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1.乳酸克鲁维酵母类型的重组酵母，该重组酵母具有对传染性法氏囊病病毒(IBDV)的

VP2抗原进行编码的基因作为外源基因，其被整合到酵母基因组中，并且该重组酵母能表达

传染性法氏囊病病毒(IBDV)的VP2抗原作为外源蛋白，其特征在于，乳酸克鲁维酵母的重组

菌株选自：

乳酸克鲁维酵母DSM  25405，

乳酸克鲁维酵母DSM  25406，以及

乳酸克鲁维酵母DSM  25407。

2.根据权利要求1所述的重组酵母，其特征在于，使用重组酵母作为亚单位标记疫苗。

3.根据权利要求2所述的重组酵母，其特征在于，将亚单位标记疫苗用于区别接种的个

体与自然感染的个体。

4.根据权利要求2或3所述的重组酵母，其特征在于，亚单位标记疫苗同时具有佐剂特

性。

5.根据权利要求2或3所述的重组酵母，其特征在于，亚单位标记疫苗有免疫原性。

6.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，整合外源基因不需要附加载

体序列或者选择标记。

7.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，组成性表达外源基因。

8.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，可以诱导表达外源基因。

9.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，可以间接通过表达内源报告

基因将外源基因表达定量化。

10.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，外源基因可以表达具有抗原

特性的外源蛋白。

11.根据权利要求1至3之一所述的重组酵母，其特征在于，重组酵母可以诱导或者组成

性表达具有与SEQ  ID  NO:4一致的氨基酸序列的IBDV  VP2-T2S蛋白或者具有与SEQ  ID  NO:

6一致的氨基酸序列的IBDV  oVP2-T2S蛋白作为外源蛋白。

12.具有外源基因的表达载体，其特征在于，所述外源基因具有与SEQ  ID  NO:3或者SEQ 

ID  NO:5一致的核酸序列。

13.根据权利要求12所述的表达载体，其特征在于，外源基因对具有与SEQ  ID  NO:4一

致的氨基酸序列的IBDV  VP2-T2S蛋白进行编码，或者对具有与SEQ  ID  NO:6一致的氨基酸

序列的密码子优化的oVP2-T2S蛋白进行编码。

14.根据权利要求12或13所述的表达载体，其特征在于，表达载体是载体Klp3或者与

SEQ  ID  NO:10一致的Klp3-MCS。
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利用针对确定抗原产生保护性体液免疫应答的重组酵母进行

的接种

发明领域

[0001] 本发明涉及用来针对确定抗原产生体液免疫应答的重组酵母、制备这些酵母、以

及将其用于针对含有这些抗原的病原体和恶性细胞进行预防接种。

[0002] 技术现状

[0003] 疫苗被用来预防疾病(预防性疫苗)或者治疗已患上的疾病(免疫治疗性疫苗)。预

防接种计划已在过去大约100年中为减少传染病作出了很大贡献。自从大约20年以来才开

发使用免疫治疗性疫苗，用于治疗病毒、细菌或寄生虫引起的持续感染，或者治疗致癌疾

病。接种的目的是针对病原体或者恶性(肿瘤基因)细胞诱导(基本上是T和NK细胞介导的)

细胞免疫应答和/或者(基本上是B细胞/抗体介导的)体液免疫应答。

[0004] 传统疫苗均含有弱毒或者灭活形式的完整病原体，包括其基因物质、DNA  或者RNA

形式的核酸。制备这些传统疫苗大多需要特殊安全措施和/或者使用试验动物和/或者使用

细胞培养物；通常还必须使用冷链进行存放和运输，很麻烦。此外还有制备过程中(例如源

自试验动物或者细胞培养物)的物质在接种个体中产生副作用或者引起病原体意外复活的

潜藏危险。即使诊断方面也存在问题：例如对家畜进行接种时，可能无法将接种后的动物与

自然感染的动物区别开来，使得基于新感染检测的预警系统可能会失灵。因此开发了仅含

有病原体部分结构的“亚单位”疫苗，前提条件是已经知道相应病原体的“主要抗原”。主要

抗原大多是免疫系统能够识别的病原体表面成分，例如病毒包膜或者病毒衣壳的蛋白，这

些也能在不存在完整病毒颗粒的情况下诱导体液免疫应答和/或者细胞免疫应答，并且能

在宿主中诱导对病毒的免疫记忆。由于“亚单位接种”缺少病原体的典型成分，因此可以通

过鉴别诊断区分接种个体与自然感染的个体；因此所讨论的也是“亚单位标记疫苗”。许多

亚单位疫苗的缺点是制备复杂，而且免疫原性经常不充分：可以高效培育病原体本身(有以

上所述的限制)，必须采用基因技术，以成本高昂而且大多效率低下的方法制备其主要抗

原，并且必须以很大的花费将其净化。所获得的亚单位疫苗很敏感，同样必须进行冷藏运

输，稳定性很小。鉴于这些原因，大多数疫苗均基于包含完整病原体的传统原理。例如，防治

传染性家禽法氏囊病(IBD)的大多数疫苗目前多数基于引起IBD  的传染性法氏囊病病毒

(IBDV)的弱毒或者灭活病毒。

[0005] 人们尝试使用佐剂来弥补亚单元疫苗的免疫原性较弱的问题。佐剂是经验证明有

免疫刺激作用的物质，能够以非特异性而且经常很少令人理解的方式增强免疫反应。迄今

为止仅仅批准了很少供人使用的佐剂，例如在美国获准用于人的佐剂是铝盐、氢氧化铝和

磷酸铝。然而铝盐配方会引起相关疫苗的储存困难。此外这些佐剂无法与所有抗原一起发

挥充分的作用。

[0006] 可以采用基因技术在不同的宿主细胞中制备外源蛋白，大多数亚单元疫苗均属于

外源蛋白。除了肠内细菌大肠杆菌之外，还将可以在细胞培养物中繁殖的哺乳动物细胞、植

物细胞和各种真菌确立为宿主体系。可以用特别低廉的成本大规模培育细菌和真菌之类的

微生物体系。数十年以来已经按常规将酵母、毕赤酵母和克鲁维酵母菌属的酵母细胞用来
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表达外源蛋白。与细菌相比，酵母细胞的优点是真核生物，也就是在很多方面等同于动物细

