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  摘 要:目的 对基于毕赤酵母制备的新型冠状病毒(SARS-CoV-2)RBD重组蛋白疫苗的免疫方案进行

优化并考 察 不 同 佐 剂 对 中 和 抗 体 (NAb)滴 度 的 影 响,为SARS-CoV-2疫 苗 的 持 续 优 化 研 究 提 供 参 考。
方法 将RBD基因片段亚克隆至pPICZαA质粒,质粒经线性化转化后整合到毕赤酵母基因组中进行重组表

达,将获得的重组蛋白疫苗联合不同的佐剂对小鼠进行免疫以评估其免疫原性。结果 目标蛋白wtRBD和

Delta
 

RBD均能通过毕赤酵母系统获得满意过表达;与42
 

d间隔时间相比,28
 

d间隔时间的IgG抗体滴度增加

了1.8倍(44
 

923
 

vs.80
 

507);间隔28
 

d的3剂免疫后,针对Delta变体的NAb几何平均滴度比间隔42
 

d高

2.5倍(2
 

191
 

vs.891);Delta
 

RBD重组蛋白疫苗联合铝佐剂免疫后,针对Delta变体的NAb几何平均滴度达到

了32
 

255(2
 

167~88
 

084);在采用5
 

μg或30
 

μg
 

Delta
 

RBD免疫情况下,铝佐剂+CpG佐剂组的NAb滴度均

为单独采用铝佐剂组的10倍左右;第3次免疫后,5
 

μg抗原组与30
 

μg抗原组中Delta
 

RBD特异性IgG滴度差

异无统计学意义(P>0.05)。结论 基于毕赤酵母制备的wtRBD或Delta
 

RBD都可以用作有效的抗原,间隔

28
 

d的3剂疫苗给药最有效,Delta
 

RBD重组蛋白与铝佐剂+CpG佐剂的联合免疫能够获得更高滴度的NAb
以对SARS-CoV-2及其变体发挥免疫作用,可为SARS-CoV-2

 

疫苗的持续优化研究提供一定参考。
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Abstract:Objective To

 

optimize
 

the
 

immune
 

scheme
 

of
 

SARS-CoV-2
 

RBD
 

recombinant
 

protein
 

vaccine
 

based
 

on
 

P.pastoris,and
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

adjuvants
 

on
 

neutralizating
 

antibody
 

(NAb)
 

titer,in
 

order
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

continuous
 

optimization
 

research
 

of
 

SARS-CoV-2
 

vaccine.Methods The
 

RBD
 

protein
 

was
 

selected
 

and
 

the
 

corresponding
 

gene
 

fragment
 

was
 

synthesized,which
 

was
 

constructed
 

into
 

the
 

pPICZαA
 

plasmid,and
 

the
 

plasmid
 

was
 

integrated
 

into
 

the
 

genome
 

of
 

P.pastoris
 

after
 

linear
 

transforma-
tion

 

for
 

recombinant
 

expression.The
 

obtained
 

recombinant
 

protein
 

vaccine
 

was
 

combined
 

with
 

different
 

adju-
vants

 

to
 

immunize
 

mice
 

to
 

evaluate
 

its
 

immunogenicity.Results Both
 

the
 

target
 

proteins
 

wtRBD
 

and
 

Delta
 

RBD
 

were
 

able
 

to
 

achieve
 

satisfactory
 

overexpression
 

through
 

the
 

P.pastoris
 

system.Compared
 

with
 

the
 

42
 

d
 

interval,the
 

IgG
 

antibody
 

titer
 

at
 

the
 

28
 

d
 

interval
 

increased
 

by
 

1.8
 

times
 

(44
 

923
 

vs.
 

80
 

507).After
 

3
 

doses
 

of
 

immunization
 

at
 

an
 

interval
 

of
 

28
 

d,the
 

geometric
 

mean
 

titer
 

of
 

NAb
 

for
 

Delta
 

variant
 

was
 

2.5
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

at
 

an
 

interval
 

of
 

42
 

days
 

(2
 

191
 

vs.
 

