
畜牧兽医学报　２０１１，４２（６）：８９２８９８

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

犘犚犚犛犞犌犘５蛋白和犆犛犉犞犈２蛋白在杆状病毒囊

膜表面的共展示及展示蛋白的免疫原性分析

许信刚，王志癉，李兆才，张　琪，童德文

（西北农林科技大学动物医学院，杨凌７１２１００）

摘　要：本试验旨在构建以杆状病毒表面展示系统为基础的猪繁殖与呼吸综合征和猪瘟双价基因工程亚单位疫苗

候选株。利用杆状病毒表面展示技术构建展示猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）ＧＰ５蛋白和猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）

Ｅ２蛋白的重组杆状病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２。该重组病毒带有 Ｈｉｓ６标签，且胞质区域（ＣＴＤ）和跨膜区域（ＴＭ）

均来源于杆状病毒囊膜蛋白ｇｐ６４的ＣＴＤ和ＴＭ。对重组病毒进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析、激光共聚焦显微镜观察、免

疫金电子显微镜检测、动物免疫试验以及淋巴细胞增殖试验。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果表明，重组杆状病毒中表达了

重组ＧＰ５和Ｅ２蛋白；激光共聚焦显微镜检测表明，重组杆状病毒感染昆虫细胞Ｓｆ９后在细胞膜上展示了重组

ＧＰ５和Ｅ２蛋白；免疫金电子显微镜观察表明，重组ＧＰ５和Ｅ２蛋白展示在杆状病毒囊膜上；动物免疫试验表明，重

组杆状病毒免疫小鼠后产生了抗ＰＲＲＳＶ和抗ＣＳＦＶ的特异性抗体；淋巴细胞增殖试验表明，重组杆状病毒能诱发

较强的细胞免疫应答。本试验成功构建表面展示ＰＲＲＳＶＧＰ５蛋白和ＣＳＦＶＥ２蛋白的重组杆状病毒，为下一步应

用该重组杆状病毒作为双价亚单位疫苗预防ＰＲＲＳＶ和ＣＳＦＶ的混合感染奠定基础。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼

吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏ

ｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起的以母猪晚期流

产、早产、死胎、木乃伊胎等繁殖障碍和仔猪严重的

呼吸道症状及高死亡率为特征的传染病［１２］。该病

毒主要侵害宿主免疫系统，可产生混合感染和继发

感染，具有抗体依赖性增强作用，且易发生变异重

组，对世界养猪业造成了极大的经济损失［３４］。

ＰＲＲＳＶ为有囊膜的单股正链ＲＮＡ病毒，其核酸大

小约为１５ｋｂ，含９个开放阅读框（ＯＲＦｓ）。ＯＲＦ５

基因是其中一个开放阅读框，编码ＧＰ５蛋白，该蛋

白是ＰＲＲＳＶ的重要结构蛋白和免疫保护性蛋白之

一，且能诱导机体产生中和抗体，对于研究基因工程

疫苗和诊断抗原具有重要意义［５］。猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ

ｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅ

ｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引起的猪的急性高度接触性传

染病，被世界动物卫生组织（ＯＩＥ）列为 Ａ 类传染

病［６］。ＣＳＦＶ 为黄病毒科（Ｆｌａｖｉｒｉｄａｅ）瘟病毒属

（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ）成员，基因组为单股正链 ＲＮＡ，长约

１２．３ｋｂ，仅含１个大的开放阅读框架，编码１１～１２

种成熟的病毒蛋白（Ｎｐｒｏ、Ｃ、Ｅｒｎｓ、Ｅ１、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２、

ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ）。Ｅｒｎｓ（Ｅ０）、Ｅ１和

Ｅ２为病毒的囊膜糖蛋白，其中 Ｅ２（ｇｐ５５）蛋白是

ＣＳＦＶ的主要保护性抗原，能诱发机体产生具有中

和活性的抗体，是研制猪瘟基因工程疫苗的首选基

因［７］。

杆状病毒吸附和侵入昆虫细胞与病毒的囊膜糖

蛋白ｇｐ６４有重要关系。ｇｐ６４由 Ｎ末端信号肽和

成熟蛋白（跨膜区 ＴＭ 和胞质区 ＣＴＤ）组成
［８］。

ｇｐ６４被开发成杆状病毒表面展示系统来展示不同

的目的蛋白。外源基因片段插入到病毒囊膜蛋白的

信号肽与成熟蛋白之间，加工后信号肽被切除形成

的Ｎ端融合蛋白借助杆状病毒稳定地表达并展示

于感染细胞或病毒粒子的表面，筛选得到表达有目

的蛋白的重组杆状病毒。目前，杆状病毒表面展示

系统已经被开发用于进行基因工程亚单位疫苗的研

制［９１０］。由于Ｅ２蛋白是 ＣＳＦＶ 的主要免疫原，而

ＧＰ５蛋白是ＰＲＲＳＶ主要免疫原，以杆状病毒表面

展示系统为基础，构建表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白和

ＰＲＲＳＶ ＧＰ５ 蛋白的重组杆状病毒 ＢａＳＣＤｕａｌ

ＯＲＦ５Ｅ２，经过激光共聚焦显微镜和免疫金电子显

微镜检测重组Ｅ２蛋白和 ＧＰ５蛋白在Ｓｆ９细胞膜

上和杆状病毒的囊膜上进行了共展示。将重组杆状

病毒免疫小鼠进行免疫效果评价，为进一步研究猪

瘟和猪繁殖与呼吸综合征双价基因工程亚单位疫苗

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、菌株和细胞

猪瘟病毒兔化弱毒株（Ｃ株）、ＰＲＲＳＶＳｈａａｎｘｉ

株、含有ＣＳＦＶ犈２基因的质粒ｐＧＥＭＥ２以及含有

ＰＲＲＳＶ犗犚犉５基因的质粒ｐＧＥＭＯＲＦ５由西北农

林科技大学动物医学院兽医病理学实验室保存；

ｐＧＥＭＴ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；表面双展示转座载体

ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ（含有 ｇｐ６４ＣＴＤ、ｇｐ６４ ＴＭ、Ｈｉｓ６、

ｇｐ６４ＳＰ）、Ｓｆ９细胞、ＰＫ１５细胞、Ｍａｒｃｋ１４５细胞、

大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ）以及大肠杆菌

ＤＨ５α由西北农林科技大学动物医学院兽医病理学

实验室构建／保存并提供。

１．２　主要试剂

ＣＳＦＶ阳性血清和 ＰＲＲＳＶ 阳性血清（含有

ＧＰ５抗体）由中国动物卫生与流行病学中心惠赠；

鼠抗Ｈｉｓ单克隆抗体、ＨＲＰ标记兔抗猪ＩｇＧ、ＦＩＴＣ

标记兔抗猪ＩｇＧ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胶体金标

记的兔抗猪ＩｇＧ购自Ｓｉｇｍａ公司；各种内切酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶、犜犪狇ＤＮＡ 多聚酶、ｄＮＴＰ分别购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；昆虫细胞培养基ＴＮＭＦＨ、Ｃｅｌｌｆｅｃ

ｔｉｎ转染试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＭＥＭ 培

养基、胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司。检测小鼠

血清用的ＰＲＲＳＶ全病毒抗原包被板和ＣＳＦＶ全病

毒抗原包被板购自深圳绿诗源生物技术有限公司。

１．３　实验动物

６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购自于第四军医大

学实验动物研究中心。

１．４　重组转座质粒狆犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２的构建

和筛选

　　转座载体ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ结构如图１所示，该载体
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有２个启动子。本研究小组在ｐｏｌｈ启动子下游插入

