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SARS-CoV-2细菌样颗粒对小鼠的免疫原性
及攻毒保护效果评价
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【摘要】 目的 本研究以C57BL/6N小鼠为模型,评价SARS-CoV-2细菌样颗粒(Bacterium-Like
 

Particles,BLPs)的免

疫原性和攻毒保护效果,为新型冠状病毒感染(Corona
 

Virus
 

Disease
 

2019,COVID-19)疫苗研发提供新思路。 方法 
使用SARS-CoV-2细菌样颗粒Trim-RBD-GEM分别在第0、21

 

d滴鼻免疫C57BL/6N小鼠,在第7、14、21、28、35
 

d采小

鼠血,分离血清,采用ELISA检测特异性IgG、IgG1和IgG2a抗体水平。在免疫后第35
 

d使用50
 

LD50 的C57MA14毒

株对C57BL/6N小鼠进行攻毒,记录攻毒后14
 

d内小鼠体重变化及存活情况;在攻毒后第3
 

d取小鼠的鼻甲骨和肺脏组

织,测定鼻甲骨和肺脏组织中的病毒滴度和病毒载量。另取肺脏组织,使用4%多聚甲醛固定后制作病理切片并染色,

观察肺脏组织病理变化,免疫组化法检测病毒蛋白的表达。 结果 Trim-RBD-GEM滴鼻免疫小鼠后诱导产生特异性

抗体,IgG、IgG1和IgG2a抗体水平均显著升高。从攻毒后第1
 

d开始Trim-RBD-GEM 组小鼠体重出现下降,第4
 

d体

重逐步回升,观察期小鼠均存活,存活率为100%;Mock组小鼠在攻毒后第7
 

d体重均下降至75%以下,且所有小鼠均

死亡,存活率为0。攻毒后Trim-RBD-GEM组小鼠肺脏组织中病毒滴度显著低于 mock组(P<0.05)。攻毒后第3
 

d取

各组小鼠肺脏做组织病理学检查,Trim-RBD-GEM组小鼠局部支气管管腔内可见少量巨噬细胞浸润,mock组小鼠肺脏

切片中多处支气管管腔内可见坏死细胞碎片;免疫组化试验显示 mock组小鼠肺脏切片检测到SARS-CoV-2的N蛋白。

 结论 Trim-RBD-GEM滴鼻免疫小鼠可诱导产生特异性IgG抗体,可为COVID-19疫苗的研发提供参考。
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【Abstract】 Objective To
 

evaluate
 

the
 

immunogenicity
 

and
 

protective
 

efficacy
 

of
 

SARS-CoV-2
 

bacterium-like
 

particles
 

(BLPs),our
 

study
 

used
 

C57BL/6N
 

mice
 

as
 

theanimal
 

model
 

and
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

development
 

of
 

COVID-19
 

vac-
cine. Methods C57BL/6N

 

mice
 

were
 

immunized
 

intranasally
 

with
 

SARS-CoV-2
 

BLPs
 

Trim-RBD-GEM
 

on
 

day
 

0
 

and
 

21,respectively.
 

Blood
 

was
 

collected
 

from
 

mice
 

on
 

days
 

7,14,21,28
 

and
 

35,and
 

the
 

serum
 

was
 

isolated
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

specific
 

IgG,IgG1
 

and
 

IgG2a
 

antibodies
 

by
 

ELISA.
 

On
 

day
 

35
 

after
 

immunization,C57BL/6N
 

mice
 

were
 

challenged
 

with
 

the
 

50
 

LD50 of
 

C57MA14
 

strain,and
 

the
 

body
 

weight
 

changes
 

and
 

survival
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

recorded
 

for
 

14
 

days
 

after
 

the
 

challenge.
 

The
 

lungs
 

were
 

fixed
 

with
 

4%
 

paraformaldehyde
 

and
 

stained
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissues,and
 

the
 

expression
 

of
 

viral
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry. Results Trim-RBD-GEM
 

intrana-
sally

 

immunized
 

mice
 

induced
 

specific
 

antibody
 

levels,and
 

the
 

levels
 

of
 

IgG,IgG1
 

and
 

IgG2a
 

antibodies
 

were
 

significantly
 

increased.
 

The
 

body
 

weight
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

Trim-RBD-GEM
 

group
 

decreased
 

from
 

day
 

1
 

after
 

the
 

challenge
 

and
 

gradu-
ally

 

increased
 

on
 

day
 

4,and
 

all
 

mice
 

survived
 

during
 

the
 

observation
 

period,with
 

a
 

survival
 

rate
 

of
 

100%.
 

