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基于嵌合型病毒样颗粒的新型冠状病毒疫

苗

(57)摘要

本发明公开了一种基于嵌合型病毒样颗粒

的新型冠状病毒疫苗，其包含作为有效成分的嵌

合型病毒样颗粒。所述嵌合型病毒样颗粒主要由

一类重组的嵌合蛋白聚集形成，所述重组嵌合蛋

白是通过将SARS-CoV-2病毒的S蛋白受体结合区

域嵌合到HBcAg的主要免疫决定区而获得。本发

明的疫苗能够在人类体内产生较强免疫响应，免

疫后人类能够抵御新型冠状病毒感染。

权利要求书1页  说明书17页

序列表4页  附图2页

CN 111620952 A

2020.09.04

CN
 1
11
62
09
52
 A



1.一种嵌合蛋白，是通过将SARS-CoV-2病毒的S蛋白受体结合区域嵌合到HBcAg的主要

免疫决定区而获得；优选的，所述嵌合蛋白包含SEQ  ID  NO：2所示的氨基酸序列或者与SEQ 

ID  NO：2的全长氨基酸序列95％以上相同的氨基酸序列。

2.如权利要求1所述嵌合蛋白的编码基因；优选的，所述编码基因包括序列如SEQ  ID 

NO：1所示的核酸分子或者与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列95％以上相同的核酸分子。

3.包含权利要求2所述编码基因的重组载体；优选的，所述重组载体包括pET-22b(+)载

体。

4.包含权利要求2所述编码基因或权利要求3所述重组载体的重组菌；优选的，所述重

组菌包括大肠杆菌。

5.由权利要求4所述重组菌表达的嵌合型病毒样颗粒。

6.如权利要求1所述的嵌合蛋白、权利要求2所述的编码基因、权利要求3所述的重组载

体、权利要求4所述的重组菌或权利要求5所述的嵌合型病毒样颗粒在制备新型冠状病毒检

测试剂中的用途。

7.如权利要求1所述的嵌合蛋白、权利要求2所述的编码基因、权利要求3所述的重组载

体、权利要求4所述的重组菌或权利要求5所述的嵌合型病毒样颗粒在制备预防和/或治疗

新型冠状病毒感染的药物中的用途。

8.一种新型冠状病毒疫苗，其特征在于：所述疫苗的活性成分包括权利要求5所述的嵌

合型病毒样颗粒。

9.如权利要求8所述的疫苗，其特征在于：所述疫苗还包括药学上可接受的载体。

10.权利要求5所述嵌合型病毒样颗粒的制备方法，其特征在于包括：将包含权利要求2

所述编码基因的重组载体转化大肠杆菌，再经培养及后处理，获得所述嵌合型病毒样颗粒。
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基于嵌合型病毒样颗粒的新型冠状病毒疫苗

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基因工程疫苗，具体涉及一种基于嵌合型病毒样颗粒的新型冠状

