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摘要: 【目的】在昆虫细胞表达猪圆环病毒 2型 (PCV2)衣壳蛋白 (Cap)，并对表达的重组蛋白*Cap进行免疫原性分

析。【方法】将含有 PCV2-ORF2 基因的重组杆状病毒质粒 Bacmid-ORF2转染昆虫细胞进行蛋白表达试验，再用纯

化的*Cap 和质粒 pcDNA3.1-ORF2 分别免疫小鼠，比较二者的免疫效果。【结果】由 PCV2-ORF2 基因编码的

Cap结构蛋白在昆虫细胞中正确表达，相对分子质量约为 32 000。*Cap能够被 PCV2阳性血清所识别，具有良好

的抗原性。*Cap免疫组在细胞免疫水平及体液免疫水平的免疫效果均优于 pcDNA3.1-ORF2免疫组。【结论】重组

蛋白*Cap可替代全病毒，具有 PCV2疫苗潜在的应用价值。研究结果为后续的 PCV2病毒分子诊断、亚单位疫苗

以及分子生物学等研究奠定试验基础。
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Abstract: 【Objective】To express the capsid protein (Cap) of porcine circovirus type 2 (PCV2) in insect cells

and analyze the immunogenicity of recombinant protein.【Method】The established recombinant bacmid

containing fused ORF2 gene (Bacmid-ORF2) was transfected into insect cells for protein expression test, and

then the purified *Cap and pcDNA3.1-ORF2 plasmid were immunized mice respectively to compare their

immunological effects.【Result】The Cap structural protein encoded by PCV2-ORF2 gene was correctly

expressed in insect cells, and the relative molecular mass was about 32 000. *Cap could be recognized by PCV2

positive serum and had good antigenicity. The immue effect of *Cap group was better than that of pcDNA3.1-

ORF2 group in both cellular immunity and humoral immunity levels.【Conclusion】The recombinant protein

*Cap can replace the whole virus and may have potential application values of PCV2 vaccinum. These results 
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lay the foundation for the study of molecular diagnosis, subunit vaccine development and molecular biology

research of PCV2.

Key words:  porcine circovirus type 2; capsid protein; recombinant bacmid; expression; immune
  

