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戊肝病毒 !"表位肽免疫可增强其载体蛋白的体液免疫应答
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摘 要 戊型肝炎病毒衣壳蛋白内包含一个强 JT!3 限制性 =.表位 G"L。以该表位肽免疫 [;W[\-鼠，其脾细胞能够在体外识
别重组戊型肝炎病毒衣壳蛋白，剔除实验表明应答细胞几乎完全是 R<L] =细胞，证明 G"L表位肽能有效诱导产生特异性 =.
细胞。以 G"L肽初免小鼠，再以包含该表位的重组戊型肝炎病毒抗原（S!）免疫，结果表明，N#!C、!#!C S!免疫组在免疫后第 N
周即有部分小鼠产生抗体，到第 "周所有小鼠均能够产生抗体；而对照肽 GNF初免的小鼠，以 !#!C S!加强免疫亦无法诱导小
鼠产生抗体。这表明，=.表位肽 G"L初免诱导产生的 =.细胞能够有效促进小鼠对携带该表位的载体蛋白的体液免疫应答。

关键词 戊型肝炎病毒，=辅助细胞，=细胞表位，免疫原性
中图分类号 /"^! 文献标识码 ; 文章编号 N###T"#:N（!##$）#!T#"N#T#9

<=:*$+7* ; 3&71D+D6 JT!3 ,0>6,1-603 =. 0516&50 G"L ?+> E&AD3 6& 80 -&D6+1D03 1D ,0-&781D+D6 5+,61-A’+60 .05+6161> S 21,A>
（JS%）2+--1D0 JS% !"^_ QD 6.1> 5+50,，6.0 -0’’A’+, 177AD0 ,0>5&D>0 1D3A-03 1D G"L 177AD1‘03 [;W[\- 71-0 ?0,0 >6A3103
+D3 6.0 5,171DC 0EE0-6 &E G"L ?+> -.+,+-60,1‘03( P,&A5> &E [;W[\- 71-0 ?0,0 >A8-A6+D0&A>’B（> ( - (）177AD1‘03 ?16. G"L，
>5’0D&-B60> ?0,0 6.0D >617A’+603 ?16. G"L +D3 JS% !"^ 5,&601D，-0’’A’+, 177AD0 ,0>5&D>0 ?+> +>>+B03 8B QK)T"TSWQ4Ga=，E’&?
-B6&706,B +D3 = -0’’ 5,&’1E0,+61&D 0U50,170D6> ( /0>A’6> >.&?03 6.+6 G"L 177AD1‘03 [;W[\- >5’0D&-B60> ,0>5&D>03 6& G"L +D3
JS% !"^ 5,&601D >617A’+61&D 1D QK)T"TSWQ4Ga=，E’&? -B6&706,B +D3 = -0’’ 5,&’1E0,+61&D 0U50,170D6> ( ;E60, 305’061&D &E 6.0
R<L ] = -0’’> E,&7 6.0 177AD1‘03 >5’0D&-B60> 8B 7+CD061- >05+,+61&D，6.0 ,0>5&D>0 30-,0+>03 6& 6.0 8+-@C,&AD3 ’020’ ?.1’0
+’7&>6 D& 1DE’A0D-0 ?+> &8>0,203 +E60, R<F ] = -0’’> 305’061&D ?.1-. >.&?03 6.+6 6.0 -0’’> ,0>5&D>18’0 E&, QK)T">0-,061&D ?0,0
7+1D’B R<L ] = -0’’> ( =.0D 71-0 ?0,0 5,1703 ?16. G"L +D3 8&&>603 ?16. 16> 20-6&, 5,&601D，S!，6.0 S! >50-1E1- +D618&3B 6160,
?0,0 +>>+B03( /0>A’6> >.&?03 6.+6 +E60, G"L 5,171DC，>&70 &E 6.0 N#!C，!#!C S! 8&&>603 71-0 -&A’3 3020’&5 +D61TS! +D618&3B
N ?00@ ’+60, +D3 +’’ 6.0 71-0 .+3 3060-6+8’0 +D618&3B " ?00@> +E60, 8&&>61DC ( QD 6.0 -&D6,&’ 5056130 GNF 5,171DC C,&A5，020D
+E60, 8&&>61DC ?16. !#!C S!，+D61TS! +D618&3B -&A’3D’6 80 3060-603 AD61’ 6.0 0D3 &E 6.1> 0U50,170D6 ( =.0 ,0>A’6> >.&?03 6.+6
5,171DC ?16. G"L 0516&50 -&A’3 1D-,0+>0 6.0 177AD&C0D1-16B &E 16> 20-6&, 5,&601D，S!，1D [;W[\- 71-0 (

