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【摘要】　目的　利用Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白构建ＢＶＤＶ病毒样颗粒，并评价ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ的免疫原性。　方法　以

ＢＶＤＶＢＡ株为模板通过反转录得到Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因，再将Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因分别克隆至ＰＥＡＳＹＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ

克隆载体上。提取质粒摇菌扩大培养，将得到的Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因克隆至杆状病毒穿梭载体ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ中，采用

热激法将重组穿梭质粒转化至ＤＨ１０．Ｂａｃ大肠埃希菌感受态细胞，通过蓝白斑筛选技术获得重组杆粒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢ

Ｅ１和ｒＢＥ２。将重组杆粒转染至ＳＦ９细胞，获得重组杆状病毒；再用构建的４种重组杆状病毒同时感染ＳＦ９悬浮细胞，

７２ｈ后收集细胞沉淀进行超声破碎，利用蔗糖垫超速离心和蔗糖密度梯度离心进行纯化，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和透射电镜

进行鉴定。将获得的ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ联合氢氧化铝佐剂免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，通过ＥＬＩＳＡ检测免疫小鼠的特异性抗体水

平评价ＶＬＰｓ的免疫原性。　结果　成功克隆出Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因，并构建Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白的杆状病毒。通过

纯化和鉴定，在２０％～３０％蔗糖层获得由Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白组成结构完整的病毒样颗粒ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ。ＢＶＤＶ１

ＶＬＰｓ能够显著增加免疫小鼠的特异性抗体表达水平。　结论　构建并获得了由Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白组成，并具备良好

免疫原性的病毒样颗粒ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＶＬＰ；Ｃ，Ｅ０，Ｅ１ａｎｄＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ；ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ；ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　　牛病毒性腹泻是由牛病毒性腹泻病毒（ｂｏｖｉｎｅｖｉ

ｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）引 起 的 一 种 传 染 病。

ＢＶＤＶ属于黄病毒科温病毒属的单股正链 ＲＮＡ 病

毒，呈二十面体球形结构，病毒粒子直径４０～６０ｎｍ，

有囊膜，囊膜表面有１０～２０ｎｍ 的环形亚单位
［１２］。

ＢＶＤＶ的基因序列分析表明，ＣＰ型分离株基因组约

为１２．５ｋｂ，而 ＮＣＰ型则为１２．３ｋｂ
［３］，该基因组编码

生成至少１１种成熟的蛋白质，５ＵＴＲ区域可对病毒

的复制、转录和翻译过程进行调控［４］。ＢＶＤＶ由脂质

囊膜包裹病毒囊膜糖蛋白组合而成，现已知［５］其蔗糖

密度梯度的悬浮密度为１．１３～１．１４ｇ／ｃｍ
３。

ＢＶＤＶ的结构蛋白包括Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２
［６］，其中

Ｃ基因位于阅读框（ＯＲＦ）５０５～８１０ｎｔ区域，由２７０

个碱基组成，共编码９０个氨基酸，大小约为１４ｋｕ
［７］。

Ｅｌａｈｉ等
［８］通过试验证明Ｃ基因具有一定的免疫原性

和中和活性。Ｅｒｎｓ基因又称Ｅ０，位于阅读框８１１～

１４９１ｎｔ，由６８１个碱基组成，共编码２２７个氨基酸，大

小约为２１ｋｕ
［９］。Ｅ０蛋白属于囊膜蛋白，无跨膜区，且

有信号肽，含有中和表位，免疫原性强，可诱导机体产

生抗体［１０１１］。Ｅ１基因位于阅读框１４９２～２０７６ｎｔ，由

５８５个碱基组成，共编码１９５个氨基酸
［１２］，大小为２５

～３３ｋｕ
［１３］，属囊膜蛋白，有跨膜区［１４］。研究表明，Ｅ１

蛋白可协助Ｅｒｎｓ蛋白在ＢＶＤＶ病毒组装成熟过程中

定位［１５］，但无法诱导集体产生抗体［１６］。Ｅ２基因位于

阅读框６９３～１１３０ｎｔ，由１１３７碱基组成，编码３７９个

氨基酸。Ｅ２蛋白高度可变且富含ＢＶＤＶ重要的抗原

表位［１７］，具有很强的免疫原性，可诱发机体产生中和

反应［１８］。Ｅ２通过二硫键和Ｅ１形成的同源或者异源

二聚体可与受体结合，是中和抗体的主要标靶［１９］。Ｅ２

蛋白非糖基化蛋白大小约为４２ｋｕ，根据蛋白糖基化

不同，Ｅ２蛋白分子质量大小同样存在一定差异
［２０］。

病毒样颗粒（ｖｉｒｕｓｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰｓ）由病毒的单分

子结构蛋白高度有序地组装在一起形成，能够有效激

活Ｂ细胞产生免疫应答
［２１］。ＶＬＰｓ具有特殊的微粒

结构，易被抗原递呈细胞所摄取，且ＶＬＰｓ自身具备良

好的佐剂功能，可以更加有效地激活固有免疫和适应

性免疫应答［２２］，具有广阔的应用前景。

本研究以ＢＶＤＶＢＡ株为模板，通过特异性扩增

获得Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因，再将Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因

分别克隆入杆状病毒穿梭载体ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ中，采

用热激法将重组穿梭质粒转化至ＤＨ１０．Ｂａｃ大肠埃希

菌感受态细胞，使用蓝白斑筛选技术获得重组杆粒

ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢＥ１和ｒＢＥ２，利用转染试剂将重组杆

粒转染至ＳＦ９细胞，获得重组杆状病毒，再将重组病

毒共同转染至ＳＦ９悬浮细胞。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白的表达情况。使用无血清表

达系统大量制备ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ，收集细胞沉淀，超声

破碎，利用蔗糖垫超速离心和蔗糖密度梯度离心进行

纯化，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和透射电镜进行鉴定。将

ＶＬＰｓ联合氢氧化铝佐剂通过免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠确定

其免疫原性。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞、菌株与质粒 ＭＢＤＫ　牛肾细胞和ＳＦ９昆

虫细胞由本实验室保存；ＢＶＤＶＢＡ株由黑龙江八一

农垦大学提供；ＢａｃｔｏＢａｃ⑧杆状病毒表达系统购自美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔｒａｎｓ５ａ大肠埃希菌感受态细胞

购自北京全式金生物技术有限公司；克隆载体

ＰＥＡＳＹＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ购自日本ＴＡＫＡＲＡ公司。

１．２　主要试剂　ＥｘＴａｑ购自日本 ＴＡＫＡＲＡ公司；

ＡｎｔｉＨｉｓ购自北京全式金生物技术有限公司；山羊抗

鼠二抗、ＥＬＩＳＡ包被液、ＴＭＢ显色液和终止液均购自

碧云天生物技术；杆粒提取试剂盒购自上海尚宝生物

科技有限公司。

１．３　实验动物　５周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自斯贝

福（北京）生物技术有限公司。

２　方法

２．１　目的基因的扩增与重组杆粒的构建　参考ＮＣ

ＢＩ收录的ＢＶＤＶＢＡ株（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：ＫＣ６９５８１４．１）

Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因全序列，利用ＤＮＡＳｔａｒ７．０设计

引物用于扩增Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基因全长，引物序列如

表１。利用上海生工ＵＮＩＱ１０柱式Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ抽

提试剂盒提取ＢＶＤＶＢＡ株病毒液中总ＲＮＡ并反转

录为ｃＤＮＡ，以此为模板ＰＣＲ扩增Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２基

因，再将 Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和 Ｅ２基因分别克隆入 ＰＥＡＳＹ

ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ克隆载体上，经纯化、连接、酶切后，Ｃ、

Ｅ０基因Ｎ端和Ｃ端分别添加Ｂａｍ ＨⅠ和ＮｏｔⅠ酶

切位点，并将其克隆至ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
ＨＴＡ穿梭载体，使

其Ｎ端含有６ｘＨｉｓ标签，便于纯化和检测蛋白的表达

情况。Ｅ１、Ｅ２基因Ｎ端和Ｃ端分别添加ＢａｍＨ Ⅰ和

ＮｏｔⅡ酶切位点，并将其克隆至ｐＦａｓｔＢａｃ
ＴＭ
ＨＴＡ穿
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梭载体，使其Ｎ端含有６ｘＨｉｓ标签，便于纯化和检测

