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狂犬病颗粒样疫苗的制备及免疫评价
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（中国农业科学院特产研究所农业农村部经济动物疫病重点实验室， 吉林 长春　 １３０１１２）

摘要： 为研发高免疫原性的新型狂犬病颗粒样疫苗， 利用 ＰＣＲ 方法扩增狂犬病病毒 ＨＥＰ－Ｆｌｕｒｙ 株的 Ｇ 蛋白和 Ｍ 蛋白基因序列， 将其依次克隆至

Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ 杆状病毒表达系统穿梭载体 ｐＦａｓｔＢａｃ ｄｕａｌ 上， 构建重组质粒 ｐＦＤ－ＧＭ。 制备基于 ｐＦＤ－ＧＭ 的重组杆粒， 转染至 Ｓｆ９ 细胞， 得到重组杆

状病毒 ｒｂ－ＧＭ， 在 Ｓｆ－９ 细胞中表达获得病毒样颗粒 ＶＬＰ－ＧＭ。 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光鉴定， 重组杆状病毒成功表达了 Ｇ 蛋

白 （约 ５６ ｋＤａ） 和 Ｍ 蛋白 （约 ２３ ｋＤａ）； 经电镜观察， ＶＬＰ－ＧＭ 大小约为 １００ ｎｍ×５０ ｎｍ， 呈表面带有纤突的子弹形状， 与典型的狂犬病病毒粒

子类似。 将 ＶＬＰ－ＧＭ 免疫犬， 经测定犬在二次免疫后产生较灭活疫苗更高的中和抗体水平， 达到 ７􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 并且与单独免疫 Ｇ 蛋白相比可刺激

更多细胞因子如白细胞介素 ４ （ＩＬ－４） 和 γ－干扰素 （ＩＦＮ－γ） 生成。 本研究成功表达了狂犬病病毒的病毒样颗粒 ＶＬＰ－ＧＭ， 证明了其免疫原性，
为后续的疫苗研制和抗体制备奠定了基础。
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　 　 狂犬病是由狂犬病病毒 （ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＲＡＢＶ）
引起的急性人畜共患传染病。 ＲＡＢＶ 为单股不分节段

负链 ＲＮＡ 病毒， 属于弹状病毒科 （Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）
的狂犬病毒属 （Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ） ［１］。 ＲＡＢＶ 外形为头部半
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病机制， Ｅ－ｍａｉｌ： ｂａｉｘｕｅ０１＠ ｃａａｓ􀆰 ｃｎ。

圆形、 尾部为平端的子弹状粒子， 直径为 ６５～８０ ｎｍ，
长 １３０～２４０ ｎｍ。 核衣壳呈螺旋对称， 表面具有囊膜，
内含有单链负义 ＲＮＡ， 长度约 １２ ｋｂｐ， 编码 ５ 种结

构蛋白， 分别为核蛋白 （ＮＰ）、 磷蛋白 （ＰＰ）、 基质

蛋白 （ＭＰ）、 糖蛋白 （ＧＰ） 和 ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ 聚

合酶 （ＬＰ） ［２］。 ＲＡＢＶ 的结构蛋白中只有病毒囊膜表

面的 ＧＰ 能使体内产生中和抗体［３］。 ＭＰ 是囊膜病毒

从细胞出芽所必需的结构蛋白， 并与 ＧＰ 特异性相互

作用［４］， 可以与 ＧＰ 共同组成病毒样颗粒 （ＶＬＰ）。
临床上对于狂犬病尚无有效的治疗办法， 病患一旦出

现典型的神经系统症状， 死亡率近乎 １００％。 在各种
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防疫措施下， 世界范围内每年仍有约 ５􀆰 ９ 万人因犬传

播的狂犬病死亡［５］。 控制狂犬病的传播主要通过在

暴露后接种狂犬疫苗， 刺激机体产生抗 ＲＡＢＶ 免疫

力。 ＲＡＢＶ 通过野生食肉目动物作为储藏宿主， 长期

保存在野生环境中［６］。 截至目前， 我国批准上市的

人用及兽用狂犬病疫苗中， 除早期批准、 作为过渡且

副作用大的弱毒疫苗外， 均为灭活疫苗。 暴露前和暴

露后预防均需要多次接种， 成本高、 副作用大。 而

ＶＬＰ 疫苗具安全性高、 免疫原性好等优点， 为新型

狂犬病疫苗提供了选择。 本研究采用昆虫杆状病毒表

达系统构建了基于 ＲＡＢＶ ＧＰ 和 ＭＰ 的病毒样颗粒。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、 菌种及试剂

