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摘   要：本研究旨在利用铁蛋白制备携带非洲猪瘟病毒 p30 蛋白的纳米颗粒抗原，并对其免疫原性

进行评价，为非洲猪瘟纳米疫苗研究提供实验基础。首先，将编码 p30 蛋白和 SpyTag 标签的基因序

列融合后插入 pCold-I 载体，得到 pCold-p30 质粒。将编码 SpyCatcher 与铁蛋白的基因序列融合后插

入 pET-28a(+)载体得到 pET-F-np 质粒，并分别在大肠杆菌中诱导表达。然后，将亲和层析纯化后的

p30 蛋白与铁蛋白在体外偶联结合，用分子筛纯化后得到偶联 p30 蛋白的铁蛋白纳米颗粒 F-p30，利

用粒径仪、透射电镜观察形态结构。将 F-p30 纳米颗粒蛋白免疫小鼠，评估其体液和细胞免疫应答。

结果表明，本研究成功制备出偶联非洲猪瘟病毒 p30 蛋白的铁蛋白纳米颗粒，颗粒结构约 20 nm。F-p30
在体外能被小鼠骨髓源树突状细胞(bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs)高效摄取，与 p30蛋白

相比，F-p30 纳米颗粒免疫小鼠诱导产生更高水平的特异性抗体和细胞因子，更有利于刺激淋巴结滤

泡辅助 T 细胞(follicular helper T cell, TFH)、生发中心 B 细胞(germinal center B cell, GCB)和脾脏 CD4+

及 CD8+ T 淋巴细胞的增殖。综上，本研究成功制备了偶联非洲猪瘟病毒 p30 蛋白的铁蛋白纳米颗

粒，能显著增强 p30 蛋白的免疫原性，为非洲猪瘟疫苗的研究奠定了基础。 
关键词：非洲猪瘟；p30 蛋白；铁蛋白纳米颗粒；免疫原性 

·动物及兽医生物技术· 
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Abstract: This study developed ferritin-based nanoparticles carrying the African swine fever 
virus (ASFV) p30 protein and evaluated their immunogenicity, aiming to provide an experimental 
basis for the research on nanoparticle vaccines against ASFV. Initially, the gene sequences 
encoding the p30 protein and SpyTag were fused and inserted into the pCold-I vector to create the 
pCold-p30 plasmid. The gene sequences encoding SpyCatcher and ferritin were fused and then 
inserted into the pET-28a(+) vector to produce the pET-F-np plasmid. Both plasmids were 
expressed in Escherichia coli upon induction. Subsequently, the affinity chromatography-purified 
p30 protein was conjugated with ferritin in vitro, and the p30-ferritin (F-p30) nanoparticles were 
purified by size-exclusion chromatography. The morphology and structural integrity of F-p30 
nanoparticles were examined by a particle size analyzer and transmission electron microscopy. 
Mice were immunized with F-p30 nanoparticles, and the humoral and cellular immune responses 
were assessed. The results showed that F-p30 nanoparticles were successfully prepared, with the 
particle size of approximately 20 nm. F-p30 nanoparticles were efficiently internalized by bone 
marrow-derived dendritic cells (BMDCs) cells in vitro. Compared with the p30 protein alone, 
F-p30 nanoparticles induced elevated levels of specific antibodies and cytokines in mice and 
stimulated the proliferation of follicular helper T cell (TFH) and germinal center B cell (GCB) in 
lymph nodes as well as CD4+ and CD8+ T cells in the spleen. In conclusion, we successfully 
prepared F-p30 nanoparticles which significantly enhanced the immunogenicity of p30 protein, 
giving insights into the development of vaccines against ASFV. 
Keywords: African swine fever; p30 protein; ferritin nanoparticles; immunogenicity evaluation 

 
非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒(African swine 

fever virus, ASFV)引起的一种急性接触性传染

病，可引起家猪和野猪在临床出现急性出血热，

致死率可达 100%[ 1 ]，被世界动物卫生组织

(World Organization for Animal Health, WOAH) 
列为 A 类法定传染病，在我国被列为一类动物

疫病。非洲猪瘟病毒是目前已知唯一虫媒 DNA 

病毒，基因组大小在 170–194 kb 之间，编码超

过 150 种蛋白质[2]，病毒粒子为直径约 250 nm 
的正二十面体，由 5 层结构组成，由内到外依

次为：类核，核壳，内囊膜，病毒衣壳，外囊

膜[3]。非洲猪瘟病毒的结构复杂、基因组庞大、

流行毒株变异快，目前仍然没有商品化疫苗上

市，因此疫苗研究工作十分必要。 
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基因工程亚单位疫苗是包含病原体的一种

