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口蹄疫病毒样颗粒在毕赤酵母中的表达与鉴定
李志要１ꎬ２ꎬ尹双辉２ꎬ郭慧琛２ꎬ鲍恩东１∗

(１.南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ２.中国农业科学院兰州兽医研究所－兰州大学动物医学

与生物安全学院动物疫病防控全国重点实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００００)

摘要:[目的]口蹄疫病毒(ＦＭＤＶ)灭活苗在其生产过程中依然存在病毒泄漏风险ꎬ本文旨在研发具有与病毒粒子结构相

似ꎬ且不含核酸的病毒样颗粒( ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＶＬＰ)ꎬ并通过毕赤酵母真核表达系统进行表达生产成本低廉的理想

ＦＭＤＶ ＶＬＰ 疫苗ꎮ [方法]首先将 ＦＭＤＶ 的 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 表达盒插入到同一个 ｐＰｉｎｋ￣ＨＣ 质粒上ꎬ再电转化毕赤酵母ꎬ通
过蔗糖密度梯度纯化获得制备 ＦＭＤＶ ＶＬＰꎬ并采用 ＥＬＩＳＡ 对其进行了定量ꎮ [结果]重组菌经过甲醇诱导ꎬ蛋白免疫印记

(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)检测目的蛋白的表达ꎻ重组菌破碎后离心的上清液经过蔗糖梯度离心分离得到纯化的 ＶＬＰꎻ经动态光散

射法(ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇꎬＤＬＳ)和透射电子显微镜( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＴＥＭ)检测ꎬ可观察到直径为 ３０ ｎｍ
的球形颗粒ꎻ经 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬＶＬＰ 呈现出良好反应性ꎬ这表明所制备的 ＶＬＰ 具备良好抗原性ꎮ [结论]采用单独表达 ＶＰ０、
ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 的方式在毕赤酵母中成功制备 ＦＭＤＶ ＶＬＰꎬ这为 ＦＭＤ 疫苗的制备及其他小 ＲＮＡ 病毒样颗粒的制备提供了试

验依据ꎮ
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ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｎ ｉｄｅａｌ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｃｏｓｔ￣ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ＦＭＤ ＶＬＰ ｖａｃｃｉｎｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｓｓｅｔｔｅｓ ｏｆ ＶＰ０ꎬＶＰ３ ａｎｄ ＶＰ１ ｇｅｎｅ
ｏｆ ＦＭＤＶ ｗｅｒｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐＰｉｎｋ￣ＨＣ ｐｌａｓｍｉｄꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ＦＭＤＶ ＶＬＰ ｗｅｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｎｇ Ｐ􀆰 ｐａｓｔｏｒｉｓ. ＦＭＤＶ
ＶＬＰｓ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｕｃｒｏｓｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌꎬ
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ｃｅｌｌ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ. Ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ３０ ｎｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ
ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ(ＤＬＳ)ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ(ＴＥＭ)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ＶＬＰ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ
ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬｗｈｉｃｈ ｆｕｌｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ＶＬＰ ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] ＦＭＤＶ ＶＬＰ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎ Ｐ􀆰 ｐａｓｔｏｒｉｓ ｂｙ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＶＰ０ꎬＶＰ３ ａｎｄ ＶＰ１ꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ＦＭＤ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎻｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＰｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓꎻｖａｃｃｉｎｅ

口蹄疫( ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬＦＭＤ)是由口蹄疫病毒(ＦＭＤ ｖｉｒｕｓꎬＦＭＤＶ)所引起的一种急性、烈性、
高度接触性传染病ꎬ严重影响畜牧养殖业的健康发展并带来巨大的经济损失ꎮ 除了欧美等发达国家实现

