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摘要: HEV 239 是福建省医学分子病毒学研究中心实验室研制的一种戊型肝炎病毒( HEV )重组颗粒性蛋白疫苗,

该文旨在研究HEV239蛋白疫苗在小鼠体内诱导产生特异性免疫应答的情况。将 5Lg HEV 239 蛋白疫苗( 239-

Pro)、加铝佐剂疫苗( 239-Vac)或加弗氏佐剂疫苗( 239-CFA )肌肉注射免疫 BALB/ c鼠 3 次,第 8 周检测鼠血清抗

HEV 抗体及其亚类,同时用 ELISPOT 方法检测细胞毒性 T 细胞( CTL )应答。结果显示: 239-Vac诱导的抗体滴度

与 239-CFA相当, 高于无佐剂的 239-Pro。239-Vac诱导的抗体中, I gG1/ IgG2a 比值显著高于 239-CFA 和 239-Pro,

主要为 Th2型应答。除 239-CFA之外, 239-Vac和 239-Pro 也可诱导出一定的 HEV 抗原特异性 I型 Tc应答。提

示:重组抗原 HEV 239 能诱导良好的抗体应答及一定的 Tc1 应答。
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  戊型肝炎(戊肝)是一种主要经胃肠道传播的急
性传染性肝炎, 临床表现与甲型肝炎相似,但病死率

较高(约 215%) , 孕妇高达 20%。我国是戊肝高流

行区之一, 20世纪 80 年代新疆南部地区曾发生过

累计发病约 12万人的大流行,且每年均有规模不等

的食物和饮水引起的戊肝暴发
[ 1, 2]
。自 1983 年

Balayan等[ 3]首次发现戊肝病毒( HEV )以来, 研制

戊肝疫苗的努力一直未曾间断,但遗憾的是, 迄今尚

未获得成功
[ 4- 7]

