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人乳头瘤病毒一6 LI蛋白B．细胞优势表位作为多肽疫苗的研究 
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Study on B Cell Epitope and It’S Antigenicity of the L1 Capsid Protein 

of Human Papilloma Virus Type 6 

Li Yuan—chao，LU Feng．1in ，CAO Wei，ZUO Guo—wei，AI Jun．hua，JIN dan，HU Cheng—xiang 

rResearch Institute ofSurgery＆Daping Hospital,The Third Military Medical University,Chongqing 400042，ChinaJ 

Abstracts：We an alyzed and verificated the B—cell epitope of the L1 caplsid protein of the Human 

papilloma  virus type 6，an d made it the base of producing new subunit peptide vaccine．Goldkey and 

PC／Gene computer program were used to colligate and analyze the B·cell epitope of HPV6 L1．These 

peptides were synthesised and purified by Fmoc and HPLC methods，respectively．After that the 

peptides were emulsified with 0．2ml adjuvant，the blood sertlm antibody titer of mouse immuned by 50 

gg peptides were detected．We found that，the B cell epitopes of the L1 protein of HPV-6 could be 

located at NO．425—439 and 486—500 positions．Th ose synthesized peptides have the ability to raise blood 

serum antibody titer enormously in vitro，and the antibody induced by these synthesized peptides could 

react with the supernatan t of human papilloma tissue．We conclude that NO．425—439 and 486—500 

positions are predominat B—cell epitope of HPV 6 L1 protein．More work is under way to investigate 

whether these antibodies could perform  functions． 
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摘要：本研究分析了人乳头瘤病毒．6型 L1外壳蛋 白之 B一细胞优势表位，并拟 以此为基础制作表位多肽疫苗。研 

究中采用 Goldkey和 PC／Gene软件系统综合分析 HPV6之 L1蛋 白B一细胞优势表位后，Fmoc固相合成表位多肽， 

通过HPLC纯化和毛细管电泳分析其纯度。与佐剂完全乳化后，免疫小鼠，进行动物水平的免疫效果评价。取免 

疫小鼠血清，与HPV-6 DNA阳性的尖锐湿疣患者疣体组织上清液结合，以鉴定免疫小鼠所产生抗体的特异性。 

发现 L1蛋白第425—439位和第486—500位具有较高的免疫原性，可明显诱导小鼠血清抗体滴度升高，且该抗体与 

人尖锐湿疣疣体组织上清液呈阳性反应。说明所选这两个肽段为HPV6之 L1蛋白的B一细胞优势表位，但诱导产 

生的抗体是否具有功能特异性 ，正在做进一步研究 。 
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人乳头瘤病毒 (Huma npapilloma  virus，HPV) 

6和 ll型感染引起主要引起人尖锐湿疣和低度宫颈 

上皮瘤【l】口HPV的Ll、L2蛋白有较强的抗原性，可 

诱导高水平的中和性抗体；并可白行组装、形成病 

毒样颗粒(Vh'us—like particles，VLP)，早期的 HPV疫 
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苗主要基于 VLPs构建而成。完整的病毒蛋白不仅包 

含了B细胞表位，还包括了CTL表位和 T细胞表位 

等，表位之间可能相互抑制，导致抗原性消减。 

蛋白质的氨基酸序列蕴涵着重要的信息，本研 

究利用蛋白质序列分析软件对 HPV6之主要外壳蛋 
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白Ll的氨基酸序列进行分析，筛选其 B一细胞抗原 

