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摘要: 为了研究 ＲHDV 病毒样粒子作为载体提呈外源 B 细胞表位的能力，以兔出血症病毒 ( ＲHDV) 衣壳蛋白

VP60 为载体，构建携带 FMDV B 细胞表位( FMDV VP1 B 细胞表位 200 ～ 213aa) 的 VP60 嵌合蛋白，研究外源基因对

VP60 蛋白的表达、病毒样颗粒( VLPs) 的装配及免疫原性的影响。分别在 ＲHDV 衣壳蛋白的 C 端、N 端、306 和 307 位

氨基酸之间插入外源 B 细胞表位( FMDV VP1 B 细胞表位 200 ～ 213aa) ，得到嵌合 VP60 基因。利用杆状病毒表达系

统表达嵌合蛋白，分别命名为 VP60-2F、VP60-306F 和 VP60-578F。经 IFA、SDS-PAGE 和 Western Blot 方法鉴定嵌合蛋

白的表达，通过电镜观察嵌合蛋白自聚为病毒样颗粒的能力，通过动物试验研究其免疫原性。结果显示，嵌合 VP60

蛋白在杆状病毒表达系统中得到高效表达，可自聚形成病毒样颗粒，免疫小鼠后可以产生针对 VP60 和 B 细胞表位特

异的免疫应答。该研究为嵌合 VP60 VLPs 的形成及结构功能的研究奠定基础，同时为 ＲHDV-VLPs 作为外源 B 细胞

表位展示载体的可行性提供依据。
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Abstract: To explore the capacity of antigen presentation of the foreign B-cell epitopes by virus-like particles
( VLPs) of rabbit hemorrhagic ( ＲHDV) ，the VLPs of ＲHDV displaying B-cell epitope of foot-and-mouth disease
virus ( FMDV) were constructed． The sequences of a FMDV B-cell epitope were fused to the N-terminal，C-terminal
and inserted between 306th and 307th aa of capsid protein of ＲHDV． The fused genes were cloned into the donor
vector pFastBacTM HTA and three recombinant baculoviruses ( rAc-VP60-2F，rAc-VP60-306F，rAc-VP60-578F )

were constructed using Bac-to-Bac baculovirus expression system． These recombinant proteins were expressed effec-
tively in insect cells as confirmed by IFA，SDS-PAGE and Western Blot． The immunogenicity of all chimeric VLPs
was examined in mice． The results indicated the recombinant proteins could react with both anti-VP60 monoclonal
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antibody and anti-FMDV polyclonal antibody． And all recombinant proteins could self-assemble into VLPs by elec-
tron microscopy analysis． Furthermore，all chimeric VLPs were able to induce strong VP60-specific antibodies re-
sponses． In addition，there were significant differences of peptide-specific IgG antibodies induced by chimeric pro-
teins，compared to that of VP60 group． The significant levels of serum antibodies against B-cell epitopes of FMDV
demonstrated the feasibility of ＲHDV-VLP serving as a presentation carrier for foreign B-cell epitopes．
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兔出血症( ＲHD) 是家兔和野兔的一种高度传

染性疾病，主要发生于 2 月龄以上成年兔，发病率和

死亡率极高［1 － 2］。ＲHD 在 1984 年爆发于中国，后

在全 世 界 范 围 传 播［3］。其 病 原 兔 出 血 症 病 毒

( ＲHDV) ，属于杯状病毒科，兔病毒属［4 － 6］，直径为

35 ～ 40 nm，其表面有规则排列的杯状凹陷。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。目前 ＲHDV VP60 已被表达于多种异

源系统，如杆状病毒 － 昆虫细胞系统［7 － 9］，酵母表

达系统［10 － 11］和植物［12 － 13］等。通过这些系统表达

获得的重组蛋白，免疫兔体后均可完全保护 ＲHDV
的攻击。

VLPs 具有较强的免疫原性和反应原性，可诱导

机体产生中和抗体和细胞免疫反应［6］，且不含遗传

物质，因而作为候选疫苗抗原更加安全稳定。电子

低温显微技术显示出 ＲHDV VLPs 的三维立体结

构［14］，它由 90 个二聚体组成，其周围围绕 32 个大

的凹陷。ＲHDV VP60 蛋白可分为以下几个区域:

NTA 区( N 端臂，1 ～ 65aa) 、S 区( 外壳，66 ～ 229aa) 、
P 区( 突起，238 ～579aa)、连接 S 和 P 的短绞链( 230 ～
237aa) ［15］。N 末端 S 结构域负责衣壳蛋白的形成，

而 C 端 P 区形成于壳体延伸的拱状结构［15 － 16］。P
区还可以进一步划分为 P1 和 P2 区，P2 区位于衣壳

的表面。目前，VP60 VLPs 作为表位载体和基因转

移载体的相关研究表明，可在 VP60 N、C 末端区域

以及 306 ～ 307aa 位插入外源片段，而不破坏病毒样

颗粒的形成，为其发展成为携带多表位的载体疫苗

提供依据［6，16 － 19］。
研究表明，口蹄疫病毒复合多表位可诱导强烈

的免疫反应［20 － 26］，其中包含口蹄疫病毒衣壳蛋白

VP1 C 末端的表位 200 ～ 213aa［20，27］。本研究将 FM-
DV VP1 B 细胞表位 ( 200 ～ 213aa) 插入 VP60 以下

位点: C 末端，其被预测位于 VLPs 的表面; N 末端，

其被预测在 VLPs 的内部; 306 ～ 307aa。通过 IFA、
SDS-PAGE 和 Western Blot 鉴定，所有的嵌合蛋白均

得到有效的表达，且具有自聚能力。嵌合病毒样颗

粒免疫小鼠后能够诱导机体产生分别针对 VP60 和

FMDV 表位的特异性体液免疫应答，本研究通过嵌

合体的构建，分析 VLPs 的形成，并对其免疫特性进

行评估，为嵌合 ＲHDV VLPs 作为携带外源表位的

载体效应研究奠定基础。

1 材料和方法

1． 1 质粒、菌株、细胞和试验动物

供体质粒 pFastBac1-VP60 由江苏省农业科学

院兽医所兔病与生物技术实验室构建并保存，表达

载体 pFastBacTMHTA 和 pFastBac1 购自 Invitrogen 公

司; 大肠杆菌 DH5α 感受态购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; 7 ～ 8 周龄

ICＲ 雌性小鼠，购自扬州大学比较医学中心。
1． 2 主要试剂与工具酶

限制性内切酶 EcoＲⅠ、SalⅠ、XbaⅠ、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's
不完全培养基购自 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; DAB 显色试剂盒购

自武汉博士德生物工程有限公司; 其他试剂均为国

产分析纯级。小鼠抗 VP60 单抗 A3C 为本实验室制

备保存［28 － 29］。病毒样颗粒的电镜观察在H-7650型

透射电镜上操作完成。
1． 3 引物设计

1． 3． 1 设 计 合 成 引 物 根 据 GenBank 数 据 库

ＲHDV 皖阜株 VP60 基因序列( FJ794180 ) 和 FMDV
B 细胞表位( VP1 200 ～ 213aa) 碱基序列，用 Primer
5． 0 软件设计引物 ( 由 Invitrogen 公司合成) ( 表 1) 。
1． 3． 2 合成 FMDV B 细胞表位 FMDV VP1 B 细

胞表位( 200 ～ 213aa: ＲHKQEIVAPVKQKL，其对应的

基 因 序 列: 5'-CGTCACAAACAGGAAATCGTAGCT
CCAGTAAAACAGAAGTTG-3') 由 Invitrogen 公 司 合

成( 表 2) 。
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表 1 本试验中所用引物序列

Tab． 1 The sequences of primers used in the study

引物
Primer

序列
Sequence

限制性酶切位点
Ｒestriction site

VP60-F 5'-TTTGAATTCATGGAGGGCAAAGCCCGCAC-3' EcoＲ Ⅰ
VP60-1Ｒ 5'-GCCGTCGACGACATAAGAAAAGCCATTGG-3' Sal Ⅰ
VP60-2Ｒ 5'-TTTGTCGACCCCAGAATAACTTGCACTGCCTC -3' Sal Ⅰ
VP60-2F 5'-CACTCTAGAAACAACTCCACCAACGTGCT-3' Xba Ⅰ
VP60-3Ｒ 5'-GCCAAGCTTTCAGACATAAGAAAAGCC-3' Hind Ⅲ
VP60-NF 5'-TTTTCTAGAGAGGGCAAAGCCCGCAC-3' Xba Ⅰ