蛋白的表达情况。ＴＳＳ法制备ＤＨ１０Ｂａｃ大肠埃希菌

感受态细胞，热激法转化ＤＨ１０Ｂａｃ大肠埃希菌感受态

细胞，获得４种重组杆粒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢＥ１和ｒＢ

Ｅ２。菌液ＰＣＲ分析重组杆粒，用杆粒提取试剂盒提

取重组杆粒，进行菌液ＰＣＲ鉴定。

表１　犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊狅犳犘犆犚

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５３）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５３）

酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

ｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ

ＣＦ： 犌犌犃犜犆犆ＧＡＴＧＴＣＴＧＡＴＡＣＡＡＡＧＧＧＧＧＡＡＧＣＡＧ ＢａｍＨⅠ

ＣＲ： 犌犆犌犌犆犆ＧＣＴＴＡＴＣＣＣＧＣＴＧＴＡＡＣＣＴＧＡＡＡＡＡ ＮｏｔⅠ

Ｅ０Ｆ： 犌犌犃犜犆犆ＧＡＴＧＧＡＧＡＡＣＡＴＡＡＣＡＣＡＡＴＧＧＡＡＣ ＢａｍＨⅠ

Ｅ０Ｒ： 犌犆犌犌犆犆ＧＣＴＴＡＴＧＣＧＴＡＴＧＣＣＣＣＧＡＡＣＣＡＴ ＮｏｔⅠ

Ｅ１Ｆ： 犌犌犃犜犆犆ＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＣＣＣＴＡＣＴＧＴＡＡＡＧ ＢａｍＨⅠ

Ｅ１Ｒ： 犌犆犌犌犆犆ＧＣＴＴＡＣＣＣＴＴＧＴＧＣＡＣＣＴＧＴＴＡＴＣＡＧ ＮｏｔⅡ

Ｅ２Ｆ： 犌犌犃犜犆犆ＧＡＴＧＴＡＴＣＣＡＧＡＣＴＧＣＡＡＧＣＣＣＧＡＴＴ ＢａｍＨⅠ

Ｅ２Ｒ： 犌犆犌犌犆犆ＧＣＴＴＡＡＣＣＡＧＡＧＧＣＣＴＴＴＴＧＣＴＣＴＧＡ ＮｏｔⅡ

　　注（Ｎｏｔｅ）：斜体加下划线部分为酶切位点（Ｔｈｅｐａｒｔｔｈａｔｉｓｂｏｔｈｉｔａｌｉｃｓａｎｄ

ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＥｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ）。

２．２　重组杆状病毒的构建与鉴定　将ＳＦ９贴壁细胞

以８×１０
５
ｃｅｌｌ／ｍｌ传代至６孔板，培养２４ｈ，利用转染

试剂将重组杆粒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢＥ１和ｒＢＥ２分别转

染至ＳＦ９细胞，７２ｈ后收集细胞培养上清液，４℃、

３５００ｒ／ｍｉｎ（离心半径５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，即为第一代

重组杆状病毒Ｐ１，８０℃保存。按照１％体积比将Ｐ１

代重组杆状病毒接种在ＳＦ９贴壁细胞中，２７℃静止培

养，７２ｈ收获上清，即为第二代重组杆状病毒Ｐ２。同

样方法将重组杆状病毒扩增至Ｐ３代。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定这４种重组杆状病毒相应蛋白Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和

Ｅ２的表达情况。

２．３　ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ的构建与纯化　将重组杆状病

毒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢＥ１和ｒＢＥ２混合共感染ＳＦ９悬浮

细胞包装ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ。７２ｈ后收集细胞悬液，４

℃、３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）离心３０ｍｉｎ；取沉淀

用ＰＢＳ重悬进行超声破碎，４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半

径５ｃｍ）离心３０ｍｉｎ；取上清进行超速离心（１０％蔗糖

垫，３００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ）、４℃、２ｈ）；收集沉

淀，使用适量ＰＢＳ重悬后缓慢加入到梯度蔗糖２０％、

３０％、６０％、（Ｗ／Ｖ）液面上，４℃、３００００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径８ｃｍ），离心２ｈ；收集蔗糖液面间的白色条带，用