了口蹄疫的净化以外ꎬ亚洲、美洲、非洲等地区仍然深受其害[１]ꎮ ＦＭＤＶ 共有 Ａ、Ｏ、Ｃ、Ａｓｉａ１、ＳＡＴ１、ＳＡＴ２ 和



　 第 ３ 期 李志要ꎬ等:口蹄疫病毒样颗粒在毕赤酵母中的表达与鉴定

ＳＡＴ３ 这 ７ 个血清型ꎬ每种血清型之间的交叉保护很弱ꎮ 我国流行的 ＦＭＤＶ 主要是血清 Ａ 型和 Ｏ 型[２]ꎮ
ＦＭＤＶ 主要感染猪、牛、羊等偶蹄类动物ꎬ动物感染之后可见到在口、鼻、舌、蹄部及乳房部出现水泡ꎬ继而

破溃结痂ꎬ尽管动物感染后死亡率不高ꎬ却严重影响动物的生产力[３]ꎮ 因此ꎬ研发安全、有效的 ＦＭＤ 疫

苗以预防本病的发生非常迫切ꎮ
预防和控制 ＦＭＤ 主要通过疫苗注射进行免疫ꎬ使用的疫苗主要为灭活疫苗ꎬ但 ＦＭＤ 灭活疫苗在生产

过程中依然存在增殖病毒外泄的风险ꎮ 病毒样颗粒(ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＶＬＰ)具有与病毒粒子相似的结

构ꎬ也具有原病毒相似的抗原性ꎮ 由于其缺少核酸物质ꎬ因此是一种生产和使用均十分安全有效的疫苗形

式ꎮ ＦＭＤＶ ＶＬＰ 已经在哺乳动物细胞[４]、昆虫细胞[５] 或植物细胞[６] 中成功制备ꎬ但其在毕赤酵母中表达

的相关报道较少ꎮ 目前ꎬＦＭＤ 主要在一些较为贫穷落后的发展中国家流行ꎬ利用毕赤酵母真核表达系统

生产成本更加低廉的 ＦＭＤ 疫苗具有一定的现实意义ꎮ 此外ꎬ已有利用毕赤酵母表达系统成功制备同属小

ＲＮＡ 病毒科 ＶＬＰ 的报道ꎬ如柯萨奇病毒[７]、脊髓灰质炎病毒[８]、肠道病毒[９]等ꎮ
研究表明ꎬ３Ｃ 蛋白对于宿主细胞具有一定的毒性ꎬ可以造成宿主细胞的转录终止甚至死亡[１０]ꎮ 如何

获得有效组装的 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 是技术难点和热点问题ꎬ并且选择合适的表达系统尤为重要ꎮ ＦＭＤＶ 属于小

ＲＮＡ 病毒科口蹄疫病毒属单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎮ ＦＭＤＶ 颗粒直径约 ３０ ｎｍꎬ无囊膜ꎬ基因组约 ８ ５００ ｂｐꎬ编
码结构蛋白 Ｐ１ 及非结构蛋白 Ｐ２ 和 Ｐ３ꎮ 前体蛋白 Ｐ１ 在 ３Ｃ 蛋白酶的切割下形成 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ꎬＶＰ０
在组装过程中裂解成 ＶＰ２ 和 ＶＰ４ꎮ ６０ 个 ＶＰ１—ＶＰ４ 组成病毒衣壳[１１]ꎮ 为探究利用毕赤酵母制备 ＦＭＤＶ
ＶＬＰ 疫苗的可能性ꎬ本文采用在同一个质粒上同时插入 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 表达盒的方式来制备 ＶＬＰꎬ为
ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的制备和疫苗的深入研究奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 主要试剂　 ｐＰｉｎｋ￣Ｐ１ 质粒(包含 Ｎ１０１７Ｄ＋Ｈ２１４５Ｙ 突变)、ｐＰｉｎｋ￣ＨＣ 质粒、Ｏ 型 ＦＭＤＶ 多抗血清及

Ｏ 型 ＦＭＤＶ 灭活 １４６Ｓ(纯度为 ９８％)抗原均由中国农业科学院兰州兽医研究所口蹄疫防控技术团队提

供ꎻＰｉｃｈｉａＰｉｎｋＴＭ Ｓｔｒａｉｎ１(基因型为 ａｄｅ２)购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司(美国)ꎻＨＲＰ 标记抗猪 ＩｇＧ 抗体购自北京索

