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Abstract
AIM:To investigate the effect of DNA vaccine on infection of
hepatitis C virus (HCV) in mice model of subcutaneous
inoculating tumour of HCV –C.

MEHODS:SP2/0 cell was transfected with pcDNAHCV-C with
the lipofectamine and confirmed the ability to express the
HCV-C antigen steadily,and then inoculated subcutaneously
into Balb/c mice.The formed nodules were removed surgically
and examined pathologically.

RESULTS:T lymphocytes infiltrated dominately in inoculated
tumour;HCV-C antigin was mainly expressed in cytoplasm
and membrane of Sp2/0 cell, and scarcely in nucleolus;The
level of expression of HCV-C antigin in experimental group
was significantly lower than that in control group.

CONCLUSION:HCV-C DNA vaccine has the effect against
HCV infection.

Sun L,Zhou YX,Hao CQ,Feng ZH,Zhao J,Hu PZ,Fu Y,Ma FC,Chang JQ,Wang
JP,Nie QH.Effect of DNA vaccine on anti-HCV infection in mice with subcu-
taneous inoculating tumor.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(2):165-168

摘要
目的:从病理组织学方面验证DNA疫苗对小鼠 HCV-C皮

下移植瘤的预防及治疗作用，为将来的临床应用提供动物

实验依据.

方法:利用脂质体转染技术将pcDNA HCV-C 质粒转染

SP2/0细胞并将稳定表达HCV C抗原的SP2/0细胞皮下接

种于Balb/c小鼠，成瘤后取小鼠瘤组织,用病理组织学方法

验证DNA疫苗对HCV-C皮下移植瘤的预防及治疗作用.

结果:肿瘤组织中以T淋巴细胞浸润为主;HCV-C抗原表达

主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜上,少数位于胞核中;对

照组HCV-C抗原表达明显强于实验组.

结论:HCV-C DNA疫苗对HCV的感染有预防和治疗作用.
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0   引言

丙型肝炎呈世界性,常呈持续感染,是一严重危害人类身
心健康的传染性疾病.目前除了部分患者对于 干扰素α
(IFNα)有部分应答 之外[1-4],至今尚无特异性的预防和
治疗措施. 因此寻求免疫预防及治疗措施以防止这种致
死性疾病的发生至关重要.DNA免疫能诱导细胞免疫及
体液免疫,从而使其成为免疫治疗的策略之一[5,6].

1   材料和方法

1.1材料  5-8周龄♂ Balb/c 小鼠由本校动物中心提供,
小鼠骨髓瘤SP2/0细胞由本校免疫学教研室惠赠，重组
真核表达质粒pcDNA HCV-C 基因 和CMV启动子由本
室构建.胰蛋白胨、酵母提取物为Oxford公司产品;氨苄
青霉素为齐鲁制药厂产品；琼脂糖为BRL产品;溴化乙
锭(EB)为华美公司产品;质粒提取及纯化试剂盒(大量)为
上海华舜生物工程公司产品;质粒超大量提取试剂盒为
Sigma公司产品;脂质体 lipofectamine 2 000和DMEM均
为Gibco公司产品；国产小牛血清为杭州四季青公司产
品;核酸内切酶HindIII, XholI,λ DNA/HindIII,λ DNA/
EcoRI+HindIII,G418,荧光标记的羊抗人IgG和过氧化物
酶标记的羊抗小鼠 IgG均购自华美生物工程公司；小
鼠抗HCV- C单克隆抗体由南京军区总医院检验科李保
仝主任惠赠.
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1.2方法  用含 100 mL/L 小牛血清的DMEN培养基,于
50 mL/L CO2孵箱中培养.取重组质粒DNA20 µg,加1/10
体积3 molNaAc及3倍体积的无水乙醇,混匀后置-20 ℃
过夜,1 000 g离心 10 min,弃上清,加 700 mL/L乙醇1 mL
轻轻冲洗管壁,弃上清后倒置无菌超净台约1 h,吹干备
用.收获SP2/0细胞,将2×105细胞重悬于完全培养基2 mL
中.转种于35 mm培养瓶,37 ℃ 50 mL/L CO2孵箱中培
养18-24 h,使细胞达50-80 %汇合,于无菌Ep管中制备
溶液A:质粒DNA20 µg 溶于无血清培养基100 µL中，
溶液B:lipofectamine 15 µL加无血清培养基85 µL,溶液
A和溶液B轻轻混合,置室温15 min;弃取细胞培养基，
用无血清培养基洗涤细胞1次,将 lipofectamine-DNA混
合物200 µL 加无血清培养基800 µL，轻轻混匀，小
心滴加至细胞上，置37 ℃ 50 mL/L CO2孵箱中培养
15-18 h，弃取培养基，加完全培养基2 mL继续培养.
转染 72 h 后，取少量细胞滴加在微孔玻片上，晾干，
冰丙酮固定15 min，PBS 洗涤 3次，每次3 min，滴
加HCV 阳性患者血清(1∶20 稀释），5 % CO2 孵箱
中湿育1 h，PBS液洗涤 3次，加荧光标记羊抗人 IgG
(1∶200 稀释)，50 mL/L CO2 孵箱中湿育1 h 后,置荧
光显微镜下观察转染细胞瞬时表达情况.同时,细胞按
1∶4 传代，继续培养，细胞达 50-80 %汇合后,更换
浓度为400 mg/L的G418培养基进行筛选,约96 h后,对
照细胞大部分死亡时,筛选液G418浓度降至为150 mg/L,维
持筛选约3 wk，待被转染细胞HCV-C抗原荧光染色均
阳性后,将其做为靶细胞备用.将 pcDNA HCV-C质粒转
染并稳定表达HCV-C抗原的SP2/0细胞(SP2/0-HCV-
C)以每只Balb/c小鼠 5× 109/L右肋皮下接种观察肿瘤
形成情况.将16只小鼠随机分为预防组和治疗组(记为A
组和B组),A组又随机分为对照组和实验组(记为A1组
和 A2 组),分别注射空载体 pcDNA3 和重组体 pcDNA
HCV-C质粒,2 wk后与B组同时接种SP2/0-HCV-C,B组
又随机分为对照组和实验组(记为B1组和B2组),于接种
后3 d开始治疗,每次股四头肌肌肉注射1 g/L质粒100 µL,
1次/wk,共4次,每次注射质粒前24 h于小鼠股四头肌注
射2.5 mL/L 布比卡因100 µL.观察成瘤时间、肿瘤大
小及小鼠存活情况.治疗4 wk后，拉颈处死各组小鼠,取
出瘤体,直接做冰冻切片,其余用40 g/L甲醛固定,做成石
蜡切片, 用免疫组化的方法观察瘤组织内HCV-C抗原
表达情况.一抗用小鼠HCV-C单克隆抗体,二抗用过氧
化物酶标记的羊抗小鼠IgG,最后DAB显色.另外做特异
性T淋巴细胞标记,看肿瘤组织中T、B淋巴细胞浸润情
况.由本校病理学教研室 协作完成.