ＲＡＢＶ ＨＥＰ－Ｆｌｕｒｙ 株和猫肾 （Ｆ８１） 细胞均由中

国农业科学院特产研究所特种动物疫病团队保存； 病

毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购自北京全式金生物技术股

份有限公司； 质粒大提试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ （德国）
有限公司； ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞购自上海唯地生物

技术有限公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂购自 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ （美国） 公司； ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒

购自博士德生物工程有限公司； ＨＲＰ 标记的山羊抗

鼠 ＩｇＧ 购自北京博奥森生物技术有限公司； 鼠抗

ＲＡＢＶ Ｇ 蛋白单克隆抗体和鼠抗 ＲＡＢＶ Ｍ 蛋白单克隆

抗体由本实验室保存； Ｓｆ９ 细胞和培养基 Ｓｆ－９００ Ⅲ
ＳＦＭ 均购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ （美国） 有限公司； 佐剂

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ Ｇｅｌ ０１ 购自 ＳＥＰＰＩＣ （法国） 有限公司； 商

品化宠必威狂犬疫苗购自英特威 （荷兰） 有限公司；
Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒购自北京全式金生物技术股

份有限公司。
１􀆰 ２　 目的基因的获取和重组质粒的鉴定

使用病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒从 ＲＡＢＶ ＨＥＰ－
Ｆｌｕｒｙ 株的病毒液中提取病毒 ＲＮＡ， 以提取的病毒

ＲＮＡ 为模板， 反转录得到 ｃＤＮＡ。 根据 ＨＥＰ－Ｆｌｕｒｙ 株

（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＧＵ５６５７０４􀆰 １） 的 Ｍ 基因 ＯＲＦ 设

计引物， Ｍ１Ｆ： ５′ － ＧＧＴＡＣＣＴＴＡＴＴＣＴＡＡＡＡＧＣＡＧＡ⁃
ＧＡＡ－３′和 Ｍ１Ｒ： ５′－ＧＣＴＡＧＣＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＡＴＧ⁃ＴＡ⁃
ＡＧＡＴＡ－３′， 结合穿梭载体 ｐＦａｓｔＢａｃ ｄｕａｌ 序列和 Ｇ 基

因 ＯＲＦ 设计无缝克隆引物， Ｇ１Ｆ： ５′ － ＴＡＣＣＧＴＣ⁃
ＣＣＡＣＣＡＴＣＧＧＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＡＧＧＴ － ３′
和 Ｇ１Ｒ： ５′ － ＣＴＴＧＴＣＧＡＧＡＣＴＧＣＡＧＴＣＡＡＴＧＡＴＧＡＴ⁃􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍
ＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍ＣＡＧＴＣＴＧＧＴＣ－３′， 其中下划线部分为