莱宝公司ꎮ
１.１.２　 质粒构建与菌株筛选　 利用引物对 Ｓ０、Ｓ３ 和 Ｓ１(表 １)分别在 ｐＰｉｎｋ￣Ｐ１ 质粒上扩增 ＶＰ０、ＶＰ３ 和

ＶＰ１ꎬ通过 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ / ＫｐｎⅠ插入 ｐＰｉｎｋ￣ＨＣ 载体上ꎬ分别构建 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ꎬｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ 和 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ 质粒ꎮ 然后

通过 Ｂｇｌ Ⅱ/ ＢａｍＨⅠ分别将 ＶＰ０ 和 ＶＰ３ 的表达盒插入到 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ 载体ꎬ得到 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ / ＶＰ３ / ＶＰ１ 质粒

(ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ)(图 １)ꎮ 构建成功的质粒经过 ＳｐｅⅠ线性化后ꎬ电转进 Ｓｔｒａｉｎ １ 菌株中ꎮ 质粒的电转及筛选可

参考试剂盒操作手册ꎮ
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物对名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ｎａｍｅ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

Ｓ０￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＴＴＣＧＡＡＡＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＧＣＧＧ / ＡＴＧＧＣＣＧＧＣＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＴＴＣＣＴＴＣＧ
Ｓ３￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＴＣＧＡＡＡＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＧＡＴＡＴＴＣＣＣ / ＡＡＣＡＧＴＡＡＧＧＴＡＣＣＧＧＣＣＧＧ
Ｓ１￣Ｆ / Ｒ 　 　 ＣＧＡＡＡＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣＧＡＣＣ / ＣＣＧＧＣＣＧＧＴＡＣＣＴＴＡＴＡＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴ

　 　 注:下划线标注的为限制性内切酶序列ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ａｒｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ.

１.２　 试验方法

１.２.１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)检测　 挑取阳性菌落加入 ２０ ｍＬ 的毕赤酵母培养基(ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｇｌｙｃｅｒｏｌｃｏｍｐｌｅｘ
ｍｅｄｉｕｍꎬＢＭＧＹ)中ꎬ３０ ℃ 培养至其 Ｄ６００值为 ２ ~ ６ 时ꎬ离心收集细菌沉淀ꎬ随后取 ４ ｍＬ 含 ０.５％甲醇的

ＢＧＭＹ 溶液继续培养 ７２ ｈꎮ 收集诱导表达后的细菌ꎬ３５０ Ｗ 超声破碎 ２０ ｍｉｎ(破碎 ３ ｓꎬ间歇 ３ ｓ)ꎮ １２ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎮ 电泳结束后将胶转印到 ＮＣ 膜ꎬ用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉放置

在室温环境下封闭 ２ ｈꎬ利用含 ０.１％ Ｔｗｅｅｎ￣１００ 的磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｔｗｅｅｎꎬＰＢＳＴ)清
洗 ３ 次ꎮ 以 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 多抗血清作为一抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ ＰＢＳＴ 清洗后再用辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记抗猪抗体于室温下孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ滴加增强化学发光液( ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)后进行曝光显色[１２]ꎮ

３７５
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图 １　 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 质粒构建示意图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ

１.２.２　 ＶＬＰ 的纯化　 将超声破碎并且离心后的上清液进行浓缩ꎬ取 １ ｍＬ 上清液加入 １５０~５００ ｇ􀅰Ｌ－１蔗糖

梯度溶液的液面上ꎬ３５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３ ｈꎮ 离心结束后从上到下按照每 ５００ μＬ 体积分离并收集样品ꎬ利
用紫外分光光度计测定样品的 Ｄ４５０值ꎮ
１.２.３　 透射电镜观察　 取纯化后的 １０ μＬ 样品ꎬ滴加在 ４８ μｍ 的铜网上ꎬ室温下静置 ２ ｍｉｎꎬ吸水纸吸干ꎬ
超纯水清洗 １ 次ꎬ加入 ３％磷钨酸ꎬ室温下染色 １ ｍｉｎꎮ 吸干残留的染色液ꎬ超纯水清洗 １ 次ꎬ用 Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｈ－７１００ＦＡ 透射电子显微镜( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＴＥＭ)进行观察并拍照ꎮ
１.２.４　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测 ＦＭＤＶ 　 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的定量采用双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测[１３]ꎮ 利用 ＣＢＳ
(ｐＨ９.６)将含 ０.５ μｇ Ｍ１７０ 抗体稀释ꎬ随后按照每孔 １００ μＬ 添加到 ９６ 孔板中ꎬ盖上封口膜后放置在 ４ ℃
环境中过夜包被ꎮ 次日ꎬ倒掉 ９６ 孔板中的溶液ꎬ再加入 １０ ｇ􀅰Ｌ－１牛血清白蛋白( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬ
ＢＳＡ)(每孔 １００ μＬ)于 ３７ ℃封闭 １ ｈꎮ 用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次后将梯度稀释的抗原样品依次加入 ９６ 孔板中ꎬ
并设置 ２~３ 个重复孔ꎬ将 ９６ 孔板放置在 ３７ ℃环境中孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次后加入豚鼠 Ｏ 型多抗血

清ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ＴＢＳＴ 清洗后再加入 ＨＲＰ 偶联的兔抗豚鼠抗体ꎬ在 ３７ ℃环境中孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 然后

用 ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′－四甲基联苯胺(３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣ｔｅｔｒａｍｒｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＴＭＢ)染色 １５ ｍｉｎꎬ用 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１硫酸终止反

应ꎬ测定 Ｄ４５０值ꎮ 取已知浓度的 ＦＭＤＶ 抗原样品ꎬ将其分别稀释成 ２、１、０.５、０.２５、０.１２５、０.０６２ ５、０.０３１ ２５
和 ０.０１５ ６２５ μｇ􀅰ｍＬ－１梯度ꎬ且设置 ２ 个重复孔ꎬ依次加入 ９６ 孔板中ꎬ根据其浓度与 Ａ４５０值之间的关系建立

标准曲线ꎬ最后将待测样品的吸光值(Ａ４５０)代入公式计算出样品中的 ＶＬＰ 含量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 质粒的构建与酶切鉴定

按照 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 的质粒构建示意图(图 １)ꎬ首先扩增 ＶＰ０ 基因并插入 ｐＰｉｎｋ￣ＨＣ 以构建 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ꎬ质
粒经过 ＳａｃⅠ/ ＫｐｎⅠ酶切后可分别观察到与预期大小(理论值为 １ ６９４ 和 ６ ９０１ ｂｐ)一致的条带(图 ２－Ａ)ꎻ
同样ꎬｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ 质粒经过 ＥｃｏＲⅠ/ ＫｐｎⅠ酶切后可分别观察到与预期大小(理论值为 ６９１ 和 ７ ６３４ ｂｐ)一
致的条带(图 ２－Ｂ)ꎬｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ 质粒经过 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切可分别观察到与预期大小(理论值为 ３ ３３０ 和 ４ ９７４
ｂｐ)一致的条带(图 ２－Ｃ)ꎮ 构建成功的 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 质粒经过 ＥｃｏＲⅠ/ ＫｐｎⅠ酶切后可分别观察到与预期大

小(理论值为 ４ ７３４ 和 ７ ６３４ ｂｐ)一致的条带(图 ２－Ｄ)ꎬ这说明成功构建了包含 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 基因表达