2   结果

用免疫荧光法检测表明，SP2/0细胞内的表达产物，可
与HCV-C单抗发生特异性结合(图1,2).pcDNA HCV-C对
SP2/0-HCV-C细胞在小鼠体内成瘤时间延长,B2组尤为明
显(图3,4).肿瘤组织中以T淋巴细胞浸润为主(图5);HCV-C
抗原表达主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜上,少数位于
胞核中,对照组HCV-C抗原表达明显强于实验组(图6-9).

图1  免疫荧光法检测SP2/0细胞内的表达.

图2  阴性对照产物与HCV-C单抗发生特异性结合.

左:对照组  右:实验组
图3  预防组小鼠成瘤情况.

左:对照组  右:实验组
图4  治疗组小鼠成瘤情况.

图5  肿瘤组织特异性T淋巴细胞显色
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图6  A1组HCV-C抗原表

图7  A2组HCV-C抗原表达

图8  B1组HCV-C抗原表达

图9  B2组HCV-C抗原表达

3   讨论

丙型肝炎是一种严重的进展性肝病,急性丙型肝炎患者
中有50-60 %转为慢性,其中5 a内20 %发展为肝硬化,
且与肝细胞癌(HCC)的发生密切相关[5,7-12].我国输血后
HCV感染率为34.8 %左右,献血人群中HCV感染率达
40 %[13],是流行范围仅次于乙型肝炎的第二大传染性肝

病. HCV为单股正链RNA病毒, HCV－RNA全长9 600 bp,
含有一个大的单一开放阅读框(ORF),编码约3 010个氨
基酸的病毒前体蛋白. 在HCV的编码基因中,核心区(C
区)序列具有高度遗传保守性, 核心蛋白定位于胞核中[14],C
基因表达产物具有良好的抗原稳定性.人肝细胞[15]和黑
猩猩对HCV很敏感,但HCV体外培养尚未找到敏感有
效的细胞培养系统.有报道HCV核心蛋白在酵母中表达
成功[16];以非融合蛋白的方式,在大肠杆菌中高效表达了
完整的HCV核心蛋白,具有较高生物活性[17,18]. Hao et al [19]

