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基于戊肝病毒的嵌合病毒样颗粒对人乳头瘤病毒 16 型肿瘤免疫治疗

作用的研究 
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摘要：目的  研究基于戊肝病毒(hepatitis E virus，HEV)的嵌合病毒样颗粒(virus-like particles，VLPs)对人乳头瘤病毒 16
型(human papillomavirus type 16，HPV 16)肿瘤免疫治疗作用。方法  将 HPV 16 E7 插入 HEV 的 p239 蛋白形成重组嵌合

蛋白 p239-HPV16 E7。所构建的重组蛋白经大肠杆菌表达、纯化、复性后，通过电镜和动态光散射对所得蛋白颗粒大小

形态进行表征。将蛋白颗粒免疫 C57B/L 小鼠，通过流式细胞技术与酶联免疫斑点免疫试验检测脾淋巴细胞特异性免疫

细胞分化情况；并且利用 TC-1 肿瘤细胞在 C57B/L 小鼠中构建肿瘤模型，以此评价蛋白颗粒在小鼠体内的抗肿瘤免疫效

果。结果  体外复性后的嵌合蛋白在电镜下观察到颗粒结构，粒径大小为 22.80 nm。所得蛋白颗粒在 C57B/L 小鼠体内

诱导产生良好的特异性细胞免疫反应。与对照组相比，试验组脾淋巴细胞的 CD3+/CD4+、CD3+/CD8+比例均有明显差异

(P<0.05)，且分泌 IFN-γ 干扰素的效应 T 细胞显著增加。同时，所得蛋白颗粒能有效抑制 TC-1 荷瘤小鼠体内肿瘤细胞的

生长，在实验周期内小鼠未出现死亡，而对照组小鼠体内肿瘤快速生长，且 6 周后全部死亡。结论  原核表达的嵌合蛋

白 p239-HPV16 E7 形成病毒样颗粒并有效诱导针对 HPV 16 的抗肿瘤免疫。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the immunotherapeutic effect of chimeric virus-like particles(VLPs) based on hepatitis E 
virus(HEV) against human papillomavirus type 16(HPV 16) tumor. METHODS  HPV16 E7 was inserted into the p239 protein 
of HEV to form the recombinant chimeric protein p239-HPV16 E7. The constructed recombinant protein was expressed by 
Escherichia coli, purified, and then refolded, and the protein was detected by electron microscopy and dynamic light scattering to 
confirm size and shape. Then, the C57B/L mice were immunized with the protein grain, and the lymphocyte differentiation of 
mouse spleen was detected by flow cytometry and enzyme-linked immune spot immunoassay; in addition, TC-1 tumor cells were 
used to construct tumor models in C57B/L mice to evaluate the anti-tumor immune effect of protein particles in mice. RESULTS  
After refold in vitro, the structure of chimeric protein was observed under electron microscopy, and the size of particle was 
22.80 nm. The obtained protein particles induced favorable specific cellular immune response in C57B/L mice. Compared with 
the control group, the proportions of CD3+/CD4+ and CD3+/CD8+ in spleen lymphocytes of experimental groups were 
significantly different(P<0.05), and effector T cells secreting IFN-γ interferon were also increased remarkably. At the same time, 
the obtained protein particles could effectively inhibit the growth of tumor cells in TC-1 tumor-bearing mice, and the mice did 
not die during the experimental period, while the tumors in the control mice grew rapidly and all died after 6 weeks. 
CONCLUSION  Chimeric protein p239-HPV16E7 which was expressed in prokaryotes can form virus-like particles and 
effectively induce anti-tumor immunity against HPV16. 
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目前，宫颈癌已成为女性第二大高发的恶性