病毒疫苗、其制备方法与应用，属于人用疫苗和人用生物制品领域。

背景技术

[0002] 新型冠状病毒肺炎(Coronavirus  Disease，COVID-19)是一种由新型冠状病毒

(Severe  Acute  Respiratory  Syndrome  Coronavirus  2，SARS-CoV-2，如下亦简称“新冠病

毒”)引起的一种急性呼吸道传染性疾病。SARS-CoV-2以飞沫传播和接触传播为主，也存在

粪便传播、气溶胶传播的可能，人群普遍易感，老年人及有基础疾病者感染后病情较重。

SARS-CoV-2主要侵犯肺泡上皮细胞，感染后潜伏期约为1～14d，最长可达24d，临床症状主

要以发热、干咳以及呼吸困难为主，病情严重者可快速进展为急性呼吸窘迫综合征、脓毒症

休克、难以纠正的代谢性酸中毒和凝血功能障碍等。76.4％的患者存在肺部CT异常，CT主要

表现为双侧毛玻璃样病变，重症患者表现可以为双侧多发性小叶和肺段实变。2020年1月31

日，世界卫生组织(WHO)将该疫情列为国际关注的突发公共卫生事件(Public  Health 

Emergency  of  International  Concern，PHEIC)。2020年3月11日，WHO根据评估认为当前疫

情可被称为全球大流行。我国将COVID-19纳入《中华人民共和国传染病防治法》规定的乙类

传染病，并采取甲类传染病的预防、控制措施，同时将其纳入检疫传染病管理。

[0003] SARS-CoV-2为正链单链RNA病毒，基因组长约为30kb，属于套式病毒目、冠状病毒

科、β属冠状病毒。基因功能研究发现，SARS-CoV-2  5’段约2/3基因用于编码非结构性蛋白，

这些非结构蛋白形成多聚体，行使复制酶和翻译功能，剩余约1/3基因编码四种结构蛋白，

包括S蛋白(Spike  Protein)、M蛋白(Membrance  Protein)、E蛋白(Envelope  Protein)和N

蛋白(Nucleocapsid  Protein)(Chen  Y，Liu  Q，Guo  D.Emerging  coronaviruses：Genome 

structure，replication，and  pathogenesis[J].J  MedVirol，2020，92(4)：418-423.)。其

中S蛋白是由1273个氨基酸残基构成的糖蛋白，主要作用是介导病毒识别宿主细胞受体，促

进膜融合，并诱导免疫反应产生中和抗体。S蛋白由S1与S2两个亚基组成，其中S1亚基包含1

个信号肽、N末端结构域(N-terminal  Domain，NTD)和受体结合域(Receptor-binding 

Domain，RBD)。S蛋白的受体结合区域(SRBD)是与宿主细胞受体直接结合的部分，在病毒吸

附、进入宿主细胞过程中发挥重要作用。最新报道发现，SARS-CoV-2能够通过ACE2受体感染

人类、蝙蝠和猪(Zhom  P，Yang  X  L，Wang  X  G，et  al.A  pnemmonia  outbreak  associated 

with  a  new  coronavirus  ofprobable  bat  origin[J] .Nature，2020 .doi：10 .1038/

s41S86-020-2012-7.)，这说明SARS-CoV-2的S蛋白通过与ACE2受体结合，参与病毒入侵过

程。SRBD序列有两段缺失，其不缺失的部分也能结合ACE2而入侵细胞(Chan  JF，Kok  K  H，Zhm 

Z，et  al .Genomic  characterization  of  the  2019novel  hmman-pathogenic 

coronavirus  isolated  from  a  patient  with  atypical  pneumonia  after  visiting 

Wuhan[J].Emerg  Microbes  Infections，2020，9(1)：221-236.)，说明SRBD某段特定序列在

病毒与ACE2结合、吸附宿主细胞过程中发挥重要作用。因此，SRBD可能可以作为抗SARS-CoV-
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2药物和疫苗研发的重要作用靶点。

[0004] 然而，COVID-19目前尚无明确的药物应用，临床治疗多以对症、支持为主。针对

COVID-19的疫苗仍处于研制阶段，迄今为止，还主要是依靠控制传染源与切断传播途径来

管控疫情。

发明内容

[0005] 本发明的主要目的在于提供一种新型冠状病毒疫苗、其制备方法与应用，以克服

现有技术中的不足。

[0006] 为实现前述发明目的，本发明采用的技术方案包括：

[0007] 本发明实施例提供了一种嵌合蛋白，是通过将SARS-CoV-2病毒的S蛋白受体结合

区域嵌合到HBcAg的主要免疫决定区而获得。进一步的，所述嵌合蛋白包含SEQ  ID  NO：2所

示的氨基酸序列或者与SEQ  ID  NO：2的全长氨基酸序列95％以上相同的氨基酸序列。

[0008] 本发明实施例还提供了所述嵌合蛋白的编码基因。进一步的，所述编码基因包括

序列如SEQ  ID  NO：1所示的核酸分子或者与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列95％以上相同的核

酸分子。

[0009] 本发明实施例还提供了包含所述编码基因的重组载体。

[0010] 本发明实施例还提供了包含所述编码基因或所述重组载体的重组菌。

[0011] 本发明实施例还提供了由所述重组菌表达的嵌合型病毒样颗粒。

[0012] 本发明实施例还提供了所述嵌合蛋白、所述编码基因、所述重组载体、所述重组菌

或所述嵌合型病毒样颗粒在制备新型冠状病毒检测试剂中的用途或者在制备预防和/或治

疗新型冠状病毒感染的药物中的用途。

[0013] 本发明实施例还提供了一种新型冠状病毒疫苗，其活性成分包括所述的嵌合型病

毒样颗粒。进一步的，所述疫苗还可以包括药学上可接受的载体。

[0014] 本发明实施例还提供了一种制备所述嵌合型病毒样颗粒的方法，包括：将包含所

述编码基因的重组载体转化大肠杆菌，再经培养及后处理，获得所述嵌合型病毒样颗粒。

[0015] 较之现有技术，本发明实施例通过将SARS-CoV-2的SRBD嵌合到HBcAg(乙肝病毒核

心抗原)的MIR区域(主要免疫决定区，Major  Immunodominant  Region)，可以在HBcAg形成

的病毒样颗粒表面展示SRBD，从而借助病毒样颗粒结构增强人体免疫系统对SRBD的免疫响

应，获得良好的免疫效果，进而使免疫人群获得良好的免疫保护，免除新型冠状病毒的感

染。

附图说明

[0016] 为了更清楚地说明本发明实施方式的技术方案，下面将对实施方式中所需要使用

的附图作简单地介绍，应当理解，以下附图仅示出了本发明的某些实施例，因此不应被看作

是对范围的限定，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根

据这些附图获得其他相关的附图。

[0017] 图1是本发明实施例2所获样品的SDS-PAGE图；

[0018] 图2是本发明实施例3所获病毒样颗粒的电镜照片；

[0019] 图3是本发明实施例4中基于试剂盒标准品检测结果的标准曲线。
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具体实施方式

