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The Immunization Study of Hepatitis C Virus E2 Gene DNA 

in Experimental Animal 

LIU Yuan-jie，YE Lin—bai“，XU Jin-ping GAO Jin—mng，FENG Lel， 

SUN Ming—hao，L1一Jiang，WU Zheng—hui 

(Institute ofVirology，Wutmn University．Wuhan 430072．China) 

Abstract：HCV E2 DNA fragment encoding E2 pmtein(amino acid 417—750)was cloned into the eu— 

caryotic expressing plasmid pCDNA3 to get the recombinant plasmid pcE2．The pcD2 DNA was used as 

gene vaccine to immunize rabbi~ and mice respectively．The specific antibody against HCV E2 was de- 

tected by ELISA at 20 day after immunization，and WaS raising to highest level at 40 day，then main· 

tained at the titer of 1：1 600．The CD4 and CD8 T-lymphocyte in immune mice increased compared 

with the control group．the CD8 T_ 1 increased 35 46％ aS measured by FACS．The immuuo-histo— 

chemicaI assay of the tissue from immune mice demostrated that the E2 gene had expressed inside the 

cells．this results indicated that E2 DNA has a good immunity 
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抽要：将编码丙型肝炎病毒(Hcv)E2蛋白417--750位氨基酸的DNA片段克隆到真核表达载体r~-DNA 3．1(一) 

中的 CMVIE启动子下游，掏建成 HCVE2重组真棱表达质粒 pcE2。EL1SA法检测pcE2DNA免疫兔血清中的融 

抗体变化和维持规律，结果显示免疫20d已有抗体产生，30d后开始进入高峰，40d时达到最高值，至第90d抗体水 

平保持平德，抗体滴度达到 L：1600左右。流式细胞计数仪(FACS)检测 pcE2DNA免疫鼠CIM 、c瑚 T淋巴细胞 

变化情况．与注射空载体 pCDNA3．1(一)的阴性 鼠相 比．cD4 淋巴细胞水平略有上升．CD8 细胞水平有较大升 

高．增幅达 35．46％。免疫组化检测结果显示注射 poE2的小鼠组织中有明显的阳性着色．而注射口cDNA3 1(一)的 

殖照组小鼠免疫组化结果为阴性 以上结果表明：pcE2在宴验动物内表达出的HCVE2蛋白可以引起免疫动物的 

体液免疫应答和细胞免疫应答，尤其是MHC-1限制性杀伤性 CD8 T淋巴细胞水平的提高对清除病毒是十分有利 

的，因此 HCV E2 DNA免疫有可能成为预防和治疗 HCV感染的一条新途径。 

关键词：丙型肝炎病毒(HCV)；DNA免疫；免疫组化 
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DNA免疫是近几年发展起来的一种新型免疫 

方法，目前已在肝炎、流感、狂犬、结核和艾滋病的防 

治上进行了有益的探索。它的基本原理是将编码病 

原体抗原的基因片段直接通过肌肉注射或基因抢等 

方法导八宿主体内，在宿主细胞中表达的抗原经主 

要组织相容性复合物(major histocompatibility com， 

plex，MHc)I类和／或Ⅱ类分子加工处理后提呈给 

免疫系统，从而激发机体特异性的体液和细胞免疫 

应答 J。丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus．HCV)是 

引起输血后肝炎的主要病原体之一，可以引起急性 

感染和慢性肝炎，慢性肝炎可发展为肝硬化和肝癌。 

目前国际上不但没有高效的治疗药物，而且也没有 
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疫苗用于丙肝预防，因而研究并发展丙型肝炎疫苗 

十分迫切。HCVE2为 HCV的囊膜糖蛋白．含有重 

要的 T、B细胞抗原表位l2， 。已有实验证明用基因 

工程方法表达的 E2蛋白免疫黑猩猩可使其体内产 

生中和抗体“J，但 E2的变异性和制备的困难性给 

E2蛋白质疫苗的研究带来极大的障碍。因此，为探 

索一条预防 HCV感染的新途径，我们进行了 HCV 

E2 DNA免疫动物的研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒与菌种 含有 HCVAD78株 1b型cD． 

