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摘   要：【目的】人诺如病毒(human norovirus, HuNoV)是全球范围内引起人急性胃肠炎的主要病

原之一，目前尚无有效的疫苗对该病毒进行预防。本研究旨在利用 flashBAC 杆状病毒表达系统，

制备 HuNoV 病毒样颗粒(virus-like particles, VLP)，为研发 HuNoV 疫苗奠定基础。【方法】将 GⅡ.4
型 HuNoV 的 VP1 蛋白全长基因序列进行密码子优化后合成，克隆至杆状病毒 pBacPAK9 转移载

体，获得 pBacPAK9-8his-VP1 重组质粒。酶切、测序鉴定正确后将重组质粒与线性 baculovirus 
plasmid (Bacmid)共转染 SF9 细胞，获得含有 VP1 基因的重组杆状病毒。重组杆状病毒感染 Hi-Five 
(HF) 细 胞 进 行 表 达 ， 利 用 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)和 Western blotting 分析 VP1 蛋白的表达。用

镍柱亲和层析方法纯化 VP1 蛋白；对纯化后的 VP1 蛋白进行 SDS-PAGE 和 Western blotting 检测。

使用高效液相色谱(high performance liquid chromatography, HPLC)对纯化的 VP1 蛋白进行纯度鉴

定。利用透射电镜观察 VLP。【结果】构建了 pBacPAK9-8his-VP1 重组质粒，VP1 蛋白在 HF 细

胞中主要在细胞质内表达，分子量约为 58 kDa。HPLC 结果显示 VP1 蛋白纯度大于 99%，透射电

镜可以观察到形状规则、大小均一、直径约为 30−40 nm 的 VLP。【结论】利用杆状病毒表达系统

制备了 GⅡ.4 型 HuNoV 的 VLP，为 HuNoV 疫苗的研发奠定了基础。 

关键词：人诺如病毒；VP1 蛋白；杆状病毒表达系统；病毒样颗粒 
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Abstract: [Objective] Human norovirus (HuNoV) is one of the most common pathogens causing 
acute gastroenteritis in humans worldwide. Currently, there are no approved vaccines to prevent 
this disease. This study aimed to prepare virus-like particles (VLPs) of HuNoV in the flashBAC 
baculovirus expression system, laying a foundation for the development of vaccines against 
HuNoV. [Methods] After codon optimization, the full-length gene sequence of the VP1 protein of 
HuNoV GⅡ.4 was synthesized and cloned into the baculovirus pBacPAK9 transfer vector to obtain 
the recombinant plasmid pBacPAK9-8his-VP1. After enzyme digestion and sequencing, the 
recombinant plasmid was co-transfected with the linear baculovirus plasmid (Bacmid) into SF9 
cells to obtain a recombinant baculovirus carrying the VP1 gene. Hi-Five (HF) cells were infected 
by the recombinant baculovirus for protein expression, and the expression of VP1 was analyzed by 
SDS-PAGE and Western blotting. VP1 was purified by Ni-NTA affinity chromatography and 
identified by SDS-PAGE and Western blotting. The purity of VP1 was examined by high 
performance liquid chromatography (HPLC). The VLPs were observed by transmission electron 
microscopy. [Results] A transfer plasmid pBacPAK9-8his-VP1 was constructed, and the VP1 
protein, with a molecular weight of approximately 58 kDa, was mainly expressed in the cytoplasm 
of HF cells. The HPLC results showed that the purity of VP1 was over 99%. The VLPs with a 
regular shape, uniform sizes, and diameters of 30–40 nm were observed by transmission electron 
microscopy. [Conclusion] The VLPs of HuNoV GⅡ.4 were prepared with a baculovirus expression 
system, laying a foundation for the development of HuNoV vaccines. 
Keywords: human norovirus; VP1 protein; baculovirus expression system; virus-like particles 
 
 

