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登革病毒铁蛋白纳米颗粒抗原的表达与纯化*
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【摘要】 目的 登革病毒(Dengue
 

virus,DENV)在世界范围流行。在我国,登革病毒流行毒株不断发生变化,登革病毒

不断变异以及外来输入病例给登革热的预防和控制带来巨大挑战,开发安全有效的疫苗对于该病的预防控制至关重要。

本研究将登革病毒包膜蛋白(envelope
 

protein,E)呈递在幽门螺旋杆菌铁蛋白上以形成纳米颗粒,建立一种以铁蛋白纳

米颗粒为载体的登革疫苗,表达登革病毒铁蛋白纳米颗粒抗原并进行纯化,以期为新型登革疫苗的研究提供借鉴。 方

法 以质粒pcDNA3.1-DENV2-E-FE为模板扩增得到FE、DENV2-E-FE基因。将目的基因片段通过同源重组的方式

分别连接到原核表达载体pET30a上,构建重组质粒pET30a-FE和pET30a-E-FE,经双酶切和测序鉴定后转化入感受态

细胞中进行诱导表达,得到重组蛋白,通过SDS-PAGE、非还原性SDS-PAGE、Western
 

blot及透射电镜对目的蛋白表征

进行分析鉴定。 结果 成功扩增出目的基因片段,构建的重组质粒pET30a-FE和pET30a-E-FE转化到感受态细胞后

经诱导表达约26
 

ku和71
 

ku的可溶性目的蛋白。Western
 

blot检测重组蛋白能被相应抗体识别,透射电镜观察到两种

蛋白均可自组装成粒径约13
 

nm和70
 

nm的颗粒结构。 结论 通过大肠埃希菌成功表达可溶性铁蛋白和登革病毒包

膜蛋白铁蛋白,两种蛋白均具有反应原性且均能自组装形成纳米结构,可为新型登革纳米颗粒疫苗的研制提供借鉴。
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【Abstract】 Objective Dengue
 

virus
 

is
 

endemic
 

worldwide.
 

In
 

China,the
 

prevalent
 

strains
 

of
 

dengue
 

virus
 

are
 

constantly
 

changing,the
 

continuous
 

mutation
 

of
 

dengue
 

virus
 

as
 

well
 

as
 

imported
 

cases
 

bring
 

great
 

challenges
 

to
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

dengue
 

fever,and
 

the
 

development
 

of
 

a
 

safe
 

and
 

effective
 

vaccine
 

is
 

crucial
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

this
 

disease.
 

In
 

this
 

study,we
 

presented
 

dengue
 

virus
 

envelope
 

protein
 

on
 

Helicobacter
 

pylori
 

ferritin
 

to
 

form
 

nanoparticles,established
 

a
 

dengue
 

vaccine
 

using
 

ferritin
 

nanoparticles
 

as
 

a
 

carrier,expressed
 

dengue
 

virus
 

ferritin
 

nanoparticle
 

antigens,and
 

purified
 

them,with
 

the
 

aim
 

of
 

contributing
 

to
 

the
 

study
 

of
 

novel
 

dengue
 

vaccines. Methods 
The

 

FE
 

and
 

DENV2-E-FE
 

genes
 

were
 

amplified
 

by
 

RT-PCR
 

using
 

pcDNA3.1-DENV2-E-FE
 

plasmid
 

as
 

template.
 

The
 

target
 

gene
 

fragments
 

were
 

ligated
 

into
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET30a
 

by
 

homologous
 

recombination
 

to
 

construct
 

recombinant
 

plasmids
 

pET30a-FE
 

and
 

pET30a-E-FE.
 

After
 

identification
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

and
 

sequencing,the
 

recombinant
 

plasmids
 

were
 

transformed
 

into
 

competent
 

cell
 

BL21(DE3)
 

for
 

expression
 

induction,and
 

the
 

recombinant
 

proteins
 

were
 

obtained.The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

Ni-NTA
 

affinity
 

chromatography
 

and
 

characterized
 

by
 

SDS-PAGE,non-reducing
 

SDS-PAGE,Western
 

blot
 

and
 

transmission
 

electron
 

microscopy. Results 
The

 

target
 

gene
 

fragments
 

were
 

successfully
 

amplified,and
 

the
 

constructed
 

recombinant
 

plasmids
 

pET30a-FE
 

and
 

pET30a-E-FE
 

were
 

transformed
 

into
 

receptor
 

cells
 

and
 

induced
 

to
 

express
 

soluble
 

target
 

proteins
 

of
 

about
 

26
 

ku
 

and
 

71
 

ku,the
 

induced
 

expression
 

conditions
 

were
 

37
 

℃
 

and
 

0.5
 

mmol/L
 

IPTG
 

for
 

6h.The
 

recombinant
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

recognized
 

by
 

the
 

corresponding
 

antibodies.
 