注: 下划线标出的是酶切位点。表 2 同。
Note: The restrict enzyme sites were underlined． The same as Tab． 2．

表 2 本试验中合成的寡核苷酸序列

Tab． 2 The sequences of synthesized soligonucleotides used in the study

序列
Sequence

限制性酶切位点
Ｒestriction site

FMDV-F: 5'-CTAGACGTCACAAACAGGAAATCGTAGCTCCAGTAAAACAGAAGTTGTGAA-3'
FMDV-Ｒ: 3'-TGCAGTGTTTGTCCTTTAGCATCGAGGTCATTTTGTCTTCAACACTTTCGA-5'

Xba Ⅰ
Hind Ⅲ

1． 4 重组穿梭载体的构建

1． 4． 1 重组转移载体的构建 为获得 3 种嵌合质

粒，进行以下 PCＲ、酶切和连接操作: 以质粒 pFast-
Bac1-VP60 为模板，VP60-F 和 VP60-1Ｒ 为引物扩增

目的片段，PCＲ 产物经 EcoＲ Ⅰ和 Sal Ⅰ酶切后克隆

至 pFastBacTMHTA 中，酶切鉴定后，得到重组转移载

体，命名为 pFastBacTMHTA-1。采用相同的方法，以

VP60-NF 和 VP60-3Ｒ 为 引 物，扩 增 含 有 XbaⅠ和

Hind Ⅲ酶切位点的 PCＲ 产物，并克隆至 pFastBacTM

HTA 中，得 到 重 组 转 移 载 体，命 名 为 pFastBacTM

HTA-2。
以 质 粒 pFastBac1-VP60 为 模 板，VP60-F 和

VP60-2Ｒ 为引物，扩增获得 VP60 1 ～ 918 bp 片段，

经 EcoＲ Ⅰ和 Sal Ⅰ酶切后克隆至 pFastBacTM HTA
中，得到重组转移载体，命名为 pFastBacTM HTA-3。
同时，以 VP60-2F 和 VP60-3Ｒ 为 引 物，扩 增 获 得

VP60 918 ～ 1 740 bp 片段，经 Xba Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切

后克隆至重组载体 pFastBacTMHTA-3 中，得到重组

转移载体，命名为 pFastBacTMHTA-4。
FMDV( O /China /5 /99 strain) B 细胞表位 ( F:

200 ～ 213aa) 的基因由人工合成 ( 表 2 ) ，FMDV-F /
FMDV-Ｒ 经退火处理后形成双链( Sal Ⅰ /Xba Ⅰ) ，

用 T4 DNA 连接酶将 Sal Ⅰ /Xba Ⅰ酶切消化的重组

载体 pFastBacTM HTA-1、pFastBacTM HTA-2 和 pFast-
BacTMHTA-4 分别与退火磷酸化处理的 FMDV VP1
B 细胞表位双链 DNA 连接，最终获得 3 种重组转移

载 体 pFastBacTM HTA-VP60-578F、pFastBacTM HTA-
VP60-2F 和 pFastBacTM HTA-VP60-306F。嵌合体氨

基酸结构如图 1 所示。

图 1 嵌合体 VP60-2F、VP60-306F 和 VP60-578F 示意图

Fig． 1 The schematic diagram of the chimeric constructs
( VP60-2F，VP60-306F and VP60-578F)

