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诱导病毒中和抗体生成 
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l 提 要 以昆虫病毒Flock house virus(FHv)外壳蛋白为载体的外源抗原表位表达系统(FHV一 

‘ RNA2载体系统 )，在重组杆状病毒和重组 pET系统中掏建和表达了 SAIl vp4胰酶切割位点两侧 

和重叠切割位点 3十抗原表位氨基酸序列(抗原表位 A，aa223--242i抗原表位 B，aa243～262；抗原 

表位 C，aa234～251)，井对其免疫原性进行了研究。结果表明：选 3十抗原表位能诱导动物产生抗 

同源氨基酸序列的抗体和抗同颧病毒(SAi1)感染性的血清中和抗体。研究结果提示：RV vp4胰 

酶切割位点区氨基酸序刊除了具有胰酶切割增强病毒感染力外，还具有诱导动物机体产生血清中 

和抗体的能力，是 RV重组抗原表位亚单位疫苗研究中重要的抗原表位氨基酸序列。 ， 

关键调 轮状病毒vp4，胰酶切割位点，抗原表位，中和抗体，FHV—RNA2载体系统 芬轷 JI 
— — 一  
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轮状病毒(Rv)是人类、哺乳类及鸟类胃肠炎的主要病原体。迄今，发展 RV疫苗仍然是 

研究预防和控制 RV胃肠炎的主要策略IJ0I。RV外壳蛋白vp4和 Vp7是最重要的抗原蛋 

白．可与病毒中和抗体反应，抗 vp4和 vp7的单克隆抗体也能中和 RV的感染性 J。 

RV V04位于病毒颗粒的表面，并形成脊状突起(spikes)。研究表明．Vp4有许多功能，包 

括病毒血凝素、细胞附着和穿入、毒力、蛋 白酶增强感染性和中和抗原等_4 J。进一步研究证 

实，Vp4是病毒主要的交叉中和抗原，并推测该高水平的交叉中和抗原位点位于保守的 Vp4 

抗原表位区。氨基酸序列测定发现，vp4胰酶切割位点(aa247和 aa241)及附近的氨基酸序列 

是高度保守的．并且其保守性在无毒力的 RV中比在有毒力者中更高。此外，在一些人 RV株 

中可能还存在另一个切割位点(aa246后面)，该位点与病毒毒力有关。此结果提示，Vp4胰酶 

切割位点区的氨基酸序列除了具有蛋白酶增强感染性外，还可能在病毒感染的发病机制及诱 

导机体产生中和抗体方面都具有重要作用。 

为了评价 Vp4胰酶切割位点区的氨基酸序列在诱导中和抗体生成及其在研制重组亚单 

位疫苗中的意义，运用我们最近构建的以昆虫病毒 Flock house villl~(nⅣ，Nodaviridae科)外 

壳蛋白为载体的外源抗原表位表达系统 (FHV—RNA2载体系统)_5】，在 pET一3和杆状病毒 

系统中构建和表达了vp4胰酶切割位点区上游、下游和重叠区 3个氨基酸片段，并对其抗原 

性和诱导动物产生血清中和抗体的能力进行了研究。 
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材料与方法 