[0020] 应该指出，以下详细说明都是示例性的，旨在对本发明提供进一步的说明。除非另

有指明，本说明书使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属技术领域的普通技术人员

通常理解的相同含义。

[0021] 需要注意的是，这里所使用的术语仅是为了描述具体实施方式，而非意图限制根

据本发明的示例性实施方式。如在这里所使用的，除非上下文另外明确指出，否则单数形式

也意图包括复数形式，此外，还应当理解的是，当在本说明书中使用术语“包含”和/或“包

括”时，其指明存在特征、步骤、操作、器件、组件和/或它们的组合。

[0022] 本发明实施例的一个方面提供的一种嵌合蛋白是通过将SARS-CoV-2病毒的S蛋白

受体结合区域嵌合到HBcAg的主要免疫决定区而获得，因此亦可称为SRBD/HBcAg嵌合抗原。

[0023] 优选的，在所述SRBD/HBcAg嵌合抗原中，还于SRBD的两侧分别添加了连接肽，C末端

添加了连接肽和6个组氨酸，这极大增强了抗原颗粒的稳定性。

[0024] 进一步的，所述嵌合蛋白包含SEQ  ID  NO：2所示的氨基酸序列或者与SEQ  ID  NO：2

的全长氨基酸序列95％以上相同的氨基酸序列。

[0025] 本发明实施例的另一个方面提供的所述嵌合蛋白的编码基因包括序列如SEQ  ID 

NO：1所示的核酸分子或者与SEQ  ID  NO：1的核苷酸序列95％以上相同的核酸分子。

[0026] 本发明实施例的另一个方面还提供了包含所述编码基因的重组载体。

[0027] 进一步的，所述重组载体包括但不限于pET-22b(+)载体等，例如还可以采用其它

的大肠杆菌表达载体(如pET系列载体)、动物细胞表达载体(如pCDNA3.1)、酵母细胞表达载

体(如pPIC9.0)、杆状病毒表达载体(如pFASTBAC)，等等。

[0028] 本发明实施例的另一个方面还提供了包含所述编码基因或所述重组载体的重组

菌。

[0029] 进一步的，所述重组菌可以选用但不限于大肠杆菌等。例如，还可以是酵母菌、昆

虫细胞/杆状病毒表达系统、CHO细胞等哺乳动物细胞以及植物细胞、转基因动物(如乳腺生

物反应器)等。

[0030] 本发明实施例的另一个方面还提供了由所述重组菌表达的嵌合型病毒样颗粒。

[0031] 进一步的，所述嵌合型病毒样颗粒可以由所述的重组嵌合蛋白聚集而成，其能够

快速的诱导人体的免疫响应，在作为新型冠状病毒疫苗应用时，只需很少剂量就可以给人

体提供完全保护。

[0032] 具体的，在使用时，是将安全有效量的本发明所述的嵌合型病毒样颗粒施用于哺

乳动物(如人)，其中该安全有效量通常至少约1微克/千克体重，而且在大多数情况下不超

过约10毫克/千克体重，较佳地该剂量是约1微克/千克体重-约1毫克/千克体重。当然，具体

剂量还应考虑给药途径、使用者健康状况等因素，这些都是熟练医师技能范围之内的。

[0033] 本发明实施例的另一个方面还提供了所述嵌合蛋白、所述编码基因、所述重组载

体、所述重组菌或所述嵌合型病毒样颗粒在制备新型冠状病毒检测试剂中的用途。

[0034] 本发明实施例的另一个方面还提供了所述嵌合蛋白、所述编码基因、所述重组载

体、所述重组菌或所述嵌合型病毒样颗粒在制备预防和/或治疗新型冠状病毒感染的药物

中的用途。

[0035] 本发明实施例的另一个方面还提供了一种新型冠状病毒疫苗，其活性成分包括所
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述的嵌合型病毒样颗粒。