1． 4． 2 重组穿梭载体的构建 3 种重组转移载体分

别转化含有穿梭载体 Bacmid 的 E． coli DH10 Bac 感

受态细胞，转化产物涂于含有 3 种抗生素( 50 μg /mL
卡那霉素、7 μg /mL 庆大霉素、10 μg /mL 四环素) 、
X-gal( 100 μg /mL) 和 IPTG( 20 μg / mL) 的 LB 平板，

37 ℃培养 48 h 后，挑选白色菌落培养并提取重组穿

梭质粒，以通用引物 pUC /M13 与特异性引物进行

PCＲ 鉴定并测序，证明转座成功后，将阳性重组质

粒分别命名为 Bacmid-VP60-578F、Bacmid-VP60-2F
和 Bacmid-VP60-306F。
1． 5 ＲHDV-VLPs 的表达和鉴定

1． 5． 1 细胞转染 以 LipofectaminTM2000 为共转染

试剂，按照说明，将重组穿梭载体分别转染 Sf9 单层

细胞。转染后每 12 h 观察一次，细胞病变明显时收

集细胞及上清液，作为重组杆状病毒原液 4 ℃保存。
将含目的基因的重组杆状病毒分别命名为 rAcV-
Bac-578F、rAcV-Bac-306F 和 rAcV-Bac-2F。将第 1
代病毒液冻融 2 次后以 1% 体积比接种 Sf9 细胞传

代，得到第 2 代重组病毒。
1． 5． 2 间接免疫荧光检测 3 种重组病毒分别感

染 Sf9 细胞，同时以野生型杆状病毒感染的细胞作

为阴性对照，正常 Sf9 细胞作为空白对照，实验室保
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存的 rAcV-Bac-VP60 作为阳性对照。在感染 Sf9 细

胞 24 h 后，以 1 ∶ 200 稀释的 ＲHDV 单抗 A3C 为一

抗，1 ∶ 200 稀释的 FITC 标记的兔抗鼠 IgG 为二抗，

进行间接免疫荧光，检测嵌合 VP60 蛋白的表达。
3 种重组病毒分别感染 Sf9 细胞，同时以野生型

杆状病毒感染的细胞作为阴性对照，正常 Sf9 细胞

作为空白对照，实验室保存的 rAcV-Bac-VP60 作为

阳性对照。在感染 Sf9 细胞 24 h 后，以 1 ∶ 100 稀释

的牛“O”型 FMDV 多抗血清为一抗，1 ∶ 5 000 稀释的

FITC 标记的羊抗牛 IgG 为二抗，进行间接免疫荧

光，检测 FMDV B 细胞表位的表达。
1． 5． 3 SDS-PAGE 和 Western Blot 分析 收集感染

重组病毒的细胞培养物，冻融处理后加入上样缓冲

液进行蛋白质电泳 ( SDS-PAGE) ; 以 1 ∶ 200 稀释的

VP60 单抗 A3C 为一抗，1 ∶ 5 000 稀释的 HＲP 标记

的兔抗鼠 IgG 为二抗，进行 Western Blot，检测嵌合

VP60 的表达。
收集感染重组病毒的细胞培养物，冻融处理后

加入上样缓冲液进行蛋白质电泳 ( SDS-PAGE) ; 以

1 ∶ 100稀释的牛源“O”型 FMDV 多抗血清为一抗，

1 ∶ 5 000稀释的 HＲP 标记的羊抗牛 IgG 为二抗，进

行 Western Blot，检测 FMDV B 细胞表位的表达。
1． 6 电镜观察

收集感染重组杆状病毒细胞培养物，反复冻融，

离心去除细胞碎片，取上清经超滤管进行浓缩，每次

6 000 r /min 离心 7 min，浓缩 10 倍后备用，将待检嵌

合蛋白样品滴于载样铜网上，吸附 2 min，用滤纸吸

去多余样品，然后将 2%的磷钨酸染液滴于铜网上，

固定 2 min，最后除去多余的磷钨酸染液，室温干燥

5 min，于 H-7650 型透射电镜上进行观察。
1． 7 嵌合蛋白免疫特性研究

1． 7． 1 抗原的制备 培养 Sf9 细胞至对数生长期，

分别接种 3 种重组杆状病毒，6 ～ 7 d 后细胞出现明

显病变，用灭菌磷酸盐缓冲溶液( PBS，pH 值 7． 4) 重

悬细胞，反复冻融 3 次，离心去除细胞碎片，上清经

超滤管纯化获得嵌合蛋白，用无菌 PBS 稀释为 400
μg /mL。按抗原、弗氏佐剂 1 ∶ 1 体积比混合。
1． 7． 2 动物免疫 将 36 只 7 ～ 8 周龄雌性 ICＲ 小

