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摘  要 : 应用毕赤酵母分泌表达日本脑炎病毒 (Japanese encephalitis virus，JEV) prME 蛋白，鉴定其表达效果

与免疫原性，以期为 JEV 亚单位疫苗的研制奠定基础。RT-PCR 扩增 JEV SA14-14-2 株 prME 基因，将其连接

到毕赤酵母表达载体 pPICZa-A，分别获得 pPICZa-prME 和携带 JEV Cap 蛋白 C 末端 19 个 Aa 信号肽的

pPICZa-SprME 质粒。表达载体用 PmeⅠ酶切线性化，通过电转化转入毕赤酵母 X33 并诱导发酵培养。利用

SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定酵母发酵上清中目的蛋白的表达情况。利用 GE 蛋白层析纯化柱纯化目的蛋

白，利用电镜观察纯化前后的目的蛋白，将不同剂量纯化后的 prME 蛋白与弗氏佐剂混合以及定量纯化后的

prME 蛋白与不同剂量的核酸佐剂混合分别免疫 4 周龄小鼠，定期采血，ELISA 检测被免小鼠血清的抗体水平，

空斑减少试验测定抗体中和效价。SDS-PAGE 结果表明毕赤酵母可以分泌表达完整的 prME 蛋白，目的蛋白在

70–100 kDa 之间；Western blotting 结果显示分泌表达的 prME 蛋白具有良好的反应原性，进一步证明 prME 蛋

白在酵母 X33 中以整体的形式分泌表达，没有发生水解切割。纯化目的蛋白，根据洗脱时间和体积表明其分

子量大于 1×106 Da，因此推断 prME 蛋白可能形成多聚化的颗粒。电镜观察发现直径 30–50 nm 的病毒样颗粒 

(Virus like particles，VLPs)。免疫试验结果表明，纯化后的重组蛋白 10–15 μg/只接种小鼠在 3 周后抗体达到高

峰值，之后逐渐下降，免疫 7 周后小鼠血清仍可检测到 JEV 抗体。将 prME VLPs 以 10 μg /只的剂量与不同剂

量的核酸佐剂配伍后接种小鼠，ELISA 检测结果表明核酸佐剂可明显增强 JEV prME VLPs 免疫应答，免疫 4

周后小鼠血清的中和抗体效价为 1∶80–1∶160。上述结果表明毕赤酵母表达 JEV prME 虽不能发生水解切割，

但仍可形成 VLP 并诱导免疫小鼠产生较高水平中和抗体。 

关键词 : 日本脑炎病毒，prME 蛋白，毕赤酵母，病毒样颗粒，免疫原性 

·生物技术与方法·
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Secreted expression of Japanese encephalitis virus prME in 
Pichia pastoris and immunogenicity evaluation of the 
virus-like particles in mice 

Peng Zhao, Ya Jiang, Jingman Wang, Haojie Fan, and Ruibing Cao 
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Nanjing 210095, Jiangsu, China 

Abstract:  The study was to express prME protein of Japanese encephalitis virus (JEV) in Pichia pastoris and then to 
evaluate the immunological properties of the recombinant protein in mice, so as to explore a new way for subunit vaccine 
development of JEV. The JEV prME gene was amplified by RT-PCR with genome RNA of JEV vaccine strain SA14-14-2 
and subcloned into pPICZa-A vector, designated as pPICZα-prME. pPICZα-SprME was constructed same as pPICZα-prME 
besides with the additional 19 Aa signal peptides coding gene of the JEV cap protein C terminal. The linearized expression 
vector was integrated into the genome of Pichia pastoris X33 under the control of the alcohol oxidase (AOX1) promoter 
and induced with methanol during fermentation expression. The expression of JEV prME protein was identified by 
SDS-PAGE and Western blotting, and then it was purified by S-400 High Resolution HiPrep 16/60 Sephacry. The 
expressed products of Pichia pastoris were visualized by electron microscopy. In the immunization test, four groups of 
four-week old female mice were immunized subcutaneously with different doses purified JEV prME protein with complete 
Freund’s adjuvant at a volumetric ratio of 1:1 and a control group was injected with sterile PBS. 10 μg/dose purified JEV 
prME protein mixing different doses nucleic acid adjuvant (Naa) was vaccinated in mice as the same mode. SDS-PAGE and 
Western blotting indicate that JEV prME was not cleaved between prM and E during secreted expression in Pichia pastoris. 
The purified recombinant prME was eluted in the first eluting peak which indicated that its molecular weight about 1×106 Da to 
20×106 Da and may form a multimeric. Both the culture supernatant and the purified protein, examined by electron 
microscopy, we found to contain JEV virus like particles (VLPs) with diameters of 30–50 nm. The anti-JEV VLPs antibody 
titration reached peak at 3 wpi and still maintained in mice at 7 wpi inoculated with 10 μg and 15 μg prME. The strong 
antibody response was observed when the mice immunized with prME mixing nucleic acid adjuvant, which elicited high 
neutralizing antibody titer among 1:80 to 1:160. In conclusion, although JEV prME protein expressed in Pichia pastoris 
was not cleaved, which formed VLPs and showed efficient immunological properties in mice experiments.  

