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新型冠状病毒 Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 的

糖基化及其长度对蛋白疫苗免疫原性的影响

张　 婷ꎬ 王志荣ꎬ 许雪梅∗

(中国医学科学院基础医学研究所 北京协和医学院基础学院 生物物理及结构生物学系ꎬ 北京 １００００５)

摘要:目的 分析去糖基化及片段长度对新型冠状病毒(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２)受体结合结构域(ＲＢＤ)三聚体蛋白免疫原

性的影响ꎮ 方法 以 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ 蛋白的 ＲＢＤ 为基础ꎬ分别突变敲除长度为 ２２０ 个氨基酸的 ＲＢＤ(ａａ􀆰 ３３１－５５０)中
的 ３ 个 Ｎ￣糖基化残基(Ｎ３３１、Ｎ３４３、Ｎ３６０)ꎬ并分别在 Ｃ 端融合三聚化结构域ꎬ利用杆状病毒￣昆虫细胞表达 ３ 个去

糖基化的三聚体蛋白(ＲＢＤＴ￣Ｎ１、ＲＢＤＴ￣Ｎ２、ＲＢＤＴ￣Ｎ３)ꎻ同时构建表达 ２ 种糖基化位点不变的三聚体蛋白ꎬ即去糖

基化蛋白的野生型对照 ＲＢＤＴ 和长度为 ２７３ 个氨基酸的 ＲＢＤＳＴ(ａａ􀆰 ３１９－５９１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 比较蛋白表达水平ꎬ亲
和层析纯化后免疫小鼠ꎬ分析血清中 ＲＢＤ 特异性 ＩｇＧ 及 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 假病毒中和抗体水平ꎮ 结果 ＲＢＤＴ￣Ｎ１、
ＲＢＤＴ￣Ｎ２ 及 ＲＢＤＴ￣Ｎ３ 的表达水平均较 ＲＢＤＴ 显著提高ꎬ３ 种去糖基化蛋白诱发的特异性 ＩｇＧ 及假病毒中和抗体水

平均与 ＲＢＤＴ 的相当ꎻＲＢＤＳＴ 诱发的特异性 ＩｇＧ 抗体及假病毒中和抗体滴度较 ＲＢＤＴ 的显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬＰ<
０􀆰 ０１)ꎮ 结论 去除 ＲＢＤ 的 Ｎ￣糖基化残基及适当延长 ＲＢＤ 旁侧序列有利于提高 ＲＢＤ 蛋白疫苗的表达水平及免疫

原性ꎬ研究结果为以 ＲＢＤ 为基础的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 疫苗的研发策略提供了参考ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＲＢＤ ｏｆ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＲＢＤ ｏｆ ｔｈｅ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｒｅｅ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
(Ｎ３３１ꎬ Ｎ３４３ꎬ Ｎ３６０) ｉｎ ｔｈｅ ２２０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ＲＢＤ (ａａ􀆰 ３３１－５５０) ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｍｕｔａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｕｓｅｄ ａｔ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｔｒｉｍｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＲＢＤＴ￣Ｎ１ꎬ
ＲＢＤＴ￣Ｎ２ꎬ ＲＢＤＴ￣Ｎ３) ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ￣ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ. Ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｄｅｇｌｙ￣
ｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＲＢＤＴ) ａｎｄ ＲＢＤＳＴ (ａａ􀆰 ３１９－５９１) ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ２７３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒａ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＢＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡＲＳ￣
ＣｏＶ￣２ ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＢＤ ｔｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓ. ＲＢＤＴ
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ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＲＢＤＴ￣Ｎ１ꎬ ＲＢＤＴ￣Ｎ２ꎬ ＲＢＤＴ￣Ｎ３) ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＢＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ
ａｎｄ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒｓ. ＲＢＤＳＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｇｈ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＲＢＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ａｎｄ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＲＢＤＴ (Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｔｈｅ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ＲＢＤ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ＲＢＤ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｒｅ
ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｕｓｅｆｕｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ＲＢＤ￣ｂａｓｅｄ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｖａｃｃｉｎｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ꎻ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎻ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