优势表位。并将此表位按 Fmoc固相多肽合成， 

HPLC方法纯化，与完全福氏佐剂按常规方法免疫 

Balb／c小鼠，评价其免疫效果，期望以此为抗原制 

作多肽疫苗，克服 VLP疫苗所面临的困难。 

1 材料方法 

1．1 B细胞优势表位的计算机分析 

}玎)V-6之Ll外壳蛋白的氨基酸序列摘自GenBank 

(AF335604)。采用 Goldkey软件系统和 PC／Gene软 

件系统(Bairoch A等，University of Geneva，Switzefl— 

and)分析软件，亲水性分析采用 Kyte Doolittle标准 
[1,21

， 以7个氨基酸残基为一组。将 GoldKey和 PC／ 

Gene预测结果进行 比较 后，用抗原性指数(AI， 

antigenicity index)综合评判 L1蛋白的B细胞优势表 

位。 

1．2 表位多肽的合成、纯化、纯度鉴定 

1．2．1 多肽的合成：Fmoc固相合成法，在ABI一431A 

多肽合成仪上进行；HMP一树脂作为固相载体，浓 

度为 0．25mmol／L；成肽反应用 DCCPrIOBt法，每 

步缩合都加入HOBt／DCC活化保护氨基酸的羧基； 

肽链从 C端向N端延伸。 

1．2．2 切割与脱保护：取合成肽 1．0g于圆底烧瓶内 

冰浴 15—20min，加入反应液。反应液组成：0．25mL 

EDT、0．25mL去离子水、9．5mLTFA。搅拌 1．5h，过 

G4漏斗真空抽滤，用 1．0mLTFA清洗树脂。用 10mL 

DCM清洗，旋转蒸发器蒸发至 1．5mL时加入 50mL 

冷乙醚。过G6漏斗真空抽滤。用玻砂漏斗和乙醚将 

肽链与树脂及保护基团分离，冷冻干燥，得到粗肽产 

物；将此粗肽溶于50％乙酸中，上 Sephadex G一25柱， 

以0．2 mol／L乙酸洗脱，进行脱盐。 

1．2-3 HPLC纯化：HPLC纯化后再用C8柱和乙腈 

梯度洗脱，收集最大峰，冷冻干燥。将纯化的 L2 

用去离子水溶解，过 0．2gm 纤维滤膜后， 采用区 

带电泳法进行分析，毛细管孔径 25i．tm，长度 46cm， 

pH为 2．8的磷酸盐缓冲液，恒定电压 10kV，电泳 

方向从正极到负极。 

1．2．4 氨基酸组分分析：取 10mg纯化的多肽，经 

6 N 的盐酸消化水解后，在 自动氨基酸组分分析仪 

(美国，BECKMAN一3000型)上完成。 

1．3 表位多肽免疫效果评价 

健康 Balb／c小鼠 (第三军医大学实验动物中心 

提供)23只，雌性，6～8周龄，l0～16g，随机分 

为3组。2条候选多肽疫苗分别分在 I、ll组，每组 

l0只，正常对照组 3只。将实验组以CFA为佐剂， 

于第 0、2、4周注射。抗原剂量为 50gg／鼠，与0．2mL 

佐剂完全乳化后，在腋下、腹股沟及腹腔多点注射。 

首次免疫后第 1、3、5周，每周每组取 2只小鼠， 

眶静脉放血，收集血液，分离血清，并冻存于一20~C 

冰箱保存备用。 

问接 ELISA法测定血清抗体滴度，分别以合成 

表位肽和疣体上清包被酶联免疫反应板后，加稀释 

的免疫小鼠血清，酶标二抗为羊抗小鼠IgG，底物 

为 OPD(邻苯二胺<盐酸盐>)(Sigma公司，USA)。 

用酶标仪 (Thermolab systems multiskan spectrum， 

USA)于492nm测定吸光度 A值，以正常小鼠血清 

作阴性对照。 结果以双复孔 A值均值表示。 

1．4 统计方法 

每组标本取均值，各组间进行T检验；待测标 

本 OD492 值／阴性对照 OD值>2．1为阳性。 

2 结果 

2．1 亲水性／疏水性分析 

采用 Kyte＆Doolittle方案时，发现 HPV16之 

LJ蛋白的高亲水性区域主要集中在第 1l8—140位、 

第 l59—175、第 302—317、第349—365位、第 422—439 

位、第 481—500位。而Hopp&Woods方案的分析结 

果是：在第 50—60位、第 117—140位、第 163—178 

位、第 205—220位、第 236—260位、第262—280位、 

第 278—290位、第 328—340位、第 351-365位、第 

421—439位、第443—459位、第 480—500位。对比后 

发现：虽然两种方案基于的原理和算法不完全同， 

但均预测下列区域为HPV16之 Ll蛋白的高亲水性 

区域：第 118—140位、第 163一l78位、第 35l一365 

位、第 422—439位、第 481-500位。由于亲水性是 

反映蛋白质局域序列片段的结构倾向性指标之一， 

能够在一定程度上指示蛋白质抗原表位以及抗原 

一 抗体、配体一受体作用位点，故上述这些片断很 

有可能为HPV16之Ll蛋白的B细胞表 王引。 

2．2 表位分析 

表位分析是 Goldkey软件提供的蛋白质分析组 

件之一，综合考虑了各区域的亲水／疏水性、可及性 

以及氨基酸残基侧链的影响，并进行评分，以横坐 

标为氨基酸残基位点，纵坐标为相应分值绘制曲 

线。本研究以7个氨基酸为一组，选取Goldkey表 

位分析模块对 HPV6之 Ll蛋白进行表位分析，结 

果发现：第 117—140，第 345—364，第 425—439，第 

443—459位、第 486—500等区域表位评分较高，可能 

是 B一细胞优势表位。 

2．3 HPV-6之外壳蛋白 Ll蛋白高亲水性区域的抗 
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原性指数 

