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［摘　 要］ 　 为证实插入了禽流感 ＨＡ、ＮＡ 和 Ｍ１ 基因的重组杆状病毒（ＶＬＰ０１ 株）能表达 ＨＡ、ＮＡ 和

Ｍ１ 蛋白并自行组装成具有禽流感形态的病毒样颗粒，对 ＶＬＰ０１ 株的细胞培养上清进行离心纯化或

透析处理，获得的表达产物用电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ 进行鉴定。 电镜观察表达产物，可见禽流感

病毒样颗粒；以 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法用 ＨＡ、ＮＡ 和 Ｍ１ 抗体分别检测表达产物，可见特异性条带；以 ＮＡ
多抗为捕获抗体、ＨＡ 单抗为检测抗体建立双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测表达产物，结果为阳性，说明

表达产物为同时含有 ＨＡ 蛋白和 ＮＡ 蛋白的病毒样颗粒。 结果显示，ＶＬＰ０１ 株能够表达 ＨＡ、ＮＡ 和

Ｍ１ 蛋白，并自行组装成禽流感病毒样颗粒分泌到细胞培养上清中。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＸＩＥ Ｈｏｎｇ － ｌｉｎｇ， Ｅ － ｍａｉｌ： １３４１９５４６２６３＠ １６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｒｋ ｗａｓ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ （ＶＬＰ０１ ｓｔｒａｉｎ） ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ （ＨＡ， ＮＡ ａｎｄ Ｍ１） ｃａｎ ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｏｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｓｅｌｆ － ａｓｓｅｍｂｌｅ ｉｎｔｏ ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ
ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＶＬＰ０１ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｏｒ ｄｉａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ． Ｔｈｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＡ、ＮＡ ａｎｄ Ｍ１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｒｅａｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＶＬＰ０１ ｗａｓ ｓｔａｉｎｅｄ ａｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｅ ＨＡ、ＮＡ ａｎｄ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ａ ｄｏｕｂｌｅ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ＮＡ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｓ ｔｈｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＨＡ

·９·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 １２ 月第 ５５ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｓ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＶＬＰ０１， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｔｈ ＨＡ ａｎｄ ＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｉｔ ｉｓ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ
ｔｈａｔ ＶＬＰ０１ ｃｏｕｌｄ ｅｘｐｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＡ， ｐｒｏｔｅｉｎ ＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍ１， ａｎｄ ｓｅｌｆ － ａｓｓｅｍｂｌｅ ｉｎｔｏ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｔｏ ｂｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ； ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ； Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ； ＥＬＩＳＡ

　 　 禽流感（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由 Ａ 型流感病

毒引起的一种禽类传染病，其中的 Ｈ５Ｎ１ 亚型禽流

感是危害最大的禽类疫病之一。 疫苗能有效防控

该疫病，现阶段主要应用的是鸡胚工艺或细胞培养

工艺制备 Ｈ５Ｎ１ 亚型禽流感病毒，进而生产全病毒

灭活疫苗。 全病毒灭活疫苗需在生物安全三级的

生产车间生产，生产成本较高，因此广大研究者一

直在探寻新型疫苗研发方向［１］。
昆虫杆状病毒表达系统是一种能够高效表达

外源基因的真核表达载体系统［２］。 昆虫杆状病毒

不感染脊椎动物，无生物安全隐患；基因组较大可

容纳大片段外源基因；能对表达的蛋白进行加工修

饰，使表达的蛋白保存原有的生物活性［３］。 有研究

表明该系统表达流感病毒的 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 蛋白可自

我包装成形态类似于禽流感病毒的病毒样颗粒

（Ｖｉｒｕｓ － ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰｓ） ［４］。 ＶＬＰｓ 具有较好的

免疫原性，有开发成为疫苗产品的可能。
为研究基于该系统构建的含有 Ｈ５Ｎ１ 亚型禽

流感 ＨＡ、 ＮＡ、 Ｍ１ 基因的重组杆状病毒 （简称

“ＶＬＰ０１ 株”），其表达产物是 ＶＬＰｓ，还是游离的

ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 等蛋白，对表达产物进行了血凝、电
镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ 鉴定，以确定其性质。
１　 材料和方法