加入的酶切位点， 波浪线部分为加入的 ６×Ｈｉｓ－ｔａｇ。
利用设计的引物特异性扩增 Ｇ 基因和 Ｍ 基因， 送往

吉林库美生物科技有限公司测序。 确认无误后， 依次

使用无缝克隆试剂盒和 Ｔ４ 连接酶连接 Ｇ 和 Ｍ 基因至

ｐＦａｓｔＢａｃ ｄｕａｌ 的 ２ 个 ＭＣＳ 上， 双酶切验证连接结果，
并将阳性重组质粒送往吉林库美生物科技有限公司测

序。 将测序无误的重组质粒中连接 Ｇ 基因的命名为

ｐＦＤ－Ｇ， 连接 Ｇ 基因和 Ｍ 基因的命名为 ｐＦＤ－ＧＭ。
本研究使用双 ＭＣＳ 载体 ｐＦａｓｔＢａｃ ｄｕａｌ 同时插入了

ＲＡＢＶ 的 Ｇ 基因和 Ｍ 基因， 极晚期强启动子多角体

蛋白 （ＰＨ） 启动子正向表达 Ｇ 基因， 比 ＰＨ 启动子

稍早的另一个极晚期强启动子 Ｐ１０ 启动子反向表达

Ｍ 基因， 通过杆状病毒在昆虫细胞内的表达， 使两

者装配成 ＲＡＢＶ 病毒样颗粒。
１􀆰 ３　 重组杆粒的筛选

向感受态细胞 ＤＨ１０Ｂａｃ 中分别加入 １ ｎｇ 重组质

粒 ｐＦＤ－Ｇ 或 ｐＦＤ－ＧＭ， 涂布在同时加入庆大霉素、
四环素和卡那霉素 ３ 种抗生素且含有底物 Ｘ－ｇａｌ 和诱

导剂 ＩＰＴＧ 的 ＬＢ 平板上， ３７ ℃培养 ４８ ｈ， 进行蓝白

斑筛选。 挑出白色菌落再次培养 ４８ ｈ 确认菌落颜色，
将确认为白色的菌落挑出， 加入含有庆大霉素、 四环

素和卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中过夜培养， 以菌液

ＰＣＲ 鉴定重组结果， 将确定发生转座的菌落扩大培

养至 ２００ ｍＬ， 用无内毒素大提试剂盒提取杆粒， 命

名为 Ｂａｃ－Ｇ 和Ｂａｃ－ＧＭ。
１􀆰 ４　 重组杆状病毒的拯救和扩增

将 Ｓｆ９ 细胞铺至六孔板中， 生长至 ８０％密度时，
使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂将重组杆粒 Ｂａｃ－Ｇ
和 Ｂａｃ－ＧＭ 转染至 Ｓｆ９ 细胞中， 用 Ｓｆ－９００ Ⅲ ＳＦＭ 培

养基在 ２７ ℃培养 ４８ ｈ， 观察各孔内细胞病变。 收取

明显病变的细胞， 冻融破碎细胞， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 去除

细胞碎片， 上清液即为 Ｐ０ 代重组杆状病毒， 将重组

杆状病毒命名为 ｒｂ－ＧＭ。 使用空斑试验测定 Ｐ０ 代和

Ｐ１ 代 ｒｂ－ＧＭ 的滴度。 以鼠抗 ＲＡＢＶ Ｇ 蛋白单克隆抗

体作为一抗， 用间接免疫荧光试验鉴定感染杆状病毒

的 Ｓｆ９ 细胞对目的蛋白的表达。
１􀆰 ５　 ＶＬＰ 的组装和鉴定

Ｐ１ 代重组杆状病毒以感染比 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 １ 感染

Ｓｆ９ 细胞， ２７ ℃ 培养 ９６ ｈ， 收集细胞悬液， １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ。 去除上清液， 将沉淀以 １５ ∶ １ 体

积的 ＰＢＳ 重悬， 冻融一次， 超声破碎细胞， ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心。 去除沉淀， 收集 ｒｂ－ＧＭ 表达产物上清液

中溶解的 ＶＬＰ 和 ｒｂ－Ｇ 表达产物上清液中溶解的 Ｇ 蛋

白， 分别命名为 ＶＬＰ －ＧＭ 和 ＨＥＰ －Ｇ。 利用 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＶＬＰ 的表达， 电镜观察确

定 ＶＬＰ－ＧＭ 的形态。
１􀆰 ６　 犬免疫试验

未接种狂犬病疫苗的中华田园犬 ３ 月龄共 １５ 只，
７ 公 ８ 母， 平均体重约 ３ ｋｇ， 购自长春市丰隆生物技

术有限公司。 将犬随机分为 ４ 组， 即 ＶＬＰ－ＧＭ 免疫
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组 （５ 只）， ＨＥＰ －Ｇ 免疫组 （ ５ 只）， 疫苗对照组

（英特威狂犬病灭活疫苗， ３ 只） 和空白组 （２ 只）。
将 １􀆰 ５ 中制备好的抗原与佐剂 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ Ｇｅｌ ０１ 按照

１０ ∶ １ 的比例混合均匀后， 按照总蛋白量 ２ ｍｇ ／只注

射于犬后肢内侧肌肉， 空白组注射等体积的 ＰＢＳ。 为

探究免疫组产生抗体的最高水平， 参考 Ｑｉ 等［７］ 的免

疫方法， 首次免疫后 ２１ ｄ 二次免疫， 免疫剂量同首

次免疫， 疫苗组注射单剂量疫苗。 每隔 ７ ｄ 静脉采

血， ３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 分离血清， ５６ ℃ 灭活

３０ ｍｉｎ， －２０ ℃保存备用。 取首免后 １４ ｄ 和二免后

１４ ｄ 血清， 使用荧光抗体病毒中和试验 （ＦＡＶＮ） 检

测犬免疫后产生的病毒中和抗体水平 （ＶＮＡ） ［８］； 取

首免后 ７ ｄ 和二免后 ７ ｄ 血清， 采用上海酶联生物公

司所生产的白细胞介素 ４ （ ＩＬ － ４） 和 γ －干扰素

（ＩＦＮ－ γ ） 细 胞 因 子 ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒 （ ＣＡＳ：
ｍｌ０２４７７６， ｍｌ０２４７７６） 检测血清中细胞因子的含量。
１􀆰 ７　 小鼠免疫试验