蛋白抗原的抗原性指数 (AI)是综合考虑了蛋 

白质片段的活动性、结构、构象和氨基酸侧链的排 

列等许多性质，而建立的病毒蛋白的各区域抗原性 

量化分析法I4 J。AI值越高抗原性越强，构成蛋白 

质表位的可能性越大。由上表可见：在 HPV6之 L1 

蛋白中，第 117．140位、第 351-364位、第 425．439、 

第 486．500氨基酸具有较高的抗原性指数，结果见 

表 1。 

表 1 HPV-6之 IJl外壳蛋白高亲水性区域的抗原性指数 

Table 1 Antigenicity index of HPV-6 L 1 protein high hydrop— 

hilicity motif 

Position Amino acide Sequence Antigenicity index 

NO．51-61 IKRANKTVVPK AI=0．036l8 

NO．117-128 HPlFL NKYDDVEN AI=0．03917 

NO．117-140 HPFLNKYDDVENSGSGGNPGQDNR AI=0．o0054 

NO．159-175 PPLGEHWGKGKOCTNTP AI：．0．o0506 

NO 163-178 EHWGKGKQC PVQA Al：．0．02556 

NO．205-217 NFADLOTNKSDVP AI：0．01169 

NO．236-259． DPYGDRLFFFLRKEOM Ff RHFFNR AI=．0．0I117 

NO．262-280 EVGEPVPDTLIIKGSGNRT AI--0 01079 

NO．278-290 NRTSVGSSIYVNT AI=．0．o0946 

NO．302-317 LFNKPYWLQKAQGHNN AI一0 01956 

NO．328-340 TVVDT1RSTNMTL AI--0．01 l 3 1 

NO．345-364 TTSSTYTNSDYKEYMRHVEE AI=0 o0725 

NO．349-364 TYTNSDYKEYMRHVEE AI=0．01669 

NO．351-365 TNSDYKEYMRHVEEY AI=0
．01553 

NO．421-439 ITCOKfrI’PEK EKPDPYKNL AI=0．03716 

NO．422-439 TC0Km EKEKPDPYKNL AI=0．03972 

N0．425-439 KPTPEKEKPDPYKNL AI=0 06473 

NO．443-459 EVNLKEKFSSELDOY PIJ AI=0．02653 

NO．479-5o0 VKRP ，SKASAAPKRKRAKTKR AI=0．03941 

NO．480-5o0 KRP VSKASAAPKRKRAKTKR AI=0．041o0 

NO．486．5o0 KASAAPKRKRAKTKR AI=0．O4213 

Note：The alTlino acids are represented by SINGLE LE1YrERS：AI=antige． 

nicity index 

综合以上结果可见：HPV6之 L1蛋白的第 

425—439位 (KPTPEKEKPDYPKNL)和第 486．500 

(KASAAPKRKRAKTYR)两个区域无论是在亲水 

／疏水性还是在B细胞抗原分析结果上都明显优于 

其他区域，故我们选择这两个区域，进行下一步的 

研究。 

2．4 合成B．细胞表位肽段的纯度和分子量质谱分析 

ABI一431A多肽合成仪上按 Fmoc固相合成法合 

成所选肽段，经切割与脱保护、HPLC法纯化后， 

使用 BECKMAN．3000型自动氨基酸组分分析仪进 

行合成肽段的组分分析。 

对合成肽段KJ)1rPEKEKPDYPKNL的质谱分析 

中，可见吸收峰对应的肽段分子量为 1784．9，纯度 

分析中峰值下覆盖面积 67722830(总 90526440)， 

百分比 74．8l ；合成肽段 KASAAPKRKRAKTYR 

的质谱分析中吸收峰对应的肽段分子量为 1733．0，纯 

度分析中峰值下覆盖面积 14642182(总 20380662)， 

百分比 71．84 。两合成肽段分子量均与理论分子 

量相吻合，而纯度均大于 70％，足以进行动物免疫 

效果评价。 

2．5 表位多肽免疫效果评价 

候选表位肽免疫健康Balb／c小鼠，收集血液， 

分离血清，间接 ELISA法测定血清抗体滴度，酶联 

板分为两组，分别以合成的B细胞表位多肽和疣体 

上清包被，均以正常小鼠血清作阴性对照。吸光度 

A值乃使用酶标仪于吸光度于波长 k=492nm时测 

得。首次免疫的第一周，血清抗体呈阴性，第三周 

出现阳性，在测定的时间内，抗体水平随免疫次数 

和时间而升高。结果如图 1所示： 

～
Contro Peptide Peptide l2．5一 

A B 

图 l 免疫后小鼠血清抗体与抗原的ELISA分析结果 

Fig．1 The result of ELISA analysis of serum antibody from 

immunited mouse and it’S antigens 

A：The plate was coated by synthesized peptides；B：The plate was coated 

by supernatant of papilloma tissue Peptide 1：KPTPEKEKPDYPKNL； 

Peptide 2：KASAAPKRKRAKTYR(the amino acides are represented by 

SINGLE LETTERS)． 

由图 1可见，B 细胞表位 多肽 (序列分别是 

KPTPEKEKPDYPKNL：KASAAPKRKRAKTYR) 