１． １　 毒种、细胞 　 ＶＬＰ０１ 株毒种由诺华生物科技

（武汉）有限责任公司提供，国药集团动物保健股份

有限公司扩繁并保存；Ｓｆ９ 细胞由国药集团动物保

健股份有限公司扩繁并保存。
１． ２　 主要试剂　 Ｈ５Ｎ１ ＨＡ 重组蛋白、Ｈ５Ｎ１ ＮＡ 重

组蛋白、Ｈ７Ｎ９ Ｍ１ 重组蛋白，Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司产

品；禽流感病毒 Ｈ５ 亚型血凝抑制试验（Ｒｅ － ６）抗
原（简称“Ｈ５ 禽流感病毒”），哈尔滨国生生物科技

股份有限公司产品；ＨＡ 单抗，由国药集团动物保健

股份有限公司研制；ＮＡ 多抗，ａｂｃａｍ 公司产品；Ｍ１
单抗， ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司 产 品； ＨＲＰ
羊抗鼠 ＩｇＧ 和 ＨＲＰ 羊抗兔 ＩｇＧ， ＫＰＬ 公司产品；
ＤＡＢ 显色试剂盒，武汉博士德公司产品；ＴＭＢ 显色

液，湖州英创生物科技有限公司产品；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，
Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品。
１． ３　 主要设备耗材　 超速离心机，Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，
水平转子 ｓｗ４１Ｔｉ，角转子 ＴｙＰｅ０ＴｏＴｉ；２０ ｍＬ 超滤浓

缩离心管，５００００ＭＷＣＯ，Ｖｉｖａｓｐｉｎ 公司产品。
１． ４　 制备表达产物　 毒种接种 Ｓｆ９ 细胞，２７ ℃培养

４ ｄ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ ２０ ｍｉｎ 离心收获上清即为表达产物。
１． ５　 超速离心纯化表达产物　 角转子离心表达产

物，４ ℃ ２８０００ ｒ ／ ｍｉｎ ２ ｈ。 弃去上清，沉淀中加入

ＰＢＳ，震荡悬浮后过夜，制成均匀混悬液。 配制蔗糖

密度梯度离心溶液，蔗糖密度分别为 ２０％ 、６０％ ，水
平转子离心混悬液，４ ℃ ２８０００ ｒ ／ ｍｉｎ ３ ｈ。 吸取目

的条带即为纯化产物。
１． ６　 血凝效价检测　 检测表达产物、角转子离心

上清、混悬液、纯化产物的血凝效价，血凝检测的

方法参照《中华人民共和国兽药典 ２０１５ 版第三部》
附录 ２７［５］。
１． ７　 电镜检测 　 纯化产物以超滤浓缩离心管脱

糖，加至铜网上，２％ 磷钨酸染色液负染，透射电镜

观察 ＶＬＰｓ 的形态。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测　 纯化前表达产物、纯化后表

达产物、Ｈ５ 禽流感病毒（对照）和 Ｈ５Ｎ１ ＨＡ 重组蛋白

（ＨＡ 蛋白标准品）经 １０％ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳后电转至

ＮＣ 膜，用 ＨＡ 单抗作为一抗、ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二

抗、ＤＡＢ 染色液显色，鉴定 ＨＡ 蛋白。 同法用 ＮＡ 多抗

鉴定 ＮＡ 蛋白，用Ｍ１ 单抗鉴定Ｍ１ 蛋白。
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１． ９　 ＥＬＩＳＡ 检测 　 用 ＮＡ 兔多抗作为包被抗体、
ＨＡ 鼠单抗作为检测抗体建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法，并以此方法检测表达产物。 包被捕获抗体：加
入 ＮＡ 多抗，２００ ｎｇ ／孔，１００ μＬ ／孔，２ ～ ８ ℃孵育过