人诺如病毒(human norovirus, HuNoV)是全

球范围内引起人急性胃肠炎暴发流行的主要病

原之一，该病毒主要通过污染的水源或食物经 
粪-口途径传播，也可以通过呕吐物的气溶胶进

行传播[1]。该病毒传染性强，人群普遍易感，患

者临床症状主要表现为恶心、呕吐、腹痛、腹泻、

头痛、发热和肌肉痛等症状，多数感染者呈自限

性，预后较好[2]。该病毒对儿童威胁大，5 岁以

下儿童感染后有时会出现电解质紊乱、脱水、酸

中毒和惊厥等症状，甚至死亡[3-4]。目前无获批

疫苗和特效的疗法用于预防和治疗 HuNoV 感染

引起的疾病，该病毒引发疾病负担重，在人口聚

集的幼儿园和学校等场所容易引起暴发流行，从

而成为突发公共卫生问题[5]。HuNoV 分类属于
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杯状病毒科诺如病毒属，基因组为单股正链

RNA，病毒体呈二十面体立体对称的球形颗粒，

无包膜。病毒基因全长约为 7.5 kb，由 3 个开放

阅读框(open reading frames, ORF)组成，分别是

ORF1、ORF2 和 ORF3[6]。ORF1 编码病毒的 6 个

非结构蛋白，主要功能是参与病毒的复制。ORF2
编码病毒的主要衣壳蛋白 VP1，ORF3 编码病毒

的次要衣壳蛋白 VP2。病毒的二十面体衣壳由

90 个 VP1 蛋白二聚体和少量的 VP2 蛋白组成，

病毒感染机体后，VP1 蛋白可以引起体液免疫，

是疫苗研发的主要抗原[7-8]。VP1 蛋白由外壳结

构域(S 区)和突出结构域(P 区)组成，S 区在不同

毒株之间高度保守，P 区不同毒株之间变异较

大，病毒的保护性抗原表位主要在 P 区[9-11]。根

据病毒 RNA 聚合酶和衣壳蛋白基因序列的不

同，HuNoV 被分为 5 个基因群，分别是 GⅠ、GⅡ、

GⅢ、GⅣ和 GⅤ群，同一基因群可进一步再分

为不同基因型，其中 GⅡ.4 型毒株是全球范围内

主要流行的毒株[12-13]。 
病毒样颗粒(virus-like particles, VLP)是由病

毒的一个或多个结构蛋白组成的与天然病毒在

形态和结构相似的空心蛋白颗粒。VLP 不含病

毒的遗传物质，不能自主复制，因此不具有致病

性和传染性，VLP 能诱导机体产生免疫应答反

应，所以基于 VLP 的亚单位疫苗受到广泛的关

注。研究表明 HuNoV 的 VP1 蛋白可以自组装成

VLP[14-15]，由于 HuNoV 尚不能通过细胞进行培

养，所以 HuNoV 疫苗的研发主要集中在重组蛋

白疫苗。FlashBAC 杆状病毒表达系统属于真核

蛋白表达系统，该系统缺失了杆状病毒基因组

DNA 必需基因的一部分，用人工合成的基因

(bacterial artificial chromosome, BAC)替代多角

体编码区，改造后的杆状病毒能在大肠杆菌中复

制，不能在昆虫细胞中复制。当与携带目的基因

的转移载体共转染昆虫细胞后，通过同源重组重

新获得必需基因片段，并将目的基因转移到杆状

病毒基因组中，只有发生同源重组的病毒才能在

昆虫细胞中复制，从而实现在昆虫细胞中一步法

生产重组病毒，该系统表达外源蛋白具有省时省

力和蛋白表达量高等特点。本研究拟通过应用

flashBAC 杆状病毒表达系统表达 GⅡ.4 型

HuNoV 的 VP1 蛋白制备 VLP，为 HuNoV 亚单

位疫苗的研发奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

杆状病毒转移载体 pBacPAK9、SF9 昆虫细

胞、Hi-Five (HF)昆虫细胞、杆状病毒质粒

baculovirus plasmid (Bacmid) 和 大 肠 杆 菌

DH5α 感受态细胞由本实验室保存或制备；GⅡ.4
型 HuNoV VP1 蛋白(PDB 登录号为 7K6V_AA)
基因序列根据 SF9 细胞密码子偏好性进行优化，

由南京金斯瑞生物科技有限公司合成并连接至

pUC57 载体；限制性内切酶、PrimeSTAR Max 
Premix (2×)，TaKaRa 公司；闪电克隆酶、GⅡ.4
型 HuNoV 兔源多克隆性抗体、HRP 标记山羊抗