。

HEV基因组含 3 个开放读码框 ( ORF) , 其中

ORF2编码 660 个氨基酸的多肽( PORF2) , 组成病

毒衣壳[ 2]。多个研究证实 PORF2上存在保护性中

和表位,因此是疫苗研制的主要靶抗原[ 4- 7]。我们

曾表达了HEV ORF2的一个片段( E2) ,免疫恒河猴

可产生良好保护性[ 8- 10]。利用 E2蛋白制备的单克

隆抗体, 鉴定到 PORF2 上有 2 个不同的中和表

位[ 11]。在此基础上, 进一步利用大肠杆菌表达

PORF2 的 aa 368 ~ 606 片段, 获得的重组蛋白

(HEV 239)可以形成颗粒样抗原, 其免疫原性显著

增强,中和表位活性也有所提高[ 12, 13]。用HEV 239

蛋白制备的疫苗免疫恒河猴可诱导出很强的抗体应

答,并能有效保护动物免受同型和异型病毒的感

染[ 14]。除体液免疫外, 细胞免疫应答在病毒性疾病

的预防和转归中起着重要作用[ 15- 17]。因此, 深入

了解HEV 疫苗诱导的细胞免疫应答情况对全面评

价该疫苗的免疫原性, 评估其应用前景具有重要意

义。

材料与方法

1  细胞株和质粒  细胞株 CV-1( ATCC CCL-70)、143-B

( AT CC CRL-8303)和 BHK21 ( ADCC CCL210)购自 ATCC。

小鼠肥大细胞瘤细胞 P815( H-2d) ( ATCC TIB-64)、重组痘

苗病毒载体 pV、痘苗病毒Western Reserve株( WR株) ,由香

港大学吴文翰教授惠赠。

2 实验动物  无特殊病原体( SPF)级 BALB/ c小鼠,雌性, 6

~ 8 周龄,由本校实验动物中心提供。

3  疫苗  铝佐剂吸附戊肝病毒重组蛋白疫苗( 239-Vac, 批

号 20030401, ) (铝佐剂与抗原 8B1 混合)、纯化 239 蛋白

( 239-Pro)由北京万泰生物药业有限公司提供[ 14]。弗氏佐剂

疫苗( 239-CFA)为完全弗氏佐剂与 239 蛋白等体积混合而

成。

4  重组痘苗病毒WR-239 的构建

41 1 239 基因的定点突变  在 239 基因序列第 285~ 291bp

处存在 T TTTCT 序列, 该序列为痘苗病毒的终止信号序

列[ 17] ,可能导致 239 mRNA 的转录终止。因此我们通过设

计引物, 将第 288 碱基 T 突变为 C(氨基酸同义突变) , 以破

坏该信号序列。具体方法是: 设计上游引物 239F: GATATC

ATG ATA GCG CTT ACC CT G; 下游引物 239( 273 ~ 303)

R: AGC TCG GAG GAC AGA GAA AGG GCG CGA TGG

G, 以 pTO-T7-239 质粒[ 12]为模板, 94e 5min, 94 e 50s, 55 e
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50s, 72 e 50s, PCR 扩增 20 个循环, 得到 239 基因 nt 1~ 303

序列,其中 nt288已由 T 突变为C。回收 PCR产物作为上游

引物, 与合成的另一 个下游引物 239 ( 707 ~ 723) R :

GATATC CTA GCG CGG AGG GGG, 仍以 pTO-T7-239 质

粒为模板进行第二轮 PCR, 条件为 94e 5min, 94e 50s,

55 e 50s, 72e 50s, 扩增 20 个循环, 即得到突变的 239 基因

(其基因 5c端和 3c端皆带入 EcoRV 酶切位点)。回收 PCR

产物, 克隆到 pMD18-T 载体 ( TAKARA 公司)中, 得到 pT-

239 质粒, 测序验证无误。

412  构建重组质粒 pV-239  EcoRV 单酶切 pT-239 质粒,

回收 720bp 的 239 片段,插入经 Sma I线性化的载体pV 中,

置于痘苗病毒早晚期启动子 P715 下游,获得 pV-239质粒。

413  构建重组痘苗病毒 WR-239  构建重组痘苗病毒的方

法参照文献[ 18]。简言之: 将 pV-239 质粒以 Lipofectamine

( Invitrogen 公司)转染经WR 病毒 37 e 感染 2h 的 CV-1 细

胞, 48h 后刮下细胞,冻融 3 次, 作为重组病毒 WR-239 储存

液。将该重组病毒储存液稀释不同倍数后感染 143B 细胞,

37 e 2h, PBS 洗 1 次, 加入含 0105 mg/ ml 5-溴脱氧尿嘧啶

( BrdU )、100Lg/ ml X-gal、1%低熔点琼脂糖的 2%MEM, 48h

后挑取蓝色空斑,进一步感染 CV-1 细胞扩增。获得的病毒

用 CV-1 细胞测定病毒滴度,方法是将 CV-1 种入 6 孔板内,

待细胞铺满约 95% , PBS 洗 1 次。将获得的病毒液用 2%

M EM 做 10 倍系列稀释, 分别取 500Ll于 37e 感染细胞 1h,

弃去残余病毒液, PBS 洗 1 次, 加入含 0105 mg/ ml BrdU、

100Lg/ ml X-gal、1%低熔点琼脂糖的 2% MEM, 72h 后计数

蓝色空斑,病毒滴度= 蓝色空斑数@ 2 @ 稀释倍数 PFU / ml。

414  WR-239 的表达和活性鉴定  以 WR-239 感染 BHK21

细胞( MOI= 5) , 48h 后收集细胞, 重悬于 PBS, 液氮冻融 3

次, 4 000r/ min 离心取上清, 用 ELISA 方法检测 239 蛋白的

表达(双抗体夹心法) , 包被抗体为抗 239 的单抗 8C11 [ 11]

