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Abstract
AIM: To investigate the effect of protein 
transduction domain-hepatitis B virus core 
antigen (PTD-HBcAg) fusion protein-induced 
specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) response 
on hepatitis B virus (HBV) replication in HBV-
transgenic mice.

METHODS: Twenty HBV-transgenic mice were 
randomly divided into two groups: mice subcuta-
neously immunized with PTD-HBcAg fusion pro-
tein (PTD-HbcAg group) and those immunized 

with HBcAg (HBcAg group). The immunizations 
were given once a week for three weeks. Cytokine 
expression in splenocytes was analyzed by flow 
cytometry. Serum HBsAg and HBV DNA levels 
were determined by microparticle enzyme im-
munoassay and real-time fluorescent PCR assay, 
respectively. The expression of HBsAg in hepatic 
tissue was detected by immunohistochemistry. 

RESULTS: Following immunization with PTD-
HBcAg fusion protein, the proportions of CTLs 
in the spleen and inflammatory cells in hepatic 
tissue of HBV transgenic mice were upregulated 
remarkably. Serum HBsAg and HBV DNA lev-
els in the PTD-HbcAg group were significantly 
lower than those in the HBcAg group. The mean 
absorbance values of HBsAg staining in hepatic 
tissue in the PTD-HBcAg group (50 µg: 127.77 
± 4.92; 100 µg: 117.71 ± 5.18) were significantly 
lower than those in the blank control group 
(156.84 ± 4.94) and HBcAg group (50 µg: 138.70 ± 
5.92)(all P < 0.05). 

CONCLUSION: Immunization with PTD-
HBcAg fusion protein significantly increases the 
number of specific CTLs in the spleen, decreases 
serum HBsAg and HBV DNA levels, and down-
regulates HbsAg expression in hepatic tissue 
in HBV-transgenic mice, suggesting that PTD-
HBcAg fusion protein has anti-HBV activity. 

Key Words: Protein transduction domain-hepatitis B 
virus core antigen; Specific cytotoxic T lymphocyte; 
Hepatitis B virus; Transgenic mice
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摘要
目的: 探讨经PTD-HBcAg融合蛋白体内诱导
的特异性细胞毒T淋巴细胞(CTL)对HBV转基
因小鼠病毒的抑制作用. 

®

■背景资料
HBV感染是严重
的公共卫生问题,
全球约20亿人曾
感染H B V,  其中
3.5-4亿人为慢性
HBV感染 ,  全球
每年约100万人死
于与HBV感染相
关的肝病. 我国属
乙型肝炎高发区, 
约1.1亿人为慢性
HBV感染. 

■同行评议者
孙殿兴 ,  主任医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科
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方法: 20只HBV转基因小鼠随机分组, 融合
蛋白PTD-HBcAg及对照蛋白HBcAg经皮下
免疫小鼠, 每周1次, 共3次. 流式细胞仪检测
脾细胞中胞内细胞因子水平; 微粒子酶免疫
分析法(MEIA)检测血清中乙型肝炎表面抗原
(HBsAg)水平; 荧光定量聚合酶链反应(PCR)
检测HBV DNA水平; 肝脏HE染色及免疫组织
化学方法检测HBsAg表达.  

结果: PTD-HBcAg融合蛋白免疫转基因小鼠
后, 能有效上调特异性CTL数量, 肝组织中炎
性细胞的数量明显增多, 同时对小鼠血清中
HBsAg及HBV DNA水平有明显的抑制作用. 
肝组织HBsAg免疫组织化学蛋白平均吸光度
分析显示, 50 µg和100 µg PTD-HBcAg融合蛋
白组中平均吸光度值与空白组和50 µg HBcAg
组相比明显降低(127.77±4.92, 117.71±5.18 
vs 156.84±4.94, 138.70±5.92, 均P <0.05), 且
组间比较差异有统计学意义.

结论: PTD-HBcAg融合蛋白免疫HBV转基因
小鼠后能增加特异性CTL数量, 显著降低血清
中HBsAg及HBV DNA水平, 同时抑制肝脏中
HBsAg的表达, 在HBV免疫治疗中具有抗病
毒作用. 