The
 

two
 

proteins
 

could
 

self-assemble
 

into
 

granule
 

structures
 

with
 

particle
 

diameters
 

of
 

about
 

13
 

and
 

70
 

nm
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy. Conclusion Successful
 

expression
 

of
 

soluble
 

ferritin
 

and
 

dengue
 

virus
 

envelope
 

protein
 

ferritin
 

by
 

Escherichia
 

coli,both
 

of
 

which
 

are
 

reactive
 

and
 

can
 

self-assemble
 

to
 

form
 

nanostructures,may
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

dengue
 

nanoparticle
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vaccines.
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words】 Dengue
 

virus;ferritin;prokaryotic
 

expression;nanoparticles

  登革病毒(Dengue
 

virus,DENV)属黄病毒科黄病

毒属,为正链RNA病毒,主要由伊蚊传播。DENV具

有4种 抗 原 性 不 同 的 血 清 型,分 别 为 DENV-1至

DENV-4,具有3种结构蛋白和7种非结构蛋白[1]。

DENV主要的结构蛋白―包膜蛋白与其它病毒类似,
主要分为3个结构域(I、II、III)[2-3]。E蛋白位于病毒

颗粒的脂质双层中,构成病毒颗粒表面的突起,含有多

种B细胞和T细胞抗原表位,是DENV主要保护性

抗原。登革热是由DENV引起的媒介传播的病毒性

疾病,全球每年约有4亿例登革热病例[1]。登革热临

床上的主要特征为血小板减少症、白细胞减少症和血

管通透性增加。虽然大多数DENV感染是轻度或无

症状的,但约5%的病例会发展为更为严重的疾病,即
重度登革出血热或发展为登革休克综合征,这主要归

因于不同DENV血清型的连续感染。由于黄病毒之

间共享的包膜蛋白具有相似的保守结构,因此DENV
与其他黄病毒之间常发生交叉反应,导致其产生抗体

依 赖 性 增 强 (antibody-dependent
 

enhancement,

ADE)[4-5]。目前可以对不同DENV血清型感染提供

有效保护的疫苗开发技术尚不成熟,因此深入研究开

发有效治疗和预防登革热的药物至关重要。
病毒抗原在多价阵列中的纳米颗粒上的呈递已经

成为制备疫苗的重要技术。在纳米颗粒表面上,抗原

高度有序的重复阵列可以模拟其在病毒体表面上的几

何排列,并引起比可溶性病毒抗原更强的体液应答。
自组装纳米颗粒技术已日臻成熟,并广泛用于疫苗的

研究和开发。研究发现,纳米颗粒的直径和抗原的间

距是B细胞活化的关键条件,纳米颗粒的最佳直径为

10~150
 

nm,表位的最佳间距为50~100
 

Å。此外,纳
米颗粒上抗原的多价展示具有高亲合力,这对于诱导

有效的免疫应答至关重要[6]。
铁蛋白是细胞内的球形铁储存蛋白,由24个亚基

组成。它们自动组装成一个外径约为12
 

nm、内腔直

径约为8
 

nm的球形空心纳米笼[7]。在pH2.0的酸性

条件下铁蛋白会被解离,pH7.0时又会重新自组装为

纳米颗粒结构[8]。因此可以通过pH值来调控铁蛋白

的自组装以达到对铁蛋白内核、外表面进行选择性修

饰的目的[9]。铁蛋白复合物还具有显著的热和pH稳

定性、单 分 散 性、生 物 相 容 性 和 生 物 降 解 性 等 优

点[10-13]。基于这些优点,使得铁蛋白对纳米医学的发

展具有独特的吸引力。有研究表明寨卡病毒包膜蛋白

结构域III铁蛋白纳米疫苗可提供针对寨卡病毒的完

全保护而不会引起ADE[14]。这对同样为黄病毒科黄

病毒属,有着严重ADE效应的DENV疫苗的研制提

供了借鉴。本研究拟将2型DENV-E基因与幽门螺

旋杆菌铁蛋白亚基 N端融合并通过pET30a载体表

达重组蛋白,纯化后通过透射电镜观察重组蛋白结构,