或多种抗原成分的疫苗，具有安全性高、易于

扩大生产等优点[4]。然而，亚单位疫苗免疫原

性通常低于病毒全组分疫苗，需要借助佐剂或

纳米载体来增强疫苗的免疫效果 [5]。由于纳米

尺寸的抗原与病毒粒子大小接近，更容易被巨

噬细胞和树突状细胞捕获，所以抗原递呈细胞

对纳米颗粒抗原的识别和提呈效率更高[6-7]。因

此，将抗原正确地展示在纳米材料表面，可以

提高或改善抗原的免疫原性，纳米颗粒疫苗也

是当前新型疫苗研发的主要方向之一[8-9]。 
其中“即插即用”的 SpyTag/SpyCatcher 结合

系 统 是 利 用 化 脓 链 球 菌 的 纤 维 结 合 蛋 白

(fibronectin-binding protein, FbaB)开发的[10-14]，

将该蛋白的胶原黏连蛋白结构域拆分为 138 个

氨基酸的 SpyCatcher (反应位点 31 位的 Lys)和
13个氨基酸的 SpyTag (反应位点 117位的 Asp)，
两部分在溶液中可自发形成稳定的肽键。在设

计过程中将 SpyCatcher 与颗粒融合表达使结合

位点暴露，将抗原与 SpyTag 融合表达，两者混

合反应就可将抗原偶联在颗粒结构的表面，避

免了颗粒蛋白与抗原蛋白直接融合表达而产生

空间位阻影响颗粒的组装及稳定性，也降低了

蛋白质表达的难度[15]。2021 年，Kang 等[16]利

用 该 系 统 将 新 型 冠 状 病 毒 的 受 体 结 合 域

(receptor-binding domain, RBD)展示在 3 种组装

纳米颗粒的表面，免疫小鼠后诱导产生的中和

抗体是单体 RBD 蛋白的 8−120 倍，显著提升了

抗原的免疫原性。 
非洲猪瘟亚单位疫苗能够提供一定的免疫

保护效果[17]，其中 p30 蛋白是 ASFV 中抗原性

最强的蛋白质之一，是由 CP204 基因编码的相

对分子量 30 kDa 左右的内囊膜蛋白。该蛋白在

病毒感染后早期出现，并在整个感染周期持续

表达，使得感染动物产生中和抗体，也是病毒

内化到宿主细胞的必需蛋白质，已有研究证明

该蛋白是一种重要的保护性抗原[18-19]，其抗体

能够抑制病毒粒子内化[18]。但单独的 p30 蛋白

并不能产生很好的免疫保护效果，本研究利用

自组装纳米颗粒递送非洲猪瘟 p30 蛋白，以期

提高抗原免疫原性[20]，而铁蛋白纳米颗粒是由

24 个亚基组成的空心结构，每个亚基的 N 端都

暴露在球形结构的外表面，可用于展示抗原蛋

白。铁蛋白纳米颗粒具有高度的稳定性、良好

的生物相容性和独特的自组装能力，是一种理

想的抗原递呈和疫苗开发平台[21-25]。 
本研究制备偶联 ASFV p30 蛋白的铁蛋白

纳米颗粒，进行动物免疫实验并检测其免疫原

性，以期为非洲猪瘟纳米颗粒疫苗的开发奠定

基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

大肠杆菌表达感受态 BL21(DE3)购自北京

索莱宝科技有限公司；鼠源 His 单抗、辣根过

氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的

山羊抗小鼠和山羊抗猪 IgG 抗体均购自 Abcam
公司；rmGM-CSF、rmIL-4 均购自 Pepro Tech
公司；FITC 偶联试剂盒购自生工生物工程(上
海 ) 股份有限公司；小鼠淋巴细胞分离液