肿瘤，全球每年约有 50 万例宫颈癌病例被确诊，

其中约 30 万人死于该疾病[1]。人乳头瘤状病毒

(human papilloma virus，HPV)的持续感染是导致宫

颈癌发生的主要原因[2]，其中 HPV16 作为高危型

在宫颈癌患者中的检出率可达 40%左右[3]。目前，

已上市的各类 HPV 预防性疫苗可以有效预防宫颈

癌的发生，但是这些疫苗对于已经感染的患者效

果甚微[4]。尤其在发展中国家，受限于筛查与预防

手段的普及与宣传，仍有许多女性面临着患上宫

颈癌的风险[5]。临床上，宫颈癌及晚期癌前病变的

主流治疗方案是手术切除、放射治疗和化疗等，

这些治疗手段经济负担较重，且存在一定的手术

风险和复发率[6-7]。但对于早期癌前病变患者，目

前仍缺少可靠有效的治疗方法。因此，研究治疗

性 HPV 疫苗对于解决上述问题有重要的意义。E6
和 E7 蛋白是 HPV 的早期转化蛋白，是维持肿瘤

持续增生的必需蛋白，可以作为治疗性 HPV 疫苗

的理想靶抗原[8]。但在之前的临床研究中发现单独

的 E6、E7 蛋白疫苗的治疗效果并不理想[9-10]。因

此，有必要开展更加高效的治疗性 HPV 疫苗的研

究。戊肝病毒(hepatitis E virus，HEV)衣壳蛋白的

p239(368-606aa)片段可通过大肠杆菌表达并组装

成病毒样颗粒(virus-like particles，VLPs)，同时具

有很高的免疫原性[11]。因此，本研究拟将 HPV16 
E7 蛋白嵌入 HEV p239 蛋白中形成一个含有

HPV16 E7 的嵌合蛋白，并研究该嵌合蛋白对

HPV16 肿瘤的免疫治疗作用，从而为治疗性 HPV
疫苗的设计提供一个新思路。  
1  材料与方法 
1.1  细胞、载体及菌株   

TC-1 肿瘤细胞、pET-28a 载体、HEV p239 蛋

白及感受态细胞 Escherichia coli BL21(DE3)由杭

州医学院病毒病研究所实验室保存。 
1.2  试剂与仪器 

双色预染蛋白 marker(上海雅酶生物科技有

限公司，批号：02634840)；蛋白上样缓冲液(北
京康为世纪生物有限公司，批号：01410/34522)；
羊抗鼠 IgG 抗体(北京康为世纪生物有限公司，批

号：01325/33621)；硝酸纤维素膜(PVDF，杭州诺

扬生物技术有限公司，批号：A29463123)；鼠源 H
PV16-E7 IgG 单抗(南京金斯瑞生物科技有限公

司，批号：C2713)；DEAE 阴离子交换层析柱填料

[思拓凡生物科技(杭州)有限公司，批号：10053763]；
小鼠酶联免疫斑点检测(enzyme-linked immunosp
ot assay，ELISPOT)IFN-γ 试剂盒(深圳市达科为生

物技术股份有限公司，批号：2111-2)；HPV E7 混

合重叠肽库由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。 
SpectraMaxiD3 型 多 功 能 酶 标 仪 ( 美 国

Molecular Devices 公司)；Zetasizer pro 激光粒度仪

(上海思百吉仪器系统有限公司)；HIBIopure150 型

蛋白纯化仪(苏州市海葳生物科技有限公司)；BD 
FACS Celesta 型流式细胞仪[碧迪医疗器械(上海)
有限公司]。 
1.3  动物 

SPF 级 C57B/L 小鼠，♀，6 周龄，体质量

17~19 g，购自江苏集萃药康生物科技股份有限公

司，在浙江中医药大学实验动物中心饲养和实验，

实验动物生产许可证号：SCXK(苏)2018-0008；实

验动物质量合格证号：NO.202227718；实验动物

使用许可证号：SYXK(浙)2019-0024。 
1.4  质粒的构建 

将 HPV16 E7 蛋白(genebank：AAD33253.1)
的氨基酸序列插入 HEV p239 蛋白(genebank：

AFJ064 17.1)的 486aa 位点与 487aa 位点之间，形

成嵌合重组蛋白 p239-HPV16 E7；表达蛋白的核苷

酸序列由南京金斯瑞公司经密码子优化后进行人

工合成。经 NdeI 与 XhoI 限制性内切酶位点插入

pET-28a 载体中，所得重组质粒命名为 pET28a 
p239-HPV16 E7。 
1.5  蛋白的诱导表达与鉴定 

将 pET28a p239-HPV16 E7 重组质粒热激活转

化至 Escherichia coli BL21(DE3)中，所得重组表达

菌 37 ℃过夜活化后，按照 1∶50 接种至 2×YT 培

养基中，37 ℃条件下培养 A600 值达到 0.6 左右，

向菌液中加入 IPTG 至终浓度达到 1 mmol·L–1，

25 ℃条件下诱导过夜，6 372×g 离心菌液 20 min
后收集菌沉淀。取诱导前后菌液，分别进行 12% 
SDS-PAGE 预制胶电泳及 Western blotting 检测。

