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HCV高变区 1串联模拟表位基因免疫研究

赵　军 ,李　靖 ,陈　昊 ,舒翠莉 ,高　蓉 ,李伯安 ,何卫平 ,迟淑萍 ,程　云　　(解放军第 302 医院传染病研究所免疫

室 ,北京 100039)

　　提　要:目的　研究丙型肝炎病毒(HCV)高变区 1(HVR1)串联模拟表位基因免疫在 BALB c小鼠体内引起抗体产生

的特点。方法　针对中国人群 HCV HVR1 位中 6个较保守的AA位点设计并合成多肽表位 , 从中筛选活性最好的肽 1、5、

6 、7构建含 4 条多肽编码基因的表达载体。将 HCV HVR1 串联模拟表位表达载体对小鼠股四头肌直接免疫 , 采用 ELISA

法检测小鼠血清内抗体的产生 ,并将免疫血清与一系列基于本室对 HVR1 氨基酸序列的分析结果合成的多肽进行反应 ,

分析免疫血清对这些多肽的交叉反应性。结果　免疫血清同编码的各合成肽都有较好的反应性 , 其中对肽 1 反应最好。

免疫血清同合成的 4条 HVR1 全序列多肽及其他非编码 HVR1 多肽有较好的反应性。结论　基因免疫能够在小鼠体内引

起表位特异性抗体的产生。此串联表位设计引起的体液免疫反应对 HCV HVR1合成肽有较好的交叉免疫反应。
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DNA immunization of mice with plasmid encoding mimic epitopes of hypervariable re-
gion 1 of hepatitis C virus
ZHAO Jun ,LI Jing ,CHEN Hao ,SHU Cui-li ,GAO Rong , LI Bo-an ,HE Wei-ping ,CHI Shu-ping , CHENG Yun (Department of

Immunology , Institute of Infectious Diseases , No.302 Hospital of PLA , Beijing 100039 , China)

　　Abstract:Objective　To study the characteristics of the humoral responses induced by mimic epitopes of the

hypervariable region 1 of hepatitis C virus by DNA based immunization.Methods　Mimic epitopes were designed and

constructed according to 6 conservative AA of HCV HVR1 in Chinese population and 4 most active ones were chosen

to construct plasmid.The plasmids were then intramuscularly injected into BALB c mice to induce immune reaction

and ELISA was used to detect the specific antibodies.The crossover reactions between the immunological serum and

polypeptides of HVR1 were also observed.Results　Mice serum had good reactivity with all mimic epitopes with

No.1 peptide being the best.Good reactivity was also found between the 4 synthesized HVR1 complete polypeptides

and other non-HVR1 encoded polypeptides.Conclusion　 DNA immunizaition can produce specific antibodies in

BALB c mice.The immunological serum in this study has good crossover reation with HCV HVR1 peptides.

　　Key words:hypervariable region 1 of hepatitis C virus;mimic epitope;DNA immunization;cross-reaction

　　丙型肝炎病毒(HCV)是慢性肝病的主要病原 ,全

球大约有 1.7亿的HCV感染者 ,70%以上转为持续感

染 ,其中发展为肝硬化和肝细胞癌的比例也甚高。由

于机体对HCV感染缺乏有效的保护免疫 ,人体对异源

甚至同源HCV均可发生重复感染 ,它的慢性化机制仍

然不十分清楚。HCV有着极高的变异率 ,这也成为它

逃避人体免疫监视的一个重要原因 。大量的研究
[ 1 ～ 3]
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表明 E2区 N 端的高变区 1(HVR1)的AA384 ～ 410含