[0036] 进一步的，所述疫苗还可以包括药学上可接受的载体。

[0037] 所述的药学上可接受的载体指这样一些药剂载体：它们本身并不是必要的活性成

分，且施用后没有过分的毒性。合适的载体是本领域普通技术人员所熟知的。例如，在

Remington’sPharmaceutical  Sciences(Mack  Pub.Co.，N.J.1991)等诸多文献中均可找到

关于药学上可接受的载体的充分说明。

[0038] 在本发明实施例提供的疫苗中，所述药学上可接受的载体可含有液体，如水、盐

水、甘油和山梨醇。另外，这些载体中还可能存在辅助性的物质，如润滑剂、助流剂、润湿剂

或乳化剂、pH缓冲物质和稳定剂，如白蛋白等。

[0039] 在一些实施方案中，所述药学上可接受的载体还可以含有免疫刺激剂、细胞转染

试剂等其它类型的佐剂。优选的，其中部分的佐剂采用苏州世诺生物技术有限公司生产的

佐剂，以提高疫苗效果。

[0040] 在本发明实施例中，可以将所述的疫苗制成各种适合于哺乳动物给药的剂型，所

述剂型包括但不限于：注射剂、胶囊剂、片剂、乳剂、栓剂；较佳地为注射剂。

[0041] 本发明实施例的另一个方面还提供了一种制备所述嵌合型病毒样颗粒的制备方

法，其包括：将包含所述编码基因的重组载体转化大肠杆菌，再经培养及后处理，获得所述

嵌合型病毒样颗粒。所述的后处理包括细胞裂解、蛋白纯化等操作，这些操作都是本领域技

术人员熟知的。

[0042] 在本发明的以上实施例中，通过将新型冠状病毒S蛋白的受体结合区域(SRBD，至少

部分的序列为SEQ  ID  NO：4所示)嵌合到HBcAg的MIR区域(至少部分的序列为SEQ  ID  NO：3

所示，其中第1-143位为组装域，第150-183位为C末端结构域CTD)，可以在形成的病毒样颗

粒(如下亦称为SRBD/HBcAg嵌合病毒样颗粒)表面展示S蛋白的受体结合区域，借助病毒样颗

粒结构增强人体免疫系统对S蛋白的受体结合区域的免疫响应，获得良好的免疫效果，从而

使免疫人群获得良好的免疫保护，免除新型冠状病毒的感染。

[0043] 本说明书中述及的乙肝病毒核心抗原(HBcAg)是由核心蛋白亚基构成的，呈正二

十面体对称的颗粒结构。单个核心蛋白亚基(包含183～185个氨基酸的多肽链)先组装成同

型二聚体(Homodimer)，二聚体再进一步多聚化形成HBcAg颗粒。HBcAg  C端的150-183部分

为核酸结合区，存在于病毒衣壳的内部，具有结合核酸RNA的能力，但对病毒核心颗粒的形

态和大小维持以及自组装配并非必需，截去该片段的HBcAg具有更好的稳定性。N端的1-149

部分为颗粒装配区，负责形成病毒样颗粒。不少的研究报道显示，HBcAg的N端(1-149)可以

通过C61形成同源二聚体并组装成病毒样颗粒，在这样的病毒样结构中，L76～D83形成突起

的顶部，成为主要免疫决定区(Major  Immunodominant  Region，MIR)，而两侧则形成二聚体

的基座和突起柄部。HBcAg形成的VLPs存在的MIR区非常适合携带外源肽而不影响其VLPs的

形成和免疫原性。HBcAg能在不同系统中表达(例如大肠杆菌、酵母菌、痘苗病毒、昆虫细胞

等)，且装配成21kD的多肽，多肽可以自发组装形成HBcAg，这种在异源体系中自组装的性质

为HBcAg作为免疫载体提供了优势(Ulrich，R.M.Nassal，H.Meisel，et  al.Core  particles 

of  hepatitis  B  virus  as  carrier  for  foreign  epitopes.Adv  Virus  Res，1998.50：

p.141-82.)。

[0044] 在本发明的以上实施例中，优选采用大肠肝菌表达系统，其表达水平较高，可拓展
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性强，蛋白免疫原性好。

[0045] 本发明以上实施例使用重组大肠肝菌表达SRBD/HBcAg嵌合病毒样颗粒，产品的抗

原性、免疫原性和功能与天然蛋白质相似，表达水平较高，其在应用为疫苗的活性成分时，

免疫原性强，对人类没有致病性，并且本发明的疫苗可以使用生物反应器大规模无血清悬

浮培养制备，不仅质控容易，安全性高，免疫原性好，批次间稳定，而且还大大降低了疫苗生

产成本，能够很好的满足大规模工业化生产的需求。

[0046] 下面通过实施例的方式进一步说明本发明，但并不因此将本发明限制在所述的实

施例范围之中。下列实施例中所用试剂和原料均市售可得，而其中未注明具体条件的试验

方法，通常按照常规条件，或者按照各制造商所建议的条件。又及，除非另外说明，本发明中

所公开的试验方法、检测方法、制备方法均采用本技术领域常规的分子生物学、生物化学、

染色质结构和分析、分析化学、细胞培养、重组DNA技术及相关领域的常规技术。这些技术在

现有文献中已有完善说明，具体可参见Sambrook等MOLECULAR  CLONING：A  LABORATORY 

MANUAL，Second  edition，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1989and  Third 

edition，2001；Ausubel等，CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY，John  Wiley&

Sons，New  York，1987and  periodic  updates；the  series  METHODS  IN  ENZYMOLOGY，

Academic  Press，San  Diego；Wolffe，CHROMATIN  STRUCTURE  AND  FUNCTION，Third 

edition，Academic  Press，San  Diego，1998；METHODS  IN  ENZYMOLOGY，Vol.304，Chromatin

(P.M.Wassarman  and  A.P.Wolffe，eds.)，Academic  Press，San  Diego，1999；和METHODS 

IN  MOLECULAR  BIOLOGY，Vol.119，Chromatin  Protocols(P.B.Becker，ed.)Humana  Press，