胞，并且能够以天然或者近似天然的形式，以低廉成本在酵母中制备真核生物蛋白，也就是

在动物细胞中形成并且/或者必须能够起作用的蛋白(Bathurst，1994；Gellissen& 

Hollenberg，1997)。以往仅仅将酵母用于生产外源蛋白，并且从酵母细胞中提纯蛋白，将其

用作亚单位疫苗。近期以来才尝试将酵母本身或者将酵母的细胞碎片作为疫苗。

[0007] 自从大约5年以来尝试将酿酒酵母(“面包酵母”，S.cervisiae)本身用于接种疫

苗：试验结果表明，可以通过皮下给药的酿酒酵母的抗原表达细胞激活树突状细胞，并且可

以产生抗原特异性T细胞免疫应答，尤其是细胞毒性T细胞对某些抗原的应答。已证实这种

细胞免疫应答对某些肿瘤细胞有防护作用，也就是进行疫苗接种之后，在接种后的动物中

产生的肿瘤少于对照动物。目前也在肿瘤疾病的免疫治疗应用中测试该方法(Stubbs  et 

al.，2001；Lu  et  al.，2004)。

[0008] 对基于酵母的疫苗接种进行描述的现有技术所公开的以下资料均为专业人士熟

悉：

[0009] 例如20090304741、5830463、10738646和20070166323这一系列美国专利均描述了

使用含有至少一种重组抗原的酿酒酵母进行免疫治疗。已证明这些酵母能有效刺激免疫反

应，尤其是细胞介导的免疫反应。

[0010] WO/2006/044923公开了重组表达丙型肝炎病毒(HCV)的不同蛋白的酵母(酿酒酵

母)，所述酵母能够引起对这些HCV蛋白的免疫应答，主要是T细胞应答，并且应将其用来作

为治疗慢性丙型肝炎的疫苗。

[0011] WO/2007/092792描述了使用重组酿酒酵母治疗流感病毒感染，使用不同酵母菌株

的组合，给服这些酵母菌株可引起T细胞诱导，也就是可引起细胞免疫应答。

[0012] WO/2011/032119涉及了对基于酵母的患者免疫治疗的疗效加以改进的方法。该方

法包括一种基于酵母的药剂，该药剂能调控CD4+TH17细胞的生产或者存活。

[0013] 没有哪一个专利中证明可使用酵母诱导对传染病或肿瘤的保护性体液免疫应答

(本申请书的主题)。此外要么使用了酿酒酵母，或者使用了巴斯德毕赤酵母，但是没有使用

乳酸克鲁维酵母(本申请书的主题)。

[0014] 与酿酒酵母一样，乳酸克鲁维酵母(K .lactis)也具有GRAS  Status(GRAS： 

generally  regarded  as  safe/公认为安全)，也就是适合用于动物或者人(van  Ooyen  et 

al.2006)。尽管形貌非常类似于面包酵母，这两个菌种早在一亿多年之前就从共同的祖先

朝向不同的方向进化。因此乳酸克鲁维酵母的很多特性有别于酿酒酵母。其中几个区别对

于生物技术应用有很大意义。酿酒酵母的进化产生了专门进行酒精发酵的新陈代谢，因此

丧失了祖先的很多基因。但是酒精发酵对于大多数酵母来说并不典型。如果存在氧并且线

粒体呼吸真正允许以更多效率从糖转化输出能量，那么当葡萄糖浓度很高时就会在酿酒酵

母中进行酒精发酵。可通过“葡萄糖抑制”在很大程度上抑制细胞“发电站”线粒体的功能。

乳酸克鲁维酵母在线粒体的功能调节方面明显有别于酿酒酵母(Chen  and  Clark-Walker，

1995，  Clark-Walker，2007)。与酿酒酵母相比，乳酸克鲁维酵母属于“Crabtree阴性”酵母。

此类酵母在严格有氧条件下通常不会形成乙醇，而是通过线粒体活性将葡萄糖完全降解成

CO2并且形成ATP。该生理学特性十分重要，因为可在大规模发酵时显著提高生物质收率，使

用这些酵母作为重组蛋白的生产菌能显著降低成本。此外对乳酸克鲁维酵母的研究已证
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明，己糖激酶介导的葡萄糖信号传导途径中的突变能够改善异源基因表达(Donnini  et 

al.，2004)。呼吸基因的葡萄糖抑制作用降低是“Crabtree阴性”酵母的特征，并且可能与此

类酵母中观察到的更好外源基因表达有关联。

[0015] 乳酸克鲁维酵母和酿酒酵母还在细胞壁葡聚糖成分中有很大差异  (Backhaus  et 

al.，2011)；怀疑这些差异的原因是高尔基体中参与糖蛋白成熟的糖基转移酶不同：酿酒酵

母中的糖蛋白含有多得多的磷酸甘露糖，乳酸克鲁维酵母中的糖蛋白则主要含有终端N-乙

酰葡萄糖胺(Raschke  and  Ballou，1972)。认为酿酒酵母和乳酸克鲁维酵母之间的这些区

别在蛋白糖基化和分泌时以及在细胞壁生物合成过程中对于异源表达外源蛋白的细胞内

定位、折叠、稳定性以及免疫原性有很大的影响(Uccelletti  et  al.，2004)。

[0016] WO/2010/054649描述了乳酸克鲁维酵母的一种重组体系的制备。在所述的应用示

例中使用从菌株VAK367-D4得到的重组菌株针对各种不同的抗原进行粘膜或者口服疫苗接

种。但是口服/粘膜疫苗接种的缺点在于，必须使用大量的疫苗才能实现保护性免疫。

附图说明

[0017] 附图1所示为通过同源重组为出发菌株VAK367-D4制备具有外源基因  IBDV  VP2的

疫苗株VAK887的示意图。转化含有IBDV菌株D78的VP2  基因的质粒Klp3-MCS(SEQ  ID  No.：

10)，通过同源重组将VP2外源基因插入染色体的LAC4基因位点之中，该基因位点已由于插

入URA3基因而被破坏。重组为宿主基因组时将URA3基因替换成VP2基因，并且重新制备LAC4

基因；选择不含尿嘧啶的乳糖培养基，即可获得重组酵母菌株。随后通过KIGAL80  启动子控

制LAC4(β-半乳糖苷酶)的表达，通过LAC4启动子控制VP2基因的表达。

[0018] 附图2A所示为通过菌株VAK887表达IBDV  VP2，使用VP2特异性抗体进行Western印

迹分析，与源菌株(VAK367)对照，并且与感染了IBDV的鸡细胞对照。附图2B所示为重组IBDV 

VP2以及突变IBDV  VP2-T2S在不同的表达VP2的乳酸克鲁维酵母变异体中的表达分析。原始

乳酸克鲁维酵母变异体VP2(VAK887)仅仅表达了适量的病毒蛋白。将VP2的氨基酸位置2上

的苏氨酸替换成丝氨酸，可以在乳酸克鲁维酵母菌株VP2-T2S(VAK888)中提高VP2蛋白表

达。可以进一步提高的方式的增加KIGAIA基因计量  (VP2-T2S_GAL4＝VAK890)，或者使用酵

母密码子优化的合成VP2基因  (oVP2-T2S＝VAK910)。

[0019] 附图3证明在90℃温度下对本发明所述的酵母进行2小时热灭活没有导致重组的

VP2-T2S蛋白丧失(附图3A)。在SDS  PAGE上从颗粒饲料中未灭活的酵母、灭活酵母以及酵母

中各自分离等量的蛋白，与感染和没有感染  IBDV的家禽细胞中的细胞裂解液进行对照，在

Western印迹中使用抗-VP2-  抗体进行测试。附图3还证明变异体VAK890中VP2-T2S的量约

为每个酵母细胞0.7fg异源蛋白(附图3B)。这里在Western印迹中对定量的净化  VP2-T2S进

行了着色，与所抽取的乳酸克鲁维酵母(菌株VAK890)的发酵罐中一定数量细胞中的VP2进

行对照，使用密度计分析结果。

[0020] 附图4对照使用乳酸克鲁维酵母变异体VAK890的完整酵母细胞进行口服接种，解

释以皮下给药方式使用乳酸克鲁维酵母变异体VAK890的完整热灭活酵母细胞对小鼠进行

接种。附图4A所示为免疫方案：进行了三次皮下免疫，各休息两周；两次饲喂两周进行对照。

最后一次给服酵母之后两周(箭头)从经过治疗的小鼠体内抽取血清样品，在IBDV特异性

ELISA(附图4B)和  IBDV中和试验中检出存在抗VP2抗体(附图4C)。附图4D使用表达VP2 的
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乳酸克鲁维酵母(菌株Kl  VP2-T2S_GAL4(VAK890))治疗过的小鼠与使用野生型乳酸克鲁维