100Lg/ ml, 加入 100Ll细胞上清, 检测抗体为 8C11-HRP。同

时采用Western blot 检测抗原表达, 一抗为 8C11, 二抗为碱

性磷酸酶标记的羊抗鼠多抗。

5  免疫小鼠  将 18 只小鼠随机均分成 3 组,分别在腿部肌

肉注射 125Ll 239-Vac、239-CFA 或 239-Pro(其中 239 蛋白含

量皆为 5Lg /只)。在第 4 周、6周各以相同疫苗相同剂量加

强免疫 1次。第 8周采集小鼠尾部静脉血, 分离血浆, 检测

抗HEV 抗体及血清抗体亚型。同时取小鼠脾脏细胞检测

IFN-C-ELISPOT。

6  血清抗-HEV抗体检测  用 HEV ELISA 试剂盒(双抗原

夹心法, 北京万泰公司提供)检测各组小鼠不同时间的血清

抗-HEV 总抗体滴度[ 19]。

7  血清抗体亚型分析(间接 ELISA 法)  96 孔板用 239 蛋

白包被,分别加入系列稀释的免疫小鼠血清后 ,洗涤, 再分别

加入 HRP 标记的羊抗小鼠 IgG1 和 IgG2a 抗体进行检测。

同时将一份作为定量参照品的含高滴度抗-H EV 抗体的小

鼠血清(北京万泰公司提供)作系列梯度稀释,检测绘制标准

曲线,测得小鼠血清相应的抗体含量相对值, 并计算 IgG1 /

IgG2a比值。

8  IFN-C-ELISPOT 检测  按照试剂盒 ( BDTM ELISPOT

SET )说明书进行。简言之: ( 1)以抗鼠 IFN-C抗体 100Ll/孔

( 5Lg / ml)包被 ELISPOT 96 孔板。以 WR-239 或 WR-S (重

组乙肝表面抗原的重组痘苗病毒, 本室保存) ( MOI 10)感染

P815 细胞, 37e 培养过夜, 作为刺激细胞; ( 2) 次日各孔以

10% FBS 的 1640 培养基室温封闭 2h; ( 3)小鼠脾细胞以台

盼蓝计数活细胞数后, 每孔接种 1 @ 10
6
或 3@ 10

5
个/ 100Ll。

同时将感染了WR-239 和WR-S 的 P815细胞以台盼蓝计数

活细胞数, 按脾细胞/刺激细胞= 10/ 1 的量种于相应孔中。

每个样品作 3 个复孔。阳性或阴性对照孔则分别加入 ConA

( 2Lg / ml)或同一培养基。37 e 、5% CO2 静置培养 40h; ( 4)

各孔洗涤后加入生物素化抗鼠 IFN-C 抗体, 100Ll/孔

( 215Lg / ml) ,室温反应 2h; ( 5)各孔洗涤后加入链霉亲合素-

HRP, 100Ll/孔( 5Lg/ ml) ,室温反应 2h; ( 6)洗涤后加入 HRP

底物 AEC, 避光显色, 以水冲洗终止, 晾干; ( 7) 以 Im-

munoSpo t( CTL公司)进行计数和数据处理。

9 统计分析  以 Student t 检验进行抗体几何平均滴度

( GMT )、IgG1/ IgG2a几何平均比值 ( GMR)以及 IFN-C分泌

细胞数间的差别检验。以配对 t 检验进行 HEV 239 刺激与

HBsAg 刺激的 IFN-C分泌细胞数间的差别检验。

结   果

1  表达 HEV 239蛋白的重组痘苗病毒的构建

通过 PCR将第 288位碱基 T 定点突变为 C,构

建重组痘苗病毒 WR-239。以 ELISA 检测 MOI 10

的WR-239感染的BHK21细胞的细胞裂解上清,其

OD620值为 31281;而野生痘苗病毒WR感染BHK21

细胞的细胞裂解上清对照的 OD620值为 01114。
Western blot结果(图 1)亦表明, WR-239能够在哺

乳动物细胞内表达出有活性的 239蛋白。

图 1  Western blot检测 WR-239 表达活性

F igure 1 Expression of WR-239 detected by Western blot

Lane 1. Lysate of BHK21 cell line infected w ith WR-239;