　 　 鉴于目前尚无新型冠状病毒( ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅ￣
ｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２ꎬ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２)特效治疗药物ꎬ
疫苗是控制 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 大流行的关键措施ꎮ 目前

已有多种不同形式的疫苗进入临床试验[１]ꎬ包括灭

活疫苗、病毒载体疫苗、核酸疫苗及蛋白疫苗ꎬ其中

蛋白疫苗诱发产生的中和抗体水平较高[２]ꎮ 迄今

上市的采用非传统技术生产的疫苗均为蛋白疫苗ꎬ
如乙肝病毒样颗粒(ｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅꎬ ＶＬＰ)疫苗、
ＨＰＶ ＶＬＰ 疫苗、带状疱疹病毒糖蛋白疫苗及流感蛋

白疫苗ꎬ该类疫苗安全性好ꎬ且在诱发中和抗体方面

具有优势ꎮ
ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 为有包膜的正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ与

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 及中东呼吸道综合征冠状病毒(Ｍｉｄｄｌｅ
Ｅａｓｔ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓꎬＭＥＲＳ￣ＣｏＶ)同

属冠状病毒 β 属ꎬ均可诱发急性呼吸系统综合征ꎬ
其中 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 和 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的同源性很高[３]ꎮ
病毒有 ４ 种结构蛋白(Ｓ、Ｍ、Ｎ、Ｅ)ꎬ其中 Ｓ 蛋白是感

染入侵的关键蛋白ꎬ以三聚体形式分布在包膜表面ꎬ
其 Ｎ 端含有细胞受体结合 域 ( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎꎬ ＲＢＤ)ꎬ是冠状病毒疫苗研究的主要靶抗

原[４]ꎮ ＲＢＤ 与宿主细胞的血管紧张素转化酶 ２(ａｎ￣
ｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ２ꎬ ＡＣＥ２)结合后ꎬＳ 蛋白

发生变构ꎬ启动病毒感染入侵[５￣６]ꎮ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的

Ｓ 蛋白高度糖基化ꎬ其 ＲＢＤ 中至少有 ４ 个潜在糖基

化位点[７]ꎮ 目前ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的 Ｓ 蛋白糖基化水平

对其免疫原性的影响尚不清楚ꎮ
ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的病毒学及疫苗学研究为 ＳＡＲＳ￣

ＣｏＶ￣２ 疫苗的研发提供了有力的技术支持ꎮ 首先ꎬ
研究发现ꎬ与 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 一样ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 的 Ｓ 蛋

白融合前状态的维持也有利于 ＲＢＤ 依赖的中和抗

体的诱发ꎮ 目前ꎬ进入临床试验的以 Ｓ 全长蛋白为

基础的不同形式 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 疫苗均采用可保持融

合前状态的 Ｓ 蛋白突变体基因 ( Ｓ￣２Ｐ ) [２ꎬ８]ꎬ即将

ａａ􀆰 ９８６－９８７ 置换为 ２ 个脯氨酸ꎮ 其次ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ
的研究发现ꎬ单独表达 ＲＢＤ 片段也可诱发高滴度的

中和抗体和保护反应[９￣１０]ꎬ且不受 Ｓ 蛋白融合前状

态的限制ꎮ 与全长 Ｓ 蛋白相比ꎬＲＢＤ 片段的长度适

中ꎬ易于改造和在多种不同表达体系进行高水平的

表达及纯化ꎮ 目前分离了多种 ＲＢＤ 依赖的中和单

抗[１１￣１２]ꎬ其识别表位是构象依赖的ꎬ表明 ＲＢＤ 的中

和表位具有一定的空间构象ꎬ其旁侧序列对表位构

象的维持可能有一定的影响ꎬ目前有关不同长度

ＲＢＤ 的报道较少ꎮ
酵母 及 ＣＨＯ 细 胞 表 达 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的 ＲＢＤ