鼠随机 分 成 6 组，分 别 腹 腔 注 射 VP60-2F、VP60-
306F、VP60-578F、VP60、FMDV 和 PBS，200 μL /只
( 蛋白免疫量为 40 μg /只) ，共免疫 3 次，每次间隔 2
周，其中 PBS 组为阴性对照组，VP60 组为检测 VP60
特异性抗体效价的阳性对照组，FMDV 作为检测外

源 B 细胞表位应答的阳性对照组。分别于首免后

第 0，1，2，3，4，5，6 周采集小鼠血清。采用本实验室

建立的间接 ELISA 方法［30］，检测各组免疫小鼠诱导

产生 VP60 蛋 白 特 异 性 抗 体 的 水 平; 间 接 ELISA
( “O”型 FMDV ELISA 检测试剂盒购自武汉科前生

物制品有限责任公司) 检测 FMDV VP1 B 细胞表位

特异性抗体水平。
1． 7． 3 数据处理 应用 Graph Pad PＲISM CV5． 02，

www． graphpad． com) 软件，对数据统计分析，比较各

组差异，P ＜ 0． 05 表示差异显著。

2 结果与分析

2． 1 目的基因的获得及其鉴定

以本实验室保存的 pFastBac1-VP60 为模板，利用

Primer 5． 0 设计引物，进行 PCＲ 扩增，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 2) 。

A． PCＲ1 结果图; M． DNA 分子质量标准( DL2000) ; 1． VP60-EcoＲⅠ/Sal Ⅰ
( 含有 EcoＲⅠ/SalⅠ酶切位点的 VP60 基因) ; 2． VP60-( 1 ～ 918 bp) ;
3． VP60-( 918 ～ 1 740 bp) ; B． PCＲ2 结果图; M． DNA 分子质量标准
( DL2000) ; 1． VP60-Xba Ⅰ /Hind Ⅲ( 含有 Xba Ⅰ / Hind Ⅲ酶切位点
的 VP60 基因) 。
A． Ｒesult of PCＲ1; M． DNA Marker ( DL2000) ; 1． VP60-EcoＲⅠ/Sal Ⅰ;
2． VP60-( 1 － 918 bp) ; 3． VP60-( 918 － 1 740 bp) ; B． Ｒesult of PCＲ2;
M． DNA Marker ( DL2000) ; 1． VP60-Xba Ⅰ/Hind Ⅲ．

图 2 重组 VP60 基因 PCＲ 结果

Fig． 2 PCＲ results of recombinant VP60 gene

2． 2 重组转移载体的鉴定

目的基因与 pFastBacTMHTA 连接转化 DH5α 感

受态细胞，挑菌提质粒进行双酶切鉴定，用限制性内

切酶 EcoＲⅠ /XbaⅠ、SalⅠ /HindⅢ和 EcoＲⅠ /XbaⅠ
分别对 3 种重组阳性质粒进行双酶切，经琼脂糖凝

胶电泳可见，2 条大小分别为 4 856，1 788 bp 左右的

条带( 图 3-A、B) ，以及 4 856，972 bp( 图 3-C) 的条

带，证明基因片段已克隆至真核表达 载 体 pFast-
BacTMHTA。
2． 3 重组穿梭载体的鉴定

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 穿 梭 载 体

Bacmid 质粒进行扩增，产物大小约为 300 bp; pUC /
M13 上游引物和目的基因下游引物扩增获得大小为

3 000 bp 的产物; 以目的基因上、下游引物扩增获得
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相应大小的目的基因，分别为1 788，1 794，1 788 bp， 证明转座成功，重组杆状病毒基因构建完成( 图 4) 。

