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从 HFRS患者的PBMC建立 BLCL及其意义 
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(第四军医大学唐都医院传染科，陕西西安 710038) 

Significance of BLCL Constructed from PBM C in HFRS Patients 

PAN Lei。BAI Xue—fan ，HUANG Chang—xing，LI Guan g—yu，CHEN Wei—hong 

(TangduHospital,TheFourthMilitaryMedical University,Xi'an 710038，China) 

Abstract： In order to provide some data for the study on T cell epitopes of Hantaan virus nucleocapsid 

protein。we constructed EBV-transformed B lymphoblastoid cell line(BLCL)from HFRS patients’ 

PBMC．We inserted HTNV S and 5’and 3’terminals of S gene segment into a eukaryotic expression 

vector pcDNA 3．1／V5一His TOPO．The recombinant expression plasmids pcDNA3．1一S an d pcDNA 

3．1一S—N pcDNA3．1一S—C were constructed．BLCL were tran sfected in vitro with them。selected by G418 

an d used as target cells for CTL cytotoxicity assay．Th e expression of H]【] V S an d 5’an d 3’terminals of 

S gene segment in BLCL was detected by indirect immunofluorescence assay(IFA)．Th ese recombinant 

plasmids Can be expressed effi ciently an d steadily in BLCL．W e Can  provide a tool for the study on T 

cell eptitopes of Han taan virus nucleocapsid protein．Th e CTL clone recognized and killed the target 

cells with specificities of HTNV-NP．Cytotoxicities(％)were 50．2％，39．O％ and 25．4％，respectively． 

HTNV T cell antigenic epitopes were mainly localized on the C—terminal of the virus nucleocapsid 

protein． 
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摘要：体外研究汉滩病毒(Hantaan virus，HTNV)S基因及其 5’端 、3’端在 BLCL(EBV-transformed B lymphoblastoid 

cell line，BLCL)内稳定表达的意义，为核蛋白T细胞表位的研究奠定基础。本研究从肾综合征出血热(HFRS)患者 

的外周血单个核细胞(PBMC)建立与HTNV特异性 CTL同源的患者自身的EB病毒转化的B淋巴母细胞系，将含 

有不同 HTNV S基因片段的重组真核表达载体转染入 BLCL，获得长期稳定表达，作为靶细胞系，为下一步进行 

CTL杀伤试验提供靶细胞系。设计 4条引物，用 PCR方法从 PBV220．$22原核质粒中扩增出 s基因全读码框 

(37—1326bp)及 s基因5’端(37—501bp)，S基因3’端(502—1326bp)，用TA克隆将其克隆入pcDNA3．1／V5．His．TOPO 

载体中，成功构建 pcDNA3．1-S及 pcDNA3．1-S—N、pcDNA3．1一S—C真核表达载体，并通过脂质体转染至 BLCL细 

胞中，进行了稳定表达。间接免疫荧光成功检测到pcDNA3．1-S及pcDNA3．1，S．N、pcDNA3．1-S．C在 BLCL细胞 

中的表达。pcDNA3．1-S及 pcDNA3．1-S—N、pcDNA3．1一S—C真核表达载体有较高的转染效率，目的基因能在宿主 

细胞中长期稳定表达，有利于研究 HTNV-S基因在T细胞表位研究中的意义。建立的特异性 CTL克隆对表达完 

整 NP、NP羧基和氨基端肽段的靶细胞均有比较明显的杀伤效应，平均杀伤率分别为 50．2％、39．0％和 25-4％。 

HTNV-NP优势 T细胞表位可能主要位于病毒核蛋白的羧基端。 
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汉滩病毒属于布尼亚病毒科汉坦病毒属，主要 

引起人类肾综合征出血热，我国是肾综合征出血热 

发生和流行的主要疫区，该病具有起病急、病死率 

高，流行范围广等特点，而目前其致病机理尚不完 
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全清楚。核衣壳蛋白 (Nucleocapsid Protein，NP)是 

