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! 端融合外源蛋白的兔出血症病毒衣壳蛋白自聚能力的研究
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摘 要：将兔出血症病毒衣壳蛋白 &G7% 基因插入杆状病毒转移载体 HIJK9ILMNOP$8I 的 7"NOP 表达标签下游，与

线性化野生型杆状病毒基因组 Q1L 共转染 PRB 昆虫细胞，经蚀斑纯化后获克隆化重组杆状病毒 HIJK9ILMNOP$I8
&G7%。以重组杆状病毒感染 PRB 细胞，经 PQP8GLS9 和 T+?U+-A ,(’U 检测显示高效表达一分子量为 7BVQ 的重组蛋白，

并且该蛋白可被兔抗 WNQ& 高免血清识别。血凝试验表明，该重组蛋白可以凝集人“X”型红细胞，血凝价达 $#7，同

时，该血凝性可被抗 WNQ& 的高免血清所抑制。经电镜观察，重组病毒表达的融合有 7"NOP 表达标签的衣壳蛋白

仍可在昆虫细胞内自聚成不包裹核酸的、与天然 WNQ& 病毒粒子在物理形态上相似的病毒样颗粒（&JG?），并且该

&JG? 与兔抗 WNQ& 高免血清作用后于电镜下可见凝集成团的现象，表明其与天然 WNQ& 病毒粒子在抗原性上也极

为相似。
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兔出血症病毒（!"##$% &"’()**&"+$, -$.’".’ /$*0.，
WNQ&）是 $% 世纪末期新发现的一种动物病毒，在国

际病毒分类委员会（OM3&）$%%% 年的第七次报告中

被列入了新成立的杯状病毒科（M/(;<;Z;-;@/+）兔病毒

属（ 1"+)/$*0.）［#］，其 病 毒 粒 子 呈 球 形，直 径 2" [
!%A:，$% 面体对称，无囊膜，只拥有一个主要的结构

蛋白———衣壳蛋白（&G7%）。在对该病毒衣壳蛋白

的研究中发现，在体外表达该衣壳蛋白时，在没有其

他任何成分存在的条件下，可自然聚合成不包裹核

酸的、与天然 WNQ& 病毒粒子在物理形态上类似的

病毒样颗粒（&JG?），我们前期的研究也同样证明了

这点（待发表）。近年来，应用病毒样颗粒作为疫苗

的抗原载体越来越受到广大科学家的重视。病毒样

颗粒是一种模拟病毒的颗粒形态特点，将外源基因

片段产物呈递到病毒颗粒表面而形成的嵌合颗粒，

它有与病毒颗粒相同的外部形态，甚至还有某些病

毒受体的天然配体，同时，还可将其他病原的特异性

抗原等呈递在自己的表面，因而在病原体的疫苗研

究中发挥着重要的作用。由于 &JG? 的空间结构，其

常常可以诱导产生较灭活疫苗和可溶性多肽更为强

烈的体液免疫应答，因为其表面是以非感染性的颗

粒状态模拟天然抗原呈递过程来呈递糖蛋白抗原

的，而该法提呈引起的免疫应答优于溶解状态，故在

保护作用中起重要作用的糖蛋白抗原引起的免疫应

答可望更接近自然感染，这样，病毒样颗粒更有可能

广泛用于疫苗的研制。不仅如此，&JG? 由于不包裹

核酸，不能复制，因此也没有感染性，是一种安全的

抗原载体［$］。1/\+?F/ 等［2］研究发现无论是在 &G7%
的 1 端去除 2% 个氨基酸，还是将外源蛋白直接融合

于 &G7% 蛋白的 M 端下游，表达的 &G7% 都能自聚成

病毒样颗粒，但将外源蛋白直接融合于 &G7% 的 1
端是否会干扰 &G7% 蛋白自聚成病毒样颗粒国内外

尚未见报道，本研究直接将 7"NOP 的表达标签融合

于 &G7% 的 1 端以检测其能否自聚成病毒样颗粒，

以期为日后将 WNQ& 的 &JG? 应用于疫苗抗原载体

构建多联苗进行理论探索。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 质粒、菌株和抗体：含 WNQ& T]6! 株衣壳蛋

白 &G7% 基因重组质粒 HS9^838&G7% 由本实验室构

建［!］，灰翅夜蛾 23)-)3%’*" 4*0+$3’*-"（<(’A+ PRB）昆虫

细胞、杆状病毒表达转移质粒载体 HIJK9ILMNOP$I
购自 OAZ;U-’\+A 公司，WNQ& T]6! 分离株及其兔高



免血清由扬州大学畜牧兽医学院预防兽医学教研室

保存。

!"!"# 试剂：限制性内切酶购于 !"# 公司；$% &!’
连接酶、()$*、山羊抗兔 (+* ’) 酶标抗体、!#$,#-()
染色试剂盒等购于上海华美生物工程公司；硝酸纤