The
 

virus
 

titer
 

in
 

the
 

lungs
 

of
 

Trim-RBD-GEM
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

mock
 

group
 

(P<0.05).
 

A
 

small
 

number
 

of
 

macrophages
 

were
 

found
 

in
 

the
 

local
 

bronchial
 

lumen
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

Trim-RBD-GEM
 

group,while
 

necrotic
 

cell
 

frag-
ments

 

were
 

seen
 

in
 

the
 

lung
 

sections
 

of
 

the
 

mock
 

group. Conclusion Trim-RBD-GEM
 

intranasal
 

immunization
 

of
 

mice
 

induces
 

the
 

production
 

of
 

specific
 

IgG
 

antibodies,which
 

may
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

COVID-19
 

vaccine
 

development.
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  自2020年新冠肺炎疫情大流行以来,全球已有

7.5亿COVID-19确诊病例,死亡人数达到680万例,
亟需安全有效的疫苗预防和减少疾病的传播[1-2]。根

据世界卫生组织(World
 

Health
 

Organization,WHO)
公布的数据,截止到2023年1月3日,176种COVID-
19疫苗正在临床研究中,包括亚单位疫苗、病毒载体

疫苗、DNA疫苗、灭活疫苗、RNA疫苗和病毒样颗粒

疫苗,其 中 COVID-19亚 单 位 疫 苗 有 57 种,占 比

33%[3]。
亚单位疫苗有很多优势:具有较高的安全性和稳

定性,可诱导强大的体液免疫;易于大规模生产,且副

作用较小[4]。目前COVID-19亚单位疫苗大部分免

疫方式为肌肉注射,可诱导全身体液免疫的产生,但在

粘膜免疫水平上效果欠佳,并且在受到病毒攻击后,病
毒会在上呼吸道进行复制,增加了传播和感染的风

险[5]。滴鼻免疫不仅可以诱导全身免疫,还可诱导局

部粘膜免疫。COVID-19最主要的传播途径是呼吸

道,滴鼻免疫可以最大程度地减少病毒的传播[6]。滴

鼻免疫可以减少接种疼痛来扩大疫苗接种规模,降低

COVID-19确诊率及病死率[7]。

GEM-PA表面展示系统广泛应用于疫苗研究,例
如裂谷热病毒、中东呼吸综合征冠状病毒以及寨卡病

毒疫苗均应用了此系统[8-10]。GEM-PA表面展示系统

可将外源蛋白展示在GEM 颗粒的表面,外源蛋白通

过锚定蛋白(Protein
 

Anchor,PA)与革兰氏阳性增强

基质(Gram-positive
 

enhancer
 

matrix,GEM)结合,其
中PA以非共价形式锚定在细胞壁的表面[11]。GEM-
PA表面展示系统由GEM 和PA组成,GEM 颗粒由

乳酸乳球菌经过三氯乙酸煮沸处理得到,去除了大部

分细胞质,并保留肽聚糖结构[12-13]。GEM-PA表面展

示系统作为一种疫苗载体有很多优点:首先,乳酸乳球

菌是一种食品级细菌,不含核酸物质,所以安全性较

高[14-15];第二,它的外源蛋白表达水平高[16];第三,可
作为粘膜佐剂,提高免疫原性[17]。

本研究使用一种基于GEM-PA表面展示系统的

SARS-CoV-2细菌样颗粒Trim-RBD-GEM 滴鼻免疫

C57BL/6N小鼠,然后用SARS-CoV-2攻毒,观察该

疫苗对小鼠的保护效果,为COVID-19的控制和预防

提供新的选择。

材料与方法

1 材料

1.1 毒 株 和 细 胞  SARS-CoV-2 小 鼠 适 应 株

(C57MA14)和Vero-E6细胞均由本实验室保存。

1.2 实验动物 SPF级8~9周龄C57BL/6N雌性

小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.3 主要试剂 DMEM 培养基,胎牛血清,青霉素-
链霉素(10000

 

U/mL)均购自美国 Thermo
 

Fisher
 

SCIENTIFIC公司;SARS-CoV-2
 

Spike
 

RBD-His
 

Re-
combinant

 

Protein购自北京义翘神州科技股份有限

公司;BSA 和 TMB购自默克有限公司;Goat
 

Anti-
Rabbit

 

IgG
 

(H+L)
 

