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摘　要　探讨了应用多质粒磷酸钙共转染方法在 293FT细胞中生产 HPV16 (human papillomavirus type 16)假病毒。蛋白印迹检

测显示在转染后细胞的裂解上清中具有很好的 L1蛋白活性 ,通过透射电镜可观察到形态与天然病毒粒子相似的假病毒颗

粒。对 293FT细胞的感染实验显示 ,该假病毒可有效将 EGFP报告质粒导入靶细胞中进行表达 ,经测定其滴度约为 2 ×107

TUΠmL。通过与 4株 HPV16对照单抗的中和实验证明该假病毒可有效应用于中和实验。应用该方法从 18株抗 HPV16 L1的单

克隆抗体中鉴定获得了 2株中和单抗 3D10、PD1。所建立的 HPV16假病毒生产和中和实验方法具有快速高效、低成本和易于

检测的优点 ,适于进行较大规模应用 ,为快速准确鉴定 HPV16中和单抗和候选疫苗的免疫保护效果提供了有效手段。
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Abstract　Human papillomaviruses ( HPV) are causally associated with cervical cancer and genital warts. Lack of permissive

and productive cell cultures for HPV has hindered the study of HPV and evaluation of virus2neutralizing antibodies. So generation

of infectious virions in vitro is highly desirable. In this report , we got high titer infectious HPV16 pseudovirions by calcium

phosphate co2transfection of codon optimized HPV16 capsid genes L1 and L2 and reporter plasmids into 293FT cell line. Electron

micrograph indicated that the pseudovirions were morphologically similar with the intact HPV16 virions. To evaluate the feasibility

of using the pseudovirions to identify neutralizing monoclonal antibodies ( mAbs) , pseudovirions were incubated with 22fold

gradient dilution of the well identified mAbs V5 , E70 , U4 and D9 and then used to infect 293FT cells preplated in 962well tissue

culture plate. The infection of pseudovirions could be inhibited by neutralizing mAbs V5 , E70 and U4 that recognize surface

conformational epitopes on L1 VLP , but not by mAb D9 that is reactive to a linear epitope buried in VLP , which indicated that

the pseudovirions could be used to evaluate the neutralization efficiency of mono2 and polyclonal antibodies. The pseudovirions

were then employed to identify neutralizing mAbs from 18 mAbs generated previously in our lab , 8 of which were conformational

and 10 were linear. PD1 and 3D10 , both of which recognized conformational epitopes on L1 VLP , had obviously strong

neutralizing efficiency , with the neutralizing titer reached 81 ,920 and 20 ,480 respectively , while none of the linear mAbs were
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neutralizing , which reflected that rare linear mAbs have neutralization activity. The mechanism of PD1 and 3D10 block the

infection of HPV16 pseudovirions need to be further studied. The technologies about generation of HPV16 pseudovirions and

screening neutralizing mAb in our report are economical and efficient , can be easily used in large scale. They pave the way for

rapid and precise evaluation of the protection efficiency of our prophylactic HPV vaccine being developed now.