汉坦病毒 (Hantaviruses，HV)的主要结构蛋白。已 

知HV约 45kDa~51 kDa的NP由428~433个氨基 

酸组成，其N端约100个氨基酸大部分具有亲水性， 

且能被患者血清及许多单克隆抗体所识别  ̈J。虽 

然对 HV NP氨基端蛋白的原核表达产物的抗原性 

及免疫原性已进行了许多研究，并已用于出血热的 

诊断，但该抗原表位的精确一级结构及其基因定位 

迄今尚未完全明确。而研究T细胞表位的前提是首 

先要构造含病原体抗原基因片段的表达载体质粒。 

要实现CTL效应细胞对靶细胞的有效杀伤，前提条 

件之一是效靶细胞必须具有相同的 HLA型别。通 

常选用与效应细胞同源即同一供者的 PBMC 建立 

靶细胞，本研究采用与 HV特异性 CTL同源的患者 

自身的 EB病毒转化的 B淋巴母细胞系 (EBV— 

transformed B lymphoblastoid cell line，BLCL)建立 

靶细胞系，将含有不同HTNV S基因片段的重组真 

核表达载体转染入 BLCL，获得长期稳定表达，为 

下一步进行 CTL杀伤试验提供靶细胞系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

真核表达载体pcDNA3．1／V5一His—TOPO购自美 

国 州 ITROGEN公司。 

根据Schmaljohn CS等I4】发表的HV 76—118株 S 

基因片段序列的资料，并参照 Morii M 等 及 

Arikawa J等【o 的文献，设计引物 Primer 76—1：5’一G 

GG △ ArG GCA ACT ATG GAG GAATT'A 

CAG 一3‘：Primer 76—2：5‘一TI1A GGT CCC TIT ATr 

C CTT GGT AGT-3’；Primer76—3：5’一GGG ：里 

△ ATG CGG ATr CGA，rIT AAG GAT GA一3’； 

Primer 76-4：5‘一GGG 丛 卫  TI1A GAG T丌 CAA 

AGGa TTGGT-3‘。由大连 Takara生物工程公司 

合成。Primer76—1、76—3 5’端含 CTCGAGXhoI酶切 

位点，Primer76_45’端含 GAA1 CEcoRI酶切位点。 

1．2 目的基因的制备 

模板质粒PBV220一$22(含 HTNV S基因全读 

码框)，由我室黄长形博士构建。以其为模板，以 

引物76—1和76—4扩增S基因全读码框(37—1326bp)， 

PCR 反应体系为取质粒 PBV220一$22 0．5uL 作为 

PCR扩增的模板，再加入2．5 mmol／L dNTP 2uL， 

Taq酶 1．5U，10xBuffer 2 ，引物 76—1和 76—4各 

10pmol，补加去离子水至总体积 20uL。待PCR仪(PE 

2400型)温度升至约 60℃时进入 PCR循环，其参 

数为96℃变性5min，96℃45s，68℃60s，72℃90s，共 

循环35次后，72"C延伸 10min。以引物76—1和 76—2 

扩增 S基因 5’端 (37．501bp)，PCR反应体系同上。 

循环参数为 96℃变性 5min，96℃30s，62~C45s，72℃ 

45s，共循环 35次后，72℃延伸 lOmin。以引物76—3 

和 76—4扩增 S基因 3’端 (502—1326bp)，PCR反应 

体系同上。循环参数为 96℃变性 5min，96~C45s， 

60℃45s，72℃60s，共循环35次后，72℃延伸 10min。 

PCR产物用 Promega公司 PCR产物回收试剂盒回 

收纯化。 

1．3 目的基因和载体的连接、转化 

用Invitrogen公司的pcDNA3．1／V5一His—TOPO TA 

cloning Kit连接、转化。目的基因和载体在 TOPO 

酶的作用下，室温连接 5min，取 2 连接产物转化 

感受态细菌，在 Amp抗性培养板中37~C温育过夜。 

1．4 重组质粒的鉴定 

采用双位点单酶(promega)切鉴定。酶切鉴定得 

到的阳性克隆，送 Takara公司进行核苷酸序列测 

定，用生物软件 pcgene分析汇总结果。 

1．5 BLCL(EB病毒转化的B淋巴母细胞系)的建立 

取 lmL 1×10~mL的HFRS患者PBMC悬液加 

lmL EBV溶液，置于培养瓶中，再补充 0．5mL含 

20％FBS的RPMI一1640培养液。37℃5％CO2孵箱 

内将培养瓶直立培养 18~24h。在 24h内，将细胞取 

出离心，弃上清约 lmL，补加含有 2pg／mL Cyclosporin 

A(SIGMA)的完全RPMI一1640培养液 lmL，平放在 

培养箱内继续培养。1周后用含 1~tg／mL Cy A的完 

全 RPMI一1640培养液按 1：1比例换液，2～3周后 

应分瓶培养。以后根据细胞的生长情况酌情换液， 

3～4周后即可获得无限生长的细胞系。形态观察转 

化成功后，冻存备用。 

1．6 PBMC的体外刺激 

上述调整浓度为 2×10。～5×106的 PBMC在 

AIM／V培养基中培养，加10％健康人AB血清；4～ 

5d后加入经 Y射线(8×10。fads)照射灭活的HTNV 

(1：160)和 IL一2(25U／mL)，此后每 3天换 1次 

培养液，7d时加入 Y射线照射过的异体 (另一人) 