兔抗体，北京博奥龙免疫技术有限公司；昆虫细

胞 IB907、IB908 无血清培养基，浙江壹生科生

物技术有限公司；梭华-Sofast 转染试剂，厦门

太阳马生物工程有限公司；镍柱填料，博格隆(上
海)生物技术有限公司。 

1.2  主要仪器 
PCR 仪，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；

全自动化蛋白纯化仪，苏州赛普生物科技股份有

限公司；高效液相色谱仪，岛津公司；透射电子

显微镜，HITACHI 公司。 

1.3  重组质粒 pBacPAK9-8his-VP1 的构建

和鉴定 
以合成的 pUC57-VP1 质粒为模板，PCR 扩

增 N 端带有 8 个组氨酸标签的 VP1 基因片段，
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PCR 正向引物 F 序列： 5′-GAATTCGAGCT 
CGGTACC (载体同源臂序列) ATGCATCACCA 
CCATCACCATCATCAC (His 标签序列) GAGA 
ATTTGTATTTCCAAGGC-3′，反向引物 R 序列：

5′-GGCCGCCCTGCAGGCCTCGAG (载体同源

臂序列) TCATAGTGCCCTCCTCCGTC-3′。PCR
反应体系(50 μL)：模板(200 ng) 1 μL，引物 F 和

R (10 μmol/L)各 1 μL，PrimeSTAR Max Premix 
(2×) 25 μL，无菌水 22 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 
10 s，58 ℃ 10 s，72 ℃ 20 s，共 30 个循环；72 ℃ 
10 min。将 PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进

行鉴定，用凝胶回收试剂盒回收 VP1 片段。以

pBacPAK9 质粒为模板，用限制性内切酶 Kpn Ⅰ
和 Xho Ⅰ切割质粒得到线性化 pBacPAK9。酶切

体系：pBacPAK9 质粒 2 μg，Kpn Ⅰ和 Xho Ⅰ各    
1 μL，10×Cutsmart 5 μL，无菌水补至总体积为

50 μL。37 ℃酶切 1 h。VP1 基因连接体系：线

性化 pBacPAK9 2 μL，VP1 基因片段 3 μL，2×
闪电克隆酶 5 μL。50 ℃条件下连接 30 min，获

得重组质粒 pBacPAK9-8his-VP1。将重组质粒转

化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布接种至氨

苄青霉素抗性的 LB 固体培养基上，37 ℃培养

16 h 后挑取单菌落进行扩大培养，提取质粒用

BamH I 和 Xho I 进行双酶切鉴定，酶切鉴定正确

的质粒送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.4  表达 VP1 蛋白重组杆状病毒的制备  
将 pBacPAK9-8his-VP1 质粒与线性化 Bacmid

用梭华-Sofast 转染试剂共转染至 SF9 细胞构建

重组杆状病毒，具体操作如下：将 SF9 细胞接

种至 6 孔细胞培养板，细胞密度为 1.5×106个/mL，
细胞贴壁后进行转染。转染体系分为 A 液和 B
液两部分进行制备，A 液：线性 Bacmid 4 μL，

pBacPAK9-8his-VP1 质粒 4 μg，IB908 培养基 
100 μL；B 液：转染试剂 5 μL，IB908 100 μL。

将 B 液吸取后轻轻加至 A 液中并轻轻吹打混匀，

室温静置 20 min，将混合液缓慢滴加至细胞培养

孔，用封口膜封住 6 孔细胞培养板侧面，27 ℃
静置培养。转染 6 d 后，收获细胞悬液 2 mL 即

为 P1 代重组杆状病毒。为提高重组杆状病毒效

价，取 P1 代病毒继续在 SF9 细胞中传代，6 d
后收集细胞悬液即为 P2 代重组杆状病毒。取 P2
代病毒在 SF9 细胞中传代，6 d 后收获细胞悬液

即为 P3 代重组杆状病毒。 

1.5  VP1 蛋白在 HF 昆虫细胞中的表达和

鉴定 
取对数生长期的HF 细胞(密度为2.5×106个/mL) 