Keywords:  Japanese encephalitis virus, prME protein, Pichia pastoris, virus like particles, immunological properties 

流行性乙型脑炎是一种由日本脑炎病毒 

(Japanese encephalitis virus，JEV) 经蚊虫传播引

起的人畜共患病 [1]。JEV 与西尼罗病毒 (West 

nile virus，WNV)、登革热病毒 (Dengue virus，

DENV) 同为黄病毒科黄病毒属 (Flavivirus) 成

员[2]。猪是 JEV 在自然界的重要储存宿主和扩

增宿主，病毒通常在“蚊-猪-蚊”间循环传播[3]。

JEV 是引起母猪繁殖障碍的重要病原之一，可

引起怀孕母猪流产、死胎或木乃伊胎，也可引

起公猪睾丸急性炎症。该病在东亚、南亚等地

区广泛流行，不但对养猪业造成了重大的经济

损失，也严重威胁着人类的健康[4]。流行性乙型

脑炎的防控主要通过防蚊灭蚊和疫苗免疫。 

JEV为球形有囊膜病毒，直径约 40 nm，其
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基因组为单股正链 RNA，长度约为 11 kb[5]。prM

和 E 蛋白是 JEV 的两个重要的结构蛋白，各含

有一个糖基化位点 (N15，N154)[6]。prM蛋白是

未成熟病毒粒子的一部分，分子量为 18–19 kDa，

prM 蛋白在未被宿主细胞弗林蛋白酶水解前，

作为分子伴侣协助 E蛋白进行正确的结构折叠、

膜定位和病毒的组装。prM 被弗林蛋白酶水解

为 M蛋白后病毒才成为成熟的病毒粒子[6-9]，M

蛋白参与病毒感染过程，能够诱导机体产生中

和抗体[6, 10-12]。E蛋白含 500个氨基酸残基，分

子量约为 53 kDa，囊膜糖蛋白 E是病毒粒子表

面主要的结构蛋白，参与病毒复制的许多过程，

包括结合受体、膜融合和病毒颗粒包装等[7-9]，

E蛋白上有中和抗原表位，可诱导免疫保护[12]。 

病毒样颗粒 (Virus like particles，VLPs) 是

指由某种病毒的一个或多个结构蛋白自发组装

形成的颗粒；在形态上与真正病毒粒子相同或

相似，可诱导机体类似病毒感染的免疫应答；

且没有病毒核酸而不能自主复制，因此具有很好

的安全性[13-15]。目前，人乳头状瘤病毒 (HPV)[16]

