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携带双串联卵清蛋白 T细胞表位的嵌合兔出血症
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摘要:以兔出血症病毒( ＲHDV) 衣壳蛋白 VP60 为载体，构建 VP60 携带双串联 OVA T细胞表位( Ovalbumin，卵清
蛋白第 257 ～ 264 位氨基酸) 的嵌合蛋白，研究外源基因对 VP60 蛋白表达及病毒样颗粒( VLPs) 装配的影响，分析
VP60 作为载体对外源基因长度的耐受性。运用基因克隆和重组技术，通过 2 次 SOE法( Splicing by overlap extension，
重叠延伸剪接术) ，将双串联 OVA T细胞表位( 257 ～ 264 位氨基酸) 的基因序列取代 VP60 第 302 ～ 309 位氨基酸的基
因序列，得到嵌合 VP60 基因。利用杆状病毒表达系统表达嵌合蛋白，命名为 DC。经 IFA、SDS-PAGE、Western Blot、
ＲT-PCＲ方法鉴定嵌合蛋白的表达，并通过电镜观察嵌合蛋白自聚为病毒样颗粒的能力。嵌合 VP60 蛋白在杆状病毒
表达系统中得到高效表达，且可自聚形成病毒样颗粒。携带双串联外源表位的嵌合 VP60 蛋白得到有效表达，并可形
成 VLPs。该研究为嵌合 VP60 VLPs的形成、结构功能的研究奠定基础，同时扩展了 VP60 作为载体可携带的外源基
因耐受性的研究资料。
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Abstract: The aim of present study was to investigate whether the amino acid replacement of VP60 could affect
the expression of VP60 and the capable of self-assembling into VLPs． In order to obtain the chimeric protein of
VP60 carrying double OVA T-cell epitopes，the sequences of VP60 302-309aa were replaced by the genes of double
OVA T-cell epitopes by SOE． The fused genes were cloned into the donor vector pFastBacTMHT 1 and the recombi-
nant baculoviruse( rAc-V-302-309) was constructed using Bac-to-Bac baculovirus expression system． The chimeric
protein named DC was expressed effectively in insect cells and confirmed by IFA，SDS-PAGE，Western Blot and ＲT-
PCＲ． The chimeric protein was correctly expressed in baculovirus system and could self-assemble into VLPs by E-
lectron microscopy analysis． This manuscript should be very valuable for enhancing the understanding of using
ＲHDV-VLPs as a carrier for foreign genes． Meanwhile，the length of the foreign genes which ＲHDV-VLPs carried
was extended．
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兔出血症( Ｒabbit hemorrhagic disease，ＲHD) 是 由兔出血症病毒( Ｒabbit hemorrhagic disease virus，
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ＲHDV) 引起的一种以急性、败血性、高度接触传染
性、致死性和全身实质器官出血为主要特征的兔传
染病［1］。ＲHDV属杯状病毒科兔病毒属，无囊膜，为
20 面体对称结构，直径 40 nm［2 － 3］。病毒粒子的衣
壳由一种 60 kDa的主要结构蛋白( VP60) 多重拷贝
组成。研究发现 VP60 衣壳蛋白在没有其他任何成
分存在的体外条件下可自然聚合成不包裹核酸的、
与天然 ＲHDV 病毒粒子在物理形态上类似的病毒
样颗粒( VLPs) ［4 － 5］。这种病毒样颗粒具有很好的
免疫原性，本身可作为免疫佐剂，可以以胞吞或胞饮

途径进入抗原提呈细胞，分别诱导体液免疫应答和

细胞免疫应答。
近年来，随着对 VLPs研究的不断深入，VLPs在

体液免疫和细胞免疫中的活性已被人们认知，其在

基础研究、疾病预防、疾病治疗方面的优势愈加明
显［6 － 7］，已成为国内外专家学者一致认为最有潜力

的下一代疫苗及疾病治疗手段［8 － 9］。由于很多病毒
的宿主范围很广，不仅可以感染人类，而且可以感染

多种动物，这为 VLPs 作为疫苗和药物的应用带来
了挑战。ＲHDV宿主专一性较强，只对兔易感，对人
和其他动物不存在安全威胁，同时 ＲHDV 作为杯状
病毒的成员之一，其 VP60 可自行装配形成
VLPs［4］，因此，ＲHDV VP60 可以作为研究其他动物
疾病甚至是人类疾病 VLPs 疫苗的潜在研究模型。
将外源片段嵌合到病毒样颗粒表面而形成的嵌合

