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摘  要: 为了研制 A 型塞内卡病毒 (Senecavirus A，SVA) 的病毒样颗粒 (Virus-like particles，VLPs) 疫苗，以

SVA 田间流行毒株 CH-FJ-2017 结构蛋白基因序列为研究对象，构建了能够同时表达 SVA 的 3 种结构蛋白 VP0、

VP1 和 VP3 的单个原核重组表达质粒 pET28a-SVA-VP031。通过大肠杆菌 Escherichia coli 表达、亲和层析纯化和

体外自组装，获得 SVA VLPs。透射电子显微镜鉴定显示，SVA 的 3 种结构蛋白在体外能够自组装成直径约 25–30 nm

的 VLPs，并且动物免疫试验结果表明，该 VLPs 能够有效刺激豚鼠产生高水平的抗原特异性中和抗体。上述研

究结果为 SVA VLPs 疫苗的研制奠定了基础。 
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Abstract:  To develop Senecavirus A (SVA) virus-like particles (VLPs), a recombinant prokaryotic expression plasmid 

pET28a-SVA-VP031 was constructed to co-express SVA structural proteins VP0, VP3 and VP1, according to the genomic 

sequence of the field isolate CH-FJ-2017 after the recombinant proteins were expressed in E .coli system, and purified by Ni+ 

ion chromatographic method. The SVA VLPs self-assemble with a high yield in vitro buffer. A typical VLPs with an average 

diameter of 25–30 nm which is similar to native virions by using TEM detection. Animals immunized by SVA VLPs shown 

that the VLPs induced high titers neutralizing antibodies in Guinea pigs. This study indicated that the VLPs produced with 

co-expressing SVA structural proteins VP0, VP3 and VP1 in prokaryotic system is a promising candidate and laid an 
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important foundation for the development of a novel SVA VLPs vaccine. 

Keywords:  Senecavirus A, virus-like particles, structural proteins, immunogenicity 

 