Key words　human papillomavirus , pseudovirion , neutralizing monoclonal antibody

　　人乳头瘤病毒 (HPV)为无包膜的环状双链 DNA

病毒 ,基因组大小约 8kb ,包裹于由主要衣壳蛋白 L1

和次要衣壳蛋白L2组成的病毒衣壳内。超过 50 %

的宫颈癌与 HPV16感染相关[1 ]
,HPV 16疫苗的研制

是宫颈癌预防的最根本措施。目前对 HPV疫苗免

疫抗体的保护效果的评估方法主要有免疫缺陷小鼠

组织移植[2 ]、体外感染原代上皮组织[3 ]以及类病毒

颗粒 (VLP)血凝抑制实验[4 ]等 ,但这些方法均存在

操作复杂、效率低、实验周期长或不能直接反映抗体

的中和保护作用等问题。研究显示利用 HPV VLP

可非特异性包裹质粒核酸的特点构建 HPV假病毒

是体外模拟 HPV 感染过程的有效方法[5 , 6 ]。最近

Buck等[7 ]提出了将密码子优化的 HPV结构蛋白表

达质粒和报告质粒共转染 293TT细胞可高效获得包

装报告质粒的 HPV假病毒 ,该方法相比其它应用重

组病毒表达载体[5 , 8 ]和化学偶联[6 , 9 ]等生产假病毒

的方法具有简便、效率高的优点 ,有很好的应用潜

力。然而 ,该方法用脂质体进行质粒转染 ,在大量用

于疫苗质控时成本高昂。为解决这一问题 ,本研究

采用效率和经济更优的磷酸钙转染方法 ,并以

293FT细胞为假病毒生产平台 ,获得了高滴度的

HPV16假病毒 ,可有效应用于抗体的中和实验。该

方法具有效率高、成本低和操作简便的优点 ,适合于

进行较大规模的生产和应用 ,为 HPV16预防疫苗的

研究开发提供了有利的条件。

1　材料和方法

111　质粒、细胞及单克隆抗体

质粒 p16L1h和 p16L2h由 Schiller教授惠赠 ,分

别含有经密码子优化后的 HPV16 L1 和 L2 表达元

件[7 ]。报告质粒 pN312EGFP 为本实验室构建 [10 ]。

以上三种质粒均按照文献 [11 ]方法进行 CsCl 密度

梯度超速离心纯化。细胞株 293FT购自 Invitrogen

公司 ,培养于含 10 %FBS的 DMEM完全培养基中。

HPV16单克隆抗体 V5、U4、E70 和 D9 由 Christensen

博士惠赠[12 ]。蛋白分子量 marker 购自 PIERCE公

司 ,OptiPrep 购自 Sigma公司。

112　磷酸钙共转染构建 HPV16假病毒

将293FT细胞预先铺于 10cm细胞培养皿 (7 ×

10
6Πdish) ,5h 后将质粒 p16L1h、p16L2h 和 pN312EGFP

用磷酸钙方法进行共转染 ,用量均为 40μg。磷酸钙转

染方法 :提前 5h将 293FT细胞预铺至 24孔细胞培养

板(115×105Πwell)或 10cm细胞培养皿 (7×106Πdish) ,

将 015molΠL的 CaCl2 溶液与等体积的 ddH2O混合 ,加

入适量质粒 ,再缓慢加入 2倍体积的 2×HeBS(pH =

6197)溶液中并吹泡混合均匀 ,静置 5min后将混合液

加至预铺的 293FT细胞孔中 ,12h后更换为完全培养

基。同时对同样数量的细胞转染 40μg的 pN312EGFP

作为对照。48h后进行观察并收集和裂解细胞 ,将收

集的细胞裂解上清置 - 80℃保存。

113　脂质体 Lipofectamine2000转染哺乳动物细胞

提前 5h将 293FT细胞预铺至 24孔细胞培养板

(115×10
5Πwell) 。取 1μg pN312EGFP转染到预铺的

细胞中 , 脂质体 Lipofectamine2000 转染方法见

Invitrogen公司操作手册。12h 后更换为完全培养

基 ,48h后进行观察和检测。

114　HPV16L1的蛋白印迹实验( Western blotting)

取少量细胞裂解上清样品进行 10 %SDS2PAGE

电泳后转移到硝酸纤维膜 ,按文献 [ 11 ]方法进行蛋

白印迹实验。使用的一抗为 HPV16 L1单克隆抗体

D9 ,二抗为辣根过氧化物酶 ( HRP)标记的羊抗鼠

IgG。

115　Dot blotting鉴定单抗识别表位的构象依赖性

将原核表达的 HPV16L1 VLP样品 (由北京万泰

公司提供 ) 和经煮沸变性解聚后的 VLP 样品

(013μgΠμL) ,分别进行 10倍梯度稀释后点样到硝酸

纤维膜上 ,用 5 %脱脂奶封闭后与不同的单抗分别

进行反应 ,显色方法参照蛋白印迹实验。与 VLP反

应性好而与 VLP煮沸后的样品反应性差的单抗的

识别表位应与特定的空间构象有关 ;与 VLP煮沸后

的样品好的单抗的识别表位应不受空间结构的影

响 ,属于线性表位。

116　假病毒颗粒的纯化和透射电镜观察

在NVT65 离心管 (Beckman)中加 9mL 的 30 %

OptiPrep 和 110mL 收集的细胞裂解液 ,剩余的离心
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管空隙用离心介质补充 ,16℃下 62 000rΠmin离心 5h