(ａａ􀆰 ３１８－５３６)蛋白的研究目前已有报道[１０ꎬ１３]ꎬ尚未

见在昆虫表达体系的报道ꎮ 昆虫细胞表达体系具有

表达量高、易于悬浮培养、操作简单、表达蛋白的糖

基化与哺乳动物接近等优点ꎬ特别适于真核来源的

蛋白表达ꎮ 本研究采用三聚体蛋白疫苗的形式ꎬ利
用杆状病毒￣昆虫细胞表达体系ꎬ表达获得 ３ 种不同

的去除 Ｎ￣糖基化残基的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ＲＢＤ(ａａ􀆰 ３３１－
５５０)蛋白及糖基化位点正常的 ２ 种不同长度的

ＲＢＤ 蛋白ꎮ 结果显示ꎬＮ￣糖基化的去除可提高 ＲＢＤ
三聚体蛋白在昆虫细胞中的表达水平ꎬ且免疫原性

不受影响ꎬ长片段的 ＲＢＤ 三聚体蛋白的免疫原性比

短片段的好ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

２９３Ｔ 细胞(本实验室保存)ꎻＨｕｈ￣７ 细胞(中国

医学科学院基础医学研究所刘力教授惠赠)ꎻ草地

夜蛾卵巢细胞 Ｓｆ９、 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂａｃ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司)ꎻ原核表达的 ＲＢＤ 蛋白(中国科技大学金腾川

教授惠赠)ꎻ含 Ｇ 蛋白缺陷骨架的 ＶＳＶ 病毒(本实

验室构建)ꎻｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ｈＳ 质粒(本实验室构建)ꎻＨｉｓ
标签抗体(ＯｒｉＧｅｎｅ 公司)ꎻＨｉｓＴｒａｐＴＭ ＨＰ 预装柱(ＧＥ
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公司)ꎻ氢氧化铝凝胶佐剂、ＭＰＬ 佐剂(ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ 公

司)ꎻ雌性 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠 ３０ 只[斯贝福(北京)生物技术

有限公司ꎬ合格证号:１１０３２４２０１１００１３３８]ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＢＤ 融合基因重组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄ 的构

建:在 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ 蛋白序列(ＧｅｎＢａｎｋ 序列号为

ＱＨＤ４３４１６􀆰 １)氨基酸 ３１９－５９１ 位(ａａ􀆰 ３１９－５９１)或

氨基酸 ３３１－５５０ 位(ａａ􀆰 ３３１－５５０)的 Ｎ 端融合杆状

病毒包膜糖蛋白 ｇｐ６４ 的信号肽序列(ＧｅｎＢａｎｋ 序列

号为 ＡＩＵ５６９８０􀆰 １ꎬａａ􀆰 １－３８)ꎬＣ 端融合 Ｔ４ 噬菌体三

聚化结构域(ＰＤＢ 序列号为 １ＡＶＹ＿Ａꎬａａ􀆰 ４５－７１)ꎬ
并在下游进一步融合 Ｈｉｓ 标签序列(８ 个组氨酸)ꎬ
分别获得长片段的 ＲＢＤＳＴ 融合蛋白及短片段的

ＲＢＤＴ 融合蛋白ꎮ 在 ＲＢＤＴ 的基础上ꎬ删除 Ｎ３３１ 氨

基酸ꎬ获得 ＲＢＤＴ￣Ｎ１ 融合蛋白ꎻ进行 Ｎ３４３Ｓ 突变ꎬ
获得 ＲＢＤＴ￣Ｎ２ 融合蛋白ꎻ进行 Ｎ３６０Ａ 突变ꎬ获得

ＲＢＤＴ￣Ｎ３ 融合蛋白ꎮ 根据 Ｓｆ９ 偏性密码子对上述

ＲＢＤ 蛋白的基因序列进行优化ꎬ合成获得的 ＲＢＤ
融合基因分别插入 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体ꎬ转化 ＤＨ１０Ｂａｃ
感受态ꎬＰＣＲ 鉴定获得重组 Ｂａｃｍｉｄꎬ提取备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＢＤ 蛋白的表达及鉴定:将携带 ＲＢＤ 融合