891).After
 

immunization
 

with
 

Delta
 

RBD
 

recombinant
 

protein
 

vaccine
 

combined
 

with
 

aluminum
 

adjuvant,the
 

NAb
 

geometric
 

mean
 

titer
 

for
 

Delta
 

variants
 

reached
 

32
 

255
 

(2
 

167-88
 

084).When
 

using
 

5
 

μg
 

or
 

30
 

μg
 

Delta
 

RBD
 

immunization,the
 

NAb
 

titers
 

of
 

the
 

aluminum
 

adju-
vant+CpG

 

adjuvant
 

group
 

were
 

about
 

10
 

times
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

aluminum
 

adjuvant
 

group
 

alone.Af-
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ter
 

the
 

third
 

immunization,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

Delta
 

RBD
 

specific
 

IgG
 

titers
 

between
 

the
 

5
 

μg
 

antigen
 

group
 

and
 

the
 

30
 

μg
 

antigen
 

group(P>0.05).Conclusion Both
 

wtRBD
 

and
 

Delta
 

RBD
 

prepared
 

based
 

on
 

P.pastoris
 

could
 

be
 

used
 

as
 

effective
 

antigens,with
 

three
 

doses
 

of
 

vaccine
 

administered
 

at
 

a
 

28
 

day
 

in-
terval

 

being
 

the
 

most
 

effective.The
 

combined
 

immunization
 

of
 

Delta
 

RBD
 

recombinant
 

protein
 

with
 

aluminum
 

adjuvant+CpG
  

adjuvant
 

could
 

obtain
 

higher
 

titers
 

of
 

NAb
 

to
 

exert
 

immune
 

effects
 

on
 

SARS-CoV-2
 

and
 

its
 

va-
riants,providing

 

some
 

reference
 

for
 

the
 

continuous
 

optimization
 

research
 

of
 

SARS-CoV-2
 

vaccines.
Key

 

words:SARS-CoV-2; receptor
 

binding
 

domain; P.pastoris; recombinant
 

protein
 

vaccine; 
adjuvant

  目前,新型冠状病毒感染(COVID-19)的流行趋

势已被有效遏制,但新型冠状病毒(SARS-CoV-2)作
为一种具有高变异性的病毒,其对人类的健康仍可能

存在威胁,在保持必要警惕的同时,仍需不断优化相

关免疫措施。接种重组蛋白疫苗仍是最经济高效的

防控措施。SARS-CoV-2能够编码4种结构蛋白:刺
突(S)蛋白、包膜(E)蛋白、膜(M)蛋白和核衣壳(N)
蛋白[1]。其中S蛋白上的受体结合域(RBD)被认为

能诱导强烈的保护性抗病毒免疫应答,可作为研究病

毒抑制剂和疫苗的主要抗原靶标[2]。目前,重组蛋白

疫苗的生产可通过多种表达系统实现,相对而言,毕
赤酵母系统对于COVID-19疫苗的开发相对更具优

势[3]。另有研究表明,重组蛋白在没有佐剂的情况下

其所能诱导的免疫反应较弱[4-5]。故将重组RBD蛋

白用作COVID-19候选疫苗时应选择合适的佐剂以

克服其弱免疫反应的不足。铝佐剂作为一种标准佐

剂,已用于批准的SARS-CoV-2疫苗,如EpiVacCo-
rona和ZF2001[6-7]。然而单纯的铝佐剂在诱导 Th1
型细胞免疫方面仍存在不足[8]。CpG佐剂作为一类

TLR9激动剂,除激活体液免疫之外,还能有效增强细

胞免疫应答[9]。将铝佐剂+CpG佐剂应用于RBD抗

原蛋白制剂体系,或许能更充分激发体液免疫和细胞

免疫应答[10]。本研究以结构生物学设计为指导设计

RBD抗原蛋白,利用毕赤酵母系统进行重组分泌表

达,优化生产工艺,并结合铝佐剂和CpG佐剂进行免

疫原性研究,旨在为SARS-CoV-2
 

疫苗的持续优化研

究提供参考。

1 材料与方法

1.1 质粒构建 参考GenBank数据库SARS-CoV-2
冠状 病 毒 的 全 长 基 因 序 列 (Accession

 

Number:

MN908947),得到病毒的RBD序列,针对毕赤酵母系

统进行密码子优化。在RBD的N末端插入α因子信

号肽以提高蛋白翻译效率,在 C末端插入肠激酶

(EK)可切割的6×His标签进行纯化,重组质粒命名

为wtRBD-co,合成序列见表1。将RBD片段亚克隆

至pPICZ
 

A表达载体中以构建pPICZα
 

A-wtRBD-co

质粒。对SARS-CoV-2
 

RBD序列进行密码子优化,
重组质粒命名为wtRBD-co1,合成序列见表1。合成

的基因插于pUC57质粒载体,以该质粒为模板,使用

引物对3/4对wtRBD-co1进行PCR扩增;以pPICZα
 

A为模板,使用引物对1/2获取α-因子片段。使用引

物对1/4采用重叠延伸PCR技术将以上两个PCR产

物片段连接,并通过EcoRⅠ/SaIⅠ双酶切克隆到载

体pPICZ
 

A中,所得质粒命名为pPICZα
 

A-wtRBD-
co1。接着,以pPICZα

 