>18 )0$?: J05+6161> S 21,A>，=. -0’’，= 0516&50，177AD&C0D1-16B



戊型肝炎病毒（!"#）引发戊型肝炎，含 $ 个开
放读码框架（%&’），其中 (%&’) 编码含 **+ 个氨基
酸的多肽，组成病毒衣壳。本室以大肠杆菌表达戊

型肝炎病毒 (%&’) 的 ,,$*-.*+* 片段，获得的颗粒
性抗原 !"# )$/，可以诱导良好的保护性抗体和特
异性细胞免疫应答［0 1 $］。另一个重组蛋白 ")（!"#
%&’) ,, $/2.*+*）与 !"# )$/相比，仅在 3端缺少 )*
个氨基酸，但不能形成颗粒［2］。二者具有相似的抗

原性，然而 ") 的免疫原性比 !"# )$/ 低 )++
倍［0，4 1 5］。本室曾鉴定出一个 !.)6 限制性 7829 :
细胞（:;）表位肽 ($2（!"# %&’) ,, 4$$.425）［-］。本
研究显示，以该 :;表位肽单独免疫 <=><?@鼠即能
诱导出表位特异的 :;应答，而且活化的表位特异性
:;细胞能有效促进携带该表位的载体蛋白的免疫
应答，提示这一表位肽可以作为合成肽疫苗的有效

组成部分，并可应用于单克隆抗体的研制。

! 材料与方法

!"! 实验动物
无特殊病原体（A(’）级 <=><?@小鼠，雌性，* B -

周龄，由本校实验动物中心提供。

!"# 蛋白及多肽合成
合成 ($2 肽（!AC:’’#>(>&DC>A）和 (0- 肽

（(:(A( =(A&(’A#>&），5+E纯度（西安美联公司），
以 8FA% 溶解多肽配置浓度为 0+GH?G> 的储存
液［-］。纯化的 !"# )$/、")蛋白由北京万泰生物药
业有限公司惠赠。

!"$ 免疫
将 ($2或 (0-肽与等体积完全弗氏佐剂（7’=，

AIHG,公司）混合，制备成 0GH?G> 浓度的疫苗（($2.
7’=，(0-.7’=），以 0++!>?鼠的剂量腹股沟及颈部皮
下免疫小鼠，免疫后第 2周分离脾细胞检测或加强免
疫 ")蛋白。")蛋白与铝佐剂混合，制备 4+!H?G>、
0++!H?G>、)++!H?G>的疫苗，以 0++!>?鼠的剂量肌肉
免疫小鼠。以 (<A与铝佐剂混合作为阴性对照。
!"% 小鼠脾脏细胞分离
取免疫后小鼠脾脏，)G>注射器研磨，)++目筛

网过滤，8F"F（JKLIMNOHPK公司）洗涤后离心，$G>红
细胞裂解液室温处理 $GIK，加入 4+G> (<A，离心，
(<A洗涤后将脾细胞重悬于 0+E 0*2+，细胞浓度调
整为 0 Q 0+5 ?G>。
!"& ’()*!*+,’-./0检测
按照试剂盒（<8:F ">JA(%: A":）说明书进行。

简言之：（0）以抗.鼠 J’3."抗体 0++!>?孔（4!H?G>）包

被 ">JA(%: /*孔板。（)）2R孵育 0);后，各孔以含
0+E ’<A的 0*2+培养液室温封闭 );。（$）每孔接种
小鼠脾细胞 0 Q 0+* 个?)++!>，刺激抗原分别采用
0+!H?G> !"# )$/蛋白，0+!H?G> <A=或 0+!H?G>单
独肽，每个样品作 $个复孔。阳性或阴性对照孔则
分别加入 )!H?G> 7OK=或单纯培养液。$5R静置培
养 )2;。（2）各孔洗涤后加入生物素化抗鼠 J’3."抗
体，0++!>?孔（)S4!H?G>），室温反应 );。（4）各孔洗
涤后加入链霉亲合素.!&(，0++!>?孔（4!H?G>），室温
反应 );。（*）洗涤后加入 !&(底物 ="7，避光显色，
以水冲洗终止晾干。（5）以 JGGTKOAUOM（7PVVTV,N
:P@;KOVHW >M6 X公司）进行计数和数据处理。以斑点
数?0+* 脾细胞（AUOMY?0+* YUVPPK @PVVY）为单位，阴性孔
Z 0+ AUOMY?0+* 脾细胞，实验孔大于 )倍阴性孔斑点
数者为阳性。