(NVT65转头 ,Beckman超速离心机) 。取出 ,用针头

穿刺离心管底部收集离心组分 ,每份约 250μL ,以蛋

白印迹实验方法检测各组分中的 L1蛋白活性。取

活性最高的组分上样到铜网 ,用 2 %的磷钨酸染色

15min ,用 J EM2100透射电镜 (日本电子公司)观察颗

粒。

117　感染滴度测定

收集获得的细胞裂解液用 10 %DMEM进行 10

倍梯度稀释 (10
- 2～10

- 6 ) ,分别取 100μL 稀释液感

染铺于 24孔细胞培养板中的 293FT细胞 (115×10
5Π

well) ,对照细胞裂解液也做同样的稀释感染。培养

48h后用流式细胞仪 (Beckman Coulter EPICS XL)检

测孔中表达 EGFP的细胞数量 ,测定假病毒的滴度

(TUΠmL) 。

118　抗体滴度的测定

HPV16L1 VLP以浓度 4μgΠmL包被 ELISA板 ,每

孔加样 100μL ,4℃过夜后再 37℃包被 2h。吸弃液

体 ,用封闭液 37℃封闭 2h ,扣干后备用。将 100μL

经稀释后的待检样品加入上述预包被孔中 ,37℃孵

育 45min ,PBST洗涤 5 次 ,扣干 ;分别加入 100μL 稀

释好的羊抗鼠 IgG2HRP ,37℃孵育 45min ,PBST洗涤

5次 ,扣干 ;在各反应孔中依次加入 50μL 显色液 A、

B ,37℃显色 10min后加入 50μL终止液终止反应 ,在

酶标仪上读 OD450Π620nm值。抗体滴度的定义为 :读值

高于 Cut off值以上的抗体最大稀释倍数。

119　绿色荧光的观察

表达绿色荧光蛋白的细胞置于Nikon TE2000倒

置荧光显微镜下采用蓝光激发观察 ,用 Nikon

DXM1200F CCD采集荧光图像。

1110　假病毒中和实验

将 293FT细胞铺于 96 孔细胞培养板中 (115 ×

104Πwell) 。5h后进行中和实验 ,将不同样品分别用

10 %DMEM从 10 倍起进行连续倍比稀释 ,然后取

50μL分别与 50μL 稀释于 10 %DMEM的假病毒液

(moi = 011)混合。4℃孵育 1h 后分别加入预铺有

293FT细胞的 96孔细胞培养板中 ,37℃培养 48h后

用流式细胞仪分别检测各孔细胞的感染率。感染率

为细胞样品在阳性区中的细胞数量百分率减去未感

染的对照细胞样品在阳性区的数量百分率。感染抑

制率 = (1 - 阻断孔的感染率Π未阻断孔的感染率) ×

100 %。20倍稀释后能达到 50 %以上感染抑制率的

单抗为中和单抗[13 ]。

2　结果和分析

211　HPV16假病毒的获得

对磷酸钙方法共转染 p16L1h 和 p16L2h 和

pN312EGFP后收获的 293FT细胞裂解上清进行蛋白

印迹实验。检测结果显示 ,细胞裂解上清中可检测

到较强的 HPV16 L1 蛋白的表达活性 ,分子量约为

55kD与预期相符 (图 1) 。应用 30 %的 OptiPrep 对细

胞裂解液进行了超速离心 ,以蛋白印迹实验方法检

测系列样品中的L1蛋白活性 ,结果显示活性主要集

中于第 12号组分。对该组分进行透射电镜观察 ,可

观察到大量的 HPV16假病毒颗粒 (图 2) ,其直径约

为 55nm ,形态结构与文献报道的 HPV16天然病毒颗

粒结构基本一致[14 ]。

图 1　转染后 293FT细胞裂解液中 HPV16 L1蛋白

的Western blot检测

Fig. 1　Western blotting analysis of HPV16 L1 in

lysates of 293FT cells

1 : protein molecular weight marker ; 2 : transfected with pN312EGFP ; 3 :

