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基于鱼精蛋白递送ＳＡＲＳＣｏＶ２ＤＮＡ疫苗的制备

及体外表达与体内免疫分析
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【摘要】　目的　利用非病毒基因载体的鱼精蛋白递送ＳＡＲＳＣｏＶ２ＤＮＡ，筛选最佳比例的ＰＳＲＢＤ纳米粒，并对其进

行体外摄取能力与体内免疫水平评价。　方法　选择优化的ＲＢＤ基因序列构建重组ＲＢＤ质粒，不同量的鱼精蛋白与

ｐＤＮＡ经过室温孵育可得不同Ｎ／Ｐ比ＰＳＲＢＤ纳米粒。马尔文粒径仪测定粒径、ＰＤＩ及Ｚｅｔａ电位，透射电镜观察形态。

核酸凝胶电泳和结合沉淀试验检测鱼精蛋白保护ｐＤＮＡ抗剧烈外力和核酸酶的降解情况，ＣＣＫ８法检测其细胞毒性，激

光共聚焦显微镜和流式细胞检测比较其与裸ＤＮＡ对ＤＣ２．４细胞转染率。用ＰＳＲＢＤ疫苗免疫小鼠，检测小鼠血清中

ＩｇＧ抗体和ＩＦＮγ水平。　结果　５／１的ＰＳＲＢＤ纳米粒形态规整，平均粒径为（２３５．０±４．７）ｎｍ，其保护ｐＤＮＡ抵抗剧

烈外力和核酸酶的降解效果最佳，稳定性良好，细胞毒性低，安全性高。体外转染试验显示ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＢＤ基因可进

入细胞并表达，体内免疫试验表明该疫苗可诱导小鼠产生体液免疫及细胞免疫应答。　结论　鱼精蛋白作为非病毒基

因载体制备工艺简单、性能良好，用ＰＳＲＢＤ疫苗免疫小鼠可诱导产生体液免疫及细胞免疫应答，可为ＳＡＲＳＣｏＶ２疫

苗研发提供新思路。

【关键词】　鱼精蛋白；ＳＡＲＳＣｏＶ２；ＤＮＡ疫苗；体内免疫
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｐｒｏｔａｍｉｎｅ；ＳＡＲＳＣｏＶ２；ＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓ；ｉｍｍｕｎｉｔｙ犻狀狏犻狏狅