包被酶联板，其 oD492 值均高于对照组，分别为： 

1．62、1．82和 0．65。以疣体上清包被酶联板，其 

OD492 值均高于对照组，分别为：1．82、1．98和 

0．73。据统计，OD492 值均比对照组有显著的提高 

(P<0．01)。 

3 讨论 

人乳头状瘤病毒 DNA 能整合入宿主细胞基因 

组中并促使宿主细胞转化增殖。目前己知三分之一 

以上的 HPV 型别可引起男女生殖器部位感染，有 

些型别的 HPV 为亚临床或无症状感染，所以在人 

群中流行广泛，危害极大，有些可母婴垂直传播 们。 

HPVo6、．11的 L1外壳蛋白受胰蛋白酶作用后 生 

的亚单位肽段仍保留其免疫原性，免疫血清的抗体 
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滴度约 1 —10r6，因此 HPV外壳蛋白可望作为防 

治 HPV相关疾病有效的疫 。这些信息提示：可 

诱导机体特异性抗 HPV L1、L2蛋白的抗体来中和 

这两种蛋白以控制 HPV病毒的转录。Matsumoto等 

【8]将 HPV-6主要外壳蛋白L1的基因亚克隆在含有 

巨细胞病毒启动子的质粒中，用基因枪皮下免疫 

BALB／c小鼠，每隔2周免疫一次，共3次，发现 

小鼠能产生抗一L1抗体，并能识别构象性表位，呈 

型特异性。Christensen等 用 HPV-6 L1病毒样颗 

粒(VLPs)免疫小鼠，得到 13株单克隆抗体，并采 

用 ELISA 方法筛选能与 HPV-6和 HPV-11 L1 

VLPs特异性反应的抗体，检测对 HPV-11感染的 

中和作用，有 4株单抗能与 HPV-6L1 VLPs的构象 

表位反应，并呈交叉反应性和型别特异性，其余 9 

株能与 HPV-6和 HPV-11 L1的 VLPs呈交又反 

应，其中的4株还能中和 HPV-11的L1蛋白，在这 

4株中有 3株针对表面的构象性位点，1株针对表 

面线性表位；但文章未讨论能否中和 HPV-6 L1蛋 

白。Hong 从尖锐湿疣患者上皮组织中分离得 

到湿疣浸润淋巴细胞 (wart—infiltrating lymphocytes 

WlL)，能特异识别 HPV-6 L1蛋白第 311-330位、 

第411-430位的多肽，也能识别 HPV-6 E7蛋白，由 

WIL识别的表位与外周血 T-淋巴细胞识别的表位 

略有差异。 

Kyte和 Doolittle建立了“疏水，亲水性”方案，以 

此来反映蛋白质局域序列片段的结构倾向性，这对 

蛋白质抗原表位分析以及抗原一抗体、配体一受体 

作用位点的研究都有一定的参考价值。随后，他们 

和 Hopp、Woods提出了氨基酸残基的亲水性参数， 

因此便有了亲水性方案对 B细胞表位进行预测，但 

该方案不能解决个别亲水性部位与表位无很好一 

致性、高亲水部位不一定都是表位、表位不一定都 

是高亲水性部位等问题【l̈。吴玉章等根据蛋白抗原 

表位已有的高分辨率研究结果，建立了蛋白抗原 B 

细胞表位的抗原性指数，该指数主要用于病毒蛋白 

的表位的分析，综合考虑了蛋白质的许多性质，如 

片段的活动性、结构、构象和氨基酸侧链的排列等 
[4,31

。 对 HBV之 Pre—S(2)蛋白3个 B细胞表位作抗 

原性指数实测，已证明了该方法的可靠性。 

本文在分析 HPV-6之 Ll蛋白的亲水性、抗原 

性的基础上，引入氨基酸抗原性指数，综合评估其 

B细胞表位。基于这些分析结果，合成纯化了 HPV-6 

之 Ll蛋白的优势 B细胞表位，并在动物试验发现： 

HPV-6之Ll蛋白425-439位和第486．500具有较高 

的免疫原性，能诱导小鼠产生特异性抗体，该抗体 

具有针对人的疣体组织上清液的结合反应，但这两 

条肽段是否具有功能特异性，尚需进一步研究。本 

研究为基于 HPV-6之 Ll蛋白B细胞表位的多肽疫 

苗的进一步研制奠定基础。 
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