关键词: 蛋白转导域-乙肝病毒核心抗原; 特异性

细胞毒性T淋巴细胞; 乙型肝炎病毒; 转基因小鼠

陈小华, 潘庆春, 汤正好, 余永胜, 臧国庆. PTD-HBcAg融合蛋

白诱导特异性CTL抑制转基因小鼠HBV复制.  世界华人消化杂

志  2009; 17(29): 2972-2977

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2972.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)体内清除

很大程度上依赖于活化表位肽特异性CD8+细胞

毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocytes, CTL), 
CTL通过T细胞受体(T cell receptor, TCR)特异

性识别病毒肽段并通过MHC-Ⅰ类分子提呈引

起感染细胞融解, 是宿主清除HBV的关键[1-3]. 研
究表明, 急性HBV感染者大多表现出较强烈的

MHC-Ⅰ类限制性CTL反应, 而慢性患者此类反

应则大多较弱甚至检不出, 较弱的CTL反应对

HBV清除不彻底可能是导致HBV感染慢性化的

主要原因[4-9]. 蛋白转导域(protein transduction 
d o m a i n ,  P T D)是人免疫缺陷病毒 (h u m a n 
immunodeficiency virus, HIV)转录活化因子

(human immunodeficiency virus transactivator of 
transcription, HIV-Tat)蛋白行使跨膜功能的核

心片段, 包含该区段的蛋白具备穿透细胞膜的

功能. 诸多研究证实, PTD及其衍生体能够有效

穿透细胞膜, 高效携带外源性抗原进入细胞内

部, 实现细胞亚定位, 通过MHC-Ⅰ类分子途径

提呈, 诱导特异性CTL, 从而发挥抗肿瘤、抗病

毒作用[10-13]. 我们已成功构建PTD-HBcAg融合

基因表达质粒并进行重组蛋白的纯化和鉴定, 
同时体外实验检测该融合蛋白具有穿透功能及

诱导特异性CTL能力[14-15]. 本研究主要通过PTD-
HBcAg融合蛋白免疫HBV转基因小鼠, 检测其

在体内诱导特异性CTL及抑制HBV复制的能力, 
为慢性乙型肝炎患者的免疫治疗提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c-HBV转基因小鼠, 周龄6-8 wk, 
♀, 22-26 g, SPF级, 由中国人民解放军第458医
院全军肝病中心提供, 在本院动物实验中心清

洁级25-27℃条件下饲养. 融合蛋白MBP-PTD-
HBcAg(M-PTD-HBcAg)及MBP-HBcAg(M-
HBcAg)由本课题组表达并纯化[14]. 佛波脂、离

子霉素和莫能霉素购自Sigma公司, 细胞固定剂

和破膜剂BD公司产品. FITC标记抗小鼠CD8α抗

体、PE标记抗小鼠IFN-γ mAb及同型对照均购

自eBioscience公司. 羊抗HBsAg多克隆抗体(美
国Novus Biologicals公司), SABC免疫组织化学

试剂盒(武汉博士德公司). 实时定量荧光PCR检
测HBV DNA水平的试剂盒购自深圳匹基公司. 
HBsAg检测采用美国雅培公司提供的AXSYM全

自动免疫分析仪, 试剂盒为雅培公司产品. 红细

胞裂解液购自北京索莱宝科技有限公司. 流式细

胞分析仪(COULTER EPICS XL Flow Cytometer)
为Beckman公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验动物随机分为4组: 空白组(生
理盐水)、50 μg M-HBcAg组、50及100 μg 
M-PTD-HBcAg组, 每组5只, 每只小鼠予50 μL总
剂量皮下注射, 每周1次, 连续3 wk. 于最后1次免

疫7 d后收集血清标本, 处死动物后取脾脏及肝

脏备用. 
1.2.2 体内血清HBsAg和HBV DNA水平检测: 收
集上述各组标本血清, 采用美国雅培公司提供

的AXSYM全自动免疫分析仪检测HBsAg水平

(S/N值), HBV DNA水平检测参照深圳匹基公司

荧光定量PCR试剂盒. 
1.2.3 胞内细胞因子检测: 转基因小鼠处死后无

菌条件下分离新鲜脾脏, PBS洗涤2次后, 用完全

■研发前沿
HBV体内清除很
大程度上依赖于
活化表位肽特异
性CTL, CTL通过
T细胞受体特异性
识别病毒肽段并
通过MHC-Ⅰ类分
子提呈引起感染
细胞融解, 是宿主
清除HBV的关键. 
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RPMI 1640培养液调整细胞浓度为1×109/L, 25 
mg/L佛波脂、1 mg/L离子霉素和1.7 mg/L莫能