旨在 构 建 2 型 DENV-E-铁 蛋 白 纳 米 颗 粒 (简 称

pET30a-E-FE),为登革病毒铁蛋白自组装纳米颗粒疫

苗的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细 菌 和 载 体  BL21(DE3)
 

Chemically
 

Competent
 

Cell购自全式金公司;pET30a载体由长春

兽医研究所提供。

1.2 主要试剂 2×KeyPo
 

Master
 

Mix
 

(Dye
 

Plus),

ClonExpress
 

II
 

One
 

Step
 

Cloning
 

Kit和D5000
 

DNA
 

Marker购自南京挪威赞公司;限制性内切酶EcoR
 

I、

Hind
 

Ⅲ及PierceTM
 

ECL
 

Western
 

blot底物购自赛默

飞公司;D2000
 

DNA
 

Marker购自北京天根生化科技

有限公司;His-Tag
 

(D3I1O)
 

XP
 

Rabbit
 

mAb购自

Cell
 

Signaling公司;辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG(H+L),IPTG和 QuickBlockTM
 

Western封闭液

购自碧云天生物技术公司;His标签蛋白纯化试剂盒

和SDS-PAGE
 

Loading
 

Buffer
 

(non-Reducing,5×)购
自康为世纪公司。

2 方法

2.1 引 物 设 计 与 合 成 根据质粒pcDNA3.1-DE
 

NV2-E-FE,利 用 SnapGene软 件 设 计 扩 增 FE 和

DENV2-E-FE基因的同源重组特异性引物。FE基因

扩增上游引物:5'-GGCTGATATCGGATCCGAATT
 

CGACATCATTAAGCTGCTGAATGAGCAGG-3';
下游引物:5'-CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGCT

 

CTTCCGAGACTTGGCGATG-3'。DENV2-E-FE基

因扩增上游引物:5'-ATGGCTGATATCGGATCCG
 

AATTCATGAGATGTATCGGCATCTCTAATAG
 

AGATTTTG-3';下 游 引 物:5'-CTCGAGTGCGGC
 

CGCAAGCTTAGACTTTCTACTTTTGGCGATGC
 

CC-3'。引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。

2.2 重组质粒的构建和鉴定
 

 PCR扩增目的基因。
反应体系(50

 

μL):cDNA
 

2
 

μL,上、下游引物各2.5
 

μL,2×KeyPo
 

Master
 

Mix
 

(Dye
 

Plus)
 

25
 

μL,加

ddH2O补至50
 

μL。反应条件:98
 

℃预变性40
 

s;98
 

℃变性10
 

s,58
 

℃退火5
 

s,72
 

℃延伸8
 

s,共35个循
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环;72
 

℃延伸2
 

min。PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶

电泳检测后进行纯化。用限制性内切酶 EcoR
 

I和

Hind
 

Ⅲ将pET-30a载体进行线性化处理并纯化酶切

载体片段,然后进行同源重组。同源重组体系:5×CE
 

II
 

Buffer
 

4
 

μL,线性化载体8.7
 

μL,目的基因片段1
 

μL,Exnase
 

II
 

2
 

μL,ddH2O
 

4.3
 

μL。同源重组反应条

件:37
 

℃
 

30
 

min。将重组产物转化至感受态细胞

BL21(DE3)中进行培养。提取重组质粒,经EcoR
 

I和

Hind
 

Ⅲ双酶切鉴定后委托生工生物工程(上海)股份

有限公司进行测序,测序正确的重组质粒分别命名为

pET30a-FE和pET30a-E-FE。

2.3 重组蛋白的表达 分别取
 

50
 

μL冻存重组菌液

加入5
 

mL卡那霉素抗性LB液体培养基中过夜培养,
各取出1.5

 

mL分别加入150
 

mL卡那霉素抗性LB
液体培养基中,37

 