和乙型肝炎病毒[17]核衣壳蛋白 VLP抗原疫苗已

得到广泛应用，H9N2流感病毒[18]和 Chikungunya

病毒[19]囊膜蛋白 VLP抗原疫苗已经研制成功并

获得商业化生产。 

毕赤酵母真核表达系统，可对表达的蛋白

进行加工折叠和翻译后修饰，从而使表达出的

蛋白具有生物活性[7, 20-21]。应用毕赤酵母甲醇氧

化酶 (AOX1) 基因启动子，可严格调控外源蛋

白的表达。Liu等报道应用毕赤酵母成功表达出

DENV prME蛋白，并自发组装形成 VLP，免疫

小鼠可有效抵御同型 DENV的感染致病[21]。 

本研究应用毕赤酵母表达 JEV prME蛋白，

发现该蛋白可以被分泌表达至酵母菌培养液

中，prME没有发生切割，但仍可自发组装成病

毒样颗粒，毕赤酵母表达的 JEV VLPs免疫小鼠

可诱导产生较高水平的中和抗体。本研究为下

一步研制流行性乙型脑炎亚单位疫苗提供了新

思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物、菌株和质粒 

4 周龄 SPF ICR 小鼠购自上海西普尔必凯

实验动物有限公司。大肠杆菌 Escherichia coli 

TOP10株、毕赤酵母 X33、JEV SA14-14-2株、

JEV NJ2008株、BHK细胞由南京农业大学动物

医学院农业部动物疫病诊断与免疫实验室保

存。pPICZa-A表达载体购自 Invitrogen公司。 

1.1.2  主要生化试剂与酶 

Trizol、PrimeScriptTM RT-PCR kit、Premixed 

protein marker、rTaq DNA聚合酶、T4 DNA连

接酶、EcoRⅠ、XbaⅠ、PmeⅠ、DNA marker

均为 TaKaRa公司产品；弗氏佐剂、核酸佐剂为

Sigma公司产品[22]；ZeocinTM为 Invitrogen公司

产品；鼠源 JEV E蛋白单克隆抗体 4H1为本实

验室自制；鼠源 JEV prM 单克隆抗体 HZ 由华

中农业大学提供；山羊抗小鼠-IgG-HRP购自优

宁维公司；NC膜、滤纸购自 Promega公司；SDS、

Tris-HCl、30%丙烯酰胺、考马斯亮蓝 R-250、

TEMED、过硫酸胺、酵母粉、蛋白胨、生物素、

酵母氮源培养基、葡萄糖等常用试剂均购自上

海生工生物工程有限公司；引物合成、基因测

序由上海华大基因有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  JEV prME基因的克隆与鉴定 

用 Trizol提取 JEV疫苗株 SA14-14-2 RNA，
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按照 Prime-ScriptTM RT-PCR kit的说明，将 RNA

反转录为 cDNA。根据GenBank公布的 SA14-4-2 

strain (GenBank Accession No. JN604986) 序 

列，应用 DNAstar (Version4.0) 及 Primer (Version 

5.0) 基因分析软件，设计扩增 JEV prME基因引

物序列 JE1、JE2及扩增不含 Cap C端信号肽的

JEV prME 基因引物序列 JE3、JE4 (表 1)。以

cDNA 为模板进行 PCR 扩增，反应体系：rTaq 

DNA扩增酶 25 μL，上下游引物各 1.0 μL，cDNA

为 3.0 μL，加 ddH2O 至总体积为 50 μL。PCR

程序：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，30个循环；72 ℃延

伸 10 min；4 ℃保存。PCR结束后，反应产物

于 1%琼脂糖凝胶中进行电泳检测，观察并记录

结果。对扩增产物进行胶回收，并对回收结果

进行凝胶检测。 

1.2.2  JEV prME酵母表达载体的构建 

将胶回收的 PCR扩增产物 JEV prME基因

与 pPICZa-A质粒用 EcoRⅠ、XbaⅠ进行双酶切，

将酶切后的 prME基因片段用 T4 DNA连接酶连

接到 pPICZa-A载体上，再将连接产物转化进大肠

杆菌 TOP10感受态细胞中，挑取单菌落进行重组

质粒提取，经双酶切鉴定正确后送上海华大基因

有限公司测序。含有编码 prM 蛋白前 19 个氨 

 
表 1  PCR 所需引物序列  
Table 1  Primers for PCR 
Primer 
name Primer sequence (5′–3′) 