６ 周龄 ＢＡＢＬ ／ ｃ 雌性小鼠购自长春市丰隆生物技

术有限公司， 平均体重约 ２０ ｇ， 随机分为 ４ 组， 即

ＶＬＰ－ＧＭ 免疫组 （５ 只）， ＨＥＰ －Ｇ 免疫组 （５ 只），
疫苗对照组 （英特威狂犬病灭活疫苗， ５ 只） 和空白

组 （５ 只）。 将 １􀆰 ５ 中制备好的抗原与佐剂 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ
Ｇｅｌ ０１ 按照 １０ ∶ １ 的比例混合均匀后， 按照总蛋白量

２００ μｇ ／只多点注射于小鼠后肢肌肉， 空白组注射等

体积 ＰＢＳ， 首次免疫后 ２１ ｄ 进行二次免疫， 免疫剂

量同首次免疫， 疫苗组注射单剂量疫苗。 每隔 ７ ｄ 进

行眼眶静脉丛采血， 血样处理方法同 １􀆰 ６。 使用荧光

抗体病毒中和试验检测小鼠免疫后产生的病毒中和抗

体水平［８］。
１􀆰 ８　 总蛋白中有效蛋白含量测定

使用 Ｈｉｓ 蛋白层析纯化试剂盒纯化作为免疫样品

的 ＨＥＰ－Ｇ 和 ＶＬＰ－ＧＭ 总蛋白， 上样量 １０ ｍＬ， 收取

流穿液， ４ ℃孵育 １ ｈ 后， 使用咪唑洗脱并收取洗脱

液， ＰＡＧＥ 验证蛋白所在洗脱液， 使用 ＢＣＡ 测定纯

化前后蛋白浓度， 计算有效蛋白含量。
１􀆰 ９　 数据统计和分析

用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 绘图并使用 Ｔｗｏ － ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 方法进行统计学分析， 数据以 “平均数±标
准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｇ 和 Ｍ 基因序列扩增

以 ＲＡＢＶ ＨＥＰ－Ｆｌｕｒｙ 株基因组的 ｃＤＮＡ 为模板，
利用 Ｇ１ 和 Ｍ１ 引物， 进行 ＰＣＲ 扩增， 扩增结果如图

１ 所示， Ｍ１ 引物扩增出与预计大小一致的 ６０９ ｂｐ 条

带， Ｇ１ 引物扩增出与预计大小一致的 １ ５７５ ｂｐ 条带。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 Ｍ１ 引物 ＰＣＲ 产物； ２􀆰 Ｇ１ 引物 ＰＣＲ 产物。

图 １　 ＲＡＢＶ Ｍ 基因 （Ａ） 和 Ｇ 基因 （Ｂ） 全长扩增

２􀆰 ２　 重组质粒 ｐＦＤ－Ｇ 和 ｐＦＤ－ＧＭ 双酶切鉴定

将 ｐＦＤ－Ｇ 以 ＢａｍＨⅠ和 ＰｓｔⅠ双酶切， ｐＦＤ－ＧＭ
以 ＫｐｎⅠ和 ＮｈｅⅠ双酶切， 双酶切结果如图 ２ 所示。
ｐＦＤ－Ｇ 切出与预计大小一致的 １ ５７５ ｂｐ Ｇ 基因目的

片段， ｐＦＤ－ＧＭ 切出与预计大小一致的 ６０９ ｂｐ Ｍ 基

因目的片段。 图 ２Ｂ 中多余的杂带是由于引入 Ｍ 蛋白

后加入了新的 ＮｈｅⅠ酶切位点。
２􀆰 ３　 重组杆粒 Ｂａｃ－Ｇ 和 Ｂａｃ－ＧＭ 的鉴定

ｐＦＤ－Ｇ 和 ｐＦＤ－ＧＭ 经蓝白斑筛选出白色菌落后，

分别挑取单菌落进行菌液 ＰＣＲ 鉴定， 结果如图 ３ 所

示。 ｐＦＤ －Ｇ 的阳性菌落扩增出与预计大小一致的

２ ５６０ ｂｐ 杆粒序列和 １ ５７５ ｂｐ Ｇ 基因序列的目的片

段， ｐＦＤ －ＧＭ 阳性菌落扩增出与预计大小一致的

２ ５６０ ｂｐ 杆粒序列、 １ ５７５ ｂｐ Ｇ 基因序列和 ６０９ ｂｐ Ｍ
目的片段； 阴性蓝色菌落成功扩增出 ３００ ｂｐ 杆粒序

列， 阴性对照成立。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 ｐＦＤ－Ｇ 双酶切； ２􀆰 ｐＦＤ－ＧＭ 双酶切。