有HCV主要中和表位 ,而且抗 HCV HVR 1的抗体与

其他不同亚型的 HCV HVR1有不同程度的交叉反应 ,

并认为这种现象的分子基础是 HVR1 中的保守基

团
[ 4]
。本室通过对中国人 HCV Ⅱ 1b 以及 Ⅲ 2a 型

HVR 1 序列变异的动态观察 , 发现中国人群 HCV

HVR1位中有 6个较保守的AA位点
[ 5 ,6]
。我们以此为

基础 ,通过计算机模建分析设计并合成了一系列多肽

表位 ,并对这些合成肽的活性作了系列研究 ,从中筛出

了活性最好的肽 1 、5 、6 、7。

本研究合成了包含所有具有良好活性的 HVR1模

拟表位的串联基因 ,构建了表达此基因的pcDNA3.1质

粒 ,并进行了小鼠体内的 DNA免疫研究。
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1　材料和方法

1.1　实验动物
10 只 BALB c小鼠 ,体质量(15.32±0.71)g , 均为雄性 6 周

龄 ,购自军事医学科学院实验动物中心。

1.2　合成肽制备
用413A 型自动合成仪(PE 公司产品)合成。各种合成肽

的序列如下:

　　合成肽产品经高压液相色谱(HPLC)分析进行纯度鉴定 , 纯

度均大于 95%, 符合设计要求。其中肽 6、7、8 、9 覆盖 HVR1 全

长 ,且与肽 5 序列差异大于 50%。

1.3　目的基因的合成
目的基因由上海生物工程公司合成 , 序列如下:GGA TCC

ATG GGC GAG ACT CGT ACT ACC GGC GGT GCG GCC GGT CGT

ACT ACC CGT GGC TTC ACT AGC TTG TTC GGT CAA ACT TAC

ACT TCC GGC GGT GGT GCT CAG TCT CAC ACC GCT TCT GGC

CTG ACC ACT ACT CGT GGT CTG ACC TCT ATC CTG GGT GAA

ACC CGT ACC ACT GGT GGC GCT GCG GGC CGT ACC ACT CGT

GGC TTT ACC TCC CTG TTC GGC CAG ACC TAT ACC AGC GGT

TCT TTC GCT ATC AAA TGG GAA TAC ATC CTG CTG CTG TTC

CTG CTG CTG GCT GAC GCT CGT GTT TGC GCT TGC CTG TGG

ATG ATG CTG CTG TAA GAA TTC。上游酶切位点:BamHⅠ ;下

游酶切位点:EcoRⅠ 。

目的基因代表的氨基酸序列如下:

　　我们将肽 1、5、6、7 串联起来 ,并且将抗原性最好的肽 1 和肽

7 重复了两次。为了提高目的基因的抗原性 ,以及促进抗原合成

后的分泌 ,在片段的尾部增加了HCV E2蛋白的跨膜区序列。

1.4　免疫质粒的构建
目的基因经限制性内切酶 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切及电泳