DKW33-R0100 购自达科为生物技术股份有限

公司；流式细胞术检测用抗体购自杭州联科生

物技术股份有限公司；LEGENDplex 多细胞因

子检测试剂盒购自 BioLegend 生物公司；

Ni-NTA 亲和层析柱购自金斯瑞生物科技股份

有限公司；Capto Core 700 凝胶过滤柱和 AKTA 
Pure150 蛋白纯化仪均购自 Cytiva 公司；透射

电镜 HT7700 购自日立公司；马尔文粒径仪

ZEN3700 购自马尔文帕纳科公司；激光共聚焦

显微镜购自莱卡公司；Balb/c 小鼠购自中国农
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业科学院兰州兽医研究所实验动物中心。 

1.2  方法 
1.2.1  颗粒蛋白和偶联抗原的设计与合成 

颗粒的设计：由于 Ferritin N 端暴露在颗粒

的表面，本研究将 SpyChacher 融合在 Ferritin N

端，选择 Nde I 和 Xho I 作为酶切位点，并将目

的基因插入至 pET-28a(+)质粒，得到 pET-F-np

重组质粒。 

抗原的设计：将 SpyTag 融合在 p30 的 C

端，选择 EcoR I 和 Xho I 作为酶切位点，并将

目的基因插入到 pCold-I 质粒，得到 pCold-p30

重组质粒。设计模式图见图 1，质粒由苏州金

唯智生物科技有限公司合成并测序。 
1.2.2  铁颗粒蛋白及颗粒抗原的制备 

将重组表达质粒 pET-F-np 和 pCold-p30 分

别转化到 BL21(DE3)感受态细胞后挑选阳性单

克隆菌落至 10 mL 含有 50 μg/mL 卡那霉素的液

体 LB 培养基中扩大培养，再以 1:100 比例接种

到 1 L 的液体 LB 培养基中。当菌液 OD600 达到

0.8 时，添加异丙基硫代半乳糖苷 (isopropyl 

β-D-thiogalactoside, IPTG)至终浓度为 1 mmol/L，

16 °C、200 r/min 诱导过夜。4 000 r/min 离心   

30 min 收集菌体。用平衡缓冲溶液(50 mmol/L 

Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，20 mmol/L 咪唑，

pH 8.0)重悬菌体，超声破碎，收集高速离心后

的上清，利用镍亲和层析柱纯化目标蛋白。经

SDS-PAGE 鉴定纯化后的目标蛋白，并使用

BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。 
 

 
 

图 1  质粒设计模式图 
Figure 1  Diagram of two plasmids design 
patterns. 

偶联 p30 蛋白的铁纳米颗粒(F-p30 蛋白)制
备：将 p30 蛋白与铁蛋白 (F-np) 在结合液    
(50 mmol/L Tris，300 mmol/L NaCl，pH 8.0)中
4 ℃孵育过夜。为去除未缀合的 p30 蛋白，将

蛋白混合液通过结合液预平衡的 Capto Core 
700 凝 胶 过 滤 柱 ， 收 集 对 应 流 穿 液 ， 经

SDS-PAGE 鉴定纯化后的目标蛋白。 
1.2.3  重组蛋白免疫原性分析 

将 p30重组蛋白经 12%的 SDS-PAGE分离，

再电转至硝酸纤维素膜上(400 mA，1.5 h)，分

别以小鼠 His 标签单抗和猪源 ASFV 阳性血清

为一抗，HRP 标记的山羊抗小鼠和山羊抗猪

IgG 为二抗，对重组蛋白 p30 进行 Western 
blotting 分析，用 ECL 化学发光液对底物进行

显色，并用高分辨凝胶成像系统拍照。 
1.2.4  颗粒结构的表征 

透 射 电 子 显 微 镜 (transmission electron 
microscope, TEM)：将 F-p30 蛋白浓度稀释至 
0.2 mg/mL，滴加到新的 200 目的普通碳支持膜