图 ２　 重组质粒的双酶切鉴定

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 ｐＦＤ－Ｇ 阳性菌株； ２􀆰 ｐＦＤ－ＧＭ 阳性菌

株； ３􀆰 蓝色阴性菌株； ４􀆰 空白对照。

图 ３　 蓝白斑筛选的 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ４　 重组杆状病毒的细胞病变观察

将 Ｐ１ 代 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＧＭ 病毒接种 Ｓｆ９ 细胞， 接

种前后细胞形态对比见图 ４。 接种 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＧＭ 病

毒的细胞发生明显病变， 细胞变大变圆， 部分细胞出

现不规则形态的裂解， 并从贴壁状态下脱落， 漂浮在

培养基内。
２􀆰 ５　 重组杆状病毒 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＭＧ 滴度测定

重组杆状病毒 Ｐ０ 代和 Ｐ１ 代的滴度测定结果见

表 １， Ｐ１ 代病毒滴度较 Ｐ０ 代有明显提高， 能够满足

病毒扩增需要。

Ａ． ｒｂ－Ｇ 感染后发生病变的细胞； Ｂ． ｒｂ－ＧＭ 感染后发生病变的细胞； Ｃ． 正常 Ｓｆ９ 细胞。

图 ４　 正常细胞与感染病毒后发生病变的细胞形态

表 １　 重组杆状病毒的滴度 ＰＦＵ ／ ｍＬ

重组杆状病毒 Ｐ０ 代 Ｐ１ 代

ｒｂ－Ｇ １􀆰 ２１×１０６ １􀆰 ８７×１０７

ｒｂ－ＧＭ １􀆰 １４×１０６ １􀆰 ５６×１０７

２􀆰 ６　 间接免疫荧光检测

利用间接免疫荧光方法检测 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＧＭ 重组

杆状病毒在 Ｓｆ９ 细胞中的表达情况， 结果如图 ５ 所

示， ｒｂ－ＭＧ 感染后的细胞和 ｒｂ－Ｇ 感染后的细胞可以

观察到绿色荧光信号， 表示与鼠抗 ＲＡＢＶ Ｇ 蛋白单克
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隆抗体发生结合反应， 正常 Ｓｆ９ 细胞只能看到核染的 蓝色信号。

Ａ． ｒｂ－ＧＭ 感染后的细胞； Ｂ． ｒｂ－Ｇ 感染后的细胞； Ｃ． 正常 Ｓｆ９ 细胞。

图 ５　 间接免疫荧光检测

２􀆰 ７　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＧＭ 重组杆状病

毒在 Ｓｆ９ 细胞中的表达情况， 结果见图 ６ 所示。 ｒｂ－Ｇ
重组杆状病毒感染 Ｓｆ９ 细胞后 Ｇ 蛋白目的条带

（５６ ｋＤａ） 表达明显增强， ｒｂ－ＧＭ 感染 Ｓｆ９ 细胞后 Ｇ
蛋白和 Ｍ 蛋白 （２３ ｋＤａ） 表达增强， 并且 ｒｂ－ＧＭ 的

总蛋白表达量高于 ｒｂ－Ｇ。

经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ｒｂ－Ｇ 和 ｒｂ－ＧＭ 重组杆状病

毒在 Ｓｆ９ 细胞中的表达情况， 结果见图 ７ 所示。 ｒｂ－Ｇ
重组杆状病毒感染 Ｓｆ９ 细胞后表达出与预计大小一致

的 Ｇ 蛋白目的条带 （５６ ｋＤａ）， ｒｂ－ＧＭ 重组杆状病毒

感染 Ｓｆ９ 细胞后表达出与预计大小一致的 Ｇ 蛋白目的

条带 （５６ ｋＤａ） 和 Ｍ 蛋白目的条带 （２３ ｋＤａ）， 并且

ｒｂ－Ｇ 组的 Ｇ 蛋白目的条带更深。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准 （１００ ｋＤａ）； １􀆰 ｒｂ－Ｇ 表达产物； ２、 ３􀆰 正常 Ｓｆ９ 细胞对照； ４􀆰 ｒｂ－ＧＭ 表达产物。