基因的重组 Ｂａｃｍｉｄ 转染 Ｓｆ９ 细胞ꎬ构建重组杆状病

毒ꎬ感染 Ｓｆ９ 细胞后(ＭＯＩ＝ ０􀆰 １)ꎬ２７ ℃培养约 ８８ ｈꎬ
离心收集培养上清ꎮ １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析培养上清中的 ＲＢＤ 蛋白表达情况ꎮ 一抗

为 Ｈｉｓ 标签抗体ꎬ二抗为 ＨＲＰ 标记的羊抗小鼠 ＩｇＧꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＢＤ 蛋白的纯化:表达不同 ＲＢＤ 融合蛋白

的培养上清在 ＰＢＳ 中 ４ ℃透析 ２４ ｈꎬ经 ＨｉｓＴｒａｐＴＭ

ＨＰ 亲和层析纯化ꎬ按 ＧＥ 公司说明书中提供的纯化

方案纯化融合蛋白ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠免疫:４ ~ ６ 周雌性 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠 ５ 只 /
组ꎬＲＢＤ 融合蛋白抗原 １０ μｇ /剂ꎬ联合 ５０ μｇ /剂的

氢氧化铝佐剂及 ５ μｇ /剂的 ＭＰＬ 佐剂ꎬ于第 ０、３、６
周皮下免疫ꎬ设 ＰＢＳ 免疫小鼠为对照组ꎬ于第 ５、８
周尾静脉采集血清ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测血清中 ＲＢＤ 特异性 ＩｇＧ 抗体

水平:用 ＰＢＳ 将原核表达的 ＲＢＤ 蛋白稀释至

１ μｇ / ｍＬꎬ包 被 ９６ 孔 板 ( １００ μＬ /孔)ꎻ 使 用 ５％
ＢＳＡ 封闭(２００ μＬ /孔)ꎻ用 ＰＢＳ 倍比稀释待测血

清ꎬ加入 ９６ 孔板ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻ加入 ＨＲＰ 标记的

羊抗小鼠 ＩｇＧ(１ ∶ ３ ０００)ꎬ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎻＯＰＤ 底

物显色(１００ μＬ /孔)ꎬ３７ ℃反应 ５ ｍｉｎꎻ２ ｍｏｌ / Ｌ 硫

酸(５０ μＬ /孔)终止反应ꎻ检测 Ａ４９０ꎮ Ａ４９０数值大于

０􀆰 ２ 且大于阴性对照 ２ 倍的最大血清稀释度视为

特异性 ＩｇＧ 抗体滴度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 假病毒的制备:制备方法如文献所述[１４]ꎬ使
用 Ｓ 蛋白表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ｈＳ 转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ
３７ ℃培养 ２４ ｈ 后ꎬ用含 Ｇ 蛋白缺陷骨架的 ＶＳＶ 病

毒感染细胞(ＭＯＩ ＝ ４)ꎬ３７ ℃培养 ４８ ｈꎮ 收集培养

上清ꎬ检测假病毒的滴度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 假病毒中和实验:如文献所述[１４] ꎬ使用

ＤＭＥＭ 完全培养基稀释假病毒ꎬ将稀释后的假病

毒与倍比稀释的待测血清等体积混合ꎬ４ ℃ 孵育

１ ｈꎬ然后加入预先铺好的 Ｈｕｈ￣７ 细胞中 (２ × １０４

个 / １００ μＬ /孔ꎬＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０５)ꎮ ３７ ℃孵育 ２４ ｈꎬ使用

流式细胞仪检测各孔细胞的感染抑制率ꎮ 感染抑制

率＝(１－待测血清样品中的荧光细胞百分数 /阴性对

照样品中的荧光细胞百分数) ×１００％ꎮ 感染抑制率

大于 ５０％的最高稀释倍数即为中和抗体滴度ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件分析实验数据并作图ꎬ
ＥＬＩＳＡ 抗体及中和抗体水平以平均滴度(ＧＭＴ)±ＳＤ
表示ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＲＢＤ 蛋白的表达鉴定