构建了HCV C基因腺病毒表达载体的骨架质粒, 并证实
其可以在7721细胞中瞬时表达HCV C基因.应用PCR
方法获取完整的HCV核心区cDNA片段,克隆到真核表
达载体PBK-CMV上,可在HepG2中稳定表达C蛋白,提
供了理想的实验用细胞株[20].
         丙型肝炎发病机制仍未明. 体液免疫应答总的效应
很弱,不能有效地中和病毒. 多数学者认为细胞免疫病理
反应可能起重要作用,其组织浸润细胞以CD3+为主,细
胞毒T细胞(TC)特异攻击HCV感染的靶细胞,可引起肝
细胞损伤.
        DNA疫苗是一种新的征对靶抗原诱导产生免疫的
方法.他直接使识别基因编码的抗原和包含基因片段的
抗原成为疫苗传播媒介,识别侯选基因可快速进入感染
机体和肿瘤细胞. DNA一项优点是在免疫的所有路径均
显示了活性,特别是细胞毒T细胞反应,而在蛋白疫苗中
很难产生.对于各种病毒包括那些血液传播的病毒,DNA
疫苗均可被用于预防措施中.对于慢性感染和肿瘤患者,
DNA疫苗则可作为一种治疗措施.在这种情况下,可把具
有免疫活性的基因片段引入疫苗中,对基因片段进行合
适处理以及联合增加免疫的操作识别系统 [21].丙肝DNA
疫苗含有编码病毒蛋白(如核心蛋白、包膜蛋白)的基因,
宿主细胞摄取外源性DNA并表达病毒基因、产生相应
的病毒蛋白,后者通过宿主细胞的主要组织相容性复合
体Ⅰ类(MHC-Ⅰ)途径被运载到细胞表面,通过刺激细胞
表面的CD8及细胞毒性T细胞启动细胞介导的免疫反
应,从而发挥抗病毒作用[22].

         本实验中SP2/0-HCV-C细胞形成的肿瘤组织中以T

淋巴细胞浸润为主,说明HCV核心基因疫苗能诱导Balb/c

小鼠产生良好的细胞免疫应答,与相关报道一致[23-27].并发

现HCV-C抗原表达主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜

上,少数位于胞核中.实验组HCV-C抗原表达明显弱于

对照组,说明HCV-C DNA疫苗对HCV感染有预防及治

疗作用.

        表达HCV结构蛋白(C,E1,E2) 的FVB/n转基因小鼠

及野生型(WT)FVB/n 小鼠经肌肉注射免疫表达核心

(pHCVC)质粒或C/E1/E2(pHCVSt)质粒.WT和转基因小

鼠经结构蛋白或包膜蛋白免疫后均可产生抗C抗体和

显示T细胞增生反应.WT小鼠免疫pHCVSt后,只产生抗

E2的CTL活性,非征对抗C或抗E1,而当WT小鼠免疫

pHCVC时可产生强烈的抗C的CTL活性.经pHCVSt免



疫的转基因小鼠未测出抗C或抗包膜蛋白的CTL活性,
但免疫pHCVC的转基因小鼠产生了独特型抗C的CTL
活性[28]. Balb/c(H-2d)和 C57bl/6小鼠接受联接多顺反子
C/E1/E2/NS2/NS3(pRC/C-NS3)的黄痘病毒增强了对HCV
蛋白的抗体和细胞反应,CD8(+)T细胞反应增强[29].重组质
粒pcDNA HCV-C治疗组，使SP2/0-HCV-C细胞成瘤
性显著降低，对HCV皮下移植瘤有一定的治疗作用;与
表达 IL-12 质粒联合接种后，治疗作用加强[30]. 脂质转
染剂[31]或联合注射GM-CSF细胞因子[26]可以促进基因疫
苗的 摄取并增强其诱导的抗病毒免疫应答的效力.
pRSC-HBV/HCV可分别表达HBcAg及HCV核蛋白,免疫
Balb/c 小鼠后可诱导其体液免疫应答[32,33].双表达载体
pcDNA3.0 BA同时输送GM-CSF与 pc154 基因能增强
Balb/c小鼠对HCV C蛋白基因的体液免疫应答及免疫鼠
脾淋巴细胞对特异性抗原刺激的增生能力[34].  重组的
HCV结构区DNA疫苗(pBK-CMV)能诱导小鼠体内特异
性T淋巴细胞反应[35]. rhIL-12 可在体外显著增加慢性
HCV感染者淋巴细胞的增生反应[36].HCV多表位抗原基
因 PCX 克隆到真核表达载体 pREP9(RSV 启动子 )及
pcDNA3 (CMV启动子 )中,构建真核表达载体 pREP9/PCX
及 pcDNA3/PCX,将其肌肉注射免疫小鼠及家兔,可诱发
特异性免疫应答且安全性好[37]. HCV不同区段的基因重
组抗原或人工合成多肽可诱导HLA-II类分子限制CD4+

T 细胞增生,这种增生反应的强弱可能反映不同人群对
HCV免疫应答的不同，并与HCV感染的预后有关.
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