夜，ＰＢＳＴ 洗板。 封闭：加入含 ５％ 脱脂乳的 ＰＢＳ，
２５０ μＬ ／孔，３７ ℃封闭 ２ ｈ，ＰＢＳＴ 洗板。 加样：在酶

标板相应孔中加入适当稀释的表达产物、Ｈ５ 禽流

感病毒和 ＨＡ 蛋白、ＮＡ 蛋白，１００ μＬ ／孔，３ 个重复，
３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗板。 加检测抗体：加入 ＨＡ
单抗，５００ ｎｇ ／孔，１００ μＬ ／孔，３７ ℃ 孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ
洗板。 加酶标二抗：加入 ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ 工作液，
１００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗板。 加显色液：
加入 ＴＭＢ 显色液，１００ μＬ ／孔，室温反应 １０ ｍｉｎ。
加终止液：加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸，５０ μＬ ／孔，在酶标仪上

读取 ＯＤ４５０ｎｍ的值。 ＰＢＳ 各孔 ＯＤ４５０ｎｍ值的平均数 ＋
３ 倍标准差为阴阳性判定的临界值，ＯＤ４５０ｎｍ≥临界

值，判为阳性；ＯＤ４５０ｎｍ ＜临界值判为阴性。
２　 结果与分析

２． １　 血凝效价检测　 表达产物、角转子离心上清、
混悬液、纯化后表达产物的血凝效价和体积见表 １。
超速离心后有血凝活性的物质在沉淀中而不在上

清中。
表 １　 被检样品血凝效价和体积

Ｔａｂ １　 ＨＡ ｔｉｔｅｒ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ
样品名称 血凝效价 ／ ｌｏｇ２ 体积 ／ ｍＬ

表达产物 ７ ２３

角转子离心上清 ０ ２３

混悬液 ９ ４

纯化后表达产物 １１ ０． ６

２． ２　 电镜检测　 如图 １ 所示，电镜下可见禽流感

病毒形态特点的 ＶＬＰｓ，呈圆形或椭圆形，直径约

１００ ｎｍ，外周有环形的冠状刺突。
２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测　 用 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 抗体分别

检测纯化前表达产物、纯化后表达产物、Ｈ５ 禽流感

病毒及 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 蛋白标准品。
２． ３． １ 　 ＨＡ 抗体检测 ＨＡ 蛋白　 纯化前后的表达

产物、Ｈ５ 禽流感病毒、ＨＡ 蛋白标准品在 ７０ ｋＤ

左右有目的条带，见图 ２。 Ｈ５ 禽流感病毒 ＨＡ 蛋

白的条带弱，可能因为甲醛灭活导致抗原表位被

部分破坏，未被 ＨＡ 抗体全部识别。 表达产物、
Ｈ５ 禽流感病毒、ＨＡ 蛋白标准品的 ＨＡ 蛋白的分

子量有差异，可能因为表达的系统不一样，表达

产物是昆虫杆状病毒系统表达的，ＨＡ 蛋白标准

品是原核表达系统表达的，而 Ｈ５ 禽流感病毒是

鸡胚扩繁制备的。

图 １　 纯化后样品电镜照片

Ｆｉｇ １　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｂｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

１：Ｈ５ 禽流感病毒；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；２：纯化后的表达产物；

３：纯化前的表达产物；４：ＨＡ 蛋白标准品

１： Ｈ５ ＡＩＶ；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ；２： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；

３： Ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；４： ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＨＡ 蛋白

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
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２． ３． ２　 ＮＡ 抗体检测 ＮＡ 蛋白 　 纯化前后的表达

产物、Ｈ５ 禽流感病毒、ＮＡ 蛋白标准品在 ５０ ｋＤ 左

右有目的条带，见图 ３。

１：纯化前的表达产物；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；２：纯化后的表达产物；

３：ＮＡ 蛋白标准品；４：Ｈ５ 禽流感病毒

１： Ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ；２： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；

３： ＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ；４： Ｈ５ ＡＩＶ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＮＡ 蛋白