JE1 CGAGAATTCGAAGGCTCAATCATGTGGC 

JE2 CTGTCTAGATTAAGCATGCACATTGGTCGC 

JE3 CGCGAATTCATGAAGTTGTCGAATTTCCAGG
JE4 
AOX1F 
AOX1R 

CTGTCTAGATTAAGCATGCACATTGGTCGC 
GACTGGTTCCAATTGACAAGC 
GCAAATGGCATTCTGACATCC 

基酸信号肽的重组质粒命名为 pPICZa-SprME，

不含 Cap C 端信号肽基因的重组质粒命名为

pPICZa-prME。 

1.2.3  导入 JEV prME基因的毕赤酵母 X33菌

株阳性克隆筛选鉴定 

将重组质粒 pPICZa-SprME 和 pPICZa-prME

用 PmeⅠ酶线性化后，回收线性化质粒，采用电

转化方法导入到毕赤酵母菌 X-33中，将质粒与酵

母感受态混合放于 0.2 cm电击杯中 (BIO-RAD)，

电转条件为 1.5 kV，5 ms，25 F，200 Ω。将电转

化之后的转化菌在酵母培养箱 30 ℃静置 3 h后，

涂布于 YPD (1%酵母粉，2%蛋白胨，2%葡萄糖，

2%琼脂粉，添加 ZeocinTM 100 μg/mL) 平板，

倒置，酵母培养箱 30 ℃静置培养 3–5 d。挑取

单菌于 YPD培养液中，加入 1‰ (V/V) Zeocin，

30 ℃培养 16–18 h，通过煮-冻-煮的方法提取毕赤

酵母 X33 基因组，以基因组 DNA 为模板，应用

引物 AOX1F和 AOX1R进行 PCR鉴定，引物序

列见表 1，PCR步骤同 1.2.1。接菌环蘸取阳性菌

液在含 200 μg/mL ZeocinTM YPD 固体培养基划

线，30 ℃培养 3–5 d，获得基因阳性重组酵母菌。 

1.2.4  JEV prME重组蛋白的诱导表达 

用灭菌牙签挑取 Zeocin抗性YPD平板上生

长的单菌落，接种于 5 mL的BMGY (1%酵母粉，

2%蛋白胨，100 µmol/L磷酸盐缓冲液 (pH 6.0)，

1.34%酵母氮源培养基，4×10–5%生物素，1%甘

油) 液体培养基中，在 50 mL体积锥形瓶中进行

激活培养，瓶口覆盖两层纱布，30 ℃、220 r/min

振荡 16–20 h，至 OD600值约为 2–6，此时酵母

菌处于对数生长期。收集菌液，5 000 r/min室

温离心 5 min，收集沉淀，重悬于 1 mL的 BMMY 

(与 BMGY的区别是不含 1% 甘油，而含有 1%

甲醇) 中，转入 50 mL BMMY液体培养基中，继
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续在 250 mL体积锥形瓶中振荡培养。每间隔 24 h

加入 250 μL 100%甲醇，进行诱导培养。试验同

时设转化空载体 pPICZa-A的酵母菌株为阴性对

照。培养至 96 h收集样品，室温 12 000 r/min

离心 5 min，取上清液，SDS-PAGE分析蛋白表

达情况。 

1.2.5  酵母分泌表达的 JEV prME蛋白的层析

纯化与鉴定 

将离心收集的酵母表达上清用 0.22 μm 无

菌滤器过滤，收集滤液，用蛋白浓缩柱 (Biomax100，

Millipore，Bedford，USA) 浓缩滤液，3 500×g、

4 ℃离心 25 min。取浓缩液 2 mL，用蛋白纯化

层析柱 HiPrep 16/60 Sephacry (S-400 High 

Resolution，GE) 纯化，流速为 15 cm/h，定时

分管收集流出液，每管 3 mL，记录对应吸收峰，

再将收集的蛋白纯化液使用蛋白浓缩柱浓缩，

SDS-PAGE鉴定各层析组分。 

通过 Western blotting检验纯化后的重组目

的蛋白，阴性对照为转化的空载体 pPICZa-A酵

母菌表达上清。SDS-PAGE后 0.33 A恒流转膜  

3 h。用 5%脱脂奶粉常温封闭 1.5 h，PBST漂洗

3次后，分别加入 1∶1 000稀释的抗 JEV prM、

E 蛋白的鼠源一抗，室温孵育 2 h；PBST漂洗

3 次后，加入 1∶3 000 稀释的辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 IgG抗体 (二抗)，室温孵育 1.5 h，

