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新型冠状病毒重组蛋白疫苗的构建、表达及鉴定*
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【摘要】 目的 利用毕赤酵母系统表达重组新型冠状病毒受体结构域蛋白RBD,以期作为新冠病毒重组蛋白候选疫

苗。 方法 选择新型冠状病毒的RBD(受体结合域)蛋白为靶点,通过基因工程技术将RBD基因序列克隆到毕赤氏酵

母表达载体pPIC9K中。通过载体将外源基因整合到毕赤酵母染色体上,获得遗传性稳定重组子。毕赤氏酵母表达载

体含有醇氧化酶基因的调控序列,加入甲醇进行诱导,通过前导信号肽引导外源蛋白的分泌表达。 结果 成功将

RBD基因序列克隆到表达载体中并整合到酵母染色体上,获得遗传性稳定重组子。能通过前导信号肽引导目的蛋白的

分泌表达,表达产物免疫动物刺激产生高水平的血清IgG抗体,IgG抗体效价为1∶2.73×106。 结论 重组新型冠状

病毒受体结构域蛋白RBD的设计具有可行性,为重组蛋白候选疫苗在预防新型冠状病毒感染中具有潜在的应用价值。
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【Abstract】 Objective The
 

Pichia
 

pastoris
 

system
 

was
 

used
 

to
 

express
 

the
 

recombinant
 

2019-nCoV
 

receptor
 

domain
 

protein
 

RBD
 

to
 

develop
 

a
 

2019-nCoV
 

recombinant
 

protein
 

candidate
 

vaccine. Methods We
 

selected
 

the
 

RBD
 

(receptor
 

binding
 

domain)
 

protein
 

of
 

the
 

new
 

coronavirus
 

as
 

the
 

target,and
 

cloned
 

the
 

RBD
 

gene
 

sequence
 

into
 

the
 

expression
 

vector
 

pPIC9K
 

of
 

Pichia
 

pastoris
 

through
 

genetic
 

engineering
 

technology. Results The
 

RBD
 

gene
 

sequence
 

was
 

successfully
 

cloned
 

into
 

an
 

expression
 

vector
 

and
 

integrated
 

into
 

the
 

yeast
 

chromosome
 

to
 

obtain
 

genetically
 

stable
 

recombinants.
 

It
 

can
 

guide
 

the
 

secretion
 

and
 

expression
 

of
 

the
 

target
 

protein
 

through
 

the
 

leading
 

signal
 

peptide,and
 

the
 

expression
 

product
 

can
 

stimulate
 

the
 

immunized
 

animals
 

to
 

produce
 

high
 

levels
 

of
 

serum
 

IgG
 

antibodies,and
 

the
 

IgG
 

antibody
 

titer
 

is
 

1∶2.73
×106. Conclusion Antigen

 

design
 

is
 

feasible.
 

The
 

vaccine
 

has
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

prevention
 

of
 

2019-
nCoV

 

infection,and
 

the
 

results
 

of
 

this
 

study
 

provide
 

an
 

effective
 

strategy
 

and
 

method
 

for
 

the
 

development
 

of
 

2019-nCoV
 

vaccine.
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***新型冠状病毒肺炎,简称“新冠肺炎”,世界卫生组

织将其命名为“2019冠状病毒病”
 

(corona
 

virus
 

dis-
ease

 

2019,COVID-19)[1]。新冠肺炎疫情肆虐,严重

影响全球经济和公共卫生安全。新型冠状病毒疫苗作

为预防和控制新型冠状病毒肺炎最有效、最经济的手

段,其研制备受关注。根据制备技术,COVID-19疫苗

分为灭活疫苗、减毒活疫苗、mRNA疫苗、DNA疫苗、
病毒载体疫苗、病毒样颗粒疫苗和蛋白质亚单位疫

苗[2-3]。采用基因工程技术制备蛋白质亚单位疫苗,如
将COVID-19的关键抗原S蛋白整合重组到酵母菌

或大肠埃希菌等微生物中进行培养,培养结束后提取

表达的S蛋白并对其进行收获和提纯,最终将S蛋白

制备成疫苗,注射到机体中刺激机体产生相应抗体[4]。
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当病毒侵入宿主细胞时,S蛋白会被宿主细胞的

