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表达ＳＡＲＳＣｏＶ２的ＲＢＤ基因及多表位基因重组

ＤＮＡ候选疫苗的构建及小鼠免疫效果评价
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【摘要】　目的　构建针对新型冠状病毒的重组核酸苗，评价其与佐剂联合免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的效果。　方法　选择新

型冠状病毒Ｓ蛋白的受体结合域蛋白基因（ＲＢＤ）和新冠病毒Ｓ、Ｍ、Ｎ、Ｅ４个结构蛋白的抗原表位基因（ＥＰＩ）为主要抗原

基因，以ｐＶＡＸ１为载体，分别构建ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ质粒和ｐＶＡＸＲＢＤ质粒。用２种重组质粒和ｐＶＡＸ空载体质粒分

别与ＰＩＫＣＡ佐剂联合免疫或无佐剂免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，共免疫３次，间隔２１天免疫，每７ｄ对小鼠特异性抗体进行检

测；对三免后２１ｄ小鼠脾淋巴细胞进行 Ｔ淋巴细胞亚类检测。　结果　成功构建了重组质粒ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ和

ｐＶＡＸＲＢＤ。用重组质粒转染ＢＨＫ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示重组核酸质粒稳定表达目的蛋白。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠免疫结果

表明，三免后１４ｄ时ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗体水平为无佐剂组的３．６５倍（犘＜０．０１）。三免后２１ｄ，ｐＶＡＸ

ＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＣＤ３
＋／ＣＤ４

＋
Ｔ达到５５．７１％，是阴性对照组的１．５２倍（犘＜０．０１）；三免后２１ｄ，ＣＤ３

＋／ＣＤ８
＋
Ｔ数

量ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组为７．０７％，是阴性对照组的１．８３倍，是ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组（５．８６％）的１．２倍（犘＜

０．０５）。　结论　成功构建重组ＤＮＡ候选疫苗ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ和ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ。两种疫苗均具有良好的免疫原性，

其中ＰＩＫＣＡ免疫佐剂的加入可增强小鼠细胞免疫和体液免疫水平。
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　　截至北京时间２０２０年６月２５日２２时１２分全球

