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Abstract：A synthesized multiple-mimotope gene of Hepatitis C virus was cloned into a prokaryotic 
expression vector pGEX-4T-1 to generate a fusion protein GST-HCVME. The reactivity of the GST- 
HCVME with the sera of HCV patients was measured by Western-blot and ELISA. BALB/c mice were 
injected with GST-HCVME, and an ELISA approach was applied to determine the specific antibody 
titers in the mouse serum. The cross-reactivity of the antibodies was also checked with 2 synthesized 
HCV hyper-variable region 1 (HVR1) peptides. The results showed that the purified GST-HCVME 
fusion protein was able to react with 25 out of 35 HCV patients’ serum samples. The serum antibody 
response was effectively elicited in BALB/c mice injected with GST-HCVME. The highest titer of 
antibody against HCV (GST-HCVME) was about 1:104 at the eighth week after first immunization. 
Moreover, the collected mouse serum antibody had the ability to cross-react with the 2 synthesized HCV 
HVR1 peptides. These findings suggest that the multiple-mimotope protein of hepatitis C virus can 
efficiently induce HCV-specific immune responses in mice, and may be of potential use in the 
development of HCV vaccines. 
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摘要：将丙型肝炎病毒高变区 1（HVR1）模拟表位融合基因插入原核表达载体 pGEX-4T-1，在大肠杆菌 BL21(DE3)

中进行表达，经亲和层析和凝胶过滤层析获得 HCV HVR1模拟表位融合蛋白。用Western blot和 ELISA检测融合

蛋白与 HCV抗体阳性血清的结合情况。皮下注射免疫 BALB/c 小鼠，用 ELISA 检测小鼠血清中的抗 HCV 抗

体水平及其与天然 HCV 高变区 1 合成肽的交叉反应。结果表明融合蛋白能与 HCV 抗体阳性血清特异结合，融

合蛋白与 HCV 抗体阳性血清的结合频率为 71.6％（25/35）。融合蛋白免疫小鼠后能有效诱导免疫应答，其诱生

的特异性抗体最高滴度达 104（免疫后第 8周），且该抗体能同 2条天然 HCV HVR1合成肽发生交叉反应。本研

究提示，HCV复合 HVR1模拟表位融合蛋白在丙型肝炎疫苗的研发中可能具有潜在应用价值。 
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丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus, HCV）疫苗

的研究一直难以取得突破的原因有很多，其中之一

便是由于HCV基因组高度变异。研究发现，其结构

蛋白E2中的高变区1（Hypervariable region 1，
HVR1）诱生的抗体无论在体外还是在黑猩猩的实
验中均可以阻断HCV的感染性[1,2]，但HVR1区是整
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个病毒基因组中变异最为显著的区域[3]，通常抗

HVR1的抗体都表现为株特异性，对不同HCV毒株
的感染往往又缺乏交叉保护性[4]。HVR1共含有27
个氨基酸残基，根据这27个氨基酸残基的变化规
律，从理论上计算HVR1可能有108种不同的序列[5]，

因此这是目前HCV疫苗研究的最大挑战之一。
HVR1虽然高变，但仍具有免疫交叉反应性的发现
又为疫苗研究带来了一线曙光[6,7]。一些研究曾报道

通过噬菌体肽库展示技术或DNA shuffling技术筛
选得到了一些能够覆盖较多HVR1变异株抗原性的
模拟表位[5,8]，联合应用多条HCV HVR1模拟表位，
使其能诱导出交叉反应性更为广泛的中和抗体，有

可能是一种对付HCV感染和抗HCV变异的新策略。 
本实验室曾合成了一段包含 HCV 9 条 HVR1

模拟B细胞表位及 4条保守 T细胞表位的多表位抗
原基因（mfc），并经研究表明该多表位基因能够诱
导 HCV特异性的免疫反应[9]。但该多表位基因中包

含的表位数量较多，各表位特别是 B表位的免疫原
性可能会受到一定的屏蔽，其次各 T表位的免疫效
应在除转基因动物以外的一般动物体内无法得以

有效验证。考虑到这些因素，本研究以诱导 HCV
的中和抗体为目的，从多表位基因的 9条 HVR1模
拟 B 表位中优选了 5 条具有高模拟性的表位
（hcvme），将其连入原核表达载体 pGEX-4T-1并表
达、纯化出重组蛋白 GST-HCVME，然后对其免疫
原性进行了分析。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
质粒pGEX-MFC为本实验室构建[9]；Glutathione 