图 ６　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测

Ｍ． 蛋白质分子质量标准 （１００ ｋＤａ）； １􀆰 ｒｂ－Ｇ 表达产物； ２􀆰 ｒｂ－ＧＭ 表达产物； ３、 ５􀆰 正常 Ｓｆ９ 细胞对照； ４􀆰 ｒｂ－ＧＭ 表达产物。

图 ７　 ＲＡＢＶ Ｇ 蛋白 （Ａ） 和 Ｍ 蛋白 （Ｂ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

２􀆰 ８　 ＶＬＰ－ＧＭ 的电镜观察

将 ｐＦＤ－ＧＭ 转染后的病毒液样品用 １％ 磷酸钨

负染 １８０ ｓ 后， 用无菌吸水纸吸去多余液体， 电镜观

察 ｒｂ－ＧＭ 重组杆状病毒表达的 ＶＬＰ 大小和形态， 结

果如图 ８ 所示。 观测可见典型的表面带纤突的子弹状

病毒结构， 长约 １００ ｎｍ， 宽约 ５０ ｎｍ， 与野生狂犬病
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毒具有类似的结构， 确定形成了 ＶＬＰ。

Ａ～Ｃ． ｒｂ－ＧＭ 在 Ｓｆ９ 细胞中表达后生成的 ＶＬＰ （箭头所示）。

图 ８　 病毒样颗粒电镜观察

２􀆰 ９　 中和抗体检测

使用荧光抗体病毒中和试验 （ＦＡＶＮ） 法测定犬

和小鼠血清中的 ＶＮＡ 水平。 如图 ９Ａ 所示， 犬 ＶＬＰ－
ＧＭ 免疫组和 ＨＥＰ－Ｇ 免疫组首次免疫 １４ ｄ 后中和抗

体效价相比于疫苗对照组和空白对照组无显著差异，
且抗体效价低于疫苗对照组； 二免后 １４ ｄ 犬 ＶＬＰ －
ＧＭ 免疫组中和抗体效价上升至 ７􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， ＨＥＰ－Ｇ
免疫组上升至 １５􀆰 ３９ Ｕ ／ ｍＬ， 与疫苗对照组和空白对

照组相比差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）。 如图 ９Ｂ 所示，
小鼠 ＶＬＰ－ＧＭ 免疫组首免后 １４ ｄ 中和抗体效价与空

白对照组间存在极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与疫苗对照

组相比无显著差异， 二免后 １４ ｄ 抗体效价上升至 ２􀆰 ２

Ｕ ／ ｍＬ， 与疫苗对照组间存在极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
与空白对照组相比差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）； ＨＥＰ－
Ｇ 免疫组首免后 １４ ｄ 中和抗体效价与疫苗对照组间

存在显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与空白对照组相比差异

极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， 二免后 １４ ｄ 抗体效价上升至

５􀆰 ０３ Ｕ ／ ｍＬ， 与空白对照组和疫苗对照组间差异极显

著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １）。 综上， 犬一免后， ＶＬＰ － ＧＭ 和

ＨＥＰ－Ｇ 免疫组效价较低， 但二免后 １４ ｄ， 犬与小鼠

的 ＶＬＰ－ＧＭ 免疫组、 ＨＥＰ－Ｇ 免疫组和疫苗对照组均

能达到公认的 ０􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ 以上的保护性水平， 与空白

对照组间差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， 且相比于疫苗

对照组能诱导生成更高水平的中和抗体。

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。 下同。

图 ９　 犬 （Ａ） 和小鼠 （Ｂ） 血清中和抗体检测

２􀆰 １０　 细胞因子检测

使用 ＩＬ－４ 和 ＩＦＮ－γ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒测定犬血

清中的细胞因子水平。 如图 １０Ａ 所示， ＶＬＰ －ＧＭ 免

疫组细胞因子 ＩＦＮ－γ 表达量在首次免疫 ７ ｄ 后和二次

免疫 ７ ｄ 后均与空白对照组和疫苗对照组间存在极显

著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， 与 ＨＥＰ－Ｇ 免疫组相比差异极

显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＨＥＰ－Ｇ 免疫组首免 ７ ｄ 后与空白

对照组相比有极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与疫苗对照组

相比有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 二次免疫后与疫苗对照

组和空白对照组间均存在极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）。
如图 １０Ｂ 所示， ＶＬＰ－ＧＭ 免疫组细胞因子 ＩＬ－４ 表达