维素膜购于 ’./0123. 公司；*034/51 昆虫细胞培养

基（$!6789）、#:;<7*3: 购自 =>+.3 公司，按说明书配

制；杆状病毒转染试剂盒购自 (?@>A0<+/? 公司；胎牛

血清购自 9B4:<?/ 公司；质粒纯化试剂盒购自 C<42/
公司。

!"# $%&’ 基因重组杆状病毒转移载体的构建

将 D*"67$7E)FG 重组质粒以 !"#!酶切后回收

E)FG 基 因，并 与 经 !"#!酶 切 处 理 的 转 移 质 粒

D#HI"#’-9(=J# 连接，以氯化钙法转化大肠杆菌菌

株 $K)LG 8M，经限制性内切酶酶切鉴定筛选以正确

方向 插 入 的 阳 性 重 组 转 移 载 体 D#HI"#’-9(=J#7
E)FG［%］。

!"( )*+,-*./012#*3$%&’ 重组质粒与杆状病毒

的共转染

按照杆状病毒转染试剂盒说明书将纯化重组质

粒与线性化野生型病毒基因组 &!’ 共转染 =NO 细胞

以获取重组病毒，并进行 P 轮蚀斑纯化后收获培养

上清，即为 )7L 代重组病毒。

!"4 重组病毒的 %/5 鉴定

按操作手册提取重组病毒的基因组 &!’ 后，对

重组病毒进行 )-C 鉴定，)-C 鉴定采用操作手册提

供的引物序列，由 $3Q3C3 公司合成。引物序列如

下：)L（ 8<0R30S D0>./0）：TM7$$$’-$*$$$$-*$’’-
’*$$$$*7PM，)L（C/@/01/ D0>./0）：TM7-’’-’’-*-’
-’*’’$-$’*-7PM。)-C 反应体系：病毒 &!’ T"H，

LG U V;NN/0 T"H，JT..<:,H S!$)1 L"H，上游和下游引

物（)L，)J）各 L"H（均为 JT D.<:,H），$%& &!’ 聚合酶

GWT"H（LI），去离子水 PXWT"H。)-C 反应条件：O%Y
J.>?；O%Y L.>?，TTY J.>?，XJY P.>?，共进行 PG 个

循环；XJY X.>?。反应结束后取 JG"H )-C 扩增产物

在 GWZ[琼脂糖凝胶上进行电泳，观察结果。

!"6 高滴度重组病毒的增殖

将对数期生长的 =NO 细胞接种于 JT4.J 的培养

瓶中，向其中接种 JG"H )7L 代病毒。JXY培养 T \
LGS，细胞完全裂解后收获病毒，命名为 )7J 代。于

] XGY冰箱中贮存备用。

!"& 表达产物的 2723%.8- 和 9:;<:=> ?@A< 检测

以 )7P 代重组病毒液 ^细胞培养液 _ L ^ TG 的比

例接种重组病毒于昆虫细胞培养方瓶中，分别在

XJ2、OF2、LJG2 和 L%G2 收集细胞。先收集培养上清

液，再用 )#=（D9XWJ）洗涤细胞两次后，用 T.H )#=
将细胞完全吹下，收集于无菌离心管中，冻融 P 次后

以超声波裂解，JTGG0,.>? 于 %Y离心 LT.>?，吸取上

清液，于 ] JGY贮存备用。将处理好的样品（以野生

型杆状病毒感染细胞和未感染病毒细胞为阴性对

照）分别取 JG"H 与等体积 J 倍 =&=7)’*" 加样缓冲

液混合，OFY水浴作用 LG.>? 后按常规方法电泳，完

毕后以考马斯亮兰 C7JTG 染色液固定并染色 P2，此

后以脱色液脱色至背景清晰。样品电泳后，取下凝

胶将其转印于 !- 膜上，应用兔抗 C9&E 高免血清

按常规方法进行 ‘/1A/0? V:<A 反应［T］。

!"B 重组病毒表达产物的血凝和血凝抑制试验

!"B"! 重组病毒表达产物的血凝试验：试验采用

人“K”型红细胞进行，用前以 D9FWT GWZT[ )#= 液

洗涤，洗涤后的红细胞以生理盐水制成 J[悬液；分

别取 JT"H 上述处理好的细胞裂解样品和培养上清

于圆底微量血凝板中作 J 倍比稀释后，加入等体积

J[红细胞悬液，振荡均匀，置 JTY作用 PG.>? 后观

察结果。同时以非重组野生型病毒感染细胞处理上

清为阴性对照，以 C9& 病兔肝或脾组织 L ^ T 匀浆液

上清为阳性对照。

!"B"# 重组病毒表达产物的血凝抑制试验：根据

LWXWL 所测各表达产物（包括病兔组织匀浆液上清

对照）的血凝价，将其稀释成含 Z 个 9’ 单位的溶

液。于微量血凝板第 L 孔中加入 GWGJT.H 血清，然

后以生理盐水倍比稀释至第 LJ 孔，加入 GWGJT.H 内

含 Z 个 9’ 单位的表达产物稀释液于每一孔中，将血

凝板置 JTY作用 %T.>?，每孔中加入 J[浓度的人“K”