ＰＢＳ重悬，４℃、３００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径４ｃｍ），离心２

ｈ，获得ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ。

２．４　ＢＶＤＶ１ＶＬＰＳ鉴定　收集到的白色条带部分

制成蛋白样品采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２

的表达情况；部分加入适量的ＰＢＳ稀释，与透射电镜

专用铜网共孵育５ｍｉｎ，１％磷钨酸负染３ｍｉｎ，滤纸吸

去多余染液，用于电镜观察ＶＬＰ结构。

２．５　ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ的制备　根据ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ

表达条件优化数据制备纯化 ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ，通过

ＢＣＡ法测定蛋白浓度。将氢氧化铝佐剂与纯化得到

的ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ按体积比１∶８的比例混合。

２．６　动物免疫　将２４只５周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随

机分成３组，即ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ组、ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ＋

佐剂组和ＰＢＳ对照组，每组８只。适应性饲养１周后

进行免疫。每只小鼠的免疫剂量为５０μｇ／１００μｌ，免

疫方式为肌肉注射，在首次免疫后３周进行２次免疫，

ＰＢＳ对照组注射等量ＰＢＳ。免疫期间每天称量小鼠

体重，每周固定时间通过尾静脉采血分离血清用于特

异性抗体水平检测。

２．７　特异性抗体检测　利用ＥＬＩＳＡ检测免疫小鼠的

特异性抗体水平。包被抗原ＢＶＤＶＢＡ终浓度为６×

１０
６
ＴＣＩＤ５０，按照间接ＥＬＩＳＡ步骤进行操作。

结　果

１　犅犞犇犞犆，犈０，犈１和犈２基因扩增与鉴定

以ＢＶＤＶＢＡ株ｃＤＮＡ为模板，利用对应引物进

行ＰＣＲ扩增目的基因，结果显示，扩增出相应的目的

Ｃ基因（３０６ｂｐ）、Ｅ０基因（５８５ｂｐ）、Ｅ１基因（６８１ｂｐ）

和Ｅ２基因（１１２２ｂｐ）片段（图１）。

　　Ａ　ＢＶＤＶＢＡ株Ｃ基因的扩增结果　Ｂ　ＢＶＤＶＢＡ 株 Ｅ０基因

的扩增结果　Ｃ　ＢＶＤＶＢＡ 株Ｅ１基因的扩增结果　Ｄ　ＢＶＤＶＢＡ

株Ｃ基因的扩增结果

图１　犅犞犇犞犅犃株犆、犈０、犈１、犈２基因的犘犆犚扩增

Ａ　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣｇｅｎｅｏｆｔｈｅＢＶＤＶＢＡｓｔｒａｉｎ　Ｂ　

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥ０ｇｅｎｅｏｆｔｈｅＢＶＤＶＢＡｓｔｒａｉｎ　Ｃ　ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥ１ｇｅｎｅｏｆｔｈｅＢＶＤＶＢＡｓｔｒａｉｎ　Ｄ　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥ２ｇｅｎｅｏｆｔｈｅＢＶＤＶＢＡｓｔｒａｉｎ．

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犆、犈０、犈１、犈２犵犲狀犲狊

狅犳犅犞犇犞犅犃狊狋狉犪犻狀

２　重组杆粒的鉴定

碱裂解法提取重组杆粒，以ｐＵＣ／Ｍ１３Ｆ和ｐＵＣ／

Ｍ１３Ｒ为引物，分别以纯化的重组杆粒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、

ｒＢＥ１和ｒＢＥ２为模板进行ＰＣＲ扩增。扩增片段为３

０００ｂｐ，表明Ｃ、Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２ｄ基因分别与杆状病毒基因

组重组成功（图２）。
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图２　重组杆粒狉犅犆、狉犅犈０、狉犅犈１和狉犅犈２犘犆犚鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犫犪犮犿犪犻犱狊狉犅犆、