1 绷胞．重组质粒DNA及痔毒 

大肠杆菌 DI-15e用于重组质粒 pBluescriptⅡ KS+／一(pBS)，pET一3租 pVL1393 DNA的扩增 质粒 

DNA转化的 r 。细胞在含量 200 mI 氯苄青霉素的 LB或 TB堵养液中培养。大脑杆菌细胞 BL21 

(Ⅸ13)含有一个 L越uv5启动子控制的 r7多聚酶基田考贝．用于重组质粒 pET一3DNA(Novage~，Madia~n， 

WD的表达，培养液为含 200 lⅡL的1"13液 重组杆状病毒在Sin (s 一 一 p-rf)细胞中增殖和表 l 

达．培养灌为含 10％胎牛血清和 50坤 m1庆大霉索的TC10O。轮状病毒 SAI1在 MA104细胞中蜡殖，培养液 

为含 l0％胎牛血清．2mmol／L谷氨酰胺和 50 -nL庆大霉素的 Dulbecco MEM 培养液 

2 携带有SAIl Vp4抗原表位的重组质粒 p盯 一3和重组杆状病毒的构建 

车研究使用我们最近构建的以昆虫病毒 FHV外壳蛋白为载俸的外源抗原表位表达系统(FHV—RNA2 

载体系统)。该系统的柯建详见前文 】 成熟的 FHV外壳蛋 白的三 维结构 已为其晶体的 X一光衍射所揭 

示 J。图 IA示构建的 FHv外壳蛋白分子的三维结构及其分子上可供选择的外蔼抗原表位插入位点 人工 

台成了 3个编码 SA11 Vp4胰酶切割位点上瓣(aa223～242．命名为抗原表位 A，REA)，下莆(aa243～262，命 

名为抗原表位 B．REB)及重叠(~a234--251，命名为抗原表位 C，REC)氨基酸的寡棱苷酸片段，用遗传工程技 

术分捌构建到 HFV RNA2基因的 3个位点(图 1B) 携带 vp4抗原表位基 因及 FHV—RNA2的 pBlue~-ript 

(pBS—FHV—RE)质粒 DNA．经内切酶和 DNA原位杂交及聚合酶链式反应(PCR)9事选和 DNA序列测定其 

接苷酸序刊准确无误岳，将载体和 vp4抗原表位基西重组到质粒 pET 一3(pET—FHV—RE )和 pVt 1393 

(pV1 一FHV—RE)中。 

3 重组 plgl"一FF1V—RE系统 

在重组 pET—EHV—RE系统中，嵌台蛋白的表达受 T7启动子控制。BL21(DE3)经重组 pET—FHv— 

RE质粒 DNA转化后．在 TB培养液 中37℃长至o D=0 4时，加入 1mmob'] IPTG井维续培养 3～4 h；或 

加 IPTG，继续培养过夜。细胞经 400o r／min 10 (So~al1)离 f．-沉淀．用超声裂解缓冲浪(20Ommol／L NaCI， 

50 ramo4／I，Tris．5％挣油．1mmo4／L PMSF．5％ Tritc~x一10O，2mm~4／LEDTA，1mm~／LDTT)悬浮．超声裂 

解。裂解禳经离心．弃上清．况淀(包含体)甩 8Tn L尿索溶解。 

在杆状病毒系统中．嵌合蛋白的表达受杆状病毒多角体蛋白启动子的控翩。重组杆状病毒的扮建和表达 ． 

过程见前文I 。 

4 动物免疫 

pET—FFIV—RE系统 中表达的嵌合蛋 白经部分纯化后．在还原缓冲液 (10mrIl0L／L还原型各肚甘肽 ’ 

(GSH)，imine4／[ 氧化型谷肮甘肚(GSSG)．50mm0I，LDTT．10O mmol／LTris—a。pH 8 0，2mmol／LEDTA) 

中室温还原 24 h．转透折液(10O mr∞I／LNaCI．1mmol／I EDTA，50 rnm~／LTris—d，pH8．0)中透析。取透析 

裱 250 I (约含 30 嵌台蛋白)与等体积弗氏不完全佐剂一起后艇注射睬鼠．隔两星期，啄鼠甩与第一次免 

疫等量的嵌合蛋白和弗氏不完全佐剂混合作第二、第三次加强免疫。第三次免疫后两星期。栗取动物免疫血 

清 

vBac—FHV—RE系统中表达的嵌台蛋白经超声分散后，直接免疫豚鼠。每只豚鼠后鹾肌 肉注射 300 L 

蛋白液(约含 2O g嵌合蛋白，与等量弗氏完全佐剂混合)。隔三星期，用等量嵌台蛋白和弗氏不完全佐剂作 

第二次、第三次加强免疫。第三次免疫后两星期，采取动物免除血清。 

5 Western blot分斩 

方法 觅前文 

6 血清中和试验 

按常搜截量方法进行。免疫血清中和抗体滴度用保护 50％细胞不出现 CPE的血清稀释度的倒敷表示。 
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固相E1 ISA检测如前文所述㈨，稍作改变 包被抗原为AIdeR．其氨基酸序剜与嵌台蛋白中SAll 