NA核苷酸 17．5323的重组质粒 p17—5323由德国 

Roggendorf博士惠赠．真核表达载体 pcDNA3．1 

(一)购 自 lnvitrogen公司，pUCm-T Vector贿 自 

Sangon公司，E．coti DH5a为本室保存。 

1 1．2 工具酶与试剂 rTaq DNA polymerase Kit 

为 TaKaRa公司产品，DNA限制性内切酶为华美生 

物工程公司产品．T4 DNA连接酶为GIBCO BRI，公 

司产品，红细胞裂解液为 Pl'mrmigen公司产品，His 

to~tain TM．Plus Kits为 ZYMED公司产品，浓缩型 

DAB试剂盒为北京中山生物技术公司产品。 

1．1．3 检测甩抗原、单克隆抗体及第二抗体 检测 

抗原为我室在 E coti中表达并纯化的 HCV E2蛋 

白，HCV E2单克隆抗体由法国 Dubussion博士惠 

赠，兔抗鼠 CIM 、兔抗鼠 CD8 抗体为 Santa Cruz 

Biotechnology lnc．产品，FITC-羊抗免 lgG为 Sigma 

公司产品，羊抗兔 lgG-HRP为华美生物工程公司产 

品。 

1．1．4 实验动物 昆明种纯系免和 Balb／c小鼠由 

武汉大学生科院实验动物饲养中心提供。 

1．2 方法 

1．2 1 "HCV E2重组真核表达质粒构建 

1．2 1．1 引物和 PCR扩增 根据 HCV E2的序列 

设计引物： 

正向弓『物 5’一 Ⅱ △△ △ △工 工ATGAACACCAA- 
Dm I Bgt 1I ， 

TGGCAGTTGG一3’ 

反向引物 5’． ￡△ TTcTA( GcGGc． 
K I EcoRI 

3 

以质粒 p17．5323为模板进行 PCR反应，扩增 

HCVE2基因片段(编码第 417～750)位氨基酸)。 

反应如下：第一个循环：93℃ lmin。37℃ 5min．72℃ 

1．5rain；后 30个循环：93℃ lmin，55℃ 2min，72℃ 

1．5min；最后一个循环：60℃退火 2min，72℃ 延伸 

7min，电泳检查 PCR扩增产物。 

1 2．2．2 PCR产物与 pUCm T载体进行连接 依 

据 pUCm—T载体说明书，进行连接反应，通过蓝／白 

菌落筛选，酶切鉴定，获得阳性重组克隆pTE2。 

1．2．2．3 构建重组 HCV E2真核表达质粒 peE2 

用限制性 内切酶 Bgl lI—K却 I消化重组 质粒 

pTE2+获得 E2基因。将 E2基因与经过限制性内切 

酶 BarnHI—KpnI双酶消化的载体质粒 peDNA3．1 

(一)进行连接。筛选得到在 CMV早期启动子控制 

下的重组 HCV E2真核表达质粒 poE2。 

1．2．2 实验动物的DNA免疫 

1 2．2．1 重组质粒 DcE2及载体质粒 peDNA3．1 

(一)的大量制备及纯化 按分子克隆所述方法提纯 

质粒 DNA[ ，用灭菌生理盐水溶解，测定 A2∞／A28o 

比值确定核酸样品的纯度，A ∞值确定样品的浓度。 

用生理盐水调整浓度至 1．0~g／mL+作为 DNA免疫 

的注射样品。 

1 2．2．2 选取 l0只适龄雄性 Balb／c小鼠。其中 5 

只作为阴性对照组注射载体质粒 pcDNA3．1(一)， 

另外5只作为阳性组注射重组质粒 poE2。DNA免 

疫前先在实验动物左后肢股四头肌按 100bcL／只注 

射0．5％盐酸普鲁卡因注射液，使肌肉处于再生状 

态，提高 DNA的摄取率，3d后在相同的部位进行 

DNA免疫。初次免疫20d后。再在实验动物左后肢 

加强免疫一次，同样先经盐酸普鲁卡因预处理，两次 

免疫共计 lo0 gDNA／只。另外选取体重为 2～3Kg 

的昆明种纯系兔甩同样的方法和 200og／只的剂量 

进行 DNA免疫，其中3只注射重组质粒 pcE2，1只 

注射载体质粒 pcDNA3．1(一)作为阴 陛对照。 

1．2．3 DNA免疫动物特异性抗体的检测 

定期对注射了重组质粒 pcE2的兔子耳静脉取 

血至免疫 90d，采用常规 El ISA方法检测针对 HCV 

E2蛋白的特异性抗体水平。包被抗原为我室原核 

表达并纯化的 HCV E2蛋白，加适当稀释的待测血 

清样品反应后．加羊抗兔 lgG-HRP(1：500)反应，加 

底物 OPD显色后，测490nm光吸收。 

1．2．4 流式细胞计数仪(FACS)检测 DNA免疫动 

物细胞免疫水平 

免疫 35d的小鼠断颈取血并加入 1／20体积的 

抗凝剂 0．26mol／I 柠檬酸三钠。用 El，ISA法检测 

抗体水平。每只小鼠各取全血 100“I 进行 FACS 
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样品的处理。首先各加入 l：1000浓度的免抗鼠 