自朗洪武等[1]2001年报道我国存在由猪圆环病

毒 2 型 (Porcine circovirus type 2，PCV2) 感染导致

的断奶仔猪多系统衰竭综合症 (Pos t -weaning
multisystemic wasting syndrome，PMWS) 以来，由

PCV2感染引起的相关疾病在全国许多省市的猪场

均有发生，且呈不断蔓延趋势[2-4]，引起养猪业的广

泛重视。PCV2主要导致猪只免疫系统受抑制[5]，与

多种病原菌混合感染引起严重病症[6]，而且从临床

症状很难做出准确诊断。受 PCV2感染的细胞不呈

现病变[7]，获得的病毒培养物毒价较低，抗原制备成

本较高。昆虫杆状病毒表达系统具有外源蛋白易纯

化、产量较高和免疫原性较好等特点[8]，在抗原诊断

上取得了长足进展，得到国内外研究者的认同。

PCV2病毒基因组主要包括 2个开放的阅读框

架 (ORF1和 ORF2)，其中 ORF1编码病毒蛋白复制

酶 (Replicin protein，Rep)[9]，ORF2编码病毒衣壳蛋

白 (Capsid protein，Cap)[10]。Cap是 PCV2的主要结

构蛋白，目前已成为检测 PCV2 特异性抗体比较理

想的目标抗原[11-13]。本研究将含有 PCV2-ORF2 基

因的重组杆状病毒接种于昆虫细胞进行真核表达，

并将表达的纯化产物进行免疫小鼠对比试验，以研

究重组蛋白*Cap 的免疫原性，为进一步研究 PC-
V2免疫学特性和亚单位疫苗研制奠定基础。

1   材料与方法

1.1    材料

重组 PCV2-ORF2 基因的杆状病毒 Bacmid-
ORF2 和质粒 pcDNA3.1-ORF2(包含 ORF2 全阅读

框) 由国家生猪种业工程技术研究中心构建、鉴定

并保存[14]；High five 昆虫细胞由中山大学生物防治

国家重点实验室赠送；Sf9昆虫细胞购自 Invitrogen
公司。

DMEM细胞基础培养基 (高糖型)购自 GIBCO
公司；Exp r e s s   F i v e ®昆虫细胞无血清培养基、

Grace’s培养基和 L–谷氨酰胺购自 Invitrogen公司；

胎牛血清为中国医学科学院生物工程研究所产品。

BALB/c 小鼠，SPF 级，雄性，6 周龄，购自中山

大学实验动物中心。

Cellfectin®细胞转染剂、ProBondTM 树脂色谱柱

及相关试剂购自 Invitrogen公司；预染蛋白Marker、
HRP–羊抗 IgG 是晶美生物技术有限公司产品；咪

唑为 Sigma 公司产品；尿素购自北京鼎国生物技术

有限公司；去内毒素质粒大量抽提试剂盒购自广州

美基生物科技有限公司；PCV2 抗体检测 ELISA 试

剂盒为北京世纪元亨公司产品。

1.2    重组杆状病毒的获得

1.2.1    Sf9 昆虫细胞的转染和收获　在每个 35 mm
(6 孔板) 的孔中加入 9×105 个 Sf9 细胞、含双抗的

Grace’s培养基 2 mL，27 ℃ 贴壁生长至少 1~2 h，用
无抗生素的培养基清洗细胞 2次；在 100 μL的无抗

生素培养基中加入 5 μL Bacmid-ORF2和 5 μL 细胞

转染剂，室温放置 30 min，加入 0.8 mL 培养基，轻

轻混匀，将脂质体–DNA 的混合物加到细胞表面，

27 ℃ 培养 5 h；弃去转染混合物，加入 2 mL含抗生

素的 Grace’s 培养基，28 ℃ 培养 72 h 后收获第

1代 (P1代)种毒。

1.2.2    重组杆状病毒的扩增　以 P1代重组种毒接

种能高效表达的 High five 细胞以制备高滴度的第

2 代 (P2 代) 种毒。挑选处于对数生长期并且生长

良好的 High five 细胞 (约 105 mL–1)，吸弃培养基，

加入 P1 代重组种毒 20 μL 与 900 μL Express
Five®培养基 (含 w 为 10% 的 L–谷氨酰胺) 的混合

液，覆盖住细胞，27 ℃ 静置 1~2 h，每间隔 20 min
轻轻摇动培养瓶；弃掉上清液，加入 2  mL 含

5%(φ) 胎牛血清的 Express Five®培养基 (含 w 为

10%的 L–谷氨酰胺)，28 ℃ 培养 48 h之后，收集培

养上清液，分成小管于 4 ℃ 保存，为 P2代病毒液。

1.3    表达产物 SDS-PAGE 和 Western-Blot 分析

按文献 [15 ]的方法制胶，将细胞轻轻吹下，

3 000 r·min–1 离心 10 min，取上清液加入 200 μL
2×SDS-PAGE Loading Buffer，煮沸 5 min，立即冷

却；细胞沉淀用预冷的 PBS 缓冲液洗涤 2 次，加入

200 μL 2×SDS-PAGE Loading Buffer，将沉淀打散后

煮沸 5 min，立即冷却，3 000 r·min–1 离心 10 min
后取 15 μL用于 SDS-PAGE。

根据文献[15]的方法安装转移装置，将 SDS-
PAGE 电泳的蛋白条带转移至硝酸纤维膜，用含

5% (w) 脱脂奶粉的 TBS(20 mmol·L–1 Tris-HCl，
150 mmol·L–1 NaCl) 缓冲液封闭，以猪 PCV2 阳性

血清为一抗、HRP–羊抗猪 IgG为二抗，DAB染色。

1.4    重组蛋白*Cap 的大量表达

昆虫细胞培养：当 High f ive 细胞铺满细胞
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瓶底时，倒去原液，加入新的 Express Five®培养

基 (含 φ 为 10%的胎牛血清，w 为 10%的 L–谷氨酰胺，

100 U·mL–1 青霉素)，按体积比 1∶3 分瓶传代，放入

28 ℃ 培养箱中静止培养 3~5 d。将 3瓶长成单层的

细胞转入 1 个大细胞瓶中生长，加入 100 mL 新的

Express  Five®培养液，再用大细胞瓶按体积比

1∶3分瓶传代。

重组融合蛋白*Cap的大量表达：昆虫细胞分瓶后

24 h，将 φ 为 0.5% 的 P2 代种毒液接种于 High
five昆虫细胞上，放入 28 ℃培养箱中静止培养 96 h，
收集细胞悬液。连续接毒数次，收集所有细胞及