℃、220
 

r/min恒温振荡培养至菌体

A600 值为0.6~0.8时,加入IPTG使终浓度成为0.5
 

mmol/L,37
 

℃、220
 

r/min条件下诱导6
 

h。收集菌

液,4
 

℃、4
 

000
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心15min,弃
上清,用预冷的PBS重悬菌体,同上离心,沉淀重悬于

PBS缓冲液(pH7.4)中,冰上超声破碎(510
 

W,工作4
 

s,间歇4
 

s,超声破碎共42
 

min)后4
 

℃、12
 

000
 

r/min
离心10

 

min,分别收集上清与沉淀,通过SDS-PAGE
进行可溶性分析。试验以诱导及未诱导全菌液作对

照。

2.4 重组蛋白的纯化及 Western
 

blot分析 取重组

菌超声破碎上清用0.45
 

μm滤膜进行抽滤,通过 His
标签蛋白纯化试剂盒纯化重组蛋白。收集各段洗脱

液,分别进行SDS-PAGE分析。将纯化的蛋白样品与

非还原性蛋白上样液混合,经SDS-PAGE(分离胶浓

度为3.75%)电泳后转印至0.45
 

μmNC膜 上,用

QuickBlockTM
 

Western封闭液室温封闭30
 

min;加入

兔源Anti-His单克隆抗体(1︰1000),置20
 

r/min摇

床4
 

℃过夜孵育,TBST洗3次,10
 

min/次;加入山羊

抗兔IgG-HRP
 

(1︰5000),置20
 

r/min摇床室温孵

育0.5
 

h,TBST 洗3次,10
 

min/次;滴加 PierceTM
 

ECL
 

Western
 

blot底物,通过凝胶成像系统显色并拍

照。

2.5 重组蛋白透射电镜观察纯化的蛋白液 经透析

后用 PBS稀释,取30
 

μL滴加到铜网膜上,吸附5
 

min,2%磷钨酸染色2
 

min,滤纸吸去染色液,透射电

镜观察纳米颗粒的结构。

结 果

1 目的基因的PCR扩增

以质 粒 pcDNA3.1-DENV2-E-FE 为 模 板 进 行

PCR扩增,获得了大小为532
 

bp的FE基因片段和

1
 

764
 

bp的DENV2-E-FE基因片段(图1),与预期一

致。

  
图

 

1 FE、DENV2-E-FE基因的PCR扩增

M DL5000
 

DNA
 

Marker 1 PCR
 

amplification
 

product
 

of
 

FE
 

gene 2 PCR
 

amplification
 

product
 

of
 

DENV2-E-FE
 

gene
Fig.1 PCR

 

amplification
 

of
 

FE,DENV2-E-FE
 

genes

2 重组质粒的构建及鉴定

以扩增的目的基因片段构建重组质粒pET30a-
FE、pET30a-E-FE,经限制性内切酶EcoR

 

I和 Hind
 

Ⅲ酶切后进行1.2%琼脂糖凝胶电泳检测,获得大小

分别为5
 

403
 

bp的载体片段、495
 

bp的FE基因片段

及1
 

725
 

bp的2型DENV-E基因片段(图2),与预期

相符。对重组质粒测序,结果与预期序列一致,重组质

粒构建正确。

  M DNA 标 志 物(DL5000) 1 pET30a-
 

FE 双 酶 切 2 
pET30a-E-FE双酶切

图
 

2 重组质粒pET30a-FE、pET30a-E-FE双酶切鉴定

M DL5000
 

DNA
 

Marker 1 pET30a-
 

FE
 

double
 

enzyme
 

digestion 2 pET30a-E-FE
 

double
 

enzyme
 

digestion
Fig.2 Identification

 

of
 

recombinant
 

plasmids
 

pET30a-FE
and

 

pET30a-E-FE
 

by
 

double
 

digestion

3 重组蛋白的表达

pET30a-FE共编码229个氨基酸,理论分子质量

为26.1
 

ku。pET30a-E-FE共编码638个氨基酸,理
论分子质量为71.0

 

ku。重组菌诱导表达后进行SDS-
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PAGE电泳分析,结果如图3A、3B,目的蛋白的分子