CD4 抗体或CD8 抗体，室温反应30mln，PBS冼涤 

悬浮，加入 l：400工作浓度的 FITG-羊抗鼠 lgG室 

温反应 30min，PBS洗涤后加入 0．5m1 1×红细胞 

裂解液裂解红细胞，离心洗涤去除红细胞裂解碎片 

并沉淀其它细胞，用 1％PFA(1×PBs)固定备用。 

FACS检测样品 CD4 或 CD8 水平，CellQuest软件 

处理数据(Becton Dickinson)。 

1．2 5 DNA免疫动物免疫组化的研究 

将免疫 35d的阳性组及注射空载体质粒的对照 

组 Balb／c小鼠注射区部位的股四头肌用 4％多聚甲 

醛(pH7．3)固定，PBS洗涤后石蜡包埋并进行常规 

石蜡组织切片(5ttm厚度)。完成脱蜡、脱水、灭活 

内源性过氧化物酶、抗原修复及封闭过程后，滴加鼠 

抗 HCVE2的单克隆抗体进行反应，洗涤后滴加生 

物素标记的羊抗小鼠 IgG进行反应；洗涤后，再滴 

加HRP一链霉卵白素工作液反应；洗涤后用 DAB显 

色底物进行显色，流水冲片后，苏木素轻度复染，经 

脱水、透明后中性树脂封片，显微镜下观察拍照。 

2 结果 

2．1 重组HCV E2真核表达载体的构建 

PCR产物电泳检查，显示一条 DNA带大小为 

1．0kb，与预计大小完全相符。经 T4连接酶把 PCR 

获得的E2 DNA与pUCm—T载体(2．7kb)连接后转 

化E．coli DH5a菌株，挑选白色菌落培养扩增，提取 

DNA用 Bgl II和 KpnI双酶切鉴定，并从胶中回收 

获得 E2 DNA带，连接到 BarnH I和 KpnI切开的 

pcDNA3 l(一)表达载体(5 4kb)中，由于 BamH I— 

Bgl II为同尾酶，故 E2基因可以定向插入载体中。 

连接后转化 E．coli DH5a菌株，挑选菌落培养并提 

取质粒 DNA进行鉴定。由于载体多克隆位点上 

(E2基因插入区上游)有 EcoRI单一切点，E2基因 

3’端也有 EcoR I切点，故用 EcoR I单酶可以从重 

组质粒中消化得到约 1．0kb的HCV E2基因。应用 

此方法对克隆进行酶切鉴定，结果产生 1．0kb的E2 

DNA带，表明E2 DNA已被克隆到 pcDNA3 l(一) 