ｇｐ６４ＳＳＨｉｓ６多克隆位点Ｉｇｐ６４ＴＭｇｐ６４ＣＴＤ 序

列。在ｐ１０启动子下游插入ｇｐ６４ＳＳＨｉｓ６多克隆位

点ＩＩｇｐ６４ＴＭｇｐ６４ＣＴＤ序列。外源基因插入多克

隆位点，借助于ｇｐ６４信号肽（ＳＰ）、跨膜区（ＴＭ）和胞

质区（ＣＴＤ）就可以展示在重组杆状病毒表面。

以ｐＧＥＭＯＲＦ５为模板，ＰＣＲ扩增ＰＲＲＳＶ囊

膜蛋 白 犌犘５ 基 因 ＯＲＦ５。上 游 引 物 Ｐ１：５′

ＧＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＣＡＡＣＡＡＣＡＧＣＡＧ３′（下 划 线

为犡犺狅Ⅰ酶切位点）下游引物 Ｐ２：５′ＧＡＴＣＴＧ

ＣＡＧＧＡＧＡＣＧＡＣＣＣＣＡＴＴＧＴＴ３′（下 划 线 为

犘狊狋Ⅰ酶切位点）。扩增片段为５１０ｂｐ，扩增的片段

不含有犗犚犉５基因Ｎ末端的大约３１个氨基酸的跨

膜区（ＴＭ），这是因为载体已经提供了ｇｐ６４的跨膜

区基因。以ｐＧＥＭＥ２为模板，ＰＣＲ扩增ＣＳＦＶ犈２

基因，上游引物Ｐ１：５′ＧＣＴＧＣＧＣＧＣＡＴＧＧＣＡ

ＣＡＡＧＧＣＣＧＧＣＴＡＧＣＣＡＡ３′（下划线为犅狊狊ＨⅡ

酶切位点）下游引物Ｐ２：５′ＧＣＴＧＣＡＴＧＣＡＡＡＴ

ＴＣＴＧＣＧＡＡＧＴＡＡＴＣ３′（下划线为犛狆犺Ⅰ酶切位

点）。扩增片段为１０３５ｂｐ，扩增的片段不含有犈２

基因Ｃ末端的大约４０个氨基酸的跨膜区，这是因

为载体已经提供了ｇｐ６４的跨膜区基因。ＰＣＲ产物

双酶切回收后定向插入转座载体ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ的限

制性酶切位点处，得到重组转座载体ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ

ＯＲＦ５Ｅ２（图１）。将此质粒转化大肠杆菌ＤＨ５α工

程菌，进行筛选鉴定，并对重组质粒中的 ＯＲＦ５和

犈２基因进行序列测定。

图１　重组转座质粒狆犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２的构建

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犱狅狀狅狉狆犾犪狊犿犻犱狆犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２

１．５　重组杆状病毒的获得

重组 质 粒 ｐＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２ 的 转 座、

ＤＨ１０Ｂａｃ目的菌落的筛选与纯化、穿梭质粒Ｂａｃ

ｍｉｄＤＮＡ的提取、转染、ＰＣＲ模板的制备、重组病

毒的扩增、病毒滴度测定均按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

ＢａｃｔｏＢａｃ表达系统操作手册进行。以上过程均以

转座质粒ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ作为阴性对照。将重组杆状

病毒命名为ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２，阴性对照ｐＢａｃ

ＳＣＤｕａｌ得到的重组杆状病毒命名为ＢａｃＳＣＤｕａｌ。

１．６　表达产物的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

将重组病毒感染 Ｓｆ９细胞，进行常规 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，第一抗体分别是鼠抗

Ｈｉｓ单克隆抗体（１∶１０００倍稀释），猪抗ＰＲＲＳＶ

阳性血清（１∶５００倍稀释）和猪抗ＣＳＦＶ阳性血清

（１∶５００倍稀释）；第二抗体是 ＨＲＰ标记羊抗鼠

ＩｇＧ（１∶４０００倍稀释）和 ＨＲＰ标记兔抗猪ＩｇＧ

（１∶４０００稀释）。最后暗房进行底物化学发光

（ＥＣＬ）法反应，胶片显影分析。

１．７　激光共聚焦显微镜分析重组蛋白在犛犳９细胞

膜上的展示

　　按照参考文献［１０］方法进行，第一抗体为猪抗

ＰＲＲＳＶ阳性血清（１∶１００）和猪抗ＣＳＦＶ阳性血清

（１∶１００），第二抗体为 ＦＩＴＣ 标记兔抗猪ＩｇＧ

（１∶１００）。
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１．８　免疫电镜分析重组蛋白在杆状病毒囊膜上的