盒的重组质粒ꎮ
２.２　 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 菌株的筛选

重组质粒电转酵母后ꎬ在 ＰＡＤ 筛选平板上培养ꎬ待其长出单菌落后挑取单菌落加入 ＹＰＤ 培养基中过

夜培养ꎮ 提取酵母基因组ꎬ分别用引物对 Ｓ０￣Ｆ / Ｒ、Ｓ３￣Ｆ / Ｒ 和 Ｓ１￣Ｆ / Ｒ 进行扩增ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ在 １ ０００
和 ５００ ｂｐ 附近可以分别看到与 ＶＰ０、ＶＰ３、ＶＰ１ 理论预期大小相符的条带ꎬＶＰ０ 理论大小 ９０９ ｂｐꎬＶＰ３ 理论

大小 ６６０ ｂｐꎬＶＰ１ 理论大小 ６３９ ｂｐꎮ

４７５
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图 ２　 重组质粒的双酶切鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
　 　 Ａ. ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ 质粒双酶切鉴定(Ｍ. ＤＮＡ 分子标准品ꎻ１. ＳａｃⅠ/ ＫｐｎⅠ双酶切产物ꎻ２. 未酶切的 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ 质粒)ꎻＢ. ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ 质粒双

酶切鉴定(Ｍ. ＤＮＡ 分子标准品ꎻ１. ＥｃｏＲⅠ / ＫｐｎⅠ双酶切产物ꎻ２. 未酶切的 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ 质粒)ꎻＣ. ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ 质粒酶切鉴定(Ｍ. ＤＮＡ 分子标

准品ꎻ１. Ｈｉｎ ｄ Ⅲ酶切产物ꎻ２. 未酶切的 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ 质粒)ꎻＤ. ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 质粒双酶切鉴定(Ｍ. ＤＮＡ 分子标准品ꎻ１. ＥｃｏＲⅠ / ＫｐｎⅠ双酶切产

物ꎻ２. 未酶切的 ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ 质粒)ꎮ
Ａ. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ ｐｌａｓｍｉｄ(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＳａｃⅠ/ ＫｐｎⅠꎻ

２. Ｔｈｅ ｕｎｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ０ ｐｌａｓｍｉｄ)ꎻＢ. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ ｐｌａｓｍｉｄ (Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ
ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲⅠ / ＫｐｎⅠꎻ２. Ｔｈｅ ｕｎｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ１ ｐｌａｓｍｉｄ)ꎻＣ. Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ ｐｌａｓｍｉｄ
(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈｉｎｄ Ⅲꎻ２. Ｔｈｅ ｕｎｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰ３ ｐｌａｓｍｉｄ)ꎻＤ. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ ｐｌａｓｍｉｄ(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲⅠ / ＫｐｎⅠꎻ２. Ｔｈｅ ｕｎｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＰｉｎｋ￣ＶＰｓ ｐｌａｓｍｉｄ) .

图 ３　 菌落的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ
Ｍ:ＤＮＡ 标准品ꎻＰｉｎｋ￣Ｐ 和 Ｓ０￣Ｐ:阳性对照ꎻＳ０￣１—Ｓ０￣６、Ｓ３￣１—Ｓ３￣６、Ｓ１￣１—Ｓ１￣６ 均为菌落 １—菌落 ６ꎮ
Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＰｉｎｋ￣Ｐ ａｎｄ Ｓ０￣Ｐ:Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻＳ０￣１－Ｓ０￣６ / Ｓ３￣１－Ｓ３￣６ / Ｓ１￣１－Ｓ１￣６ ａｒｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ １－６.