酵母(菌株VAK367)治疗后的小鼠相比具有更高的抗体/中和抗体滴定量。此外还证明了皮

下给服的乳酸克鲁维酵母(菌株VAK890)与使用乳酸克鲁维酵母(菌株VAK890)饲喂的小鼠

相比具有明显更高的抗体/中和抗体滴定量。但是口服乳酸克鲁维酵母(菌株890)免疫的小

鼠与使用野生型乳酸克鲁维酵母(菌株VAK367)相比也增大了抗体/中和抗体滴定量。

[0021] 附图5所示为使用乳酸克鲁维酵母变异体VP2-T2S_GAL4(VAK890)的热灭活完整酵

母细胞对鸡进行口服和皮下疫苗接种。要么使用短时间1/1/1/1/1  方案(1周饲喂，1周休

息，1周饲喂，以此类推)或者使用较长的2/2/2方案进行口服疫苗接种(附图5A)。疫苗接种

之后1周或者2周休息之后，使用  IBDV(菌株Edgar)以每个动物100EID50的浓度感染所有经

过治疗的动物(病毒challenge；黑色条柱)。在口服疫苗接种之后，尤其在应用延长的治疗

方案之后，可以在多个动物中检测出病毒中和抗体的滴定量增大。而使用重组乳酸克鲁维

酵母进行皮下疫苗接种则相反，在所有经过治疗的动物中产生了较高的病毒中和抗体滴定

量(附图5B、C；IBDV特异性ELISA，IBDV中和试验)。没有使用重组乳酸克鲁维酵母治疗后的

动物在感染IBDV之后死亡，无论使用了哪一种治疗方案。与此相比，对照组中的死亡率为10

～35％(附图5C)。对经过治疗后的动物的法氏囊中的病变进行分析，结果证明在应用延长

的治疗方案之后，大约10％口服治疗的动物在接种IBDV之后没有病毒感染征兆：使用了所

谓的“病变评分”-得分1、2感染或者几乎没有感染受损的法氏囊；得分  3、4感染受损的法氏

囊和严重受损的法氏囊。与此相比，皮下给服重组乳酸克鲁维酵母菌株VAK890的所有动物

均表现出完全的IBDV疫苗免疫保护(附图5C)。

[0022] 附图6所示为载体Klp3-MCS(SEQ  ID  No.：10)的结构示意图。

[0023] 本发明的说明：

[0024] 专用人士均熟悉现有技术将重组酵母用于皮下疫苗接种的方法：Stubbs  et  al.，

(2001)Nat.Med .7：625-629；Stubbs  and  Wilson(2002)Curr.Opin.Mol.Ther.4：35-40； 

Wansley  et  al .，(2008)Clin .Cancer  Res .14：4316-4325；US  5 ,830 ,463，  WO/2006/

044923；WO/2007/092792und  WO/2011/032119。但是在这些出版文献的实施例中所研究的

仅仅是酿酒酵母。“酵母”是呈单细胞生长的真核微生物的总称，经过数百万年的差异进化，

目前具有极为不同的特性(酿酒酵母和乳酸克鲁维酵母大约进化了一亿年)。如果使用酿酒

酵母和乳酸克鲁维酵母对诸如动物或者人之类的高等真核生物进行疫苗接种，则应以这样

的认识为出发点：酿酒酵母引发的免疫应答与乳酸克鲁维酵母引发的免疫应答有很大区

别。这不仅适用于对酵母中表达的外源抗原的免疫应答，而且也适用于对酵母自身抗原的

免疫应答。如果使用完整的酿酒酵母细胞进行皮下免疫，就会产生T细胞诱导，也就是细胞

免疫应答。迄今为止现有技术并未证明使用重组酿酒酵母以简单途径(也就是直接施用表

达单个抗原的菌株)实现对抗原的防护性体液免疫应答。

[0025] 以上述背景为出发点，本发明的任务在于提供一种能够用来针对某些抗原产生防

护性体液免疫应答的方法。另一任务在于提供一种能够用来区别接种个体与自然感染个体

的亚单位标记疫苗。另一任务在于制备一种同时具有很强佐剂特性并且因此而具有很强免

疫原性的亚单位标记疫苗。

[0026] 制备一种基于酵母并且允许将外源基因靶向整合到酵母基因组之中的表达体系，

即可解决这些任务。可以利用该体系快速(也就是在几周之内)制备表达外源基因的重组酵
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母。可以在发酵罐中以低廉成本大量(例如千克范围(kg))  繁殖这些酵母。采用调控表达和

补料分批法进行发酵，也可以表达该酵母体系中的细胞毒性抗原。在表达外源基因之后对

酵母进行热灭活，然后可以作为粉末进行储运，无需进行冷却。可以直接使用酵母粉末，也

就是不需要继续分级，要么作为乳化液或者丸剂(参见实施例)，或者作为亚单位标记疫苗。

通过以下两个因素保证抗原表达以及有效防护性免疫所需的佐剂效应：(i)可以对所表达

的外源蛋白进行靶向基因改造，(ii)表达酵母中的外源蛋白，并且以口服或者皮下形式直

接使用酵母；酵母本身具有很强的佐剂效应。首选皮下给药。已制备一种重组酵母菌株；该

酵母菌株表达一种特异性病毒抗原，并且可以将其用于本发明所述的皮下疫苗接种方法之

中。已实现对相关病毒感染的完全预防性防护作用。仅仅使用了非常少量的酵母(若为家禽

中的皮下给药，则在毫克范围内(mg))。仅需2～3次给药，就能实现该防护作用。

[0027] 本发明所述的方法不仅适用于人类医疗领域，而且也适用于兽医领域。首选将本

发明所述的方法应用于兽医领域。

[0028] 利用酵母执行本发明所述的方法。适用的酵母例如是酵母菌属、毕赤酵母菌属和

克鲁维酵母菌属的酵母。在一种优选的实施方式中，使用酵母菌属和克鲁维酵母菌属的酵

母执行本发明所述的方法。尤其优先使用酿酒酵母和乳酸克鲁维酵母(K.lactis)。在最优

先的实施方式中，使用乳酸克鲁维酵母执行本发明所述的方法。

[0029] 乳酸克鲁维酵母属于具有GRAS  Status(GRAS：generally  regarded  as  safe/公

认为安全)的“食品级”酵母。与数千年以来经过实践考验作为食品添加剂的面包酵母一样，

奶制品行业中经常使用的乳酸克鲁维酵母也是适用于食品行业的无害酵母。

[0030] 除了“现有技术”所述的发酵方法之外，乳酸克鲁维酵母与酿酒酵母相比还有能表

达异源基因的诸多优点。乳酸克鲁维酵母属于“petite  negative/弱阴性”酵母，也就是说，

线粒体DNA的损失是致命的(由于线粒体膜电位骤降(Chen  et  al.，1995；Clark-Walker，

2007))。线粒体功能与随Ca2+变化的信号传导、活性氧化合物的生产、细胞的应激应答、蛋白

糖基化以及细胞壁完整性密切相关。因此线粒体功能对重组糖蛋白的生产和细胞壁的成分

有决定性影响。

[0031] 就酵母和哺乳动物而言，内质网中发生的蛋白N-糖基化的前期步骤相同。但是在

高尔基体中发生的步骤则相互不同。存在于高尔基体中的羰基转移酶在不同的酵母菌种中

各不相同，因此导致细胞壁中的糖蛋白成分有所差异。在乳酸克鲁维酵母中，糖蛋白具有终

端N-乙酰葡萄糖胺，与酿酒酵母的磷酸甘露糖相反(Raschke和Ballou，1972)。这可能会在

接种疫苗时大大影响相应酵母菌种对免疫系统的刺激。

[0032] 蛋白糖基化/分泌和细胞壁生物合成期间的化合物表明改变了a1，6-甘露糖基转

移酶(KIOCH1)的乳酸克鲁维酵母突变体中的重组蛋白的分泌作用有所改善(Uccelletti 

et  al.，2004)。蛋白糖基化过程中的变化还会影响重组蛋白的细胞内定位，重组蛋白在分

泌过程中会由于错误折叠而受到抑制。

[0033] 乳酸克鲁维酵母是可以使用乳糖作为碳源和能量源的少数酵母种类之一。乳糖是

一种价格便宜的糖，可作为乳清的成分大量产生(例如奶制品业的副产品)。乳酸克鲁维酵

母可以利用乳糖达到与利用葡萄糖类似的生长率。已对调控参与乳糖代谢的基因进行了大

量研究。β-半乳糖苷酶启动子(LAC4)可以用来调控异源基因表达和重组蛋白的生产(van 

Ooyen  et  al.，2006，Breunig  et  al.，  2000)。由于减少了葡萄糖阻遏作用，在含葡萄糖的
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培养基中培育的乳酸克鲁维酵母培养物中加入乳糖，就能快速高效地诱导基因的异源表