质量与预期相符,且主要以可溶性的形式表达。

  A 重组蛋白pET30a-FE M 蛋白分子质量标准 1 未诱导全
菌 2 诱导后全菌 3 超声破碎上清 4 超声破碎沉淀; B 重
组蛋白pET30a-E-FE M 蛋白分子量标准 1 未诱导全菌 2 诱

导后全菌 3 超声破碎上清 4 超声破碎沉淀。
图

 

3 重组蛋白pET30a-FE、pET30a-E-FE
 

SDS-PAGE分析

A Recombinant
 

protein
 

pET30a-FE M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 Total
 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2 
Total

 

cellular
 

protein
 

after
 

IPTG
 

induction 3 Induced
 

expression
 

supernatant 4 Induced
 

expression
 

precipitation; B Recombinant
 

protein
 

pET30a-E-FE M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 
Total

 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2 Total
 

cellular
 

protein
 

after
 

IPTG
 

induction 3 Induced
 

expression
 

supernatant 4 Induced
 

expression
 

precipitation
Fig.3 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

recombinant
 

proteins
 

pET30a-FE
and

 

pET30a-E-FE

4 重组蛋白的纯化及鉴定

重组蛋白经His标签蛋白纯化试剂盒纯化后进行

SDS-PAGE分析,结果如图4,目的蛋白条带清晰。若

FE蛋白能够自组装形成24聚体,其聚体大小约为

626
 

ku。非还原性蛋白上样液SDS-PAGE显示,FE
重组蛋白大于250

 

ku(使用的蛋白质标准品最大分子

质量标准为250
 

ku),表明FE重组蛋白形成了聚体形

式(图5)。Western
 

blot显示,两纯化蛋白均能与兔源

Anti-His单克隆抗体特异性结合,反应条带分别位于

约25、70
 

ku处(图6),表明纯化的重组蛋白具有反应

原性。

5 重组蛋白透射电镜观察

透射电镜观察纯化的重组蛋白FE和E+FE纳

米颗粒,大小均一。其中 FE 粒 径 约 为13
 

nm(图

7A),E+FE粒径约为70
 

nm(图7B)。两重组蛋白的

纳米颗粒大小均与预期相符。

讨 论

自20世纪以来,DENV在世界各地尤其是热带

和亚热带地区广泛流行。随着人口流动加快,登革热

愈演愈烈,已经在多个国家和地区形成聚集性爆发,演
变成世界性的公共卫生问题[1,15]。2010年以来,登革

疫情在我国广东、湖南、广西和云南等地大规模爆发,
其危害严重,已被我国列为乙类传染病[16-17]。目前

DENV疫苗研究进展并不理想,减毒活疫苗 CYD-

TDV于2015年12月在墨西哥首次获批准,也是目前

唯一获得上市许可的DENV疫苗,遂经逐年改进并在

20多个国家获批准使用[18]。然而CYD-TDV仅适用

于9至16岁的人群[19]。在DNA疫苗研制方面,一种

能表达融合针对树突细胞内吞受体DEC205的单链抗

体(scFv)的抗原疫苗免疫小鼠可诱导对DENV-2的

强烈免疫应答[20]。在亚单位疫苗研制方面,DEN-80E
是一种基于DENV包膜糖蛋白(E),能诱导强烈中和

滴度的四价重组亚单位疫苗目前已通过临床前试验,
对非灵长类的动物试验显示末次接种后的保护作用可

持续8~12月[21]。

  A 纯化重组蛋白pET30a-FE M 蛋白分子质量标准 1 可溶
性表达上清 2 流穿液 3~9 重组菌超声破碎上清1~7次洗脱液

 B 纯化重组蛋白pET30a-E-FE: M 蛋白分子量标准 1 流穿
液 2~8 重组超声破碎上清1~7次洗脱液

图
 

4 纯化重组蛋白pET30a-FE、pET30a-E-FE
 

SDS-PAGE分析

A Recombinant
 

protein
 

pET30a-FE M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 Soluble
 

expression
 

supernatant 2 Flow
 

through
 

liquid 3-9 The
 

1st
 

to
 

the
 

7st
 

elution
 

of
 

Elution
 

Buffer,
respectively

 