霉素加入培养液中37℃、50 mL/L CO2孵育6 h
后, PBS洗涤2次后收集细胞, 按试剂说明书用饱

和浓度的FITC标记的anti-CD8α mAb, 室温避光

20 min. 加入细胞固定剂及破膜剂孵育20 min, 
收集细胞PBS洗涤后, 加入PE标记的anti-IFN-γ 
mAb, 室温避光孵育20 min. PBS洗涤2次后, 流
式细胞分析仪对细胞荧光进行检测并用Expo32-
ADC软件进行分析. 
1.2.4 肝组织常规HE染色: 肝组织经40 g/L中性

甲醛固定后石蜡包埋, 制作4 μm切片作常规HE
染色, 普通光镜下观察肝组织病理学改变. 
1.2.5 HBsAg免疫组织化学染色及结果分析: 采
用SABC法. 第一抗体(羊抗HBsAg多克隆抗体)
用1∶100稀释, 阴性对照以磷酸盐缓冲液(PBS)
代替第一抗体. 具体操作为: 参照有关试剂产品

说明书进行. 石蜡切片脱蜡至水, 滴加30 mL/L 
H2O2, 10 min去除内源性过氧化氢酶, 抗原修复

液(柠檬酸缓冲液)中95℃、15 min, 依次加入正

常血清封闭液30 min, 一抗4℃过夜, 兔抗羊二抗

37℃、30 min, 1∶100稀释SABC 37℃、30 min. 
每步之后均用PBS洗涤3次, 每次5 min, DAB显
色, 苏木精复染, 烘干, 中性树胶封片. 阳性细胞

为胞质染色成棕黄色. 在高倍镜下(×400), 每张

切片选取四周及中央5个视野, 用Image-Pro Plus 

6.0图像分析软件进行半定量分析, 测得积分吸

光度(IA )与每一视野面积(Area)相除即为平均吸

光度, 进行统计学处理. 
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 实验

所得数据以mean±SD表示, 2组间均数比较采

用t检验, 多组间均数比较采用单因素方差分析, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 融合蛋白体内诱导脾细胞后胞内细胞因子
分析 为了解融合蛋白免疫转基因小鼠后对脾细

胞中TC1数量的影响, 采用流式细胞计数术对

细胞进行CD8α和INF-γ双标检测. CD8α和INF-γ
双阳性的细胞即为TC1. 经50和100 μg M-PTD-
H B c A g融合蛋白免疫后的脾细胞中T C1的数

量明显高于50 μg M-HBcAg免疫组(t = 6.8292,, 
14.407, 均P <0.05), 而后者对脾细胞的诱导能力

还是强于空白组(t  = 4.716, P <0.05, 图1). 
2.2 融合蛋白对血清中HBsAg及HBV DNA水平
检测 融合蛋白诱导的特异性CTL能否有效抑制

HBV转基因小鼠中HBV的复制, 需进行HBsAg
及HBV DNA水平的检测(表1). 免疫3 wk后, 与(表1). 免疫3 wk后, 与表1). 免疫3 wk后, 与
空白组相比, 50和100 μg M-PTD-HBcAg组小鼠

血清中HBsAg水平明显降低(t = 9.4709,11.2399, 
均P <0.05), 也同时低于M-HBcAg组中HBsAg
水平(t  = 4.2187, 5.4794, 均P <0.05). 50和100 μg 
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图  1  流式细胞计数仪对脾细胞
胞内细胞因子的检测. A: 空白组; 
B: 50 μg M-HBcAg组; C:  50 μg 
M-PTD-HBcAg组; D: 100 μg 
M-PTD-HBcAg组.

