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原核细胞表达的肾综合征出血热病毒核蛋白 

免疫原性及免疫保护作用的研究 

． 董 李光玉 杨为松 ．苎 壹 ＼／臼雪帆 
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z(中国预防医学并学院瘸毒学研完所．置京1o0052) 5／ ：一) 

 ̂ ／／ ，_1提要对原
核细胞表达的肾综合征出血热病毒核蛋白的免疫原性及免疫保护作用进行 了研究．结 

果发现表达的核蛋白具有根强的免疫原性．免疫小白鼠血蒲中抗肾综合征出血热病毒荧光抗体藉 

度选 1：12800；用免疫小鼠辟细胞和血请做被动免疫保护实验．结果星示辟细胞对部分乳曩肾综台 

征出血热病毒的致死感染有保护作用．保护亭可达 鹅 ％．而血请不具有免疫保护作用；同时也来惩 

察蓟核蛋白免疫血蒲具有促感染乳鼠早死作用。表明核蛋白能诱导细胞免疫保护但不诱导抗体 

舟导的免疫保护．同时也不引起抗体舟导的早死，进就为肾综合征出血热病毒核蛋 白作 为该病毒 

肾综合征出血热(}玎限s)病毒核蛋白是该病毒颗粒的核心组成部分，它的免疫原性 非常 

强，但其在 HFRS发病中的作用仍不十分清楚．我们在对原核细胞表达核蛋 白的免疫原性做 

了充分研究的基础上．进行了核蛋白免疫血清和免疫脾细胞对 } Rs病毒攻击乳小 鼠的被动 

免疫保护作用及可能存在的致乳 鼠早死作用的研究。 

材料和方法 

l 材 科 

1．1 Ⅲ稻 病毒完整核蛋 白表达质粒 pBV76$22由本室祷建川。 

1．2 成年昆啊小白曩(6-8局謦)及乳1~(2--4日爵)购白本控实验动糟中心．使用前均进行 I-IFRS病毒荧光 

抗体检翟『，来发理阳性。 

1 3 I-IFRS病毒 76一ll8株抗原片由本室翻备。 

1．4 兔抗 鼠 I 荧光抗体及羊抗兔 IgG荧光抗体购白北京生物翻品研究所。 

1．5 A9株 I-IFP．病毒毒种 由本室保存。 

2 方法 

2．1 ．翻备表达棱蛋 白 

核蛋白表达质粒 pBV'／6 2转化受体菌 TG'．撬单菌落 ．接种于 2mL彝苄抗性 LB培养基中．32℃振播 

过夜．接 1：,00转种于 50mL彝苄抗性的 L8培养基中．32℃振播，当细菌密度值达 O．8(0 )左右时快速转 

入 42℃振播．4～5 h后 4℃ 5OOO r／min离心 1O rain收集细菌，加 5mL细菌重最藏(50mmol／LTris~HC1。1O 

mmo,／LEDTA)．混最后冻融 3扶，超声破碎 3攻，每攻 1min,破碎后的混最藏 4℃保存备用。同时用表达载 

奉文于 1995年 l0月 4月收爿．12月 13日謦同 
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体 质粒 pBV220转化 TGI菌株．并在同样条件 下进行诱导表达和制备细菌裂解藏．甩作对照免疫用抗原。 