达。

[0034] 按照本发明所述，通过基因技术方法生成乳酸克鲁维酵母菌株，适宜是  VAK367-

D4和该菌株的变异体，该菌株允许将外源基因靶向整合在酵母基因组的LAC4位点上(附图

1)。该整合仅需要通过相应构建的质粒执行一个步骤；可以在不使用抗生素抗性基因的情

况下选择重组菌株，将乳糖加入到培养基之中，就可以通过LAC4启动子诱导重组菌株中的

外源基因表达。可以通过该方法在几周内生成整合了外源基因的乳酸克鲁维酵母细胞并且

描述其特性。该体系的两个方面很重要：一方面能够以可重现的方式培育含有定量外源蛋

白的酵母细胞(附图2、3)，另一方面当用于对可塑性(易改变的)抗原(例如流感抗原血凝

素)进行疫苗接种时，可以在短时间内生成新的酵母菌株，例如当出现新的潜在流行流感病

毒株的时候。新生成的重组乳酸克鲁维酵母菌株极有可能具有与试验菌株类似的特性(例

如在发酵罐中的生长特性)。将反式激活因子  KIGaI4的基因整合到酵母基因组之中还可以

显著提高外源基因的表达率  (Kuger  et  al.，1990)。

[0035] 在另一种实施方式中，使用一种特殊的乳酸克鲁维酵母菌株VAK367-D4  及其后代

执行本发明所述的方法。生成了一系列(VAK)基于乳酸克鲁维酵母菌株VAK367-D4构建的重

组变异体。总之这些变异体能诱导表达大量外源蛋白，或者该外源蛋白的结构域，或者与异

种蛋白结构域融合的该外源蛋白的结构域。所使用的异种蛋白结构域可用来靶向刺激免疫

应答(佐剂)，或者靶向分隔酵母细胞中表达的外源蛋白。除了佐剂效应之外，分隔所表达的

外源蛋白对于优化表达或者表达产物的表达而言很重要。

[0036] 在另一种实施方式中，使用VAK367-D4及其后代作为亚单位标记疫苗来执行本发

明所述的方法。使用仅仅表达规定蛋白抗原(外源蛋白)的重组乳酸克鲁维酵母作为疫苗，

鉴别诊断过程中辨别接种疫苗的个体与自然感染的个体。这些重组乳酸克鲁维酵母菌株

(参见实施例)的其中一种已被成功用于口服和皮下接种。皮下给药获得了对接种对象的完

全保护作用。本发明所述的“外源蛋白”指的是能够在人或者动物体内针对某种病原体或者

致癌变异细胞产生保护性免疫应答、尤其可产生保护性体液免疫应答的所有肽、多肽和蛋

白。外源蛋白可以源自于已描述其抗原特性的任何病原体或肿瘤，所述抗原能够单独诱导

保护性免疫应答，尤其能诱导保护性体液免疫应答。

[0037] 在一种优选的实施方式中，外源蛋白可以源自于已描述其抗原特性的病原体(病

毒，细菌，寄生虫)，所述抗原能够单独诱导保护性免疫应答，尤其能诱导保护性体液免疫应

答。举例如下：

[0038] 源自于寄生虫的外源蛋白

[0039] 美洲钩虫；十二指肠钩虫：ASP蛋白，分解血红蛋白的蛋白酶

[0040] 利什曼原虫：gp63，46kD前鞭毛体抗原，LACK

[0041] 疟原虫：CSP蛋白，CSA-1，CSA-3，EXP1，SSP2，STARP，SALSA，MSP1，  MSP2，MSP3，AMA-

1，GLURP，Pfs25，Pfs  28，Pvs25，Pvs  28，Pfs  48/45，Pfs  230

[0042] 血吸虫：TP1，Sm23，ShGSTs  26和28，副肌球蛋白，寄生虫肌球蛋白，Sm14

[0043] 源自于细菌的外源蛋白

[0044] 结核分支杆菌：Ag85A，Hsp65，R8307，19kD，45kD，10.4

[0045] 幽门螺杆菌：VacA，LagA，NAP，hsp，脲酶，过氧化氢酶
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[0046] A群链球菌：M，SCPA肽酶，外毒素SPEA和SPEC，纤维连接蛋白结合蛋白

[0047] 肺炎链球菌：PspA，PsaA，BHV  3，BHV4

[0048] 鼠伤寒沙门氏菌：Vi抗原

[0049] 志贺菌：LPS

[0050] 霍乱弧菌：CTB

[0051] 大肠杆菌ETEC：LT，LT-ST，CTB

[0052] 鼠疫耶尔森菌：F1，V

[0053] 源自肿瘤细胞/肿瘤的外源蛋白(肿瘤相关抗原，TAA)

[0054] CEA

[0055] 5T4

[0056] MUC1

[0057] MART1

[0058] HER-2

[0059] 尤其优先选用源自病毒的外源蛋白。

[0060] 杯状病毒科(诺瓦克，HEV)：NV  60kD；HEV  ORF2

[0061] 呼肠弧病毒科(轮状)：VP7，VP4

[0062] 逆转录病毒科(HIV)：Gag，Pol，Nef，Env，gp160，gp120，gp140，gp41

[0063] 黄病毒科(黄病毒属：WNV，Dengue，YF，TBE，JEV)：preM-Env，NS3，NS4，  NS5

[0064] 黄病毒科(瘟病毒属BVDV，CSFV，BDV。丙型肝炎病毒属HCV)：E1，E2，  ERNS(Pesti)，

C，NS3，NS4，NS5

[0065] 嗜肝DNA病毒科(HBV)：HBS抗原

[0066] 副粘病毒科(副粘病毒亚科：PIV-1，PIV-2，腮腺炎病毒，仙台病毒，PIV-2，  PIV-4，

麻疹病毒)：M，HN，N，F

[0067] 副粘病毒科(肺炎病毒亚科：RSV)：F，G，SH，M

[0068] 弹状病毒科(狂犬病)：G

[0069] 疱疹病毒科(EBV，HSV2)：gp350/220(EBV)，gB2，gD2(HSV)

[0070] 冠状病毒科(SARS)：CoV，N，M，S

[0071] 正粘病毒科(流感A，B)：HA，NA，M1，M2，NP

[0072] 乳头瘤病毒科：L2，E6，E7

[0073] 在本发明最优先的实施方式中，外源蛋白源自双RNA病毒科家族的代表性病毒，例

如IBD病毒，并且能够诱导保护性免疫应答，尤其是保护性体液免疫应答。

[0074] 在本发明的一种优先实施方式中，产生乳酸克鲁维酵母VAK367-D4变异体VP2

(VAK887)作为外源蛋白表达形成衣壳的传染性法氏囊病病毒(IBDV菌株D78)的VP2抗原

(SEQIDNO.：1和2)。尤其优先选用乳酸克鲁维酵母  VAK367-D4变异体VP2-T2S(VAK888)，该

变异体中氨基酸位置2上的VP2  蛋白已变异(苏氨酸替换成丝氨酸；Jagadish  et  al .