■相关报道
周福元  e t  a l证
明 H B c A g诱导
特异性CTL对感
染 H B V的淋巴
细 胞 的 杀 伤 作
用 .  王莉  et al通
过CPP Tat49-57
携带 H - 2 K b限
制性 C T L表位
OVA257-264进入
MHC-Ⅰ类抗原提
呈途径的机制研
究, 证实了该融合
蛋白能明显增加
CTL的生成.
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M-PTD-HBcAg组小鼠血清中HBV DNA水平

相比空白组明显减少(t = 23.5691, 36.4132, 均
P <0.05), 也低于M-HBcAg组中HBV DNA水平

(t  = 13.4952, 22.3201, 均P <0.05). 上述结果证明

M-PTD-HBcAg融合蛋白对HBV转基因小鼠中

HBV有一定的抑制作用, 强于M-HBcAg的免疫

作用. 
2.3 HBV转基因小鼠肝脏病理改变 融合蛋白及

空白对照免疫HBV转基因小鼠3 wk后肝脏病

理改变见图2, 空白组肝组织呈正常肝细胞形

态, 小叶结构完整清晰, 中央静脉周围及汇管

区可见少量炎性浸润; M-HBcAg免疫小鼠后出

现汇管区及中央静脉周围炎性细胞逐渐增多, 
同时还有少量的肝细胞点状坏死; 而在100 μg 
M-PTD-HBcAg免疫小鼠肝脏中炎性细胞的浸

润最为明显, 汇管区内出现了大量炎性细胞, 同

时肝细胞点状坏死也增多. 提示M-PTD-HBcAg
融合蛋白免疫HBV转基因小鼠后能诱导特异性

CTL, 增强抗HBV感染的能力. 
2.4 HBsAg免疫组织化学检测及图像分析 融
合蛋白及空白对照免疫HBV转基因小鼠3 wk
后, 取新鲜肝脏组织对HBsAg进行免疫组织化

学检测并对其图像进行分析(表1, 图3). 空白组

中小鼠肝脏中HBsAg蛋白呈弥漫性分布, 而经

过M-HBcAg及M-PTD-HBcAg融合蛋白免疫后, 
HBsAg数量及强度出现逐渐减少. 50和100 μg 
M-PTD-HBcAg组中HBsAg平均吸光度值明显

低于空白组(t  = 17.8870, 24.8102, 均P <0.05). 

3  讨论

HBV感染是严重的公共卫生问题, 全球约20亿人

曾感染HBV, 其中3.5-4亿人为慢性HBV感染, 全球

图  2  各组HBV转基因小鼠肝脏病理组织(HE×200). A: 空白组; B: 50 μg M-HBcAg组; C:  50 μg M-PTD-HBcAg组; D: 100 
μg M-PTD-HBcAg组.

A B

C D

表  1  融合蛋白对各组小鼠血清中HBsAg、HBV DNA水平检测及肝组织中HBsAg免疫组织化学图像分析 (n = 5, mean±SD)

     
分组                   			    HBsAg(S/N)                HBV DNA水平(×106 copies/L)      平均吸光度值(IA /Area)

空白组                     			  68.28±3.57   	           18.25±0.87     	          156.84±4.94

50 μg  M-HBcAg组                		 57.87±5.31a   	           14.81±1.12a   	          138.70±5.92a

50 μg  M-PTD-HBcAg组		  45.19±4.12ac     	             7.17±0.59ac   	          127.77±4.92ac

100 μg M-PTD-HBcAg组		  41.74±3.89ac	             3.21±0.31ac	                          117.71±5.18ac

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  50 μg M-HBcAg组.

■创新盘点
本研究主要通过
PTD-HBcAg融合
蛋白免疫HBV转
基因小鼠 ,  检测
其在体内诱导特
异性CTL及抑制
HBV复制的能力, 
为慢性乙型肝炎
患者的免疫治疗
提供新的思路.
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每年约100万人死于与HBV感染相关的肝病[16]. 我
国属乙型肝炎高发区, 约1.1亿人为慢性HBV感