蛋白酶切割成S1亚单位和S2亚单位,这两个亚单位

分别承担着受体识别和膜融合的功能[5]。S1亚单位

可分为N末端结构域(N
 

terminal
 

domain,NTD)和C
末端结构域(C-terminal

 

do-main,CTD)。蛋白晶体结

构分析显示,新型冠状病毒的CTD是受体结合域(re-
ceptor

 

binding
 

domain,RBD),主要负责识别宿主细

胞表面的特异性受体血管紧张素转换酶Ⅱ(angioten-
sin

 

converting
 

enzyme
 

Ⅱ,ACE2),从而介导病毒与宿

主细胞之间的相互作用[6-7]。故阻断
 

RBD
 

与
 

ACE2
 

的结合能够阻止新型冠状病毒进入细胞内,以RBD为

靶标的特异性抗体或小分子抑制剂是抗新型冠状病毒

药物研发的策略之一[8]。
酵母是单细胞低等真核生物,既具有原核生物细

胞生长速度快、容易培养、操作简单等优点,又具有在

真核生物表达时对蛋白质的加工和修饰等功能[9]。酵

母表达系统比其他真核表达系统如昆虫、哺乳动物组

织等 表 达 系 统 快 速、简 便 且 成 本 低[10]。毕 赤 酵 母

(Pichia
 

pastoris)已成为仅次于大肠埃希菌的常用蛋

白表达系统,广泛应用于实验室规模的蛋白质制备、表
征以及结构解析等方面。已经有上千种蛋白在毕赤酵

母系统中成功表达[11]。毕赤酵母是一种以甲醇为唯

一的碳源和能源的甲醇营养型酵母[12]。毕赤酵母具

有强有力的醇氧化酶基因
 

AOX启动子,是目前最强、
调控机制最严格的启动子之一[13]。在甲醇为唯一碳

源时,强烈诱导启动子使外源基因大量表达[14]。本研

究应用毕赤酵母系统表达重组新型冠状病毒受体结构

域蛋白RBD以开发新冠病毒重组蛋白候选疫苗。

材料与方法

1 材料

无内毒素质粒大量提取试剂盒,DNA标志物及蛋

白分子质量标准购自天根(北京)公司;限制酶和Taq
 

DNA聚合酶购自TAKARA(北京)公司;重组酶购自

诺唯赞(北京)公司;毕赤酵母GS115菌株和表达载体

pPIC9K购自美国Invitrogen公司;抗体为义翘神州

公司生产(货号为40589-T62);COVID-19鼠源IgG
抗体检测试剂盒购自广州市瑞达科技有限公司。

2 方法

2.1 重组载体的构建 选取新冠病毒Delta株受体

结构域RBD蛋白基因,根据毕赤酵母密码子偏好性对

其进行优化(http://www.kazusa.or.jp/codon/)后
由博迈德基因技术有限公司合成并连接在pPIC9K载

体的Eco
 

RI和Not
 

I酶切位点之间。

2.2 表达载体的转化 从-80
 

℃低温冰箱中取出

E.
 

coli
 

TOP10后迅速置于冰上;吸取制备的重组质

粒10
 

μL加入到80
 

μL
 

E.
 

coli
 

TOP10感受态细胞

中,轻轻混匀后冰浴20
 

min,42
 

℃水浴锅中热激约1
 

min
 

30
 

s,再置于冰上冰浴2
 

min;加入300
 

μL
 

LB液

体培养基,置于37
 

℃摇床孵育1
 

h左右;取菌液均匀

涂布在含50
 

μg/mL卡那霉素的LB平板上进行抗性

筛选,平板倒置于37
 

℃培养箱过夜培养后观察。

2.3 阳性转化子的筛选 用灭菌牙签从LB固体平

板上随机挑取单克隆菌落,将其放入装有200
 

μL含

50
 

μg/mL卡那霉素的LB液体培养基的EP管中,在

37
 

℃摇床中培养后通过5AOX和3AOX通用引物

(表1)进行PCR筛选,对PCR扩增产物进行10%琼

脂糖凝胶电泳验证,验证正确的菌株对应的菌液送测

序公司测序。

表
 

1 PCR引物
Table

 

1 PCR
 

primers
引物名称
Primername

引物序列(5'-3')
Primer

 

sequence

pPIC9K-RBD-F
GCTGAAGCTTACGTAGAATTCATCAC
TAACCTTTGTCCATTCGGTGAGG

pPIC9K-RBD-R
AGGCGAATTAATTCGCGGCCGCTTAA
CCTGTACCAGTCAAACCGTTGAAGTTGA

F-5'AOX1 GAC
 

TGG
 

TTC
 

CAA
 

TTG
 

ACA
 

AGC
R-3'AOX1 GCA

 