(1991))，并且具有与SEQ  ID  NR.：3和4一致的核苷酸序列或氨基酸序列。

[0075] 在本发明的一种特别优选的实施方式中，产生优化的乳酸克鲁维酵母  VAK367-D4

变异体，VP2T2S_GAL4，该变异体中氨基酸位置2上的VP2蛋白已变异(SEQ  ID  NO.：3和4)，并

且还含有至少两个KIGAL4基因  (VAK890)。尤其优先选用乳酸克鲁维酵母VAK367-D4变异
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体，oVP2-T2S，在其中通过酵母密码子优化的SEQ  ID  NO.：5核苷酸序列对VP2突变抗原进行

编码，或者在其中重组表达的VP2突变抗原具有与SEQ  ID  NO.：6一致的氨基酸序列。优化的

乳酸克鲁维酵母oVP2-T2S_GAL4变异体(VAK911)具有以下优点：

[0076] -还通过突变使得外源蛋白稳定。

[0077] -可以通过反式激活因子的过度表达，以及/或者通过序列的密码子优化实现VP2

表达的显著提高(附图2)。

[0078] -整合附加的KIGAL4基因也与这种乳酸克鲁维酵母变异体的生长率较高有关联。

[0079] -这种乳酸克鲁维酵母变异体在高细胞密度发酵以及所表达的VP2蛋白的数量方

面有很高的可重现性(附图3)。

[0080] 已按照布达佩斯条约于2011年11月29日在德国微生物菌种保藏中心  DSMZ(地址：

Inhoffenstrasse  7B，38124Braunschweig，Deutschland)寄存了按照本发明所述产生的乳

酸克鲁维酵母VP2-T2S_GAL4变异体，寄存编号DSM  25405，该变异体作为外源蛋白重组表达

IBDV的VP2突变抗原，并且含有  KIGAL4反式激活因子基因的其它拷贝(VAK890)。已按照布

达佩斯条约于  2011年11月29日在德国微生物菌种保藏中心DSMZ(地址：Inhoffenstrasse 

7B，38124Braunschweig，Deutschland)寄存了按照本发明所述产生的乳酸克鲁维酵母

oVP2-T2S变异体，寄存编号DSM  25406，该变异体作为外源蛋白重组表达IBDV的突变和密码

子优化的VP2抗原(VAK910)。

[0081] 已按照布达佩斯条约于2011年11月29日在德国微生物菌种保藏中心  DSMZ(地址：

Inhoffenstrasse  7B，38124Braunschweig，Deutschland)寄存了按照本发明所述产生的乳

酸克鲁维酵母oVP2-T2S变异体，寄存编号DSM  25407，该变异体作为外源蛋白重组表达IBDV

的突变和密码子优化的VP2抗原，并且含有KIGAL4反式激活因子基因的其它拷贝(VAK911)。

[0082] 另一种实施方式涉及将本发明所述的重组酵母用在一种产生保护性免疫尤其是

保护性体液免疫的方法之中，这种方法包括以下步骤：

[0083] a)培育、繁殖本发明所述的重组酵母，

[0084] b)收获、灭活酵母，

[0085] c)按照一种待确定的免疫方案施用重组酵母，

[0086] d)滴定测定所形成的抗体，并且/或者

[0087] e)证实免疫。

[0088] 可以用任何常规可用的方法培育、繁殖本发明所述的重组酵母，尤其优先选用能

以低廉成本实现较高细胞产率的方法，包括发酵阀，尤其是高细胞密度发酵法。已证明特别

适宜使用补料分批发酵操作程序进行发酵。

[0089] 在一种优选的实施方式中，以口服/粘膜或者皮下施用重组酵母的方式实现防护

性体液免疫。在本发明的一种特别优选的实施方式中，皮下施用重组酵母。在本发明所述的

方法中，尤其优先使用乳酸克鲁维酵母、特别是转基因变异体  VAK367-D4和由此得到的变

异体VAK890及其变异体进行皮下施用。在本发明所述的方法中应使用灭活/杀死的重组酵

母细胞。在培育并且表达外源基因之后将酵母干燥，接着将其灭活。可以用任何常规可用的

方法进行灭活。特别适合在本发明所述的方法中使用热灭活(例如在90℃温度下进行2小时

热灭活)。对于口服/粘膜免疫，例如可以使用较短的1/1/1/1免疫方案(1周饲喂，  1周休息，

1周饲喂，以此类推)，或者使用较长的2/2/2方案(2周饲喂，2周休息，2周饲喂，以此类推)。
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对于皮下接种，例如可以每隔两周进行两次或三次注射(附图4和5)。