VLPs，有与病毒样颗粒相似的外部形态，在疾病的
疫苗研究中起着重要作用。Barcena 等［10］研究者发
现 VP60 三维构象的形成与各个亚基的 N-末端序列
有关，N端 42 个氨基酸为 VLPs装配非必须的，而缺
少 C端氨基酸则不能形成 VLPs。Nagesha 等［11］研
究发现在 C-端插入外源片段不影响 VLPs 的形成。
Crisci等［12］研究 ＲHDV作为表位载体，在其第 2 位、
第 306 位氨基酸处插入 OVA CD8 + T 细胞表位，体
外试验表明，嵌合 VP60-VLPs 不仅可激活树突细胞
分泌 IFN-γ，也可加工和递呈给特异性的 T 细胞。
本研究利用双串联的 OVA CD8 + T 细胞表位( 序列

为 SIINFEKL，以柔性氨基酸 GS 连接) 替代 VP60 蛋
白的 302 ～ 309 位氨基酸，研究其对嵌合蛋白的表达
和病毒样颗粒组装的影响，以期为 VP60 VLPs作为外
源片段展示载体的耐受性提供理论依据。

1 材料和方法
1． 1 种毒、质粒、细胞和菌种
供体 质 粒 pFastBac1-VP60［13］ 和 pFastBac1-

VP60-DN( 双串联的 OVA T细胞表位基因序列取代
VP60 第 2 ～ 14 位氨基酸的基因序列) 由江苏省农业
科学院兽医研究所家兔与兽医生物技术研究室构建

并保存; pMD19-T 载体购自 TaKaＲa 公司; 表达载体
pFastBac1 购自 Invitrogen 公司; 大肠杆菌 DH5α 感
受态购买自北京全式金生物技术有限公司; 大肠杆

菌 DH10 Bac感受态由本实验室保存; Sf9 昆虫细胞
由本实验室培养。
1． 2 主要试剂和仪器
限制性内切酶 EcoＲⅠ、Hind Ⅲ、T4 DNA 连接

酶、DNA Marker DL2000 及 DL15000、凝胶回收纯化
试剂盒等购自大连宝生物工程有限公司; 柱式质粒

DNAout试剂盒、柱式动物 ＲNAout 购自北京天恩泽
基因科技有限公司; PfxDNA聚合酶、Taq 高保真酶、
脂质体 LipofectamineTM2000 和 Grace不完全培养液
购自 Invitrogen公司; 胎牛血清购自 GIBCO 公司; 酶
标兔抗小鼠 IgG( FITC-IgG) 购自北京鼎国昌盛生物
技术有限公司; 柱式动物 ＲNAout 购自北京天恩泽
基因科技有限公司; DAB 显色试剂盒购自武汉博士
德生物工程有限公司; 小鼠抗 VP60 单抗 A3C 为本
实验室保存［14 － 15］。病毒样颗粒的电镜观察在南京
军区总院大型仪器平台的 H-7650 型透射电镜上操
作完成。
1． 3 引物设计
根据 GenBank数据库 ＲHDV皖阜株 VP60 基因

序列( FJ794180) 和卵清蛋白( OVA) 257 ～ 264 位氨
基酸的碱基序列，用 Primer 5． 0 软件设计引物( 由
Invitrogen公司合成) ，引物如下:

表 1 本试验中所用引物序列
Tab． 1 The sequences of oligonucleotides used in the study

引物 Primers 序列( 5'→3') Sequences
引物 1 Primer 1 VP60-F: 5'-TTTGAATTCATGGAGGGCAAAGCCCGCAC-3'( EcoＲ Ⅰ)
引物 2 Primer 2 VP60-Ｒ: 5'-GCCAAGCTTTCAGACATAAGAAAAGCC-3'( Hind Ⅲ)
引物 3 Primer 3 OVA 302-P1: 5'-CATCGAAGAGGCAGTGGTTCCTCCATCATC-3'
引物 4 Primer 4 OVA 309-P2: 5'-CTGAAGCACGTTGGTGGATCCCAACTTTTC-3'
引物 5 Primer 5 OVA 310-P3: 5'-TACCAAAACTGAAGCACGTTGGT-3'
引物 6 Primer 6 VP60 301-P2: 5'-AGGAACCACTGCCTCTTCGATG-3'
引物 7 Primer 7 VP60 310-P1: 5'-TTGGGATCCACCAACGTGCTTCAG-3'
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图 1 SOE法示意图
Fig． 1 Diagram of SOE method

