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原核表达系统制备 HPV58L1 VLP可诱发高滴度且持久的中和抗体 *
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摘要 目的：采用大肠杆菌表达系统制备人乳头瘤病毒 58型(human papillomavirus type 58，HPV58)病毒样颗粒(virus-like particle，

VLP)疫苗。方法：合成法获得 HPV58 L1大肠杆菌密码子优化基因，构建 HPV58 L1重组原核表达质粒 mpET22b/HPV58 L1，检测

其在 BL21(DE3)中表达水平，饱和硫酸铵沉淀加阳离子交换层析法纯化蛋白后进行动态光散射(dynamic light scatter，DLS)分析。

小鼠免疫后，检测免疫血清针对 HPV58假病毒的中和抗体水平。结果：HPV58 L1蛋白在 BL21(DE3)细胞中大部分以可溶形式表

达，纯化获得的 HPV58 L1蛋白可组装成水动力学直径约为 74 nm的 VLP。0.5 滋g的 HPV58 L1 VLP可诱发小鼠产生高滴度的

HPV58特异性中和抗体，可维持至少 20周。结论：原核表达系统制备的 HPV58 L1 VLP可诱发高滴度且持久的中和抗体，可用于

成本低的 HPV58疫苗的研究。
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Human Papillomavirus Type 58 L1 Virus-Like Particles Produced in
Prokaryotic System Elicit High Level of Long-lasting Specific Neutralizing

Antibodies*

To produce human papillomavirus type 58 (HPV58) virus-like particles (VLP) vaccine with

expression system. A synthesized HPV58 L1 gene optimized with bias condons of was inserted into prokaryotic

expression vector mpET22b, and expressed in BL21(DE3). Cells were sonicated and the supernatent was purified with ammonium sulfate

precipitation plus cation-exchange chromatography. The purified HPV58 L1 protein was analyzed by dynamic light scatter (DLS), and

then immunized mice twice with two week interval. Sera were analyzed with pseudovirion-based neutralization assays. The

HPV58 L1 protein was expressed largely in cell lysate and was easy to purify. Dynamic light scattering analysis showed that the mean hy-

drodynamic diameter of the purified protein was 74 nm, which was similar to that of HPV58 L1 VLP control, indicating the protein was

self-assembled into HPV58 L1 VLP. The mean titer of HPV58 neutralizing antibody was as high as 10,000 in sera collected at week 4,

and retained 5,000 at week 22. The HPV58 Ll VLP produced in prokaryotic system can induce high titer of long-lerm spe-

cific neutralizing antibody, which is a cost-effective candidate of HPV58 prophylatic vaccine.
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前言

高危型人乳头瘤病毒的持续性感染是宫颈癌发生的主要

诱因，目前已发现约 20 种高危型别，包括 HPV16、18、45、31、

58、52等。在全球 15-44岁女性群体中，宫颈癌是第二高发癌

症，每年有 265,672 人死于宫颈癌 [1]。有研究表明在亚洲，

HPV58在宫颈内低度病变和宫颈内高度病变的检出率分别高

达 10.8 %和 15.5 %[2]。在中国，HPV58在高级鳞状上皮内病变

(high grade squamous intraepithelial lesions，HSIL)和鳞状细胞癌

中检出率仅次于 HPV16[3]。另外，在南美洲和大洋洲，HPV58在

HSIL的阳性率分别为 8.4 %和 10.4 %，是诱发 HSIL的第二大

流行型别[4]。

HPV的主要衣壳蛋白 L1蛋白可以自组装成 VLP，VLP表

面紧密有序的排列着重复表位，免疫原性强。目前上市的三种

HPV疫苗均是以 L1 VLP为基础的混合性疫苗，包括昆虫细胞

生产的二价疫苗 Cervarix(HPV16/18)、酵母细胞生产的四价疫
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苗 Gardisil (HPV16/18/6/11) 和 九 价 疫 苗 Gardisil 9