A-wtRBD-co1为模板,使用引

物对 1/5 和 4/6 对 Delta
 

SARS-Cov-2
 

RBD 进 行

L452R和 T478K位点特异性诱变,使用引物对1/4
采用重叠延伸PCR技术将以上两个PCR片段连接,
并通过 EcoRⅠ/SalⅠ双酶切克隆到载体pPICZ

 

A
中,所得质粒命名为pPICZα

 

A-Delta
 

RBD-co。本研

究使用的引物均由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成,具体引物序列见表1。

1.2 重组毕赤酵母的克隆 重组质粒pPICZα
 

A-
wtRBD-co和pPICZα

 

A-Delta
 

RBD-co经SacⅠ线性

化后,通过电穿孔法转化至毕赤酵母
 

X33(GenePuls-
er

 

Xcell
 

电穿孔仪,Bio-Rad),并铺板在含100
 

μg/mL
 

zeocin的 YPDS 琼 脂 平 板 上,在 30
 

℃ 下 选 择 与

wtRBD-co或Delta
 

RBD-co基因整合的酵母克隆,再
利用引物5'AOX和3'AOX(表2)进行菌落PCR鉴

定,选择阳性克隆并将重组菌株接种于3
 

mL
 

BMGY
培养基中,30

 

℃、250
 

r/min振荡培养,直至吸光度

(A)600 达到2.0~6.0。接着取菌液于4
 

℃下以3
 

000
 

r/min离心5
 

min收获酵母细胞,将收集的菌体重悬

于等体积的含0.5%(V/V)甲醇的BMMY培养基中,
于30

 

℃下250
 

r/min振荡诱导72
 

h,每隔24
 

h向培

养基中补加0.5%(V/V)的甲醇。通过蛋白质印迹分

析定量单 个 酵 母 克 隆 上 清 液 中 RBD 蛋 白 的 表 达

水平。

1.3 RBD蛋白的表达与纯化 如前所述,将选定的

酵母克隆在300
 

mL
 

BMGY培养基中培养,并在诱导

后约72
 

h后,以15
 

000
 

r/min在4
 

℃下离心15
 

min
收获上清液。将含有wtRBD或Delta

 

RBD的上清液
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用0.22
 

μm过滤器过滤后,用 HisTrap
 

HP
 

5
 

mL色

谱柱(美国GE公司)进行纯化,然后采用 HitrapQ阴

离子交换柱(HiTrap
 

Q
 

HP,美国GE公司)和尺寸排

阻柱(Superdex
 

200
 

increase
 

10/300
 

GL,美国GE公

司)做进一步纯化。将纯化后的蛋白用肠激酶[翌圣

生物科技(上海)股份有限公司]在4
 

℃下消化过夜以

切割6×His标签。在含有20
 

mmol/L
 

Tris-HCl(pH
 

8.0)和150
 

mmol/L
 

NaCl的缓冲液中,通过 HiTrap
 

Q
 

HP色谱柱和Superdex
 

200
 

increase
 

10/300
 

GL色

谱柱去除肠激酶和标签。在含有1%溴酚蓝、10%十

二烷基硫酸钠(SDS)、50%甘油和60
 

mmol/L
 

Tris-

HCl(pH6.8)的上样缓冲液中于95
 

℃孵育10
 

min使

样品变性,然后用10%十二烷基硫酸液-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(SDS-PAGE)分离。用考马斯蓝 R-250染

色,进行胶扫描纯度分析或者将蛋白转至PVDF膜

(美国 Millipore公司)进行蛋白质印迹分析,先于室

温下用含有5%脱脂牛奶的TBST缓冲液封闭2
 

h,然
后将膜与一抗SARS-CoV-2

 

RBD(1∶2
 

000,北京义

翘神州科技股份有限公司,Cat#40592-T62)于4
 

℃
孵育过夜,最后采用二抗抗兔IgG(1∶4

 

000,亚科因

生物技术有限公司)在室温下孵育1
 

h。使用化学发

光检测试剂盒(ECL)进行光信号检测。

表1  SARS-CoV-2
 

RBD的密码子优化序列

基因名称 序列(5'-3')