HRP购自南京巴傲得生物科技

有限公司;Goat
 

Anti-Mouse
 

IgG1-HRP和Goat
 

Anti-
Mouse

 

IgG2a-HRP购自美国Southern
 

Biotech公司;
异氟烷购自瑞普生物药业有限公司。

1.4 主要仪器设备 酶标仪购自美国Thermo
 

Fish-
er

 

SCIENTIFIC公司;生物安全柜购自中国北京东联

哈尔仪器制造有限公司;冷冻离心机购自大龙兴创实

验仪器(北京)股份公司;TGuide
 

S96全自动核酸提取

纯化仪购自天根生化科技(北京)有限公司;CFX96
 

Touch
 

Deep
 

Well实时PCR检测系统购自伯乐生命

医学产品(上海)有限公司。

2 方法

2.1 动物分组、免疫及血标本采集 将8~9周龄

C57BL/6N雌性小鼠随机分为3组,Trim-RBD组、

Trim-RBD-GEM组和 mock组,每组各5只。分别于

第0、21
 

d在生物安全柜中使用异氟烷对小鼠进行麻

醉,Trim-RBD组、Trim-RBD-GEM 组分别滴鼻免疫

含有5
 

μg的Trim-RBD和Trim-RBD-GEM,mock组

滴鼻等量PBS。在第7、14、21、28、35
 

d经颌下采血,
分离血清,冷冻保存。为了进一步评估 Trim-RBD-
GEM滴鼻免疫小鼠后的攻毒保护效果,将8~9周龄

C57BL/6N雌性小鼠随机分为2组,Trim-RBD-GEM
组和mock组,每组各8只。

2.2 血清中SARS-CoV-2
 

RBD特异性抗体检测 采

用间接ELISA方法检测免疫小鼠血清中SARS-CoV-
2

 

RBD特异性IgG、IgG1和IgG2a抗体水平。SARS-
CoV-2

 

RBD蛋白包被浓度为2
 

μg/mL,封闭液为1%
BSA。待检血清用1%BSA从1∶10开始作倍比稀

释,HPR标记的IgG抗体用1%BSA作1∶25000稀

释,HPR标记的IgG1和IgG2a抗体作1∶5000稀释。
显色液为TMB,加入终止液终止显色后使用酶标仪读

取各孔450
 

nm处吸光度值。试验设PBS对照和空白

对照。

2.3 攻毒试验 在首次免疫后第35
 

d用C57MA14
鼠适应株(50

 