SepharoseTM 4B亲和层析柱、Superdex75凝胶层析
柱购自 pharmacia公司；HCV ELSIA检测试剂盒购
自上海复星长征医学科学有限公司；HRP标记的兔
抗人 IgG、Ap（碱性磷酸酶）标记的兔抗鼠 IgG、
完全福氏佐剂(CFA)和不完全福氏佐剂(IFA)购自
Sigma 公司；BALB/c 小鼠购于上海第二军医大学
实验动物中心，雄性，健康 6周龄。 
1.2  原核表达质粒的构建 
合成引物：上游引物：5-GAATTCATGGGTC 

CAGGTAGACAAACC-3，下游引物：5-GTCGAC 
CTTTTGTTGTGGACCTGGAGA-3，上下游引物分
别包含和引入 EcoR I 及 Sal I 酶切位点；以质粒
pGEX-MFC 为模板，PCR 扩增 hcvme 基因，产物
连入 pMD18-T载体。重组质粒经 DNA测序后，再
用 EcoR I和 Sal I切出 hcvme基因并插入经 EcoR I

和 Sal I酶切的 pGEX-4T-1之间，得到重组原核表
达质粒 pGEX-HCVME。 
1.3  复合模拟表位蛋白的表达及纯化 

pGEX-HCVME转化大肠杆菌 BL21(DE3)，同
时用质粒 pGEX-4T-1 转化的大肠杆菌 DE3 作为对
照，加入异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG)至终浓度为
0.6mmol/L诱导表达。诱导结束后取 1mL菌液，常
规变性裂解处理及 12.5%PAGE 电泳检测，筛选阳
性表达菌株。对表达株进行诱导条件优化，大量扩

增重组表达菌，超声破菌，上清用 Glutathione 
Sepharose TM 4B（购于 Amersham Biosciences）纯
化，得到的蛋白初提物经冷冻干燥后以少量 PBS溶
解，再用 Superdex75凝胶层析柱进行纯化，获得多
表位融合蛋白 GST-HCVME。融合蛋白冷冻干燥后
用纯水溶解，用 Brandford法测定蛋白浓度。 
1.4  GST-HCVME 蛋白同 HCV 患者阳性血清的反应 

1.4.1  Western blot 方法检测：将纯化的 GST- 
HCVME 蛋白跑蛋白电泳，电泳结束后，以电转
移法将凝胶中的蛋白转至硝酸纤维素膜，然后以

1∶20稀释的 HCV抗体阳性血清为一抗，1∶1000
稀释的 HRP-兔抗人 IgG 为二抗，邻苯二胺(OPD) 
/H2O2显色，检测融合蛋白与 HCV抗体阳性血清的
反应性。 
1.4.2  ELISA方法检测：用 60份 HCV抗体阳性血
清（HCV ELSIA检测试剂盒检测为抗-HCV抗体阳
性）进行检测，6 份健康人血清作阴性对照。将纯
化的 GST-HCVME 蛋白包被酶标板，用封闭液
（5%BSA，0.5%Tween20，1×PBS. pH 7.4）进行
封闭，以 1∶50 稀释的待检血清为一抗，1∶1000
稀释的 HRP-兔抗人 IgG 为二抗，四甲基联苯胺
（TMB）/H2O2 显色，以 OD630 为参照测其 OD450

值。检测标准[9]为：设 6 份健康人血清检测的平均
OD 值为 N，单份 HCV 抗体阳性血清检测的平均
OD值为 P，P/N大于 2.1为检测阳性，反之为阴性。 
1.5  复合模拟表位蛋白免疫小鼠 
用 PBS 调整 GST-HCVME 蛋白浓度为

0.2µg/µL，加入等体积的完全弗氏佐剂(首次接种使
用)和不完全弗氏佐剂(加强免疫使用)后，用超声波
仪在 100w 功率下，冰水浴中多次乳化。将小鼠背
部皮肤酒精消毒，选择 3～4 个部位分别注射乳化
液 0.1～0.5mL/处，接种剂量为首次注射 0.1 mg/
只·次，加强注射为 0.04 mg/只·次，0、3、6周各接
种一次，同时设 PBS免疫对照组，每组小鼠各为 6
只。分别于 0、2、5、8、11、14、20、40 周采血
分离血清。 
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1.6  小鼠体液免疫应答的检测 
1.6.1  ELISA法检测抗体：GST-HCVME蛋白包被
的酶标板检测免疫小鼠血清中的特异性抗体水

平，一抗为 1∶100稀释的免疫小鼠血清，二抗为
1：1000稀释的 HRP-山羊抗鼠 IgG，显色系统为
TMB/ H2O2，测 OD450值。以 GST-HCVME蛋白免
疫组小鼠血清 OD450 大于 PBS 免疫组小鼠血清
OD450的 2.1 倍确定为抗体阳性。同时取 OD450为