取等体积(６０ μＬ)相同表达条件的各种 ＲＢＤ
蛋白的表达上清进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析ꎮ 结果显示ꎬ５ 种 ＲＢＤ 蛋白均可在 Ｓｆ９ 细

胞中分泌表达ꎬ其中 ＲＢＤＳＴ 的分子质量约 ４０ ｋｕ(图
１ꎬ泳道 １)ꎬ其余 ４ 种 ＲＢＤ 蛋白的分子质量约 ３７ ｋｕ
(图 １ꎬ泳道 ２－５)ꎬ上述 ５ 种 ＲＢＤ 蛋白的表观分子质

量均大于理论值ꎬ提示 ＲＢＤ 蛋白在昆虫细胞中表达

时发生了糖基化ꎮ 值得注意的是ꎬ３ 种去糖基化的

蛋白 ＲＢＤＴ￣Ｎ１、ＲＢＤＴ￣Ｎ２ 及 ＲＢＤＴ￣Ｎ３ 的表达水平

均高于 ＲＢＤＴ(图 １ꎬ泳道 ２－５)ꎬ提示糖基化的去除

可提高 ＲＢＤ 蛋白在昆虫细胞中的表达水平ꎮ
２􀆰 ２　 去糖基化的 ＲＢＤ 蛋白免疫血清 ＲＢＤ 特异性

ＩｇＧ 水平分析

为明确去糖基化对 ＲＢＤ 蛋白免疫活性的影响ꎬ
本研究比较了 ＲＢＤＴ 与 ３ 种去糖基化蛋白 ＲＢＤＴ￣
Ｎ１、ＲＢＤＴ￣Ｎ２ 及 ＲＢＤＴ￣Ｎ３ 诱发的 ＲＢＤ 特异性 ＩｇＧ
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１􀆰 ＲＢＤＳＴꎻ ２􀆰 ＲＢＤＴꎻ ３􀆰 ＲＢＤＴ￣Ｎ１ꎻ ４􀆰 ＲＢＤＴ￣Ｎ２ꎻ
５􀆰 ＲＢＤＴ￣Ｎ３ꎻ ６􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｅｄｉｕｍ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｓｆ９ 表达上清中的 ＲＢＤ 蛋白

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　 　 　 ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｏｆ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ

水平ꎮ 结果显示ꎬ２ 次免疫后各组的 ＲＢＤ 特异性

ＩｇＧ 滴度在 ３２０~５６０ꎬ３ 次免疫后各组的特异性 ＩｇＧ
滴度在 ６ ４００~１１ ２００ꎬ组间均无统计学差异(图 ２)ꎮ
ＰＢＳ 对照组未检测到 ＲＢＤ 特异性 ＩｇＧꎮ

图 ２　 糖基化不同的 ＲＢＤ 蛋白诱发的血清特异性

　 　 ＩｇＧ 抗体水平分析

Ｆｉｇ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＢＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
　 　 　 ｂｙ ＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
　 　 　 ｐａｔｔｅｒｎｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝５)

２􀆰 ３　 不同长度的 ＲＢＤ 蛋白免疫血清 ＲＢＤ 特异性

ＩｇＧ 水平分析

为明确片段长度对 ＲＢＤ 蛋白免疫活性的影响ꎬ
本研究比较了较短的 ＲＢＤＴ 与较长的 ＲＢＤＳＴ 诱发

的 ＲＢＤ 特异性 ＩｇＧ 抗体水平ꎮ 结果显示ꎬ２ 次免疫

及 ３ 次免疫后ꎬＲＢＤＳＴ 诱发的特异性 ＩｇＧ 滴度分别

为 ８８０ 和 ３３ ２８０ꎬ均显著高于 ＲＢＤＴ 免疫组 (Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬＰ<０􀆰 ０１)(图 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 ＲＢＤ 蛋白免疫血清中和抗体水平分析