PBST漂洗 3次后用Western blotting发光液和曝

光机 (均购自南京 Tanon 公司)，观察目的条带

并记录结果。 

将毕赤酵母表达的 JEV prME 蛋白上清和

纯化浓缩上清在 HITACHI-7650 透射电镜下观

察并记录结果。使用 BioPhotometer D30核酸蛋

白测定仪 (德国，Eppendorf) 测定纯化浓缩后

的 prME蛋白浓度。 

1.2.6  动物免疫实验 

为了分析酵母分泌表达 JEV prME 蛋白的

免疫原性，开展了 2次小鼠免疫实验。 

第一次试验将 25只 4周龄雌性 ICR小鼠分

成 5组，其中 4组接种不同剂量 (2.5 μg、5.0 μg、

10.0 μg和 15.0 μg/小鼠) 纯化后的重组 prME蛋

白，免疫前抗原与弗氏完全佐剂 (Sigma公司) 以

1∶1 的体积混合，腹腔和背部皮下多位点免疫

小鼠。阴性对照组小鼠接种 200 μL PBS。 

第二次动物试验将 25只 4周龄雌性 ICR小

鼠分成 5 组，其中 4 组分别接种纯化后的重组

prME蛋白 10.0 μg，免疫前与不同剂量的核酸佐

剂 (Sigma公司) (0 μL、1 μL、5 μL、15 μL/小

鼠) 配伍，核酸佐剂的浓度为 50 mg/mL，腹腔

和背部皮下多位点免疫小鼠。阴性对照组小鼠

接种 200 μL PBS。 

定期收集小鼠血液，将血液样品收集到无

菌血液收集管中并使其在室温下凝结 2 h，4 ℃、

4 500 r/min离心 15 min。采集的血清在–20 ℃下

储存，用于后期ELISA检测抗体及测定中和效价。 

1.2.7 ELISA 检测小鼠血清样品中 JEV 特异性

抗体 

应用本实验室建立的 JEV抗体检测ELISA，

主要步骤为用纯化的 JEV ED3蛋白作为检测抗

原包被板条，4 ℃过夜，将 ELISA板条用封闭缓

冲液 (PBS加 2% BSA) 封闭，37 ℃下温育 2 h，

然后用 PBST洗涤 3次；加入 1∶100稀释的小

鼠血清样品，在 37 ℃下温育 1.5 h；洗涤 3次，

加入 1∶3 000稀释的 HRP标记的山羊抗鼠 IgG

抗体，在 37 ℃下温育 1.5 h；用 PBST洗涤 3次，

用 TMB和磷酸盐缓冲液制备显色液，依次加入

到每个孔中，37 ℃下作用 10 min，终止显色，

读取 OD450数值。 
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1.2.8  微量空斑减少试验测定小鼠血清样品中