上 2 min，并用滤纸吸干；再用 2%磷钨酸染色

10 s，用滤纸吸干，待风干后使用透射电子显微

镜中对栅格进行成像。 
动态光散射(dynamic light scattering, DLS)：进

行 DLS 分析以表征蛋白质形成的纳米颗粒，将纯

化的蛋白质在 12 000 r/min、4 °C 下离心 10 min
以去除聚集体，用 PBS 稀释至 0.5 mg/mL，并装

入一次性比色皿中。按照马尔文粒径仪操作手册

在 25 ℃测量蛋白质样品的粒径尺寸。 
1.2.5  BMDC 对颗粒 p30 的吞噬摄取 

按照 FITC 偶联试剂盒的说明书将 p30 和

F-p30 蛋白用 FITC 进行标记，分离小鼠的骨髓

细胞，并使用 RPMI 1640 培养基(含 10%胎牛血

清、20 ng/mL rmGM-CSF、10 ng/mL rmIL-4)进
行培养，每隔 2 d 换液，培养 7 d 成熟后收集，

用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基稀释后

铺到共聚焦小皿。37 ℃培养过夜后将标记的
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p30 及 F-p30 及未标记的 p30 蛋白(Mock 组)稀
释至相同的摩尔浓度(100 μmol/L)，然后分别添

加 100 μL，37 ℃孵育 2 h。加入溶酶体红色荧

光探针至终浓度 50 nmol/L，孵育 30 min，用

PBS 洗涤 3–5 次，利用激光共聚焦显微镜观察

BMDC 细胞摄取不同标记蛋白质的差异。 
1.2.6  免疫小鼠 

调整 p30、F-np、F-p30 蛋白的浓度均为       
10 mmol/L，按照抗原与佐剂 1:1 的比例进行乳化，

取 Balb/c 小鼠 20 只，分为 PBS、p30、F-np、F-p30
组，每组 5 只小鼠，各组按照与 p30 组免疫用蛋

白等摩尔的量 [16]进行免疫，其中 p30 组免疫      
1 μmol 即 30 μg/只，F-np (37.5 μg/只)、F-p30   
(67.5 μg/只)、PBS 组按照等体积(100 μL)的 PBS
与弗氏佐剂乳化，一免利用弗氏完全佐剂，间隔  
2 周进行加强免疫(利用弗氏不完全佐剂乳化)。本

研究中涉及的动物实验获得了中国农业科学院兰

州兽医研究所实验动物伦理委员会批准(批准号：

LVRIAEC-2023-082)。 
1.2.7  血清抗体滴度 

将 p30 蛋白稀释至 1 μg/mL，按 100 μL/孔加入

酶标板，4 ℃过夜结合。用 PBST 洗板后每孔加入

200 μL 封闭液，室温封闭 2 h 后弃掉封闭液，用

PBST 洗板 3 次。将检测小鼠血清进行 1:1 000 稀释

后，再进行 2 倍系列稀释(1:1 000–1:128 000)，每

孔加入 100 μL 稀释后的血清。37 ℃反应 1 h 后，

用 PBST 洗板 4–5 次。每孔加入 100 μL HRP 标

记的山羊抗小鼠 IgG (1:5 000 稀释)，37 ℃培养

箱反应 1 h 后，用 PBST 洗板 5 次，每孔加入 100 μL 
TMB 显色液，室温避光显色 5–10 min，每孔加

入 50 μL 2 mol/L H2SO4 终止显色。利用酶标仪

读取各孔的 OD450 的数值。 
1.2.8  流式细胞术 

加强免疫 2 周后分离小鼠淋巴结和脾脏，

利用流式细胞术检测淋巴结 TFH 和 GCB 以及脾

脏活化 T 细胞比例的变化。利用 2 mL 注射器

活塞将组织研磨到 RPMI 1640 培养基中得到细

胞悬浮液，细胞悬浮液通过 40 μm 尼龙网过滤，

用培养基洗涤细胞，淋巴结悬液用 40% Percoll
细胞分离液去除脂肪收集细胞沉淀。加入红细

胞裂解液并用 PBS 洗涤。淋巴结细胞悬液检测

使 用 Anti-CD4 FITC 、 Anti-PD-1 PE 、

Anti-CXCR5 APC、Anti-CD19 FITC、Anti-GL7 
APC 和 Anti-CD95 PE 抗体。脾脏悬液检测使用

CD3-FITC、CD4-APC、CD8-PE。标记后的样

品荧光信号记录在流式细胞仪上分析流式细胞

仪，实验结果用 FlowJo 软件分析。TFH 检测用

Anti-CD4 FITC、Anti-PD-1 PE、Anti-CXCR5 
APC 标记，GCB 检测用 Anti-CD19 FITC、

Anti-GL7 APC、Anti-CD95 PE 标记。 
1.2.9  细胞因子检测 

加强免疫 14 d 后分离小鼠脾脏淋巴细胞，

用含 10%胎牛血清 RPMI 1640 培养基稀释为

106 个细胞/mL，6 孔板每孔 1 mL，每孔加入 10 μg 
p30 蛋白，37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 60 h，
收集细胞上清，利用多细胞因子检测试剂盒检