Totowa，1999等。

[0047] 实施例1重组大肠肝菌的构建

[0048] 在上海桑尼生物科技有限公司合成了密码子优化后的SRBD/HBcAg基因(SEQ  ID 

NO：1)，插入pET-22b(+)的NdeI/XhoI之间，获得重组的pET-22b-SRBD/HBcAg质粒，将此质粒

转化大肠杆菌，并涂布于LB-1％琼脂糖-amp+半固体培养基平板上过夜培养，所得克隆即为

表达SRBD/HBcAg嵌合抗原的重组大肠杆菌。

[0049] 实施例2重组SRBD/HBcAg嵌合抗原病毒样颗粒的制备

[0050] 1.挑取实施例1中所获重组大肠肝菌培养于LB培养基中，培养温度为16℃，当OD600

值达到0.8时，加入IPTG至终浓度为0.1mM，16h后，停止发酵，收获菌体，4℃下，8000rpm离心

15min，收获菌体，冻存于-20℃，直至使用；

[0051] 2.将大肠杆菌按照1∶4(w∶v)重新悬浮于50mM  Tris  pH  7.5，5mM  DTT溶液中，并添

加蛋白酶抑制剂，DNA酶0.01mg/mL和RNA酶A0.1mg/mL；

[0052] 3.冰浴超声破碎细胞15s、暂停15s、连续1min，如此重复7-10次；

[0053] 4.4℃、27000g下离心30min，收获上清；

[0054] 5.向收获的上清中缓慢加入硫酸铵到40％饱和度，相当于浓度30％(w/v)，冰浴下

搅拌1h；

[0055] 6.4℃、25000g下离心60min，收获沉淀；

[0056] 7.将收获的沉淀重悬于BufferA(100mM  Tris  pH7.5，100mM  NaCl，2mM  DTT)，控制

A280＝6左右；

[0057] 8.4℃、25000g下离心15min，收获上清；
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[0058] 9.将收获的上清上样到BufferA平衡的Sepharose  CL-4B柱上(2.6cm内径，床层体

积约350mL，最大上样量设为床层体积的5％，即17mL)，在4℃条件下，以1mL/min走柱，走柱

100mL之后，开始分步收集，每7mL收集1管，连续收集40管；

[0059] 10.对收集的样品进行SDS-PAGE分析。具体结果参见图1，结合图谱，合并成病毒样

颗粒部分，并超滤浓缩至A280＝2～4。并更换缓冲液为20mM  PB，500mM  NaCl，pH值8.0。

[0060] 11.用20mM  PB，500mM  NaCl，pH值8.0缓冲溶液平衡上述Sepharose  CL-4B柱5个柱

体积，对实施例2中获得病毒样颗粒再次上样分离，收获病毒样颗粒，0.22μm过滤除菌后冻

存-80℃。

[0061] 实施例3电镜检测

[0062] 将实施例2中纯化获得的病毒样颗粒浓缩液滴于200目铜网碳支持膜上吸附1min，

自然风干后，滴加2％磷钨酸钠溶液进行负染，负染后进行电镜观察。病毒样颗粒直径约

200nm，具体结果见图2。

[0063] 实施例4免疫程序及中和抗体检测方法

[0064] 一、小鼠免疫程序

[0065] 1.试验原材料及动物

[0066] (1)抗原：新冠VLP颗粒，浓度2mg/ml。

[0067] (2)佐剂：弗氏完全佐剂，Sigma，货号：F5881；弗氏不完全佐剂，货号：F5506。

[0068] (3)无菌生理盐水(0.85％)。

[0069] (4)试验动物：

[0070] 动物品系：BALB/C小鼠

[0071] 日龄：5周龄

[0072] 性别：雌雄各半

[0073] 级别：SPF级

[0074] 来源：上海斯莱克试验动物责任有限公司。

[0075] 2.试验步骤：

[0076] (1)免疫程序：

[0077] 免疫次数 免疫间隔 注射途径 注射体积

1次 无 颈背部皮下 100μl/只

2次 21天 颈背部皮下 100μl/只

[0078] (2)试验分组及免疫用抗原处理：

[0079] 设三个抗原试验组：阴性对照组(生理盐水)、低剂量组(10μg/只)和高剂量组(50μ

g/只)。

[0080] 每组抗原用动物数量雌雄各5只。

[0081] 抗原处理如下(乳化时，第一次免疫用抗原用弗氏完全佐剂处理，第二次免疫用弗

氏不完全佐剂处理)：

[0082] A)阴性对照组：无菌生理盐水，加等体积弗氏佐剂，超声乳化。

[0083] B)低剂量组：抗原2mg/ml  VLP颗粒，无菌生理盐水稀释值浓度为0.2mg/ml加等体

积弗氏佐剂，超声乳化。注射100μl/只，即10μg/只。

[0084] C)高剂量组：抗原2mg/ml  VLP颗粒，无菌生理盐水稀释至浓度为1mg/ml，加等体积
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弗氏佐剂，超声乳化。注射100μl/只，即50μg/只。

[0085] (3)免疫注射：

[0086] 按照上述分组，将5周龄的雌雄小鼠，分别随机分为3组，每组抗原共10只小鼠(雌

雄各半)。按照免疫程序，注射处理后抗原。

[0087] (4)免疫动物采血。

[0088] 采集时间：每次免疫后7-10天，颌下静脉采血，100μl/只。

[0089] 采集后收集血清：采集后全血放置37℃1小时后放置2-8℃过夜，12000rpm离心

10min，取上清，-20℃保存备用。

[0090] 二、基于竞争ELISA的中和抗体滴度检测

[0091] 1.试验原材料

[0092] (1)ELISA试剂盒：SARS-CoV-2(2019-nCoV)Inhibitor  Screening  ELISA  Kit

(Cat：KIT001)，公司：义翘神州。

[0093] (2)待检测血清：-20℃保存备用血清

[0094] 2.试验步骤：

[0095] 按照试剂盒说明书进行操作，简单地：

[0096] (1)按照试剂盒说明书准备各种试剂

[0097] (2)每孔加100μl带有His标签的重组人ACE2，再加10个3倍比稀释SARS-COV-2竞争

结合物，同时加入1孔100μl稀释液对照，再加入1孔待测样本100μl(用稀释液做2000倍稀

释)。室温孵育1小时。

[0098] (3)洗涤3次，每次每孔300μl。

[0099] (4)加HRP-His  Tag单抗，100μl/孔，室温孵育1小时。

[0100] (5)洗涤3次，每次每孔300μl。

[0101] (6)加TMB，200μl/孔，室温避光15min。

[0102] (7)加终止液，50μl/孔，15min之内测定OD450。

[0103] 3.检测结果：

[0104] (1)试剂盒标准品检测结果：

[0105]
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[0106] 由此建立的相应标准曲线可以参阅图3。