cotransfected with p16L1h , p16L2h and pN312EGFP.

图 2　HPV16假病毒颗粒的透射电镜观察

Fig. 2　Electron micrograph of HPV16 pseudovirions

212　磷酸钙与脂质体方法对 293FT细胞转染效率

的对比

本实验室已对磷酸钙转染 293FT细胞的方法进
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行了优化改进 ,为比较改进后的磷酸钙方法与脂质

体方法对 293FT细胞的转染效率 ,我们分别通过磷

酸钙和脂质体将 110μg的报告质粒 pN312EGFP转染

入铺于 24孔板中的 293FT细胞 (115 ×105Πwell) ,转

染后 48h后用流式细胞仪检测报告基因转移效率和

阳性细胞平均荧光强度。结果如表 1所示 ,应用改

进的磷酸钙方法对 293FT细胞可以达到很好的转染

效果 (u = 13125 , P < 0101) ,且其使用成本远低于脂

质体方法 ,因此本研究将采用磷酸钙多质粒共转染

方法生产假病毒。

表 1　磷酸钙与脂质体方法对 293FT细胞转染效率的对比
Table 1　Comparison of transfection efficiencies in 293FT

cells by calcium phosphate and Lipofectamine2000

Transfection efficiency
Mean fluorescence

intensity

Calcium phosphate 9815 % 26214

Lipofectamine 2000 9213 % 15617

213　HPV16假病毒对细胞的感染及滴度测定实验

将获得的细胞裂解液取 1μL 在 24 孔细胞培养

板中对 293FT细胞 (2×10
5Πwell)进行感染实验 ,37℃

孵育 48h 后观察并检测细胞中 EGFP的表达情况。

结果显示 , HPV16 假病毒可有效将 EGFP表达质粒

导入 293FT细胞中进行表达 ,而以同样方式单独转

染 pN312EGFP后获得的细胞裂解液不能使靶细胞

表达 EGFP (图 3) 。在 293FT细胞中对 HPV16 假病

毒的感染滴度进行测定的结果显示其滴度约为 2×

10
7
TUΠmL。

214　HPV16假病毒中和实验的建立

应用 4 株已证实的 HPV16 单克隆抗体对本研

究获得的 HPV16 假病毒进行中和实验。这 4 株单

抗中 ,V5、U4、E70已被证明均识别构象表位 ,具有中

和能力 ;D9识别包埋于 HPV16内部的表位 ,不具有

中和能力[12 , 15 ]。其中 V5 识别的表位被认为是

HPV16的优势中和表位 ,具有较强的中和能力[16 ]。

对照单抗的对假病毒感染的阻断结果如表 2所示 ,

HPV16假病毒对 293FT细胞的感染可被单抗 V5、

U4、E70所阻断 ,而不会被 D9所阻断 ,其中 V5具有

较高的中和滴度。该结果证明本研究获得的 HPV16

假病毒可有效应用于中和实验。

图 3　HPV16假病毒对 293FT细胞的感染实验

Fig. 3　293FT cells infected with HPV16 pseudovirions

A : incubated with lysates of 293FT cells cotransfected with p16L1h , p16L2h and pN312EGFP ;

B : incubated with lysates of 293FT cells transfected with pN312EGFP.