展示

　　重组杆状病毒的纯化用蔗糖密度梯度超速离心

法进行，纯化后的病毒进行ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析。纯化病毒的免疫电镜分析按照参考文献

［１０］的方法进行，第一抗体为猪抗ＰＲＲＳＶ阳性血

清（１∶５０）和猪抗ＣＳＦＶ阳性血清（１∶５０）组成的

混合血清，第二抗体为胶体金标记的兔抗猪ＩｇＧ

（１∶１００）。

１．９　重组杆状病毒免疫小鼠抗体的犈犔犐犛犃检测

取６周龄的雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠１５只，随机分为３

组，第１组腹腔注射重组杆状病毒 ＢａｃＳＣＤｕａｌ

ＯＲＦ５Ｅ２（１×１０９ｐｆｕ），第２组腹腔注射重组杆状病

毒ＢａｃＳＣＤｕａｌ（１×１０９ｐｆｕ）作为阴性对照，第３组注

射ＰＢＳ。共免疫２次，间隔２周。二免后２周，毛细

管眼球采血分离血清。试验以购买的检测试剂盒中

提供的ＰＲＲＳＶ全病毒包被的抗原检测板和ＣＳＦＶ

全病毒包被的抗原检测板为基础，以待检鼠血清为

第一抗体，ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ作为第二抗体，

优化间接ＥＬＩＳＡ检测条件。最后确定第二抗体最

佳稀释倍数为１∶３０００，阴性未免疫小鼠血清最佳

稀释倍数为１∶２００，酶标仪４９０ｎｍ下测定各个反

应孔中的 ＯＤ 值，样品 ＯＤ 值／阴性对照 ＯＤ 值

（Ｐ／Ｎ）＞２．１判为阳性。建立了免疫鼠血清ＧＰ５和

Ｅ２抗体间接ＥＬＩＳＡ检测方法，测定免疫鼠血清抗

体水平。

１．１０　淋巴细胞增殖试验

传统法分离各个试验组免疫小鼠脾淋巴细胞，

调整细胞浓度为５×１０６ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，按１００μＬ每

孔加入９６孔细胞培养板，每孔加入１００μＬ含有

ＰＲＲＳＶ（２０μｇ·ｍＬ
－１）和ＣＳＦＶ（２０μｇ·ｍＬ

－１）的

刺激原。阳性对照孔加入ＣｏｎＡ（５μｇ·ｍＬ
－１），每

组设３个重复孔，３７℃５％ ＣＯ２孵箱中孵育７２ｈ；

加入 ＭＴＴ（终质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ
－１），３７℃孵

育４ｈ后加入１００μＬ二甲基亚砜，酶标仪测定吸光

度Ａ４９０ｎｍ值，以刺激组 Ａ值／未刺激组 Ａ值表示各

组的刺激指数（ＳＩ）。

１．１１　统计学分析

用ＳＰＳＳ软件进行统计分析。数据以“狓±狊”

表示，各组间差异用方差分析。

２　结　果

２．１　重组转座质粒狆犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２的构建

和筛选

　　ｐＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２经双酶切后得到约８．４

ｋｂ、５１０ｂｐ和１０３５ｂｐ的３个片段，分别与载体和

犗犚犉５、犈２基因长度一致（图２）。测序结果表明，载

体ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ和犗犚犉５、犈２基因接头连接处正

确，大小和读码框架正确完整。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ｐＢａｃＳＣＤｕａｌ

ＯＲＦ５Ｅ２的犡犺狅Ⅰ和犘狊狋Ⅰ双酶切产物；２．ｐＢａｃＳＣＤｕ

ａｌＯＲＦ５Ｅ２的犅狊狊Ｈ Ⅱ和犛狆犺Ⅰ双酶切产物；３．ｐＢａｃ

ＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２的犡犺狅Ⅰ单酶切对照

Ｍ．ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２ｗｉｔｈ犡犺狅Ⅰａｎｄ犘狊狋Ⅰ；２．Ｒｅ

ｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２ｗｉｔｈ犅狊狊ＨⅡ

ａｎｄ犛狆犺 Ⅰ；３．ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＢａｃＳＣＤｕａｌ

ＯＲＦ５Ｅ２ｗｉｔｈ犡犺狅Ⅰ
图２　重组转座质粒狆犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２的双酶切鉴