测 IFN-γ、IL-10、IL-12 的含量。 
1.2.10  统计学分析 

所有数据以平均值±标准差( x s± )表示，用

GraphPad Prism 9.0 进行单因素方差分析。ns：
P>0.5，表示各组间无统计学差异；*：P<0.05，
表示各组间有统计学差异；**：P<0.01，表示各

组间有显著性统计学差异；***：P<0.001，表示

各组间有极显著性统计学差异。  

2  结果与分析 
2.1  重组质粒在大肠杆菌中的表达及重组

蛋白纯化 
将重组质粒 pET-F-np 和 pCold-p30 转化到

大肠杆菌 BL21(DE3)中，低温诱导后收集菌液，

收集破碎高速离心后的上清，利用 Ni-NTA 亲

和层析柱纯化后，成功得到重组蛋白 F-np 和

p30，分子量大小分别为 37 kDa 和 30 kDa (图
2)，与预期相符且纯度较好。 
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2.2  重组蛋白 p30 反应原性分析 
将 p30 重组蛋白进行 SDS-PAGE 后转移至

硝酸纤维素膜，分别用鼠源 His 标签抗体和

ASFV 猪阳性血清为一抗进行 Western blotting 分

析，结果显示在 30 kDa 处有明显的识别条带(图
3)，表明融合蛋白具有良好的反应活性。 

 

 
图 2  重组蛋白质纯化后的 SDS-PAGE 分析   
A：F-np 蛋白质纯化结果. B：p30 蛋白质纯化结果 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of recombinant 
proteins after purification. A: Purification results of 
F-np protein. B: p30 protein purification results. M: 
Protein marker. 

 

 
 

图 3  p30 蛋白的反应原性鉴定   A：利用 His
标签抗体的鉴定结果. B：利用 ASFV 阳性血清的

鉴定结果 
Figure 3  Immunogenicity identification of p30 
protein. A: Mouse anti-His tagged antibody against 
p30. B: Pig anti-ASFV serum against p30. M: 
Protein marker. 

2.3  偶联 p30 蛋白纳米颗粒的制备 
将纯化得到的 p30 蛋白与铁颗粒蛋白混

合，在 4 ℃摇床孵育过夜偶联，通过 Capto Core 
700 分子筛纯化柱，以去除多余未偶联的 p30
蛋白质。利用 ASFV 阳性血清进行 Western 
blotting 分析，证明成功制备了偶联 p30 蛋白的

纳米颗粒 F-p30 (图 4)。 

2.4  F-p30 纳米颗粒的结构表征 
利用透射电镜观察 F-p30 纳米颗粒，能够

明显看到颗粒结构，使用粒径仪检测也显示 p30
蛋白与铁蛋白偶联后纳米颗粒的尺寸增加(图
5)，表明获得了偶联非洲猪瘟病毒 p30 蛋白的

铁蛋白纳米颗粒，颗粒大小约为 20 nm。 

2.5  F-p30 纳米颗粒可被 BMDC 高效摄取 
FITC 偶联的 p30 蛋白和 F-p30 纳米颗粒分

别与 BMDC 孵育后，结果显示 F-p30 纳米颗粒

蛋白能被 BMDC 细胞快速摄取，而单纯的 p30
蛋白几乎没有摄取(图 6)。 

 

 
 

图 4  偶联 p30 纳米颗粒的制备和鉴定   A：

SDS-PAGE 结果. B：利用 ASFV 阳性血清鉴定结果 
Figure 4  Preparation and identification of 
conjugated nanoparticles. A: SDS-PAGE results of 
conjugated nanoparticles. B: ASFV-positive serum 
identification results. M: Protein marker; F-np: 
Purified F-np protein; p30: Purified p30 protein; 
F+p30: Sample of F-np protein coupled to p30 
protein overnight at 4 °C; F-p30: The F-np protein 
was coupled to the p30 protein at 4 °C overnight 
using molecular sieve purified samples. 
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2.6  F-p30 纳米颗粒刺激产生更强的体液