JEV特异性中和抗体水平 

将 56 ℃灭活的血清样品 10 倍稀释后再进

行倍比稀释，与 50 PFU/0.25mL的 JEV NJ2008

株混合后温育，37 ℃作用 1.5 h，分别加入到长

满 BHK单层细胞的 24孔板中，37 ℃孵育 1.5 h

后弃去混合液；然后加入 0.8 mL 1∶1体积的 1%

琼脂糖和 2×DMEM (含有 4% FBS和 2%双抗)，

37 ℃ CO2培养箱中孵育，每天观察 1次；3–4 d

后出现空斑，在 24孔板中加入结晶紫染色液并

在室温下静置 12 h固定。然后小心地弃去琼脂

糖单层覆盖层，观察并记录结果。中和抗体效

价计算方法为抑制 50%或更多的噬斑形成的最

高小鼠血清稀释倍数的倒数。 

2  结果与分析 

2.1  JEV prME 酵母表达载体双酶切鉴定及

转化酵母阳性克隆的筛选 
以 JEV SA-14-14-2株 RNA为模板 RT-PCR

扩增得到大小约为 2 kb的 JEV prME基因克隆

到 pPICZa-A载体中，将构建的表达 JEV prME

蛋白的载体 pPICZa-SprME 和 pPICZa-prME 分

别用 EcoRⅠ、XbaⅠ双酶切鉴定 (图 1A)，表明

成功构建表达载体。应用 AOX1 检测引物 PCR

扩增鉴定经电转化后长出的毕赤酵母菌 X33 单

菌落，PCR 结果约为 2 400 bp，与理论值相符 

(图 1B)，表明获得 JEV prME基因转化阳性毕赤

酵母菌株。 

2.2  JEV prME 基因转化阳性毕赤酵母菌株

的诱导表达鉴定 
将收获的 JEV prME 基因转化阳性毕赤酵

母菌发酵液离心取上清，过滤后 4 ℃保存备用。

SDS-PAGE 鉴定基因转化阳性毕赤酵母菌表达

产物，结果表明 pPICZa-prME/X33 和 pPICZa- 

SprME/X33表达上清比 pPICZa-A/X33表达上清

均有一条增加的条带，分子量介于 70–100 kDa

之间 (图 2)。JEV prME蛋白的理论大小为 72 kDa，

与表达产物分子量相近，表明毕赤酵母表达

prME蛋白没有发生酶解切割。多次发酵比对发现

pPICZa-SprME/X33 表达上清中目的蛋白的含量

明显高于 pPICZa-prME/X33，因此尽管 pPICZa-A

表达载体带有信号肽编码基因，JEV Cap 末端

19个 Aa的信号肽序列促进了 prME蛋白的分泌

表达。 
 

 
 
图 1  JEV prME 酵母表达载体双酶切及转化毕赤酵母菌鉴定  
Fig. 1  Identification of JEV prME expression vector and the positive Pichia pastoris. M: DNA molecular marker. (A) 
Digestion of JEV prME expression vector. l: pPICZa-prME digested with EcoR I and Xba I; 2: pPICZa-SprME digested 
with EcoR I and Xba I. (B) Identification of prME gene in yeast by PCR. 1–3: PCR products of pPICZa-prME/X33; 4–6: 
PCR products of pPICZa-SprME/X33. 
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图 2  酵母表达重组蛋白分析 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of Pichia pastoris 
expressed recombinant protein. M: protein molecular 
marker; 1: pPICZa-A/X33 expression supernatant; 2: 
pPICZa-prME/X33 expression supernatant; 3: 
pPICZa-SprME/X33 expression supernatant. 
 

为了进一步鉴定酵母表达产物的特异性，

分别应用 JEV E蛋白单克隆抗体 4H1和 prM蛋

白单克隆抗体 HZ 对表达产物进行免疫印迹鉴

定 (图 3)。阳性对照 JEV NJ2008株 BHK细胞

毒分别在 53 kDa和 20 kDa位置出现特异条带，

而酵母表达产物均在 72 kDa 附近出现特异条

带，进一步表明毕赤酵母表达蛋白没有发生酶

解切割。 

2.3  毕赤酵母分泌表达 JEV prME 蛋白的层

析纯化与鉴定 
根据 SDS-PAGE 鉴定结果发现，pPICZa- 

SprME/X33 表达的目的蛋白含量明显高于

pPICZa-prME/X33，所以后期选取 pPICZa- 

SprME/X33 表达上清用于目的蛋白的纯化和动

物免疫试验。将 pPICZa-SprME/X33表达上清用

100 kDa规格的蛋白浓缩柱离心、浓缩 5倍。将

浓缩的酵母表达产物用 S-400 High Resolution 

HiPrep 16/60 Sephacry 层析柱纯化 (图 4A)，收

集各吸收峰的层析产物，SDS-PAGE 鉴定纯化 

产物  (图 4B)，发现表达产物主要存在于第 

 
 

 
 
图 3  Western blotting 鉴定酵母表达重组蛋白 

Fig. 3  Western blotting analysis of Pichia pastoris 
expressed recombinant protein. M: protein molecular 
marker. (A) JEV envelope protein specific mAb 4H1 as 
the detection antibody. 1: pPICZa-SprME/X33 
expression supernatant; 2: pPICZa-prME/X33 
expression supernatant; 3: BHK cell supernatant infected 
with JEV NJ2008; 4: pPICZa-A/X33 expression 
supernatant. (B) JEV prM protein specific mAb HZ as 
the detection antibody. 1: pPICZa-SprME/X33 
expression supernatant; 2: pPICZa-prME/X33 
expression supernatant; 3: BHK cell supernatant infected 
with JEV NJ2008; 4: pPICZa-A/X33 expression 
supernatant. 