累计新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）
［１］确诊病例１７９

６８６０７１例，累计死亡病例３８９９１７２例。新冠病毒传

播速度比之前的 ＭＥＲＳ、ＳＡＲＳ等冠状病毒更快
［２］，世

界卫生组织新冠大流行防范和应对独立小组发布报告

显示，预计到２０２１年底，新冠疫情会给世界带来１０万

亿美元的损失。

ＳＡＲＳＣｏＶ２属于冠状病毒科正冠状病毒亚科，

该亚科包括α、β、γ和δ４个属，人对α、β属易感。新冠

病毒的颗粒直径在７０～１２０ｎｍ之间，是具包膜的正

链单股ＲＮＡ的β属冠状病毒。ＳＡＲＳＣｏＶ２具有典

型的冠状病毒基因结构，与ＳＡＲＳＣｏＶ、ＭＥＲＳＣｏＶ

的病毒结构极为相似，与ＳＡＲＳＣｏＶ的基因组同源性

为８２％。ＳＡＲＳＣｏＶ２主要由Ｓ（棘突蛋白）、Ｅ（包膜

蛋白）、Ｍ（包膜蛋白）和Ｎ（核衣壳蛋白）四个结构蛋白

和遗传物质ＲＮＡ组成，是第７种引发人类疾病的冠

状病毒［３］。有研究利用中国仓鼠卵巢细胞 （ＣＨＯ细

胞）表达来源于恢复期患者血浆的重组抗体，筛选到９

种与ＣＯＶＩＤ１９刺突蛋白受体结合域（ＲＢＤ）具有强

结合能力的单克隆抗体，这些抗体通过与病毒Ｓ蛋白

ＲＢＤ区域的结合阻止病毒与受体血管紧张素转换酶２

（ＡＣＥ２）的相互作用，使病毒无法入侵宿主细胞
［４５］。

ＳＡＲＳＣｏＶ２通过呼吸道感染，目前尚无获批的

治疗新型冠状病毒肺炎的特效药物［６７］。至今为止上

市的新型冠状病毒疫苗有灭活疫苗、腺病毒载体疫苗、

ｍＲＮＡ疫苗和亚单位疫苗等
［８１０］，目前尚没有新冠

ＤＮＡ疫苗上市
［１１１３］。相对其他疫苗，ＤＮＡ疫苗的提

纯工艺简便，可大批量生产；ＤＮＡ易分子克隆，可根据

要求随时更新；ＤＮＡ分子稳定的结构优势可不用佐

剂［１４］。本研究用ｐＶＡＸ真核表达载体构建表达新冠

病毒ＲＢＤ基因的重组ＤＮＡ候选疫苗并免疫小鼠，评

价其免疫效果，为新型冠状病毒肺炎ＤＮＡ疫苗的研

制奠定基础［１６］。

材料与方法

１　材料

１．１　抗体、细胞及实验动物　小鼠抗ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＩｇＧＨＲＰ抗体由金斯瑞公司制备；ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＢＤ

蛋白的鼠多抗由本实验室保存；山羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ

抗体由碧云天公司制备；实验动物为雌性６周龄

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司；ＢＨＫ２１细胞株由本实验室保存；１６４０培养基，牛

血清（ＦＢＳ）和ＤＭＥＭ 培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；转

染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ
３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＫｉｔ购自美

国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ｐＶＡＸ１由本室保存；Ｔｒａｎｓ１

Ｔ１感受态细胞购自北京全式金生物技术有限公司；无

内毒素质粒大提试剂盒购自ＴＩＡＧＥＮ公司（北京）；小

鼠抗ＳＡＲＳＣｏＶ２ＩｇＧ抗体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自

达瑞生物公司。ＭｏｕｓｅＩＬ４ＵｎｃｏａｔｅｄＥｌｉｓａ检测试剂

盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；质粒ＤＮＡ小量提

取试剂盒购自美国 Ａｘｙｇｅｎ公司；凝胶回收试剂盒购

自杭州博日公司。Ｑ５高保真聚合酶购买自英国ＮＥＢ

公司。无缝克隆ＤＮＡ连接酶购买自中国Ｖａｚｙｍｅ公

司。引物（表１）合成及测序由吉林省库美生物科技有

限公司完成。

表１　引物

犜犪犫犾犲１　狆狉犻犿犲狉

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５＇３＇）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＬＺＸＲＢＤＦ
ＧＧＧＡＧＡＣＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧ

ＴＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＣＴＧＧ

ＬＺＸＲＢＤＲ
ＧＧＴＴＴＡＡＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＴＡＡＡＡ

ＴＴＣＡＣＡＣＡＣＴＴＡＴＴＣＴＴＣＡＣＣＡＧ

ＬＺＸＲＢＤＥＰＩＦ
ＧＧＧＡＧＡＣＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧ

ＴＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＣＴＧＧ

ＬＺＸＲＢＤＥＰＩＲ
ＧＧＴＴＴＡＡＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＧＧＣＧＴＡＧ

ＴＣＡＧＧＣＡＣＡＴＣＡＴＡＡＧＧ

１．２　重组质粒的构建　以ＲＢＤ、ＲＢＤＥＰＩ基因为模

板，使用ＬＺＸＲＢＤＦ、ＬＺＸＲＢＤＲ和ＬＺＸＲＢＤＥＰＩ

Ｆ、ＬＺＸＲＢＤＥＰＩＲ两对引物进行ＰＣＲ扩增。使用

胶回收试剂回收目的片段，用限制性内切酶 犖犺犲Ｉ、

犡犫犪Ｉ双酶切胶回收后连接至双酶切的ｐＶＡＸ真核表

达载体上，构建重组质粒ｐＶＡＸＲＢＤ和ｐＶＡＸＲＢＤ

ＥＰＩ。将构建的质粒转化到Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态菌内进

行培养。小提质粒，经双酶切鉴定条带大小正确后，送

吉林省库美生物科技有限公司测序。

１．３　重组ＤＮＡ疫苗的大量制备　根据无内毒素质

粒大提试剂盒说明书将培养的重组菌液提取质粒，交

由吉林省库美生物科技有限公司测序。

１．４　重组ＤＮＡ疫苗蛋白表达鉴定　取生长良好的

ＢＨＫ细胞培养至７０％～８０％单层，按转染试剂盒说

明书操作程序将测序验证无误的ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、

ｐＶＡＸＲＢＤ重组质粒转染至ＢＨＫ细胞，转染４ｈ换

液，第４８ｈ收集细胞，提取蛋白，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验

证：回收的细胞胞内蛋白样品经ＳＤＳＰＡＧＥ８０Ｖ电

泳３０ｍｉｎ，１２０Ｖ电泳直至样品迁移至凝胶底部，再经

１５Ｖ转膜；室温封闭液封闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次（１０

ｍｉｎ／次）；加入 ＲＢＤ 蛋白鼠多抗（一抗）４ ℃过夜，

ＰＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／次）；加入山羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ

（二抗）室温孵育４０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／

次）；在膜上滴加显影液，使用ＧＥ公司显影仪显影。

１．５　小鼠免疫试验　将４０只６周龄ＳＰＦ级健康雌

性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为５组（每组８只）分别免疫

·２·
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ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ、ｐＶＡＸＲＢＤ＋ＰＩＫＣＡ、

ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸ＋ＰＩＫＣＡ和ＰＢＳ组。共免疫

３次，均为小鼠后肢肌肉注射，１００μｇ／只，每３周免疫

一次。每７ｄ静脉采血，分离血清，共采血９次。

１．６　小鼠血清抗ＣＯＶＩＤ１９ＩｇＧ抗体ＥＬＩＳＡ检测　

按照达瑞生物公司新型冠状病毒鼠ＩｇＧ抗体检测试

剂盒（酶联免疫法）说明书，取免疫小鼠血清进行

ＥＬＩＳＡ检测。

１．７　小鼠脾Ｔ淋巴细胞亚群检测　每组小鼠随机选

择３只，按照Ｂｅｙｏｎｍｃ公司小鼠脾细胞分离试剂盒操

作，将提取的小鼠脾细胞染色后使用流式细胞仪进行

检测，统计每组小鼠ＣＤ３
＋／ＣＤ４

＋ 和 ＣＤ３
＋／ＣＤ８

＋ 变

化。

１．８　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２１．０统计分析软件和

Ｅｘｃｅｌ进行统计学分析，计量资料的比较采用方差分

析和ＳＰＳＳ检验，犘＜０．０５为差异有统计意义。

结　果

１　狆犞犃犡犚犅犇犈犘犐、狆犞犃犡犚犅犇重组质粒的构建

ＰＣＲ扩增ＲＢＤＥＰＩ、ＲＢＤ蛋白基因，构建重组质

粒ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸＲＢＤ，通过限制性内切酶

犖犺犲Ｉ、犡犫犪Ｉ双酶切鉴定，分别获得２９９９ｂｐ（ｐＶＡＸ

真核表达载体）和１５７５ｂｐ（ＲＢＤＥＰＩ）、７５９ｂｐ（ＲＢＤ）

基因片段，与预期大小相符（图１和图２）。测序鉴定

构建的重组质粒ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸＲＢＤ正确

无误，未见移码和碱基突变。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ５０００）　１　重组质粒双酶切产物

图１　重组质粒狆犞犃犡犚犅犇犈犘犐的酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｄｏｕｂｌｅｄｉ

ｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ）

犉犻犵．１　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狆犾犪狊犿犻犱狆犞犃犡犚犅犇犈犘犐

２　犚犅犇犈犘犐、犚犅犇蛋白分子 犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋验证

将重组质粒ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸＲＢＤ转染

至ＢＨＫ细胞，培养４８ｈ收集细胞蛋白样品，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测 ＲＢＤＥＰＩ蛋白分支质量单位约为２７ｋｕ，