免疫 
检测加强免疫后 2 周的血清发现，F-p30 颗粒

免疫后产生 p30 蛋白的特异性抗体水平更高(图
7A)。对血清中特异性各类抗体亚类的检测发现

F-p30 蛋白免疫后小鼠血清中的 IgG1、IgG2a、
IgG2b 及 IgM 的含量都更高(图 7B)，这些结果表

明 F-p30 纳米颗粒能刺激更强的体液免疫。 

2.7  F-p30 纳米颗粒增强淋巴结的免疫激活 
将加强免疫的小鼠的淋巴结取出，制备成

细胞悬液，检测发现 F-p30 纳米颗粒免疫产生

TFH 和 GCB 比例都明显升高(图 8)，与 p30 蛋白

免疫组相比差异显著(P<0.01)。这些结果表明

F-p30 颗粒能增强淋巴结的免疫激活。 
 

 

 
图 5  p30 纳米颗粒的表征   A：透射电镜观察结果. B：粒径仪检测结果 
Figure 5  Characterization of p30 nanoparticles. A: Transmission electron microscopy of F-p30. Scale 
bar=100 nm. B: p30 nanoparticle size detection. 

 

 
 
 

图 6  BMDC 对 p30 纳米颗粒的摄取 
Figure 6  Uptake of p30 nanoparticles by BMDC. p30 protein and FITC-conjugated p30 protein and p30 
nanoparticles were incubated with BMDC for 2 h and then FITC (green) and LysoTracker (red) were 
observed with confocal microscopy. Scale bar=25 μm. 
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图 7  加强免疫后血清抗体分析   A：二免 2 周血清的 p30 蛋白特异性抗体滴度. B：二免 2 周后血清

中不同抗体的含量 
Figure 7  Serum antibody analysis after booster immunization. A: p30-specific antibody titers in serum for 
two weeks of booster immunization. B: The levels of different antibodies in serum for two weeks of booster 
immunization. The results are expressed as x s± . *: P<0.05 (statistical difference); ***: P<0.001 
(extremely significant difference). 
 
 

 
 

图 8  淋巴结 TFH (CD4+ CXCR5+ PD-1+) (A)和淋巴结 GCB (CD19+ CD95+ GL7+) (B)的比例及对应的流

式检测散点图(C) 
Figure 8  Changes of immune cells in lymph nodes. Proportion of TFH (CD4+ CXCR5+ PD-1+) (A) and  
proportion of GCB (CD19+ CD95+ GL7+) in lymph nodes (B). C: A scatter plot of the lymph node TFH and 
GCB flow assay. The results are expressed as x s± . *: P<0.05 (statistical difference); **: P<0.01 
(significant difference); ***: P<0.001 (extremely significant difference). 
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2.8  F-p30 纳米颗粒提升细胞免疫水平 
通过流式细胞术检测脾脏 T 淋巴细胞的变

化，结果表明 F-p30 纳米颗粒免疫产生 CD4+和

CD8+ T 淋巴细胞的比例明显升高(图 9)，与 p30
蛋白免疫组相比统计学差异极显著(P<0.001)，表

明 F-p30 颗粒能诱导产生更强的细胞免疫应答。 

2.9  F-p30 纳米颗粒免疫能刺激产生更强

的细胞因子 
用 p30 蛋白刺激不同免疫组的脾淋巴细

胞，结果显示 F-p30 纳米颗粒免疫能刺激产生

更高水平的细胞因子(图 10)，能更好地诱导机

体免疫应答。 
 

 
图 9  脾脏 T 淋巴细胞的比例   A：脾脏中 CD4+ T 淋巴细胞的比例及流式检测散点图. B：脾脏中 CD8+ 

T 淋巴细胞的比例及流式检测散点图 
Figure 9  Proportion of T lymphocytes in the spleen. A: Proportion of CD4+ T lymphocytes in the spleen and 
scatter plot of flow cytometry. B: The proportion of CD8+ T lymphocytes in the spleen and the scatter plot of 
flow cytometry. The results are expressed as x s± . ns: P>0.05 (no obvious difference); *: P<0.05 (statistical 
difference); ***: P<0.001 (extremely significant difference). 
 