 
一流出峰，该流出峰对应的层析产物大小理论

值为 1×106–20×106 Da，远大于 prME单体的分

子量 72 kDa，表明酵母表达的 JEV prME蛋白

可自发组装成多聚体。 

BioPhotometer D30核酸蛋白测定仪测纯化

浓缩后的 JEV prME蛋白浓度为 150 μg/mL，由

于该浓度为样品浓缩后所得，根据浓缩倍数推

算，最初 pPICZa-SprME/X33表达的目的蛋白浓

度约为 35 μg/mL。 
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图 4  层析纯化 JEV prME 表达产物的鉴定 
Fig. 4  Analysis Pichia pastoris expressed products by chromatography. M: protein molecular marker. (A) The peak 
map of chromatography elution peak. (B) SDS-PAGE analysis of the protein in elution peak. 1: pPICZa-SprME/X33 
expression supernatant; 2: sample of the second elution peak; 3: sample of the first elution peak. 
 

2.4  毕赤酵母分泌表达 JEV prME 蛋白透射

电镜观察结果 
毕赤酵母表达上清液直接负染后电镜观

察，可看到直径在 30–50 nm之间的病毒样颗粒

(图 5A)，纯化浓缩后的表达产物在透射电镜下

观察，可看到较多蛋白颗粒 (图 5B)。因此，尽

管毕赤酵母 X33 分泌表达的 prME 蛋白没有发

生类似哺乳动物细胞表达体系中的 pr-M-E之间

的酶解切割，仍可自发组装成病毒样颗粒。 

2.5  毕赤酵母表达 prME VLPs 免疫小鼠的

抗体应答特征 
将不同剂量纯化后的毕赤酵母表达的 prME 
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图 5  透射电镜观察毕赤酵母分泌表达 JEV prME 蛋白  
Fig. 5  Identification of Pichia pastoris expressed JEV 
prME protein by transmission electron microscopy 
(TEM). (A) pPICZa-SprME/X33 expression supernatant. 
(B) Purified and concentrated Pichia pastoris expressed 
JEV prME protein. 

 
VLPs与弗氏完全佐剂等体积混合后单次免疫4周

龄 ICR小鼠，ELISA检测采集血清中 JEV特异性

抗体水平。结果表明 (图 6A)，prME VLPs 诱导

抗体产生具有抗原剂量相关性；10–15 μg/只接种

小鼠在 1 wpi即可发现 JEV抗体转阳，3 wpi达

到高峰，随后抗体水平逐渐下降，但在 7 wpi

仍为 JEV 抗体阳性；2.5–5 μg/只接种小鼠产生

的抗体应答不显著，没有出现高峰。为了探讨

核酸免疫佐剂对酵母表达 prME VLPs免疫小鼠效

果的影响，将纯化后的 prME VLPs以 10 μg/只的

剂量与不同体积的核酸佐剂配伍后免疫小鼠，

ELISA 检测结果表明核酸佐剂可明显增强小鼠

对 prME VLPs 免疫应答 (图 6B)。为了分析

prME VLPs免疫小鼠是否诱导 JEV中和抗体，

选取接种剂量为 prME 10 μg+15 μL小鼠 4 wpi

血清，通过微量空斑减少试验检测 JEV 中和抗

体水平，结果显示免疫 4 周后小鼠血清的 JEV

中和抗体效价为 1∶80–1∶160 (图 6C)，表明毕

赤酵母表达的 prME VLPs可有效诱导 JEV中和

抗体的产生。 

 
 

 
 

 
 

图 6  酵母表达 JEV prME 蛋白小鼠免疫试验结果  
Fig. 6  Immunological properties of Pichia pastoris 
expressed JEV prME protein in mice. (A) JEV specific 
antibody kinetics in the immunized mice was detected 
by ELISA. (B) Mice immunized with JEV VLPs mixing 
different doses of nucleic acid adjuvant (Naa). (C) The 
neutralizing antibody titer in the inoculated mouse serum 
at 4 wpi. 
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3  讨论 