Western blotting 条件如下：电泳胶通过电转移转到

PVDF 膜上，用现配的新鲜 5%脱脂奶粉在室温下

封闭 1 h，加入按 1∶1 000 稀释的鼠源 HPV16-E7 
IgG 单抗于 4 ℃孵育过夜，用 PBST 洗涤 3 次；后

加入按照 1∶1 000 比例稀释的 HRP 酶标羊抗鼠

IgG，常温孵育 1 h，用 PBST 洗涤 3 次，最后经化

学发光法显色曝光。 
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1.6  蛋白的纯化与复性 
收获菌沉淀经超声破菌洗涤后，收集沉淀得

到包涵体蛋白。所得包涵体用溶解液(5 mmol·L–1 
PB，9 mol·L–1 尿素，1 mmol·L–1 DTT，pH 7.0)于
4 ℃环境中溶解后离心，所得上清用 0.45 μm 滤膜

过滤后经 DEAE 阴离子交换层析柱进行纯化，洗

脱后得到所需目的蛋白。将目的蛋白用透析液

(10 mmol·L–1 PB，1 mmol·L–1 EDTA，0.1% tween 
20，pH 7.0)进行透析，所得复性蛋白经过滤除菌

后即为重组嵌合蛋白 p239-HPV16 E7。 
1.7  重组蛋白颗粒表征检测 
1.7.1  粒径检测  将复性后的蛋白样本经 10 878×g
离心 5 min 后，吸取 1 mL 上清于室温下静置 5 min，

使 用 Zetasizer pro 激 光 粒 度 仪 在 动 态 光 散 射

(dynamic light scattering，DLS)下测量蛋白粒径大

小，重复测量 3 次。 
1.7.2  电镜检测  在铜网载膜上滴加 100 μL 蛋白

样品，用 1%磷酸钨负染液染色 2 min，去离子水

清洗 2 次并吸干多余水分，充分干燥后在透射电

子显微镜下观察蛋白颗粒状态。 
1.8  重组蛋白免疫原性检测 
1.8.1  动物分组与免疫  将 C57B/L 雌鼠分为 3
组，每组 5 只，设置重组蛋白 50 μg 组、100 μg
组和对照组；分组小鼠分别于第 1，3，7 天通过

大腿肌肉注射免疫 1 次；免疫结束后第 3 周处死

小鼠，取脾脏。 
1.8.2  流式细胞术检测  将脾脏放于经 1640 培养

基浸润的细胞筛网中进行充分碾磨，加入 10 mL 
1640 培养基，转移细胞悬液至 50 mL 离心管中，

混匀后，取 1 mL 细胞悬液于 24 孔板，加入浓度

为 50 ng·μL–1 的 HPV E7 重叠肽库，每孔 10 μL，

37 ℃刺激 5 h；冰上重悬细胞并转移至流式专用离

心管，493×g 离心 5 min，弃上清，加入 0.4 mL ACK
裂红 3 min，加入 0.8 mL PBS 终止裂红，493×g 离

心 5 min；1 mL PBS 洗涤 2 次，所得细胞沉淀用

1 mL Staining Buffer 重悬，计数并稀释至活细胞个

数为 2×106 mL–1，取 1 mL 加入 1 μL FVS780 储存

液，避光 15 min，493×g 离心 5 min，去上清，用

100 μL Staining Buffer 重悬细胞团块，加入 2 μL Fc
阻断剂，4 ℃条件下作用 15 min，用 1 mL Staining 
Buffer 洗涤后重悬细胞团块，加入 CD3、CD4、

CD8 荧光素标记抗体各 5 μL，4 ℃避光 30 min；

洗涤重悬后，用 BD 流式细胞分析仪上机分析各类

淋巴细胞数。 

1.8.3  ELISPOT 试验  将小鼠脾脏充分碾磨后所

得细胞悬液 493×g 离心 5 min 后裂红并洗涤，制成

淋巴细胞个数为 5×106 mL–1 的悬液，加至细胞培

养板中(每孔 100 μL)，复孔，按每孔 5 μg 添加 E7
肽库刺激物，并设置阴阳对照孔，轻柔混匀，密

封后放至 37 ℃培养；按照 ELISPOT 试剂盒操作

说明检测每个样本特异性分泌 IFN-γ 的效应 T 细

胞斑点数。 
1.9  重组蛋白的肿瘤抑制试验 

将 C57B/L 雌鼠分 3 组，每组 10 只，经大腿

腹股沟皮下注射 TC-1 细胞(每只 4×104 个)。接种

细胞后，于第 3，6，10 天经大腿肌肉注射免疫蛋

白(设 100 μg 组、200 μg 组以及对照组)1 次；同时，

每隔 1 周用游标卡尺测量 1 次肿瘤瘤径，以

V=L×W2/2 计算肿瘤体积(L：长；W：宽)，并监测

小鼠的存活情况。 
1.10  统计学分析 

应用 GraphPad Prism 软件进行统计学分析。

数据采用 x s± 描述，组间比较采用独立样本 t
检验，以 P<0.05 表示差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  质粒的构建 