表 2　HPV16对照单抗对假病毒感染的阻断
Table 2　In vitro neutralization of HPV16

pseudovirions by control mAbs

mAb ID Isotype Epitope 3 Neutralization titer

V5 IgG2b C 1∶650000

E70 IgG2b C 1∶5120

U4 IgG2a C 1∶640

D9 IgG1 L < 1∶20

　　3 C: conformational ; L : linear.

215　HPV16中和单抗的筛选

对本实验室用重组 HPV16 L1 VLP免疫筛选获

得的 18 株抗 HPV16 L1 单抗用 HPV16 假病毒感染

293FT细胞模型进行中和活性鉴定。结果如表 3所

示 ,单抗 3D10 和 PD1 可阻断 HPV16 假病毒对细胞

的感染 ,其中和滴度分别为 1∶20 480 和 1∶81 920。

Dot blotting检测结果显示这两株单抗与 VLP具有很

好的反应性 ,而与VLP的煮沸后样品的反应性则有显

著下降 ,说明其识别的表位依赖于特定的空间构象。

3　讨论

预防疫苗的免疫保护性主要体现于是否可诱导

出高滴度中和抗体 ,因此对抗体的中和活性测定是

疫苗评估和质控的重要依据。由于 HPV的感染和
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复制具有细胞分化状态依赖性和严格的宿主特异