1． 4 SOE法(重叠区扩增基因拼接法)构建目的基因
经 2 次 SOE 法获得目的基因，构建步骤如下

( 图 1 ) ，PCＲ1: 利用引物 1 和引物 6 扩增 VP60 第
1 ～ 301位氨基酸的碱基序列，通过引物在片段末端
引入 OVA T细胞部分表位碱基。PCＲ2: 利用引物 2
和引物 7 扩增 VP60 第 310 ～ 579 位氨基酸的碱基序
列，利用引物在片段前端引入 OVA T细胞表位的部
分碱基。PCＲ3: 利用引物 3 和引物 4 扩增双串联的
OVA T细胞表位碱基序列，通过引物在片段两端分
别引入 VP60 相应的部分碱基。PCＲ1 和 PCＲ3 的产
物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，用 DNA 快速回收纯化
试剂盒回收凝胶中的目的片段，回收产物 10 倍稀释
后作为 PCＲ4 的模板。PCＲ4 反应体系 ( SOE 反
应) : 10 ×高保真 PCＲ 缓冲液 5 μL，2． 5 mmol /L 的
dNTP 4 μL，PCＲ 1 和 3 回收产物 10 倍稀释后各
4 μL，Taq 高保真 DNA 聚合酶 0． 2 μL，50 mmol /L
MgSO4 2 μL。94 ℃预变性 2 min; 94 ℃变性 30 s，
37 ℃退火 2 min，68 ℃延伸 1 min，15 个循环; 68 ℃
延伸 5 min，结束反应。然后，向体系中添加引物 1
和引物 5，继续反应，反应体系如下: 94 ℃预变性
2 min; 94 ℃变性 30 s，53 ℃退火 30 s，68 ℃延伸
2 min，25 个循环; 68 ℃延伸 5 min，扩增 VP60 第1 ～
301 位氨基酸的碱基序列，并连接有双串联的 OVA
T细胞表位碱基序列，通过引物在片段末端引入
VP60 第 310 位氨基酸后部分碱基。PCＲ4 的产物经
1%琼脂糖凝胶电泳后，用 DNA 快速回收纯化试剂
盒回收凝胶中的目的片段，回收产物 10 倍稀释后作
为 PCＲ5 的模板。PCＲ5 反应( SOE 反应) : 反应体
系同 PCＲ4，引物为引物 1 和引物 2，PCＲ2 和 PCＲ4
的回收产物 10 倍稀释后作为模板，扩增出目的基因
片段。

双串联 OVA T细胞表位取代 VP60 蛋白上相应
位点见图 2:

图 2 双串联 OVA T细胞表位序列取代
VP60 部分氨基酸序列示意图

Fig． 2 Two parts of VP60 amino acid sequences were
substituted by that of double OVA T-cell epitope

PCＲ5 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，在紫外灯
下切下含目的条带的胶块，用 DNA回收纯化试剂盒回
收凝胶中的目的片段，与 pMD19-T 载体 4 ℃过夜连
接。转化大肠杆菌 E． coli DH5α感受态细胞，均匀涂
布于事先 37 ℃预热的氨苄 LB平板( 100 μg /mL) 上，
37 ℃过夜培养。挑单个菌落到 5 mL氨苄 LB中摇床
过夜培养，柱式质粒DNAout试剂盒提取重组质粒，得
到的质粒 DNA进行限制性内切酶 EcoＲⅠ、HindⅢ酶
切鉴定。酶切过后进行 1%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯
下切下含有目的条带的凝胶，回收目的片段。
1． 5 重组转移载体的构建与鉴定
通过 T4 DNA 连接酶将含有黏性末端( 位点为:

GAATTC，EcoＲ Ⅰ酶切位点; AAGCTT，Hind Ⅲ 酶切
位点) 的回收的目的片段和 pFastBac1 载体 4 ℃连
接过夜，转化 DH5α感受态细胞。37 ℃温箱过夜培
养，挑单个菌落摇床培养，柱式质粒 DNAout 试剂盒
提取质粒 DNA，进行双酶切鉴定，得到重组转移载
体并命名为 pFast-V-302-309，将阳性克隆菌液送 In-
vitrogen公司测序。测序正确的阳性质粒转座新鲜
制备的 DH10 Bac 大肠杆菌感受态细胞中，经蓝白
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斑筛选，通过碱裂法提取重组穿梭质粒 Bacmid-V-
302-309，以 M13 上、下游引物进行 PCＲ 鉴定。PCＲ
循环条件为: 95 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 1 min，
55 ℃退火1 min，72 ℃延伸 2 min，30 个循环; 72 ℃
延伸 10 min，PCＲ 反应结束后取 10 μL 产物进行
0. 8%琼脂糖凝胶电泳分析。
1． 6 重组穿梭质粒转染 Sf9 细胞
以脂质体 LipofectamineTM2000 为共转染试剂，

将经 PCＲ鉴定为阳性的重组质粒按照操作说明转
染至 Sf9 单层细胞，转染在 24 孔板上进行，每 12 h
观察 1 次，直至出现明显的细胞病变时，收集细胞上
清液，得到重组杆状病毒 rBac-v-302-309，以此作为
重组杆状病毒原液 4 ℃保存。病毒原液按照 1 ∶ 50
的比例感染 Sf9 细胞，出现病变后，收集细胞上清，
此为第 2 代病毒液。依此方法获得所需病毒液。
1． 7 ＲT-PCＲ鉴定重组病毒
按照柱式动物 ＲNAout试剂盒说明书，收集第 3

代感染重组病毒的 Sf9 细胞，提取杆状病毒 ＲNA，以
目的基因上、下游引物( 引物 1 和引物 2 ) 进行 ＲT-
PCＲ，ＲT反应条件为: 30 ℃反应 10 min，42 ℃反应
30 min，99 ℃反应 5 min，5 ℃ 5 min。PCＲ反应体系
为: 95 ℃预变性 3 min; 94 ℃变性 1 min，53 ℃退火 1
min，72 ℃延伸 2 min，30 个循环; 72 ℃延伸 10 min。
反应结束后产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。
1． 8 表达产物的鉴定
1． 8． 1 间接免疫荧光检测( IFA) 于 24 孔细胞培
养板上，将重组病毒接种对数生长期的 Sf9 细胞，培
养至发生病变时，以本实验室制备的 VP60 单抗
A3C［11］为一抗( 1 ∶ 100 ) ，FITC 羊抗鼠 IgG 为二抗

( 1 ∶ 100) ，采用间接免疫荧光法( IFA) 检测嵌合蛋白
的表达。
1． 8． 2 蛋白质电泳( SDS-PAGE) 将重组杆状病
毒液以 1 ∶ 100 的体积比感染 Sf9 细胞，6 d 后轻轻吹
下病变细胞，连同培养液一起分装于 1． 5 mL离心管
中，3 000 r /min离心 5 min，分离细胞和上清，弃上
清，PBS重悬细胞，洗涤 3 次，加入 200 μL磷酸盐缓
冲液 PBS，反复冻融 3 次，11 000 r /min 离心 5 min，
取上清加入 5 ×上样缓冲液，煮沸 5 min，取上清 20
μL进行蛋白质电泳。
1． 8． 3 Western Blot 用 1． 8． 2 的方法将样品电泳
后，取下凝胶，将其转印于 NC膜上，2 mA /cm2，转印

70 min 后，以 VP60 单抗 A3C［11］为一抗( 1 ∶ 100 ) ，
HＲP羊抗鼠 IgG 为二抗( 1 ∶ 5 000 ) ，进行 Western
Blot 鉴定。
1． 9 电镜观察
第 4 代重组病毒感染对数生长期的 Sf9 细胞至

明显病变后吹下细胞，反复冻融 3 次，3 000 r /min
离心 5 min，分离细胞碎片与上清，取上清用超滤管
进行浓缩，每次 6 000 r /min 离心 7 min，浓缩 10 倍
后，电镜观察。