[0090] 可使用所有常规方法来证实免疫。在本发明的一种实施方式中，测试病毒中和抗

体的滴定量来证实免疫。例如可以进行特异性ELISA测试或者中和试验。在中和试验中给一

定数量的IBD病毒掺入免疫动物或者对照动物的定量血清。随后通过如此处理后的病毒在

细胞培养物中检测是否抑制感染(中和)。也可以在“攻击”试验中，例如在“病毒攻击”试验

中检查是否免疫成功。为此可对经过治疗的动物施用一定剂量的病原微生物或病毒，该剂

量通常不会导致未免疫的动物得病。如果动物在攻击试验之后没有得病，则证实免疫成功

(附图5)。最后也可以通过免疫组织化学证实免疫。在攻击之后检查病原体的靶器官是否感

染或者病变(附图5)。

[0091] 根据本发明已证明可以将从VAK367-D4得到的重组乳酸克鲁维酵母变异体成功用

于皮下注射接种。实施例中所述的菌株变异体VAK890能表达传染性法氏囊病病毒(IBDV；菌

株D78)的VP2抗原。IBDV的VP2涉及形成病毒衣壳的蛋白。已知引发对VP2抗原的体液免疫应

答就足以保护感染生物，预防相关病毒(IBDV)引起继发感染。一方面可以通过量化病毒中

和抗体来诱发有效的体液免疫应答，另一方面则在病毒攻击之后通过“病毒攻击试验”和免

疫组织化学证实预防性免疫应答。按照本发明所述，可以将重组乳酸克鲁维酵母或者源自

菌株VAK367-D4的重组克鲁维酵母确定为90～100％有效的皮下注射保护性疫苗(90～

100％相当于疫苗接种的“黄金标准”)(附图4和5)。因此已将重组乳酸克鲁维酵母或者源自

菌株VAK367-D4的重组乳酸克鲁维酵母确定为针对传染性病原体(例如病毒)的“亚单位”标

记疫苗。这意味着使用病毒的单个免疫原性蛋白亚单位作为抗原。用作“亚单位”标记疫苗

意味着可以将其用来区别免疫生物与未免疫的感染生物。例如使用一种不仅能检测免疫用

抗原的对应抗体、而且也能检测传染性病原体的另一种抗原的对应抗体的差异诊断方法，

就能进行区别。使用源自菌株VAK367-D4的重组克鲁维酵母菌株  VAK890(DSM  25405)进行

免疫，可以针对相应的病毒抗原产生很高的抗体滴定量。可以证明这些抗体能中和病毒。凭

经验已经可以通过该特性和所测定的高滴定量得出这种体液免疫应答足以保护生物，防止

相关病毒引起的继发感染。可以针对IBDV提供最终证据。产生高滴定量的病毒中和抗体在

鸡模型中与完全防止接种动物继发病毒感染有关联(附图5)。使用乳酸克鲁维酵母，尤其是

转基因变异体VAK367-D4及其后代，例如乳酸克鲁维酵母VP2-T2S_GAL4  (VAK890)，与传统

方法相比具有以下主要优点：

[0092] 1.与酿酒酵母相比，乳酸克鲁维酵母的主要基本优点已在经历数百万年与酿酒酵

母分歧的乳酸克鲁维酵母生理学特性方面得到了证明，可用于表达外源基因。

[0093] 2.并非通过质粒载体、而是将外源基因靶向稳定整合到乳酸克鲁维酵母基因组的

确定基因位点之中以后表达外源基因。这样就能在非选择性条件下使得蛋白表达有很高的

重现性。这方面很重要，可通过在发酵罐中培养酵母菌株，以能够重现的方式产生疫苗。对

于菌株VAK367-D4及其后代的口服接种原理已有描述(WO  20101054649A2)。本发明现已证

明，使用少量酵母进行皮下接种，菌株VAK367-D4及其后代、尤其是乳酸克鲁维酵母VP2-

T2S_GAL4  (VAK890)和oVP2-T2S_GAL4(VAK911)就能引起有效的病毒感染防护作用。

[0094] 3.可以诱导基因表达，并且提高转录激活因子Gal4的浓度和/或者对外源基因的

核苷酸序列进行密码子优化使之适合于酵母宿主，就能进一步提高基因表达。确定补料分

批发酵操作程序，也能高效生产细胞毒性抗原。
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[0095] 4.将外源蛋白整合到VAK367-D4及其后代之中是“一步法”。也就是大约  3周之内

就能产生新的重组菌株并且描述其特性；这一点特别重要，可针对改变后的病毒变异体快

速开发有效疫苗。

[0096] 5.通过皮下施用乳酸克鲁维酵母类型的重组酵母尤其是菌株VAK367-D4 的重组

酵母及其后代，不仅能在小鼠体内、而且也能在鸡体内产生保护性免疫应答。可想而知过程

很简单：将定量灭活(热杀死)酵母细胞分2～3次注射到接种对象的皮下。最后一次注射之

后两周检查接种对象的血清检查是否存在抗原特异性抗体以及功能。可以通过病毒中和试

验证实该免疫应答主要、但并非仅仅基于中和抗体的产生(保护性体液免疫应答)。因此可

以通过乳酸克鲁维酵母在皮下应用中诱导的免疫应答基本上有别于可以通过酿酒酵母诱

导的免疫应答，主要是T细胞应答。因此乳酸克鲁维酵母的皮下应用方法基本上不同于酿酒

酵母的皮下应用方法：乳酸克鲁维酵母可以作为亚单位疫苗应用于能够产生保护性体液免

疫应答的抗原(例如病毒抗原，如传染性法氏囊病病毒、IBDV 的VP2抗原或者流感病毒的抗

原血凝素HA)，而酿酒酵母则可以作为亚单位疫苗应用于能够产生保护性细胞免疫应答的

抗原(例如丙型肝炎病毒的NS3蛋白，或者如Her-2之类的肿瘤抗原)。诱导免疫应答形式的

这些差别估计应归因于上述酿酒酵母和乳酸克鲁维酵母细胞极为不同的特性。

[0097] 总之本发明对现有技术作出了很大贡献，并且与现有技术相比能提供很多有益的

实施方式：

[0098] ·发明人已成功制备了能够用来区别接种个体与自然感染个体的亚单位标记疫

苗。

[0099] ·还可以制备同时具有佐剂特性并且因此有很强免疫原性的亚单位标记疫苗。

[0100] ·可以多次应用本发明所述的亚单位标记疫苗。

[0101] ·本发明所述的亚单位标记疫苗能在接种对象体内产生系统性保护性免疫应答

和免疫记忆。

[0102] ·也可以利用本发明制备细胞毒性抗原的对应疫苗。

[0103] ·本发明所述的方法能够以尽可能快的速度产生新的疫苗变异体。

[0104] ·接种方法的成本非常低廉。

[0105] ·制备本发明所述的疫苗不需要试验动物，或者培养物中不需要使用动物细胞或

人细胞。

[0106] ·本发明所述的疫苗对温度不敏感，无需冷却即可进行储运。

[0107] ·在本发明所述的方法中不使用活的重组细胞或者生物。

[0108] ·使用本发明所述的方法不仅能够将疫苗的用量、而且也能将实现保护性免疫所

需的应用次数限制在最低水平。

实施例

[0109] 1.产生乳酸克鲁维酵母菌株VAK367-D4(metA  ura3-5lac4：：ScURA3)。

[0110] 用于异源表达外源蛋白的出发菌株VAK367具有以下特性：允许以高细胞密度进行

培养，不会释放可检出的细胞内蛋白。就此而言，该菌株有别于很多近亲的乳酸克鲁维酵母

菌株。通过菌株CBS  2359的两轮诱变(Centraalbureau  voor  Schimmelcultures  http://

www.fungalbiodiversitycentre.com)得到菌株  VAK367，该菌株是氨基酸蛋氨酸和核苷碱
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基尿嘧啶营养缺陷型菌株。已利用基因工程方法从菌株VAK367得到菌株VAK367-D4(已于

2009年11月18日寄存在Braunschweig德国微生物菌种保藏中心DSMZ，寄存编号DSM 

23097)，方法是借助质粒pD4-2将LAC4基因的序列+358～+1181替换成  ScURA3基因。菌株

VAK367-D4现在允许将外源基因整合在LAC4位点上，无需附加的标记，方法是选择乳糖生

长。利用一种合适的整合载体，例如  Klp3-MCS(附图6)，通过同源重组适当替换阻断盒，从

而在失去ScURA3标记的情况下重建完整的LAC4基因。(附图1)

[0111] 2.产生一种允许诱导表达外源基因的整合载体。

[0112] 载体：Klp3-MCS

[0113] 载体：Klp3-MCS(SEQ  ID  NO.：10)

[0114] 载体Klp3-MCS(SEQ  ID  NO.：10)(附图6)涉及一种基于YRp7的大肠杆菌载体，该载

体在酵母中不会自主复制，因为已删除了ARS1序列。

[0115] Klp3-MCS(SEQ  ID  NO.：10)含有乳酸克鲁维酵母LAC4启动子以及能够通过同源重

组整合在LAC4位点上的序列。

[0116] 已在LAC4启动子和转录起点之间插入了含有TEF1终止子和KIGAL80  启动子的DNA

片段，因此在通过同源重组重建之后，可以在KIGAL80启动子的控制下表达LAC4阅读框。通

过转录因子KIGal4与LAC4启动子共同调控KIGAL80启动子(Zenke  et  al.1993)。这种设计

能够通过测量LAC4编码的β-半乳糖苷酶追踪诱导外源基因表达。Klp3-MCS(SEQ  ID  NO .：

10)允许通过多克隆位点(MCS)中的其中一个唯一切位点在LAC4启动子和TEF1终止子之间

插入外源基因(附图6)。进行整合时利用合适的限制酶消化所得到的质粒，使得表达盒与大

肠杆菌载体序列分开。在转化为乳酸克鲁维酵母  VAK367-D4之后，对表达盒进行染色体整

合；所得到的菌株不含细菌序列。

[0117] 3.表达传染性法氏囊病病毒(IBDV变异体D78)的VP2抗原的乳酸克鲁维酵母变异

体。

[0118] 制备重组酵母菌株

[0119] 借助以下寡核苷酸从质粒pD78A(Icard  et  al.，2008)扩增针对IBDV  D78  VP2编

码的cDNA：

[0120] IBDV_Ascl_fwd(5′-GGCGCGCCGATGACAAACCTGCAAGATC-3′)(SEQ  ID  NO.：7)，含有

Ascl限制酶切位点，以及

[0121] VP2_Notl_rev

[0122] (5′-ATAAGAATGCGGCCGCTCACACAGCTATCCTCCTTATG-3′)