采用南京金斯瑞公司的 Codon Optimization
对表达嵌合蛋白 p239-HPV16 E7 的核苷酸序列进

行密码子优化，所得优化后的序列经人工合成，

并通过 NdeⅠ和 XhoⅠ 2 个酶切位点插入 pET28a
质粒中，得到重组表达质粒 pET28a p239-HPV16 
E7，结果见图 1。 

 

 
 

图 1  pET28a p239-HPV16 E7 重组质粒的构建 
Fig. 1  Construction of pET28a p239-HPV16 E7 recombinant 
plasmid 
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2.2  重组蛋白的表达与鉴定 
转化 pET28a p239-HPV16 E7 重组质粒的

BL21(DE3)大肠杆菌，在 IPTG 诱导下能高效表达

p239-HPV16 E7 重组蛋白，且所表达的蛋白相对分

子质量约为 40 kDa，与理论值基本相符，见图 2A。

同时，免疫印迹鉴定表明，诱导后菌液蛋白与

HPV16 E7 单克隆抗体反应，能在相对分子质量约

为 40 kDa 处产生一条阳性条带，而诱导前菌液蛋

白中则无阳性条带，见图 2B。 
 

 
 

图 2  重组蛋白的表达与鉴定 
A−SDS-PAGE；B−Western blotting；M−蛋白 marker；1−诱导前菌液；

2−诱导后菌液。 
Fig. 2  Expression and identification of recombinant 
proteins 
A−SDS-PAGE; B−Western blotting; M−protein marker; 1−bacterial fluid 
before induction; 2−bacterial fluid after induction. 
 

2.3  重组蛋白的纯化与复性 
收获诱导表达后的菌沉淀，经重悬超、声破

菌后，破菌上清中未见明显目的条带，而主要以

不溶解的包涵体形式存在于破菌沉淀中。变性溶

解后的包涵体蛋白，经 DEAE 阴离子交换层析可

以得到高纯度的目的蛋白，且经过透析复性后，

能够得到可溶的目的蛋白，见图 3。 
 

 
 

图 3  蛋白纯化过程的 SDS-PAGE 分析 
M−蛋白质 marker；1−破菌液总蛋白；2−破菌液离心上清；3−破菌沉

淀溶解蛋白；4−DEAE 柱纯化后蛋白；5−复性前蛋白；6−复性后蛋白。 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of protein purification process 
M−protein marker; 1−breaking bacterial fluid total protein; 2−breaking 
bacterial fluid centrifuge supernatant; 3−bacterial precipitation dissolved 
protein; 4−DEAE column purified protein; 5−protein before renaturation; 
6− protein after renaturation. 
 
2.4  重组蛋白表征的检测 

复性后所得目的蛋白通过 DLS 检测，重组蛋

白形成了平均直径为 22.80 nm 的颗粒，且蛋白颗粒

的均一性较好(分布系数 PDI：0.25)。同时，电镜下

亦观察到所得重组蛋白呈现出散在颗粒样状态，颗

粒大小与粒径检测结果相近，见图 4。 
2.5  重组蛋白免疫原性分析 
2.5.1  特异性脾淋巴细胞的分化情况  取重组蛋

白免疫后的小鼠脾淋巴细胞，经 HPV E7 重叠肽库

刺激后，用流式细胞术分析检测淋巴细胞的分化

情况，与对照组相比，100 μg、50 μg 2 个免疫剂

量组中 CD4+/CD3+、CD8+/CD3+淋巴细胞比例均显

著增加(CD4+：100 μg 组 vs 对照组 t=29.63， 
 

 
 

图 4  蛋白的表征检测 
A−粒径检测图；B−电镜检测图。 
Fig. 4  Apparent detection of proteins 
A−particle size detection diagram; B−electron microscopy detection diagram. 
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P<0.001；50 μg 组 vs 对照组 t=8.29，P<0.01；

CD8+：100 μg 组 vs 对照组 t=26.81，P<0.001；

50 μg 组 vs 对照组 t=8.31，P<0.001)，结果见图 5。 
 

 
 

图 5  流式细胞术检测结果 
与对照组相比，1)P<0.001，2)P<0.01。 
Fig. 5  Flow cytometry test results 
Compared to the control group, 1)P<0.001, 2)P<0.01. 
 