LD50/50
 

μL)对小鼠进行攻毒,连续14
 

d
观察小鼠的体重变化和存活情况,计算存活率。小鼠

体重下降25%以上判定为死亡,试验在生物安全三级

实验室中进行。

2.4 攻毒小鼠组织病毒滴度检测 在攻毒后第3
 

d
每组解剖3只小鼠,取鼻甲骨和肺组织,放入组织研磨

机中加适量钢珠研磨400
 

s,4
 

℃、17
 

000
 

r/min(离心
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半径86.77
 

mm)离心10
 

min,收集上清液,用DMEM
培养液作10倍倍比稀释。在光学显微镜下观察 Ve-
ro-E6细胞的生长状态,接种至96孔细胞培养板中培

养至80%~90%汇合度,用无菌PBS洗涤细胞3次。
将10倍倍比稀释的组织液接种到96孔细胞中,培养

板置37
 

℃、5%CO2 细胞培养箱中孵育1
 

h,用无菌

PBS洗涤细胞3次;每孔加入100
 

μL完全培养基

(10%FBS、1%Anti-Anti),继续培养72
 

h,在光学显

微镜下观察细胞病变情况,使用Reed-Muench法计算

半数组织培养感染剂量(TCID50)。

2.5 攻毒小鼠组织病毒载量检测 另取小鼠肺组织

和鼻甲骨研磨上清液,使用天根磁珠法总RNA提取

试剂 盒 和 TGuide
 

S96 全 自 动 核 酸 提 取 纯 化 仪

(YOSE-S96)提取 RNA。然后使用新型冠状病毒核

酸检测试剂盒,利用SARS-CoV-2
 

N基因引物及探针

进行实时荧光定量PCR,检测病毒载量。

2.6 攻毒小鼠肺脏组织病理学检查和免疫组化检测

 在攻毒后第3d取各组小鼠肺组织,用4%多聚甲醛

室温固定3d后石蜡包埋,然后依次放入二甲苯I和二

甲苯II中各20
 

min,放入无水乙醇I和无水乙醇II各

5
 

min,再放入75%酒精中,用自来水冲洗;将切片放

入苏木素染液中染色5
 

min,用自来水冲洗;将切片放

入苏木素分化液中数秒,用自来水冲洗;将切片放入返

蓝液中返蓝,自来水冲洗;将切片依次放入85%酒精

和95%酒精中各5
 

min,放入伊红染液中染色5
 

min,
再依次放入无水乙醇I、无水乙醇II和无水乙醇III中

各5
 

min,放入二甲苯I和二甲苯II中各5
 

min至切片

变透明,使用中性树胶封片,于显微镜下采集图像。
另将石蜡切片放入环保型脱蜡液I、环保型脱蜡

液II和环保型脱蜡液III中各10
 

min,再放入无水乙

醇I、无水乙醇II和无水乙醇III中各5
 

min,使用蒸馏

水冲洗;将切片放入3%双氧水中,避光孵育20
 

min,
用pH7.4的PBS冲洗3次;加入3%BSA,室温封闭

30
 

min;加入一抗,4
 

℃孵育过夜,PBS冲洗3次;加入

二抗,37
 

℃孵育30
 

min,冲洗;加入DAB显色,用蒸馏

水冲洗终止显色反应;用苏木素染色3
 

min,蒸馏水冲

洗;加入苏木素分化液分化数秒,用蒸馏水冲洗;加入

苏木素返蓝液返蓝,用蒸馏水冲洗;将切片脱水、封片,
在显微镜下采集图像。

结 果

1 血清SARS-CoV-2
 

RBD特异性抗体水平

间接 ELISA 检测结果见图1,Trim-RBD-GEM
组和Trim-RBD组小鼠血清中特异性IgG、IgG1抗体

水平均显著高于 mock组,Trim-RBD-GEM 组小鼠血

清中特异性IgG抗体水平极显著高于 Trim-RBD组

(P<0.05)(图1)。

注:组间比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

1 血清中SARS-CoV-2
 

RBD特异性抗体水平

Notes:Comparison
 

between
 

groups,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
Fig.1 SARS-CoV-2

 

RBD
 

specific
 

antibody
 

levels
 

in
 

serum

2 攻毒小鼠的体重变化及存活情况

攻毒后连续观察小鼠体重14
 

d,计算的体重变化

率见图2。Mock组小鼠体重变化率第7
 

d全部低于

75%;Trim-RBD-GEM组小鼠攻毒后体重有所下降,
至第4

 

d体重开始回升。
同时观察和记录各组小鼠死亡情况,计算存活率,

结果如图3。Mock组小鼠攻毒后第7d全部死亡,存
活率为0;Trim-RBD-GEM 组小鼠均存活,存活率为

100%。
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图
 

2 攻毒小鼠体重变化率(%)
Fig.2 Changes

 

in
 

body
 

weight
 

of
 

mice
 

after
 

challenge(%)

图
 

3 攻毒后小鼠存活率(%)
Fig.3 Survival

 

rate
 

of
 

mice
 

after
 

challenge(%)

3 攻毒小鼠肺脏等组织病毒滴度

攻毒后检测小鼠鼻甲骨和肺脏组织研磨上清中的

病 毒 滴 度 (50%
 

tissue
 

culture
 

infective
 

dose,

TCID50),结果如图4。滴鼻免疫组小鼠攻毒后鼻甲骨

中病毒的TCID50 显著低于肺脏组织中病毒TCID50,

Trim-RBD-GEM 组肺脏组织中的病毒 TCID50 显著

低于mock组(P<0.05)。

注:a组间比较,P<0.05。
图

 

4 攻毒小鼠鼻甲骨和肺脏组织中病毒的TCID50

Notes:Comparison
 

between
 

groups,P<0.05。
Fig.4 Virus

 