　　新型冠状病毒肺炎（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ２０１９，

ＣＯＶＩＤ１９）简称新冠肺炎，由ＳＡＲＳＣｏＶ２感染引

起，是近年来人类面临的影响最大范围最广的全球性

疾病。新冠肺炎流行是重大的公共卫生事件，接种疫

苗是控制疫情和预防死亡的最佳策略［１３］。目前针对

ＳＡＲＳＣｏＶ２的疫苗，包括灭活疫苗、减毒活疫苗、亚

单位疫苗、病毒载体疫苗、核酸疫苗（ｍＲＮＡ、ＤＮＡ疫

苗）等，其中ＤＮＡ疫苗具有研发速度快、生产制备简

单、稳定性高等特点，可同时诱导体液免疫和细胞免

疫，持续表达靶抗原，不良反应少，安全性高，有望在新

冠领域发挥重要作用［４５］。ＳＡＲＳＣｏＶ２主要通过刺

突蛋白（Ｓ蛋白）与宿主细胞受体结合，从而介导病毒

的入侵。Ｓ蛋白是一类大分子三聚体跨膜糖蛋白，可

识别宿主细胞受体并介导膜融合，是病毒感染宿主细

胞的关键因子。而Ｓ蛋白结构域的细胞受体结合区

（Ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＲＢＤ）直接与细胞表面的

血管紧张素转化酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ

２，ＡＣＥ２）受体结合而进入人体
［６］，是中和抗体的主要

靶点，因此ＳＡＲＳＣｏＶ２的ＤＮＡ疫苗选取ＲＢＤ作为

靶抗原序列。为避免ＤＮＡ被体内核酸酶清除，导致

较低的免疫原性，故选择天然高分子非病毒基因载体

的鱼精蛋白（Ｐｒｏｔａｍｉｎｅｓ，ＰＳ）作为质粒ＤＮＡ（ｐｌａｓｍｉｄ

ＤＮＡ，ｐＤＮＡ）载体。鱼精蛋白是一类由组蛋白进化而

来的富含精氨酸的小核蛋白，相较常规组蛋白，鱼精蛋

白带有更强的正电荷，因此其与ＤＮＡ具有更强的结

合力［７］。鱼精蛋白作为聚阳离子对ＤＮＡ进行缩合，

不仅能使ＤＮＡ伸展的长链得以压缩，提高其抵抗剧

烈外力的能力［８］，而且能增强基因的体内外转染效

率［９］。鱼精蛋白的临床安全性已经得到确认，不仅抗

原性弱，而且具有优良的生物相容性［１０］。鱼精蛋白含

有核定位信号（Ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，ＮＬＳ），可

被运送到细胞核中，有助于提高外源性物质进入细胞

核的效率［１１］。

本研究将鱼精蛋白与ＲＢＤＤＮＡ通过简单孵育制

成ＰＳＲＢＤ纳米粒
［１２］，依据大小、电位及鱼精蛋白保

护ｐＤＮＡ能力筛选出最佳比例的ＰＳＲＢＤ纳米粒，并

对其进行形态表征、稳定性、体外表达及体内免疫水平

评价，为ＳＡＲＳＣｏＶ２ＤＮＡ疫苗的研发奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　１５只ＳＰＦ级雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６

～８周龄，体重２０～２５ｇ，购于北京维通利华实验动物

技术有限公司，饲养于军事医学科学院毒物药物研究

所动物实验室。饲养期间各组小鼠自由饮水，饲喂

ＳＰＦ级饲料（由北京维通利华公司提供）。饲养环境：

温度２２～２５℃，湿度５０％～７０％。所有操作均符合

实验动物伦理学要求。

１．２　主要试剂　ＬＢ液体培养基和氨苄青霉素购于北

京酷来搏科技有限公司；无内毒素质粒大提试剂盒购

于天根生化科技有限公司；鱼精蛋白，４％多聚甲醛，

Ｄｉｌ和ＤＡＰＩ购于北京索莱宝科技有限公司；ＣＣＫ８

试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司；Ｃｅｌｌｓｔａｉ

ｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒ购于安诺伦生物科技有限公司；Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ 培养基和胎牛血清购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；

ＤＣ２．４细胞及青、链霉素购于武汉普诺赛生命科技有

限公司；ＤＭＥＭ 培养基购于维森特生物技术有限公

司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购于天根生化科技有限公司；ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ＲＢＤａｎｔｉｂｏｄｙ购于北京义翘神州生物技术有

限公司；琼脂糖购于深圳市达科为生物工程有限公司；

Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，ＹｅａＲｅｄ核酸染料购于北京翌圣生物

科技有限公司；ＩＦＮγ检测试剂盒购于武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ?６４７偶联试剂

盒ＬｉｇｈｔｎｉｎｇＬｉｎｋ
?和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的

羊抗鼠ＩｇＧ购于英国 Ａｂｃａｍ公司；重组质粒由北京

擎科生物有限公司合成。

１．３　主要仪器　立式压力蒸汽灭菌器（ＬＳＢ５０Ｌ），购

于江阴滨江医疗设备有限公司；冷冻离心机（５８０４Ｒ），

德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产；ＮａｎｏＤｒｏｐＬｉｔｅ分光光度

计（ＭＤＬ２７Ｅ），多功能酶标仪（ＶａｒｉｏｓｋａｎＬｕｘ）及细

胞培养箱（ＦｏｒｍａｓｅｒｉｅｓＩＩ）为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司生产；

马尔文粒径仪（ＮａｎｏＺＳ９０），英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司生产；

透射电镜（Ｈ７６５０），日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司生产；凝胶

成像仪（５２００Ｍｕｌｔｉ）购于上海天能生命科学有限公司；

光学显微镜（ＣＫＸ４１），日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司生产；激

光共聚焦显微镜（ＬＳＭ８８０），德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司生

产；流式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａｎａＴＭＩＩ），美国ＢＤ公

司。

２　方法

２．１　重组质粒的构建与鉴定　ＳＡＲＳＣｏＶ２的ＤＮＡ

疫苗选取ＲＢＤ作为靶抗原序列，使用ＳＡＣＩ和ＸＢＡＩ

作为酶切位点将其插入至ｐｃＤＮＡ３．１（＋）载体中（图

１）。同时在ＲＢＤ基因序列后添加一段绿色荧光蛋白

（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）基因 序 列，构 建

ＲＢＤＧＦＰ质粒，由北京擎科生物有限公司合成。

·４９９·
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图１　犚犅犇质粒的构建示意图

犉犻犵．１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳犚犅犇狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀

取１μＬ合成质粒加入到大肠埃希菌感受态细胞

中，混合后置于冰上冰浴３０ｍｉｎ，４２℃水浴锅中热激

６５ｓ，再置于冰上冰浴５ｍｉｎ，然后均匀涂于氨苄抗性

的ＬＢ固体培养皿中，于３７℃培养箱中培养１２ｈ。挑

取单克隆菌落于盛有２５０ｍＬ液体ＬＢ培养基的锥形

瓶中，同时加入２５０μＬ氨苄青霉素，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ

振荡培养１４ｈ，待菌液达到合适的浑浊度后用无内毒

素提取试剂盒提取质粒进行０．６％琼脂糖凝胶电泳分

析并测序，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐｌｉｔｅ分光光度计测定浓度

及纯度。

２．２　ＰＳＲＢＤ复合物的制备　鱼精蛋白是一类富含

精氨酸残基的阳离子多肽，能与ＤＮＡ的磷酸戊糖骨

架结合，形成“环状”的ＰＳＤＮＡ复合物（图２）。鱼精

蛋白与ρｐＤＮＡ 以电荷比（Ｎ／Ｐ）的形式来表示，其换算公

式为：Ｎ／Ｐ＝ ［（ρｐｒｏｔａｍｉｎｅ ×２１）／（４２５０×５）］／（ρＤＮＡ／

３０８）。其中，ρｐｒｏｔａｍｉｎｅ 和ρｐＤＮＡ 分别表示鱼精蛋白和ｐ

ＤＮＡ的质量浓度；２１为鱼精蛋白中的精氨酸残基个

数；５为体积的换算系数；４２５０和３０８分别为鱼精蛋

白和ＤＮＡ中一个核甘酸的分子质量。鱼精蛋白硫酸

盐用去离子水溶解，配成浓度为１μｇ／μＬ的ＰＳ溶液。

ＤＮＡ浓度恒定为３９６ｎｇ／μＬ。ＰＳ：ＤＮＡ按Ｎ／Ｐ（聚合

物载体中的 ＮＨ３＋与ＤＮＡ中的ＰＯ３－的电荷的摩尔

比［１２］）分别为０．５／１、１／１、１．５／１、２／１、３／１、５／１的比例

混合，涡旋使其充分混合，室温静置３０ｍｉｎ，即获得不

同Ｎ／Ｐ比的ＰＳＲＢＤ溶液。

图２　犘犛犇犖犃复合物合成原理图

犉犻犵．２　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳犘犛犇犖犃犮狅犿狆犾犲狓狊狔狀狋犺犲狊犻狊