型红细胞 GWGJT.H，JTY静置 %T.>? 后观察结果。

!"C 重组病毒表达产物的透射电镜观察

!"C"! 重组病毒表达产物的直接电镜观察：将 LWF
处理好的重组病毒表达产物样品滴加于铜网 8<.@30
膜上作用 T.>?，以 D9FW% J[磷钨酸负染色 LG.>?，

以 )9(H()= $"-!’(LJ 型扫描电镜直接观察病毒。

!"C"# 重 组 病 毒 表 达 产 物 的 免 疫 电 镜 观 察：将

LGG"H LWF 处理好的待检样品与等量 C9&E 兔高免

抗血清于 PXY作用 L2 后，LJGGG0,.>? 离心 PG.>?，弃

上清，沉淀以 TG"H 去离子水重新悬浮，取适量同

LWZWL 法进行负染电镜观察。

# 结果

#"! )*+,-*./012#*3$%&’ 重组质粒的鉴定

对重组质粒 D#HI"#’-9(=J#7E)FG 酶切鉴定显
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示，!"#$ 基因成功插入了 %&’()&*+,-./& 转移载

体质粒，且测序结果显示，其阅读框架也都正确。

!"! 重组病毒的 #$% 鉴定

因为鉴定引物 "0 和 "/ 在转移载体 %&’()&*1
+,-./&上 的 跨 度 为 2/34%，加 上 56 株 7,8! 的

!"#$ 蛋白基因约 09:;4，所以重组病毒的 "+7 扩增

产物大小应约为 /9$;4 左右。经过 2 轮蚀斑纯化

后，提取重组病毒的核酸进行鉴定，得到了单一的目

的条带，野生型病毒没有 3$$4% 左右条带出现。说

明衣壳蛋白基因已经整合到杆状病毒基因组中，并

且蚀斑纯化的结果较为理想。

!"& 重组蛋白的 ’(’)#*+, 和 -./0.12 3450
结果 显 示，感 染 重 组 病 毒 %&’()&*+,-./&1

!"#$ 的 .< = 昆虫细胞裂解液中较没有感染病毒和

感染野生型病毒的 .< = 昆虫细胞分别多一明显的蛋

白条带（分子量约为 #=;8）。与预期的表达蛋白的

分子量大约相符（图 01*）。

将两种重组病毒感染昆虫细胞 0/$> 后的裂解

产物，按 09: 处理好样品后先进行 .8.1"*?)，之后

将表 达 产 物 转 移 到 硝 酸 纤 雄 素 膜 上，应 用 兔 抗

7,8! 多抗血清进行 5@AB@CD 4EFB 检测。硝酸纤维素

膜上出现了一条 #=;8 特异性条带（图 01&），而没有

重组病毒感染的细胞对照在相应位置则没有条带出

现，说明重组蛋白不仅获得了成功表达，而且表达产

物可以同 7,8! 抗体反应，重组蛋白和天然蛋白具

有相似的免疫原性。

图 6 重组蛋白的 ’(’)#*+, 和 -./0.12 3450 检测

GHIJ 0 .8.1"*?) KDKELAHA F< !"#$ @M%C@AA@N HD .<= O@EEA HD<@OB@N PHB>

C@OFQ4HDKDB 4KOREFSHCRA@A

T9TFE@OREKC AHU@ QKC;@CA；09&KOREFSHCRA %&’()&*+,-./&1!"#$

HD<@OB@N .<= O@EEA；/95HEN BL%@ 4KOREFSHCRA HD<@OB@N .<= O@EEA；

29(DHD<@OB@N .<= O@EEAJ

!"7 重组病毒表达产物的血凝和血凝抑制试验

经检测，09: 处理所得的待检样品皆具有明显

的 血 凝 性，可 以 凝 集 人“ V ”型 红 细 胞，

%&’()&*+,-./&1!"#$ 重组病毒感染的 .< = 细胞裂

解上清血凝价为 /0#，同时，培养上清也具有血凝性，

血凝价为 /02，表明细胞在培养后期裂解破碎，大量

表达产物被释放进入培养基。此外，上述表达产物

的血凝特性皆可被抗 7,8! 的高免血清所抑制，表

明该表达产物与天然 7,8! 具有十分相似的生物学

活性。

!"8 重组表达产物的直接电镜和免疫电镜观察