Lane 2. Lysate of BHK21 cell line infected w ith WRS;

Lane 3. Purified HEV2391

2  不同疫苗诱导产生的抗体滴度

分别用 239-Vac、239-CFA 和 239-Pro 于 0、4、6

周 3次免疫 6~ 8周龄 BALB/ c小鼠,第 8周采血检

测各鼠抗HEV 抗体滴度。结果表明, 239-Vac诱导

的抗体滴度与 239-CFA 基本相同 ( t 检验 t =
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0135, P > 0105 ) , GM T 分别为 1 B24 251 和

1B28 509,而无佐剂的 239-Pro 诱导的抗体滴度显

著低于前二者( t值分别为3153、4161, P < 0101) ,
GMT 仅 1B1 368(图 2)。

图 2  不同疫苗诱导的抗-HEV 抗体滴度
F igure 2 T iter of ant-i HEV induced by different vaccines

Short line symbols represent the geometric mean titers ( GMT ) of

ant-i HEV induced by vaccines1

3  不同疫苗诱生抗体的亚型

检测小鼠参比血清的抗 HEV IgG1、IgG2a 含

量,结果表明,该血清中 IgG1、IgG2a含量基本相同

(结果未显示)。以该参比血清制作标准曲线, 对免

疫鼠血清中抗 HEV 抗体进行亚型测定。结果表明

(图 3) , 239-Vac诱导的 IgG1/ IgG2a的几何平均比

值( GMR)为 26912, 显著高于 239-CFA 以及 239-

Pro ( tVac/ CFA = 7101, P < 01001; tVac/ Pro = 3167, P

< 0101) , 而 239-Pro ( GMR = 1117) 和 239-CFA

( GMR= 219)的亚型分布基本一致( tPro/ CFA= 1132,
P > 0105)。表明铝佐剂疫苗主要诱导 Th2型免疫

应答, 而弗氏佐剂疫苗与无佐剂疫苗诱导较为均衡

的 Th1/ Th2型应答。

图 3  不同疫苗诱导的抗 HEV的抗体亚类比值

Figure 3 Antibody subtypes of ant-i HEV

induced by different v accines

Short line symbols represent the geometric mean rat ios ( GMR) of

IgG1/ IgG2a induced by vaccines1

4  IFN-C-ELISPOT分析 HEV 重组颗粒性蛋白疫

苗不同剂型诱导的抗原特异性细胞免疫应答

用 IFN-C-ELISPOT 法离体 ( ex vivo ) 检测

HEV 239抗原特异性细胞免疫应答。三种疫苗免

疫的小鼠脾细胞, 在非特异刺激剂 ConA 作用下,产

生的非特异斑点数未见明显差异, 表明其 IFN-C分

泌能力相当(图 4)。如图 5所示, 239-Vac免疫小鼠

脾细胞在WR-239感染的 P815细胞刺激下, 斑

图 4 HEV 重组颗粒性蛋白疫苗不同剂型免疫的小鼠脾

细胞经不同抗原刺激的 IFN-C-ELISPOT 代表图

Figure 4 Representative IFN-C-ELISPOT maps of spleen

cells from vaccinated mice under antigen stimulation

图 5 HEV 重组颗粒性蛋白疫苗不同剂型免疫的小

鼠 HEV 抗原特异性 IFN-C分泌 T 细胞数

Figure 5 F requencies of IFN-Csecreting HEV antig en

specific T cells follow ing different vaccination

Shortl ine symbols represent the geometric mean frequencies of IFN-

Csecreting cells1

点形成细胞数( SFC)显著高于对照(以 WR-S 感染
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的 P815细胞刺激) ( t 239/ s= 4108; P < 0105) , 表明
该疫苗能够诱导一定的抗原特异性 T c1型细胞免