２．３　ＰＳＲＢＤ复合物结构表征观察　不同Ｎ／Ｐ比例

的ＰＳＲＢＤ溶液各取１０μＬ，分别滴在１００目铜网格

上３０ｍｉｎ，再用蒸馏水冲洗两次，吸掉水分后通过透

射电镜观察复合物的状态。

２．４　ＰＳＲＢＤ复合物的核酸凝胶电泳分析　取不同

Ｎ／Ｐ比ＰＳＤＮＡ溶液采用０．６％（３００ｍｇ／５０ｍＬ）琼

脂糖凝胶以电压１２０Ｖ电泳４０ｍｉｎ，置于凝胶成像仪

上进行拍照。

２．５　ＰＳＲＢＤ复合物结合沉淀试验　分别取１．５ｍＬ

不同Ｎ／Ｐ比的ＰＳＲＢＤ溶液，１２００ｒ／ｍｉｎ（离心半径

９．５ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，取１０μＬ上清液，用Ｎａｎｏｄｒｏｐ

ｌｉｔｅ分光光度计测定Ａ２６０ 值和Ａ２８０ 值。

２．６　ＰＳＲＢＤ复合物稳定性测定　将不同Ｎ／Ｐ比的

ＰＳＲＢＤ溶液于４℃条件下放置７ｄ，然后各取１ｍＬ，

采用马尔文粒径仪测定粒径及电位，评估其稳定性。

２．７　ＣＣＫ８法测定细胞毒性　在９６孔板中加入１８０

μＬ的ＤＣ２．４细胞悬液，密度为１×１０
３ 个细胞／孔，于

５％ＣＯ２、３７℃培养箱预培养２４ｈ；分别于９６孔板的

１、２、３、４、５排各孔分别加入１、２、４、６、８μｇ／ｍｌ浓度的

ＰＳＲＢＤ复合物溶液，同上孵育２４ｈ；每孔加入１０ｕＬ

ＣＣＫ８试剂，同上孵育１ｈ，用酶标仪测定在Ａ４５０ 值。

２．８　细胞转染　将ＤＣ２．４树突细胞接种到６孔板

中，密度为１×１０
６ 个细胞／孔，培养２４ｈ至细胞汇合

度≥７０％。将鱼精蛋白与 ＲＢＤ质粒用不含血清的

ＤＭＥＭ培养基配成一定浓度的溶液，然后将鱼精蛋白

与ＲＢＤ质粒以一定的Ｎ／Ｐ比混合，室温放置３０ｍｉｎ。

吸去培养板孔中的培养液，加入不同比例转染复合物

后继续培养６ｈ，以加入ＤＭＥＭ 培养基作为对照组。

吸去转染复合物，每孔加入新鲜的含１０％小牛血清

（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ 培养基，于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中

继续培养４８ｈ，荧光显微镜下观察荧光的表达。另用

ＰＢＳ冲洗转染细胞，再用０．２５％胰酶／ＥＤＴＡ消化液

消化，细胞用ＰＢＳ重悬后用流式细胞仪检测每１０
６ 个

细胞中表达荧光的细胞百分数，评价转染效率。

２．９　小鼠免疫及血清ＩｇＧ抗体和ＩＦＮγ检测　１５只

６～８周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠适应性喂养７ｄ，并分

为ＰＢＳ肌肉注射组，裸ＤＮＡ肌肉注射组，ＰＳＤＮＡ肌

肉注射组，每组５只。分别于第０、２、４周，ＰＳＤＮＡ组

肌注按Ｎ／Ｐ比５∶１比例混合的ＰＳＤＮＡ ，每只１５６

μＬ（５０μｇ）；裸ＤＮＡ组肌注同剂量ＲＢＤ，ＰＢＳ组肌注

同体积的ＰＢＳ。分别于第１、３、５周取小鼠眼眶血，分

离血清，采用ＥＬＩＳＡ检测特异ＩｇＧ抗体水平。ＲＢＤ

包被浓度为１ｎｇ／μＬ，血清用５％山羊血清作１∶３００、

１∶９００、１∶２７００、１∶８１００、１∶２４３００、１∶７２９００稀

释，ＨＲＰＩｇＧ用２％山羊血清作１∶２０００稀释。加入

显色液显色２０ｍｉｎ后终止反应，用酶标仪测各孔Ａ４５０

·５９９·
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值。结果判定：其中数值高于对照组的２．１倍为阳性，

其最大稀释倍数为该样品血清的特异性抗体的滴度

值。ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测按试剂盒说明书操作。小鼠

ＰＳＤＮＡ免疫及抗体和细胞因子检测流程见图３。

２．１０　统计学分析　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行

数据分析并制图，每组试验至少重复３次，获得３组独

立试验结果。两组间比较采用非配资料的对狋检验，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

图３　犘犛犇犖犃小鼠给药时间及其免疫检测流程图（狀＝５）

犉犻犵．３　犜犻犿犻狀犵狅犳犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀狅犳犘犛犇犖犃犿犻犮犲犪狀犱犳犾狅狑犮犺犪狉狋

狅犳狋犺犲犻狉犻犿犿狌狀狅犪狊狊犪狔

结　果

１　重组质粒的构建与鉴定

选取ＲＢＤ作为靶抗原序列，使用ＳＡＣＩ和ＸＢＡＩ

作为酶切位点将其插入至ｐｃＤＮＡ３．１（＋）载体中，同

时在ＲＢＤ基因序列后添加一段绿色荧光蛋白基因序

列，构建ＲＢＤＧＦＰ质粒。经０．６％琼脂糖凝胶电泳检

测，目的基因片段为６６９ｂｐ（图４Ａ），与理论值相符。

重组质粒经限制性酶切后获得大小为６１１４ｂｐ的插

入目的基因片段（图４Ｂ），与预期相符。使用 Ｎａｎｏ

ＤｒｏｐＬｉｔｅ分光光度计测定质粒浓度≥５００ｎｇ／μＬ；

Ａ２６０／Ａ２８０ 为１．９２，纯度符合要求。全质粒测序显示重

组质粒ＲＢＤ构建正确。

Ａ　质粒完整性的检测　Ｂ　质粒的浓度及纯度

图４　重组犚犅犇质粒的评价

Ａ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｉｎｔｅｇｒｉｔｙ　Ｂ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｔｙｏｆ

ｐｌａｓｍｉｄ．

犉犻犵．４　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犚犅犇狆犾犪狊犿犻犱狊

２　犘犛犚犅犇复合物的粒径与电位

利用纳米粒径仪测试制备的不同 Ｎ／Ｐ比 ＰＳ

ＲＢＤ复合物的粒径，结果如表１，随着反应体系中鱼精

蛋白量的增加，形成的复合体的粒径也降低。

表１　犘犛犚犅犇复合物粒径大小（狓±狊）

犜犪犫犾犲１　犘犪狉狋犻犮犾犲狊犻狕犲狊狅犳狋犺犲犘犛犚犅犇犮狅犿狆犾犲狓犲狊

Ｎ／Ｐ Ｄ（９０）／ｎｍ

０．５／１ １６６２．６±３７．２

１／１ ４４９．３±９．８

１．５／１ ４６１．４±６．３

２／１ ３６０．７±７．３

３／１ ２７８．３±３．８

５／１ ２３５．０±４．７

３　犘犛犚犅犇复合物的稳定性

ＰＳＲＢＤ于４℃放置７ｄ后，肉眼观察溶液中无

聚集和浑浊现象。粒径和电位变化如图５所示，５／１

的ＰＳＲＢＤ平均粒径从（２３５．０±４．７ｎｍ）变为（２３６．８

±５．３）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位从（１６．３３±０．４４）ｍＶ 变为

（１７．２１±０．４７）ｍＶ。可见纳米粒的粒径和电位变化

幅度均较小，具有良好的稳定性。

图５　犘犛犚犅犇放置７犱粒径（犃）及电位（犅）变化

犉犻犵．５　犆犺犪狀犵犲狊犻狀狆犪狉狋犻犮犾犲狊犻狕犲（犃）犪狀犱狆狅狋犲狀狋犻犪犾（犅）狅犳犘犛犚犅犇

犪犳狋犲狉７犱犪狔狊狅犳狆犾犪犮犲犿犲狀狋

４　犘犛犚犅犇形态表征

透射电镜观察制备的ＰＳＲＢＤ复合体的表面形

态，结果如图６。随着反应体系中鱼精蛋白量的增加，

形成的复合体粒径也降低。其中，Ｎ／Ｐ比为２／１，３／１

比例的ＰＳＤＮＡ背景杂乱，粒径不均一；５／１比例的
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ＰＳＤＮＡ粒径较小且均一，呈圆形。