本研究采用 ＶＳＶ 骨架的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 假病毒检

测各组 ＲＢＤ 蛋白 ３ 次免疫后的血清中和抗体水平ꎮ
结果显示ꎬＲＢＤＳＴ 诱发的中和抗体滴度最高ꎬ显著

高于 ＲＢＤＴ(Ｐ<０􀆰 ０１)及 ３ 种去糖基化的 ＲＢＤ 蛋白

∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＢＤＴ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 不同长度的 ＲＢＤ 蛋白诱发的血清特异性

　 　 ＩｇＧ 抗体水平分析

Ｆｉｇ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＢＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
　 　 　 ｂｙ ＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝５)

(Ｐ<０􀆰 ００１)诱发的中和抗体(图 ４)ꎮ

∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＢＤＳＴ ｇｒｏｕｐ
图 ４　 ＲＢＤ 蛋白诱发的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２假病毒中和

　 　 抗体分析

Ｆｉｇ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ
　 　 　 ｔｉｔｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝５)

３　 讨论

杆状病毒￣昆虫细胞表达体系具有表达水平高、
安全性好、易于操作等优点ꎮ 目前利用该体系生产

获批上市的疫苗有 ＨＰＶ ＶＬＰ 疫苗、甲状腺癌治疗性

蛋白疫苗及赛诺菲巴斯德的四价流感蛋白疫苗ꎮ 研

究发现ꎬＳｆ９ 昆虫细胞表达的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ ＲＢＤ 蛋白

(ａａ􀆰 ３１８－５１０)诱发的中和抗体滴度显著高于原核

表达的[１５]ꎮ 本研究采用昆虫细胞表达体系对 ＲＢＤ
(ａａ􀆰 ３３１－５５０)的不同糖基化敲除突变体及两种不

同长度的 ＲＢＤ 蛋白进行表达ꎬ分析其免疫原性ꎮ 结

果显示ꎬ分别去除 Ｎ３３１、Ｎ３４３ 和 Ｎ３６０ 糖基化均可
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提高蛋白在昆虫细胞中的表达水平而不影响其免疫

原性ꎮ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ＲＢＤ(ａａ􀆰 ３１９－５４５)蛋白糖基化

位点分析的结果[１６] 显示ꎬ Ｎ３３１、 Ｎ３４３ 位点位于

ＲＢＤ 受体结合基序结构的基部ꎬ即这 ２ 个位点不参

与结合 ＡＣＥ２ꎮ 本研究的 ３ 个糖基化位点中ꎬＮ３３１
和 Ｎ３４３ 为典型的糖基化位点基序(ＮＸＴ / Ｙ) [７ꎬ１７]ꎬ
Ｎ３６０ 为尚未确认的潜在糖基化位点ꎮ 本研究获得

的 ３ 个去糖基化的突变体免疫原性没有改变ꎬ可能

是由于这些位点不在与 ＡＣＥ２ 结合的基序中ꎮ 但采

用 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 假病毒变异株的体外分析显示ꎬ
Ｎ３３１ 突变增加了突变株对康复者血清的敏感

性[１８]ꎬ因此 Ｎ３３１ 突变株的抗原性值得深入研究ꎻ另
外ꎬ酵母表达的去糖基化的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ ＲＢＤ 蛋白分

析[１３]显示ꎬ去除 Ｎ３３１ 同源的糖基化位点后ꎬ其表达

水平显著降低ꎬ免疫血清的中和抗体水平(假病毒

中和抗体水平不变ꎬ真病毒中和抗体水平显著提

高)有待于进一步分析ꎬ而另 ２ 个突变体(Ｎ３４３、
Ｎ３６０ 同源位点去糖基化)的表达极低ꎬ没有深入研

究ꎬ这可能是采用的实验评价方法或表达体系不同

造成的ꎮ 本研究还发现ꎬＲＢＤ 长片段(ａａ􀆰 ３１９－５９１)
的免疫原性较短片段(ａａ􀆰 ３３１－５５０)的高ꎮ 结构分

析显示ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ 蛋白的 ＲＢＤ 区为 ａａ􀆰 ３１９ －
５４１ 区域ꎬ其中 ａａ􀆰 ４３７－５０８ 区域为受体结合基序