A 型塞内卡病毒 (Senecavirus A，SVA) 是小

RNA 病 毒 科  (Picornaviridae) 塞 内 卡 病 毒 属

Senecavirus 的唯一成员，病毒粒子呈正二十面体

结构，无囊膜，直径约为 25–30 nm[1]。2002 年，

该病毒首次发现于美国马里兰州一实验室的细胞

培养物中。由于 SVA 对人正常组织无感染性，但

是能在肿瘤细胞中复制，因此对该病毒的早期研

究主要集中于其溶瘤作用[2]。 

2007 年，加拿大研究人员首次发现该病毒与

猪特发性水疱病  (Porcine idiopathic vesicular 

disease，PIVD)有关[3]，随后在 2012 年，美国也

出现同样的报道[4]。2014 年底至 2015 年初，SVA

开始在巴西、中国、美国、泰国、哥伦比亚、新

西兰和越南等国家大面积暴发[5-11]。研究发现，

各日龄的猪群都对 SVA 易感，A 型塞内卡病毒病

的临床症状与口蹄疫 (Foot-and-mouth disease，

FMD) 相似且难以区分，困扰口蹄疫防控，严重

危害养猪业的发展[12]。目前，尚无商品化的 SVA

疫苗，亟需有效防控产品。 

病毒样颗粒 (Virus-like particles，VLPs) 是

一种由病毒衣壳蛋白自行装配形成的空心纳米

颗粒，不含病毒核酸，也不具有感染性 [13]。VLPs

具有与真实病毒粒子相同或相似的形态、三维

结构和抗原位点，能以更为真实的构象被抗原

提呈细胞吞噬、加工与提呈，具有很强的免疫

原性和生物学活性，能够有效激发机体的免疫

应答反应 [14]。由于 VLPs 没有感染性，因此更加

安全。 

原核大肠杆菌表达系统具有操作简单、表达

效率高和生产成本低等优点，是一种常用的抗原

蛋白体外表达系统，并且在多种 VLPs 疫苗的研

制中得到广泛应用[15]。本研究采用大肠杆菌表达

系统，通过单质粒同时高效、可溶性地表达 SVA  

3 种结构蛋白 VP0、VP1 和 VP3，经过亲和层析

纯化和体外自组装，成功制备了具有较高纯度和

较好免疫原性的 SVA VLPs，为 SVA VLPs 疫苗的

研制奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞、病毒、实验动物和主要试剂 

SVA 分离株 CH-FJ-2017 (GenBank 登录号：

KY74510) 由本实验室分离、保存；猪肾传代细

胞 (IBRS-2)、大肠杆菌感受态 DH5α和 BL21(DE3)

由本实验室保存；DNA 重组试剂盒 NEBuilder® 

HiFi DNA Assembly Master 购自 NEB 公司；小鼠

抗 His-Tag 单克隆抗体、HRP 标记的山羊抗小鼠

IgG 抗体、HRP 标记的山羊抗猪 IgG 抗体和 HRP

标记的山羊抗豚鼠 IgG 抗体购自英国 Abcam 公

司；HisTrap FF 镍亲和层析柱和 AKTA pure150

纯化仪购自美国 GE 公司；透射电镜 HT7700 购

自日本日立公司；弗氏完全佐剂和不完全佐剂购

自美国 Sigma 公司；豚鼠购自中国农业科学院兰

州兽医研究所实验动物中心；SUMO 蛋白酶购自

北京索莱宝科技有限公司。 

1.2  重组表达质粒 pET28a-SVA-VP031 的构

建与鉴定 

首先以 SVA CH-FJ-2017 毒株 3 种结构蛋白

VP0、VP1 和 VP3 的基因序列为基础，进行原核

表达密码子优化，再将编码 His-SUMO 融合标签蛋

白的基因序列分别与优化后的结构蛋白基因串联，

形成 3 段融合目标蛋白基因序列 His-SUMO-VP0、

His-SUMO-VP3 和 His-SUMO-VP1，每段融合基

因分别含有各自的 RBS 序列及翻译起始、终止信

号 (由北京六合华大基因科技有限公司合成)。设

计同源重组的引物 (表 1)，分别进行 PCR 扩增

His-SUMO-VP0、His-SUMO-VP3 和 His-SUMO- 

VP1 三段目的基因片段，然后进行 DNA 纯化回
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收。利用 DNA 重组试剂盒 NEBuilder® HiFi DNA 

Assembly Master，进行 3 段目的基因片段与过渡

载体片段的同源重组 DNA 无缝连接，获得按

0-3-1 顺序连接 3 段目的基因片段，将该目的基因

片段和 pET-28a(+) 载体质粒分别经 BamH Ⅰ和

Xba Ⅰ双酶切后，进行 DNA 纯化回收，并使用

T4 DNA 连接酶，16 ℃连接过夜，构建获得重组

表达质粒 pET28a-SVA-VP031 (图 1)。将重组质粒

转化 DH5α 感受态细胞，挑取单克隆菌落扩大培

养，利用质粒提取试剂盒提取重组质粒，用 Hind Ⅲ

和 Xba Ⅰ进行双酶切鉴定，并送公司测序鉴定目

标序列的正确插入[16]。 

 
表 1  引物序列表 
Table 1  Primer sequences 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

P1-F CAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA 42 

P1-R TTACTGTTCTTCATCGGTACCGGT 24 

P2-F GTACCGATGAAGAACAGTAAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA 47 

P2-R TTAATGAAAAACATAGCTCGGATTGC 26 

P3-F CGAGCTATGTTTTTCATTAAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA 49 

P3-R AATTCGGATCCTTACTGCATCAGCATT 27 

 

 
 

图 1  重组表达质粒 pET28a-SVA-VP031 示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of recombinant expression plasmid pET28a-SVA-VP031. 
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1.3  重组蛋白的诱导表达与纯化 