本研究实现了 JEV prME 蛋白在毕赤酵母

X33 中的分泌表达，纯化浓缩后的目的蛋白含

量约为 150 μg/mL。尽管毕赤酵母分泌表达的

JEV prME蛋白没有发生类似哺乳动物细胞中表

达产物 prM与 E之间的酶解切割，但 JEV prME

蛋白在毕赤酵母分泌表达过程中仍可自发组装

成病毒样颗粒。酵母分泌表达的 JEV prME VLPs

诱导免疫小鼠产生了较高水平的 JEV 特异性中

和抗体。从而为研制新型的流行性乙型脑炎亚

单位疫苗提供新的思路。 

JEV 在翻译过程中首先产生多聚蛋白，然

后被病毒编码的 NS3 蛋白酶和宿主细胞弗林蛋

白酶等切割为 C、prM 和 E 共 3 个结构蛋白以

及 NS1等 7种非结构蛋白[10]。prM和 E被宿主

细胞弗林蛋白酶切割后，共同组装成病毒的囊

膜，在病毒的成熟过程中 pr被进一步酶解[11-12]。

本研究发现酵母分泌表达 JEV prME 重组蛋白过

程中 prM与 E不能被有效水解切割，可能是因为

毕赤酵母不表达弗林蛋白酶。但这并没有影响

prME蛋白在酵母菌内的折叠组装，在电镜下观察

到毕赤酵母 X33表达上清及纯化后的目的蛋白均

存在直径为 30–50 nm的病毒样颗粒，表明 prME

重组蛋白在毕赤酵母 X33中可自发组装成 VLPs。 

研究还发现，与 pPICZa-prME/X33 相比，

pPICZa-SprME/X33分泌表达 prME蛋白的产量

显著提高。因此，尽管 pPICZa-A表达载体带有

醇氧化酶的信号肽编码基因，JEV Cap 末端 19

个 aa 的信号肽序列促进了 prME 蛋白的分泌表

达，可能与 JEV prM蛋白自身信号肽促进 prME

蛋白早期正确折叠有关。 

本研究中毕赤酵母X33分泌表达 JEV prME

蛋白纯化浓缩后浓度约为 150 μg/mL，最初的表

达量不够理想，还不能满足规模发酵生产的要

求。接下来的研究中，我们将通过 Zeacin 抗性

筛选含多拷贝目的基因的酵母菌株、信号肽的优

化、表达基因密码子毕赤酵母偏嗜性改造等多个

途径进一步探究如何提高 JEV prME 蛋白的表达

量[19, 23-24]。此外，我们设想用毕赤酵母 X33 共

表达弗林蛋白酶和 JEV prME蛋白，使 prME蛋

白能有效地被水解成 M和 E蛋白，进而使 prM

与 E蛋白组装形成 VLP，在结构和形态上与天

然病毒颗粒更相似。 

将毕赤酵母表达的 prME VLPs单次免疫小

鼠后，ELISA 检测结果表明小鼠在接种 1 周后

即出现 JEV特异性抗体明显转阳，并逐渐上升，

3 wpi达到高峰，并维持抗体阳性较长时间，并

且被免小鼠血清抗体具有中和 JEV 活性。该结

果表明毕赤酵母分泌表达的 JEV prME VLPs具

有与天然病毒相似的免疫原性，与文献报道的

酵母表达 DENV、Chikungunya VLPs免疫效果

相似[22, 25-26]。此外，毕赤酵母表达的 JEV prME 

VLPs具有快速诱导机体产生抗体的特性，在应

用于紧急免疫接种的情况下更有优势。 

本研究还鉴定了核酸佐剂配伍 JEV prME 

VLPs免疫小鼠的效果，结果表明，核酸佐剂有

很好的免疫增强功能，可诱导小鼠产生更强的

免疫应答。VLPs是纯蛋白抗原，不能有效刺激

细胞模式识别受体、激发先天性免疫应答，核

酸佐剂的配伍可弥补其中不足。后继的试验将

具体研究被免小鼠细胞免疫应答效果。 

综上所述，本研究发现毕赤酵母表达 JEV 

prME 蛋白虽不能发生水解切割，但仍可形成

VLPs并诱导免疫小鼠产生较高水平中和抗体，

从而为今后研制 JEV亚单位疫苗抗原提供新思路。 
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