Ａ　Ｎ／Ｐ比为２／１　Ｂ　Ｎ／Ｐ比为３／１　Ｃ、Ｄ　Ｎ／Ｐ比为５／１

图６　犜犈犕下的不同犖／犘比的犘犛犚犅犇复合物形态

Ａ　２／１　Ｂ　３／１　Ｃ，Ｄ　５／１．

犉犻犵．６　犜犈犕狆犾狅狋狅犳狋犺犲犖／犘狉犪狋犻狅（犃）犘犛犚犅犇犮狅犿狆犾犲狓

５　凝胶阻滞试验结果

不同Ｎ／Ｐ比的ＰＳＲＢＤ复合物凝胶阻滞电泳结

果如图７。当复合物的Ｎ／Ｐ小于２／１时，可出现条带，

表明ＤＮＡ未被缩合，溶液中有一定游离的ＤＮＡ。随

着Ｎ／Ｐ比的增加，ＰＳＲＢＤ的游离ＤＮＡ的量显著降

低。当Ｎ／Ｐ≥２时无滞留条带，ＤＮＡ的迁移基本被阻

滞，证明鱼精蛋白成功包裹ＲＢＤ质粒。未能观察到滞

留亮带，是由于鱼精蛋白能阻碍溴化乙啶插入ＤＮＡ

分子使荧光强度减弱所致。

　　１　ＤＮＡ标志物　２～７　ＰＳＲＢＤ的Ｎ／Ｐ比分别为０．５／１，１／１，１．

５／１，２／１，３／１，５／１

图７　犘犛犚犅犇复合物凝胶阻滞电泳图

１　ＤＮＡｍａｋｅｒ　２７　ＴｈｅＮ／ＰｒａｔｉｏｏｆＰＳＲＢＤｉｓ０．５／１，１／１，１．

５／１，２／１，３／１，５／１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

犉犻犵．７　犘犛犚犅犇犮狅犿狆犾犲狓犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

６　结合沉淀试验结果

在ＤＮＡ浓度为３９６μｇ／ｍＬ情况下，通过测定上

清液ＤＮＡ浓度比较不同Ｎ／Ｐ比鱼精蛋白包载ＤＮＡ

情况。由图８曲线下降趋势可以看出，Ｎ／Ｐ比越高，

两者上清液中的ＤＮＡ浓度越低，说明鱼精蛋白包裹

ＤＮＡ的能力随Ｎ／Ｐ比的增大而增强。当ＰＳＲＢＤ的

Ｎ／Ｐ比达到５／１时，游离 ＤＮＡ 含量接近于０，表明

ＰＳＲＢＤ的最佳Ｎ／Ｐ比为５／１。

图８　犘犛犚犅犇复合物中游离犇犖犃含量变化

犉犻犵．８　犘狉狅狆狅狉狋犻狅狀狅犳犳狉犲犲犇犖犃犫犻狀犱犻狀犵犮狌狉狏犲狊

犻狀狆狉狅狋犪犿犻狀犲犚犅犇犮狅犿狆犾犲狓犲狊

７　细胞毒性

采用ＣＣＫ８法测定不同浓度的ＰＳＲＢＤ对ＤＣ２．

４细胞作用２４、４８ｈ的细胞毒性，并以 Ｌｉｐｏ３０００作用

２４ｈ的细胞毒性作为对照。如图９所示，不同浓度下

ＰＳＲＢＤ在细胞存活率均大于９０％。ｐＤＮＡ浓度≥１

μｇ／ｍＬ时，ＰＳＲＢＤ细胞毒性显著低于Ｌｉｐｏ３０００，即

使ＰＳＲＢＤ复合物浓度高达８μｇ／ｍｌ也未显示出明显

的细胞毒性，表明优化工艺制备的ＰＳＲＢＤ对ＤＣ２．４

细胞活性无抑制作用，无毒性，构建的ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＤＮＡ疫苗纳米粒递送系统具有较高的安全性。

注：ａ组间比较，犘＜０．０５。

图９　不同浓度犘犛犚犅犇纳米粒的细胞毒性比较

犉犻犵．９　犆狔狋狅狋狅狓犻犮犻狋狔犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犛犚犅犇犮狅犿狆犾犲狓犲狊

犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

８　体外转染试验结果

载体转染效率通过转染ＤＣ２．４细胞４０～４８ｈ倒

置于荧光相差显微镜下观察ＰＳＲＢＤＧＦＰ、裸 ＲＢＤ

ＧＦＰ的转染情况。由图１０可以看出，裸ＲＢＤＧＦＰ质
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粒组未检测到绿色荧光，而ＰＳＲＢＤＧＦＰ组可检测到

明显绿色荧光。通过流式细胞术测定每１０
５ 个细胞中

发荧光的细胞百分数获得转染率，结果如图１１。ＰＳ

ＲＢＤ组阳性率为 ３０．４５％，裸 ＲＢＤ 组阳性 率 为

４．５６％，表明ＰＳＲＢＤ可使ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＢＤ基因进

入细胞并表达目的蛋白。

图１０　犘犛犚犅犇转染犇犆２．４细胞荧光检测

犉犻犵．１０　犘犛犚犅犇狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅犳犮犲犾犾狊犻狀狏犻狋狉狅狉犲狊狌犾狋狊

图１１　犘犛犚犅犇转染犇犆２．４细胞流式检测

犉犻犵．１１　犘犛犚犅犇狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊犻狀犿狅狌狊犲犱犲狀犱狉犻狋犻犮犮犲犾犾狊

９　免疫小鼠血清特异犐犵犌及犐犉犖γ水平

采用ＥＬＩＳＡ检测ＰＳＤＮＡ、裸ＤＮＡ和ＰＢＳ免疫

小鼠血清中特异ＩｇＧ与ＩＦＮγ水平，结果如图１２Ａ和

图１２Ｂ。ＰＳＤＮＡ免疫组小鼠血清特异ＩｇＧ和ＩＦＮγ

水平显著升高，与裸ＤＮＡ组比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。其中血清特异ＩｇＧ在第３

次免疫后１周到达高峰，滴度为１０
３。裸ＤＮＡ组小鼠

血清特异ＩｇＧ水平较低。ＰＳＤＮＡ免疫组小鼠血清

ＩＦＮγ同样在３免后达到峰值水平。表明ＰＳＤＮＡ不

仅可诱导体液免疫反应，同时可引起细胞免疫反应。

讨　论

ＣＯＶＩＤ１９疫情给全球带来不同程度的影响，对

经济增长、社会公共健康造成了巨大冲击。随着各种

更强传播性变异株的出现，继续开发新的疫苗平台、采

用不同的疫苗开发策略以进一步提高疫苗的稳定性、

有效性和安全性迫在眉睫［１３］。

注：ａ组间比较，犘＜０．０５。

图１２　犘犛犚犅犇免疫小鼠血清犐犵犌抗体水平

犉犻犵．１２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犐犵犌犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾狊犻狀狊犲狉狌犿