疫应答。在三种疫苗中, 239-CFA 诱导的细胞免疫

最强( 4515SFC/ 106 细胞) , 显著高于 239-Vac( 1714
SFC/10

6
细胞) 和 239-Pro ( 1711 SFC/ 10

6
细胞 )

( tCFA/ Vac= 3131; tCFA/ Pro= 3158; P < 0101) , 而后二
者诱导的细胞免疫应答均不高( tVac/ Pro= 0108; P >

0105)。

讨   论

机体特异性抗病毒免疫包括体液免疫和细胞免

疫。一般疫苗主要通过刺激体液免疫系统产生特异

性中和抗体发挥保护作用, 但细胞免疫应答对于疫

苗的有效性同样具有重要作用。特异性细胞免疫应

答由 CD4+ T 辅助细胞( Th)应答和 CD8+ 细胞毒性

T 细胞( CTL)两个部分组成。CTL 通过分泌 IFN-

C、IL-2等细胞因子或通过细胞直接杀伤发挥抗病

毒作用。T h1 细胞诱导产生 IgG2a 抗体, 同时对

CTL 应答起辅助作用;而 Th2 细胞主要诱导 IgG1

抗体, 对 CTL 的辅助作用不明显[ 20- 21]。因此, 对

鼠抗体的亚型分析有助于了解疫苗诱导的免疫类型

状况。本研究中, 239-Vac 能诱导出与 239-CFA 相

当水 平的 抗体 ( GM T 分别为 1 B 24 251 和

1B28 509) , 远高于无佐剂的 239-Pro ( GMT 为

1B1 368, P < 0101)。但 239-Vac 诱导的抗体中,

IgG1/ IgG2a比值达26912, 显著高于 239-CFA( 219)
和 239-Pro( 1117) , 表现为明显的 Th2 型。而 239-

CFA与 239-Pro 诱导的抗体虽也以 IgG1 为主, 但

T h2倾向性没有 239-Vac那么显著。

CTL 具有分泌细胞因子和杀伤靶细胞的功能,

CTL 的检测有两种方法, 即检测细胞因子分泌细胞

数的 ELISPOT 和检测 CT L 对靶细胞杀伤效率的

Cr51释放试验。研究表明, IFN-C-ELISPOT 结果与

Cr51释放法检测的 CTL 杀伤活性通常呈正相关, 均

可反映出 CTL 的应答情况[ 22- 25]。ELISPOT 方法

无需进行同位素操作,而且具有成熟的商业试剂盒,

结果稳定, 灵敏度高,近年已越来越多地取代 Cr51释

放法成为 CTL 检测的通用方法[ 26]。

本研究采用 IFN-C-ELISPOT 方法, 以表达

HEV 239 抗原的 P815 细胞和表达 HBsAg 抗原的

P815细胞(对照)作为抗原呈递细胞,对免疫小鼠脾

细胞进行刺激。由于 P815细胞表面只表达 MHC-I

类分子, 故检测到的 IFN-C均由 CD8
+
T 细胞产

生
[ 27]
。结果显示, 三种疫苗均可诱导出一定的

HEV抗原特异性 CT L 应答, 239-CFA 最强, 239-

Vac和 239-Pro相当,但均较弱。

许多蛋白抗原用完全弗氏佐剂、ISCOM、脂质

体等作为佐剂可显著增强抗原的 CTL 应答[ 28-30]。

乙型肝炎病毒表面抗原( HBsAg )颗粒的细胞免疫应

答研究显示, HBsAg 纯抗原可在 BALB/ c 小鼠中诱

导出 CTL 应答,但加铝佐剂或不完全弗氏佐剂则不

行,提示这两种佐剂对 HBsAg 的 CTL 应答有抑制

作用[ 31, 32]。艾滋病毒 Gag 颗粒加铝佐剂或不完全

弗氏佐剂后同样出现 CTL 应答的抑制[ 33]。有人推

测,铝佐剂会阻碍颗粒抗原进入 APC的内源性蛋白

处理途径[ 31]。本研究结果显示, 239 颗粒抗原加铝

佐剂后的 CTL 应答强度与纯抗原颗粒相当, 并未对

抗原的 CTL 应答产生抑制,提示铝佐剂的影响可能

与颗粒抗原自身的理化性质有关。

一般情况下, 外源蛋白经内吞或吞噬后进入

APC的 MHC- Ò递呈途径, 激活 Th 并引发抗体应

答,而 MHC-I 类应答需要内源性蛋白的刺激[ 34]。

因此过去曾认为蛋白疫苗免疫后 CTL 应答极难产

生。但对艾滋病毒( HIV) V3BTy 类病毒颗粒或 V3

BGag 嵌合颗粒的研究, 以及对 HBsAg 颗粒抗原、

HCV 类病毒颗粒抗原的研究均发现, 无佐剂的这些

外源蛋白颗粒都能诱导出一定的 CTL 应答, 但其确

切机制尚不清楚[ 34]。本研究再次表明,颗粒抗原对

机体体液免疫和细胞免疫均具有较好的免疫原性。

该疫苗的 I期临床研究已启动, 其最终保护效果将

经过 Ó期临床研究的考核,而本研究结果可能提示
了较乐观的前景。