2．2 表达核蛋白免疫昆明小自鼠 

制备好的棱蛋白表达菌株破碎混悬藏与等量的完全弗氏佐荆充分混匀后做 免疫抗 原．每 只昆明小 自鼠 

的免疫剂量为 O．2mL．注射部位为后晨与腹部之问皮下复织，韧放免疫后的第二和第三周备加强免疫一攻． 

但佐剂为不完全弗氏佐荆 ．免疫剂量同初放免疫。同时用对照抗原进行同样的免疫。 

2．3 免疫小鼠■清中抗 HFRS病毒抗体检捌 

用J司接免疫荧光法检测免疫小鼠^清中抗 HFRS病毒抗体．采用剪尾方法取血．每次取^1O IlL．．稀释于 

leA) L含 l0 小牛^清的 PBS(pH7．4)中，3000drain离 L-10rain．取上清．从 1：100起做倍 比稀释．取稀释藏 

加于 HFRS病毒的抗 原片上．37℃水洛 1 h．PBS洗片三放，吹干后加荧光标记的兔抗 鼠 lag抗 体．37℃ 水潘 

30rain，PBS洗片三次．畎干后封片．荧光昼徽镜下j曩寨。 ． 

2．4 精毒 u 蔫定 

府毒．L 清定按参考文献 方挂进行。 

2．5 小 鼠血清分离盈鼻细胞翻备 

小鼠加强免疫一局后．在无菌条件下．摘鼍球采^．分离^清。采^后立即取鼻脏 ．在 200目的并同上研磨 

鼻脏 。细胞培养藏洗鼻细晦 2次．1％球乙酸破坏红细胞后对鼻细胞进行计数 

2 6 免疫小鼠■清及鼻细胞对乳小鼠 HFRS病毒致死的被动保护试验 

试验分组进行，包括单独注射病毒组、̂ 清和肆细臆对照组 及保护试碧组。对．罹组所用小鼠血清和肆细 

晦来源于用质粒pBV220转化的 TGI菌株的裂解藏免疫的小鼠；3--4日龄乳小鼠噍腔内注射病毒，根据分组 

的需要，分别注射 l0L 。和 50LI~jo的病毒；注射病毒后 24h废腔内注射^清和鼻细晦．试验^清采用原藏及 

l：10，1：100和 1：1000稀释藏，对照■清为原藏．每只乳鼠废腔注射 0．03mL；根据试验组的需要，试验鼻细晦 

每只乳鼠分别废腔注射 lo|和 5 l0s．对照鼻细胞每只小 鼠噍腔注射 lo|。注射病毒 4 d内死亡 的乳 鼠为非 

特异性死亡．摊除在试验观寨之外．第4 d詹每天琨寨小鼠二次．记录乳鼠死亡情况．观寨时间为四局，四周后 

来死亡小鼠为存活小鼠 碾存活小鼠血j寄．用闫接免疫荧光苦检 抗 HFRS病毒抗体{青度。 

2．7 对试验结果进行缱计分析．方法为 T检验。 

结 果 

l 表选核蛋白的免疫原性 

免疫小鼠血清中抗 HFRS病毒的间接荧光抗体滴度免疫后一周即达到 1：1600的较高水 

平，免疫后一个月可远 1：12800(见表 1)，而对照抗原免疫小鼠血清 中抗 HFRS病 毒荧光抗体 

滴度均小于 l：10，这一免疫结果说明表达的HFRS病毒的核蛋白免疫原性非常强。 

寰 I 寰选长蛋白免疫,NElljl抗 HFRs囊毒目接荧光抗作蔫鹰 

Table1 Antilx,dytit~-．6《 I-1FRS infectedVeroE6 cellsin sere 

fitxn ralee immunized with reeo~blnant n — p protein 

小鼠绾号 
Mouse No． 

免疫岳不厨时J可f周)J可接免疫荧光抗体蔫度 
IFA di~exent t~x,e(weeks)after i硼m咀出 g 

1 2 4 
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2 被动免疫保护试验结果 

通过实验观察，我们发现表达核蛋白免疫小鼠脾细胞过继免疫对 HFRS病毒致乳鼠死亡 

有保护作用，但保护作用有限，大量脾细胞(108)对 10 LDso病毒攻击的乳鼠保护率 只能达到 

38％，而小量脾细胞(5 X 1O‘)对 50 LDso病毒攻击的乳鼠保护率仅为 10％；同时也观察到核蛋 

白免疫血清对 HFRS病毒致乳鼠死亡作用没有影响，既没有保护作用也未见促进乳 鼠死亡， 

详见表 2。存活小鼠血清中抗 HFRS．病毒荧光抗体检测显示抗体浦度在 6400~12800之间， 

这表明存活小鼠确实受到了病毒的攻击 。 

寰2 HFRs 

Table2 Effect。f k∞ 汕 and d mic*_皿 m∞蒯 with 

rectmabham amhocapsied on h h  infected infaat mice 

甩 

统计分析：第 3．5组与第 1组 比较；第 4．6组与第 2组比较；第 7．8．9．10组与第 l1组 比较 

Statistical aaab~ ：wamp 3、5— paredwith group1；掣0uP● 6 comlmred with group 2，group7、8 9、1O— paredwith group 

l| 

讨 论 

HFRS病毒的结构蛋白包括核蛋白和膜蛋白(G1和 G2)，中和抗原位点位于 G1和 G2上， 

具有中和活性的抗 Gt和 G2的单克隆抗体对 HRFS病毒感染乳小鼠的死亡有保护作用 ；而核 

蛋白上没有中和位点，抗核蛋 白的单抗不具备中和活性 ，也不能保护 HFRS病毒感 染的乳小 

鼠” 。然而，Schmal john，C．S．等H 研究发现用重组昆虫病毒表达的核蛋白免疫的田鼠部分 

能抵抗 HFRS病毒感染，井推测该免疫保护作用可能来源于细胞免疫。Yo．~aimatsu．K．等I5】 

以乳小鼠为实验对象进行了类似的研究，得到了相同的结果，井证实核蛋白的免疫保护作用来 

源于细胞免疫，因此提出核蛋白应成为 HFRS病毒基因工程疫苗的一部分。上述研究所用的 

核蛋白为真核表达核蛋白，那么原核表达的核蛋白是否具有真核表达核蛋白的同样功能?本 

文就 此问题进行 了探讨。 
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首先观察了原核细胞表达核蛋 白的免疫原性，发现该蛋白免疫原性 非常强，经过三次免 