wtRBD-co

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACAC

TACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGA

TTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTG

CCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTAGAGTTCAGCCA

ACTGAGTCCATCGTCAGATTCCCAAACATCACCAACTTGTGCCCATTCGGTGAGGTTTTCAACGCTACT

AGATTCGCTTCCGTTTACGCCTGGAACAGAAAGAGAATCTCCAACTGCGTTGCTGACTACTCCGTCTTG

TACAACTCTGCTTCATTCTCCACCTTCAAGTGCTACGGTGTTTCCCCAACTAAGTTGAACGACCTGTGTT

TCACTAACGTCTACGCCGACTCCTTCGTTATTAGAGGTGACGAGGTTAGACAGATCGCTCCAGGTCAA

ACTGGTAAGATCGCTGACTACAACTACAAGCTGCCAGACGACTTCACCGGTTGTGTTATTGCTTGGAA

CTCCAACAACCTGGACTCCAAGGTTGGTGGTAACTACAATTACCGGTACCGTCTGTTCAGAAAGTCCA

ACCTGAAGCCATTCGAGAGAGACATCTCCACCGAAATCTACCAAGCTGGTTCCAAGCCATGTAACGG

TGTTGAGGGTTTCAACTGTTACTTCCCATTGCAGTCCTACGGTTTCCAGCCAACTAATGGTGTTGGTTAC

CAGCCATACAGAGTCGTCGTTTTGTCCTTCGAGTTGTTGCATGCTCCAGCTACTGTTTGCGGTCCAAAG

AAGTCCACTAACCTGGTCAAGAACAAGTGCGTCAACTTTGATGATGACGACAAGGGTGGTGGTGGTTC

CCATCATCATCATCATCATTGA

wtRBD-co1

ATGAGAGTCCAACCGACTGAGTCCATCGTTCGATTTCCCAACATCACTAACCTGTGTCCTTTCGGGGAG

GTATTTAATGCGACGCGGTTCGCTTCAGTGTACGCTTGGAATAGGAAACGTATCTCTAATTGTGTCGCAG

ATTACTCAGTTCTTTACAACAGTGCCAGTTTTTCAACGTTTAAGTGTTATGGCGTGAGCCCGACAAAGCTG

AACGATCTATGTTTTACTAACGTATATGCAGACAGCTTCGTTATACGTGGGGATGAAGTCCGCCAAATTGC

CCCTGGGCAAACCGGAAAAATTGCCGACTATAACTATAAGTTGCCGGACGATTTTACCGGCTGCGTGATA

GCATGGAACTCGAACAATTTAGACAGCAAGGTAGGCGGAAATTACAATTACCTATATCGACTTTTCCGGAA

GTCGAATCTCAAACCATTTGAACGCGACATAAGTACGGAGATTTACCAGGCGGGGTCCACACCATGCAAC

GGAGTTGAAGGCTTCAATTGTTATTTCCCTCTGCAGTCTTACGGTTTTCAGCCCACTAATGGAGTAGGTTA

TCAACCCTACAGGGTGGTTGTGTTATCGTTCGAATTGCTCCACGCTCCCGCGACAGTATGCGGTCCAAA

AAAGTCCACCAACCTAGTCAAAAACAAATGCGTCAATTTCGATGATGACGACAAGGGTGGTGGTGGTTC

CCATCATCATCATCATCATTAA

  注:蓝色为α因子,粉色为RBD,棕色为EK,绿色为连接子,紫色为6×His。

表2  用于构建质粒的引物序列

编号 引物名称 引物序列(5'-3')

1 afactor-F1-EcoRⅠ ACCGAATTCATGAGATTTCCTTCAATTTTTAC

2 afactor-R1-EcoRⅠ AGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGAGAG

3 RBDco1-F2 TCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTAGAGTCCAACCGACTGAGTCCATC

4 RBD-SalⅠ-R ATTGTCGACTTAATGATGATGATGATGATGGGAACCACCACCACC
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续表2  用于构建质粒的引物序列

编号 引物名称 引物序列(5'-3')

5 Delta
 

RBD-F1 TGTCGCGTTCAAATGGTTTGAGATTCGACTTCCGGAAAAGTCGATATCGGTAATTGTAA

6 Delta
 

RBD-F2 AACCATTTGAACGCGACATAAGTACGGAGATTTACCAGGCGGGGTCCAAACCATGCAAC

7 5'AOX GACTGGTTCCAATTGACAAGC

8 3'AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC

1.4 wtRBD糖基化位点分析 使用液相色谱-质谱

联用仪(LC-MS,赛默飞 Q
 

Exactive
 

Plus
 

LCMS
 

系

统)进 行 wtRBD 的 糖 基 化 位 点 分 析。将 纯 化 的

wtRBD蛋白在-20
 

℃下用四体积的预冷丙酮沉淀过

夜。收集蛋白质沉淀,20
 

000×g离心10
 

min。将蛋

白质沉淀物重新溶解于变性缓冲液(8
 

mol/L尿素,50
 

mmol/L
 

NH4HCO3),并在55
 

℃下用20
 

mmol/L
 

DL-二硫苏糖醇(DTT,美国西格玛公司
 

)还原1
 

h,在
室温并避光条件下用55

 

mmol/L碘乙酰胺(IAA,美
国西格玛公司)烷基化30

 

min,然后在37
 

℃下用胰蛋

白酶(1∶50
 

w/w)消化过夜。消化后根据制造商的说

明用ZipTipC18微量层析柱(美国 Millipore公司)脱
盐,最后使用EASY-nanoLC1200系统(德国赛默飞

公司)偶联Q
 

Exactive
 

HF-X(德国赛默飞公司)超分

辨率质谱仪平台进行质谱分析。原始 MS文件使用

带有SEQUEST的Proteome
 

Discoverer蛋白质组学

软件2.3做进一步处理。

1.5 重组RBD蛋白的动物免疫原性试验 选择6~
8

 