AAT
 

GGC
 

ATT
 

CTG
 

ACA
 

TCC

2.4 毕赤酵母表达菌株的构建与筛选 测序验证正

确的重组菌经LB培养基培养后提取质粒,然后用Bgl
 

II进行酶切线性化,用PCR产物纯化试剂盒收集酶切

产物;将回收的线性化质粒电转导入毕赤酵母GS115
感受态细胞中,使目的基因整合到毕赤酵母的基因组

上;电转完成后,从电转杯中吸出菌液,加入1
 

mol/L
山梨醇200

 

μL,置于30
 

℃培养箱孵育30~60
 

min;取
菌液涂布于 MD板,置30

 

℃培养箱中培养约48
 

h;从
MD平板上挑取单菌落,接种于不同浓度梯度的YPD
(G418)平板上进行培养;在含有1

 

mg/mL
 

G418的

YPD平板上挑取长势良好的菌落,使用AOX1通用引

物进行菌落 PCR 验证,验证正确后接种于50
 

mL
 

YPD培养基进行培养,待生长至对数期后收集表达

菌,保存于20%甘油中。

2.5 重组毕赤酵母的诱导表达 将甘油中保存的毕

赤酵母表达菌接种于30
 

mL
 

YPD液体培养基中,30
 

℃、200
 

r/min震荡培养过夜;按照1%的比例将过夜

培养菌接种于300
 

mL
 

BMGY诱导培养基中,30
 

℃、

200
 

r/min震荡培养72
 

h,发酵液于4
 

℃以10
 

000
 

r/

min(离心半径10
 

cm)离心2
 

min,取上清进行酶活性

检测,SDS-PAGE电泳检测发酵液上清中 RBD蛋白

的表达情况。

2.6 RBD蛋白表达的 Western
 

blot验证 回收发酵

液上清,经SDS-PAGE电泳(80
 

V电泳30
 

min,120
 

V
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电泳直至样品迁移至凝胶底部)后以15
 

V转膜,室温

封闭液封闭2
 

h,用PBST洗膜3次,10
 

min/次;加入

RBD-T62
 

4
 

℃孵育过夜,同上洗涤;加入山羊抗鼠

IgG-HRP室温孵育40
 

min,洗涤;滴加显影液,使用

GE公司显影仪显影。

2.7 动物免疫 选取6只6周龄SPF级健康的雌性

小鼠,随机分成两组,每组3只。一组3只免疫RBD
(Delta+Al(OH)3+CPG),另一组注射同等体积PBS
作对照。共免疫3次,分别在第0

 

d、第14
 

d和第28
 

d,均为后肢肌肉注射,5
 

μg蛋白/只(蛋白浓度50
 

μg/

mL),PBS组免疫体积为100
 

μL/只。首次免疫后第

35
 

d眼眶静脉采血,分离血清备用。

2.8 ELISA检测血清抗体滴度 RBD蛋白包被量为

0.5
 

μg/孔,免疫鼠血清作梯度倍比稀释,二抗为 HRP
标记的Goat

 

anti-mouse
 

IgG抗体,加入TMB显色后

用2
 

mol/L硫酸终止反应,用TECAN多功能酶标仪

读取各孔A450 值。

2.9 中和抗体测定 取免疫鼠血清于56
 

℃灭活30
 

min,6
 

000
 

g离心3
 

min,取上清备用。取96孔细胞

板,第一列中每孔加入95
 

μL
 

DMEM 培养基,第2至

12列中每孔加入50
 

μL
 

DMEM 培养基;向第1列每

孔中加入5
 

μL血清,重悬后吸取50
 

μL转移至第二

列,吹打均匀后再吸取50
 

μL转移至第三列,以此类推

至第12列后弃掉50
 

μL混悬液;每孔加入50
 

μL
 

100
×TCID50 的病毒悬液,37

 

℃细胞培养箱内孵育1
 

h;
每孔加入5

 

000个Vero-E6细胞,放入5%
 

CO2、37
 

℃
细胞培养箱培养5

 