疫，几乎所有的免疫小鼠血清中抗 卸限s病毒荧光抗体清度都能达到 1：12800，高于文献报道 

的真核细胞表达核蛋白的免疫结果【5．6】，这可能是由于真核细胞表达的校蛋白量较少；另外还 

采用不同的免疫方法(如单纯细菌裂解液腹腔内接种)和不同的动物(兔)进行免疫，血清抗体 

漓度也都达 1：12800(详细资料文中未显示)，上述结果表明原棱细胞表达的核蛋白免疫原性 

很强。由于没有得到一定种类的抗核蛋白单抗，所 未能对其抗原性进行客观评价，根据粱 

氏【7】I-WR$病毒核蛋白的抗原性主要由蛋白一级结构决定的研究结果，我们认为原核表达棱 

蛋白的抗原性也一定保存较好，后面的免疫保护试验也证明了这一点。 

被动免疫保护试验再次证实 I-WR$病毒核蛋白对乳小鼠确有免疫保护作 用，虽然保护作 

用有限。本试验结果为免疫脾细胞对50u 和 10u 病毒攻击的乳鼠保护率分别是 13％和 

38％，文献报道 自匀．最好保护率也仅为43％．且核蛋白的免疫血清不具有免疫保护作用。尽 

管如此，将核蛋白列为 HFR$病毒基因工程抗原疫苗的必要成分是有理由的。但最近有研究 

发现低剂量的 I-WR$病毒免疫血清不但不具备免疫保护作用，反而有促 I-WR$病毒蓐染引起 

乳鼠早死作用 ]，这就为 HFRS病毒疫苗研究提出了一个新问题 为此我们研究了核蛋白可 

能起的作用，观察了不同稀释度的核蛋 白免疫血清对 I-WR$病毒感染乳小鼠致死的影响，结 

果表明核蛋白免疫血清既不具备免疫保护也没有促早死作用。基于本实验的结果．我们认为 

核蛋白作为 I-WR$病毒基因工程疫苗的成分之一是合理的。 

甓 考 文 献 

1 黄长形．李盈盈。岳为梧荨 肾综音在出●热病毒棱置自在大脑杆曹 中表选厦产物 的初步应甩．中华传橐病杂 志．1996．14 

(1)：2s～3I 

2 黄桢祥等主编．医学病毒学基叠及宴验技木 第一麓．|匕京 ：科学出麓社，1990．142-148 

3 卫立 辛．汪美先．徐志觊莽．单 克暮抗体对哿镲台征出■盏瘸毒蘑橐乳鼠恨护作用的爵宛．单克害抗体通讯，1989，27：j— 

10 

4 sdm l；0Imcs。~o~-Kyu凸 u．sdm l AL4 ． t 0f by ：山 and№ 一 

d virus Ⅻ bhl ．】0f vi 1990，“ (7)：3162～3170 

5 ~ccd~tmum K—Y—CY帆 y~hldaR P删 i耽 ~ nuniw of14ant~mn n 珊Ek 删 and血vt u studi~l L h 一 

m 0 吒格 pcccelns．Arch V ．t993，130：365--3"／6 

6 石晓宏，束干．抗长寿等．重组杆挂病毒表选慢坦病毒绩拇蛋白在实验动物中的免痤应 备．中华t生物学和免疫学杂春． 

1995，15(4)：238～241 

7 鬟米芳。来干．抗长寿等．蠢行性出血矗寅毒单克童抗体的特性鉴定及其对扁毒结树蛋白作用的初步研宽 病毒学报． 

1989．5(3)：217--223 

8 蠢满暂．麓楚锌．麓动免疫母鼠对乳■肾综合 出直基病毒最死尊橐的作J甘．中华t生物学和免疫学杂春，1994，14(4)： 

243～ 245 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 黄长形等：原核细胞表达的肾缘台征出血热病毒棱蛋白免疫原性及免疫保护作用的研究 229 

Study on Immunogenecity and Immunoprotection of Hantaan Virus 

Nucleocapsid Protein Expressed in E ．coli ‘ 

Huang charl ng Li Guang~  Yang W e~ong et al 

(Dept．ofInfectiousDiseases，Fouth MilitaryMedical University。墨 710038) 

Immunogenecity and immtmoproteetion of reeombinant Hantalan virus nucleoeapsid protreln 

(NP)expressedinE．coli were studied．First，micewereimmunizedwiththe reeombinantNP， 

the tlter of antibody agailxst Hantaan yinls was determineted using indirect 

assay,itwas1：12800in4w ks afterimmunized．Then’the sD【e阻 cells and sera of_mmmni盈ed 

miceweretransferredto 3-4 day-oldmicein 24 hours afierthe mi∞ infectedwithlethaldoseof 

Hantaan vi]Ft~．The protectic0a ratesof spleen cellswere10- 3896．butthe seTa could not protect 

micefrom death，atthe~,arlletime，it alsodidnot chaisethelivingtime ofmicewithlethalHan— 

t．ama,Aresinfection．Tbe remitsindicatethatNP caninducethe cell-medlaredimx3aulle protection 

but ealmotinducethe antibody-mediatedimmune protection andthe early deathinaantaan wirt~ 

infection mice． 

Keywords Hataan virus,Recombinant nudeoeapsidprotein，Immuno~enedty，lm m~ eetion 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