将重组质粒 pET28a-SVA-VP031 转化 E. coli 

BL21(DE3) 感受态细胞，挑取阳性单克隆菌落于

5 mL 含 50 μg/mL 卡那霉素 (Kan) 的液体 LB 培

养基中扩大培养，再以 1︰50 的比例接种于含      

50 μg/mL Kan 的液体 LB 培养基中，37 ℃、220 r/min

培养 4 h，当菌液 OD600 值达到 0.8 左右时，加入

终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，16 ℃、220 r/min

诱导培养 12 h 后，4 000× g 离心 10 min 收集菌体，

用平衡缓冲溶液 (50 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L 咪唑，pH 7.5) 以 1︰10 的比例

重悬菌体，超声破菌，高速离心收集破碎后的菌

液上清，经 0.22 μm 滤膜过滤后，依照 GE 公司

镍亲和层析柱说明书进行纯化。SDS-PAGE 鉴定

纯化后的目标蛋白，并使用 BCA 蛋白定量试剂盒

测定蛋白浓度[17-19]。 

1.4  Western blotting (WB) 鉴定重组蛋白 

分别以小鼠抗 His-Tag 单克隆抗体和 SVA 感

染猪血清作为一抗，HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG

和山羊抗猪 IgG 为二抗，对纯化后的 3 种结构蛋

白进行 WB 分析，经显色液显色后观察结果。 

1.5  His-SUMO 融合标签的去除及 SVA VLPs

鉴定  

在纯化后的含 His-SUMO 融合标签的 SVA 结

构蛋白混合溶液中加入 SUMO 蛋白酶，4 ℃酶切

过夜。将酶切后含有 SVA 结构蛋白的溶液流穿镍

亲和层析柱，收集流穿液。His-SUMO 标签结合

于镍柱，不含 His-SUMO 标签的 SVA 结构蛋白

VP0、VP1 和 VP3 在流穿液中。通过 SDS-PAGE

与 WB 对纯化产物进行鉴定，并用 BCA 蛋白定量

试剂盒进行浓度测定。 

收集上述含有 SVA结构蛋白的流穿液于组装

缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，

pH 7.5) 中，4 ℃组装过夜后经 2%磷钨酸染色，

用透射电镜观察 SVA 结构蛋白的自组装。 

1.6  VLPs 的免疫程序 

为了评价 SVA VLPs 的免疫原性，取纯化

后的 VLPs 分别与弗氏佐剂混合乳化，制备油

包水型佐剂疫苗，疫苗抗原含量为 200 μg/mL。

随机挑选 18 只豚鼠，分为 3 组，每组 6 只，     

第 1 组注射 VLPs 0.25 mL (含抗原 50 μg)；第二组

注射 VLPs 0.5 mL (含抗原 100 μg)；第 3 组为

阴性对照组，每只豚鼠注射 0.5 mL PBS。采用

肌肉注射的免疫方式，于首次免疫后 14 d 对豚

鼠进行第二次免疫，分别于首次免疫后 0、7、

14、21、28、35 d 采集全血，分离血清，80 ℃

保存备用。 

1.7  中和效价的测定 

将血清于 56 ℃的水浴锅中灭活 30 min，用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养基从 1︰4 开始稀释，

同时设置病毒对照和细胞对照组；将病毒稀释至

200 TCID50，与稀释后的血清等体积混合，细胞

对照除外，37 ℃孵育 1 h；将混合物转移至预铺

2×104 个/孔 IBRS-2 细胞的 96 孔板中，37 ℃、5% 

CO2 培养箱中培养 72 h；在显微镜下，统计 50%

细胞病变数 (CPE50)[20]。血清的中和效价以抑制

50%细胞病变的最小血清稀释度计算。 

1.8  免疫血清中抗原特异性抗体的检测 

利用间接 ELISA 对各实验组免疫血清进行检

测，分析 SVA VLPs 的免疫原性。用 50 mmol/L

碳酸盐缓冲溶液将 SVA VLPs 包被于 ELISA 酶标

板，4 ℃孵育过夜；用 1%牛血清白蛋白 (BSA) 