量在首次免疫 ７ ｄ 后和二次免疫 ７ ｄ 后均与 ＨＥＰ－Ｇ
免疫组、 空白对照组和疫苗对照组存在极显著差异

（Ｐ＜０􀆰 ０００ １）； ＨＥＰ－Ｇ 免疫组一免后 ７ ｄ 与空白对照
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组间存在显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 二免后 ７ ｄ 存在极显

著差异 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 一免和二免后均与疫苗对照组

无显著性差异。

图 １０　 犬血清 ＩＦＮ－γ （Ａ） 和 ＩＬ－４ （Ｂ） 含量 ＥＬＩＳＡ 检测

２􀆰 １１　 总蛋白中有效蛋白含量测定

使用层析纯化免疫时使用的 ＨＥＰ－Ｇ 和 ＶＬＰ－ＧＭ
总蛋白， ＰＡＧＥ 验证纯化后的蛋白， 结果如图 １１ 所

示， 纯化后背景条带纯净， 无杂带， 相比纯化前去除

了大部分杂蛋白。 使用 ＢＣＡ 测定纯化前后的蛋白含

量， 测得纯化后 ＨＥＰ － Ｇ 浓度从 ５􀆰 ４６８ 至 ０􀆰 ２２７
ｍｇ ／ ｍＬ， 每 ２ ｍｇ 总蛋白中约含有 ０􀆰 ０８３ ｍｇ Ｇ 蛋白；
ＶＬＰ－ＧＭ 纯化前浓度为 ６􀆰 ２２１ ｍｇ ／ ｍＬ， 纯化后浓度为

０􀆰 １２４ ｍｇ ／ ｍＬ， 每 ２ ｍｇ 总蛋白中约含有 ０􀆰 ０３９ ｍｇ
ＶＬＰ－ＧＭ 蛋白。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 未纯化 ＨＥＰ－Ｇ； ２􀆰 纯化后 ＨＥＰ－Ｇ； ３、 ５􀆰 洗脱流穿液； ４􀆰 纯化后 ＶＬＰ－ＧＭ。

图 １１　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋白纯化

３　 讨论

昆虫杆状病毒表达系统是公认的蛋白表达系统之

一， 已被广泛应用于表达多种糖蛋白和病毒样颗粒，
如犬瘟热、 ＲＡＢＶ ＧＰ 和 ＳＡＲＳ２ 糖蛋白， 相比于原核

表达系统， 本试验使用了受到广泛认可的 Ｂａｃ－ ｔｏ －
Ｂａｃ 杆状病毒表达系统进行蛋白表达， 因此拥有更好

的蛋白折叠和修饰效果。 但杆状病毒表达系统传代多

次后会形成逐渐积累的干扰颗粒 （ＤＩ）， 而干扰颗粒

中大部分基因被删除， 其中很可能包括需要表达的目

的基因， 因此连续传代后重组蛋白的表达水平需要通

过降低 ＭＯＩ 感染以减少 ＤＩ 生成［９］。 本研究制备杆状

病毒后测定了 ＭＯＩ 并在传代过程中保持低 ＭＯＩ 以避

免该问题。
在 ＶＬＰ 的构建方式上， 可能的方式包括本研究

中使用的单一杆状病毒携带多个外源基因 （多顺反

子） 共同表达， 或由多个杆状病毒各携带 １ 个外源

基因 （单顺反子） 共同感染， 抑或采用两者结合的

方式优化外源基因表达比例。 但大规模的共感染通常

效率较低， 无法保证所有病毒载体的同时感染会发生

在同一个细胞中［１０］， 因此采用共感染方式的 ＶＬＰ 在

后期的发展与应用上会遇到更多的阻碍。 本研究选用

的单一杆状病毒以共表达的方式生成 ＶＬＰ， 形成了较

共感染方式更好的核衣壳形态， 更容易扩大生产， 是

·０５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ７



新型疫苗的优良候选。
病毒样颗粒模仿病毒的天然构象， 重复多次展示

抗原表位， 刺激专职性抗原提呈细胞 （ＡＰＣ）， 例如

树突状细胞 （ ＤＣ） 或单核细胞将抗原加工后与

ＭＨＣ－Ⅱ类分子形成复合物， 被 ＣＤ４＋ 辅助 Ｔ 细胞识

别后激活体液免疫反应， 并通过抗原的交叉递呈激活

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞激活细胞免疫。 因此免疫病毒样颗粒后，
标志着 Ｂ 细胞增殖的 ＩＬ－４ 和激活细胞免疫的 ＩＦＮ－γ
表达量显著增加， 机体对与抗原相似的病毒产生持久

