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戊型肝炎病毒DNA免疫的研究 
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DNA Immunization of Hepatitis E Virus(HEV) 
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Abstract：Two plasmid constructs，pcE2 and peE3，containing 3’fragment of open reading frame 2 

(ORF2，1163 bp)of hepatitis E virus(HEV)and full—length ORF3(369 bp)．were injected into bi— 

lateral tibiaLs of Swiss mice respectively．for three times(0，2 and 4 weeks)and observed the HEv 

IgG by ELIsA HEV IgG was induced after the injection of pcE2 or pcE3 or both，and the percentage 

of seraconversion was i00％ after two weeks of the third iniection．Compared with injection of either 

construct，the antibody titers were higher in the group with combined injection of two constructs． 
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摘要：利用PCR方法获得1163 bp的戊型肝炎(HepatitisEVirus．HEV)开放读码框架(0 nReadingFrame．ORF) 

ORF2之 3’大片段和 369bpORF3的完整片段．分别克隆到真棱表达载体 pcDNA3中．构建两种含有 HEV主要抗 

原表位的质粒DNA：pcE2和poE3．分别或混合免疫 Swiss小鼠三次(0时，第2周．第4局)．观察其在小鼠体内诱发 

的体液免疫应答。ELISA检测结果表明，pcE2和 pcE3在小鼠体内均可诱导出一定水平的 HEV IgG抗体．且在第 

三次免疫接种两周后，100％的小鼠抗体阳转。与两种质粒单独免疫相比 两者同时注射的抗体水平较高 本研究 

为 HEV DNA疫苗的研究打下一定基础。 
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戊型肝炎病毒(HEV)为 RNA病毒，是引起戊 

型肝炎的病原体。虽然戊型肝炎是一种自限性的急 

性病毒性肝炎，但感染者多为青壮年，发病急，症状 

重，死亡率较高，尤其在感染 HEV的孕妇中死亡率 

接近20％。该病是发展中屋家常见的传染病．常可 

引起暴发或流行，对人类危害较大_1· ．但目前尚无 

有效的预防和治疗手段。由于戊型肝炎病毒的组织 

培养研究尚不成熟，因此传统疫苗的研制受到一定 

的限制。DNA免疫又称为核酸免疫，是近年来发展 

起来的新型免疫手段，其优点之一是可同时诱发机 

体免疫产生特异的体液和细胞免疫，并且性质稳定， 

制备简单。屋内外已有一些学者将其用于 HEV疫 

苗的研究，并取得了一定的进展 J。目前 HEV基 

因的垒序列已被测定 J，用于 HEV基因工程疫苗 
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研究的主要抗原片段为 ORF2和 ORF3f ，本文构 

建了两个含有主要抗原表位的质粒 DNA，分别或同 

时免疫小鼠，观察在小鼠申的体液免疫应答。 

l 材料与方法 

l l 实验动物 
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衰 l 动物免疫方案 

Table 1 Pmtoo~ls of DNA injection 

雌性 Sw[ss小鼠，6～8周龄，体重：18～20 g(医 1
．4 血滑抗 HEVIgG抗体的检测 

学生物学研究所实验动物中心提供)。 

1．2 质粒 DNA的构建与制备 

参照HEV中国新疆株 cDNA序列 设计合成 

的引物以PCR方法从本科室制备的含有 HEV主要 

开放读码框架的质粒 pVH2中获得了 1 163 bp的 

HEVORF2之3’片段(5 966—7129 nt)，在其 5’端引 

入 EcoRV酶切位点和起始密码子 ATG，在其 3’端 

引入 Xba I酶切位点。以类似的方法从质粒 pVH3 

中获得了 369 bp HEV ORF3的完整片段(5 106— 

5 474 nt)，在其 5’和3’端分别引入 EcoRI和 XbⅡI 

酶切位点。引物设计如下： 

ORF2：CPC857—01 5’一TGCAGATATCATGG— 

GTCTTGTTATGCTTTGC一3’ 

CPC857—02 5’一TGCTCTAGATCACTATAA- 

CTCCCGAGTTTTAC-3’ 

oRF3：CPE383—0l 5’一GTGAATTCACCATG一 

皂4 4HCATGTCTTCTGCTG一3 

CPE383—02 5’一TGCTCTACATCAGCGGCG— 

CGGCCCCAGC-3’ 