800 mL 接入 2 L 摇瓶中，取 P3 代重组杆状病毒

按体积分数 1%接种至 2 L 摇瓶中。感染病毒的

HF 细胞 27 ℃、120 r/min 培养 3 d，培养结束后

收获 HF 细胞进行 VP1 蛋白的鉴定。取 1 mL 接

毒的 HF 细胞悬液，12 000 r/min 离心 1 min，收

集细胞，加入 600 μL PBS 缓冲液，用超声波对

HF 细胞进行破碎。超声破碎程序：工作 2 s，停

止 3 s，总时间 2 min，功率占比 30%。超声结束

后，12 000 r/min 离心 1 min，收集上清。同时收

集未接毒的 HF 细胞进行相同处理作为对照。取

80 μL 细胞上清加入 20 μL 5×Loading buffer，煮

沸 10 min，用 SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴

定蛋白的表达。 
SDS-PAGE 检测流程：制备 12%的蛋白胶，

按照 Marker、表达样品和 HF 细胞的加样顺序加

入，80 V 电压 20 min，140 V 电压 40 min。电泳

结束后，将蛋白胶用考马斯亮蓝染色液进行成

像观察。 
Western blotting 鉴定蛋白流程：细胞上清经

SDS-PAGE 后，将蛋白胶上的蛋白转至硝酸纤维

素 (nitrocellulose, NC)膜，用等渗缓冲盐溶液

(tris-HCl buffer solution tween, TBST)洗膜 3 次，

每次 5 min，用含 5%脱脂奶粉的 TBST 封闭液

封闭 NC 膜，150 r/min 摇床室温封闭 1 h。用



 

 

 

3802 LIU Zhipeng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(10) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，将 GⅡ.4 型 HuNoV
兔源多克隆性抗体用含 5%脱脂奶粉的 TBST 溶

液稀释 10 000 倍作为一抗使用，150 r/min 摇床

室温孵育 1 h。用 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，
二抗为 1:5 000 稀释的 HRP 标记山羊抗兔 IgG 抗

体，150 r/min 摇床室温孵育 30 min。用 TBST
洗膜 3 次，每次 5 min，最后加入 ECL 化学发光

液进行显色处理，观察结果。 

1.6  VP1 蛋白的纯化 
取 1.4 杆状病毒感染的 HF 细胞，在 4 ℃条

件下 12 000 r/min 离心 20 min，收集细胞，称量

细胞质量。按照 1 g 细胞 10 mL 缓冲液比例，用

缓冲液 A 液(50 mmol/L Tris、150 mmol/L NaCl
和 5 mmol/L 咪唑，pH 7.4)对细胞进行重悬。用

超声波破碎仪对细胞悬液进行破碎，超声破碎程

序：开 2 s 关 3 s，总时间 15 min，功率占比 60%。

超声结束后，4 °C、12 000 r/min 离心 20 min，
收集上清，上清经 0.45 μm 滤器进行过滤。过滤

后的溶液使用镍柱利用全自动化蛋白纯化仪对

VP1 蛋白进行纯化：首先使用超纯水对机器管路

进行冲洗，流速设置 8 mL/min，待基线(蛋白吸收

峰，电导，pH)平衡后，连接 5 mL 的镍柱预装柱，

将 A 泵放置缓冲液 A 液中，B 泵放置缓冲液 B 液  
(50 mmol/L Tris、150 mmol/L NaCl 和 500 mmol/L
咪唑，pH 7.4)中。然后使用缓冲液 B 液对镍柱