的PBMC作为饲养细胞，14d时做靶细胞杀伤试验。 

1．7 效应细胞 CTL克隆的建立 

对上述体外刺激后的PBMC，采用有限稀释法 

建立 CTL克隆。在培养系统中加入抗 CD3抗体 

(12F6)和 Y射线照射过的异体的PBMC作为饲养 

细胞，每 3d换 1次培养液，每 14d加入新的饲养 

细胞，重新用 12F6刺激，并做靶细胞杀伤试验， 

阳性孔稀释后再如上述刺激，直至 1细胞／孔，再如 

上述刺激，使之成为CTL克隆。 
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1．8 含汉滩病毒 S基因及其片段的重组质粒转染 2．2 重组质粒 pcDNA3 I-S及 pcDNA3 l—S·N、 

BLCL pcDNA3．1．S—C的鉴定 

采用脂质件舟导的方法 当BLCL在 6孔培养 

皈长满至 90％～95％时，更换为 2．5mL无『】̈清干̈抗 

生素的DMEM培养液。5 g重组质~<pcDNA3．1，S 

pcDNA3．1一S—N．pcDNA3．1-S．C)和 I5uL 脂质体 

(Gibco)lJn入5001．tL无血清利抗生素的DMEM中， 

室温混合30rain 缓慢加入到6孔扳中，37uc．5％ 

CO，孵育6h后．更换为含有血渍和执生素的DMEM 

48h后，取鲆l胞于盖玻片上，嗡干后，冷由酮同定 

l5rain．吹T 

1．9 重组质粒在宿主细胞中表达的检测 

采用间接免疫荧光疗法 盖玻片‘上加 l：50稀 

释的HFRS病人血清，37℃温育 lh PBS洗．过水， 

畎 f。。再加 I：80稀释 的 F1TC 标记 的芋抗人 

IgG{SIGMA公司)，37℃温育 1h PBS洗，过水， 

欧1。荧光显微镜 观察结果。 

l_l0 靶细胞的建立及靶细胞杀伤试验 

BLCL经用 HTNV-S小 旗园片段转染后．用 

G4l8筛选 4周建立稳定表达 NP不同肽段的细胞 

系 作为杀伤试验的荦巴细胞 以CTL作为效应细胞， 

以稳定表达HTNV-NP不同肽段的BLCL怍靶细胞， 

进行 CTL杀伤试验 所用试剂 为 Promega公司 

生产的以测 LDH 酶 为指标的杀伤试验 试剂盒 

(CytoTox 96~ Non—Radioactive Cytotoxicity Assay)， 

操作按说明书进行 最后用酶联仪在490ran处洲吸 

光度 A僵 

2 结果 

2．1 重组质粒 pcDNA3 I—s 及 pcDNA3．I-S—N、 

pcDNA3．】 S—C的构建 

以引物 76．I、76-4和 76一l、76—2：76．3、76-4 

扩增出的 S基因片段 (】308bp．477bp．846bp见图 

1)，分别克降到pcDNA3．1／V5-His—TOPO载体。llI 

转化大肠杆菌．在Amp抗 培养板中 37℃淞育过 

夜，均可见散在的抗性克隆菌落乍K 

纛叠 蚤 
图I s箍田片段的扩埔练禁 

Fig I Amplification results o1'S gene segn3erl[ 

Lane I Amplification re~uh of 3 rminal ufS gene segment；2 and Lane 4 

l,Mrlplification~sult of S gene~egraem；3．DL-2000 DNA marker；5 

Amplilication result of5 termmal ofS gene segment 

册 Hind IIINt：,~pcDNA3．I-S得到 793bp的预 

期片段 用 Xho I酶切 pcDNA3 l—S—N得到 5Ilbp 

的预期片段 用 Hind 111酶切 pcDNA3．1一S—c得到 

331bp的预期片段见图2。 

兰嚣  bP 793 
圈2 阿剀整定结 

Fig 2 Identification of recombinant plasmids 

Lanel 5．1dentilicmion of pcDNA3 lIS wilh Hind llh 2[denti-t'icalion 0r 

pcDNA3 1一S—C with Hind Ilh 3．DL-21XX}DNA marker：4 Identification ot" 