PCR扩增反应条件：ORF2：95℃，4 rain变性； 

70℃ 5 rain加 Taq酶；(95℃，45 s；55℃，45 s； 

72℃，1 rain 2O s)30次循环，72℃，7 min终延伸。 

ORF3：95℃，2 m n变性；70℃ 5 mirl加 Taq酶； 

(95℃，45 s；58℃，45 s；72℃．1 rain)30次循环， 

72℃，7rain终延伸。 

将上述获得的基因片段分别克隆到真核表达载体 

pd)NA3中．构建成含有HEV主要抗原表位的pc＆ 和 

B 质粒 DN虬 经过酶切鉴定和 DNA测序．确证为 

所需目的基因片段后，按常规方法大量制备，PEG法 

纯化后溶于生理盐水．一20*(2冻存备用 。 

1．3 动物免疫 

将 pcE2和 pcE3质粒 DNA分别或混合进行 

Swiss小鼠的动物免疫实验。注射方式为双侧胫前肌 

肌注。初次免疫注射后，间隔两周作两次加强免疫。 

自初次免疫第四周，每周检测HEVIgG抗体水平免 

疫方案详见(表 1)。 

本文采用含有 ORF2和 ORF3的嵌合抗原(本 

科室制备)100 ng／~：L，包被酶联反应板，二抗采用 

HRP酶标羊抗鼠抗体(购 自北京中山生物技术公 

司)，按常规 ELISA方法操作，被检血清分别按1 1、 

1 2、1：4、1：8⋯ 一倍比稀释，每次实验均分别设 3 

孔空白，3孔阳性和3孔阴性对照，酶标仪检测OD 

值(波长 450 Jim)，被检血清 OD值大于或等于阴性 

对照平均 OD值的 2 1倍为阳性，否则为阴性： 

2 结果 

2．1 重组质粒 DNA的鉴定 

本研究构建的含有 HEV主要抗原表位的 pcE2 

和 pcE3质粒 DNA经过酶切鉴定和DNA测序，确 

， ； fv 
DM 

。 

I-Ampieillin 
' j446bp ／ 

＼一一／／／ 
E~oRV and ／ ＼ EcoRl and 

1Dig~t ／ ＼Ybal Digesl 
■ 

ZbaI KOH EeoRY 

~ --  41

11iII

~
P

' 

l ! 

图 l peE2和 poE3重组质粒 掏建 谱 

F 1 C~ tmctionof pcE2 and pcE3 plasmid 
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证含有目的基因片段，读码框架正确。质粒枸建图 

谱见图 1。 

2．2 I-IEV IgG抗体的检测 

于初次免疫第 4周开始，每周采用 ELISA方法 

对小鼠HEV IgG抗体进行动态检测，结果第三组出 

现抗体最早，于初次免疫第 4周抗体阳转，其它两实 

验组于第 5周阳转，于第三次免疫两周后，所有小鼠 

都出现抗体阳性反应，而对照组小鼠均未检出抗体 

(见表2，图2)。 

表 2 鲁组小鼠抗体几何平均滴度 

Table 2 GMT to z％atbHEV 

邕 
1 ／ [ 

。 

图2 各组小鼠抗体几何平均浦度 

Fig·2 Anti-HEV GMT mice 

3 讨论 

DNA免疫的本质是将插入外 编码基因(抗原 

基因)的真核表达质粒 DNA直接接种机体后，在细 

胞内表达外源(抗原)蛋白，可同时诱发机体产生特 

异的体液和细胞免疫，并具有制备简单，性质稳定等 

优点，因此在世界范围受到广泛关注。在该领域研 

究的病原体越来越广泛，且有一些病原体的 DNA 

疫苗已用于人体的临床试验，如：HIV，疟原虫等。 

HEV全基因序列已被测定，并发现其主要抗原表位 

集中于ORF2和 ORF3，为 DNA疫苗的研究提供了 

可能 HeI 等人将ORF2全基因克隆到 pVCL1010 

中，鲁凤民 等将全长 ORF3克隆到 pSVL中，均成 

功地在小鼠中获得了抗体应答 本研究不仅成功地 

枸建了两种含有 HEV主要抗原表位的质粒 DNA， 

poE2和 pcE3，且在质粒构建和免疫方案等方面进 

行了新的尝试。 

质粒载体中启动子的强弱直接影响 DNA转染 

细胞的效果，因此本研究选用了带有能够在多种细 

胞内高效表达的 CMV早期启动子／增强子的真核 

表达质粒 pcDNA3。该质粒不仅带有 PUC19骨架， 

保证了其在 E．coti中高拷贝复制，且含有氨苄青 

霉素抗性基因。由于该基因中含有的 CpG免疫刺 

激元件(ISS)可在体外诱导产生大量 a、0干扰素 rL 

一 12等细胞因子．因此可增强质粒 DNA免疫原哇 

而提高机体的免疫应答=抗原基因的选择也影响 

DNA免疫的效率。ORF2编码蛋白的 N端存在一 

个典型的信号肽和一个富有碱性氨基酸的衣壳样区 

域，且含有一个潜在的裂解位点，其抗原决定簇主要 

集中在其 C端ll ，因此本文选择了含有多个抗原表 

位的 ORF2 3’大片段作为抗原基固进行 pcE2质粒 

的构建 

免疫方案上将两种质粒 DNA分别或混合注 

射，发现同时注射两种 DNA疫苗的一组小鼠抗体 

水平高于分别注射一种 DNA疫苗的两组，提示两 

种DNA疫苗同时注射可能对机体产生免疫应答有 
一 定的协同作用，其机理有待进一步研究，也为将来 

制备嵌合型疫苗提供了新思路。 

肌肉组织对 DNA的转染效率较高，固此本研 

究采取的接种方式为肌肉注射。但近年来的研究提 

出含有专门抗原提呈细胞的皮肤作为 DNA注射的 

靶器官可能具有更大的优势，因此在今后的研究中 

可尝试皮内、皮下等方式接种以期在机体中获得更 

强的免疫应答。 
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