最大值时的血清，从 1：20连续倍比稀释，测其最
高抗体滴度。 
1.6.2  Western blot 法检测抗体：以 1：500 稀释
的第 8 周免疫小鼠混合血清为一抗，1∶1000 稀释
的 AP 标记的兔抗人 IgG 为二抗，NBT/BCIP 系统
显色。 
1.6.3  ELISA法检测小鼠血清抗体与HVR1合成肽
的交叉反应：将多聚赖氨酸偶联的各条 HVR1合成
肽[9]用 50mmol/L的 NaHCO3包被缓冲液稀释为 20 
µg/mL，包被 ELISA反应板，以 1∶500稀释的第 8
周小鼠混合血清为一抗，1∶1000稀释的 HRP-兔抗
鼠 IgG 为二抗，TMB/H2O2显色，以 OD630为参照

测其 OD450值。检测标准为：设 PBS组小鼠血清检
测的平均 OD值为 N，GST-HCVME免疫组小鼠血
清检测的平均OD值为 P，P/N大于 2.1为检测阳性。 

2  结果 

2.1  原核重组表达质粒 pGEX-HCVME 的鉴定 
DNA测序、酶切鉴定证明所有扩增、拼接序列

与预期完全一致。质粒 pGEX-HCVME的结构示意
图见图 1。hcvme基因包含的各 HVR1区模拟 B细
胞表位氨基酸序列见表 1 

 
 

 
 

图 1  原核表达质粒 pGEX-HCVME的结构 
Fig.1 Diagram of prokary expression plasmid pGEX-HCVME 

Ptac is the sequence of tac promoter. gst represents the glutathione 
S-transferase gene . hcvme represents the HCV multiple-mimotope gene. 
 
表 1  hcvme基因所含的各HVR1区模拟 B细胞表位的氨基

酸序列 
Table 1  Amino acid sequence of the selected B-cell mimotopes 

of the HVR1 contained in hcvme 
Name Region Amino acid sequence Position(aa)
F78 HVR1 QTHTTGGQAGHQAHSLTGLFSPGAKQN 384-410 
E19 HVR1 TTHTGGQQAHTTSRLVSLFSPGASQK 384-410 
M63 HVR1 QTHTTGGVVSHQTRSLVGLFSPGPQQN 384-410 
D6 HVR1 QTTTTGGQVSHATHGLTGLFSLGPQQK 384-410 
G31 HVR1 TTHTVGGSVARQVHSLTGLFSPGPQQK 384-410 

 
2.2  重组蛋白 GST-HCVME 在大肠杆菌中的表达 

重组质粒pGEX-HCVME转化的大肠杆菌BL21
（DE3）经 IPTG诱导后，与空载体 pGEX-4T-1转化
的菌株相比较，可检测出一条新的蛋白质分子（图

2A），与理论计算的 GST-HCVME 蛋白分子量（约
41.3KDa）基本相符，表明 hcvme基因在大肠杆菌中
得到了表达。经亲和层析和凝胶过滤层析纯化之后，

最终 1L 发酵菌液可得到目的蛋白约 3.57mg。纯化
后的 GST-HCVME蛋白电泳结果见图 2B。 
2.3  GST-HCVME 与 HCV 患者阳性血清的反应结果 

2.3.1  Western blot杂交结果：Western blot杂交检
测发现，HCV 抗体阳性血清可特异性识别蛋白
GST-HCVME，而不识别 GST蛋白（图 2C）。此结
果表明，HCVME 蛋白具有模拟 HCV 抗原性的特
性。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 2  GST-HCVME表达的分析及其与 HCV患者阳性血清的检测 

Fig.2 Analysis of the expressed GST-HCVME by SDS-PAGE and Western blot 
A：1, Protein Marker; 2, Induced E.coli BL21(pGEX-HCVME) cells by IPTG; 3, Induced E.coli BL21(pGEX-4T-1) cells by IPTG.B：4, Purified GST protein; 
5, Purified GST-HCVME protein; 6, Protein Marker. C：7, Purified GST protein; 8, Purified GST-HCVME protein. (molecular weight is 41.3kDa). 
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2.3.2  ELISA检测结果：GST-HCVME蛋白包被的
酶标板同 60份HCV抗体阳性患者血清反应，以P/N
大于 2.1为判断标准，可以检测到 GST-HCVME能
同 44份血清发生反应，反应频率为 73.3%。 
2.4  小鼠抗 GST-HCVME 抗体的检测 
所有免疫小鼠在第 5周均发生抗 GST-HCVME