周龄(19~21
 

g),健康雌性BALB/c小鼠,随机分组

后,对小鼠进行肌肉注射铝佐剂或混合佐剂(45
 

μg铝

佐剂+10
 

μg
 

CpG)和 免 疫 蛋 白(wtRBD 或 Delta
 

RBD),总体积为100
 

μL。然后根据既定免疫方案再

进行两次加强免疫。在每次免疫后的第14天和第28
天对小鼠进行眼眶采血200

 

μL,将血液样品在室温下

放置2
 

h,然后在4
 

℃下以4
 

000
 

r/min离心30
 

min
收集血清。将血清样品储存在-80

 

℃条件下待检。

1.6 检测小鼠RBD特异性抗体滴度 采用酶联免

疫吸附试验(ELISA)检测血清样品中的RBD特异性

抗体。ELISA板(美国康宁公司)每孔预包被200
 

ng
抗原,包括wtRBD、Beta

 

RBD、Delta
 

RBD。将这些抗

原在包被缓冲液(35
 

mmol/L碳酸氢钠和15
 

mmol/L
碳酸钠,pH

 

9.6)中稀释并于4
 

℃下孵育过夜。用

PBST缓冲液(含有0.05%吐温-20的PBS缓冲液)进
行洗板,每孔300

 

μL,洗3遍,每孔加入300
 

μL封闭

液(2%脱脂奶粉)进行封闭,放置于37
 

℃恒温培养箱

中静置1.5
 

h,使用洗脱液(PBST缓冲液)进行洗板,
每孔300

 

μL,洗5遍,弃掉 PBST 缓冲液,将带有

HRP标记的山羊抗鼠IgG抗体用5%的脱脂奶粉按

1∶5
 

000稀释,以每孔100
 

μL加入酶联板中,37
 

℃温

箱孵育1.5
 

h,最后,每孔加入100
 

μL显色剂TMB,
避光静置20

 

min后,每孔加入100
 

μL终止液(2N
 

HCl)。使用酶标仪在450
 

nm处测量A值,并在630
 

nm处进行背景校正。根据LI等[11]先前描述的方法

计算血清抗体滴度。

1.7 假病毒中和实验 重组水疱性口炎病毒(VSV)
的野生型和变异型SARS-CoV-2假病毒购自中国食

品药品检定研究院。中和试验于P3环境下开展完

成。检测时,将培养基稀释的不同稀释度血清与等体

积的稀释至100
 

TCID50/0.05
 

mL的假病毒一同在

96孔板中于37
 

℃孵育中和1
 

h后,将混合液加入培

养有Vero
 

E6细胞的96孔板内进行侵染,在37
 

℃下

用5%
 

CO2 孵育24
 

h,在显微镜下观察并记录各孔的

细胞病变效应,并通过Reed-Muench法则计算血清抑

制50%细胞病变效应时的抗体中和滴度。具体操作

参考文献[12]。

1.8 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

8.0进行数

据处理及统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采用

单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 重组wtRBD蛋白的表达与验证 毕赤酵母中

表达的重组wtRBD蛋白的表达载体示意图见图1A。
纯化后,经SDS-PAGE电泳并通过考马斯亮蓝染色,
结果显示,表达的重组wtRBD蛋白相对分子质量为

45×103,见图1B,同时通过应用抗RBD(SARS-CoV-
2)和抗His抗体进行的蛋白质印迹分析获得进一步

证实,见图1C,另外,EK消化后未检测到 His标签,
表明几乎所有蛋白质标签均能有效被去除,所测得相

对分子质量明显高于预估值(26×103),表明纯化的

wtRBD高度糖基化,使用液相质谱-质谱联用技术

(LC-MS)分析糖基化位点,蛋白质组学软件所鉴定的

O-糖基化位点和N-糖基化位点见表3。

2.2 毕赤酵母表达的 wtRBD引发的针对SARS-
CoV-2的免疫应答 为评估毕赤酵母表达的wtRBD
作为疫苗的免疫效能,设计免疫方案1见图2A,将小

鼠随机分为3组,各组分别接种0、30、60
 

μg
 

wtRBD
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进行免疫,同时联合应用45
 

μg铝佐剂,共进行3次免

疫,间隔时间为28
 

d,每次免疫后第14天采集血清样

本用以检测 wtRBD 特异性IgG 抗体和中和抗体

(NAb),结果显示,在接种了30、60
 

μg
 

wtRBD的小鼠

中均诱导了明显的免疫应答,见图2B,且在第2、3次

免疫接种后,检测到wtRBD特异性IgG抗体和NAb
均明显增加,见图2B、C,但接种30、60

 