4 ℃封闭 10 h；将待检血清用血清稀释液从     

1︰1 000 开始稀释并加入到反应孔中，每孔 50 μL，

每个样品设置 3 个重复，37 ℃孵育 30 min；HRP

标记的山羊抗豚鼠 IgG 抗体用抗体稀释液按    

1︰5 000 稀释后加入反应孔中，每孔 50 μL，37 ℃

孵育 30 min；加入 TMB 底物溶液，每孔 50 μL，

37 ℃显色 12 min；每孔加入 50 μL 终止液终止反

应并测定 OD450 的值[21]。 
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2  结果与分析 

2.1  pET28a-SVA-VP031 质粒酶切鉴定 

pET28a-SVA-VP031 质粒经 Hind Ⅲ和 Xba Ⅰ

双酶切后，1%的琼脂糖凝胶电泳结果显示，约   

3 800 bp 和 5 300 bp 处可见两条特异性条带   

(图 2)，大小与理论值相符。质粒经测序后，与

目标序列相同，表明质粒 pET28a-SVA-VP031

构建成功。 

2.2  重组蛋白的诱导表达和可溶性分析 

分别收集 IPTG 诱导前与诱导后的大肠杆菌破

碎后的菌液上清和沉淀，进行 SDS-PAGE 鉴定。结

果表明，IPTG 诱导后 IPTG 菌液上清和沉淀中，约

在 35–66 kDa 处出现 3 条特异性蛋白条带，大小

与理论值相符，3 种含融合标签的 SVA 结构蛋白

均正常表达，且表达量较为均一 (图 3)。 

2.3  重组蛋白的纯化和鉴定 

使用镍亲和层析柱对融合表达的 3 种重组结

构蛋白进行纯化，纯化后的样品经 SDS-PAGE 鉴

定，大约在 35–66 kDa 处观察到 3 条特异性蛋白 

 
 
图 2  pET28a-SVA-VP031 质粒的双酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of pET28a-SVA-VP031 plasmid 
digested by Hind  and Ⅲ Xba Ⅰ. M: DNA molecular 
marker; 1: pET28a-SVA-VP031 plasmid; 2: 
pET28a-SVA-VP031 plasmid digested by Hind  and Ⅲ

Xba Ⅰ. 

 
条带 (图 4A)，与表达鉴定结果相符，目标蛋白

的 WB 分析结果如图 4B，3 种含 His-SUMO 标签

的 SVA 结构蛋白与 SVA 感染阳性猪血清和小鼠

抗 His-Tag 单克隆抗体均有较好的免疫反应。经 

 

 
 
图 3  重组结构蛋白表达 SDS-PAGE 结果 
Fig. 3  Expression of recombinant structural proteins analyzed by SDS-PAGE. M: protein molecular weight marker.  
(A) Expression of recombinant proteins before induction. (B) Expression of recombinant proteins after induction. 
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图 4  重组蛋白的纯化与鉴定 
Fig. 4  Purification and identification of recombinant proteins. Lane M: protein molecular weight marker. (A) Lanes 1 
and 2: the precipitation and supernatant of recombinant bacteria cell lysate after induction, respectively; lanes 3 and 4: 
the hetero-proteins of recombinant bacteria cell lysate; lane 5: VP0, VP1 and VP3 proteins after purification. (B) Lanes 
1 and 2: Western blotting analysis of proteins VP0, VP1 and VP3 with anti-His tag mAb and swine serum anti-SVA, 
respectively. (C) Lane 1: SDS-PAGE analysis of the proteins VP0, VP1 and VP3 fused with the His-SUMO tag; lane 2: 
SDS-PAGE analysis of the proteins VP0, VP1 and VP3 removed His-SUMO tag by SUMO protease; lane 3: SDS-PAGE 
analysis of the proteins VP0, VP1 and VP3 without the His-SUMO tag. (D) Lanes 1 and 2: Western blotting analysis of 
the proteins VP0, VP1 and VP3 with anti-His tag mAb and swine serum anti-SVA, respectively. 
 