[0123] (SEQ  ID  NO.：8)含有Notl限制酶切位点。

[0124] 将以下核苷酸对用于生成VP2-T2S：

[0125] IBDV_S：T_Ascl_fwd

[0126] (S′-GGCGCGCCGATGTCTAACCTGCAAGATCAAACCCA-3′)

[0127] (SEQ  ID  NO.：9)，和VP2_Notl_rev(s.o.)。

[0128] 在检查并且确认核苷酸序列之后，通过Ascl和Notl切位点将扩增的  DNA片段克隆

到载体Klp3-MCS(SEQ  ID  NO .：10)之中(附图6)。然后整合到基因组之中(附图1)。具体来

说，利用限制酶EcoRI消化整合质粒，并且将消化的片段转化为感受态VAK367-D4细胞。将转

化细胞平铺在YEPD培养基上，在30℃温度下过夜培养。为了查出阳性菌落，将含有乳糖作为
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碳源的  SM培养基上的转化板加倍，并且在30℃温度下培养2天。继续研究该方法所鉴别的

阳性克隆。

[0129] 按照常规方法执行附加KIGAL4基因拷贝的基因组整合(Kuger  et  al.  (1990)。密

码子优化遵循酿酒酵母算法(mr.gene .com，Raab  et  al.，2010)。直接合成密码子优化的

DNA片段。合成时已经嵌入了5′Ascl和3′Notl限制酶切位点(mr.gene .com，Regensburg，

Deutschland)。接着克隆到载体Klp3-MCS(SEQ  ID  NO.：10)之中。

[0130] Western印迹分析。

[0131] 将细胞团块重现悬浮于B60缓冲液之中(50mM  HEPES-KOH  pH  7.3；60  mM醋酸钾；

5mM醋酸镁；0.1％Triton  X100；10％甘油；1mM氟化钠；  20mM磷酸甘油；10mM  MgCl2；1mM 

DTT；蛋白酶完全抑制剂(Roche))，然后利用玻璃微珠用力搅拌使其分解。离心分离提取物

(14000转/分钟，20分钟，温度4℃)，然后测定蛋白浓度。利用SDS-PAGE在12％凝胶中分离40 

μg蛋白提取物。然后将蛋白转移到膜片上。使用a-IBDV兔抗血清(1∶15,000；  Granzow  et 

al.，1997)和羊抗兔HRP偶联抗体(1∶3000，Santa  Cruz  Biotechnology，  Inc.)，利用常规

方法进行Western印迹分析。

[0132] Northern印迹分析。

[0133] 为了完全提取RNA，将5ml酵母培养物放在冰上冷却。在Prot  K缓冲液(100mM 

Tris/HCl  pH7.9，150mM  NaCl，25mM  EDTA，1％SDS)和50mg 蛋白酶K(Fermentas)中利用玻

璃微珠强力晃动进行细胞裂解。将样品在35℃温度下培养1小时，然后萃取RNA，使用乙醇沉

淀，并且重新悬浮于DEPC水中。与Engler-Blum等人1993年描述的一样进行了Nothern分析，

但是有一些偏差。在1％甲醛-琼脂凝胶上分离全部RNA中的5μg，并且将其转移到尼龙膜上

(Amersham  HybondTM-N+，GE  Healthcare)。使用DIG标记的RNA  探针在68℃温度下培养膜，

在有DIG-NTPs(Roche)存在的情况下通过体外转录PCR片段制备该探针。使用封闭液处理印

迹，然后使用抗DIG碱性磷酸酶标记抗体(Roche)进行培养。利用常规方法测定碱性磷酸酶

的活性。

[0134] 异源表达VP2的定量化。

[0135] 使用Saugar等人2005所述改进的操作程序。einer  Hefekultur，die  mit  einem 

episomalen  VP2Plasmid(pADH1-P_VP2-T2S)在选择性培养基(0.67％  YNB，2％葡萄糖和以

下添加剂：11mg/l  Ade；14mg/l  Tyr；各38mg/l  His，Trp，  Arg，Met；48mg/l  Phe；各58mg/l 

Leu，lle，Lys，Val，Thr)对已使用附加型  VP2质粒转化的2000ODE酵母培养物进行培养。在

收获并且用蒸馏水洗涤之后，在裂解缓冲液(10mM  Tris(pH  8 .0)，150mM  NaCl，20mM 

CaCl2，1mM  EDTA，蛋白酶完全抑制剂(Roche)，pH  8.0)利用玻璃微珠将细胞分解。离心分离

所得到的蛋白提取物(以10,000g离心力在4℃温度下分离1小时)，使可溶部分在蔗糖缓冲

液中形成20％(w/v)蔗糖垫(10mM  Tris  pH  8.0，150mM  NaCl，20mM  CaCl2；含有蛋白酶完全

抑制剂(Roche))。以170,000g离心力在  4℃温度下离心分离3小时之后，将团块溶解于200μ

l蔗糖缓冲液之中，然后以114,000g离心力在蔗糖缓冲液中以20～53％蔗糖梯度继续离心

分离17  小时。该梯度被收集在700μl部分中，然后利用SDS-PAGE和Western印迹对其进行分

析。以这种方式可以浓缩、提纯异源表达VP2的寡聚蛋白复合物。可以检出蛋白，并且可以利

用SDS  PAGE和考马斯染色对照标准蛋白测定蛋白含量(未显示)。然后将纯化的VP2作为标

准用在含有抗VP2抗体的对比  Western印迹之中。比较不同发酵中一定数量酵母细胞的VP2
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含量(附图3)。

[0136] 酵母发酵和热灭活。

[0137] 在配有四个整备2升发酵罐的DasGip平行生物反应器系统(DasGip  AG，  Jülien，

Deutschland)中进行所有试验发酵。通过Organobalance  GmbH公司(德国柏林)或者在自备

实验室10升工作容量的Biostat  ED生物反应器(B .Braun  Biotech，Melsungen，

Deutschland)中进行生产规模的发酵。以补料分批法执行所有生产流程。使用含有2％酵母

提取物和1％蛋白胨的复合培养基和20％乳糖补料液。将酵母培养物的温度保持在30℃，并

且将pO2控制在30％饱和度。在发酵期间加入2M  NaOH或者2M  H3PO4将pH值保持在5.0。

[0138] 冷冻干燥酵母，然后在90℃温度下进行2小时热灭活，以备在小鼠和鸡体内进行试

验。在使用该方法之后，每克细胞干重少于10个活细胞。

[0139] 4.小鼠皮下注射

[0140] 为了给小鼠皮下注射表达传染性沙氏囊病病毒(IBDV变异体D78)的  VP2抗原的乳

酸克鲁维酵母变异体(VAK890)，将用于第一次注射的干粉酵母与完全福氏佐剂(CFA)混合；

在其它注射中将酵母与不完全福氏佐剂(IFA)  混合(每200μl  CFA或者IFA  100μg酵母材

料)。每个个体每次免疫/加强注射  200μl乳化液(含有100μg酵母)。因此每次皮下免疫给老

鼠个体施用的VP2  用量大约相当于18ng(附图3)。初次注射(0天)之后，每隔两周“加强”两

次(第14天和第28天；附图4)。再经过两周之后，麻醉杀死动物获取血清。

[0141] 5.鸡皮下注射

[0142] 将表达传染性沙氏囊病病毒(IBDV变异体D78)的VP2抗原的5mg干粉乳酸克鲁维酵

母变异体(VAK890)溶解于750μl磷酸盐缓冲液/生理盐水  (PBS)以及500μl灭菌蒸馏水之

中，制备含有1.25ml  IFA的乳化液，用于给鸡进行皮下注射。在第0天、第14天以及第28天注

射500μl该乳化液(含有1mg酵母)(附图5)。因此给鸡个体每次免疫施用的VP2用量大约相当

于  180ng(附图3、4)。

[0143] 6.病毒“攻击”