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

２． ３． ３　 Ｍ１ 抗体检测 Ｍ１ 蛋白 　 纯化前后的表达

产物、Ｈ５ 禽流感病毒、Ｍ１ 蛋白标准品在 ２７ ｋＤ 左

右有目的条带，见图 ４。

１：Ｈ５ 禽流感病毒；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；２：纯化后的表达产物；

３：纯化前的表达产物；４：Ｍ１ 蛋白标准品

１： Ｈ５ ＡＩＶ；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ；２： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；

３： Ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；４： Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｍ１ 蛋白

Ｆｉｇ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

２． ４　 ＥＬＩＳＡ 检测 　 预实验研究显示，表达产物中

有影响 ＥＬＩＳＡ 检测结果准确性的物质，所以样品需

经透析处理。 ＥＬＩＳＡ 方法检测表达产物、Ｈ５ 禽流

感病毒和 ＨＡ 蛋白、ＮＡ 蛋白，ＯＤ４５０ｎｍ值见表 １，经计

算样品阴阳性判定标准为 ０． １６４。 结果显示，不同

批的表达产物为阳性，Ｈ５ 禽流感病毒和 ＨＡ 蛋白、

ＮＡ 蛋白均为阴性。 结果说明，表达产物为同时含

有禽流感 ＨＡ、ＮＡ 蛋白的 ＶＬＰｓ。 Ｈ５ 禽流感病毒的

ＥＬＩＳＡ 检测结果为阴性，结合 ２． ３． １ 的结果，分析

原因可能是甲醛灭活的 Ｈ５ 禽流感病毒无法被 ＨＡ

单抗有效识别。
表 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测表达产物

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

被检
样品

稀释
倍数

ＯＤ４５０ｎｍ值

孔 １ 孔 ２ 孔 ３ 平均数

阳性孔数
／ 总孔数

表达产
物批次 １

原倍 １． ２１３ １． ４５９ １． ３４５ １． ３３９ ３ ／ ３

１０ 倍 ０． ３９０ ０． ４０４ ０． ５５２ ０． ４４９ ３ ／ ３

１００ 倍 ０． １６２ ０． １５５ ０． ２００ ０． １７２ １ ／ ３

表达产
物批次 ２

原倍 １． ５３２ １． ４４２ １． ２３８ １． ４０４ ３ ／ ３

１０ 倍 ０． ５４３ ０． ４０９ ０． ４４３ ０． ４６５ ３ ／ ３

１００ 倍 ０． ３２２ ０． １８９ ０． １７２ ０． ２２８ ３ ／ ３

表达产
物批次 ３

原倍 １． ３４６ １． ４４１ １． ２０３ １． ３３０ ３ ／ ３

１０ 倍 ０． ３５６ ０． ４５９ ０． ３７２ ０． ３９６ ３ ／ ３

１００ 倍 ０． １６６ ０． １２３ ０． １５４ ０． １４８ １ ／ ３

ＨＡ 蛋白
１０ 倍 ０． １１２ ０． １０９ ０． １５４ ０． １２５ ０ ／ ３

１００ 倍 ０． １２０ ０． ０９８ ０． １０７ ０． １０８ ０ ／ ３

ＮＡ 蛋白
１０ 倍 ０． １３０ ０． １２５ ０． １４４ ０． １３３ ０ ／ ３

１００ 倍 ０． １０２ ０． １１６ ０． １２３ ０． １１４ ０ ／ ３

Ｈ５ 禽流
感病毒

原倍 ０． １２０ ０． １２３ ０． １０２ ０． １１５ ０ ／ ３

１０ 倍 ０． １０３ ０． １１５ ０． １１４ ０． １１１ ０ ／ ３

１００ 倍 ０． ０９７ ０． １０６ ０． １１３ ０． １０５ ０ ／ ３

纯化后
表达产物

１０ 倍 ０． ８２３ ０． ７６５ ０． ９４０ ０． ８４３ ３ ／ ３

ＰＢＳ ／

０． １１０ ０． ０９０ ０． １０１ ０． １００ ０ ／ ３

０． １３４ ０． １４２ ０． １１１ ０． １２９ ０ ／ ３

０． １１７ ０． ０９５ ０． ０９９ ０． １０４ ０ ／ ３

３　 讨论与结论

昆虫细胞的小规模和大规模培养都相对容易，

因此，昆虫杆状病毒表达系统成为了最广泛的应用

·２１·
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于重组蛋白的常规生产系统之一［６］。 昆虫细胞可