２.３　 ＦＭＤＶ 结构蛋白的鉴定

为了验证蛋白的表达情况ꎬ在阳性菌株诱导表达之后ꎬ将细菌超声破碎ꎬ并离心后取上清液ꎬ利用 Ｏ
型多克隆抗体进行 ＷＢ 检测ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ在相对分子质量(２５ ~ ３５)×１０３ 附近可以看到 ３ 个特异性

条带ꎬ这与 ＶＰ０(３７ ｋ)、ＶＰ１(２９ ｋ)及 ＶＰ３(２６ ｋ)蛋白理论大小一致ꎬ说明 ＦＭＤＶ 的结构蛋白在酵母中成

功表达ꎮ
２.４　 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 纯化

根据 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 测量的 ２ 次吸光值ꎬ取平均值后计算其与抗原浓度之间的关系ꎬ建立 ＥＬＩＳＡ 的标准

曲线(图 ５)ꎬ最终确定 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的抗原浓度(ｙ)与 Ｄ４５０(ｘ)之间符合 ｙ ＝ ０.１９４ ８ｘ２ －０.０４０ ３ ｘ＋０.０２２ １
(Ｒ２ ＝ ０.９９８ ５)ꎮ

图 ４　 ＦＭＤＶ 结构蛋白的 ＷＢ 检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＷＢ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＦＭＤＶ
Ｍ.蛋白分子质量标准品ꎻ１~３.阳性菌株ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１－３. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ.

图 ５　 通过 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 建立的 ＥＬＩＳＡ 标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ＦＭＤＶ １４６Ｓ

５７５
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为了进一步验证毕赤酵母是否可以表达正确组装的 ＦＭＤＶ ＶＬＰꎬ取破碎离心后的菌液上清液进行蔗

糖梯度纯化ꎮ 从上到下取 １５ 个蔗糖层ꎬ然后用猪源 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 多克隆抗体对梯度蔗糖层进行 ＷＢ 分析ꎮ
纯化样品经 ＷＢ 检测后发现 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 可以在同一个蔗糖梯度下沉淀下来(图 ６－Ａ)ꎮ 通过建立的

ＥＬＩＳＡ 抗原定量方法进行检测ꎬ发现在第 ５~１１ 层 Ｄ４５０值的变化(图 ６－Ｂ)ꎬ说明存在与病毒粒子同等的抗

原物质ꎮ 将第 ９ 层纯化浓缩的样品用 ＰＢＳ 稀释 ２００ 倍后测量 Ｄ４５０值ꎬ代入公式并进行计算ꎬ结果显示ꎬ纯
化 ＶＬＰ 浓度达到 ０.３４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ说明这些病毒样颗粒是由这 ３ 个亚基所构成的ꎮ

图 ６　 ＶＬＰ 纯化的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(Ａ)和 ＥＬＩＳＡ(Ｂ)鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(Ａ)ａｎｄ ＥＬＩＳＡ(Ｂ) ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＶＬＰ

２.５　 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 粒径大小及 ＴＥＭ 观察

将蔗糖梯度纯化后的样品分别进行动态光散射法(ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇꎬＤＬＳ)检测和 ＴＥＭ 观察鉴

定ꎮ ＤＬＳ 检测结果(图 ７)显示ꎬ在 ３０ ｎｍ 处存在峰值ꎬ说明样品中分布着大量直径约 ３０ ｎｍ 的颗粒物质ꎻ
ＴＥＭ 观察结果(图 ８)也显示出直径约 ３０ ｎｍ 的球形颗粒ꎮ

图 ７　 ＤＬＳ 检测纯化样品的粒径

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＤＬＳ

图 ８　 ＶＬＰｓ 的透射电镜(ＴＥＭ)观察

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
(ＴＥＭ)ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＬＰｓ

３　 讨论

尽管疫苗接种使口蹄疫(ＦＭＤ)的预防与控制取得显著进展ꎬ但该病在全球范围内仍未彻底根除ꎮ 目

前ꎬ世界各国防控口蹄疫仍以灭活疫苗为主导ꎮ 但 ＦＭＤＶ 灭活疫苗在生产环节中存在着泄漏隐患ꎬ并且

防范风险需要昂贵的隔离设备[２]ꎬ这些是发展中国家依然需要面对的问题ꎮ
作为一种可以媲美病毒粒子的疫苗类型ꎬＶＬＰ 疫苗具有现实可行性的优点ꎮ 目前ꎬ处于开发中的