重组病毒 %&’()&*+,-./&1!"#$ 感染 .< = 细胞

裂解上清在电镜下可见有形态特征与天然 7,8! 相

似的病毒样颗粒，大小约 W$DQ，无囊膜，周围排列有

7,8! 典型的呈辐射状排列的 0$ 个规律的突出物

（图 /1*）。免疫电镜观察可见重组病毒表达形成的

7,8! 病毒样颗粒经抗天然 7,8! 抗体作用后能聚

集成团，表明直接电镜观察所得的病毒粒子为表达

的 !"#$ 蛋白自聚合而形成的 7,8! 病毒样颗粒（图

/1&）。

图 ! 9:;<,:*$=>’!:)?#@A 重组病毒表达产物形成的

%=(? 病毒样颗粒（*：66AAAA B ；:：@CAAA B ）

GHIJ/ )E@OBCFD QHOCFICK%>A（*）KDN HQQRDF@E@OBCFD QHOCFICK%>A（&）F<

7,8! !’"A <CFQ 4KOREFSHCRA %&’()&*+,-./&1!"#$ HD<@OB@N .<= O@EEA
（*：00$$$$ X ；&：#:$$$ X ）

& 讨论

根据现有对嵌杯样病毒衣壳蛋白的结构分析发

现，所有的嵌杯样病毒都只有一个分子量在 Y= Z
#Y;8 的唯一的衣壳蛋白。虽然这种情况在植物病

毒中很普遍，但在动物病毒中，仅有一个结构蛋白即

可构成病毒衣壳的却并不多见，到目前为止，仅在嵌

杯样病毒和野田村病毒（[FNKSHCRA）发现［#］。有报道

称，03$ 个拷贝的衣壳蛋白单位构成了 .KD THIR@E
海狮病毒的衣壳蛋白［#］。[FCPKE; 病毒在杆状病毒

表达系统中发现表达的衣壳蛋白可自聚成病毒样颗

粒（!’"A），这种病毒样颗粒在结构和抗原性上和天

然病毒粒子十分相似［:］，这在免疫和诊断中十分有

用。这 点 对 某 些 嵌 杯 样 病 毒，如 [FCPKE; 病 毒 和

W# 微 生 物 学 报 WY 卷



!"#$ 尤为重要，因为他们至今不能在体外培养。

%&’()*& 等［+］详细研究了 !"#$ $,-. 在体外表

达的情况。他们在杆状病毒中分 + 种方法表达了

$,-. 蛋白，一种是表达完整的 $,-.，一种是在 $,-.
的 % 端去除 +. 个氨基酸后取而代之以蓝舌病毒衣

壳蛋白 $,/ 上的一个特征性的 - 个氨基酸残基位点

———01&’，还有一种是将该位点直接融合于 $,-. 蛋

白的 2 端下游。研究结果显示，这 + 种方法表达的

$,-. 都能自聚成病毒样颗粒，但第二种方法表达形

成的病毒样颗粒只有 3/45，不同于其他两种方法自

聚成的与天然病毒粒子一样的 6.45，也就是说，去

除 $,-. 蛋白 % 端的 +. 个氨基酸并不能阻止 $7,)
的形成，但却对 $7,) 的形态产生了重要影响。在曾

经归入嵌杯样病毒的戊型肝炎病毒研究中曾有报

道［8］，该病毒去除衣壳蛋白 % 端的 999 个氨基酸或

2 端的 :. 个氨基酸后都不影响表达蛋白形成 $7,)。
在本研究中，我们将 -!";< 的表达标签直接融合于

$,-. 蛋白的 % 端，从直接的电镜观察以及病毒对人

“=”型 红 细 胞 的 凝 集 现 象 可 看 出，这 不 仅 不 影 响

$7,) 的形成，而且对其形成的 $7,) 在空间构象上

不存在任何影响；并且，>()1(?4 @AB1 试验显示，形成

的 $7,) 在抗原性上也没有改变。这说明在完整

!"#$ $,-. 蛋白的 % 端融合上一定长度的蛋白对

该 $,-. 蛋白的自聚现象也没有任何影响。到目前

为止，在具有单衣壳蛋白的动物病毒中，这种在蛋白

质两端能同时融合其它氨基酸序列的情况并不多，

并且，这种融合的氨基酸位点还不影响 $,-. 蛋白

自聚成病毒样颗粒，这便使 !"#$ 的 $,-. 蛋白成为

一种理想的抗原载体，为我们在现有基础上开展研

制兔病的用基因工程方法构建同时表达不同抗原蛋

白的联苗奠定了重要的理论基础。
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