vv4抗原表位的相同．每孔包被10o~4，。血清抗体滴度以检测血清 0D值减去酶一底物对照 0D值除以酶一 

底物对照 oD值大于 2，0时直请稀释度的倒数表示 

s 过氧化鞠酶绷匏荣色试验 
．  

病毒感染细胞后．细瞻质中合成的SA11抗原的过氧化物酶免疫染色方法同前文所述 。 

结 果 

1 携带 vp4抗原表位 REA，REB，REC及其组合 REA+啪 +砌 的嵌台蛋白的表达 

BI上l(DE3)细胞经携带有vp4抗原表位 REA，REB．REC或其组合 REA+REB+REC基 

因的重组质粒 pET—FHV—RE转化后，高水平地表达了携带有这些抗原表位的嵌合蛋白(图 

2)。这些嵌合蛋白在细胞质中表达．并以包含体形式存在，经 SDS—PAGE分离及Ct~massie 

B 

湘 fls deleted inae．．~ 0n 

(Epitopes) 

I~(RgAJ 306(0) OLPHqNTRNVVPI~LTARD 
．I~(REBl 109(o) VmY AQANE~IVISKTSLM 

k(REc) 131-134(4) VII~LTARDVItIYRAQAN 

周 I FHV外壳置自的三维结柑：小‘ 供选择 外谭碗  ̂ 乐刈 Î I,I．I I 1．I小 l ．I I2和 I|一fA，和 SAI1 

Vp4抗原衷位的氰基酸序列 及其在FHV中的插入点位fI I-．和 】 ．)和钮罄酿位置fB)a 

Fig l 如 rlbben mTuduIed FHV ca — Pf n~howlughe p嘣1t啪  dI 1． ．I⋯ tl一．k andl，一 c c 6en 

h  t6e i~ertlon。I epltope哪 L帅  (A)衄d the amino acid posltio~s FHV anti che mo~ficatloas doI-e 

inserti~ the SA1 I Vp4一 t ‘ in the different slt~；1 ，．．Il—a|ld I ， 
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蓝染色，其分子量等于FHV外壳(载体)蛋白的分子量(43 kD )加上 RV抗原表位的分子量， 

例如携带有REA的嵌合蛋白的分子量约为 45 kDa(圉 2中挂 2)。在 Western blot分析中，这 

些嵌合蛋白均能梭抗 FHV外壳(载体)蛋白的动伤免疫血清所识别(资料未显示)。 

菡 -z · ，s 

罔 2 在 pET一3系统中表选的携带 SAIlVp4 

特异性抗原表位的嵌台蛋白SDS—PAGE(10％) 

分析 

F 2 Ⅲ)s—PAGE(i0％)0f eh／meric 

im~teins carryingSAI1 Vp4一speclf／c e~topes 

onFHV ca~ide protein press。d_n pET一3 

~ystem 

L舯e l：size molecular marke~(in虹b)； 

I．an~2～8：chimeric proteins∞ SAIt Vp4 

一~peelf*c to伴(5)一REA(2)．REB‘3)．REC 

(4)．REA十REB(5)．REA十REc(6)．REB 

— REC(7)．and REA十REB十REC f8) 

昆虫细胞Sf21经携带有Vp4抗原表位的重组杆状病毒(vB 一FHV—RE)感染后 3—4 

d．所表达的嵌台蛋白的分子量与在pET—HⅣ 一RE系统中表达的相同(图3)，在Western 

blot分析中同样能被抗 FHV外壳(载体)蛋白的动物免疫血清识别(资料未显示)。 

圆 。—● 

翻酷 _——- 

’

^ 

l 毒 l 

躅 3 sAIl病毒 Vp4(桂 1)和杆状病毒系统中表选曲确重组SAIl vp4蛋白(桂 2)免疫印诗分析 

Fig．3 Immuno—blotolVp4 olSAtI viras(1argeI)and recombinant SAtI Vp4 expressed_Ⅲ b system(L珊 ) 