中的 CMV IE启动子下游。获得的重组克隆命名 

为 pcE2(图 1)。 

2．2 HCV E2基因 DNA免疫抗体产生水平和变化 

规律 

定期对注射丁重组质粒 poE2的 3只兔子及注 

射空载体质粒的 1只兔子耳静脉取血，制备血清，用 

问接El ISA方法检测抗体产生水平(表 1)。结果 

显示，注射了重组质粒 pcE2的兔子自初次免疫 20d 

起已有抗体产生，免疫 30d时进入高峰，40d时达到 

最高值。至第 90d内抗体水平保持平稳，抗体滴度 

达到 l：l 600，其 O13490值维持在 0．45左右。而对 

照组血清 E2抗体 El ISA测定的 OI)4 值平均一直 

处在 0 02左右(图2)。结果表明重组质粒 pcE2可 

以引起实验动物的体液免疫应答且抗体水平保持稳 

定，抗体滴度维持在 l：l 600的高水平上。 

bp 

2232--I* 
2027+  

圈 1 HCV E2 PCR产物及及重组质粒的醇切鉴定 

F《 1 PCR the HCV E2 and llgase with pUCm-T帅 d analysis 

0f~ binant pLasmid pcE2 

M． D A／HzndⅢ Marker；1．HCV E2 PCR product~2．pTE2／BgZ 

Ⅱ一脚 N l；3，pcDNA3．1(一)／EeoRI；4，pcE2／EeoRl 

2．3 ttCV E2基 因 DNA免疫小鼠诱发 CD4 、 

CD8 T淋巴细胞增殖．激发机体细胞免疫应答 

免疫 35d的小鼠尾静脉取血，El ISA检测表明 

阳性组小鼠体内抗体滴度已达 l：1500左右，可以认 

为这时小鼠处于最佳免疫应答状态。选取免疫组和 

对照组各 3只小鼠断颈取血，各取 100 全血，进 

行流式细胞仪(FAcs)上样前的处理。流式细胞检 

测结果显示(表 2)，DNA免疫可以诱发小鼠 T淋巴 

细胞增殖，特别是杀伤性 T淋巴细胞 CD8 水平上 

升很高，说明 HCV E2的 DNA免疫可以促使免疫 

机体 MHC-I限制性 CD8 T淋巴细胞增殖，发挥针 

对HCV的 CTL效应。由于细胞免疫被认为是感染 

宿主清除病毒的一个非常重要的部分，那么本实验 

提示 HCV E2基因的DNA免疫有可能激发免疫宿 

主的细胞免疫应答，从而可以预防和清除病毒的感 

染 
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Control group bn igto~p 

1# 2# 3 Average 1# 2# 3# Average 

蕤 
赫 

0 10 2o 3o 40 s0 60 ∞ 90 lo0 

lrmmmttim~ (Dl 】 

圉2 DNA免崔兔子} cv E2抗体水平检测 

Fig 2 Level of antibodies against HCV E2 in DNA immune 

l"dbbits 

2 4 DNA免疫的小鼠肌肉组织的免疫组化结果 

取经注射 poE2的小鼠肌肉组织做常规免疫组 

织化学检查(彩版I图3)。注射了重组质粒的阳性 

小鼠与注射空载体质粒的对照小鼠比较。肌纤维细 

胞为多核细胞，核均放苏木素染为亮蓝色，但阳性小 

鼠肌肉组织细胞中有不均匀的明显的棕色着色．尤 

其在细胞膜部位着色更深．而对照小鼠肌肉中无棕 

色着色，说明 HCV E2基因在免疫小鼠的肌肉组织 

中产生阳性表达，表达的E2蛋白主要分布在细胞 

膜内侧。 

3 讨论 

HCV是黄病毒科成员，是主要的非甲非乙型肝 

炎病毒。我国人群丙肝抗体阳性率达 4％左右，仅 

次于乙肝。世界范围内．HCV的感染率估计为 1％ 
一 2％，被丙型肝炎病毒感染的患者中 70％以上会 

引起持续性感染和慢性感染，最终可能引起肝硬化 

及肝坏死，部分患者甚至可能发展成肝癌。故探索 

和发展预防丙型肝炎的疫苗成为当务之急。无论是 

工程蛋白疫苗或 DNA基因疫苗，必须能使免疫机 

体产生保护性中和抗体，起到预防病毒感染的作用； 

或激发机体细胞免疫应答达到治疗的效果。尽管机 

体对病毒特异性蛋白普遍能做出免疫应答．但并非 

任何一种蛋白都可以作为疫苗的候选者。抗 HCV 

的核心蛋白和 NS3蛋白抗体在慢性丙肝病人血清 

中水平很高，但不能使病人好转，而且这两种蛋白有 

致癌之嫌，作为疫苗是个有争议的问题。HCV包膜 

糖蛋白E1和 E2分布在病毒粒子表面，与病毒入侵 

宿主的吸附和侵入过程有关，它们的抗体通常是保 

护性抗体．能中和病毒的感染力，阻止病毒与细胞表 

_ l j j

i I i 1 l
{ l 1 l

1 1 1 l {

j i l i 1
{ j I l i

I l  
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面受体结合和进入细胞。Choo等用El和 E2蛋白 