定

犉犻犵．２　犇狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻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犅犪犮犛犆犇狌犪犾犗犚犉５犈２

２．２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析犌犘５和犈２蛋白在犛犳９细胞

中的表达

　　重组病毒感染Ｓｆ９细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结

果见图３。用抗Ｈｉｓ６单克隆抗体、抗ＰＲＲＳＶ阳性

血清以及抗ＣＳＦＶ阳性血清检测到相对分子质量

约２５ｋｕ的ＧＰ５蛋白和５０ｋｕ的Ｅ２特异蛋白条带，

与理论上设计结果完全相符，证实融合有 Ｈｉｓ６的

ＧＰ５和Ｅ２重组蛋白在Ｓｆ９细胞中表达成功。

２．３　激光共聚焦显微镜分析重组蛋白在细胞膜上

的展示

　　为了证明融合蛋白ＧＰ５和Ｅ２展示在Ｓｆ９细

胞的细胞膜上，进行激光共聚焦显微镜分析，结果见

图４。由图４可见，用一抗为抗ＰＲＲＳＶ血清鉴定

时，重组病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２感染的Ｓｆ９细

胞膜检测到一圈绿色荧光，而对照组重组病毒Ｂａｃ
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ＳＣＤｕａｌ感染的Ｓｆ９细胞膜检测不到绿色荧光，证

明ＧＰ５蛋白展示在Ｓｆ９细胞膜表面。同样方法，用

一抗为抗ＣＳＦＶ血清鉴定时，重组病毒ＢａｃＳＣＤｕ

ａｌＯＲＦ５Ｅ２感染的Ｓｆ９细胞膜检测到一圈绿色荧

光，而对照组重组病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌ感染的Ｓｆ９细

胞膜检测不到绿色荧光，证明Ｅ２蛋白展示在Ｓｆ９

细胞膜表面。

１．ＢａｃＳＣＤｕａｌＧＰ５Ｅ２；２．ＢａｃＳＣＤｕａｌ
图３　在犛犳９细胞中表达重组犌犘５和犈２蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犌犘５犪狀犱犈２狆狉狅狋犲犻狀狊犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犛犳９犮犲犾犾狊

图４　重组犌犘５和犈２蛋白在犛犳９细胞膜上展示的激光

共聚焦显微镜分析

犉犻犵．４　犆狅狀犳狅犮犪犾犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犌犘５犪狀犱犈２狆狉狅

狋犲犻狀狊犪狀犮犺狅狉犻狀犵狅狀狋犺犲狆犾犪狊犿犪犿犲犿犫狉犪狀犲狅犳犛犳９

犮犲犾犾狊

２．４　重组杆状病毒的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

重组杆状病毒纯化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，

结果见图５。抗ＰＲＲＳＶ阳性血清和抗ＣＳＦＶ阳性

血清分别检测到相对分子质量约２５ｋｕ的ＧＰ５蛋

白和５０ｋｕ的 Ｅ２蛋白条带，证实融合有 Ｈｉｓ６的

ＧＰ５和Ｅ２重组蛋白在杆状病毒中表达成功。

１．ＢａｃＳＣＤｕａｌＧＰ５Ｅ２；２．ＢａｃＳＣＤｕａｌ
图５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析纯化重组杆状病毒

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犲狊狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱犫犪犮狌犾狅狏犻狉狌狊犲狊