!"1 剔除脾细胞中 23%4 0细胞或 2354 0细胞
参照 FIVMPKWI公司操作手册，取 0+5 新鲜分离的

小鼠脾细胞，洗涤后重悬于 /+!> YM,IKIKH [T\\PN 中，
加入 0+!> 与抗鼠 782 或抗鼠 78- 抗体连接的磁
珠，通过磁场分离，得到剔除 7829 :细胞或 78-9 :
细胞的小鼠脾细胞，重悬，计数，调整细胞浓度为 0
Q 0+5 ?G>，以流式细胞仪（7OTVMPN "UI@Y ]>）检测相应
的剔除效率。

!"6 流式细胞仪检测细胞内 ’()*!的分泌及 0细
胞表型

以 0+!H?G> ($2，)!H?G> 7OK=或 0+!H?G> (0-于
)2孔板内刺激免疫后的鼠脾细胞，每孔 4 Q 0+* 个细
胞，$5R静置培养 0; 后加入 0+!H?G> <’=（AIHG,），
$5R 0*;后，计数。以 YM,IKIKH [T\\PN洗涤细胞 )次，
$!> ,KMI.78-.("（<P@^G,K 7OTVMPN）?0++!>?0+

* 细胞染

色 04GIK，7WMO\I_?7WMOUPNG:F通透 )+GIK后，以 0S)4!>
,KMI.78$.(74 和 )S4!> ,KMI.J’3.".=VP_, ’VTON 2-- 染
色 $+GIK，流式细胞仪检测。7WMO\I_?7WMOUPNG:F、,KMI.
78$.(74 和 ,KMI.J’3.".=VP_, ’VTON 2-- 均购自 <8
(,NGIKHPK。
!"5 700法检测抗原特异性 0细胞的增殖
以 0+!H?G> !"# )$/， 0+!H?G> ($2，)!H?G>

7OK=或 0+!H?G> (0- 于 /* 孔板内刺激免疫后的鼠
脾细胞，每孔 4 Q 0+4 个细胞?0++!> 培养液，$5R静
置培养 2-;、5);。每孔加入 04!> 4GH?G> F::
（AIHG,），$5R 2;后加入 0++!> +S+0GO>?> !7V.0+E
A8A。酶标仪检测 44+KG !" 值。每样品重复 4孔。
!"8 血清抗*9+:抗体检测
用 !"# ">JA= 试剂盒（双抗原夹心法，北京万
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泰公司提供）检测血清抗!"#$总抗体滴度。
!"!# 统计学分析
以 %&’()*& ! 检验进行不同蛋白或肽刺激脾细

胞增殖效应的差别检验。

$ 结果

$"! %&’免疫 ()*(+,鼠诱导的细胞免疫应答
以 +,,!- ./0 肽皮下免疫 123145 鼠，678!"!

#36%.9:实验检测其对 "#$ ;/<蛋白、./0肽的反应
性。结果（图 +）表明经 ./0!=72免疫可激活 ./0肽
特异性 :细胞，体外经 ./0或 "#$ ;/<蛋白刺激可
产生大量 678!"。将 =>0? : 细胞从脾细胞中剔除
后，脾细胞经 ./0或 "#$ ;/<蛋白刺激的反应下降
到本底水平，而剔除 =>@? :细胞的脾细胞则几乎保
持剔除前的应答水平，说明该抗原特异性 :细胞基
本上都是 =>0? :A细胞。而 .+@!=72免疫的小鼠对
./0或 "#$ ;/< 蛋白刺激及 ./0!=72 免疫小鼠对
.+@肽均无反应。以 ./0!=72免疫小鼠，无可检测
的 63!B产生（结果未显示），说明激活的主要为 :A+
细胞。

图 + 678!"!#36%.9:分析 ./0肽诱导的细胞免疫应答特性
7C-D+ 678!"!#36%.9: EFFEG &H 5AEIE5&)ICJ) &A)

5)KK’KEI CLL’*) I)FMH*F) C*(’5)( NG ./0 C* 123145 LC5)
2：./0!=72 CLL’*CJ)( LC5)；1：.+@!=72 CLL’*CJ)( LC5)D

将免疫后的鼠脾细胞用细胞内细胞因子染色技

术染色，流式细胞仪分析，以 =>/ 阳性的活细胞设
门。结果表明（图 ;）经 ./0刺激后，=>/? =>@O 678?