(HPV16/18/31/33/45/52/58/6/11)。临床研究表明 Cervarix 对

HPV31和 HPV45引起的 6个月以上持续感染的预防效率分

别是 77 %和 79 %，但对 HPV58的预防效率为 0 %[5]。Gardisil

对非疫苗型别相关的 1-3级宫颈上皮内异常增生的预防效率

仅为 27 %[6]。上市的三种疫苗均来源于真核表达系统，成本较

高，特别是价次高的疫苗，成本更高，所以研制出低成本的

HPV58预防性疫苗意义重大。

原核表达系统具有制备简便、成本低廉等优点，目前国内厦门

大学采用原核表达系统制备 HPV16/18二价疫苗 Cecolin已进入

临床Ⅲ期试验[7]，但尚未有利用原核系统制备HPV58L1VLP的报

道。本研究采用原核表达系统制备了免疫原性好的 HPV58 L1

VLP，为低成本HPV58预防性疫苗的研发奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

mpET22b、大肠杆菌细胞 BL21(DE3)为本实验室保存；2×

EsTaqMasterMix、山羊抗小鼠二抗 HRP标记 IgG购自中国北

京康为世纪生物技术公司；Tryptone及 Yeast Extract均购自美

国 OXID公司；填料介质购自美国 GE公司；质粒小量提取试

剂盒及小量琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒购自中国北京庄盟国

际生物基因科技有限公司；CAMVIR-1 单抗购自美国 Chemi-

con公司；pfwB质粒和 293TT细胞由美国国立卫生研究院肿

瘤研究所 (National Cancer Institute)John T. Schiller教授惠赠；

p58SHELL质粒由日本国立传染病研究所 (National Institute of

Infectious Diseases) Tadahito Kanda 教授惠赠；DMEM 培养基

购自 Invitrogen公司；Western blot化学发光检测试剂盒购自美

国 PIERCE公司；蛋白预染 marker购自德国 Fermentas公司；

其他试剂均为国产分析纯；4-6周龄雌性 Balb/c小鼠购自中国

医学科学院实验动物研究所。

1.2 方法

1.2.1 HPV58 L1基因优化合成及表达载体构建 以 GenBank

序列号为 ADK78687.1的 HPV58 L1氨基酸序列为基础，采用

大肠杆菌偏性密码子表对 HPV58 L1基因进行优化，基因合成

后，以酶切位点 Ⅰ/ Ⅰ插入 mpET22b 载体(上海生工

有限公司)，重组质粒命名为 mpET22b/ HPV58 L1。

1.2.2 HPV58L1 的表达鉴定 取 1 滋L (0.12 滋g) 质粒
mpET22b/ HPV58 L1热激法转化感受态 BL21(DE3)，在含有氨

苄抗性的 LB固体培养基 37℃培养过夜。挑取克隆至含有氨

苄抗性的培养基，37℃振荡培养过夜。将培养物按 1:100的比

例转接至 200 mL含氨苄抗性的培养基中，37℃振荡表达 24

h。离心收集菌体，PBS洗涤后重悬菌体，超声破碎(200 W，超声

5 s，间歇 7 s，共 30 min)，离心收集上清。空载体 mpET22b转化

BL21(DE3)作为空白对照。SDS-PAGE考染及Western blot试

验分析目的蛋白的表达情况，一抗为 CAMVIR-1，二抗为 HRP

标记的山羊抗小鼠 IgG抗体。

1.2.3 HPV58 L1的纯化 裂解上清中缓慢加入饱和硫酸铵至

终浓度 30 %，4℃搅拌 1 h后，离心收集沉淀，用含有 10 mM

DTT的缓冲液重悬沉淀，冰浴 3 h。0.45 滋m滤膜过滤后进行阳
离子交换层析。用含 500 mM NaCl的缓冲液预洗杂蛋白，1 M

NaCl的缓冲液洗脱目的蛋白。纯化过程留取少量样品进行

SDS-PAGE考染检测，分析蛋白纯化效果。

1.2.4 HPV58 L1 VLP的体外组装 纯化蛋白在 4℃透析组装

48 h，稳定 12 h[8]，充分去除还原剂 DTT，使目的蛋白自组装为

VLP。

1.2.5 HPV58 L1 VLP形态学检测 超声处理组装完成的纯化

蛋白，Zetasizer Nano ZS动态光散射仪进行检测，观察光强指标

下的平均水化分子动力学直径 Z-Average和多分散指数 PDI。

1.2.6 Balb/c小鼠免疫 选用 4-6周龄的雌性 Balb/c小鼠，分

两组，每组 4只。取 0.5 滋g的 HPV58 L1 VLP肌肉免疫两次，间

隔两周。昆虫细胞表达制备的 HPV58 L1M△ C VLP[8]为阳性对

照组。最后一次免疫 2周和 20周后分别采集血清，用于中和活