2.5.2  特异性细胞毒性 T 淋巴细胞分化情况  取

重组蛋白免疫后的小鼠脾淋巴细胞，经 HPV E7
重叠肽库刺激后，用 ELISPOT 法检测分泌特异性

IFN-γ 的效应 T 细胞数，结果见图 6。100 μg 组小

鼠脾脏淋巴细胞分泌 IFN-γ 的效应 T 细胞数为

(187.60±67.66)斑点数·(5×105 cells)–1；50 μg 组小

鼠脾脏淋巴细胞分泌 IFN-γ 的效应 T 细胞数为

(111± 42.78)斑点数/5×105 cells；对照组小鼠脾脏淋

巴细胞分泌 IFN-γ 的效应 T 细胞数为(5.37±4.27)
斑点数·(5×105 cells)–1。与对照组相比，重组蛋白

免疫诱导的分泌特异性 IFN-γ 的效应 T 细胞数显著

增加，组间差异具有统计学意义(100 μg 组 vs 对照

组 t=–6.01，P<0.01；50 μg 组 vs 对照组 t=–5.49，

P<0.01)。 
2.6  肿瘤抑制试验与抗肿瘤免疫保护 

在 TC-1 小鼠肿瘤模型中，对照组小鼠在细胞

接种后第 3 周全部成瘤，第 6 周 100%死亡；而

200 μg 和 100 μg 2 个剂量组可以有效抑制小鼠体

内实体肿瘤的生长且在实验 6 周的周期内未见小

鼠死亡。此外，200 μg 剂量组中小鼠在实验周期

内未见实体肿瘤出现，结果见图 7~8。 
3  讨论 

HPV E7 蛋白是由近 100 个氨基酸残基组成的

小且酸性的多肽，寿命短，极易降解，且具有锌

指结构，从而不易获得高活性蛋白[12-13]。这对于

以 E7 蛋白为靶抗原的治疗性人乳头瘤病毒 16 型

肿瘤疫苗的开发带来了较大的难度，维持 E7 蛋白

在体外的结构稳定性对于其免疫提呈和免疫效力 

 
 

图 6  ELISPOT 检测结果 
与对照组相比，1)P<0.01。 
Fig. 6  ELISPOT of the test results 
Compared to the control group, 1)P<0.01. 
 

 
 

图 7  肿瘤体积变化趋势 
Fig. 7  Tumor volume’s change trend 

 

 
 

图 8  各组小鼠的存活情况 
Fig. 8  Survival of mice in each group 
 
有着至关重要的作用。研究表明，在 p239 蛋白的

结构域(452aa-606aa)空间构象中，残基 Y485 所处

的位置附近存在一个“凹槽”区域，该区域使得

其在容纳其他氨基酸的同时不会干扰自身三级结

构的折叠和蛋白组装[14]。因此，笔者选择在 485aa
附近的氨基酸位点(486aa)插入 E7 蛋白序列，使其

形成理想的嵌合蛋白。此前 Baha 等[15]利用 HEV
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病毒样颗粒的特点，将猪圆环病毒 2(PCV2)通过免

疫信息学等方法设计成同时控制戊型肝炎与预防

PCV2 相关疾病的抗原，并获得理想的效果。 
基于上述研究，笔者探索以 HEV p239 蛋白作

为 HPV16 E7 蛋白的有效“支架”，构建了一个嵌

合蛋白 p239-HPV16 E7，该蛋白通过大肠杆菌表

达、纯化复性后在体外形成了稳定的病毒样颗粒

结构，并且在小鼠体内诱导产生了高效的特异性

细胞免疫反应和抗肿瘤免疫反应。这一结果为后

续开展治疗性人乳头瘤病毒 16 型肿瘤疫苗的研究

奠定了基础。后续笔者所在课题组计划对该重组

蛋白的抗肿瘤免疫作用开展进一步研究，包括特

异性抗体的功能研究、免疫持久性研究乃至在灵

长类动物身上的免疫原性评价等。同时，也考虑

加入疫苗佐剂来进一步提高免疫效果，以期开发

出具有良好临床表现的抗肿瘤治疗性疫苗。 
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