的细胞占门内细胞的 ,P+@Q，=>/? =>@? 678? 的细

胞仅占门内细胞 ,P,;Q；而经 .+@ 刺激后 =>/?

=>@O 678?的细胞以及 =>/? =>@? 678?的细胞分别

占门内细胞的 ,P,0Q和 ,P,;Q，说明 ./0肽免疫鼠
脾细胞内的抗原特异性细胞主要为 =>/? =>@O 细

胞，即 :辅助细胞。
应用 R::的方法检测 ./0!=72 免疫小鼠脾细

胞经 "#$ ;/<或 ./0肽刺激后的 :细胞增殖效应，

图 ; 细胞内染色分析 ./0免疫小鼠脾细胞的特异性应答
7C-D; 6*&IE5)KK’KEI F&EC*C*- EFFEG &H ()&)ILC*) &A)

I)E5&CSC&G HT ./0 CLL’*CJ)( FMK)*H5G&)F
2：F&CL’KE&) UC&A ./0 M)M&C()；1：F&CL’KE&) UC&A .+@ M)M&C()D

结果（图 /）显示通过 R::的方法仍然能够检测出
./0!=72免疫小鼠脾细胞在 "#$ ;/<或 ./0肽刺激
下的特异性增殖反应。

图 / R::法检测 ./0!=72免疫小鼠脾细胞特异性增殖效应
7C-D/ :A) E*&C-)* FM)5CTC5 MIHKCT)IE&CH* I)E5&CH* HT

./0!=72 CLL’*CJ)( LC5) FMK)*H5G&)F EFFEG)( NG R:: L)&AH(
“!”I)MI)F)*&“" V ,P,B”；“!!”I)MI)F)*&“" V ,P,+”D

$"$ %&’特异性 -.应答能够促进 %&’载体蛋白的
免疫应答

以表位肽 ./0或对照肽 .+@初免 123145鼠，不
同浓度的 #;（包含 ./0表位）或 .1%加强免疫，检测
./0初免对 #; 诱导产生特异性抗体的影响。结果
表明，经过 ./0初免，B!- #;免疫组即有 ;只（每组
共 B 只）小鼠于 #; 免疫后第 ; 周产生特异性抗体

;+/ #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*!’1$&*.*23 生物工程学报 ;,,W，$HKP;/，8HP;



（表 !），!"!# $%免疫组在免疫后第 !周有 &只小鼠
产生抗体，到第 ’周所有小鼠均能够产生抗体。而
以 (’&初免，()*加强免疫小鼠无抗体产生，(!+初
免各剂量 $% 加强免疫组亦无小鼠产生抗体，说明
(’&初免诱导产生的肽特异性 ,- 细胞能够在体内
识别 $%特异的 )细胞，从而促进体液免疫应答。

表 ! 肽初免对 "#免疫原性的影响
$%&’( ! )*+,-.(*(/0 -1 "# 2**3/-4(/25206 &6 +(+027( +,2*2/4

./01 /2
$%

(34546#
7178491

:;5<13 /2 54=1 >48- ?684@$% A#B 013/=/6C1304/6
" >11D ! >11D % >11D ’ >11D

E!# $%
(’& F F % %
(!+ F F F F

!"!# $%
(’& F & & E
(!+ F F F F

%"!# $%
(’& F ’ & E
(!+ F F F F

8 讨论
外源蛋白进入机体后首先被树突状细胞（.G）、

巨噬细胞等抗原呈递细胞（H(G）吞噬，抗原在 H(G
内被降解，其中包含的 ,细胞表位与 IJG"分子结
合而呈递于 H(G表面。在淋巴结内，抗原特异的 ,
辅助细胞（,-）被呈递了 ,-表位肽的 H(G激活后移
动到富含 )细胞的滤泡附近。滤泡内抗原特异的 )
细胞则通过其表面的膜免疫球蛋白（5A#）结合外源
蛋白抗原的 )细胞表位而吞噬该蛋白，经过与 H(G
细胞同样的生化过程，将抗原内包含的 ,- 表位与
IJG"分子复合物呈递于细胞表面。抗原特异的 ,
细胞与抗原特异的 ) 细胞通过细胞表面 ,GK 与
IJG "@肽复合物的相互识别而结合，进而通过 )L@
G.%+、G.&"@G.&"M等分子的相互作用及细胞因子分
泌而激活 )细胞［N］，因此抗原内包含强的 ,-表位对
产生特异性抗体非常重要。