μg
 

wtRBD的

两组小鼠所检测到的抗体水平差异无统计学意义

(P>0.05)。

研究还设计了另一个免疫方案来评估毕赤酵母

表达的wtRBD作为疫苗的免疫效能,免疫方案2见

图3A,3组小鼠wtRBD的接种剂量分别为0、30、100
 

μg,接种间隔时间为42
 

d,其他处理方法同方案1,结
果与方 案1一 致,第2、3次 免 疫 接 种 后,检 测 到

wtRBD特异性IgG和NAb均明显增加,见图3B、C,
但接种30、100

 

μg
 

wtRBD的两组小鼠所检测到的抗

体水平差异无统计学意义(P>0.05)。

  注:A为毕赤酵母中表达的重组wtRBD蛋白的表达载体示意图;B为通过考马斯蓝染色对纯化的重组wtRBD蛋白进行纯度分析;C为应用抗

RBD(SARS-CoV-2)和抗 His抗体进行的蛋白质印迹分析。

图1  毕赤酵母重组wtRBD蛋白的表达与验证

表3  LC-MS分析wtRBD蛋白的糖基化位点

糖基化位点 肽

O-糖基化位点 a ISNCVADYSVLYNS371AS373FS375T376FK

b LPDDFTGCVIAWNS438NNL

c VVVLS514FELLHAPATVCGPK

N-糖基化位点 d NNLDSKVGGN448YN450YLYR

  注:红色字母及数字表示具有O-糖基化(肽a-c)或 N-糖基化的氨

基酸(肽d);a和b表示可能的O-糖基化位点;c表示已鉴定的O-糖基

化位点;d表示N-糖基化位点。

2.3 接种wtRBD小鼠抗血清对SARS-CoV-2变异

株的交叉反应性 为分析不同接种间隔时间接种

wtRBD小鼠抗血清是否能有效预防性免疫SARS-
CoV-2变异株,收集免疫方案1、2接种 wtRBD小鼠

的终点血清样品检测总IgG抗体和 NAb滴度,结果

显示,两种免疫方案下,wtRBD诱导IgG抗体以相似

的效率结合野生型、Beta(B.1.351)和 Delta(B.1.
617.2)变体,见图4A;在免疫方案1中,与野生型

SARS-CoV-2的 NAb滴度相比,针对 Beta变体的

NAb滴度差异无统计学意义(P>0.05),然而在接种

30和60
 

μg
 

wtRBD的组中,针对Delta变体的 NAb

滴度分别降低了2.0倍和2.5倍,见图4B;此外,与免

疫方案2比较,免疫方案1所获得的 NAb滴度明显

更高,且总体来看,Delta变体较野生型和Beta变体表

现出更强的免疫逃逸能力,见图4B。

2.4 毕赤酵母表达的Delta
 

RBD蛋白诱导小鼠免疫

应答 鉴于Delta变体较强的免疫逃逸能力,本研究

进一步考察了Delta
 

RBD蛋白的疫苗有效性,其表达

载体示意图见图5A,纯度分析及蛋白质印迹分析见

图5B、C。为评估毕赤酵母表达的Delta
 

RBD的免疫

原性,设计免疫方案3见图6A,Delta
 

RBD二次免疫

后特异性IgG抗体明显升高,第3次免疫后进一步升

高,见图6B,在研究终点(第84天),血清中 Delta
 

RBD特 异 性IgG 的 几 何 平 均 滴 度 为 1
 

028
 

641
(7

 

844~3
 

720
 

491),与使用wtRBD免疫下定量的几

何平均滴度相似,见图6C,但针对Delta变体的NAb
几何平均滴度为32

 

255(2
 

167~88
 

084),见图6D,相
较wtRBD免疫增加了5.2倍,后者为6

 

202(899~
16

 

199),见图6E。

2.5 铝佐剂+CpG佐剂联合Delta
 

RBD对免疫反应

的影响 将小鼠分为6组见表4,按照免疫方案3进
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行免疫。结果显示,第2次免疫后,无论是5
 