进行清洗，设置 100%缓冲液 B 液，流速调整至

2 mL/min，待基线平衡后，切换至 100%缓冲液

A 液，待基线平衡后，将 A 泵放于待上样的样

品中上样，上样结束后 A 泵再次放入缓冲液 A
液中；待基线平衡后，A 泵放入 0.5 mol/L NaCl
溶液中，目的是去除镍柱非特异性结合蛋白。基

线再次平衡后放入 A 液，调整 20% B 液，目的

是去除镍柱结合力较弱的杂蛋白。待基线平衡

后，使用 100%缓冲液 B 液洗脱目的蛋白，根

据洗脱峰收集目的蛋白。最后洗脱结束后，使

用 2 mol/L NaCl 溶液进行柱子清洗，用 20%乙醇

进行封柱，待基线平衡后，取下镍柱放置 4 °C 冰

箱保存。收集的蛋白处于高浓度咪唑中，使用透

析袋将咪唑透析出去，透析液为不含咪唑的缓冲

液 A 液，透析比例：1 mL 样品使用 100 mL 缓冲

液。透析条件：4 °C、300 r/min 透析过夜。透析

后的蛋白用 0.22 μm 滤器过滤，对蛋白分装保存。 

1.7  VP1 蛋白的纯度的鉴定 
使用高效液相色谱仪对 VP1 蛋白的纯度进

行鉴定：使用经过 0.45 μm 滤膜过滤并超声脱气

的超纯水置换高效液相色谱仪中的保存液，将色

谱柱中的保存液 50%甲醇置换掉。之后将超纯

水换为流动相(50 mmol/L PB，300 mmol/L NaCl，
pH 7.0)，平衡色谱柱，至基线平稳。4 °C 取出

待上样的样品 200 μL，加入到色谱柱专用瓶中。

色谱柱型号：BioCore SEC-500 高效液相 SEC 色

谱柱(柱参数：7.8 mm× 300 mm；粒径：5 μm；

填料孔径：500 Å)；采集流速：0.8 mL/min；检

测器：UV 检测器；采集波长：280 nm；柱温：

25 ℃；样品室温度：25 ℃；上样量：50 μL；采

集时间：25 min。25 min 后，将流动相切换至纯

水，待基线平稳后，切换至保存液 50%甲醇，

待基线平稳后，取出柱子，关闭高效液相色谱仪

进行检测，对结果进行分析。 

1.8  HuNoV VLP 的观察 
取纯化的蛋白样品 200 μL，滴于载玻片表

面，形成水滴状，镊子取出铜网放置于液体表面。

样品固定 1 min，用吸水纸吸取铜网侧面水分，

晾干至水膜消失，用 2%的磷钨酸进行染色 1 min，
用吸水纸吸取铜网侧面水分，晾干，用透射电子

显微镜观察 VP1 蛋白。 

2  结果与分析 
2.1  pBacPAK9-8his-VP1 质粒的构建和鉴定 

PCR 扩增的 VP1 基因 5′端和 3′端各带有与
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线性化 pBacPAK9 载体同源的序列，闪电克隆酶

利用同源重组的原理，将 VP1 基因序列连接至

pBacPAK9 载体。构建的重组质粒 pBacPAK9- 
8his-VP1 经 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切后，用 1%
的琼脂糖电泳检测，结果显示可以分离出大小

约 1 700 bp 的 VP1 基因片段(图 1)。VP1 基因

测序结果完全匹配密码子优化后的序列，说明

重组质粒 pBacPAK9-8his-VP1 构建成功。 

2.2  表达 VP1 重组杆状病毒在 SF9 细胞中

的制备 
显微镜下观察未转染质粒的 SF9 细胞，结

果显示细胞形态清晰，生长良好，大小较均一(图
2A)。转染 pBacPAK9-8his-VP1 质粒与线性化

Bacmid 的 SF9 细胞可以观察到细胞形态直径变

大，出现肿胀破裂现象(图 2B)，说明重组杆状

病毒初步制备成功。收集 P1 代的杆状病毒继续

传至 P3 代，仍然可以观察到 SF9 细胞发生细胞

病变效应，说明重组杆状病毒制备成功。 

2.3  VP1 蛋白在 HF 昆虫细胞中的表达和

鉴定 
VP1 蛋白大小约为 58 kDa，与未感染杆状

病毒的 HF 细胞相比，感染杆状病毒的 HF 细胞

SDS-PAGE 检测结果显示：在 55−70 kDa 之间有

较粗蛋白条带，初步说明 VP1 蛋白在 HF 细胞中

可以表达(图 3A)。Western blotting 使用 HuNoV
的多克隆抗体作为一抗，结果显示在 55−70 kDa
之间存在特异性蛋白条带(图 3B)，说明表达 VP1
蛋白在 HF 细胞中成功表达。 

2.4  纯化后 VP1 蛋白的鉴定 
VP1 蛋白经过镍柱纯化后，SDS-PAGE 结果

显示在 55−70 kDa 之间有单一条带(图 4A)，
Western blotting结果显示在 55−70 kDa之间有单 

 
图 1  重组质粒 pBacPAK9-8his-VP1 双酶切鉴定   
Figure 1  Identification of pBacPAK9-8his-VP1 
plasmid digested by double restriction enzyme. M: 
DL5000 DNA Marker; Lane 1: pBacPAK9-8his-VP1 
plasmid; Lane 2: pBacPAK9-8his-VP1 plasmid 
digested by BamH I and Xho I. 