回收 ,与经相同酶切的 pcDNA3.1 表达载体连接。转化至 JM109

大肠杆菌株 ,克隆扩增后 , 对阳性克隆提取纯化质粒 , 并进行酶

切鉴定。所用质粒纯化试剂盒及 BamH Ⅰ 和 EcoRⅠ 酶均为

Promega公司产品。

1.5　质粒 DNA免疫
10 只雄性 6 周龄 BALB c 小鼠被分为 2 组 , 5 只编入实验

组 , 5只编入对照组 , 对实验组小鼠股四头肌肌内注射 1 mg ml

的 pcDNA3.1-目的基因质粒 100 μl , 对照组以同样剂量注射

pcDNA3.1 质粒。分别在第 3 周和第 6 周以同样的剂量加强免

疫。对小鼠每周采用剪尾取血 ,并在第 7 周对小鼠进行眼内眦

取血 ,收取血清-20℃保存待测。

1.6　多肽免疫
另设 4组(每组 5只小鼠)为多肽免疫组 , 第 1 次免疫合成

肽用量为 50 μg , 将弗氏完全佐剂与各合成肽抗原各 50 μl

(1 mg ml)等体积混合 ,用微量搅拌器充分混匀 , 多点注射小鼠

足垫。2 周后进行第 2 次免疫 ,即加强免疫。用同样的合成肽

量 ,改用弗氏不完全佐剂 , 注射剂量和方法同上。免疫 2 周后

冲击免疫 ,用 PBS 200μl溶解 20μg的合成肽 ,经脾内直接注射。

加强免疫 3 d 后 ,收取血清-20℃保存待测。

1.7　抗体检测
采用 ELISA法 ,分别用上述合成肽作为抗原包被聚丙乙烯

微孔条 ,包被浓度为 100 μg ml , 以 100 μl 孔包被 , 4℃过夜。 加

120 μl 10% FCS-PBS 37℃封闭2 h。先后加入免疫小鼠血清(1∶

100 稀释 , 37℃孵育 1 h)和酶标羊抗鼠 IgG(1∶1 000 ,孵育同上)。

最后每孔加入底物 A、B 液各50 μl , 置暗处放 5 min , 检测450 nm

波长下的光密度(D)值。阴性对照采用 3 只正常小鼠血清相同

倍数稀释 ,检测方法同上。

1.8　抗体滴度检测
将基因免疫各时间段血清进行稀释(1∶100 , 1∶200 , 1∶300 ,

1∶400 , 1∶500 , 1∶600 , 1∶700 , 1∶800)同各合成肽进行 ELISA 反应 ,

具体方法同上。Cutoff值定义为(实验孔 D-本底 D) (阴性对

照 D-本底 D)>2 。

1.9　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 采用Stata统计软件行方差分析和组间

多重比较。

2　结　果

2.1　免疫质粒的酶切鉴定
对构建的 pcDNA3.1-目的基因质粒进行 BamHⅠ 和 EcoRⅠ

酶切。将酶切产物进行 2%琼脂糖电泳后 ,在 330 bp 左右出现

目的条带 ,测序后与设计序列相同。

2.2　ELISA法检测抗体

将免疫 7周后血清 1∶100 稀释后与编码各肽进行 ELISA 反

应。此次基因免疫在小鼠体内有效地引起了针对其中编码的

各个表位的抗体产生 , 其中尤以肽 1 特异性抗体最为明显 , 见

表 1。将免疫 7 周后血清 1∶100 稀释后与其他非编码多肽进行

ELISA 反应 ,结果表明基因免疫鼠血清同大多数非编码多肽反

应阳性 ,见表 2。

表 1　基因免疫血清同各多肽反应 D450值( x±s)

Tab 1　D450 value of serum reaction with mimic epitopes( x±s)

Group Peptide 1　　 Peptide 5　　 Peptide 6　　 Peptide 7　　

Experimental 0.178±0.019＊＊■■0.165±0.010＊＊■■0.149±0.013＊＊■■0.137±0.009＊＊■■

pcDNA3.1 0.013±0.009 0.024±0.011 0.031±0.010 0.030±0.013

Normal control 0.025±0.010 0.019±0.011 0.026±0.011 0.021±0.010

＊＊:P<0.01, vs pcDNA3.1 group;■■:P<0.01, vs normal cont rol group
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表 2　免疫血清同其他非编码多肽反应的 D450值( x±s)

Tab 2　D450 value of serum reaction with other non-HVR1 encoded mimic epitopes( x±s)

Group Peptide 2　　 Peptide 3　　 Peptide 4　　 Peptide 8　　 Peptide 9　　 Peptide 10　　 Peptide 11　　 Peptide 12　　

Experimental 0.109±0.01＊＊■■ 0.090±0.02＊＊■■ 0.076±0.01＊＊■■ 0.094±0.01＊＊■■ 0.045±0.01＊＊■■ 0.027±0.00＊＊■■ 0.044±0.01＊＊■■ 0.051±0.01＊＊■■

pcDNA3.1 0.024±0.02 0.028±0.03 0.019±0.01 0.028±0.01 0.019±0.02 0.019±0.01 0.012±0.02 0.024±0.01

Normal contro l 0.021±0.009 0.031±0.007 0.026±0.01 0.023±0.005 0.026±0.01 0.017±0.00 0.020±0.011 0.019±0.00