ＦＭＤＶ ＶＬＰ 主要是通过哺乳动物细胞或者昆虫细胞进行表达生产ꎬ但这些真核表达系统存在一些技术难

点或限制ꎬ如这 ２ 种真核表达系统虽然可以模拟病毒粒子产生的环境ꎬ但作为兽用疫苗ꎬ其生产成本相对

较高ꎬ而且在其培养过程中更容易存在污染、表达周期长等缺点[１４]ꎮ 毕赤酵母作为一种成本较低的真核

表达系统ꎬ不仅可以表达活性蛋白ꎬ而且还具有高密度发酵优势ꎮ 目前已有利用毕赤酵母生产的商品化疫

苗ꎬ如乙型肝炎疫苗和人乳头瘤病毒疫苗[１５－１６]ꎮ 大多数利用真核表达系统制备 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的研究都采用

Ｐ１２Ａ３Ｃ 的方式ꎬ利用 ２Ａ 的自裂解能力生成单独的 Ｐ１２Ａ 和 ３Ｃꎬ再通过 ３Ｃ 将 Ｐ１ 切割成 ＶＰ０、ＶＰ３ 和

ＶＰ１ꎬ进而组装成 ＶＬＰꎮ 但由于 ３Ｃ 的非特异性切割ꎬ宿主的一些转录相关蛋白也会被切割ꎬ易造成宿主细

胞的死亡ꎬ也会降低 ＶＬＰ 的产量ꎮ
本课题组前期研究发现ꎬ３Ｃ 蛋白酶虽然不会影响酵母细胞的生长ꎬ但是其切割活性较低ꎬ这可能是由

６７５
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于毕赤酵母的低 ｐＨ 环境影响了酶切活性ꎮ 在本研究中ꎬ考虑到 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的不耐酸性ꎬ首先对其衣壳蛋

白上的关键氨基酸进行了 Ｎ１０１７Ｄ 和 Ｈ２１４５Ｙ 耐酸性突变ꎬ该组合被认为是目前最强的耐酸性突变[１７]ꎮ
随后ꎬ将 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 的表达盒插入到同一个载体上ꎬ采用同时表达的方式来制备 ＦＭＤＶ ＶＬＰꎮ 经过

甲醇诱导后ꎬＷＢ 检测发现 ＦＭＤＶ 的 ３ 个结构蛋白均成功表达ꎬ说明采用这种策略同样可以顺利制备

ＦＭＤＶ 的结构蛋白ꎮ 本研究中利用建立的 ＥＬＩＳＡ 抗原定量方法对经梯度蔗糖纯化样品进行抗原性检测ꎬ
发现纯化样品具有与病毒粒子相似的吸光值ꎬ样品经过纯化可以获得 ０.３４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＶＬＰꎮ 李金娜[１８]的研

究表明ꎬ酵母酸性的环境对 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的组装影响很大ꎬ蛋白样品经过纯化后在电镜视野下的颗粒并不

是很多ꎬ衣壳蛋白的浓度达到 ０.１２５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 本文通过引入耐酸突变且采用合适的构建和表达方式ꎬ获
得了更高的表达量ꎮ 在蔗糖纯化后第 ９ 层可以富集到大量的 ＶＬＰ 样品ꎬＷＢ 检测结果显示这些样品内存

在 ＶＰ０、ＶＰ３ 和 ＶＰ１ 蛋白ꎬ而 ＤＬＳ 和 ＴＥＭ 检测发现了大量均匀分布的直径约 ３０ ｎｍ 的球形颗粒ꎬ这符合

之前哺乳动物细胞中制备的 ＦＭＤＶ ＶＬＰ 的报道[１９]ꎮ
本研究在毕赤酵母中成功制备出结构和抗原性与 ＦＭＤ 病毒粒子相似的 ＶＬＰꎬ这为口蹄疫病毒样颗粒

疫苗的开发及深入研究其他小 ＲＮＡ 病毒科病毒样颗粒的制备提供了可靠的试验基础ꎮ
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