(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆꎬＲＢＭ)ꎮ 在 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的前

期研究中发现ꎬ包含 ＲＢＭ 的不同长度的 ＲＢＤ 片段

均可诱发中和抗体ꎬ目前 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 报道的 ＲＢＤ 蛋

白有 ２ 种长度ꎬ即 １９３ 个氨基酸(ａａ􀆰 ３１８－５１０) [９ꎬ１３]

和 ２１９ 个氨基酸( ａａ􀆰 ３１８－５３６) [１０ꎬ１３]ꎮ 最近又报道

了两种不同长度的 ＲＢＤ 蛋白疫苗ꎬ分别是长度为

２２７ 个氨基酸的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ＲＢＤ (ａａ􀆰 ３１９－５４５)蛋
白疫苗[１６]ꎬ及长度为 ２２３ 个氨基酸的 ＲＢＤ(ａａ􀆰 ３１９－

５４１)单链二聚体的蛋白疫苗[１９]ꎮ 本课题组目前正

在进一步比较这些不同长度 ＲＢＤ 蛋白的免疫原性ꎬ
同时进行去糖基化长片段 ＲＢＤ 的研究ꎮ

理想的疫苗需同时诱发体液及细胞免疫反应ꎬ
体液免疫的评价主要检测保护性抗体ꎮ 康复者血清

及 Ｓ 蛋白依赖的中和抗体的被动免疫试验证明ꎬ中
和抗体在阻断病毒感染中起重要作用[２０￣２２]ꎮ 目前

新冠疫苗研发免疫活性的指标主要是对抗体水平进

行分析ꎬ因此本研究重点分析三聚体蛋白诱发的特

异性 ＩｇＧ 及中和抗体水平ꎮ 结果显示ꎬＲＢＤ 三聚体

诱发的 ＩｇＧ 抗体最高可达 １０４ꎬ中和抗体水平较 ＩｇＧ
抗体低 １ 个数量级ꎮ 有文献报道的 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 疫

苗的 ＥＬＩＳＡ 抗体滴度较高(可达 １０５)ꎬ但其与假病

毒中和抗体滴度的比值也很高(１００:１) [１６ꎬ１９]ꎬ有些

文献报道的 ＥＬＩＳＡ 滴度相对较低ꎬ但其与假病毒中

和抗体的滴度比值较低(约 １０ ∶ １) [２]ꎬ这主要是不

同研究采用的试验体系不同造成的ꎬ影响因素主要

包括假病毒体系的不同(假病毒的骨架、Ｓ 蛋白的密

度)、分析用细胞系的不同等ꎮ 因此ꎬ目前 ＳＡＲＳ￣
ＣｏＶ￣２ 疫苗的临床研究中经常用康复者血清的中和

抗体滴度作为参照ꎮ 在本研究基础上ꎬ本课题组将

深入系统地优化 ＲＢＤ 蛋白的结构及组成方式ꎬ进一

步筛选产量高、免疫原性强的蛋白疫苗ꎬ届时将全面

分析疫苗诱发的细胞免疫、体液免疫及体内保护

活性ꎮ
总之ꎬ本研究发现ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ＲＢＤ 去糖基化

修饰可提高其在昆虫细胞中的表达水平ꎬ同时又不

影响其免疫原性ꎻ 较长片段的 ＲＢＤ 蛋白疫苗

(ａａ􀆰 ３１９－５９１)免疫活性优于短片段的 ＲＢＤ 蛋白疫

苗ꎮ 研究结果不仅可用于蛋白疫苗的研究ꎬ也可用

于基于 ＲＢＤ 蛋白抗原的病毒载体疫苗及核酸疫苗ꎮ
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