ＲＢＤ蛋白大小约为２０ｋｕ，与预期一致。用ｐＶＡＸ空

载体转染的ＢＨＫ细胞对照组未检测到该蛋白。证明

重组质粒ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸＲＢＤ能在哺乳动

物细胞表达ＲＢＤＥＰＩ、ＲＢＤ蛋白（图３）。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ５０００）　１　重组质粒ＮｈｅＩ、ＸｂａＩ双酶切产物

图２　重组质粒狆犞犃犡犚犅犇的酶切鉴定结果

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ５０００）　１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓＮｈｅＩ，

ＸｂａＩｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

犉犻犵．２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犞犃犡犚犅犇

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ转染ＢＨＫ细胞后表

达的蛋白　２　ｐＶＡＸＲＢＤ转染ＢＨＫ细胞后表达的蛋白　３　ｐＶＡＸ

转染ＢＨＫ细胞后表达的蛋白

图３　目的蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

Ｍ　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｏｆＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＱｕａｌｉｔｙＳｔａｎｄａｒｄ　１　Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＢＨＫｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＢＨＫｃｅｌｌｓｂｙｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ　

２　ＢＨＫｃｅｌｌｓｂｙｐＶＡＸＲＢＤ　３　ＰｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｆｔｅｒＢＨＫｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＢＨＫｃｅｌｌｓｂｙｐＶＡＸ

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋犪狉犵犲狋狆狉狅狋犲犻狀狊

３　免疫小鼠血清新冠病毒特异性抗体效价

重组疫苗免疫小鼠血清ＩｇＧ抗体水平见图４。二

免后７ｄ，ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗体水平

为阴性对照组的１２．３６倍（狋＝４．３０，犉＝６．９５，犘＜

０．０５），ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗体水平为

ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组的８．６３倍，差异有统计意义（狋＝

３．３２，犉＝４．９５，犘＜０．０５）。二免后２１ｄ，ｐＶＡＸＲＢＤ

ＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗体水平为阴性对照组的２０．１

倍（狋＝４．４３，犉＝１５．６７，犘＜０．０５），ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ

＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗体水平为ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组的

７．５４倍，差异有统计意义（狋＝４．０３，犉＝１４．９１，犘＜

０．０５）。三免后１４ｄ，ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ

抗体水平为阴性对照组的９．４１倍（狋＝３．０７，犉＝

９．８６，犘＜０．０５），ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＩｇＧ抗

·３·
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体水平为ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组的３．６５倍，差异有统计

意义（狋＝２．４９，犉＝１０．２２，犘＜０．０５）（图４）。

图４　犈犔犐犛犃检测重组后质粒免疫小鼠血清特异性抗体水平

犉犻犵．４　犛犲狉狌犿狊狆犲犮犻犳犻犮犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狆犾犪狊犿犻犱犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲狑犲狉犲犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犈犔犐犛犃

４　小鼠脾细胞犆犇３
＋／犆犇４

＋、犆犇３
＋／犆犇８

＋测定

三免后２１ｄ，小鼠脾淋巴细胞ＣＤ３
＋／ＣＤ４

＋
Ｔ淋

巴细胞检测结果见图５。检测结果显示ｐＶＡＸＲＢＤ

ＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ组ＣＤ３
＋／ＣＤ４

＋达到５５．７１％是阴性对

照组的１．５２倍，差异有统计意义（狋＝１３．５３，犉＝

１．３４，犘＜０．０５）。三免后２１ｄ，小鼠ＣＤ３
＋／ＣＤ８

＋
Ｔ

淋巴细胞检测结果见图６，ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ

组达到７．０７％，是阴性对照组的１．８３倍（狋＝５．８２，犉

＝３．６２，犘＜０．０５），ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组为５．８６％，

ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ 组是 ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组