2 结果与分析
2． 1 SOE法获得目的基因及其鉴定
以本实验室保存的 pFastBac1-VP60 和 pFast-

Bac1-VP60-DN为模板，利用 Primer 5． 0 设计退火温
度，用设计的引物，进行 2 次 SOE，产物经 1%琼脂
糖凝胶电泳，获得符合目的片段大小的条带( 图 3) 。

A． PCＲ1 结果: M． DNA分子质量标准( DL2000) ; 1． VP60 第 1 ～ 301 位氨基酸; 2． VP60 第 310 ～ 579 位氨基酸; B． PCＲ2 结果:
3．双串联 OVA T细胞表位氨基酸; C． PCＲ3 结果: 4． VP60 第 1 ～ 301 位氨基酸连接双串联 OVA T细胞表位氨基酸;

D． PCＲ4 结果: 5． VP60 第 302 ～ 309 位携带双串联 OVA T细胞表位氨基酸。
A． Ｒesult of PCＲ1: M． DNA Marker( DL2000) ; 1． 1 － 301 amino acids of VP60; 2． 310 － 579 amino acids of VP60; B． Ｒesult of PCＲ2: 3． Double amino

acids of OVA T-cell epitopes; C． Ｒesult of PCＲ3: 4． 1 － 301 amino acids of VP60 connect with the double amino acids of OVA T-cell epitopes;
D． Ｒesult of PCＲ4: 5． Double amino acids of OVA T-cell epitopes replaced the 302 － 309 amino acids of VP60．

图 3 重组 VP60 基因 PCＲ结果

Fig． 3 PCＲ results of recombinant VP60 gene
2． 2 重组表达载体的酶切鉴定
目的基因与 T 载体连接转化 DH5α 感受态细

胞，挑菌提质粒进行双酶切鉴定后，进行 1%琼脂糖

凝胶电泳检测，得到与预期片段大小一致的特异条

带，成功构建克隆质粒( 图 4-A) 。T /A鉴定后，目的
片段与真核表达载体 pFasterBac1 连接，转化大肠杆
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菌 DH5α 感受态细胞，提取质粒，进行双酶切鉴定，
1%琼脂糖凝胶电泳，得到与预期片段大小一致的特
异条带，同时测序结果表明成功构建重组质粒( 图

4-B) 。

A． pMD19-T-V-302-309 酶 切 鉴 定: M1． DNA 分 子 质 量 标 准
( DL2000) ; 1． pMD19-T-V-302-309 酶切鉴定结果; B．重组质粒 pFast-
Bac1-V-302-309 酶切鉴定: M2． DNA分子质量标准( DL15000 ) ; 2． 真
核质粒 pFastBac1-V-302-309 酶切鉴定。
A． Identification of pMD19-T-V-302-309: M1． DNA Marker ( DL2000 ) ;
1． Identification of pMD19-T-V-302-309; B． Identification of the recombi-
nant plasmid pFastBac1-V-302-309: M2． DNA Marker ( DL15000 ) ; 2． I-
dentification of the recombinant plasmid pFastBac1-V-302-309．

图 4 重组质粒的酶切鉴定
Fig． 4 Identification of the recombinant plasmid

2． 3 重组 Bacmid鉴定
用碱裂法提取 Bacmid经 PCＲ 鉴定目的基因是

否插入到 Bacmid 质粒中。以 pUC /M13 上、下游引
物对重组质粒进行扩增，产物大小约为 4 000 bp，而
以同样引物对未插入外源基因片段的空 Bacmid 质
粒进行扩增，产物大小约为 300 bp( 图 5) ，证明转座
成功，重组杆状病毒基因构建完成。

M． DNA分子质量标准( DL2000) ; 1．穿梭载体 Bacmid;
2．重组穿梭载体 Bacmid-V-302-309。

M． DNA Marker( DL2000) ; 1． Bacmid; 2． Bacmid-V-302-309．

图 5 重组质粒的 PCＲ鉴定
Fig． 5 PCＲ identification of the recombinant plasmid

2． 4 表达产物的鉴定
2． 4． 1 细胞病变( CPE) 在脂质体 LipofectamineTM

2000 介导下，将重组质粒 Bacmid-V-302-309 转染
Sf9 细胞，转染 5 d后，对照细胞和转染细胞显示不
同状态。对照细胞生长基本上没有变化，细胞轮
廓清晰，大小均一，胞体明亮; 转染后细胞则呈现