M1． DNA 分子质量标准( DL15000) ; M2． DNA 分子质量标准( DL2000 ) ; A． pFastBacTMHTA-VP60-578F-酶切鉴定: 1． pFastBacTMHTA-VP60-578F
酶切结果; B． pFastBacTMHTA-VP60-2F 酶切鉴定: 1． pFastBacTM HTA-VP60-2F 酶切结果; C． pFastBacTM HTA-VP60-306F 酶切鉴定: 1． pFastBacTM

HTA-VP60-306F 酶切结果。
M1． DNA Marker DL15000; M2． DNA Marker DL2000; A． Identification of pFastBacTMHTA-VP60-578F: 1． Digestion of pFastBacTMHTA-VP60-578F; B．
Identification of pFastBacTM HTA-VP60-2F: 1． Digestion of pFastBacTM HTA-VP60-2F; C． Identification of pFastBacTM HTA-VP60-306F: 1． Digestion of
pFastBacTMHTA-VP60-306F．

图 3 重组质粒的酶切鉴定

Fig． 3 Identification of the recombinant plasmids

M1． DNA 分子质量标准( DL15000) ; M2． DNA 分子质量标准( DL2000) ; A． 重组质粒 PCＲ 鉴定: 1． 穿梭载体 Bacmid; 2，3． 重组穿梭载体 Bacmid-
VP60-2F 鉴定结果; B． 重组质粒 PCＲ 鉴定: 1． 穿梭载体 Bacmid; 2 ～ 4． 重组穿梭载体 Bacmid-VP60-306F 鉴定结果; C． 重组质粒 PCＲ 鉴定: 1． 穿
梭载体 Bacmid; 2 ～ 4． 重组穿梭载体 Bacmid-VP60-578F 鉴定结果。
M1． DNA Marker ( DL15000) ; M2． DNA Marker ( DL2000) ; A． Identification of the recombinant Bacmid-VP60-2F: 1． Bacmid; 2，3． Identification of Bac-
mid-VP60-2F; B． Identification of the recombinant Bacmid-VP60-306F: 1． Bacmid; 2 － 4． Identification of the Bacmid-VP60-306F; C． Identification of the
recombinant Bacmid-VP60-578F: 1． Bacmid; 2 － 4． Identification of the Bacmid-VP60-578F．

图 4 重组 Bacmid 质粒的 PCＲ 鉴定

Fig． 4 Identification of the recombinant bacmid plasmids by PCＲ

A． 感染野生毒株( WT) 的细胞( 阴性对照) ; B． 正常细胞( 空白对照) ; C． 感染 rAcV-Bac-VP60 的细胞;
D． 感染 rAcV-Bac-2F 的细胞; E． 感染 rAcV-Bac-306F 的细胞; F． 感染 rAcV-Bac-578F 的细胞。

A． Cells infected with rAcV-WT ( negative control) ; B． Normal cellsblank control; C． Cells infected with rAcV-Bac-VP60;
D． Cells infected with rAcV-Bac-2F; E． Cells infected with rAcV-Bac-306F; F． Cells infected with rAcV-Bac-578F．

图 5 IFA 检测 3 种嵌合 VP60 蛋白的表达

Fig． 5 IFA analysis of the expression of the chimeric VP60 proteins

2． 4 嵌合蛋白的表达和鉴定

2． 4． 1 间接免疫荧光试验( IFA) 重组病毒感染

Sf9 细胞 24 h 后，以 ＲHDV 单抗 A3C 为一抗，FITC
标记兔抗鼠 IgG 为二抗，进行间接免疫荧光染色。
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结果表明，感染野生型杆状病毒的 Sf9 细胞( 图 5-A)

和空白对照细胞 ( 图 5-B) 无特异荧光，感染 rAcV-
Bac-VP60、rAcV-Bac-2F、rAcV-Bac-306F、rAcV-Bac-
578F 的 Sf9 细胞( 图 5C ～ F) 具有很强的特异性荧光，