[0107] (2)血清样本检测结果：

[0108]
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[0109]

[0110] 三、基于表达人ACE2的重组293细胞的中和抗体检测

[0111] 重组293细胞的表面表达有人ACE2，可以与新冠病毒的S蛋白的RBD区域结合。基因

工程逆转录病毒的表面表达有与GFP嵌合的新冠S蛋白的S1区域，这样该重组逆转录病毒可

以通过重组293表面的ACE2而侵染细胞，并在被侵染的293细胞内表达GFP-S1，而使得该细

胞呈现绿色荧光。

[0112] 新冠VLP疫苗免疫动物后，诱发免疫响应，产生抗体，其中可能存在中和抗体。用免

疫后的动物血清与基因工程逆转录病毒一起处理表达ACE2的重组293细胞，然后再利用荧

光显微镜观察绿色荧光细胞，如存在中和抗体，中和抗体结合假病毒的RBD区域而阻止其对

重组293细胞的侵染，这样293细胞就不会呈现绿色荧光，反之如不存在中和抗体，则假病毒

就可以侵染重组293细胞使细胞呈现绿色荧光。

[0113] 1.试验原材料

[0114] (1)假病毒：浓度2mg/ml。携带有报告基因GFP-S1的慢病毒，膜蛋白为新冠病毒的S

蛋白。

[0115] (2)重组293细胞：培养于DMEM+10％的FBS培养基中。

[0116] (3)无菌生理盐水(0.85％)。

[0117] (4)荧光显微镜

[0118] 2.试验步骤：

[0119] (1)取1瓶T25组织瓶培养的293细胞，用0.25％胰蛋白酶消化液消化后，取1×105

个细胞重新悬浮于10mL  DMEM+10％FBS培养基中，混合均匀后，接种一块96孔板，每孔100μL

过夜培养备用。

[0120] (2)动物血清处理假病毒：将“一”中所获得的动物血清用生理盐水稀释1000倍，取

200μL与200μL的假病毒混合，同时设生理盐水处理假病毒对照(500μL生理盐水与500μL的

假病毒混合)，37℃下温育30min。
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[0121] (3)向96孔板中，按照下表标注每孔加入100μL对应的样本。

[0122] 第一次免疫血清样本

[0123] 孔号 血清样品 孔号 血清样品 孔号 血清样品

B1 阴性对照C-1 C1 低剂量C-1 D1 高剂量C-1

B2 阴性对照C-2 C2 低剂量C-2 D2 高剂量C-2

B3 阴性对照C-3 C3 低剂量C-3 D3 高剂量C-3

B4 阴性对照C-4 C4 低剂量C-4 D4 高剂量C-4

B5 阴性对照C-5 C5 低剂量C-5 D5 高剂量C-5

B6 阴性对照X-1 C6 低剂量X-1 D6 高剂量X-1

B7 阴性对照X-2 C7 低剂量X-2 D7 高剂量X-2

B8 阴性对照X-3 C8 低剂量X-3 D8 高剂量X-3

B9 阴性对照X-4 C9 低剂量X-4 D9 高剂量X-4

B10 阴性对照X-5 C10 低剂量X-5 D10 高剂量X-5

[0124] 第二次免疫血清样本

[0125]

[0126] (4)48小时后，利用荧光显微镜观察96孔板内的细胞，并记录。

[0127] 3.试验结果

[0128] (1)荧光观察结果如下表：

[0129] 第一次免疫

[0130] 孔号 血清样品 孔号 血清样品 孔号 血清样品

B1 +++ C1 + D1 -

B2 +++ C2 + D2 -

B3 +++ C3 + D3 +

B4 +++ C4 - D4 -

B5 +++ C5 - D5 -

B6 +++ C6 - D6 -

B7 +++ C7 - D7 -

B8 +++ C8 + D8 +
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B9 +++ C9 - D9 -

B10 +++ C10 - D10 -

[0131] 第二次免疫

[0132]

[0133] +++：几乎所有的细胞都呈现绿色

[0134] +：只有少量细胞呈现绿色，并且绿色弱

[0135] -：极少量细胞呈现绿色，绿色非常微弱

[0136] --：只有1个或2个细胞呈现非常微弱的绿色

[0137] ---：没有观察到绿色细胞。

[0138] (2)结论：高剂量组经过2次免疫后，所有动物都产生了中和抗体，可以阻断假病毒

对重组293细胞的感染。

[0139] 应当理解，以上所描述的实施例是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。本

发明的实施例的详细描述并非旨在限制要求保护的本发明的范围，而是仅仅表示本发明的

选定实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有作出创造性劳动前提下

所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。
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序列表