免疫黑猩猩后，产生抗体水平>3000的黑猩猩．再 

接种 HCV进行攻击，可以使黑猩猩受到完全的保 

护．没有出现任何肝炎症状．抗体水平低的黑猩猩也 

受到良好的保护．只在接毒攻击后出现 AI 升高， 

然后恢复正常，未转为慢性肝炎，而未经 E1、E2免 

疫的黑猩猩在同样接毒攻击后全部星急性肝炎．这 
一 结果证实 E1和E2抗体具有良好的保护性L6J，是 

合适的工程蛋白疫苗的候选者。但是 HCV的包膜 

糖蛋白在原核和真核系统中表达量低，难于获得大 

量的工程蛋白作为疫苗。Choo等在 120I 体积的细 

胞培养物中才获得 1mg工程蛋白用于黑猩猩免疫 

研究-6】，成本过于昂贵。因此对于这类表达水平很 

低的基因，尤其适合 DNA疫苗的研究。基因免疫 

是一种引起免疫反应的简单而有效方法 J。最近． 

黄病毒科的另一成员JEV(日本脑炎病毒)的包膜糖 

蛋白DNA疫苗可以使免疫小鼠在接受致死剂量的 

病毒攻击时受到完全保护，效果与灭活的 JEv疫苗 

相当【 。 

国内有研究者将 HCV核心区与 HBV核心区 

融合进行 DNA免疫，获得了 良好的免疫效果-9J。 

但对于含有更多中和抗原表位的包膜糖蛋白基因 

E2，国内还未见其 DNA免疫的相关报道。本实验 

选用编码第 417～750氯基酸的 E2基因用于 DNA 

免疫．虽然这段基因缺失了 HCV E2基因的高变区 

1(HVR1)，但仍具有良好的免疫原性原因是虽然有 

研究者认为 HVR1包含一个抗原中和位点，但在 

HVR1后面的一段大的保守区里，第 437a．a和第 

493a．a也是两个很重要的抗原表位．而且针对这两 

个抗原表位的抗体水平要远高于针对 HVR1的抗 

体水平【10]，另外，HVR1下游第 528～546a．a也被 

认为是重要的 B细胞抗原表位-31。同时，HCV E2 

的 HVR1是免疫选择导致的，使得 HCV得 逃脱 

宿主免疫机制的作用．造成 HCV持续感染。所以 

针对 HVR1的抗体是否可 阻断其它 HCV毒株的 

感染，还不能肯定。再者．缺失 HVRI并不影响 E2 

蛋白的构型，也不影响E2与受体 CD81的结合。研 

究表明，E2蛋白的480～493和 544～551位氨基酸 

组成的两个肽段与 E2结合 CD$1有关_1 ，因此编 

码417～750位氯基酸的 E2基因免疫机体有可能 

产生针对这些区域的抗体从而阻断 E2与 CD81的 

结合．进而阻止 HCV病毒的侵入。实验结果也证 

实这段 E2基因 DNA免疫可以诱使机体产生较好 

的体液和细胞免疫应答。 

本文将编码 HCV E2蛋白417～750位 a．a的 

基因定向插入真核表达载体 pcDNA3．1(一)载体 

中，构建了在 CMV早期启动了控制下的重组 HCV 

E2基因真核表达载体 pcE2。通过肌肉注射免疫动 

物的实验研究发现直接注射重组质粒 pcE2可以引 

起动物体内的体液免疫应答和细胞免疫应答。鉴于 

对小鼠定期剪尾取血或眼球取血较困难，而且也易 

造成死亡，故选用兔子进行 DNA免疫体液免疫应 

答方面的动态研究。定期从免疫兔的耳静脉取血观 

察抗体产生水平和变化规律，结果显示免疫 20d时 

已有抗体产生，40d时达到高峰，随后抗体水平保持 

稳定，抗体滴度可达到 1：1600。应用流式细胞检测 

仪(FAcs)检测 DNA免疫第 35d的小鼠体内杀伤性 

T淋巴细胞 CD8 和辅助性 T淋巴细胞 CIM 变化 

情况．发现注射重组质粒 poE2的小鼠体内CD4 和 

CD8 水平均 比注射空载体质粒的对 照组小 鼠 

CD4 和CD8 水平有所升高，尤其 CD8 水平上升 

更多，比对照鼠CD8 水平升高35．46％．说明注射 

重组质粒 peE2可以引起免疫动物 T淋巴细胞．特 

别是 CD8 T淋巴细胞的增值。CD8 T淋巴细胞 

具有在 CD4 T细胞和粘附分子的辅助下杀伤感染 

病毒的靶细胞，从而清除病毒的作用，所以 HCV E2 

DNA免疫有可能诱发机体针对 HCV的细胞免疫应 

答．从而清除病毒，达到预防和治疗的目的。应用免 

疫组化实验证明注射了重组质粒 poE2的小鼠肌 肉 

组织中产生阳性表达．且细胞膜部分着色更深。说 

明直接肌肉注射组HCV E2真核表达载体 DNA到 

动物体内可以使 CMV早期启动子控制下的E2基 

因得 以表达，很 可能是表达的蛋 白被肌 间隙的 

APC，主要为树突状细胞所吞噬，经过一系列细胞内 

加工而激活 B细胞及 CTI 前体 细胞．或者就是 

DNA直接转染 APC启动免疫应答。 

DNA疫苗制备简单、方便，性质稳定，优于基因 

工程蛋白质疫苗和减毒疫苗．而且 DNA疫苗不表 

达无关抗原．不形成完整病原体，没有病毒载体疫苗 

和减毒活疫苗的危险。HCV E2 DNA免疫动物的 

研究可以为HCV的疫苗研究提供有益的参考。 
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