狉犅犈０、狉犅犈１犪狀犱狉犅犈２犫狔犘犆犚

３　４种重组杆状病毒的复制与 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

将重组杆粒ｒＢＣ、ｒＢＥ０、ｒＢＥ１和ｒＢＥ２分别转

染ＳＦ９贴壁细胞后２７℃继续培养，持续观察细胞变

化。如图３所示，在第１ｄ时（图３Ａ）细胞出现变圆、

变大，并停止生长的现象；第２ｄ时细胞开始出现漂浮

（图３Ｂ）；第３ｄ时（图３Ｃ）漂浮细胞增多，并开始大量

裂解。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图３Ｄ）。使用重组杆状病

毒ＢＶＣ、ＢＶＥ０、ＢＶＥ１和ＢＶＥ２分别感染ＳＦ９贴

壁细胞后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，４条反应条带（图

３Ｄ）分别位于１５～２５ｋｕ（Ｃ）、２５～３５ｋｕ（Ｅ０）、２５～３５

ｋｕ（Ｅ１）、４０～５５ｋｕ（Ｅ２），与理论值相一致，表明ＳＦ９

细胞表达的Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白结构完整。

　　Ａ　转染重组杆状病毒２４ｈ时ＳＦ９细胞的形态　Ｂ　转染重组杆

状病毒４８ｈ时ＳＦ９细胞的形态　Ｃ　转染重组杆状病毒７２ｈ时ＳＦ９细

胞的形态　Ｄ　转染重组杆状病毒７２ｈ后四种蛋白的表达。

图３　重组杆状病毒的拯救和犆、犈０、犈１、犈２蛋白的表达鉴定

Ａ　ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳＦ９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｆｏｒ２４ｈ　Ｂ　ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳＦ９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｆｏｒ４８ｈ　Ｃ　ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳＦ９ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｆｏｒ７２ｈ　Ｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｆｏｕｒｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒ７２ｈｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ．

犉犻犵．３　犆狔狋狅狆犪狋犺犻犮犲犳犳犲犮狋狅犳狏犻狉犪犾犾狔犻狀犳犲犮狋犲犱犛犉９犻狀狊犲犮狋犮犲犾犾犪狀犱

犐犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犆狆狉狅狋犲犻狀，犈０狆狉狅狋犲犻狀，犈１狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犈２

狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

４　犅犞犇犞１犞犔犘狊纯化与鉴定

将４种重组杆状病毒ｒＢＶＣ、ｒＢＶＥ０、ｒＢＶＥ１和

ｒＢＶＥ２共同接种于悬浮ＳＦ９细胞中，７２ｈ后收集细

胞悬液，经超速离心后进行蔗糖密度梯度离心，在

２０％～３０％蔗糖层出现乳白色环状结构（图５Ａ）吸取

各层，分别稀释后进行超速离心以去掉蔗糖，然后用

ＰＢＳ重悬沉淀，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与电镜鉴定。电镜

观察在Ｉ区内存在大量环状结构，且Ⅰ区存在直径为

５０～８０ｎｍ，表面有１０ｎｍ 左右的纤突，基本符合

ＢＶＤＶ的基本形态特征（图４Ⅰ），Ⅱ区存在一些大小

不一的圆环结构（图４Ⅱ），与ＢＶＤＶ基本形态不符，可

能为细胞碎片或不相关蛋白。同时，该球形颗粒所在

的蔗糖层与ＢＶＤＶ在蔗糖中的浮密度基本相符（图５

Ａ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测（图５Ｂ）表明，Ⅰ层乳白色环状

结构可以检测到Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２蛋白的表达。图４和

图５说明在乳白色环状结构层中存在着大量由Ｃ、Ｅ０、

Ｅ１和Ｅ２蛋白组成的病毒样颗粒。

　　Ⅰ　２０％～３０％蔗糖层纯化物质电镜图片　Ⅱ　３０％～６０％蔗糖

层纯化物质电镜图片。

图４　犅犞犇犞１犞犔犘狊透射电镜观察

Ｉ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｕｂｓｔａｎｃｅｔｈａｔｗａｓｉｎｔｈｅ２０

～３０％ ｓｕｃｒｏｓｅｌａｙｅｒ　Ⅱ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｕｂ

ｓｔａｎｃｅｔｈａｔｗａｓｉｎｔｈｅ３０～６０％ｓｕｃｒｏｓｅｌａｙｅｒ．

犉犻犵．４　犈犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔狅犳犅犞犇犞１犞犔犘狊

Ａ　蔗糖梯度离心纯化结果　Ｂ　纯化后Ⅰ环物质 ＷＢ验证结果。

图５　犅犞犇犞１犞犔犘狊纯化与鉴定

Ａ　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｐｕｒｉｆｙ　Ｂ　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＷＢｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｒｉｎｇ（Ⅰ）ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