pcDNA3．I S N,oeilh Xhol I 

酶 鉴定获得的阳性克隆．送 Takara公刊测 

序 与 76-l18株 S基因序列比较．完 煎 表叫 

I={的基因成功克隆入目的载体。 

2．3 BLCL的建立 

从急性 HFRS 忠者 的 PBMC 中成功硅 

BLCL，形状呈淋巴母细胞弹．梭增大 此 BLCL 

成功建赢后，共培养约 3个爿 

2．4 重组 质粒 pcDNA3．1一S、pcDNA3 l—S N 及 

pcDNA3．1一S-C在 BLCL细胞中的表达 

J日J接免疫荧光 (IFA)检测见图3 以空载体转 

染的 BLCL细胞为阴性对照，在检测重组质粒转染 

的BLCL细胞中，表达饮蛋白及其氡基端、羧基端 

的细胞胞浆内可见绿色·荧光 

2．5 杀伤试验的结果 

酶联仪在490nm处测转染后细胞的啦光度值， 

计算杀伤效率 (表 1) 

经过计算，表达完整NP的BLCL被特异性CTL 

系伤的比率为50 2％(效靶比为 10：1) 表达 NP氰 

基端多啦片段的BLCL破CTL杀伤晌比率为25．4％ 

表 I 杀伤试验所焊的 蛔敬 

Table l Representative data from a CytoTox96~ Non—Radio 

aclive C~etotoxicitY A 
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(效靶比同 ，而表达 NP黢肇端多月k片段的 

BLCL被CTL杀伤的比牢为39．O％(散靶比同上)。 

以上试验的结果似提示，优势T细胞表值位于汉濉 

病毒核蛋白的羧基端 

圈3 闸接免疫萤光榆删结粜 

Fig 3 Resul~ofIFA 

A E~pression nf pcDNA3 J Sin BLCL：B Expression ，rwDNA3 I-S—Ni13 BLCL；C Expression nfwI)NA3 l-S fin BLCL：D N~nmlBLCI一 