犪犳狋犲狉犘犛犚犅犇犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀犻狀犿犻犮犲

注：ａ组间比较，犘＜０．０１。

图１３　犘犛犚犅犇免疫小鼠血清犐犉犖γ水平

犉犻犵．１３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犐犉犖γ犾犲狏犲犾狊犻狀狊犲狉狌犿犪犳狋犲狉犘犛犚犅犇

犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀犻狀犿犻犮犲

本研究选择鱼精蛋白作为非病毒载体递送

ＳＡＲＳＣｏＶ２ＤＮＡ疫苗，鱼精蛋白为阳离子聚合物，

是从海洋鱼类提取得到的天然产物，已被美国批准用

于临床应用，其抗原性弱且安全性好［１４］。选择ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ＲＢＤ区域为疫苗靶点，设计合成ＳＡＲＳＣｏＶ２

重组ＲＢＤ质粒，并使用具有较高生物相容性及较弱的

抗原性等诸多优势的鱼精蛋白递送ＤＮＡ。纳米载体

的尺寸、电荷等物理化学性质可影响纳米载体的递送

效率［１５］，较小粒径的纳米载体易被细胞摄取［１６］。由

于细胞膜带负电荷，带正电的纳米载体更易被细胞摄

取［１７］。ＰＳＲＢＤ的粒径随着Ｎ／Ｐ比的升高而降低，其

表面电位随着 Ｎ／Ｐ比的升高而升高。对ＰＳＲＢＤ纳

米颗粒做阻滞试验，０．６％的核酸凝胶电泳可以看出

Ｎ／Ｐ比在２／１后可阻滞ＤＮＡ的迁移，故选用大于２／１

比例的ＰＳＲＢＤ通过透射电镜观察形态，其中通过
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ＴＥＭ观察到５／１的ＰＳＲＢＤ呈现圆形，且边缘清晰。

结合沉淀试验结果进一步表明，Ｎ／Ｐ比越高，载体包

裹ＤＮＡ的能力越强，其中５／１的ＰＳＲＢＤ溶液中游

离ＤＮＡ接近于０。因此，ＰＳＲＢＤ的最佳 Ｎ／Ｐ比为

５／１。ＣＣＫ８法测定细胞毒性，结果显示ＰＳＲＢＤ与

Ｌｉｐｏ３０００有显著差别，其细胞毒性较低。通过激光共

聚焦显微镜观察ＰＳＲＢＤＧＦＰ在ＤＣ２．４细胞中表达

的绿色荧光蛋白强于裸 ＲＢＤＧＦＰ，流式细胞检测结

果表明其体外细胞转染效率可达３０．４５％，而裸ＲＢＤ

ＧＦＰ仅为４．５０％。基于鱼精蛋白带正电荷的特性，以

及Ｚｅｔａ电位的检测结果，推测在 ＰＳＲＢＤＧＦＰ与

ＤＮＡ孵育过程中通过静电力相互作用结合，中和了

ＤＮＡ所带负电，使其与同样带负电荷的细胞膜表面接

触概率增加，最终呈现出 ＲＢＤＧＦＰ入胞增加的结

果［１４］。

接种新冠疫苗后刺激产生的血清中和抗体可以对

机体产生保护作用［１８］，其中抗体ＩｇＧ水平对中和效力

的影响最大［１９］，代表机体体液免疫水平。ＩＦＮγ是一

种重要的效应细胞因子，刺激巨噬细胞杀死和清除细

胞内的病毒［２０］，代表机体细胞免疫水平。本研究用

ＰＳＲＢＤ免疫小鼠，ＥＬＩＳＡ检测血清中的特异ＩｇＧ和

ＩＦＮγ水平显著升高，３次免疫后１周达到高峰，表明

ＰＳＲＢＤ可诱导机体产生较强的体液免疫及细胞免疫

应答。

本研究通过简单工艺制备了最佳 Ｎ／Ｐ比的ＰＳ

ＲＢＤ纳米粒疫苗，其细胞毒性小且有良好的稳定性，

可以更安全及高效递送ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＢＤ基因进入

细胞并表达目的蛋白，免疫小鼠可产生较高免疫水平，

是基因治疗在临床应用中的一种具有前景的载体系

统，关于ＰＳＲＢＤ的保护效果有待进一步研究。
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ｌｙｚｅｄｐｒｏｔａｍｉｎｅ［Ｊ］．ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＣｅｌｌ，２０２０，１８０（６）：１２１２