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Immune Response Induced by Recombinant Particulate Hepatitis E Virus

Vaccine in Mice

WU T ing, OU Shan-hai, CHENG Tong, HE Shu-i zhen, WU Xiao- lu,

ZHENG Zhou, ZHANG Jun, XIA Ning-shao
*

( The Research Cent er f or M edical M olecul ar Vi rol ogy of Fuj ian Pr ov i nce , X iamen Uni v ersi ty , Xi amen 361005, Chi na )

Abstract:This paper evaluated the specific humoral and cellular immune responses induced by a recombinant par-

t iculate hepat it is E virus ( HEV) vaccine ( HEV 239) in BALB/ c mice1 Three groups, each of six BALB/ c
mice, were immunized w ith 5Lg HEV 239 antigen ( 239-Pro) , antigen absorbed by alum adjuvant ( 239-Vac) ,

and ant igen absorbed by complete Freund. s adjuvant ( 239-CFA) respect ively1 Two w eeks af ter three vaccina-
t ions at day 0, 28 and 42, level of ant-i HEV IgG ant ibody and their sub- isotypes w ere determined1 At the same
time, spleen cells of vaccinated mice w ere separated and st imulated w ith P815 cells w hich had been infected w ith

recombinant vaccinia v irus WR-239( containing the cDNA of HEV 239) 1 IFN-Csecret ing CD8+ T cell frequen-

cies were determined by ELISPOT assay1 Results show ed that geometric mean t iter ( GMT ) of ant-i HEV in-

duced by 239-Vac was 1: 28509, which w as similar to that of 239-CFA vaccinated m ice ( t = 0135, P >

0105) , and both w ere higher than that of 239-Pro vaccinated m ice1 The rat io of specific IgG1/ IgG2a w as 26912
in 239-Vac group, w hich w as higher than that of 239-CFA group ( 219) and 239-Pro group ( 1117) 1 This result
indicated that ant ibody induced by 239-Vac w as more polarized to Th21 All the three vaccines induced HEV-spe-
cif ic CT L response, among which the CT L response in 239-CFA group w as the st rongest1 The results suggested
that recombinant 239 protein could induce good HEV-specific humoral immune response as w ell as T C1 immune

response in BALB/ c mice1
Key words: hepat it is E virus; vaccine; cellular immune response
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