性的分析。

1.2.7 假病毒的制备 参考相关文献[9,10]，将 p58SHELL与pfwB

共转染 293TT细胞，37℃孵育 48h，裂解细胞，37℃再孵育 24h。

用含 5 M NaCl 的裂解液抽提假病毒，之后感染细胞检测

HPV58假病毒的滴度。

1.2.8 免疫中和活性的检测 假病毒最佳稀释度为测得荧光

细胞数量占总细胞百分数在 1~25 %的病毒稀释倍数，按此稀

释度与倍比稀释的免疫血清等体积混合，4℃孵育 1 h，然后加

至 293TT细胞(3× 104个 /100 滋L/孔)。DMEM-10培养基与等

体积假病毒混合作为阴性对照，同时设培养基为空白对照。37

℃孵育 72 h，流式细胞仪检测各孔细胞的感染抑制率。感染抑

制率 = (1-待测血清样品中的荧光细胞百分数 /阴性对照样品

中的荧光细胞百分数)× 100 %。当血清稀释 50倍后仍有 50 %

的感染抑制率，则说明其具备一定的中和能力，将达到高于 50

%感染抑制率的最高血清稀释倍数定为其中和滴度。

1.3 统计学分析

应用 SPSS17.0软件进行统计分析，计量资料组间比较采

用独立样本 t检验分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HPV58 L1蛋白的表达鉴定

HPV58 L1蛋白在大肠杆菌细胞 BL21(DE3)中表达情况见

图 1，泳道 2和 3分别是 mpET22b/HPV58 L1转化 BL21(DE3)

后表达的总蛋白和可溶性蛋白，55 kDa处均可见明显条带，与

HPV58 L1蛋白理论值一致，且 HPV58 L1的总蛋白和可溶性

蛋白表达量大致相同，说明 HPV58 L1蛋白表达水平较高，大

部分以可溶形式表达。

2.2 HPV58 L1的纯化

采用饱和硫酸铵沉淀和阳离子交换层析纯化 HPV58 L1

蛋白，结果见图 2。泳道 1是经饱和硫酸铵处理后的蛋白，

HPV58 L1蛋白被明显富集，纯度得到提高。阳离子交换层析流

穿组分中只有较少目的蛋白，说明 HPV58 L1蛋白大部分结合

到层析介质。最后目的蛋白被含 1 M NaCl的缓冲液集中洗脱，

得到了纯度高的 HPV58 L1蛋白。

2.3 HPV58 L1 VLP的动态光散射测定

取组装完成的 HPV58 L1 VLP的蛋白样品进行动态光散

射分析，如图 3 所示，测定 HPV58 L1 VLP的 Z-Average 为

74.28 nm，大小与天然病毒颗粒相近；PDI为 0.160，表明颗粒组

装均一度良好，说明 HPV58 L1 VLP组装效果较好。

420· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.3 FEB.2018

2.4 免疫活性检测

如图 4所示，HPV58 L1 VLP免疫小鼠 4周后，免疫血清中

HPV58平均中和抗体滴度达 10,000，22周后的免疫血清仍达

5,000，与昆虫细胞生产的 HPV58 L1M△ C VLP相应时间点的

平均中和抗体滴度相比差异没有统计学意义(P>0.05)。

3 讨论

Jiang等在毕氏酵母中表达 HPV58 L1全长序列，获得了可

诱发高滴度中和抗体的 HPV58 L1 VLP[11]。本实验室前期研究

发现昆虫细胞中表达 C端氨基酸序列截短的 HPV58 L1，可以

提高 HPV58 L1蛋白表达水平(未发表)。李等采用全长 L1基因

在大肠杆菌中表达 HPV6 L1 VLP和 HPV16 L1 VLP的研究发

现大肠杆菌表达 L1蛋白多以包涵体形式表达[12,13]，这种非可溶

性的 L1蛋白难以通过常规变性和复性方法获得正确组装的

L1 VLP[14,15]。Pan等将含有 GST标签的 HPV16 L1与分子伴侣

GroEL/ES在大肠杆菌中共表达，可溶性蛋白得率提高 2倍[16]。

图 1 SDS-PAGE考染(A)和Western blot (B)分析 HPV58 L1蛋白在大肠杆菌 BL21(DE3)中的表达情况

Fig.1 SDS-PAGE with Coomassie blue staining (A) and Western blot (B) analyses of HPV58 L1 protein expressed in BL21(DE3)

M: protein maker; 1: total cell protein of BL21(DE3)transformed with mpET22b, 2-3: total cell protein or cell lysate supernatant of BL21(DE3)

transformed with mpET22b/HPV58 L1, respectively.