[0144] 接种之后(附图5)在第42天以口服方式使接种的鸡感染IBDV菌株“Edgar”的

100EID50，经过六天之后测定死亡率。随后麻醉杀死动物获取血清，从动物中取出法氏囊，

首先将其在10％中性缓冲福尔马林中固定24小时，接着将其埋入石蜡之中。

[0145] 7.酶联免疫吸附测定(ELISA)。

[0146] 通过市面上可以买到的ELISA试剂盒IDEXX IBD  ELISA  kit  (IDEXX 

Laboratories，Inc.)测定接着对象的血清中的IBDV特异性抗体滴定量。若为接种小鼠的血

清，则使用与制造商不同的第二抗体(Sigma  Aldrich)。

[0147] 8.中和试验。

[0148] 根据 等人2000年所述的操作程序进行中和试验，测定病毒中和抗体的浓

度。

[0149] 9.免疫组织化学。

[0150] 从埋入石蜡中的法氏囊制备4微米厚的器官切片。去除石蜡之后，按照标准程序使

用苏木精和伊红将其着色。在显微镜下研究样品，以1～4评分等级确定“病变记分”(1＝正

常至10％卵泡萎缩；2＝10～30％卵泡萎缩；3＝30～  70％卵泡萎缩；4＝＞70％萎缩)。

[0151] 结果
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[0152] 制备、优化表达IBDV  VP2的乳酸克鲁维酵母菌株

[0153] 制备整合了IBDV  VP2基因的不同乳酸克鲁维酵母变异体。使用优化的变异体进行

接种试验，该变异体中氨基酸位置2上的VP2蛋白已变异(苏氨酸替换成丝氨酸；Jagadish 

et  al.(1991))，并且还包括串联整合了至少两个KIGAL4  基因(变异体VP2-T2S_GAL4；菌株

VAK890)。还通过突变使得外源蛋白稳定；通过过度表达反式激活因子可以显著提高VP2表

达(附图2)。整合附加的KIGAL4基因也与这种乳酸克鲁维酵母变异体的生长率较高有关联。

对相关表达VP2的乳酸克鲁维酵母菌株VAK890的生长条件进行了优化，使得酵母能够以高

密度和可重现的表达VP2的量进行发酵。完成制备之后冷冻干燥酵母，并且在90℃温度下灭

活2小时。已经证实了灭活：每克灭活酵母材料少于10个存活酵母细胞。测定了每个酵母细

胞的VP2含量：菌株VAK890每个酵母的异源VP2蛋白含量约为0.7fg(附图3)。

[0154] 小鼠和鸡皮下注射

[0155] 如上所述进行免疫；最后一次注射之后两周检查经过治疗的接种对象的血清中是

否存在中和抗体。为此使用了IBDV特异性ELISA，并且进行了IBDV 中和试验(附图4和5)。还

利用接种后的鸡进行了“病毒攻击”试验。给动物的病毒剂量为每个动物100EID50强毒性

IBDV菌株“Edgar”，这一浓度会导致未接种的家禽患上明显的法氏囊病，死亡率约为10～

35％(附图5)。在“病毒攻击”试验之后，通过免疫组织化学检查接种对象的法氏囊有无感染

症状和病变，并且通过“病变评分”(附图5)描述其特性。

[0156] 无论是用小鼠进行的试验，还是用鸡进行的试验，均证明可以通过皮下注射乳酸

克鲁维酵母菌株VAK890在所有经过治疗的动物中产生很高的病毒中和抗体滴定量(附图

4B、4C；附图5B、5C)。同样能够证明可保护所有接种的鸡免遭病毒攻击，并且实际上在其法

氏囊中没有任何病毒感染症状(附图5)。所有皮下接种了乳酸克鲁维酵母菌株VAK890的动

物均表现出对VP2有显著的体液免疫应答。在一次加强接种之后就能观察到该免疫应答，据

此推断：使用不完全福氏佐剂进行两次注射(免疫和一次加强)，就足以形成保护。使用乳酸

克鲁维酵母菌株VAK890接种的所有鸡均得到了保护，没有继发病毒感染  (附图5)。

[0157] 缩写

[0158] ARS1     自主复制序列；引起复制的DNA上的核苷酸序列

[0159] Asc  I    限制性核酸内切酶Asc  I

[0160] CFA       完全福氏佐剂

[0161] DNA       脱氧核糖核酸

[0162] DEPC      焦碳酸二乙酯

[0163] OIG-NTP  地高辛-核苷三磷酸

[0164] DSMZ      德国微生物菌种保藏中心

[0165] DTT      二硫苏糖醇

[0166] E.coli   大肠杆菌

[0167] EcoRI    限制性核酸内切酶EcoR  I

[0168] EDTA     乙二胺四醋酸

[0169] EID50     鸡蛋或鸡胚感染剂量-使50％感染鸡蛋引起感染所需的传染性病毒数量

[0170] ELISA    酶联免疫吸附测定

[0171] GAL4     酵母特异性转录激活因子

说　明　书 14/17 页

16

CN 104428417 B

16



[0172] GRAS     公认为安全

[0173] HEPES     2-(4-(2-羟乙基)-1-哌嗪基)-乙烷磺酸

[0174] Hpa  I    限制性核酸内切酶Hpa  I

[0175] HRP      辣根过氧化物酶

[0176] IBDV      传染性法氏囊病病毒

[0177] IFA      不完全福氏佐剂

[0178] K.lactis  乳酸克鲁维酵母

[0179] KIGAL4    对KIGal4/Lac9蛋白编码的乳酸克鲁维酵母基因

[0180] KIGAL80   对KIGal80蛋白编码的乳酸克鲁维酵母基因

[0181] LAC4      对β-半乳糖苷酶编码的乳酸克鲁维酵母基因

[0182] Not  I    限制性核酸内切酶Not  I

[0183] ODE      光密度单位

[0184] PBS       磷酸盐缓冲液/生理盐水

[0185] PCR      聚合酶链反应

[0186] RNA       核糖核酸

[0187] S.cerevisiae 酿酒酵母

[0188] Sal  I    限制性核酸内切酶Sal  I

[0189] SDS       十二烷基硫酸钠

[0190] SDS-PAGE  使用SDS条件下的聚丙烯酰胺凝胶电泳

[0191] TEF1      Arxula  adeninivorans基因

[0192] 对转录因子  EF-1alpha进行编码

[0193] VP2      形成衣壳的I6DV病毒蛋白

[0194] VP2-T2S   氨基酸位置2上的苏氨酸替换成丝氨酸的VP2

[0195] VAK       疫苗株

[0196] YEPD     酵母提取物蛋白胨葡萄糖

[0197] YRp7     酿酒酵母-大肠杆菌穿梭载体，基因数据库登录号U03501  (Botstein 

et  al.，1979)
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