<110> 苏州米迪生物技术有限公司

<120>  基于嵌合型病毒样颗粒的新型冠状病毒疫苗

<130>  20200616

<160>  4

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  1077

<212>  DNA

<213> 人工序列(人工序列)

<400>  1

atggacattg  acccgtataa  agaatttgga  gcttctgtgg  agttactctc  ttttttgcct  60

tctgacttct  ttccttctat  tcgagatctc  ctcgacaccg  cctctgcttt  gtatcgggag  120

gccttagagt  ctccggaaca  ttgttcacct  caccatacgg  cactcaggca  agctattctg  180

tgttggggtg  agttaatgaa  tctagccacc  tgggtgggaa  gtaatttgga  agatggcggc  240

ggcggctccg  gcggcggcgg  cacttgccct  tttggtgaag  tttttaacgc  caccagattt  300

gcatctgttt  atgcttggaa  caggaagaga  atcagcaact  gtgttgctga  ttattctgtc  360

ctatataatt  ccgcatcatt  ttccactttt  aagtgttatg  gagtgtctcc  tactaaatta  420

aatgatctct  gctttactaa  tgtctatgca  gattcatttg  taattagagg  tgatgaagtc  480

agacaaatcg  ctccagggca  aactggaaag  attgctgatt  ataattataa  attaccagat  540

gattttacag  gctgcgttat  agcttggaat  tctaacaatc  ttgattctaa  ggttggtggt  600

aattataatt  acctgtatag  attgtttagg  aagtctaatc  tcaaaccttt  tgagagagat  660

atttcaactg  aaatctatca  ggccggtagc  acaccttgta  atggtgttga  aggttttaat  720

tgttactttc  ctttacaatc  atatggtttc  caacccacta  atggtgttgg  ttaccaacca  780

tacagagtag  tagtactttc  ttttgaaggc  ggcggcggct  ccggcggcgg  cggctccagg  840

gaattagtag  tcagctatgt  caacgttaat  atgggcctaa  aaatcagaca  actattgtgg  900

tttcacattt  cctgtcttac  ttttgggaga  gaaactgttc  ttgaatattt  ggtgtctttt  960

ggagtgtgga  ttcgcactcc  tcctgcatat  agaccaccaa  atgcccctat  cttatcaaca  1020

cttccggaaa  ctactgttgt  tagaggcggc  tcccaccacc  accaccacca  ctaataa  1077

<210>  2

<211>  357

<212>  PRT

<213> 人工序列(人工序列)

<400>  2

Met  Asp  Ile  Asp  Pro  Tyr  Lys  Glu  Phe  Gly  Ala  Ser  Val  Glu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Phe  Leu  Pro  Ser  Asp  Phe  Phe  Pro  Ser  Ile  Arg  Asp  Leu  Leu  Asp

            20                  25                  30
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Thr  Ala  Ser  Ala  Leu  Tyr  Arg  Glu  Ala  Leu  Glu  Ser  Pro  Glu  His  Cys

        35                  40                  45

Ser  Pro  His  His  Thr  Ala  Leu  Arg  Gln  Ala  Ile  Leu  Cys  Trp  Gly  Glu

    50                  55                  60

Leu  Met  Asn  Leu  Ala  Thr  Trp  Val  Gly  Ser  Asn  Leu  Glu  Asp  Gly  Gly

65                  70                  75                  80

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Thr  Cys  Pro  Phe  Gly  Glu  Val  Phe  Asn

                85                  90                  95

Ala  Thr  Arg  Phe  Ala  Ser  Val  Tyr  Ala  Trp  Asn  Arg  Lys  Arg  Ile  Ser

            100                 105                 110

Asn  Cys  Val  Ala  Asp  Tyr  Ser  Val  Leu  Tyr  Asn  Ser  Ala  Ser  Phe  Ser

        115                 120                 125

Thr  Phe  Lys  Cys  Tyr  Gly  Val  Ser  Pro  Thr  Lys  Leu  Asn  Asp  Leu  Cys

    130                 135                 140

Phe  Thr  Asn  Val  Tyr  Ala  Asp  Ser  Phe  Val  Ile  Arg  Gly  Asp  Glu  Val

145                 150                 155                 160

Arg  Gln  Ile  Ala  Pro  Gly  Gln  Thr  Gly  Lys  Ile  Ala  Asp  Tyr  Asn  Tyr 

                165                 170                 175

Lys  Leu  Pro  Asp  Asp  Phe  Thr  Gly  Cys  Val  Ile  Ala  Trp  Asn  Ser  Asn

            180                 185                 190

Asn  Leu  Asp  Ser  Lys  Val  Gly  Gly  Asn  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Tyr  Arg  Leu 

        195                 200                 205

Phe  Arg  Lys  Ser  Asn  Leu  Lys  Pro  Phe  Glu  Arg  Asp  Ile  Ser  Thr  Glu

    210                 215                 220

Ile  Tyr  Gln  Ala  Gly  Ser  Thr  Pro  Cys  Asn  Gly  Val  Glu  Gly  Phe  Asn 

225                 230                 235                 240

Cys  Tyr  Phe  Pro  Leu  Gln  Ser  Tyr  Gly  Phe  Gln  Pro  Thr  Asn  Gly  Val

                245                 250                 255

Gly  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Arg  Val  Val  Val  Leu  Ser  Phe  Glu  Gly  Gly  Gly 