μg抗原

组还是30
 

μg抗原组,采用铝佐剂+CpG组别血清中

Delta
 

RBD特异性IgG滴度明显高于单独采用铝佐

剂组;无论是铝佐剂+CpG组还是单独采用铝佐剂

组,5
 

μg抗原组和30
 

μg抗原组中Delta
 

RBD特异性

IgG滴度基本相当;第3次免疫后,5
 

μg抗原组与30
 

μg抗原组中Delta
 

RBD特异性IgG滴度差异无统计

学意义(P>0.05),见图7A。采用研究终点血清样本

检测针对Delta变体的NAb滴度,结果显示,在采用

5
 

μg
 

Delta
 

RBD免疫情况下,4组的NAb滴度为3组

的9.8倍(385
 

546
 

vs.39
 

494),在采用30
 

μg
 

Delta
 

RBD免疫情况下,6组的NAb滴度为5组的10.4倍

(335
 

614
 

vs.32
 

255),见图7B。

  注:A为免疫方案1示意图;B为免疫方案1下3组小鼠血清中wtRBD特异性IgG抗体水平比较;C为免疫方案1下3组小鼠血清中NAb水

平比较;*P<0.05,***P<0.001,ns为P>0.05。

图2  毕赤酵母表达的wtRBD免疫方案1诱导小鼠免疫应答

  注:A为免疫方案2示意图;B为免疫方案2下3组小鼠血清中wtRBD特异性IgG抗体水平比较;C为免疫方案2下3组小鼠血清中NAb水

平比较;*P<0.05,***P<0.001,ns为P>0.05。

图3  毕赤酵母表达的wtRBD免疫方案2诱导小鼠免疫应答
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表4  铝佐剂+CpG佐剂联合Delta
 

RBD处理小鼠分组

序号 n 免疫原(SARS-CoV-2) 剂量(μg) 佐剂

1 5 - - Al(OH)3

2 5 - - Al(OH)3+CpG

3 3 Delta
 

RBD 5 Al(OH)3

4 5 Delta
 

RBD 5 Al(OH)3+CpG

5 5 Delta
 

RBD 30 Al(OH)3

6 5 Delta
 

RBD 30 Al(OH)3+CpG

  注:-表示无数据。

  注:A为针对Beta变体和Delta变体的IgG结合抗体的滴度;B为针对Beta变体和Delta变体的NAb滴度;n=4,图中标注数字为几何平均滴

度值。

图4  接种wtRBD小鼠抗血清对SARS-CoV-2变异株的交叉反应性
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  注:A为酵母中表达的重组Delta
 

RBD蛋白的表达载体示意图;B为通过考马斯蓝染色对纯化的重组Delta
 

RBD进行纯度分析,M 为蛋白

Marker;C为应用抗RBD(SARS-CoV-2)和抗 His抗体进行的蛋白质印迹分析。

图5  毕赤酵母重组Delta
 

RBD蛋白的表达与验证

  注:A为免疫方案3示意图;B为血清中Delta
 

RBD特异性结合IgG抗体的检测结果(2nd 和3nd 分别表示第2次和第3次免疫后);C为用

wtRBD(红色)或Delta
 

RBD(蓝色)免疫小鼠血清中Delta
 

RBD特异性IgG滴度的检测;D为研究终点(第84天),血清中针对Delta变体的Nab滴

度的检测;E为研究终点(第84天),用wtRBD(红色)或Delta
 

RBD(蓝色)免疫小鼠血清中针对Delta变体的 Nab滴度的检测;*P<0.05,***

P<0.001,ns为P>0.05。

图6  毕赤酵母表达的Delta
 

RBD蛋白诱导小鼠免疫应答
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  注:A为血清中Delta
 