以折叠、修饰、运输和组装新合成的多肽，产生高度

真实的可溶性最终产物［６］，因此，将其作为疫苗的

抗原生产系统在工艺和抗原性方面均满足要求。
ＶＬＰ０１ 株是基于昆虫杆状病毒表达系统构建

的含有 Ｈ５Ｎ１ 亚型禽流感 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 基因的重组

杆状病毒，以禽流感疫苗研发为目的。 为确认

ＶＬＰ０１ 株表达产物是禽流感 ＶＬＰｓ，对表达产物进

行了鉴定。 角转子超速离心后有血凝活性的物质

在沉淀中不在上清中，说明有血凝活性的物质是可

被超离沉淀的、沉降系数 ７００ ～ ８００ ｓ 的禽流感

ＶＬＰｓ，而非沉降系数小于 ２０ ｓ、不能被超离沉淀的

ＨＡ 蛋白。 禽流感病毒形态上为不规则球形，１００
ｎｍ 左右，包膜上有两种糖蛋白，即血凝素和神经氨

酸酶，这两类蛋白突出病毒体外，长度约为 １０ ～ １４
ｎｍ，直径６ ～ ８ ｎｍ，被称作刺突［７］。 电镜观察本研

究纯化后的表达产物，可见上述大小的病毒样颗粒

及表面的环形冠状刺突，说明表达产物具有禽流感

病毒的形态特点，是禽流感 ＶＬＰｓ。 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 抗

体以 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测蔗糖密度梯度方法离心

纯化的表达产物，可见特异性条带，说明纯化后的

表达产物是同时含有 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１ 蛋白的禽流感

ＶＬＰｓ。 ＮＡ 多抗、ＨＡ 单抗的夹心 ＥＬＩＳＡ 检测表达

产物为阳性，说明表达产物并非游离的 ＨＡ 蛋白、
ＮＡ 蛋白，而是同时含有 ＨＡ 蛋白、ＮＡ 蛋白 ＶＬＰｓ。

血凝、电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ 鉴定均说明

ＶＬＰ０１ 株表达产物是形态结构类似禽流感病毒的

禽流感 ＶＬＰｓ 而非游离的 ＨＡ、ＮＡ 等蛋白。 开展的

其他研究显示，基于 ＶＬＰ０１ 株的禽流感 ＶＬＰｓ 疫苗

在靶动物上一次免疫能够产生不低于 ６ｌｏｇ２ 的血凝

抑制抗体，并可抵御相同分支的 Ｈ５Ｎ１ 禽流感病毒

的攻击，不发病、不排毒，即禽流感 ＶＬＰｓ 具有禽流

感病毒相似的免疫原性。 综上，昆虫杆状病毒表达

系统构建的重组杆状病毒载体禽流感疫苗有被开

发成为新型禽流感疫苗产品的可能。
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ｔｈｉｒｄ Ｖｏｌｕｍｅ［Ｓ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｐｒｅｓｓ， ２０１６．

［６］ 　 Ｋｏｓｔ Ｔ Ａ， Ｃｏｎｄｒｅａｙ Ｊ Ｐ， Ｊａｒｖｉｓ Ｄ Ｌ． Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ａｓ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ

ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ａｎｄ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ．

Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００５， ２３（５）： ５６７ － ５７５．

［７］ 　 Ｓｗａｙｎｅ Ｄ Ｅ， Ｂｏｕｌｉａｎｎｅ Ｍ， Ｌｏｇｕｅ Ｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ

ｐｏｕｌｔｒｙ［Ｍ］． １４ｔｈ Ｅｄ． Ｗｉｌｅｙ － Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ， ２０２０．
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