：̂脉鼠抗携带 REA十REB十REC嵌台蛋白(pET一0系统中丧选)血清；B：脬鼠抗 SAI1 Vp4(重组杆状病毒系统中表 

达)血清；C：藤鼠SAI1抗病毒血清；D：山羊抗 SAtl病毒血清。 

Panel̂ ：gulnvap 丑力tIs彻 a mn the chem ricprotein em-xylng REA+REB RBc 呻es§edin pET system(1：l0oJ；Panel 

B：guinea p嘬antiserum against SAIl Vp4 expressed m hcLlb妇懈 system(1：100) Papa C：口llain蹄 p ant 一 against SAI1 

呻 (1：l ；Pand D：C-oat antiserum agal嘣 SAI 1 v咖  ：2oo) 

2 嵌合蛋白诱导豚最产生病毒(SAl1)特异性血清中和抗体 

血清中和试验和ELISA试验结果显示携带不同 Rv抗原表位的嵌合蛋白可诱导豚鼠产 

■ 
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生抗病毒血清中和抗体(表 1)和产生能与相同氨基酸序列(合成肽)反应的血清抗体(表 2)。 

寰 I 携带 SAI 1 Vp4特异性抗焉寰位的嵌合蛋白■皇免痤 

■；膏中和抗体酒度 

TableI Neutmlizlng antibody tite~ in guin~ plg ntIsm  pro- 

duced agaln~the ch~ fic Dt0【e carryingSAI1 Vp4一sg~ fie 

e 佃pe【5J 

抗血清 中和抗体浦度 

antibody titem 

anti—HCV。。 

一 Ŝ I1 

一 REA 

— REB 

—

REC 

R队 +REB+REC 

< l0 

< IO 

5120 

80 

160 

帅  

l60 

·感染酋血清对照；一携带芮鼾病毒抗原表位(20髓)辱鼠免 

疫血清对照 

·Pre—m⋯ m ∞ntf ：。‘guIn雌 pig anti：~erum against 

a hepatiL~C virtls— protein epitope‘20∞) a~ trol 

寰2 携带 SAI 1 Vp4特异性抗曩毫位的■合蛋白■t免瞳 

直；膏中 ELISA抗体蔫度 

Table 2 ELISA omibody fitem in gumm pig a|Id目 a pmOaced 

ggafinsl chimeric protehas carry~g SAIl Vp4一 f q e 

(s) 

·孽鞋前豚鼠直蒲对照；。。台戚肚(包蕞抗原)的氯基瞳序 

列与相应重组抗原表位相阿：pA与 REA同．pB与 REB同， 

pc与 REC同。 

}Pre—iI⋯ guinm pig serum ∞nt-d ；。’The ann肿 add 

⋯ e 0fIhe systhetic perfide pA is the same that 0f 

PEA，and pB b asREB，pcis∞ REC． 

从表 2中还可看出，抗含REA嵌合蛋白的免疫血清可与合成肽 pA(氨基酸序列同REA)或pc 

(氨基酸序列同 REC)反应i抗含REB嵌合蛋白免疫血清可与合成肽 pB(氨基酸序列同 REB) 

或 pc反应；抗含 REC嵌合蛋白的免疫血清和抗含 PEA+REB+REC嵌合蛋白的免疫血清可 

与 pA、pB和 pC反应。这是因为PE A和 REB氨基酸序列间没有同源性．而分别与 REC有一 

半的同源。 

3 Western blot和细胞免疫酶检测 

Western blot分析发现．携带 PE A+REB+REC的嵌合蛋白(单一分子)免疫的豚鼠血清 

抗体可识别 SAIl病毒 vp4和杆状病毒系统中表达的重组 SA11 vp4蛋白(图3)。 

细胞免疫酶染色检测发现，用 pET系统中表达的含 PE A+PE B+PE C的嵌合蛋白和杆 

状病毒系统中表达的含 REC和含REA+REB+REC的嵌合蛋白免疫的豚鼠血清抗体，可识 

别 SA11感染的MA104细胞中表达的病毒抗原(滴度为 1：2560)。 

携带有 REC的嵌合蛋白免疫的豚鼠血清具有较高的 ELISA抗体滴度和／或能识别 SAI1 

感染的MA104细胞中的病毒抗原，表明 REC比PEA或 REB具有更强的免疫原性。 

讨 论 

以前的研究表明．重组杆状病毒系统中表达的 FHV外壳蛋白经纯化可 自然组装成病毒 

样颗粒 101。我们用遗传工程技术构建了一个以F}Ⅳ外壳蛋白为载体的外源蛋白表达系 

统。在此系统中，可以将外源抗原表位基因插入 FHV—RNA 2 cDNA的特定部位．使其所表 

达的外源抗原表位位于嵌合蛋白结构的表面．以充分展示其抗原性和免疫原性而最小程度地 
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影响载体蛋白的立体分子结构。我们成功地表达了人免疫缺陷病毒(HIV 1)外膜蛋白抗原 