悬液。

1.5    重组蛋白的纯化

参照 ProBondTM 试剂盒说明书进行操作。将收

集的细胞悬浮于细胞缓冲液中，通过 18 号针头，

3 000 r·min–1 离心 15 min，收集细胞液上清，过柱，

将洗脱液加入到纯化后的重组蛋白中洗脱，在缓冲

液中 4 ℃ 过夜。透析后，分装样品。

1.6    表达蛋白纯化效果检测

SDS-PAGE 电泳检测融合表达蛋白纯化效果。

蛋白质质量浓度的测定：用紫外分光光度计测定波

长在 260和 280 nm的吸光度 (D)，按下式计算纯化

样品中的蛋白质质量浓度[ρ(蛋白质)]：
ρ(蛋白质)=1.45D280 nm–0.74D260 nm。

1.7    pcDNA3.1-ORF2 的大量制备

按照质粒大量抽提试剂盒 (HiPure Plasmid EF
Maxi Kit)说明书进行操作。细菌大量培养后，经过

重悬、裂解和过滤菌液，将 HiPure EF Maxi Column
套在 50 mL 无菌收集管中，逐步转移混合液至柱

子中洗脱，5 000 r·min–1 离心 10 min，倒弃滤液，加

入 0.8 mL Buffer TE 至柱子膜中央，静置 2 min，
7 000 r·min–1 离心 3 min，再加入 0.4 mL Buffer
TE 至柱子膜中央，7 000 r·min–1 离心 3 min，弃柱

子，把质粒保存于–20 ℃。

1.8    动物免疫试验

30只 SPF级雄鼠随机平均分为 3组，二次免疫

在首次免疫后 10 d 进行，三次免疫在二次免疫后

14 d进行。a组 (pcDNA3.1-ORF2)在免疫前 3 d分
别在小鼠右后腿股四头肌注射 0.5 mg·mL–1 的盐酸

普鲁卡因 50 µL 进行预处理，使局部组织变性后再

生，以提高外源基因的表达，正式免疫时于小鼠相

同部位注射质粒 pcDNA3.1-ORF2，每次免疫每只小

鼠注射 100 µg。b 组首次免疫用弗氏完全佐剂和

*Cap制成油乳剂疫苗进行腹腔免疫，二次免疫和三

次免疫使用弗氏不完全佐剂制成的油乳剂疫苗进

行腹腔免疫，每次免疫每只小鼠注射 100 µg。c 组
为 PBS 对照组，于小鼠的右后腿股四头肌注射

PBS 缓冲液，每次免疫每只小鼠注射 100 µg。断尾

采血在二次免疫后 10 d和三次免疫后 7 d进行。

1.9    免疫小鼠脾脏 T 淋巴细胞增殖试验

三次免疫后第 7 天 ，每组随机取 5 只小鼠，无

菌取脾，在 DMEM营养液中剪碎，磨碎后 200目筛

过滤，将细胞悬液加于等量的淋巴细胞分层液上

层，2 500 r·min–1 离心 15 min，吸白色淋巴细胞层

至另一无菌离心管，用 DMEM 营养液洗涤 2 次，

离心，用 DMEM(含 φ 为 10% 的小牛血清、双抗

100 IU·mL–1) 将细胞数调到 1×107 mL–1。在 96 孔

板中每孔加入 100 μL 脾细胞液，同时加刀豆凝

集素 ConA 至质量浓度为 20 μg·mL–1，在 37 ℃ 的

CO 2 培养箱静置 36   h；每孔加入 10  μL  MTT
(5 mg·mL–1)，置 37 ℃ 的 CO2 培养箱静置 3~4 h；每
孔加入 100 μL 10% (w) SDS–0.01 mol·L–1 HCl 溶
液，混匀，37 ℃ 的 CO2 培养箱静置 2 h；在酶标仪上