纯化后的含 His-SUMO 标签的 SVA 结构蛋白样

品经 SUMO 蛋白酶酶切后，进行 SDS-PAGE 鉴

定，大约在 25–45 kDa 处观察到 3 条特异性蛋

白条带  (图 4C)，并且大小与理论值相符。经

镍 亲 和 层 析 柱 去 除 His-SUMO 标 签 后 ，

SDS-PAGE 鉴定结果显示，25–45 kDa 之间的

SVA 结构蛋白条带依然存在，而 18 kDa 左右的

His-SUMO 标签条带消失  (图 4C)。WB 结果显

示，3 种结构蛋白与 SVA 感染阳性猪血清均有

较好的免疫反应，而与小鼠抗 His-Tag 单克隆

抗体均无特异性反应  (图 4D)，说明 His-SUMO

标签已被切除。 
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2.4  VLPs 透射电镜鉴定 

为确定 SVA 结构蛋白在体外的自组装，使用

透射电镜对组装后的 SVA VLPs 进行观察鉴定。

结果显示，在 200 nm (图 5A) 和 100 nm (图 5B) 

的分辨率下，均可观察到典型的直径约 25 nm 的

病毒样颗粒。该结果表明，SVA 的 3 种结构蛋白

成功在体外自动装配成 VLPs。 

2.5  SVA VLPs 的免疫效果 

将纯化获得的 SVA VLPs 免疫豚鼠，结果显

示，不同剂量的 VLPs 免疫豚鼠后 7 d，均在豚鼠

体内产生了较高水平的 SVA VLPs 特异性抗体，

加强免疫后抗体水平进一步升高，在免疫后 21 d，

抗体水平达到峰值 (图 6A)。在免疫后 35 d 时，不

同剂量免疫的豚鼠血清抗体效价都大于 1︰128 000  

(图 6B)，免疫的血清对 SVA VLPs 具有非常高的

亲和力。 

使用 IBRS-2 细胞，以 200 TCID50 SVA 

C H - F J - 2 0 1 7 接种量 测定豚鼠免疫血清对

CH-FJ-2017 的中和效价。结果显示，高剂量 VLPs

免疫组初次免疫后 7 d，豚鼠血清中和抗体效价

log10 的平均值为 1.012 5；初次免疫后 14 d，豚

鼠血清中和抗体效价 log10 的平均值为 1.875；在

加强免疫后，豚鼠血清中和抗体效价明显升高，加

强免疫后 14 d，豚鼠血清中和抗体效价 log10 平 

 

 
 
图 5  SVA VP0、VP1 和 VP3 蛋白形成 VLPs 的电镜观察结果 
Fig. 5  Analysis of VLPs assembled by the proteins VP0, VP1 and VP3 through TEM. The shape and diameter of VLPs 
were observed by TEM at a resolution of 200 nm (A) and 100 nm (B). 

 

 
 
图 6  抗 SVA VLPs 豚鼠多抗血清抗体水平与滴度 
Fig. 6  The antibody levels and the antibody titers of the SVA VLPs-immunized guinea pigs. 
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均值为 2.625，豚鼠血清中和抗体效价大于 512；