titer
 

levels
 

in
 

nasal
 

turbinate
 

and
 

lung
 

tissue
 

after
 

attack

4 攻毒小鼠肺脏等组织病毒载量

攻毒后采用实时荧光定量PCR检测各组小鼠鼻

甲骨和肺脏组织病毒载量,结果如图5。Trim-RBD-
GEM组和mock组小鼠鼻甲骨和肺脏组织中病毒拷

贝数差异无统计学意义(P>0.05)。

图
 

5 攻毒小鼠鼻甲骨和肺脏组织病毒载量

Fig.5 Virus
 

loads
 

of
 

nasal
 

turbinate
 

and
 

lung
 

tissue
 

after
 

challenge

5 攻毒小鼠肺脏病理变化

攻毒后第3d取小鼠肺脏进行组织病理学检查和

免疫组化检测,结果如图6。Trim-RBD-GEM 组小鼠

肺脏切片中局部支气管管腔内可见少量巨噬细胞浸

润,mock组小鼠肺脏切片中多处支气管管腔内可见

坏死细胞碎片;免疫组化结果显示 mock组小鼠肺脏

切片中检测到SARS-CoV-2的N蛋白。

图
 

6 攻毒小鼠肺脏组织病理变化及免疫绥化检测

Fig.6 Pathological
 

changes
 

in
 

the
 

lungs
 

after
 

challenge

讨 论

近三年来,全世界超过200个国家有COVID-19
确诊病例,严重影响了世界经济的发展及人民的健康

和生活,亟需通过加强疫苗接种来预防和减少疾病传

播[18]。免疫途径可能会影响疫苗对人体的保护效果,
目前大部分COVID-19疫苗均为肌肉注射,主要产生

IgG特异性反应,但缺乏粘膜免疫,无法全面预防和减

少COVID-19的传播[19]。

SARS-CoV-2主要通过呼吸道传播,血管紧张素

转化酶2(Angiotensin
 

converting
 

enzyme
 

2,ACE-2)
通过与人体细胞结合引发感染,而粘膜免疫是人体抵

抗病原体入侵的第一防线。滴鼻免疫可诱导粘膜免
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疫,产生特异性IgA抗体,并且滴鼻免疫无需使用注

射针,不仅减少疼痛、降低成本,还为群体免疫提供了

便利性[7,20-21]。目前正在研制中的SARS-CoV-2、流感

病毒和腺病毒鼻内疫苗取得了重大进展,但进入临床

试验的鼻内COVID-19疫苗公开的数据尚少,初步认

为粘膜免疫的动物模型可以充分预防SARS-CoV-2
的严重病症,ChAdOx1

 

nCoV-19鼻内免疫小鼠中和

抗体水平显著高于肌肉注射免疫,攻毒后病毒载量显

著低于肌肉注射免疫,并且可预防仓鼠模型和非人灵

长类动物模型感染SARS-CoV-2后的严重症状[22-25]。
乳酸乳球菌虽主要应用于食品行业,但可表达同

源和异源蛋白,作为载体系统在疫苗研究领域得到了

应用,不仅生长条件简单,而且价格低廉[26-28]。目前革

兰阴性菌的表达系统有安全风险,细菌中的重组DNA
释放到空气中有可能造成传播,而GEM-PA表面展示

系统是以一种无生命、非重组的乳酸乳球菌作为载体,
经过热酸处理后去除表面脂磷壁酸及细胞质内容物,
不仅安全,而且能刺激机体产生免疫反应[29]。GEM-
PA表面展示系统应用在动物模型中,通过粘膜免疫

可提高全身及粘膜的免疫反应,并且更偏向于产生

Th1型免疫反应,Th1型免疫反应可促进机体释放炎

症和抗病毒相关细胞因子,如IL-2、TNF-α和IFN-γ
等[9]。有研究表明乳酸乳球菌可促进小鼠的树突状细

胞成熟并诱导产生IL-10和IL-12细胞因子,还可促

进小鼠巨噬细胞促炎性因子的产生[30]。
本研究用SARS-CoV-2细菌样颗粒 Trim-RBD-

GEM滴鼻免疫C57BL/6N小鼠后诱导产生了高水平

的特异性抗体,进一步证明GEM-PA表面展示系统与

抗原结合后,经粘膜免疫可提高机体的特异性免疫反

应。而通过特异性IgG抗体检测结果可以看出Trim-
RBD-GEM滴鼻免疫诱导产生的IgG抗体水平显著高

于Trim-RBD免疫,表明GEM颗粒作为粘膜佐剂,显
著提高了粘膜系统诱导免疫反应的能力,使免疫小鼠

血清特异性IgG抗体水平显著升高[17]。
本研 究 表 明 SARS-CoV-2 细 菌 样 颗 粒 Trim-

RBD-GEM作为一种COVID-19候选疫苗可以在小鼠

模型试验中产生免疫反应和攻毒保护效果。同时,

GEM颗粒可在2~8
 

℃保存2年以上,为群体接种提

供了便利。细菌样颗粒可作为一种重要的技术应对未

来可能出现的病毒所造成的威胁[9]。
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