２．５　免疫电镜分析重组蛋白在杆状病毒囊膜上的

展示

　　免疫电镜检测结果见图６。结果显示金粒子结

合到重组杆状病毒一端膨大的囊膜上，而阴性对照

组重组杆状病毒囊膜上没有检测到金粒子的存在

（图６），说明ＧＰ５和Ｅ２蛋白展示重组杆状病毒囊

膜上。

２．６　免疫小鼠血清抗体的检测

免疫小鼠血清ＥＬＩＳＡ检测结果见表１。重组

杆状 病毒 ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２ 免 疫 鼠 血 清 中

ＰＲＲＳＶＧＰ５平均抗体滴度为１∶２６００，ＣＳＦＶＥ２

平均抗体滴度为１∶３１００。重组杆状病毒ＢａｃＳＣ

Ｄｕａｌ阴性对照组和空白ＰＢＳ对照组免疫小鼠血清

没有检测出抗ＰＲＲＳＶ和抗ＣＳＦＶ特异性抗体。经

过统计分析，重组病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２免疫

小鼠血清抗ＰＲＲＳＶ抗体和抗ＣＳＦＶ抗体滴度值与

６９８
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阴性重组杆状病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌ组和空白对照ＰＢＳ

组抗体滴度差异显著（犘＜０．０５）。

Ａ．重组杆状病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２；Ｂ．阴性对照重

组杆状病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌ

Ａ．ＰｕｒｉｆｉｅｄｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２；Ｂ．Ｔｈｅ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｐｕｒｉｆｉｅｄｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓＢａｃＳＣＤｕａｌ

图６　免疫电镜分析犌犘５和犈２蛋白在重组杆状病毒囊

膜上的展示

犉犻犵．６　犐犿犿狌狀狅犵狅犾犱犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔犪狀犪犾狔狕犲犌犘５犪狀犱

犈２狆狉狅狋犲犻狀狊犱犻狊狆犾犪狔犲犱犻狀狋狅狋犺犲犫犪犮狌犾狅狏犻狉犪犾犲狀狏犲犾狅狆犲

表１　免疫小鼠血清犈犔犐犛犃抗体滴度

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犈犔犐犛犃犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉狊犻狀犻犿犿狌狀犻狕犲犱

犅犪犾犫／犮犿犻犮犲

免疫血清

Ｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍ

ＥＬＩＳＡ抗体滴度

ＥＬＩＳＡａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒ

ＰＲＲＳＶＧＰ５ ＣＳＦＶＥ２

ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２ ２６００±２２３．６ ３１００±５４７．７

ＢａｃＳＣＤｕａｌ ＜２５ ＜２５

ＰＢＳ ＜２５ ＜２５

２．７　淋巴细胞增殖试验

以刺激组Ａ值／未刺激组Ａ值表示各组的刺激

指数（ＳＩ），淋巴增殖试验结果见图７。重组杆状病毒

ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２免疫组小鼠的淋巴细胞ＳＩ值

为３．５７±０．１３，ＢａｃＳＣＤｕａｌ阴性组淋巴细胞ＳＩ值为

１．３４±０．０８，ＰＢＳ空白组淋巴细胞ＳＩ值为１．２３±

０．０７。阳性对照组ＣｏｎＡ刺激值ＳＩ为３．９８，阳性对照

数据成立。重组杆状病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２免疫

组小鼠的淋巴细胞ＳＩ值与阴性对照组和空白对照组

ＳＩ值比较均有显著性差异（犘＜０．０５）。

图７　免疫小鼠淋巴细胞增殖试验

犉犻犵．７　犔狔犿狆犺狅犮狔狋犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狏犲狉犲狊狆狅狀狊犲狊狅犳犅犪犾犫／犮犿犻犮犲