 
图 10  刺激淋巴细胞后分泌的 IFN-γ (A)、IL-10 (B)、IL-12 (C)细胞因子的含量 
Figure 10  Cytokines IFN-γ (A), IL-10 (B), IL-12 (C) after stimulation of lymphocytes with p30 protein. 
The results are expressed as x s± . ns: P>0.05 (no obvious difference); ***: P<0.001 (extremely significant 
difference). 
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3  讨论与结论 
2018 年非洲猪瘟传入我国，对我国及世界

养猪行业产生巨大的影响[26-27]。根据世界动物

卫生组织报道，2022−2024 年全球因非洲猪瘟

导致超过 138 万只猪死亡[28]。目前仍没有有效的

药物和商品化疫苗用于防控，因此急需研发有

效的疫苗。非洲猪瘟病毒 p30 蛋白是由 CP204L
基因编码的重要的早期结构蛋白，在病毒内化

过程中具有重要作用，具有良好的免疫原性。

生物信息学预测 p30 蛋白质存在糖基化及磷酸

化修饰，实验室前期选择利用 SF9 昆虫表达系

统及 CHO 表达系统表达该蛋白，但表达量很

低，进而选择遗传背景清晰、成本低、易于扩

大生产的大肠杆菌表达系统(结果尚未发表)。利
用原核表达的 p30 蛋白产量很高，虽然不能完

全具有天然蛋白质结构，但仍具有较好的免疫

原性，与其他抗原组合后免疫能对非洲猪瘟病

毒的攻击提供有效的保护。而在此基础上进一

步提升抗原的免疫原性，也是当前研究中需要

解决的问题。 
铁蛋白纳米颗粒能够在颗粒表面偶联 24 拷贝

的抗原，形成八面体笼状结构 [21]，抗原在颗   
粒表面组装有利于保护性表位的暴露并与多个

B 细胞抗原受体(B-cell receptor, BCR)高效交联

能产生更好的 B 细胞激活，引起更强的机体免

疫应答，已被用于多种病毒疫苗的开发设计[24]。

颗粒本身的尺寸大小又有利于被抗原递呈细胞

所摄取，并与补体结合延长在机体淋巴滤泡的

滞留，产生强效的抗原递呈作用[24]。基于铁蛋

白纳米颗粒平台将新冠病毒的受体结合域

(RBD)及流感血凝素蛋白(hemagglutinin, HA)成
功展现在颗粒表面，其诱导的中和抗体水平比传

统疫苗高 10 倍左右[8,29]，表现出良好的免疫保护

效果。 
本研究将 p30 蛋白偶联在铁蛋白颗粒表

面，采用较常用的 SpyCatcher/SpyTag[14-16]技术，

在体外可将抗原蛋白与颗粒蛋白这两部分实现

组装，避免在颗粒表面过度密集展现抗原而对

抗原的空间结构产生影响，也避免直接融合表

达降低蛋白的表达难度。F-p30 纳米颗粒免疫小

鼠能产生更强的特异性抗体，在体内诱导更强

的细胞和体液免疫应答。同时本研究检测到在

小鼠的淋巴结中 TFH 和 GCB 比例升高，这与已

有的文献报道相一致，蛋白纳米颗粒能够进入

淋巴结，且在淋巴结滞留，引起 TFH 和 GCB 比

例升高[12]，从而引起更强的免疫激活作用并产

生高亲和力的抗体[30-31]。在体外也观察到小鼠

BMDC 细胞对 F-p30 纳米颗粒有明显的摄取，

这可能是由于颗粒的尺寸更有利于被抗原递呈

细胞摄取[7,32]。因此 F-p30 纳米颗粒免疫小鼠更

有利于激活淋巴结的免疫响应，产生更好的抗

原递呈作用。 
综上所述，本研究以铁蛋白为基础实现了

对非洲猪瘟 p30 蛋白的模块化组装。F-p30 纳米

颗粒能够在小鼠体内产生更高水平的特异性抗

体，引起淋巴结 TFH 细胞和 GCB 比例的升高，

刺激脾脏 T 细胞的活化，产生更高水平的细胞

因子。这些结果表明，偶联 p30 蛋白的铁蛋白

颗粒能诱导机体产生更强的体液和细胞免疫应

答，在非洲猪瘟疫苗研究开发过程中具有良好

的应用潜力。 
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