表位(v3)氨基酸序列，并使其位于表达的嵌合蛋白所形成的病毒样颗粒的表面，保持了病毒 

特有的空间构象及其抗原性和免疫原性_5 r 。本研究用此载体系统在重组 pET一3和重组杆 

状病毒系统中构建和表达了RV SA11 vp4胰酶切割位点区(抗原表位)的氨基酸序列，并对其 

抗原性和免疫原性进行了研究。 

RV疫苗研究主要可分为两个方面，首先是对不引起临床症状的减毒动物病毒株和人一 

动物病毒重组株作疫苗进行了研究Il J，这些研究是不令人满意的_2 J，困该单价疫苗很难保护 

不同血清型病毒的感染。其次是用基因工程方法表达的一个或多个病毒抗原蛋白或抗原表位 

作亚单位疫苗，保留了其抗原表位的空间构象并能被宿主免疫系统识别。本研究的目的就是 

为了评价 vp4胰酶切割位点区的氨基酸序列在诱导中和抗体生成及其在研制重组亚单位疫 

苗中的意义。 

结果表明，携带有 SA11 VO4特异的氨基酸序列 aa223～242(REA)、aa243～262(REB)和 

aa234--251(REC)的嵌合蛋白能诱导动物产生病毒特异性血清抗体。该抗体能识别抗原表位 

特异的氨基酸序列，并能特异地中和 SA1l在 MA104细胞上的感染性。携带 REC和 REA+ 

REB+REC的嵌合蛋白免疫的动物血清抗体，能识别 SA11感染的 MA104上表达的病毒特异 

性抗原和变性的 SA11 vp4抗原(Western blot结果)。由于该表达载体可将所表达的病毒抗 

原表位暴露在嵌合蛋白结构的表面，使其抗原性和免疫原性得到充分体现，故它在 RV重组亚 

单位疫苗的设计和研制中具有重要的意义。它所诱导的动物血清抗体是否具有交叉中和异源 

病毒的感染性，是否能保护动物免受同源和异源病毒的攻击，现正在进一步研究中。 
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Induction of Neutralizing Antibodies by SAl l Vp4一Specific Epitopes 

Chen Yuanding ‘ Liu Mingying‘ Zou Yongjian 

Peng M ei‘ Dai Changbai Francisco E Barane 

Institute ofMedicalBiology．CAMS andPUMC，Kunming 650107) 

InternationalC6~ttre如rGeneticEngineeringandB曲 f∞ ，∞．'Trieste 34012．tmO) 

In the present study，with a new foreign epitope—presenting system，FHV —RNA2 C~qvier 

system，on the precursor capsid protein of an insect virus，flock house virus(FHV)as a carrier．in 

recombinant~ culovirus s~tenl and in pET system three ep／topes derived from the am／no acid 

residues surrounding the trypsin cleavage site(s)of SAIl V04(epitope A。aa 223 to 242；epitope 

B，aa 243 to 262；and epitope C，aa 234 to 251)was constructed and expressed．111e ability of the 

three epitopes inducing  neutralizing antibodies in animals was studies
． The results showed that 

these three epitopes induced production of seral antibodies an d neutralizing an bodies in guinea 

pigs These finding s suggested that the amino acid sequences surrounding  the trypsin deavage site 

(S)on SAIl V04 have great significance in the~vebpmem of epitope—based recombimant I"O． 

taviros subunit vaccines． 

Key words Rotavirus Vp4．Trypsin cleavage site．Epitopes．Neutralizing antibodies。FHV — 

RNA2 carrier system 
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