 

 
 

图 2  重组杆状病毒在 SF9 细胞(400×)中的制备 
Figure 2  Preparation of recombinant baculovirus in SF9 cells (400×). A: SF9 cells without plasmid 
transfected used as control. B: Cytopathic effect caused by recombinant baculovirus infection in SF9 cells 
(arrow indication). 
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一条带(图 4B)，符合 VP1 蛋白的大小。说明 VP1
蛋白已经成功纯化。纯化后的 VP1 蛋白使用

BCA 蛋白浓度测定试剂盒进行检测：800 mL HF
细胞培养 3 d 后可获得约 20 g 细胞，从 20 g 细

胞中可以纯化出约 300 mg 的 VP1 蛋白。 

2.5  HPLC 鉴定 VP1 蛋白纯度  
HPLC 鉴定结果显示，不含咪唑的缓冲液 A

液在 13.8−15.8 min 时会出现波动，利用不含咪

唑的缓冲液 A 液(图 5A)作为对照，判断出 HPLC
可信区间为 1.0−13.8 min, HPLC 结果显示纯化

的 VP1 蛋白纯度>99% (图 5B)。 

2.6  透射电镜下观察 VLP 
HuNoV VP1 蛋白在透射电子显微镜下的观察

结果如图 6 所示，VP1 蛋白自组装形成大小均一、

形态规则、直径约为 30−40 nm 的 VLP，说明昆虫

细胞表达的VP1蛋白可以在细胞内自组装成VLP。 
 

 

 
图 3  SDS-PAGE 和 Western blotting 检测 VP1 蛋白的表达    
Figure 3  The expression of VP1 protein was identified by SDS-PAGE and Western blotting. A: VP1 protein 
expression was identified by SDS-PAGE. M: Protein molecular weight marker; Lane 1−3: Supernatant of 
virus-infected HF cells lysate; Lane 4−6: Supernatant of HF cells lysate. B: VP1 protein expression was 
identified by Western blotting. M: Protein molecular weight marker; Lane 1−2: Supernatant of virus-infected 
HF cells lysate; Lane 3−4: Supernatants of HF cells lysate. 

 
图 4  纯化后的 VP1 蛋白 SDS-PAGE 和 Western blotting 检测结果    
Figure 4  The purified VP1 protein was detected by SDS-PAGE and Western blotting. A: VP1 protein 
expression was identified by SDS-PAGE. B: VP1 protein expression was identified by Western blotting. M: 
Protein molecular weight marker; Lane 1−3: VP1 protein. 
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图 5  HPLC 检测 VP1 蛋白的纯度 
Figure 5  The purity of VP1 protein detected by HPLC. A: Buffer A without imidazole detected by HPLC. B: 
VP1 protein detected by HPLC. 
 

 

 
 

图 6  透射电镜观察 VP1 蛋白自组装形成的病毒

样颗粒(60 000×) 
Figure 6  Observation of VLP formed by 
self-assembly of VP1 protein observed by transmission 
electron microscopy (60 000×) (arrow indication). 