读取波长为 570 nm时的吸光度 (D)。对各组 T细胞

活化数据 (D570 nm) 进行统计学处理，用 t 检验比较

各分组之间差异的显著性。

1.10    小鼠血清抗体检测试验

将 ELISA 检测试剂盒中的二抗用 HRP–羊抗

鼠 IgG替换，根据 ELISA试剂盒使用说明书进行操作。

2   结果与分析

2.1    重组转染载体 Bacmid-ORF2 转染昆虫细胞

重组转染载体转染昆虫细胞后，昆虫细胞逐渐

发生改变，细胞变大变圆，细胞核变大，几乎充满细

胞，产生明显的细胞病变，96 h后有些细胞溶解、破

裂，溶液中出现细胞碎片 (图 1)。

2.2    表达产物的 SDS-PAGE 和 Western-Blot 分析

ORF2 阅读框编码的蛋白相对分子质量约为

28 000，同时载体两端序列编码的短肽 (重组蛋白

的 C'末端带有的 V5抗原决定基和六聚组氨酸标记

 

A: Sf9 B: High five 

40 μm 40 μm

 
图 1    重组转染载体 Bacmid-ORF2 转染昆虫细胞后的细胞

病变

Fig. 1    The cytopathic effect of insect cells transfected by
recombinant transfection vector Bacmid-ORF2

  第 3 期 徐　铮，等：猪圆环病毒 2型重组衣壳蛋白在昆虫细胞中的表达及免疫原性分析 3  

 

http://xuebao.scau.edu.cn
 



序列)相对分子质量约 4 000，则理论上表达的目的蛋

白相对分子质量应为 32 000 左右。重组病毒感染

昆虫细胞以后，用 SDS-PAGE 方法分析表达的蛋

白，比野生型对照组多出 1条蛋白条带，分子量与融合

蛋白基本一致 (图 2A)。电泳产物电转移至硝酸纤

维膜，进行Western-blot分析。结果显示：硝酸纤维

膜上有 1 条明显的棕色印迹出现，无非特异性条带

出现，野生型杆状病毒转染的昆虫细胞表达产物则

无颜色反应条带 (图 2B)，说明表达产物抗原性良好。

2.3    重组融合蛋白*Cap 纯化效果检测

将收集到的纯化后的重组融合蛋白样品进行

SDS-PAGE分析，考马斯亮蓝染色，结果表明，纯化

后的蛋白只在相对分子质量 32 000 处有 1 条非常

明显的蛋白条带 (图 3)，说明重组蛋白已纯化。

2.4    纯化蛋白质量浓度的测定

用紫外分光光度计测得该纯化蛋白在 280 和

260 nm处吸光度并分别代入公式，得到蛋白质质量

浓度为 0.301 87 mg·mL–1。

2.5    免疫小鼠脾脏 T 淋巴细胞增殖试验结果

在三次免疫后 1 周无菌取小鼠脾脏并分离脾

淋巴细胞，以MTT法测定其细胞免疫水平，试验结

果见表 1。ConA 能刺激试验组免疫鼠的 T 淋巴细

胞增殖转化，试验组和对照组测定结果差异极显著

(P<0.01)，表明淋巴细胞增殖，且能够在病毒的细胞

免疫中发挥一定作用，b 组的效果极显著优于 a 组
(P<0.01)。

2.6    ELISA 检测小鼠血清中抗体结果

免疫小鼠分别在二次免疫后 10 d 和三次免疫

后 7 d 断尾采血，分离血清。用 ELISA 检测试剂盒

测定小鼠血清中的抗体，结果见表 2。a组二次免疫

后所测的 D570 nm 值与 c 组差别不大，但 D570 nm 值

在三次免疫后有所增大。b 组二次免疫后产生了特

异性抗体，且抗体免疫水平在三次免疫后略有升

高。t 检验分析显示三次免疫后 c 组和 a、b 2 组差

异极显著 (P<0.01)；重组质粒制作的基因疫苗能够

产生一定的免疫效果。相比之下*Cap 组能诱导小

鼠产生特异性抗体，而 pcDNA3.1-ORF2 组抗体滴

度较低，免疫效果不理想。

3   讨论与结论

本研究采用的是昆虫杆状病毒表达系统，在表

达真核蛋白时，可以进行蛋白的翻译后修饰，使表

达的产物更接近天然蛋白，其优越性远超过细菌表

达体系。在使用该系统进行蛋白表达的时候，细胞

系的选择很关键。本试验选用 Sf9细胞进行病毒扩

 