明显的 CPE 变化，表现为: 细胞直径明显增大，开
始变圆、脱落，部分细胞裂解和死亡，说明转染成
功( 图 6 ) 。

A．转染后病变细胞; B．正常细胞对照。
A． CPE cells after transfection with recombinant

bacmid plasmid; B． Normal cells．

图 6 细胞病变图
Fig． 6 CPE cells after transfection with

recombinant bacmid plasmid

2． 4． 2 ＲT-PCＲ 鉴定重组病毒 按照柱式动物
ＲNAout试剂盒说明提取感染第 3 代重组病毒的 Sf9
细胞总 ＲNA，以感染野毒的细胞为阴性对照。以
VP60 上、下游引物进行 ＲT-PCＲ，目的条带约为
1 770 bp，与目的基因大小一致，而感染野毒的细胞
无特异性条带( 图 7) 。

M． DNA分子质量标准( DL2000) ; 1．野生型杆状病毒 mＲNA
ＲT-PCＲ结果; 2．重组病毒 rBac-V-302-309 mＲNA PT-PCＲ结果。

M． DNA Marker( DL2000) ; 1． ＲT-PCＲ result of the bacmid;
2． ＲT-PCＲ result of recombinant virus mＲNA．

图 7 ＲT-PCＲ鉴定重组病毒 mＲNA

Fig． 7 ＲT-PCＲ of the recombinant virus mＲNA

2． 4． 3 蛋白质电泳 ( SDS-PAGE ) 及免疫印迹
( Western Blot) 检测 重组杆状病毒在昆虫细胞中
表达的产物经电泳后出现一条分子量约为 60 kDa
的特异性条带，与预期大小基本一致，说明嵌合蛋白

得到有效表达。免疫印迹与电泳的目的条带位置相
符，说明嵌合蛋白具有反应原性( 图 8) 。
2． 4． 4 间接免疫荧光检测嵌合蛋白的表达 重组
病毒感染 Sf9 细胞 24 h后，以 1 ∶ 100 倍稀释的 VP60
单抗 A3C［11］为一抗，1 ∶ 100 稀释度的 FITC 标记兔
抗小鼠 IgG为二抗，进行间接免疫荧光检测。结果
表明( 图 9) ，感染重组病毒的 Sf9 细胞和感染 VP60
皖阜株的细胞具有很强的特异性荧光，而正常细胞

( 空白对照) 和感染 Bacmid野毒的细胞( 阴性对照)
无特异性荧光，说明重组杆状病毒在 Sf9 细胞中有
效表达。
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2． 5 嵌合蛋白病毒样颗粒电镜观察
重组病毒感染 Sf9 细胞 6 d 后，收集细胞液，离

心后用 PBS 重悬后，冻融 3 次，3 000 r /min 离心
5 min，分离细胞碎片与上清，取上清用超滤管进行
浓缩，每次 6 000 r /min 离心 7 min，浓缩 10 倍后进
行负染透射电镜观察。结果表明( 图 10) ，嵌合蛋白
能形成与天然 ＲHDV粒子相似的 VLPs。

M．预染蛋白分子量标准; 1．重组 VP60 蛋白; 2．野生杆状
病毒表达蛋白; 3．嵌合蛋白 DC。

M． Prestained protein molecular weight standards; 1． VP60 protein;
2． The proteins expressed by wild-type virus; 3． The chimeric protein DC．

图 8 嵌合蛋白电泳和免疫印迹鉴定结果
Fig． 8 SDS-PAGE and Western blot detection

of the chimeric protein

A．正常细胞( 空白对照) ; B． 感染 Bacmid 野毒的 Sf9 细胞( 阴性对
照) ; C．感染 VP60 皖阜株的 sf9 细胞( 阳性对照) ; D．感染 Bacmid-V-
302-309 的 Sf9 细胞。
A． IFA result of normal cells( Blank control) ; B． IFA results of Sf9 cells
infected with wild-type virus( Negative control) ; C． IFA result of Sf9 cells
infected with the Wanfu strain of VP60( Positive control) ; D． IFA result of
cells infected with rBac-V-302-309．
图 9 间接免疫荧光检测表达产物的载体特异性

Fig． 9 The result of IFA that detect vector-specificity
of the expression products

A．野生型杆状病毒表达产物; B．嵌合蛋白( VP60 302-309aa被双串联 OVA 257-264aa取代
得到的蛋白) 形成的病毒样颗粒; C． VP60 形成的病毒样颗粒。

A． WT; B． Chimeric protein VLPs; C． VP60 VLPs.