说明嵌合蛋白得到有效表达。
重组病毒感染 Sf9 细胞 24 h 后，以牛多抗血清

为一抗，1 ∶ 5 000 稀释的 FITC 标记羊抗牛 IgG 为二

抗，进行间接免疫荧光染色。结果表明，感染 rAcV-
Bac-VP60( 图 6-A) 、野生型杆状病毒的 Sf9 细胞( 图

6-B) 和空白对照细胞 ( 图 6-C ) 无特异荧光，感染

rAcV-Bac-578F、rAcV-Bac-306F 和 rAcV-Bac-2F 的

Sf9 细胞( 图 6-D～ F) 具有很强的特异性荧光，说明

嵌合蛋白 中 的 VP1 B 细 胞 表 位 也 得 到 了 有 效 的

表达。

A． 感染野生毒株( WT) 的细胞( 阴性对照) ; B． 正常细胞( 空白对照) ; C． 感染 rAcV-Bac-VP60 的细胞;
D． 感染 rAcV-Bac-2F 的细胞; E． 感染 rAcV-Bac-306F 的细胞 Blank control; F． 感染 rAcV-Bac-578F 的细胞。

A． Cells infected with rAcV-WT( Negative control) ; B． Normal cells( Blank control) ; C． Cells infected with rAcV-Bac-VP60;
D． Cells infected with rAcV-Bac-2F; E． Cells infected with rAcV-Bac-306F; F． Cells infected with rAcV-Bac-578F．

图 6 IFA 检测 3 种嵌合蛋白中 B 细胞表位的表达

Fig． 6 IFA analysis of the expression of B-cell epitope in chimeric proteins

2． 4． 2 SDS-PAGE 和 Western Blot 以 VP60 单抗

A3C 为一抗，HPＲ 标记兔抗鼠 IgG 为二抗，检测嵌

合蛋白的表达。以 FMDV 牛多抗血清为一抗，HPＲ
标记羊抗牛 IgG 为二抗，检测 FMDV B 细胞表位的

表达情况。结果显示: 目的基因在昆虫细胞中表达

了大小约为 60 kDa 的特异性条带。免疫印迹与电

泳的目的条带位置相符 ( 图 7-A) ，说明嵌合 VP60
蛋白得到表达( 图 7-B) ，且 FMDV B 细胞表位也得

到了有效的表达( 图 7-C) 。

A． SDS-10% PAGE: 1． WT; 2． VP60; 3． VP60-2F; 4． VP60-306F; 5．
VP60-578F． B，C． Western Blot: 1． WT; 2． VP60; 3． VP60-2F; 4． VP60-
306F; 5． VP60-578F．

图 7 三种嵌合蛋白的 SDS-PAGE 和 Western Blot 分析结果

Fig． 7 Analysis result of SDS-PAGE and Western Blot
of the chimeric proteins fused with epitope

2． 5 电镜观察

经初步纯化的 3 种嵌合蛋白样品在透射电镜下

均可观察到类似于天然 ＲHDV VLPs 的粒子，大小

约 40 nm，证明了所表达的 3 种嵌合蛋白能够正确

装配成 VLPs( 图 8-B ～ D) 。

比例尺为 100 nm; A． ＲHDV VP60 病毒样颗粒( 阳性对照) ; B． VP60-2F
病毒样颗粒; C． VP60-306F 病毒样颗粒; D． VP60-578F 病毒样颗粒。

Scale bar． 100 nm． A． ＲHDV-VLPs( Positive control) ;
B． VP60-2F-VLPs; C． VP60-306F-VLPs; D． VP60-578F-VLPs．

图 8 ＲHDV VP60 蛋白和 3 种嵌合蛋白病毒样

粒子的电镜观察结果

Fig． 8 Analysis result of ＲHDV VP60 and three

chimeric VP60 VLPs by electron microscopy

2． 6 嵌合蛋白诱导小鼠体液应答

将表达获得的 3 种嵌合蛋白与佐剂按体积比

1 ∶ 1混合免疫小鼠，同时以 ＲHDV-VLPs 和 FMDV 灭

活疫苗作为阳性对照，PBS 作为阴性对照。分别于
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首免后 0，1，2，3，4，5，6 周对各组小鼠进行尾静脉采