            260                 265                 270

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Arg  Glu  Leu  Val  Val  Ser  Tyr  Val  Asn

        275                 280                 285

Val  Asn  Met  Gly  Leu  Lys  Ile  Arg  Gln  Leu  Leu  Trp  Phe  His  Ile  Ser

    290                 295                 300

Cys  Leu  Thr  Phe  Gly  Arg  Glu  Thr  Val  Leu  Glu  Tyr  Leu  Val  Ser  Phe

305                 310                 315                 320

Gly  Val  Trp  Ile  Arg  Thr  Pro  Pro  Ala  Tyr  Arg  Pro  Pro  Asn  Ala  Pro

                325                 330                 335

Ile  Leu  Ser  Thr  Leu  Pro  Glu  Thr  Thr  Val  Val  Arg  Gly  Gly  Ser  His
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            340                 345                 350

His  His  His  His  His

        355

<210>  3

<211>  183

<212>  PRT

<213> 人工序列(人工序列)

<400>  3

Met  Asp  Ile  Asp  Pro  Tyr  Lys  Glu  Phe  Gly  Ala  Ser  Val  Glu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Phe  Leu  Pro  Ser  Asp  Phe  Phe  Pro  Ser  Ile  Arg  Asp  Leu  Leu  Asp

            20                  25                  30

Thr  Ala  Ser  Ala  Leu  Tyr  Arg  Glu  Ala  Leu  Glu  Ser  Pro  Glu  His  Cys

        35                  40                  45

Ser  Pro  His  His  Thr  Ala  Leu  Arg  Gln  Ala  Ile  Leu  Cys  Trp  Gly  Glu

    50                  55                  60

Leu  Met  Asn  Leu  Ala  Thr  Trp  Val  Gly  Ser  Asn  Leu  Glu  Asp  Pro  Ala

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Glu  Leu  Val  Val  Ser  Tyr  Val  Asn  Val  Asn  Met  Gly  Leu  Lys

                85                  90                  95

Ile  Arg  Gln  Leu  Leu  Trp  Phe  His  Ile  Ser  Cys  Leu  Thr  Phe  Gly  Arg

            100                 105                 110

Glu  Thr  Val  Leu  Glu  Tyr  Leu  Val  Ser  Phe  Gly  Val  Trp  Ile  Arg  Thr 

        115                 120                 125

Pro  Pro  Ala  Tyr  Arg  Pro  Pro  Asn  Ala  Pro  Ile  Leu  Ser  Thr  Leu  Pro

    130                 135                 140

Glu  Thr  Thr  Val  Val  Arg  Arg  Arg  Gly  Arg  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg  Thr 

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Ser  Gln  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Ser

                165                 170                 175

Gln  Ser  Arg  Glu  Ser  Gln  Cys

            180

<210>  4

<211>  181

<212>  PRT

<213> 人工序列(人工序列)

<400>  4

Cys  Pro  Phe  Gly  Glu  Val  Phe  Asn  Ala  Thr  Arg  Phe  Ala  Ser  Val  Tyr

1               5                   10                  15
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Ala  Trp  Asn  Arg  Lys  Arg  Ile  Ser  Asn  Cys  Val  Ala  Asp  Tyr  Ser  Val

            20                  25                  30

Leu  Tyr  Asn  Ser  Ala  Ser  Phe  Ser  Thr  Phe  Lys  Cys  Tyr  Gly  Val  Ser

        35                  40                  45

Pro  Thr  Lys  Leu  Asn  Asp  Leu  Cys  Phe  Thr  Asn  Val  Tyr  Ala  Asp  Ser

    50                  55                  60

Phe  Val  Ile  Arg  Gly  Asp  Glu  Val  Arg  Gln  Ile  Ala  Pro  Gly  Gln  Thr

65                  70                  75                  80

Gly  Lys  Ile  Ala  Asp  Tyr  Asn  Tyr  Lys  Leu  Pro  Asp  Asp  Phe  Thr  Gly 

                85                  90                  95

Cys  Val  Ile  Ala  Trp  Asn  Ser  Asn  Asn  Leu  Asp  Ser  Lys  Val  Gly  Gly

            100                 105                 110

Asn  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Tyr  Arg  Leu  Phe  Arg  Lys  Ser  Asn  Leu  Lys  Pro

        115                 120                 125

Phe  Glu  Arg  Asp  Ile  Ser  Thr  Glu  Ile  Tyr  Gln  Ala  Gly  Ser  Thr  Pro

    130                 135                 140

Cys  Asn  Gly  Val  Glu  Gly  Phe  Asn  Cys  Tyr  Phe  Pro  Leu  Gln  Ser  Tyr 

145                 150                 155                 160

Gly  Phe  Gln  Pro  Thr  Asn  Gly  Val  Gly  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Arg  Val  Val

                165                 170                 175

Val  Leu  Ser  Phe  Glu

            180
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图1

图2
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图3
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