图 10 嵌合蛋白电镜图
Fig． 10 Electron micrograph of chimeric protein

3 讨论
目前，国外对 VLPs 的研究已经应用于抗艾滋

病、抗乙型肝炎等新型疫苗及治疗肿瘤、自身免疫疾
病的新药物的研发［16］。ＲHDV 作为杯状病毒的成
员之一，其主要结构蛋白 VP60 可自行装配形成
VLPs，但其作为展示系统的可行性、效果及其适用
范围的评价需要深入研究。X 线晶体研究显示
VP60 可分为 2 个主要区域: 框架区( S 区) 组成病毒
衣壳表面; 突出区( P 区) 构成病毒衣壳表面突起部
分，可进一步分为 P1 和 P2 2 个亚区域。与其他杯
状病毒衣壳蛋白比较，S 区较为保守，而 P 区的 P1
相对保守，P2 为可变区［17］。Chen 等［18］研究显示，
VP60 P1 区域的 408，417，423，425 等 41 个氨基酸
位点; P2 区域的 280，291，316，317 等 13 个氨基酸

为保守位点，其余 P 区域变异程度较高。Crisci
等［12］推测，位于 VP60 外表面区域的特定位点适合
插入外源表位。本试验通过分子生物学技术将
VP60 蛋白的 302 ～ 309 氨基酸替换为双串联 OVA T
细胞表位，利用杆状病毒表达系统表达嵌合蛋白。
对 VP60 嵌合蛋白进行电镜观察发现，其可形成完
整的 VLPs，大小约为 40 nm，形态与天然兔出血症病
毒样粒子类似。最近，Wang 等［17］通过低温电镜和
晶体学技术，对 ＲHDV 的结构进行了解析，发现
VP60 的 300 ～ 318 位氨基酸含有一段位于病毒粒子
最外表面的 Loop，处于高变区。本研究中选取的替
换位点为 302 ～ 309 位氨基酸，替换该位点后并没有
影响 VLPs的自我组装。位点 302 ～ 309 位氨基酸刚
好包含在 300 ～ 318 位氨基酸中，位于 P2 亚单位突
环处，且不包含保守氨基酸位点，故可能对外源基因
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的耐受性较高。结合本研究结果，推测该位置可能
是将外源片段展示于 VLPs 表面的最佳位置。另
外，Crisci等［12］预测 P2 亚单位突环处适合外源 B细
胞表位( 诱导特异性抗体) 插入，并证明插入外源片

段可形成 VLPs。本研究结果也证明位于 P2 亚单位
突环处的 302 ～ 309 位氨基酸对外源 T 细胞表位同
样耐受。Crisci等［12］在 VP60 的 306 位氨基酸后插
入单个 OVA CD8 +表位( 序列为 SIINFEKL，共 8 个
氨基酸) ，结果显示可形成嵌合的 ＲHDV 样病毒粒
子。而本研究在将位点 302 ～ 309 位氨基酸替换为
22 个氨基酸长度的双串联 OVA T细胞表位序列后，
VP60 载体的反应原性并未受到影响，且不影响
VLPs的自我组装能力。该结果扩展了 VP60-VLPs
作为载体所能携带的外源基因长度。
本研究以 VP60-VLPs为基础，通过在 VP60 302 ～

309 位氨基酸插入双串联 OVA T 细胞表位序列，研
究插入外源基因对 VP60-VLPs 自我组装的影响，本
研究表明 VP60 的 302 ～ 309 位氨基酸适合外源基
因插入，且能够展示 22 个氨基酸长度的外源片段。
此外，携带双串联 OVA T 细胞表位的嵌合 VP60 蛋
白的免疫原性，插入表位的活性以及 VP60 作为载
体所能容纳的最长外源基因长度仍需进一步研究。
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