且强力的免疫保护［１１－１２］。 本文通过免疫重组病毒所

表达的 ＧＰ 和由 ＭＰ 与 ＧＰ 组成的病毒样颗粒， 使免

疫犬产生了对 ＲＡＢＶ 有保护作用的特异性抗体。
ＶＬＰ－ＧＭ 首免后 １４ ｄ 中和抗体水平较低， 可能与接

种剂量和未纯化等原因有关， 有待进一步的优化。 二

免后中和抗体水平高于公认的０􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ数倍， 平均

值达到 ７􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 高于商用灭活疫苗组的 ３􀆰 ５１
Ｕ ／ ｍＬ， 并且相比于先前 Ｑｉ 等［７］通过共感染方式表达

的 ＶＬＰ 单独免疫后 ２８ ｄ 时 （１􀆰 ７６ Ｕ ／ ｍＬ） 能产生更

高水平的中和抗体， 能够对犬产生良好的保护作用。
值得注意的是， ＨＥＰ－Ｇ 组免疫后中和抗体效价更高。
根据纯化后蛋白的浓度测定结果， 每２ ｍｇ总蛋白中约

含有 ０􀆰 ０３９ ｍｇ ＶＬＰ－ＧＭ 蛋白， 并且其中 Ｍ 蛋白含量

较高， 相较于 ＨＥＰ－Ｇ 蛋白免疫组的 ０􀆰 ０８９ ｍｇ Ｇ 蛋白

差异较大， 在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定中 ＨＥＰ －Ｇ 蛋白的

５６ ｋＤａ处条带也较 ＶＬＰ －ＧＭ 颜色更深， 因此推测有

效 Ｇ 蛋白含量可能是导致 Ｇ 蛋白免疫组中和抗体含

量更高的原因。 免疫后犬体内的细胞因子 ＩＬ － ４ 和

ＩＦＮ－γ 分泌量均有所上升， 经过二次加强免疫后，
ＨＥＰ－Ｇ 免疫组 ＩＬ－４ 和 ＩＦＮ－γ 的分泌量与空白对照

组差异非常显著， 但与 ＶＬＰ－ＧＭ 免疫组相比， ＨＥＰ－
Ｇ 免疫组中 ＩＬ－４ 和ＩＦＮ－γ 的分泌量增加较少， ＩＬ－４
的激活需要二次免疫后才有明显效果， 证明病毒样颗

粒有着更好的激活体内细胞因子通路、 诱发更强大的

免疫反应能力。 单独进行 Ｇ 蛋白首次免疫后 ７ ｄ 诱导

产生的 ＩＬ－４ 表达水平较低， 而病毒样颗粒在该时间

下即可激活大量 ＩＬ－４ 表达， 在要求快速诱导免疫反

应的暴露后免疫上也具有优势。
综上所述， 本研究通过杆状病毒表达系统共表达

ＲＡＢＶ ＧＰ 和 ＭＰ， 构建了 ＲＡＢＶ 病毒样颗粒 ＶＬＰ －

ＧＭ， 接种犬后有效诱导了病毒中和抗体和细胞因子

的产生， 具有良好的免疫原性， 为研制狂犬病新型疫

苗提供了参考。
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［９］ 　 ＶＡＮ ＯＥＲＳ Ｍ Ｍ． Ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１１， １０７： Ｓ３－Ｓ１５．

［１０］ ＶＡＮ ＯＥＲＳ Ｍ Ｍ， ＰＩＪＬＭＡＮ Ｇ Ｐ， ＶＬＡＫ Ｊ Ｍ． Ｔｈｉｒｔｙ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｂａｃｕ⁃
ｌｏｖｉｒｕｓ－ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｆｒｏｍ ｄａｒｋ ｈｏｒｓｅ ｔｏ ｍａｉｎｓｔｒｅａｍ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２０１５， ９６ （１）： ６－２３．

［１１］ ＫＡＮＧ Ｈ， ＱＩ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉ⁃
ｃｌｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｍｂｒａｎｅ－ａｎｃｈｏｒｅｄ ＧＭ－ＣＳＦ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０１５， ７ （３）： １１３４－

１１５２． 　
［１２］ ＫＵＳＨＮＩＲ Ｎ， ＳＴＲＥＡＴＦＩＥＬＤ Ｓ Ｊ， ＹＵＳＩＢＯＶ Ｖ． Ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ： ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ
ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ．
Ｖａｃｃｉｎｅ， ２０１２， ３１ （１）： ５８－８３．
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