3 讨论 

目前．国内外学着已经进行了大量帕抗 HTNV 

感染免疫方面n勺研究，但 ．耍侧重十体渡免疫，关 

细胞免疫在抗 HTNv感染-}]的怍川仍知之甚少， 

虽然近年国内外学者已经证实 HTNv 感染后可诱 

导产生保护陛 CTL，但对于两导人 CTL J ：生的 

H1NV病毒抗原组分研究尚未见有报道 木研究壁 

于分析HTNV的 NP位于病毒囊膜内侧，并与核睃 

组成病毒桉衣j ，属于高度保守的内都抗原特性． 

以及在其它病毒 NP诱导特异 CTL的基础 通 

过基因转染技术，建苞稳定表达病毒结构蛋白 NP 

的 BLCL，为研究 HTNV—NP E的T细胞表位提供 

了重要的实验工具， 

Epstein-Barr病毒(EBv)证伞世界各地分布广 

泛，为95％以上的成人所携带 EBV足传染性 攘 

细胞增多症的嫡朦，并与 Burkitt淋巴瘤、鼻 痈、 

何杰金病、口腔腺体肿瘤、脚腺瘤 器官移植后B 

细胞淋巴瘕、艾滋疬相关的淋巴瘸等恶性肿痈肯密 

切的关系，被列为可能致癌的人类肿瘤病毒之一 

利用 EBV的这一特性，通过 EBV感染人B淋巴细 

胞可使之成为具有无限繁殖力的淋巴母细胞样自lu 

胞株 EBV血清抗体阴性个体的 B淋巴卸J胞比抗体 

阳性个体的细胞更易转化，存 EBV 由清抗体阳性 

的个体中，T细胞能抑制 B邹l胞的转化 如果崩物 

理方法除去 T细胞或用药物 f I Cyclosporin A， 

CyA)抑制T细胞的功能．则B自j『胞的转化成功率 

会更高。此外，静l L=的B淋巴细盱世较活跃的B淋巴 

纲胞易转化 B淋巴细胞在 EBV感染初期为多克隆 

细胞，在培养3～4周后，即可成为单克隆细胞株， 

本研究通过 EBV转化 HFRS患青的 PBMC， 

成功建立了 EBV转化的 B淋巴 圳胞系，掉 j̈间 

接 免 疫 荧 光 技 术 成 功 检 删 到 pcDNA3．1-S、 

pcDNA3 l—S—N、pcDNA3．I-S—C台 BLCL细胞 内 

l岛效表达。pcDNA3 1／V5．His TOPO 质粒足能 哺 

乳动物却I瞧中高设表达的真核城体，它含钉 CMV 

窟动子．并含肯牛 氏激素基f列 ‘BGH)，这样的 

绗构最适合梭蛋白幕 在哺乳动物 I胞IlI的表达 

FI，jt含有的V5和His便于表达蛋白的枪删和纯化． 

并具有 与目的基因连接迅速、商效l均特止 Ⅲj：缺 

乏重组痘茼病毒及其々Hj救体系统，奉研究采 含 

有 HTNV-S基因全读码框架及S基 氨基端、鞍 

端在BLCL内进仃 r真核高效表上蔓．=}{=筛选 稳定 

表达的BLCL细胞系．用以替代经币组痘 璃毒感 

染的 BLCL作为特异 CTL杀伤试验的靶 坦， 

实验表明该种靶细胞能够稳定表迭 应的病毒抗 

原并用于 C'TL杀伤试验，为例步确定NP 1．的T细 

胞表位奠定 ，基刊i 

实验还表明 虽然高教瞬ll,l表达帆BLCL也u】 

用下CTL杀协试验．但是其表达高峰}}【j鞍M，通常 

汉能维持 48~96h，H细胞转染 ：牢不高，l T隧 

影响 CTL的杀伤效率，影u T细胞丧位的划定 

为了实验『|l勺稳定性，我们对转染苇组投体的 BLCL 

州 G41 8进打 J 筛选．并得到了稳定表达 S l 片 

段的BLCL细胞系 

口前．囡内外研究T细胞表f 盯 上噩研究 

鼠的T细胞表位， 为鼠的 HLA 删较人- ． 

同系鼠的 HLA 别可一致， 现成的祀细胞 彖 

P8I5，取鼠的脾自j埘自建立 CTL兜降时，较翁获得。 

而在研究人的T细胞表位时，HLA型别极其复杂， 
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必须对每一病人均建立 BLCL，并使外源基因在其 

内获得长期稳定表达，同时建立同一病人的 CTL 

克隆，才能做杀伤试验。因此人的CTL研究不仅工 

作量大，而且难度较高，此外还必须确定 T细胞表 

位与 MHC的限制性即特定的HLA型别。 

总之，在进行人 T细胞表位研究时，必须先建 

立患者自身的靶细胞系，这样效应细胞 CTL才能杀 

伤 HI A型别相同的靶细胞，从而最终找到 T细胞 

表位，为 HFRS的发病机理及疫苗设计提供一定的 

资料和依据。 

国外研究 虽然证实人体内存在HTNV特异性 

T细胞应答，但存在着明显的局限性。首先 3名工 

作人员均为l5年前的实验室无症状感染者，其CTL 

的特异性杀伤活性是经体外病毒抗原反复刺激并 

联合 IL一2诱导的，不能反应疾病状态下 CTL的动 

态变化；其次，3例中只搞清了2个 }{I A I类抗原 

(A1和 B51)与识别 HTNV-NPT细胞表位的关系。 

众所周知，不同地区和民族的人群中 HLA 的基因 

频率有很大的差别。因此，该文报道的 HLA 型别 

与 HTNV-NP的T细胞表位的关系远不能包括其它 

流行区的情况。 

本文 自我国代表性 HFRS姬 鼠型疫区患者的 

PBMC建立了CTL克隆，并应用基因转染技术建立 

了能够表达病毒 NP不同肽段的自身 CTL靶细胞系 

BLCL，经靶细胞杀伤试验表明，HTNV核蛋白的T 

细胞表位分布于NP的C端和 N端。本试验的结果 

还显示，对表达有 HTNV-NP羧基端靶细胞的 CTL 

杀伤活性明显高于表达氨基端靶肽的靶细胞，提示 

HTNV优势 T细胞表位可能位于 NP的羧基端。总 

之，本文结果为进一步深入研究HV感染后的细胞 

免疫应答及 T细胞表位积累了实验经验，为进一步 

阐明HFRS的发病机理提供了有用的资料。 
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