性 ,使其缺乏合适的动物模型 ,也难以通过常规的组

织培养方法在体外建立细胞感染培养模型[17 ]
,成为

HPV疫苗开发的主要障碍之一。

表 3　不同单抗的抗体滴度和中和滴度
Table 3　Antibody titers and neutralizing titers

of different HPV16 mAbs

mAb ELISA titer Epitope 3 Neutralization titer

A1 414×104 C < 1∶20

A2 516×104 L < 1∶20

B2 913×104 L < 1∶20

B4 114×105 L < 1∶20

B6 118×105 L < 1∶20

1D12 514×102 C < 1∶20

3D10 216×103 C 1∶20 480

9H3 414×104 C < 1∶20

B5 110×104 L < 1∶20

B8 210×104 C < 1∶20

B9 116×105 L < 1∶20

B11 210×105 L < 1∶20

C1 613×104 L < 1∶20

C3 116×104 L < 1∶20

PD1 110×104 C 1∶81 920

PD2 113×103 C < 1∶20

PD5 419×103 L < 1∶20

PD6 414×104 C < 1∶20

　　3 C: conformational ; L : linear.

　　人们已提出多种方法以试图解决该问题。通过

免疫缺陷小鼠异种移植方法[2 ]或在体外培养的诱导

分化上皮组织中进行少量的体外 HPV感染[3 ]可用

于进行中和实验 ,但这些方法的技术复杂性和漫长

的实验周期使其难以满足疫苗研发中大量中和性评

估实验的需要。目前许多 HPV的中和实验是通过

替代方法进行的 ,如利用 HPV VLP进行的 ELISA检

测[18 ]和血凝抑制实验[4 ]等 ,其分别是通过检测抗体

结合 VLP的能力或对其血凝特性的抑制效率来反

映抗体的中和能力。这些方法相对较为简单 ,灵敏

度也较好 ,但都不能直接反映抗体对病毒感染的阻

断作用 ,而且会产生较多的假阳性结果 ,如常检出识

别线性表位的非中和抗体[13 ]
,因此其结果不能完全

真实地表现抗体的中和能力。

细胞内表达的 HPV结构蛋白 L1 和 L2 具有组

装为病毒颗粒的特性 ,可包裹细胞内的游离体病毒

DNA或外源导入的报告质粒 ,利用该特性构建的

HPV假病毒可用于有效模拟 HPV与宿主细胞的相

互作用过程。在早期主要应用重组痘苗病毒[8 ]、重

组 SFV
[5 ]和化学偶联[6 , 9 ]等方法构建 HPV 假病毒 ,

但这些方法普遍存在操作复杂、生产效率低、实验周

期长、稳定性差等问题 ,在大规模推广应用上存在很

多困难。2004 年 Buck 等[7 ]应用密码子优化后的
HPV结构蛋白表达质粒与报告质粒通过脂质体共

转染 293TT细胞后可有效获得包装报告质粒的 HPV

假病毒。本研究选用 293FT细胞替代 293TT细胞。

293FT细胞是一种在 293F细胞基础上经过改进的

细胞系 ,具有很高的生长倍增速率。另外 ,293FT细

胞对脂质体或磷酸钙转染方法具有很高的转染效

率 ,同时细胞内可表达 SV40大 T抗原 ,可支持带有

SV40 ori 的质粒进行游离型复制 ,有利于提高质粒

的拷贝数 ,因此十分适宜于进行蛋白表达[19 ]。本研
究利用磷酸钙方法在 293FT细胞中成功建立携带

EGFP报告质粒的 HPV 16假病毒生产体系 ,并用于

HPV 16抗体的中和实验 ,在效果和使用成本的综合

比较上具有明显的优势。本研究建立的 HPV16 假

病毒中和实验为快速准确鉴定 HPV单抗的中和能

力和 HPV候选疫苗的免疫保护效果提供了有效手

段 ,对于 HPV疫苗的开发和质控具有的重要价值。

该体系具有效率高、成本低、操作简便和易于检测等

优点 ,适合于进行大量生产和应用 ,也为构建其它型

的 HPV假病毒提供了基础。
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梅里雪山植被研究
欧晓昆 等著　7 - 03 - 017265 - 5ΠQ. 1733　定价 :50. 00　2006年 9月出版

“冰清玉洁的神山 ,值得人类敬畏。”这是《中国自然地理》杂志在 2005年将梅里雪山评选为中国十

大名山之一时专家对这座名山的评述。从山下澜沧江边到冰雪覆盖的高大山峰 ,梅里雪山的气候呈

现出从亚热带的干暖河谷到寒带高山过渡的气候分带 ;大小几十条溪流从梅里雪山的冰川开始 ,经过

山谷 ,夹带着大量的水流冲向澜沧江 ;高海拔的海洋性现代冰川沿山谷蜿蜒而下 ,冰舌一直延伸到

2700m的森林地带。这种多样复杂的环境特点 ,再加之保存相对完好 ,形成了梅里雪山多样性的植被

类型及其景观。经过多年的考察和研究 ,本书的作者为读者展示了梅里雪山植被多样性的类型 ,垂直

和水平分布的特点 ,并研究了植被的多样性 ,模拟了植被的水土保持功能。

本书不仅为植被研究者提供了研究经验和资料 ,同时为旅游探险者提供了认识梅里雪山植被的

基础 ,更为这一地区今后的有效保护与合理发展奠定了基础。

植物营养分子生物学及信号转导 (第二版)
印莉萍　黄勤妮　吴平 主编　7 - 03 - 016695 - 7ΠQ·1668　定价 58. 00　2006年 9月出版

本书在原出版的“植物营养分子生理学”一书的基础上 ,增加了 2001年以后国内、外重要研究成果

和最新文献资料 ,较充分地反映了我国在本研究领域内前沿性研究和应用的水平。本书内容力求从

分子、亚细胞水平阐述营养元素的生理功能、植物应答缺素的机制、缺素信号传导与基因表达调控等。

各方面的内容均有科学的论述和丰富的图表说明。

全书各章依次为氮、磷、钾、铁、镁、锰、锌、铜、钠 - 氢泵 9种植物体必需元素 ,其中包括 4种大量元

素 ,5种微量元素。

本书适用作植物营养、环保、农林牧等专业研究生教课书和科研工作的参考书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书 (免邮费)。

邮购地址 :100717 北京东黄城根北街 16号科学出版社科学分社 ; 联系人 :阮芯 ; 联系电话 :010-64034622 (带传真)

更多精彩图书请登陆网站 http :ΠΠwww. lifescience. com. cn ,欢迎致电索要书目 :010-64012501

599卢五迅等 :人乳头瘤病毒 16型假病毒中和实验的建立和初步应用