表 1   免疫小鼠脾脏 T 淋巴细胞增殖试验结果

Tab. 1    The spleen T lymphocyte proliferation test results
of immunized mice

 

组别 D570 nm
1)

a组 (pcDNA3.1-ORF2) 0.017±0.003B

b组 (*Cap) 0.056±0.006A

c组 (PBS) 0.004±0.001C
　1)  同列数据后凡是有一个相同大写字母者，表示在  0.01
水平差异不显著(t 检验)

 

表 2   免疫小鼠血清抗体测定结果1)

Tab. 2    The serum antibody test results of immunized mice
 

组别 二次免疫D570 nm 三次免疫D570 nm

a组 (pcDNA3.1-ORF2) 0.061±0.002B 0.091±0.002B

b组 (*Cap) 0.636±0.010A 0.652±0.012A

c组 (PBS) 0.054±0.003B 0.058±0.002C
　1) 同列数据凡是有一个相同大写字母者，表示在 0.01 水
平差异不显著(t 检验)
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A: SDS-PAGE B: Western-blot 
Mr：标准分子量蛋白Marker；1、2：重组杆状病毒转染 High five细胞收

获的蛋白；3：野生型杆状病毒转染 High five细胞收获的蛋白

图 2    重组蛋白的 SDS-PAGE 和 Western-blot 分析

Fig. 2    S D S - P A G E  a n d  W e s t e r n - b l o t  a n a l y s e s  o f
recombinant protein
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Mr：标准分子量蛋白Marker；1、2：纯化后的重组蛋白

图 3    重组融合蛋白纯化后的 SDS-PAGE 分析

Fig. 3    SDS-PAGE analysis of purified recombinant fusion
protein
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增，重组蛋白表达选用 High five细胞。因为相比其

他的昆虫细胞系，Sf9 细胞病毒扩增的能力比较强，

且容易转染，易于得到大量重组病毒子。High five
细胞系是目前商业市场最好、表达量最高的细胞

系，其表达量要比 Sf9 细胞高 5~10 倍，而且 High
five 细胞系可以用无血清培养基培养，方便表达产

物的纯化。2000年，第 1个利用昆虫杆状病毒表达

系统生产的疫苗面市，是表达猪瘟病毒 E2 蛋白的

重组苗，随后 2006 年一款名为“CircoFLEX”表

达 PCV2-ORF2蛋白的商业化重组杆状病毒亚单位

疫苗问世，至今已广泛应用[16]。2009 年，第 1 个利

用昆虫杆状病毒表达系统生产的人用疫苗在美国

上市[17]，该疫苗以重组人乳头瘤状病毒 (Human papi-
llomavirus，HPV)16、18 型 L1 蛋白为主要抗原。尽

管该表达系统有着独特的优势，但也存在一些不

足，如重组蛋白易降解等问题。昆虫杆状病毒表达

系统本身就是一个裂解性的系统，在蛋白质产生的

每个阶段都有蛋白酶的分泌，杆状病毒感染昆虫细

胞后，细胞本身的应激反应也产生蛋白酶，并随细

胞裂解释放出来，这些蛋白酶会造成重组蛋白的降

解。同时采用的无血清培养基缺少血清蛋白质的保

护，使蛋白质水解的问题更加严重[18]，这或许是本

试验重组蛋白表达量不高的原因。

本研究在已构建了成功表达 PCV2外壳蛋白的

重组昆虫杆状病毒的基础上，将 PCV2重组 Cap蛋
白杆状病毒在 High five昆虫细胞中表达。经 SDS-
PAGE 电泳可观察到特异性表达条带，用 PCV2 阳

性猪血清对 ORF2 基因重组杆状病毒表达蛋白进

行 Western-blot 免疫检测分析，结果显示重组表达

蛋白在变性条件下仍可被 PCV2多克隆阳性血清所

识别，印迹膜上接近蛋白相对分子质量部位呈现

1 条特异的显色条带，而野生型杆状病毒表达蛋白

无此反应条带，表明所表达的重组蛋白*Cap是特异

的，并且具有良好的抗原性。进一步用纯化的*Cap
和质粒 pcDNA3.1-ORF2 分别免疫小鼠，发现*Cap
不论是在细胞免疫水平还是体液免疫水平其免疫

效果均优于 pcDNA3.1-ORF2，表明其具有 PCV2疫
苗潜在应用价值。
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