血，使用间接 ELSIA 检测 VP60 特异性 IgG 和表位

特异性 IgG 抗体水平。
IgG 抗体变化分析显示，3 种嵌合蛋白在首免后

4 ～ 6 周均可产生较强的 VP60 特异性抗体，与 PBS
组比较差异显著( P ＜ 0． 05) ( 图 9 ) ; 3 种嵌合蛋白

刺激机体产生的表位特异性 IgG 抗体与 VP60 组相

比差异显著( P ＜ 0． 05) ，VP60 组未产生表位特异性

抗体应答，3 种嵌合蛋白均可诱导产生较强的表位

特异性 抗 体 应 答 ( 图 10 ) 。VP60-2F 蛋 白 诱 导 的

VP60 特异性 IgG 和表位特异性 IgG 水平与其他 2
种嵌合蛋白组存在显著差异 ( P ＜ 0． 05 ) ，明显高于

其他 2 组( 图 9，10) 。此外，作为阳性对照的 FMDV
商品化灭活苗组诱导产生最高水平的表位特异性

IgG 抗体( 图 10) ( P ＜ 0． 05) 。

不同字母( a、b、c、d) 代表显著性差异，P ＜ 0． 05。图 10 同。
The different letters ( a，b，c，d) indicated the

significant difference( P ＜ 0． 05) ． The same as Fig． 10．

图 9 间接 ELISA 检测小鼠血清中 VP60 特异性抗体水平

Fig． 9 Detection of anti-VP60 antibody in
serum of mice by indirect ELISA

图 10 间接 ELISA 检测 FMDV B 细胞表位抗体水平

Fig． 10 Detection of anti-FMDV B-cell epitope
antibody in serum of mice by indirect ELISA

3 讨论

病毒样颗粒( VLPs) 是由一个或数个重组表达

的病毒蛋白自发组装成的超分子结构，与具有感染

性的病毒或亚病毒的颗粒相似。杯状病毒属的诺瓦

克病毒［31 － 34］和兔出血症病毒［8，10，18］的衣壳蛋白均

能够自我组装成病毒样颗粒［8，35］，且表现出较强的

免疫原性。ＲHDV 的宿主特异性强，只感染兔，不威

胁人类和其他动物。因此，ＲHDV 病毒样颗粒可以

作为动物疾病甚至人类疾病的一种非常有效的疫苗

载体。但 ＲHDV-VLPs 的可行性及作用效果尚需进

一步研究。
本研究的主要目的是分析插入外源表位 ( FM-

DV VP1 B 细胞表位) 的嵌合蛋白能否形成病毒样

颗粒，评价 VP60 作为外源表位展示系统的可行性。
结果表明，所有的嵌合蛋白均可高水平表达并形成

VLPs，说明在 VP60 蛋白的第 306 ～ 307aa 之间、C 端

和 N 端插入外源片段均不影响 VLPs 的形成。具备

自我装配的能力可能是 VLPs 作为疫苗候选物的重

要特性，正确组装的 VLPs 可形成高密度、高对称性

的颗粒，保证插入外源序列的正确定位，确保 VLPs
的免疫原性。

嵌合 ＲHDV 病毒样颗粒包含口蹄疫病毒一个

重要的 B 细胞表位: 200 ～ 213aa，其片段经证实可诱

导产生中和抗体。本试验通过 IFA 和 Western Blot
研究了 ＲHDV 嵌合 VLPs 的 VP60 特异性抗原反应

和 FMDV 表位特异性。嵌合 VLPs 接种小鼠后发现

经 3 种 嵌 合 蛋 白 免 疫 的 小 鼠 均 能 够 诱 导 强 烈 的

VP60 特异性和表位特异性体液免疫应答。上述结

果表明，ＲHDV VLPs 可作为携带 B 细胞表位的载

体，刺激机体对外源 B 细胞表位产生体液免疫应

答，也可作为异源抗原的展示载体。
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