免疫后2周达到

峰值,然 后 开 始 下 降,初 次 免 疫 中 rVTT△TK-
RBDEPI组的SARS-CoV-2特异性抗体水平与 VTT
组和PBS组相比均无显著差别,加强免疫后2周的

SARS-CoV-2特异性抗体水平显著高于 VTT 组和
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PBS组(P<0.05)。痘苗病毒载体特异性抗体检测如

图5B所示,rVTT△TK-RBDEPI组与 VTT组的痘

苗病毒载体特异性抗体水平在初次免疫后显著性高于

PBS组(P<0.01),加强免疫后2周的rVTT△TK-
RBDEPI组与VTT组的痘苗病毒载体特异性抗体水

平再次升高。IL-4和IFN-γ的ELISPOT检测结果如

图5C,rVTT△TK-RBDEPI组IL-4和IFN-γ的斑点

数显著性多于 VTT 组和 PBS组,即rVTT△TK-
RBDEPI组IL-4和IFN-γ的表达水平均显著性高于

VTT组和 PBS组(P<0.01)。表明rVTT△TK-
RBDEPI具备良好的免疫原性。

图
 

4 重组痘苗病毒的 Western
 

blot鉴定

Fig.4 Identification
 

of
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus
 

by
 

Western
 

blot

  A SARS-CoV-2特异性抗体水平 B 痘苗病毒载体特异性抗体
水平 C ELISPOT检测

图
 

5 重组痘苗病毒免疫原性检测

A Specific
 

antibody
 

level
 

of
 

SARS-CoV-2 B Specific
 

antibody
 

level
 

of
 

vaccinia
 

virus
 

vector C Detection
 

Result
 

of
 

ELISPOT
Fig.5 Immunogenicity

 

test
 

of
 

recombinant
 

vaccinia
 

virus

讨 论

SARS-CoV-2是一种新型冠状病毒,传播迅速、临
床症状严重。近期,多种变异株和无症状感染者的出

现为 疫 情 的 防 控 和 疾 病 的 防 治 带 来 了 更 大 的 挑

战[9-10]。新冠肺炎爆发不久后,SARS-CoV-2的全基

因组即被准确测序,针对治疗此病的药物和疫苗都在

大量投入研究和生产。目前临床上还没有真正意义上

药物 和 疫 苗 能 够 完 全 预 防 SARS-CoV-2 感 染。

SARS-CoV-2依赖于S蛋白,尤其是受体结合结构域

(RBD)结合人细胞受体血管紧张素-转化酶2(ACE2)
来介 导 病 毒 入 侵,因 此 靶 向 RBD 有 望 实 现 预 防

SARS-CoV-2的感染[11-,12]。因此,大部分的SARS-
CoV疫苗主要是针对S蛋白或RBD蛋白进行设计,
并多用以应对该病毒的新型突变株[13-15]。

随着生物学技术的发展,以痘病毒为载体表达外

源基因的技术不断被完善,痘苗病毒不仅克服了传统

的插入外源DNA片段较短的限制,并且病毒的增殖

和复制也不会受到显著影响[16]。由于痘苗病毒的核

酸序列较长,设计合成重组臂,利用穿梭质粒通过同源

重组,构建重组病毒是较为常用的方法之一。常用作

载体表达的痘苗病毒毒株有 WR株[17]、天坛株[18]、

Wyeth株[19]、Copenhagen株[20]和 NYCBH 株[21]等。
其中天坛株痘苗病毒作为我国天花病毒疫苗株具有相

对毒力较弱,安全性较高等特点,常用作载体来表达外

源蛋白。痘苗病毒是一种双链DNA病毒,属于痘病

毒科正痘病毒属,正痘病毒属还包括天花病毒、牛痘病

毒以及近期引起欧美猴痘疫情的猴痘病毒[22]。本研

究中rVTT△TK-RBDEPI不仅能够诱导BALB/c小

鼠产生高水平SARS-CoV-2特异性抗体,而且能够诱

导产生高水平痘苗病毒载体特异性抗体。研究表明天

花疫 苗 对 猴 痘 病 毒 的 保 护 率 约 为85%[23-24],因 此

rVTT△TK-RBDEPI具备成为同时预防SARS-CoV-
2和猴痘病毒感染的二联苗潜力。

本研究选取SARS-CoV-2的S蛋白中受体结合

结构域RBD蛋白以及S蛋白、N蛋白和 M 蛋白中的

12段多肽构成的混合肽EPI作为抗原,并以口蹄疫病

毒2A蛋白作为Linker将RBD蛋白与EPI混合肽连

接构成RBDEPI。口蹄疫病毒2A蛋白约18个氨基酸

残基,具有自我剪切活性[25-26]。因此可以使得RBD与

EPI分 别 刺 激 机 体 产 生 特 异 性 免 疫 反 应。在

ELISPOT检测结果中,IL-4的表达水平显著性高于

IFN-γ,推测重组痘苗病毒rVTT△TK-RBDEPI以刺

激体液免疫为主。在后续研究中,将通过Cre/Loxp
系统敲除rVTT△TK-RBDEPI中EGFP标记基因,
分析rVTT△TK-RBDEPI的体内分布和体内残留等

一系列实验来评价其安全性。制定最适免疫策略,通
过测定抗体效价以及中和抗体滴度来进一步评价其免
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疫原性,为以痘苗病毒为载体的SARS-CoV-2疫苗的

进一步研究和临床治疗奠定基础。
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