的１．２倍，差异有统计意义（狋＝２．７４，犉＝１．１６，犘＜

０．０５）；ｐＶＡＸＲＢＤ＋ＰＩＫＣＡ 组、ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ组

均高于ｐＶＡＸ＋ＰＩＫＣＡ组（犉＝４７６．４３，犘＜０．０５）。

图５　小鼠脾淋巴细胞犆犇３
＋／犆犇４

＋测定结果

犉犻犵．５　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犆犇３
＋／犆犇４

＋
犪狊狊犪狔狊

犻狀犿狅狌狊犲狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

图６　小鼠脾淋巴细胞犆犇３
＋／犆犇８
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讨　论

目前市场上有灭活疫苗，腺病毒载体疫苗，等疫

苗。灭活疫苗、腺病毒载体疫苗等疫苗具有制造工艺

过程中需要真病毒以及病毒灭活等制造流程成本高、

制造流程复杂等缺点，而核酸疫苗制造工艺简便，可短

时间内大量生产，成本低，不含真病毒，安全性稳定性

更高，是很有潜力的一种新型疫苗。

核酸疫苗能诱导高水平的细胞免疫应答，尤其是

细胞毒Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）反应，被认为在病毒、细菌、

寄生虫等病原体感染的防治中具有巨大的优势。已经

证明核酸疫苗对多种疾病有预防效果。Ｙｕ等
［１６］制备

了一系列表达各种Ｓ免疫原的原型ＤＮＡ疫苗，并评

估了对恒河猴鼻内和气管内ＳＡＲＳＣｏＶ２攻击的保

护效果，显示全长Ｓ免疫原在上呼吸道和下呼吸道都

实现了最佳保护，而可溶性构建体和较小片段的保护

作用降低。Ｂｒｏｃａｔｏ等
［１７］针对刺突蛋白并通过喷射注

射ｎＣｏＶＳ（ＪＥＴ）递送的ＳＡＲＳＣｏＶ２ＤＮＡ在仓鼠中

引发中和抗体，并且在野生型和瞬时免疫抑制仓鼠模

型中均具有保护作用。

本研究以ｐＶＡＸ１为表达载体，利用ＢＨＫ哺乳动

物真核细胞诱导表达ＲＢＤＥＰＩ、ＲＢＤ目的蛋白，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证该疫苗能在哺乳动物细胞中表达。

将ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋ＰＩＫＣＡ疫苗组与ｐＶＡＸＲＢＤ＋

ＰＩＫＣＡ疫苗组以及其他实验对照进组行免疫效果对

比，结果表明具有 ＲＢＤＥＰＩ序列的ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ

核酸疫苗可刺激小鼠的细胞免疫，促进淋巴细胞分泌

ＩＦＮγ细胞因子；同时使机体发生体液免疫且与佐剂

联合使用能加强免疫效果。其中ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ＋

ＰＩＫＣＡ佐剂联合免疫可促进ＣＤ３／ＣＤ４
＋，ＣＤ３／ＣＤ８

＋

Ｔ淋巴细胞分化水平。
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基化［１３］，从而进一步修饰病毒ＲＮＡ的“帽子”结构以

帮助病毒逃避宿主的免疫反应。

本研究利用原核表达系统，通过优化诱导温度和

诱导剂浓度的方法，成功在上清中获得较高产量的蛋

白，并经镍柱亲和层析法纯化得到高纯度的重组

Ｎｓｐ１６蛋白。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定后的目的蛋白免疫

新西兰大白兔，制备了多克隆抗体，经间接ＥＬＩＳＡ检

测其效价为１∶４０９６００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测该多克隆

抗体具有良好的免疫反应性。

目前，对 Ｎｓｐ１６蛋白结构构象的了解还有待深

入［１４］。本研究成功表达了重组Ｎｓｐ１６蛋白，并且制备

了针对该蛋白的多克隆抗体。该抗体效价高具有免疫

反应性，可为ＳＡＲＳＣｏＶ２疫苗的研发提供理论基

础。
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　　综上所述，含有 ＲＢＤＥＰＩ序列的ｐＶＡＸＲＢＤ

ＥＰＩ核酸疫苗诱导小鼠产生了针对ＣＯＶＩＤ１９的特异

性抗体，ＰＩＫＣＡ 佐剂可使ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸ

ＲＢＤ核酸疫苗的免疫效果增强，但关于该佐剂疫苗用

于ＳＡＲＳＣｏＶ２的预防效果有待于进一步研究。
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