犉犻犵．５　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犅犞犇犞１犞犔犘狊

５　犅犞犇犞１犞犔犘狊与氢氧化铝佐剂最适配比

将氢氧化铝佐剂与ＶＬＰ以不同比例进行混合，离

心取上清，将上清制成蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

（图６），当佐剂与 ＶＬＰ的体积比为１∶８时为佐剂能

将抗原完全吸附的最低用量。

６　疫苗的安全性评估

免疫小鼠体重检测结果（图７Ａ）显示，ＰＢＳ对照组
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第二周与第一周相比斜率变大，表明小鼠体第二周重

的增长速率增加，第二周后体重趋于平稳，整个实验过

程中，实验组小鼠体重均呈现逐渐增长的趋势，表明无

论是ＶＬＰｓ还是ＶＬＰｓ加氢氧化铝佐剂均不影响小鼠

的正常生长。免疫小鼠脏器形态变化观察结果如图７

Ｂ。与ＰＢＳ组（图７Ｂ Ⅰ）相比 ＶＬＰ（图７Ｂ Ⅱ）组和

ＶＬＰ＋佐剂组（图７ＢⅢ）的心、肝、脾、肺、肾等脏器均

无显著变化，表明无论是 ＶＬＰｓ还是 ＶＬＰｓ加氢氧化

铝佐剂免疫均不会对小鼠的脏器产生不良影响。

图６　佐剂与抗原的最适配比

犉犻犵．６　犗狆狋犻犿犪犾犪犱犪狆犪狋犪狋犻狅狀狅犳犪犱犼狌狏犪狀狋狋狅犪狀犪狀狋犻犵犲狀

　　Ａ　免疫期间小鼠体重变化情况　Ｂ　免疫六周后ＰＢＳ组（Ⅰ）、

ＶＬＰ组（Ⅱ）和ＶＬＰ＋氢氧化铝组（Ⅲ）小鼠心、肝、脾、肺、肾的表观形

态图。

图７　小鼠体重变化和脏器形态变化

Ａ　Ｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｏｆｍｉｃｅｄｕｒｉｎｇｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｂ　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉ

ｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｈｅａｒｔ，ｌｉｖｅｒ，ｓｐｌｅｅｎ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆｍｉｃｅ（Ⅰ：ＰＢＳ

ｇｒｏｕｐ；Ⅱ：ＶＬＰｇｒｏｕｐ；Ⅲ：ＶＬＰ ＋ Ａｌｕｍｉｎｕｍｈｙｄｒｏｘｉｄｅｇｒｏｕｐ）ａｆｔｅｒ

ｓｉｘｗｅｅｋｓｏｆｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ．

犉犻犵．７　犠犲犻犵犺狋犮犺犪狀犵犲狅犳犿犻犮犲犪狀犱犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊

狅犳犿犻犮犲狏犻狊犮犲狉犪

７　特异性抗体水平

ＥＬＩＳＡ检测首次免疫后第１周小鼠血清中的特

异性抗体水平无显著变化，第２周ＶＬＰ组特异性抗体

水平上升速度明显增加，第３周抗体水平下降，且

ＶＬＰ组的下降幅度大于ＶＬＰ＋佐剂组。此时进行加

强免疫，之后ＶＬＰ＋佐剂组抗体水平持续上升。加强

免疫后第３周，ＶＬＰ＋佐剂组小鼠血清中特异性抗体

水平高于ＶＬＰ组（图８）。

图８　小鼠特异性抗体水平变化

犉犻犵．８　犃狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犿犻犮犲

讨　论

ＶＬＰ由一种或几种结构蛋白自主装配形成，在大

小、形态和组成上模拟天然病毒粒子。由于ＶＬＰ不含

病毒基因组，所以其不具备感染性，在安全性、免疫原

性和抗原稳定性上都具有优势。因此，ＶＬＰ成为一种

重要的新型疫苗平台。本研究构建了能表达Ｃ、Ｅ０、

Ｅ１、和Ｅ２基因的质粒，并将获得的目的基因成功导入

到穿梭质粒，构建了能表达Ｃ、Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２蛋白的杆状

病毒，使用ＢａｃｔｏＢａｃ⑧表达系统成功构建了由Ｃ、Ｅ０、

Ｅ１和Ｅ２蛋白自动组装成的ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ。裂解、

粗提、浓缩和精制是 ＶＬＰ纯化的基本步骤
［２３］。本实

验采用超声裂解，低速离心粗提，蔗糖密度离心的方法

对病毒样颗粒进行浓缩，若要得到临床级别ＢＶＤＶ１

ＶＬＰｓ抗原可进行精制。电镜结果和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果表明，ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ存在于Ⅰ层（２０％～３０％蔗糖

密度层），ＩＩ层（３０％～６０％蔗糖密度层）含有大量的细

胞成分，无明显ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ结构特征。ＶＬＰ技术

的发展对现代疫苗学产生了巨大的影响，为了进一步

优化ＶＬＰ疫苗的安全性和免疫原性，都会向大多数疫

苗中添加合适的佐剂。目前，获得许可的ＶＬＰ疫苗所

使用的佐剂是经典的铝佐剂组合物。铝佐剂主要包括

氢氧化铝、磷酸铝和明矾，其中氢氧化铝应用较多，现

已被广泛应用于多种疫苗中，如百白破疫苗（ｄｉｐｈｔｈｅ

ｒｉａｔｅｔａｎｕｓ，ＤＰＴ）、乙型肝炎疫苗（ｈｅｐａｔｉｔｓＢ，ＨｅｐＢ）

和甲型肝炎疫苗（ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＡ，ＨｅｐＡＩ）

等［２４］。铝佐剂可增加抗原的表面积，并且改变活性基

因的构型，促进Ｔ细胞免疫力，加强Ｔ细胞与Ｂ细胞

的协同作用；另一方面，氢氧化铝佐剂还可导致局部注

射部位芽肿，这样可以使抗原在局部组织内贮存，达到

持续缓慢释放抗原的目的，从而提高机体的免疫应答，

增强免疫反应［２５］。

本研究将佐剂与ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ以不同比例混

合，结果表明氢氧化铝佐剂与ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ体积比

·７４·
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为１∶８时，是佐剂与ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ的最适配比，此

时是佐剂能将ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ完全吸附的最小用量。

通过肌肉注射免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，整个试验过程中小

鼠的体重呈现逐渐上升趋势，没有因使用疫苗导致的

小鼠死亡。解剖结果证明疫苗对免疫小鼠的心、肝、

脾、肺、肾等脏器均无明显的病理反应，表明ＢＶＤＶ１

ＶＬＰｓ候选疫苗具有一定的安全性。肌肉免疫小鼠

后，小鼠血清中的特异性抗体水平均出现了一定程度

的升高，表明ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ可诱导小鼠产生特异性

免疫反应。单独免疫ＶＬＰｓ后第２周血清中的特异性

抗体达到最高水平，随后有所下降，而ＶＬＰ＋氢氧化

铝组小鼠血清中的特异性抗体水平一直呈现上升的趋

势，可能是氢氧化铝递送系统能够缓慢的释放所装载

的ＶＬＰｓ。加强免疫后小鼠血清中特异性抗体水平均

有所上升，加强免疫后１周单独免疫ＶＬＰｓ组的特异

性抗体水平变化趋势有所下降并趋于平稳，而ＶＬＰ＋

氢氧化铝组在首免后第２周起小鼠血清中特异性抗体

水平一直稳定上升，且在加强免疫第１周后产生的特

异性抗体水平开始高于 ＶＬＰ组，第６周时 ＶＬＰ＋氢

氧化铝组产生的抗体水平几乎是ＶＬＰ组的１．５倍，这

些结果表明氢氧化铝佐剂可能通过持续缓慢释放

ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ提升其免疫原性。关于 ＶＬＰ最佳免

疫用量，以及３次免疫后ＢＶＤＶ１ＶＬＰｓ对ＢＡＬＢ／Ｃ

小鼠体液免疫和细胞免疫的影响有待进一步研究。
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