d,逐日观察96孔板中细胞,计算每

一列中出现细胞病变CPE的孔数。

结 果

1 酵母表达载体的构建及鉴定

将N端截短213个氨基酸的RBD蛋白进行酵母

表达系统密码子优化全基因合成,并克隆至pPIC9K
上酵母表达载体,获得的重组质粒pPIC9K-RBD,经

PCR
 

检测RBD蛋白基因连入载体(目的片段为660
 

bp)。

2 阳性单克隆菌株的筛选

挑取阳性单克隆菌落,用5AOX 通用引物 和

3AOX通用引物进行菌落PCR鉴定(AOX基因与目

的基因合计大小为1
 

027
 

bp),结果与预期相符(图

1)。含有重组质粒的甘油菌交由北京六合华大基因公

司测序,经SnapGene软件比对分析,测序结果与RBD
蛋白基因序列相同,无移码现象,表明重组质粒成功转

入毕赤酵母菌。

3 RBD蛋白的表达鉴定

选取验证正确的阳性单克隆菌株进行培养富集,

然后进行甲醇诱导,72
 

h后离心,取上清液过膜浓缩。
取浓缩液进行SDS-PAGE电泳,结果如图2。表达蛋

白分子质量约为26.4
 

ku,与 RBD理论分子质量相

符。Western
 

blot检测显示,重组表达的RBD蛋白能

被相应抗体识别,反应条带位于26.4
 

ku(图3),表明

重组RBD具有反应原性。

M DNA标志物(1
 

kb
 

plus
 

DNA
 

Ladder) 1 菌落PCR产物
图

 

1 重组质粒菌落PCR产物鉴定

M DNA
 

marker
 

(1
 

kb
 

plus
 

DNA
 

Ladder) 1 Colony
 

PCR
 

product
Fig.1 Agarose

 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

colony
 

PCR

M 蛋白分子质量标准 1 融合蛋白
图

 

2 融合RBD蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker 1 Fusion
 

protein
Fig.2 SDS-PAGE

 

results
 

of
 

fusion
 

protein

4 RBD免疫小鼠血清抗体效价

RBD蛋白免疫小鼠血清IgG抗体检测结果显示,
首次免疫后第35d,RBD(Delta+Al(OH)3+CPG)组
平均IgG抗体效价为1∶2.73×106,显著高于PBS组

(图4);RBD(Delta+Al(OH)3+CPG)组平均中和抗

体效价为1∶5120,显著高于PBS组(图5)。
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M 蛋白分子质量标准 1 融合蛋白与相应抗体反应条带
图

 

3 融合RBD蛋白的 Western
 

blot分析

M Protein
 

marker 1 Fusion
 

protein
Fig.3 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

RBD
 

protein

注:蓝色为Delta+Al(OH)3+CPG免疫组,红色为PBS对照组。
图

 

4 ELISA检测RBD蛋白免疫小鼠血清特异性抗体水平

Notes:Blue:Delta+Al(OH)3+CPG;
 

Red:PBS。
Fig.4 ELISA

 

detection
 

of
 

RBD
 

protein-immunized
 

mice
serum-specific

 

antibody
 

levels

注:蓝色为Delta+Al(OH)3+CPG免疫组,红色为PBS对照组。
图

 

5 ELISA检测RBD蛋白免疫小鼠血清中和抗体效价

Notes:Blue:Delta+Al(OH)3+CPG;
 

Red:PBS。
Fig.5 Detection

 

of
 

neutralizing
 

antibody
 

titer
 

in
 

serum
of

 

mice
 

immunized
 

with
 

RBD
 

protein

讨 论

SARS-CoV-2是一种新型的β属有包膜的冠状单

股正链RNA病毒[15],病毒粒子呈球形。其结构特点

大致与其他冠状病毒相同,有29
 

891个碱基,编码9
 

860个氨基酸[16]。目前爆发的新冠病毒变异株主要特

征区域 S蛋白的
 

RBD 序列为疫苗设计的核心 靶

点[17]。
毕赤酵母表达系统具有原核生物生长快速、培养

基廉价和实验手段简单等特点,还具备真核生物表达

蛋白易于进行加工折叠和翻译后修饰等生物学特性。
毕赤酵母具有更强有力的启动子,分泌效率有所提高,
表达质粒更稳定,且其胞外分泌产物无过度糖基化,临
床应用安全[18]。本实验利用pPIC9K载体构建RBD
毕赤酵母表达体系,针对毕赤酵母系统特有的醇氧化

酶基因(AOX启动子)为强诱导型启动子,加入甲醇可

诱导外源目的蛋白的高效表达。表达产物存在于液体

培养基上清中,易于纯化。用重组RBD蛋白注射免疫

小鼠,可刺激刺激产生高水平的血清抗体。
本研究构建的RBD毕赤酵母表达体系可高效表

达RBD蛋白,动物免疫试验表明该蛋白具有良好的抗

原性,将有利于发现 RBD蛋白的拮抗蛋,为SARS-
CoV-2病毒的研究、新冠疫苗的研发及其动物实验和

免疫效果评价奠定了基础。
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