染. 决定慢性乙型肝炎转归的一个主要因素是机

体的免疫反应能力, 尤其是CTL的反应水平, 因
此活化特异性CTL反应是清除体内HBV感染的

关键. 理论上, MHC-Ⅰ类分子提呈的抗原肽大

多数来源于胞质中合成的蛋白, 将外源性抗原肽

导入抗原提呈细胞(antigen presenting cells, APC)
胞质, 可望相应增强抗原肽被MHC-Ⅰ类分子呈

递的效率. 而如何有效将病毒抗原导入APCs, 经
MHC-Ⅰ类途径进而提呈于细胞表面产生特异性

CTL, 成为新型免疫疫苗抗病毒的重要手段. 近
来研究证实, PTD在融合各种全长和截短蛋白后

具有很强的蛋白转导特性, 与PTD融合的蛋白可

以穿透树突状细胞(dendritic cells, DCs)胞膜进入

细胞, 经MHC-Ⅰ类抗原提呈诱导CTL, 有效提高

机体抗肿瘤及抗病毒的免疫能力[17]. 
前期研究中 ,  我们已经成功构建P T D -

HBcAg融合基因质粒, 融合蛋白表达纯化后证

明其具有胞膜穿透能力并有效定位于胞质, 同
时体外实验也证实该融合蛋白能刺激DC成熟

及诱导特异性CTL反应并设计对照蛋白M-PTD
以消除其免疫功能[15]. 在此基础上, 为进一步证

实该融合蛋白诱导特异性CTL抑制HBV复制功

能, 我们进行了HBV转基因小鼠的体内实验. 我
们的实验显示, 经融合蛋白M-PTD-HBcAg免疫

后, 诱导特异性CTL数量明显高于空白组及对照

组M-HBcAg, 同时剂量增加也能增强小鼠免疫

反应. 在小鼠肝脏组织病理检测中发现, 融合蛋

白免疫的小鼠肝脏汇管区及中央静脉周围炎性

细胞数量明显增多并出现肝细胞点状坏死, 而
空白组未出现明显的炎性细胞浸润及肝细胞坏

死, 与流式细胞仪对脾细胞中能分泌细胞因子

INF-γ的CTL数量的检测结果相符合. 上述结果

提示, M-PTD-HBcAg融合蛋白免疫HBV转基因

小鼠后能有效诱导特异性CTL生成, 增强小鼠的

抗HBV免疫能力. 融合蛋白M-PTD-HBcAg免疫

小鼠后血清中HBsAg及HBV DNA水平也明显低

于空白组及M-HBcAg组, 100 μg M-PTD-HBcAg
在抑制病毒中作用最强. 对肝脏中HBsAg进行

免疫组织化学及图像分析显示空白组小鼠肝脏

分泌的HBsAg水平较高, 平均吸光度值为156.84
±4.94, 而50 μg和100 μg M-PTD-HBcAg组平均

吸光度显著下降, 分别为127.77±4.92和117.71
±5.18, 说明经M-PTD-HBcAg融合蛋白免疫后

转基因小鼠肝脏中HBsAg表达受到明显的抑制. 
HBcAg含有丰富的体液和细胞免疫抗原表

位, 能产生很强的细胞免疫反应, 是杀伤性T细胞

识别并消除HBV感染细胞的靶抗原, 能刺激机

体产生以Th1为主的细胞免疫[18]. 周福元 et al [19]

证明HBcAg诱导特异性CTL对感染HBV的淋巴

细胞的杀伤作用. 王莉 et al [20]通过CPP Tat49-57

图  3  各组HBV转基因小鼠肝脏HBsAg免疫组织化学分析(SABC×400). A: 空白组; B: 50 μg M-HBcAg组; C: 50 μg M-PTD-
HBcAg组; D: 100 μg M-PTD-HBcAg组.

A B

C D

■应用要点
本研究证实PTD-
HBcAg融合蛋白
免疫HBV转基因
小鼠后能有效诱
导特异性CTL生
成 ,  同时能在体
内抑制HBV复制, 
进一步证实PTD-
HBcAg融合蛋白
的免疫功能 ,  为
PTD作为载运工
具携带抗原有效
诱导特异性CTL
增强机体免疫提
供了理论依据, 同
时也为抗HBV感
染疫苗开发提供
新的思路. 
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携带H-2Kb限制性CTL表位OVA257-264进入

MHC-Ⅰ类抗原提呈途径的机制研究, 证实了该

融合蛋白能明显增加CTL的生成, 与我们报道的

结果基本一致. 国外文献报道了PTD能跨膜转运

抗原蛋白并增强抗原免疫性以抑制病毒复制及

肿瘤的生长[21-22]. 基于本实验的研究成果, PTD-
HBcAg融合蛋白免疫HBV转基因小鼠后能有效

诱导特异性CTL生成, 同时能在体内抑制HBV
复制, 进一步证实PTD-HBcAg融合蛋白的免疫

功能, 为PTD作为载运工具携带抗原有效诱导特

异性CTL增强机体免疫提供了理论依据, 同时也

为抗HBV感染疫苗开发提供新的思路. 
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■同行评价
本研究内容是当
前研究的热点, 为
该领域提供了充
足的有意义的信
息, 创新性较强. 