犻犿犿狌狀犻狕犲犱狑犻狋犺狏犪狉犻狅狌狊犻犿犿狌狀狅犵犲狀狊

３　讨　论

杆状病毒－昆虫细胞表达系统是目前较好的真

核表达系统，此系统能提高外源蛋白产量，并且表达

的蛋白能够经过正确的翻译后修饰加工，更接近天

然蛋白的构象和活性。但是，传统的杆状病毒－昆

虫细胞表达系统产生的目的蛋白质只能分泌到培养

基上清中，目的蛋白的纯化非常费时费力，纯化费用

昂贵，不能大规模化生产。如何提高该系统的表达

效率，简化目的蛋白纯化程序，是目前研究急需亟待

解决的问题。目前国外正在研究杆状病毒表面展示

系统来解决目的蛋白纯化代价昂贵、程序复杂的问

题［９］。杆状病毒自然感染昆虫细胞，病毒吸附和侵

入细胞与囊膜糖蛋白ｇｐ６４有重要关系。利用囊膜

蛋白ｇｐ６４的ＴＭ和ｇｐ６４的ＣＴＤ进行杆状病毒表

面展示技术已经被开发为表达载体，用来进行基因

工程亚单位疫苗的研制［９１０］。囊膜表面展示目的蛋

白的杆状病毒作为疫苗有以下优点［１０］：（１）和其他

灭活疫苗和以病毒为载体的疫苗不同，杆状病毒对

人类和哺乳动物不引起致病，能在一般的生物实验

室进行操作；（２）能在生物反应器内进行感染昆虫细

胞而大量的展示目的蛋白，加速生产过程；（３）相对

于灭活病毒，杆状病毒疫苗能区别是疫苗免疫产生

的抗体还是感染病毒产生的抗体，可作为标记疫苗；

（４）与一般亚单位疫苗比较，表达的蛋白展示在重组

病毒表面，理论上能很好的刺激细胞免疫；（５）使用

杆状病毒可以减少佐剂生物用量，因为杆状病毒本

身就可以作为佐剂刺激机体反应；（６）用杆状病毒表

面展示系统生产目的蛋白，纯化过程特别简单，只需

７９８
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要超速离心得到重组杆状病毒即可同时获得目的蛋

白，纯化费用低、操作简单、可以规模化生产，解决目

前蛋白纯化费时费力，代价昂贵的现状。杆状病毒

表面展示系统作为一个展示外源蛋白的平台，用来

研制基因工程亚单位疫苗，为预防动物病毒病感染

提供一个可供选择的疫苗策略。

本试验将ＰＲＲＳＶ 的犗犚犉５基因和ＣＳＦＶ 的

犈２基因分别插入到ｇｐ６４信号肽序列和ｇｐ６４的跨

膜区（ＴＭ）序列之间，构建重组杆状病毒。融合蛋

白ＧＰ５和Ｅ２经过真核细胞内质网加工后，信号肽

被切除，形成的融合蛋白借助杆状病毒稳定表达并

展示于感染细胞或病毒粒子的表面，筛选得到表达

有ＧＰ５和Ｅ２蛋白的重组杆状病毒粒子。试验结果

表明，用重组病毒ＢａｃＳＣＤｕａｌＯＲＦ５Ｅ２感染Ｓｆ９

细胞后，收获感染的细胞，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，

能够在细胞中检测到融合有 Ｈｉｓ６的ＧＰ５和Ｅ２蛋

白的表达。激光共聚焦试验显示，在Ｓｆ９的细胞膜

上能够清楚地看到一圈绿色的特异性荧光，证明

ＧＰ５蛋白和Ｅ２蛋白展示在Ｓｆ９的细胞膜表面；免

疫胶体金检测更直接的观察到金粒子展示在重组杆

状病毒的囊膜上，这说明 Ｈｉｓ６ＧＰ５和 Ｈｉｓ６Ｅ２膜

融合蛋白最终是定位在被感染Ｓｆ９细胞膜上，随着

病毒粒子出芽过程中整合到病毒粒子囊膜上。动物

免疫试验表明，重组杆状病毒免疫小鼠后血清中抗

ＰＲＲＳＶ平均抗体滴度达到１∶２６００，抗ＣＳＦＶ平

均抗体滴度为１∶３１００，说明重组蛋白能够引发小

鼠较强的体液免疫反应。另外，小鼠淋巴细胞增殖

试验表明，重组杆状病毒也能有效地激发动物机体

的细胞免疫。本试验首次将ＰＲＲＳＶＧＰ５蛋白和

ＣＳＦＶＥ２蛋白共展示在杆状病毒囊膜表面，为下一

步应用重组杆状病毒作为ＰＲＲＳＶ和ＣＳＦＶ基因工

程双价亚单位疫苗奠定基础，关于重组杆状病毒对

本属动物猪的免疫和攻毒保护效果还有待于进一步

研究。
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