RBD特异性IgG抗体滴度的检测(2nd和3nd 分别表示第2次和第3次免疫后);B为用研究终点血清样品中检测针对

Delta变体的NAb滴度;*P<0.05,***P<0.001,ns为P>0.05。

图7  铝佐剂+CpG佐剂联合Delta
 

RBD对免疫反应的影响

3 讨  论

当前世界各地已经使用了多种疫苗来预防COV-
ID-19,其效果较好。最新统计数据显示,全球70.0%
的人至少接种了1剂COVID-19疫苗,但在某些低收

入国家,至少接种了1剂COVID-19疫苗的人数仍不

足10%[13]。这可能也是Beta、Delta和Omicron变体

曾在南非引起3个流行高峰的重要原因之一。国家

卫生健康委员会也提出,当前SARS-CoV-2仍在不断

变异,在严格落实“乙类乙管”各项措施的同时,需持

续加强公共卫生、疾病防控、医疗服务体系建设,以防

止新型变异株造成我国疫情大幅反弹的发生。鉴于

此,持续优化疫苗免疫方案仍具有重要的现实意义。

SARS-CoV-2的 RBD区具有很强的诱导 NAb
的能力,因此被公认为是COVID-19疫苗的主要靶抗

原之一。而对于SARS-CoV-2
 

RBD的重组表达,已
有研究表明,酵母细胞是一种比哺乳动物细胞更具可

扩展性和成本效益的表达系统[14]。本研究采用毕赤

酵母系统进行RBD蛋白的重组表达,为了增加蛋白

表达量,在进行基因设计时于RBD的N末端插入了

α因子信号肽。经SDS-PAGE电泳和蛋白质印迹分

析检测结果表明,无论目标蛋白是wtRBD还是Delta
 

RBD,均能通过毕赤酵母系统获得满意过表达,说明α
因子信号肽的插入能高效引导目标蛋白的翻译。另

外为了便于重组RBD蛋白的纯化,于C末端插入了

His标签,然而,很少有人关注纯化过程中标签的消

除,这可能会在临床应用中引起安全问题。为了克服

这一限制,故在RBD和 His标签之间增加了一个高

效且特异性的EK切割位点,结果显示,经EK消化后

未检测到His标签。本研究获得的重组wtRBD蛋白

的相对分子质量为45×103,比以往研究中哺乳动物

细胞和昆虫细胞中表达的重组RBD蛋白相对分子质

量相对更高[15]。推测可能是由于毕赤酵母表达的蛋

白存在大量的翻译后修饰,包括糖基化等,这需要进

一步验证。
由于重组蛋白疫苗的免疫原性较低,通常需要多

次免疫[4]。因此,笔者探讨了疫苗免疫效能是否会受

到免疫间隔时间的影响。在本研究中,以28
 

d或42
 

d
的间隔进行3次wtRBD免疫接种。与42

 

d间隔时间

相比,28
 

d间隔时间的IgG抗体滴度增加了1.8倍

(44
 

923
 

vs.
 

80
 

507)。同样,间隔28
 

d的3剂免疫后,
针对Delta变体的NAb几何平均滴度比间隔42

 

d高

2.5倍(2
 

191
 

vs.891)。结果表明,28
 

d的免疫间隔比

42
 

d的免疫间隔可引发更多的保护性免疫反应。特

别需要注意的是,当前预防SARS-CoV-2的主要不确

定因素是某些可能出现的新变种,因此关注的重点应

是曾被世界卫生组织列为“须关切变体(VOC)”的变
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异毒株,Delta变异株即为其中之一。本研究发现,用

wtRBD疫苗免疫的小鼠血清中针对 Delta变体的

NAb滴度明显降低,这与以前的研究一致[15]。为解

决该问题,研究中笔者还制备了Delta
 

RBD重组蛋白

疫苗,并联合铝佐剂对小鼠进行免疫,结果发现,该疫

苗针对 Delta变体引发了强烈的免疫反应,其针对

Delta变 体 的 NAb 几 何 平 均 滴 度 达 到 了 32
 

255
(2

 

167~88
 

084)。
为进一步提高重组Delta

 

RBD蛋白的免疫原性,
本研究将新型CpG佐剂与传统铝佐剂联合应用。疟

疾疫苗 MSP1
 

42-C1和COVID-19疫苗SCB-2019临

床试验的证据表明,CpG是一种安全有效的佐剂,使
用铝佐剂和CpG佐剂的组合可以诱导产生更多的

NAb。本研究结果显示,在采用5
 

μg或30
 

μg
 

Delta
 

RBD免疫情况下,铝佐剂+CpG组的NAb滴度均为

单独采用铝佐剂组的10倍,该结果与其他研究基本

一致[15]。提示CpG佐剂的加入更有助于诱导针对

SARS-CoV-2及其变体的高度保护性免疫应答。此

外,第3次免疫后,5
 

μg抗原组与30
 

μg抗原组中

Delta
 

RBD特异性IgG滴度无明显差异,表明使用5
 

μg的Delta
 

RBD即可达到保护性免疫应答水平。同

时,如此低剂量的抗原也意味着将Delta
 

RBD作为抗

Delta
 

SARS-CoV-2 变 异 株 的 候 选 疫 苗 具 有 巨 大

潜力。
综上所述,本研究进一步明确了采用毕赤酵母系

统生产SARS-CoV-2
 

RBD蛋白并以此为抗原制备重

组蛋白疫苗的可行性,其中,基于毕赤酵母制备的

Delta
 

RBD重组蛋白与铝佐剂+CpG佐剂的联合免

疫能够获得更高滴度的NAb以对SARS-CoV-2及其

变体发挥免疫作用,可为SARS-CoV-2
 

疫苗的持续优

化研究提供一定参考。
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