１２２７．

［８］　ＤｕｎｎｅＭ，ＢｉｂｂｙＤＣ，ＪｏｎｅｓＪＣ，ｅｔａｌ．Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔａｍｉｎｅ

ｓｕｌｐｈａｔｅｃｏｍｐａｃｔｅｄＤＮＡｉｎｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅａｎｄｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌ

ｉｄｅｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２００３，９２（１２）：２０９２１９．

［９］　ＫｉｍＴＷ，ＣｈｕｎｇＨ，ＫｗｏｎＩＣ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｃａｔｉｏｎｓｅｎｈａｎｃｅｅｍｕｌ

ｓｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄ犻狀狏犻狋狉狅ａｎｄ犻狀狏犻狏狅ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＰｈａｒｍ，

２００５，２９５（１２）：３５４５．

［１０］　ＨｅＨ，ＹｅＪ，ＬｉｕＥ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔａｍｉｎｅ（ＬＭ

ＷＰ）：ａｎｏｎｔｏｘｉｃｐｒｏｔａｍｉｎｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅａｎｄａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｅｌｌｐｅｎｅ

ｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ．２０１４，１９３：６３７３．

［１１］　史迈，江芮，崔新霞，等．鱼精蛋白ｓｉＲＮＡ不同形貌复合体的制

备、结构及药效学分析［Ｊ］．高等学校化学学报，２０１９，４０（６）：

１１６４１１７１．

［１２］　胡海梅，黄宏靓，谭倩雯，等．鱼精蛋白／ＤＮＡ复合物的构建与生

物性能评价［Ｊ］．中南药学，２０１０，８（１）：１１１５．

［１３］　吴雅琦，李蒙，邢昊楠，等．基于ＰＬＧＡ纳米粒的ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＤＮＡ疫苗的制备及初步评价［Ｊ／ＯＬ］．药学学报：１１６．

［１４］　葛奕辰，崔伟同，蔡潇潇．鱼精蛋白硫酸盐对ＤＮＡ纳米结构入胞

能力及胞内溶酶体逃逸的影响［Ｊ］．四川大学学报（医学版），

２０２０，５１（６）：７８３７８９．

［１５］　王昊宇，许慧敏，常建桥．纳米药物在肿瘤治疗与临床应用的发

展与挑战［Ｊ］．中国科学，２０２２，５２（６）：７９５８１３．

［１６］　李玲，奚文松，苏倩倩，等．不同粒径的纳米粒子在被细胞摄入过

程中的相互影响［Ｃ］．中国毒理学会．２０１９：１６０．

［１７］　ＳｕｎＱ，ＺｈｏｕＺ，ＱｉｕＮ，ｅｔａｌ．ＳｈｅｎＹ．Ｒａｔｉｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｃａｎｃｅｒ

ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ：Ｎａｎｏｐｒｏｐｅｒｔｙｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎａｎｄｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＡｄｖＭａｔｅｒ．２０１７，２９（１４）：１６０６６２８．

［１８］　ＺｏｓｔＳＪ，ＧｉｌｃｈｕｋＰ，ＣａｓｅＪＢ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｌｙｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｄｐｒｏ

ｔｅｃｔｉｖｅｈｕｍａｎａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔＳＡＲＳＣｏＶ２［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，

２０２０，５８４（７８２１）：４４３４４９．

［１９］　ＷａｎｇＺ，ＬｏｒｅｎｚｉＪＣＣ，ＭｕｅｃｋｓｃｈＦ，ｅｔａｌ．ＥｎｈａｎｃｅｄＳＡＲＳＣｏＶ

２ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎｂｙｄｉｍｅｒｉｃＩｇＡ［Ｊ］．ＳｃｉＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０２１，１３

（５７７）：１５５５．

［２０］　ＭｕｒｐｈｙＥＡ，ＳａｔｈｉｙａｓｅｅｌａｎＪ，ＰａｒｅｎｔＭＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍ
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ｇｙ，２００１，１０３（４）：５１１５１８．
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