B
 

Recombinant
 

protein
 

pET30a-E-FE  M  Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 Flow
 

through
 

liquid 2-8 The
 

1st
 

to
 

the
 

7st
 

elution
 

of
 

Elution
 

Buffer,respectively.
Fig.4 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

purified
 

recombinant
 

proteins
pET30a-FE

 

and
 

pET30a-E-FE

在疫苗的研发中,除了添加佐剂和优化抗原递送

系统之外,人们正在对自组装纳米颗粒作为展示保护

性抗原的平台进行深入研究。纳米颗粒上的抗原组装

导致保护性表位在大分子结构上的规则重复布置,其
大小促进抗原呈递细胞的有效摄取,这是触发和放大

适应性免疫应答的关键。纳米颗粒锚定的抗原不仅改

善抗原稳定性和免疫原性,而且允许靶向递送和缓慢

释放[22]。研究表明分子大小和形状影响重组铁蛋白

纳米疫苗的效力,肠道病毒的铁蛋白纳米颗粒疫苗诱

导小鼠产生的抗体水平随抗原肽分子的增加而增

加[13,23]。铁蛋白表面的生物和化学允许修饰、组合位
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点,包括特异性修饰和各种大分子如标记物、抗体、荧
光剂、聚糖、核酸和靶肽,其赋予铁蛋白新的性质并显

著拓宽其应用范围[23]。因此,将化学修饰和生物修饰

相结合,取长补短,实现对铁的修饰和多功能化修饰是

未来发展的重要方向之一。

M 蛋白分子质量标准 1 纯化重组蛋白FE
图

 

5 纯化重组蛋白非还原性SDS-PAGE分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 Recombinant
 

protein
 

pET30a-FE
Fig.5 Non-reducing

 

SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

purified
recombinant

 

proteins

  M 蛋白分子质量标准 1 纯化的FE重组蛋白与相应抗体反应
条带 2 纯化的E+FE重组蛋白与相应抗体反应条带

图
 

6 纯化重组蛋白 Western
 

blot分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1 Purified
 

recombinant
 

protein
 

FE 2 Purified
 

recombinant
 

protein
 

E+FE
Fig.6 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

purified
 

recombinant
 

proteins

本研究利用原核表达系统表达了可溶性幽门螺旋

杆菌铁蛋白、DENV包膜蛋白铁蛋白。通过变性与非

还原性上样液进行SDS-PAGE电泳后显示,均获得预

期大小的目的蛋白。Western
 

blot分析显示,制备的

重组蛋白能被兔源Anti-His单克隆抗体识别,即具有

反应原性。透射电镜观察幽门螺旋杆菌铁蛋白其粒径

约13
 

nm,DENV包膜蛋白铁蛋白纳米颗粒粒径约为

70
 

nm。表明DENV包膜蛋白铁蛋白成功自组装为纳

米颗粒。与其它重组亚单位疫苗相比,铁蛋白纳米颗

粒载体有可能会对表面抗原起到缓释作用,有助于延

长疫苗诱导抗体的持续性[24]。寨卡病毒包膜蛋白结

构域III铁蛋白纳米颗粒疫苗解决了ADE效应问题,
同时产生了更高水平的CD4+、CD8+

 

T淋巴细胞及

IL-4、IFN-γ细胞因子[14]。流感铁蛋白纳米颗粒疫苗

诱导产生的中和抗体比传统疫苗提升数倍[25]。本研

究制备的DENV包膜蛋白铁蛋白纳米颗粒的免疫原

性有待观察。

  A 透射电镜观察组蛋白FE纳米结构(比例尺1:100
 

nm) B 
透射电镜观察组蛋白E+FE纳米结构(比例尺1:500

 

nm)
图

 

7 透射电镜观察组蛋白纳米结构

A  Transmission
 

electron
 

microscopy
 

of
 

histone
 

FE
 

nanostructures(
 

scale
 

1:100
 

nm) B  Transmission
 

electron
 

microscopy
 

of
 

histone
 

E+FE
 

nanostructures(
 

scale
 

1:500
 

nm)
Fig.7 Transmission

 

electron
 

microscope
 

observationof
 

recombinant
protein

 

nanoparticle

综上所述,本研究构建、表达、纯化了幽门螺旋杆

菌铁蛋白、DENV包膜蛋白铁蛋白,透射电镜观察到

形成粒径均一,稳定的纳米结构,为新型DENV疫苗

的研制奠定了基础。
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