图 2 饱和硫酸铵及阳离子交换层析纯化 HPV58 L1蛋白

Fig.2 Purification of HPV58 L1 protein by saturated ammonium sulfate

and cation-exchange chromatography

M: protein maker; 1: saturated ammonium sulfate; 2-3: flow through

fractions; 4-5: fractions eluted by 500 mMNaCl ; 6-7: fractions eluted by 1

M NaCl.

图 3 HPV58 L1 VLP的动态光散射分析

Fig.3 Dynamic light scattering analysis of HPV58 L1 VLP

图 4 HPV58 L1 VLP诱发针对 HPV 58型假病毒的中和抗体滴度

Fig.4 Specific neutralizing antibody titers induced by HPV58 L1 VLP

Note: Statistical significance was determined by Student's t-test. ns, P>0.05.
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Chen等在原核表达载体上分别添加 SUMO标签和 GST标签，

可以提高 L1蛋白的可溶性表达水平[17]。但上述策略下游纯化

工艺采用亲和层析纯化，而且还需要酶切去除标签蛋白，因此

生产成本高。目前，李等采用盐析法对裂解上清中 HPV16 L1

可溶性表达组分进行分离纯化，纯化工艺成本低，不需亲和层

析及酶切去除融合蛋白，已获得专利保护[18]。本研究采用大肠

杆菌偏性密码子优化的 HPV58 L1 全长基因，在大肠杆菌

BL21(DE3)中成功表达了 HPV58 L1蛋白，发现 HPV58 L1 蛋

白在裂解上清中的可溶性组分表达量较高。

Thones 等发现非组装形式的 HPV16 L1 蛋白诱发的

HPV16中和抗体水平极低，添加铝佐剂也无法提高抗体水平，

表明组装形式的 HPV16 L1 蛋白对其免疫原性十分重要 [21]。

Kim等采用饱和硫酸铵和阳离子交换层析对酿酒酵母细胞来

源的 HPV16 L1 蛋白纯化，获得了免疫原性好的 HPV16 L1

VLP[19]。Kwag等发现单体形式的 L1蛋白无法结合阳离子层析

介质，表明阳离子交换层析法可以有效去除单体形式的 L1蛋

白[20]。研究表明，将酿酒酵母细胞中生产的 HPV16 L1 VLP经

解聚再组装后，可以提高其结构均一度和稳定性[22]。本研究采

用解聚再组装的方法处理 HPV58 L1 VLP，首先用饱和硫酸铵

对 HPV58 L1蛋白进行初步纯化，该方法易操作，成本低，再用

阳离子交换层析进一步纯化，获得了纯度高的 HPV58 L1蛋

白，DLS分析发现组装后的 HPV58 L1 VLP大小与天然病毒颗

粒相似，免疫活性检测发现 HPV58 L1 VLP可诱发高滴度的特

异性中和抗体。

机体主动或被动获得 L1 VLP特异的中和抗体后可产生有

效的抗感染免疫，血清中和抗体的水平能够反映疫苗的保护活

性[23]，表明疫苗的保护作用是由中和抗体直接介导的。临床研

究显示 Cervarix的长期保护效果与中和抗体的水平相关，表明

中和抗体的水平和持久性对疫苗的长期保护效果是至关重要

的[24]。本研究制备的 0.5 滋g HPV58 L1 VLP免疫小鼠两次，4周
后免疫血清的 HPV58平均中和抗体滴度高达 10,000，免疫 22

周后仍可达 5,000，表明本研究生产的 HPV58 L1 VLP免疫原

性好，可诱发持久高水平的 HPV58特异性中和抗体，可以发挥

长期保护作用。

综上，本研究采用原核系统的表达 HPV58 L1蛋白无标

签，操作简单，蛋白表达水平高，且大部分以可溶形式表达，纯

化工艺简单，易于放大，免疫原性好，可用于低成本的 HPV58

预防性疫苗的研究。
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