本研究对 J$O %’N 蛋白中包含的优势 J@%9 限
制性 ,-表位肽 (’&的特性进行了深入研究，发现以
(’&混合 GPH后免疫 )HM)Q=鼠能在小鼠体内引起
强的 ,-!应答，并且该 ,-细胞在体外体内均能识别
其载体蛋白。以 (’&肽初免，可以明显促进动物对
载体蛋白 $% 的体液免疫应答，缩短抗体产生的时
间，提高抗体产生的滴度。抗体分型实验表明 $%
加强免疫后所产生的抗体主要为 A#B!型（结果未显
示），说明其中起辅助作用的是 ,-%细胞，这一现象
与记忆性 ,细胞的可塑性理论相一致［!"，!!］。即 ,-!
型效应 ,细胞分化成记忆 , 细胞后可重新分化为
,-!或 ,-%细胞，这取决于加强免疫时所应用的抗

原。这些研究表明 (’&可以作为一个有效的 ,-表
位肽应用于肽疫苗的设计中，并可在单克隆抗体研

制中起重要作用。

基因工程颗粒性蛋白疫苗具有良好的免疫原性

及免疫保护性，能够在机体内诱导全面的体液免疫、

粘膜免疫及细胞免疫应答［!% F !E］，非颗粒性蛋白疫苗

的免疫原性则往往很弱。然而，试图使表达出的靶

蛋白形成颗粒的尝试常常是不成功的，因此研究颗

粒蛋白免疫原性优于非颗粒蛋白的机理，提高非颗

粒蛋白抗原的免疫原性是疫苗研究急待解决的重要

问题。$%与 J$O %’N疫苗中包含的中和表位类似，
这两个蛋白颗粒性的差异导致其免疫原性的不

同［!］，因此 $%与 J$O %’N可作为模式蛋白研究颗粒
蛋白和非颗粒蛋白免疫原性差异的机理。由于经过

(’&肽初免，激活体内特异性 ,-细胞，能够增强 $%
的免疫原性，推测是否由于 $% 不能有效被 H(G吞
噬呈递而导致体内缺乏抗原特异性 ,-细胞，因而免
疫原性较差。(’& 表位可作为激活抗原特异性 ,-
细胞的工具能够帮助阐明这一机理，目前相关研究

正在进行中。
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020 参考文献及脚注
参考文献按文内引用的先后排序，未公开发表的资料请

勿引用。我刊的参考文献需要注明著者（列出 0人）、文题、
刊名、年卷期及页码，全部文献以英文列出。其中中文文献

的刊名、人名用括弧列出对照，请严格按下列格式整理文献。

关于论文、专著及专利等的引用格式举例如下：

［5］\)+ ]（文莹），YB+= ]（宋渊），N% XN（李季伦），%1 +, @ EH)
)CC)&$9 BC .#1*%(&3#,,+ H)GB=(BL%+ )[!#)99%B+ B+ =#BO$H "+:
"+$%L%B$%& !#B:’&$%B+ %+ 21*%<1(603%& 3#$$+6($%$&#& @ !"#$%&%
’()*$+, (- =#(1%3"$(,(/0（生物工程学报），/335，#)（5）：03
7 0J@

［/］Y"GL#BBW X，K#%$9&H -K，>"+%"$%9 E@ >B()&’("# S(B+%+=：Q
N"LB#"$B#F >"+’"( @ /+: ):，U)O ]B#W：SB(: Y!#%+= ,"#LB#
N"LB#"$B#F ;#)99，51I1@

［0］K()G%+= 8N，>"#$%+ ?E@ 8)# ;"#@ ^Y !"$)+$，S3I=，501/15@
516/R3/R36@

脚注（正文首页下方）：

?)&)%*):：>"F /P，/33P；Q&&)!$):：X’+) 5I，/33P@
EH%9 OB#W O"9 9’!!B#$): LF 8#"+$ C#BG⋯

" SB##)9!B+:%+= "’$HB# @ E)(：_ I4R ；-RG"%(：
基金项目（中文书写）：

02P 中英文摘要
中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

02P25 字数：综述性文章要求不少于 /33OB#:9，学术性
文章要求 /33 ‘ P33OB#:9。

02P2/ 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究
课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

02P20 写法：
5）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。/）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。0）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

P 特别说明
P25 关于综述
综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

P2/ 关于测序类论文
凡涉及测定 MUQ、?UQ或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 ->DN（欧洲）或 8)+D"+W（美国）
或 MMDX（日本），申请得到国际基因库接受号（Q&&)99%B+ UB@）
后再投来。

P20 关于版权
P2025 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。
P202/ 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

P2020 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如
涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

P202P 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄
袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。
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