低剂量 VLPs 免疫组初次免疫后 7 d 时，豚鼠血清

中和抗体效价 log10 的平均值为 0.85；初次免疫

后 14 d，豚鼠血清中和抗体效价 log10 的平均值

为 1.5；在加强免疫后，豚鼠血清中和抗体效价明

显升高，加强免疫后的 14 d，豚鼠血清中和抗体

效价 log10 平均值为 2.6，豚鼠血清中和抗体效价

大于 360 (图 7)。 

3  讨论  

VLPs 具有与天然病毒粒子相似的结构特征，

但不含病毒基因组因而不具感染性，由其制备的

VLPs 疫苗能有效诱导机体产生高水平的免疫应

答，对动物产生有效免疫保护，是目前基因工程

疫苗研究的热点[13]。大肠杆菌表达系统具有遗传

背景清晰、制备周期短、表达量高、成本低等优

点。1979 年，Burrell 等首次利用原核表达系统表

达了乙肝病毒核心抗原 VLPs (HBcAg VLPs)[22]；

1982 年，Cohen 和 Richmond 首次用免疫电镜观

察到原核表达的 HBcAg VLPs[23]。自此，大肠杆

菌表达系统被广泛应用于 VLPs 疫苗的研制。大

肠杆菌表达系统最主要的缺点是缺乏糖基化、酰

基化等复杂的蛋白质翻译后修饰，表达的蛋白经 

 

 
 
图 7  SVA VLPs不同剂量组免疫后豚鼠血清中和效价 
Fig. 7  Neutralizing antibody titers of the SVA VLPs- 
immunized guinea pigs.  

常以包涵体形式存在。SUMO 蛋白是一种小分子

泛素样修饰蛋白，作为重组蛋白表达的融合标签

或分子伴侣，其不仅可以提高融合蛋白的表达量，

还具有抗蛋白酶水解以及促进目标蛋白正确折

叠、提高重组蛋白可溶性等功能。同时，SUMO

融合标签还可以被 SUMO 蛋白酶完整切除，保持

目标蛋白的真实氨基末端，因此 SUMO 融合标签

被广泛应用于目标抗原蛋白的融合表达。2004年，

Malakhov 等开始通过 SUMO 融合表达技术，通

过原核表达系统制备具有真实氨基酸末端的目标

蛋白，同时开发出成熟的 SUMO 融合表达纯化技

术[24]；2009 年，王廷方等首次使用 SUMO 融合

表达技术，通过双质粒表达制备口蹄疫病毒 (Foot 

and mouth disease virus，FMDV) 的 VLPs[25]。 

SVA 与 FMDV 同为小 RNA 病毒科，病毒粒

子的结构与组成非常相似，我们前期通过生物信

息学软件分析发现，SVA 结构蛋白缺少糖基化修

饰位点，因此本研究使用原核表达系统，通过单

个质粒同时表达 SVA 的 3 种结构蛋白，并通过体

外组装制备 SVA VLPs。本研究采用的多顺反子表

达系统，使用单个质粒转化大肠杆菌，通过 1 种

抗生素进行阳性克隆筛选，可同时高效表达多种

目标蛋白，操作较为简便，且避免了多质粒共转

化可能存在相互干扰的问题。本研究还采用

SUMO 融合标签和低温诱导表达策略，显著提高

了目标抗原蛋白的可溶性和表达量，获得了表达

量较为均一的 3 种 SVA 结构蛋白，最终菌体中可

溶性目标蛋白比例约占总蛋白的 25%以上，具有

产业化开发的前景。 

SVA 病毒衣壳由结构蛋白 VP1、VP2、VP3

和 VP4 组成，VP2 和 VP4 由前体蛋白 VP0 裂解

而成 [26]。本研究发现大肠杆菌表达系统表达的

SVA VP0 蛋白没发生切割过程，但不影响 3 种结

构蛋白的体外自组装，最终获得了与天然病毒粒

子大小相似的 VLPs；动物免疫试验结果表明，本

研究制备的 SVA VLPs 具有良好的免疫原性，能
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够有效激发豚鼠的免疫应答，产生高水平的抗原

特异性中和抗体。综上所述，本文研究结果为 SVA 

VLPs 疫苗的研制奠定了基础。 
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