3  讨论 
HuNoV 是世界范围内引起人急性胃肠炎的

主要病原之一，该病毒引起的疾病是全球性的公

共卫生问题。目前尚无获批的疫苗用于该病毒的

预防，也无特效的药物治疗 HuNoV 感染引起的

疾病。HuNoV 疫苗研发的困难主要有 3 个原因：

(1) HuNoV 分型较多，抗原变异大，不同 HuNoV
基因组之间几乎无交叉保护性，同组内不同型别

毒株之间交叉保护性弱，导致疫苗研发难度大[16]；

(2) HuNoV 目前尚不能进行体外细胞分离培养，

也无合适的动物模型培养病毒，所以制备弱毒疫

苗或灭活疫苗难度较大；(3) 对 HuNoV 的免疫

学认识尚不足，病毒感染机体后免疫保护特 
征、病毒变异以及免疫保护相关性研究不够深 
入[17]。虽然 HuNoV 的疫苗研发较为困难，但是

目前国内外已经有多款疫苗正在研究，这些疫苗

主要有两大类。第一类是 HuNoV 的 VLP 亚单

位疫苗[18-19]，第二类是基于腺病毒载体或水泡

性口炎病毒载体表达 VP1 蛋白的重组活病毒载

体 疫 苗 [20-21] 。 本 研 究 的 主 要 目 的 是 利 用

flashBAC 杆状病毒表达系统，通过在昆虫细胞

中表达目前流行最广泛的 GⅡ.4 型 HuNoV 的

VP1 蛋白，观察表达的 VP1 蛋白能否形成 VLP，
为 HuNoV 亚单位疫苗的研发提供参考。 

VLP 是由病毒单一或多个结构蛋白自行装

配而形成的高度结构化的蛋白质颗粒，保留了病

毒蛋白的天然构象，具备激发宿主先天和适应性

免疫反应的能力。此外 VLP 不含有病毒的遗传

物质，所以其安全性要高于灭活和弱毒疫苗，这

使 VLP 在疫苗研发中更具有优势。关于病毒 
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VLP 的制备，目前已经有几十种感染人和动物

的病毒制备了 VLP，如人乳头瘤病毒[22]、流感

病毒[23]、口蹄疫病毒[24]、鸭细小病毒[25]等。关

于 VLP 的制备，主要包括大肠杆菌表达系统、

酵母表达系统、哺乳动物细胞表达系统以及杆状

病毒表达系统。本研究使用的杆状病毒表达系统

制备的 VLP 具有如下优势：(1) 杆状病毒主要感 
染昆虫细胞，不感染哺乳动物和人类细胞，安全

性高；(2) 杆状病毒表达系统属于真核生物表达

系统，能实现蛋白的正确折叠和翻译后的修饰；

(3) 杆状病毒感染的昆虫细胞可以实现转瓶培

养，蛋白产量高，便于纯化，适合规模化生产。

本研究中制备的 VLP 是通过 HF 细胞的转瓶培

养获得的，方便了后期 VLP 的大量生产；(4) 目

前报道的使用杆状病毒表达系统制备 VLP 主要

是 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统[15]，flashBAC

系统是 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统的一种改

进版本，与 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统相比，

flashBAC 系统构建重组杆状病毒无需蓝白斑筛

选工作，极大缩短了重组杆状病毒的构建时间，

加快了实验进程。此外，本研究通过镍柱亲和层

析法纯化即可得到高纯度的蛋白，经过 HPLC

的检测，VP1 纯度在 99%以上。传统的氯化铯

梯度离心法纯化 HuNoV 的 VLP[15]，其产量往往

比较低，本研究使用的亲和层析法纯化 VLP 操

作简单、产量较高，不需要超高速离心机等贵重

的仪器设备，更适用于 VLP 的大量生产。总之，

flashBAC 系统在继承了传统 Bac-to-Bac 系统优

势的基础上，通过技术上的优化和改进，提供了

一种更为高效和方便的重组蛋白表达解决方案，

这些优势使得 flashBAC 系统在蛋白质的真核表

达方面具有较好的应用前景。 

当前 HuNoV 主要流行毒株的基因型是

GⅡ.4 型，为制备该基因型病毒的 VLP，我们首

先将 VP1 基因序列根据昆虫细胞的密码子偏好

性进行了优化，构建了表达 VP1 蛋白的杆状病

毒转移载体，在 SF9 昆虫细胞中成功包装了表

达 VP1 蛋白的杆状病毒；其次，制备的杆状病

毒感染 HF 昆虫细胞，该细胞可以使用转瓶进行

悬浮培养，蛋白产量较高。为了方便蛋白的纯化，

在 VP1 蛋白的氨基酸端添加了 8 个组氨酸标签，

可以利在全自动蛋白纯化仪上用镍柱对 VP1 蛋

白进行纯化。VP1 蛋白经 HPLC 的鉴定，蛋白纯

度在 99%以上，说明本研究建立的 VP1 蛋白制备

和纯化方法具有较好的工艺流程。最后通过透射

电子显微镜的观察，发现 VP1 蛋白可以自组装形

成大小均一、形态规则、直径约为 30−40 nm 的

VLP。 

4  结论 
本研究利用 flashBAC 杆状病毒表达系统成

功表达了 GⅡ.4 型 HuNoV 的 VP1 蛋白，VP1 蛋

白的纯度在 99%以上，VP1 蛋白可以组装成

VLP。本研究为研发 GⅡ.4 型 HuNoV 亚单位疫

苗奠定了物质基础，同时也为其他基因型

HuNoV VLP 的制备提供了技术参考。 
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