＊＊:P<0.01, vs pcDNA3.1 group;■■:P<0.01 , vs normal control group

2.3　基因免疫产生各肽特异性抗体滴度随时间变化
对表位特异性抗体滴度的持续观察结果表明 , 抗体滴度随

着免疫时间的延长逐渐升高 ,并在两次加强免疫后出现了明显

提升(图 1)。

图 1　各多肽特异性抗体滴度随时间变化的曲线

Fig 1　Time-curve of titer of special IgG antibody against

different epitopes

2.4　E基因免疫组和多肽免疫组各表位特异性抗体

的滴度
结果表明基因免疫组产生的针对各多肽的抗体滴度分别

为:肽 1 , 1∶800;肽 5 , 1∶200;肽 6 , 1∶200;肽 7 , 1∶400 , 多肽免疫组

分别为:肽 1 , 1∶100;肽 5 , 1∶50;肽 6 , 1∶50;肽 7 , 1∶50。

3　讨论

近来对基因免疫的研究表明基因免疫能够在实验

小鼠体内引起针对一些病毒蛋白的特异性的细胞及体

液免疫反应 。这包括流感病毒 A 、HIV-1 、HBV等多种

病毒
[ 7 ～ 9]

。对于 HCV基因免疫方面的研究是近几年

的一个热点
[ 10 ～ 12]

,虽然这种方法仍存在着一些缺陷 ,

比如安全性等问题 ,它仍然被认为是治愈慢性病毒感

染非常有希望的一种方法 。但是对 HCV HVR1的基因

免疫方面的研究较少 ,在本研究中我们通过将合成的

串联HCV高变区 1 模拟表位基因序列插入真核表达

载体 pcDNA 3.1 ,构建了重组质粒 pcDNA3.1-目的基

因。直接免疫小鼠股四头肌 ,并对小鼠体内的抗体的

产生及其特点进行了研究 ,对 HCV HVR1模拟表位基

因免疫作为HCV疫苗的价值和前途进行初步的探讨 。

DNA免疫能够诱导针对许多病毒的较强的抗体

反应
[ 11]
。但是对于HCV 的研究结果通常是诱导抗体

反应的能力弱 ,而且产生的抗体通常是 IgM , 而诱导

IgG抗体产生的能力差
[ 12]
。与这些研究结果相反 ,在

本研究中我们观察到在重组 pcDNA3.1-目的基因免疫

后产生了显著的抗HCV HVR1模拟表位的 IgG水平升

高 ,而且远远高于多肽直接免疫诱导抗体的水平。分

析产生抗体的水平 ,我们发现肽 1和肽 7抗体水平要

远高于肽 5 、6抗体水平 。这与先前对这些多肽活性研

究的结果是一致的。尤其是肽 1 ,在 HCV 阳性血清交

叉反应性 、小鼠免疫原性 、体外刺激HCV感染患者 PB-

MC 增殖活性等(结果未显示)能力上都表现出最好的

活性 ,值得作进一步的研究 。我们设计的重组载体的

免疫效果要优于多肽直接免疫 ,推测这可能是由于:①

串联处理增强了表位的浓度与密度 ,增加了重组抗原

反应的范围。②在设计时人为加入了HCV包膜蛋白 2

跨膜区以增强目的抗原的分泌 。值得注意的是在设计

目的片段的过程中在表位间并没有设计蛋白 linker ,这

仍然没有影响各个表位抗体的产生 。这提示表位串联

后没有改变各自的抗原性 ,从一个侧面证实了 HVR1

抗原表位是线形的 、分散的假说。HVR1 抗原表位间

存在着较强的交叉免疫性 ,本实验中我们合成了其他

HVR1多肽 ,其中肽 8 、9 、10 、11分别为HVR1全序列多

肽。它们与各个串联表位间在氨基酸序列上存在较大

的差异 ,但是小鼠血清对除肽 10以外的所有 HVR1表

位都有较好的反应性 ,这说明 pcDNA3.1-目的基因在

小鼠体内引起了交叉反应抗体的产生。这对于诱发产

生针对广泛亚型的免疫反应的 HCV亚基疫苗的设计

思路有重要的提示作用。
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