抗体阳转，抗体滴度至第 8周升至最高（1∶104），

且维持时间较长，取免疫后第 40 周的血清进行检
测时仍能检出高滴度的抗体（图 3A）。由抗

GST-HCVME抗体的Western blot检测结果（图 3B）
可知，由于重组蛋白 GST-HCVME 中包含有一段
GST组分，因此免疫后诱生的抗体也能特异性识别
GST 单体蛋白，但不与无关的 BSA 发生反应。
GST-HCVME免疫小鼠后的血清还能同 2条具有较
大差异性的 HCV HVR1合成肽发生反应（图 3C）。
结果提示，此重组蛋白可诱导出与不同天然 HCV 
HVR1区具有交叉反应性的中和抗体。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  免疫小鼠抗-HCVME抗体的检测结果 
Fig.3  Detection of anti-HCVME antibody elicited in mice injected with GST-HCVME 

A：Kinetics of anti-HCVME in mice immunized with GST-HCVME. B：1, BSA protein; 2, GST protein; 3, GST-HCVME protein. C：P1 and P2 represent 2 
synthesized HVR1 peptides; Blank represents an irrelative synthesized peptide. 
 

3  讨论 

多表位疫苗能同时携带多个目标抗原相关的

以及辅助性的表位，能有效应付病原微生物的变异

和免疫反应中的某些不利因素，因此已逐渐成为疫

苗研究中的热点。在 HCV 多表位疫苗的研究中，
一些研究者也各自做出了不同的尝试。黄建生[10,11]

及 Li 等[12]分别选取了 HCV 基因组中不同的 B、T
细胞表位，构建真核表达质粒或是原核表达出蛋

白，经免疫实验证实了能在小鼠或家兔体内诱导出

多表位蛋白特异性的体液和细胞免疫应答。 
HVR1 区是目前唯一确认的 HCV 中和表位所

存在的区域 [1,2,13]，联合应用多条能诱导广泛交叉

反应性抗体的 HVR1 区表位，有可能为 HCV 疫苗
的研制带来希望。根据这一设想，我们优选了 5条
能模拟较多HVR1抗原性的HVR1区模拟B细胞表
位，分析了其原核表达产物 GST-HCVME的免疫原
性。 
在分析 GST-HCVME的免疫效应时，我们进

行了两方面的评价。一方面评价了 GST-HCVME
诱导抗体产生的能力。实验表明，首次免疫后第

5 周全部小鼠均发生抗体阳转，并且于第 3 次免
疫后即首次免疫后第 8 周抗体滴度达到最高，约
104左右。在免疫后第 40 周对小鼠血清进行抗体
检测，可发现其滴度仍维持着较高的水平，表明

重组多模拟表位蛋白 GST-HCVME接种小鼠后可
以诱导机体产生高水平的抗体反应，且这种体液

免疫应答可以持续很长时间。另一方面，我们还

评价了 GST-HCVME 诱导 HCV 特异性交叉保护
抗体的能力。首先，我们检测了 GST-HCVME蛋
白是否可以被 HCV感染者血清特异识别。结果显
示 HCV 抗体阳性血清能同 GST-HCVME 蛋白特
异性结合，但并不能与单纯 GST蛋白以及无关蛋
白 BSA发生特异反应，因此推测结合位点应该位
于融合蛋白的 HCVME组分所包含的 HVR1模拟
表位之中，具体是哪些表位参与结合，需进一步

实验分析。 
实验中我们发现多数 HCV 感染者阳性血清

同 GST-HCVME蛋白反应性较弱，而且有些不能
发生反应，分析原因可能是尽管重组蛋白中各模

拟 B细胞表位模拟了 HVR1中和表位的特性，但
丙型肝炎慢性患者体内抗 HVR1 中和抗体含量较



28                                          中 国 病 毒 学                                       第 21卷 

少甚至没有，从而与 GST-HCVMEC 的结合能力
较弱，若用丙肝急性感染痊愈者血清进行检测，

也许反应强度会较高。其次，我们还评价了

GST-HCVME 蛋白诱生的抗体是否具有交叉反应
性。国内外研究者普遍认为存在于 HCV HVR1区
内的中和表位为线性表位，因此，我们参照自然

感染的不同 HCV 病毒株 HVR1 序列，人工合成
了差异性较大的 HVR1 合成肽来评价 GST- 
HCVME 诱生抗体的中和活性。结果表明，GST- 
HCVME 蛋白诱生的抗体能同这两条合成肽发生
特异反应，因此也预示了在作为疫苗应用时，其

可能有预防较多 HCV变异株感染的能力。 
本研究尝试联合应用多条HCV HVR1模拟表

位进行疫苗研究，所得到的 HCV复合模拟表位融
合蛋白能被多数 HCV患者阳性血清（25/35）特异
识别，接种小鼠后能诱导出针对不同 HVR1区的交
叉反应性抗体，提示该策略在 HCV 疫苗的研制中
可能具有潜在应用价值。 
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