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摘要    人免疫缺陷病毒 HIV 在全球的迅猛传播使得有效疫苗的研制工作变成重中之重. 

出于安全考虑, 减毒或灭活的 HIV 病毒不能作为疫苗应用, VLPs 则因为不具有病毒基因

组而带来的安全性成为一个极具吸引力的选择. 本研究通过共转染筛选得到了一个有效

而持久表达HIV-1结构蛋白gag和 env的真核细胞系, 证实了细胞培养上清中的gag和 env

能够自组装成为病毒颗粒. 这些 VLPs 能够在不经佐剂加强的条件下诱导产生具有特异性

的体液和细胞免疫应答.  
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随着人类免疫缺陷病毒的不断传播, 研发一种

安全、有效、经济的疫苗成为当务之急. 要设计出一

株有效的疫苗面临 3 个问题: 病毒的变异性、免疫逃

逸和适当的评估免疫的动物模型[1]. 为了克服免疫逃

逸, 一个主要的办法就是要找到 HIV-1 蛋白的保守区, 

例如结合到CD4细胞和CCR5, CXCR4上的外壳蛋白

gp120的保守位点, 或者是另一个外壳蛋白gp41的复

合受体结合位点[2~5]. HIV-1 病毒的变异性可以通过

宿主免疫系统诱导中和抗体而得到解决. 设计出一

个预防性病毒样颗粒疫苗恰好能使上述 2 个问题得

到解决[6]. HIV-1 VLPs 是以 gag 蛋白为基础构建出一

个复合物结构, 这种结构能够自我组装成特定的-形

态和大小都相似的不成熟HIV-1颗粒. 由于没有感染

性, 导致复制缺陷, VLPs 疫苗比传统的灭活疫苗和

减毒疫苗更具安全性. VLPs 不同的形式使它有着独

特的性质[7~10]. 只有包装过的 VLPs 才能在表面表 

达全长的结构蛋白, 尽量模仿原有的外壳三聚体结

构[7,11,12]. 对于不成熟的 HIV-1 病毒相似的抗原免疫

系统有良好的应答[13]. VLP 抗原可以通过 MHC-I 和

MHC-2 途径被加工成递呈抗原, 诱导 CD4 和 CD8 介

导的免疫应答[14~16]. 上述情况表明, VLPs 即能够高

效地诱导体液免疫, 也能高效地诱导细胞免疫. 当务

之急就是要设计出一种预防性的 HIV 疫苗, 在 HIV

病毒感染的初级阶段进行阻断, 从这方面来说, VLPs

疫苗是一个非常有前景的重组疫苗.  

目前, HIV-1 VLPs 疫苗正处于研制阶段[12,17~22]. 

VLPs 是现在最具潜力的候选疫苗, 但是它的免疫原

型仍有待提高. 本研究利用 2 种质粒共转染 293 细 

胞, 获得高效持续表达结构蛋白 gag 和 env 的真核细

胞系. 其分泌的病毒样颗粒疫苗在不添加任何佐剂

的情况下就可以诱导特异性的体液免疫和细胞免疫

应答.  
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1  材料与方法 

1.1  材料 

pcDNA3.1()质粒、lipofectmin-2000 购于 Invitr- 

ogen 公司 . D-GPEi, pcDNA 3.1 EnvB/C, pNL4- 

3.Luc.R-E 质粒和 HOS-CD4-CCR5、293 细胞等为   

本实验室保存 . 用购于 Qiagen 的小提试剂盒提取  

质粒, 终产物不含内毒素(<2.5 U/mg). HIV-1 阳 性血

清来自广西 AIDS 病人 . 抗人 HRP-IgG 购于

Jackson-Immuno 研究室, INC 和 G418 购于 Invitrogen

公司.  

1.2  重组 293 细胞和 HIV-VLP 的构建与表达 

D-GPEi 和 pcDNA3.1()共转染 293 细胞获得同

时表达 HIV-1 结构蛋白 Gag 和 Env 的重组 293 细胞

系. D-GPEi 含有 CMV 启动子, kanamycin 抗性基因, 

原核细胞高拷贝因子和内含子 A. HIV-1 中国流行株

的主要结构蛋白 gagpol 和 env 分别克隆进 Gag 融合

和 Pol 的 N 末端表达载体的 2 个表达框[23]. 质粒的

所有组装均符合美国 FDA 的临床实验安全管理标 

准, 并能够稳定高效的表达外源基因. 293 细胞培养

用含 10%小牛血清的 DMEM 基本培养基培养

(HyClone Laboratories). D-GPEi 和 pcDNA3.1()通 

过 lipofectmin-2000 共转染 293 细胞. 转染后 48 h 用

胰酶消化重悬并系列稀释细胞, 培养基中加入 G418

抗生素使细胞回贴. 重组表达的 293 细胞在含有浓

度为 1 mg/mL G418 的培养基中生长. 2~3 周后收获

单克隆细胞并用 Western blot 检测表达情况. 收集阳

性克隆细胞的培养上清, 4000 r/min 离心 30 min 去除

细胞碎片, 离心后的上清液用 0.22 μm 膜过滤. 滤过

后的上清液在 4℃条件下用 Beckman 超速离心机

SW28 转头 26000 r/min 30%蔗糖垫, 1.5 h 离心 2 次, 

沉淀收获后用免疫电子显微镜及 Western blot 检测 

分析.  

1.3  免疫水平检测 

选 6~8 周龄的雌性 BALB/c 小鼠, 每组 6 只, 通

过小鼠尾静脉注射分别给予提纯后的 VLPs 0.5, 2.5, 

12.5 和 25 μg 4 个不同剂量和 100 μg DNA 进行免疫. 

对照组鼠注射去除内毒素的 PBS. 免疫方案以 3 针为

基础, 初免后第 3 周和第 5 周给予加强免疫. 所有免

疫方案均不加佐剂.  

1.4  样品收集处理 

最后 1针免疫后 1周尾静脉取血收集单只动物血

样, 用标准方法收获血清后80℃保存备用.  

1.5  透射电子显微镜检测 

病毒样颗粒通过铜网液滴化处理, 5 min 后用滤

纸出去多余的液滴, 用 JEOL-8100 型电子显微镜在

200 kV 条件下进行透射电子显微镜分析.  

1.6  CTL 检测 

第 4 次免疫后 2 周取脾, 用在 1 mmol/L 的合成

小肽 37℃孵育 2 h 条件下激活的 1×106 个 P815 细胞

作为靶细胞 . 细胞毒性实验通过 CTL 试剂盒

(Promega)用标准的检测乳酸脱氢酶释放测定法完成.  

1.7  ELISPOT 实验 

小鼠脾内的 HIV-1 特异性 T 细胞作用也可以用

ELISPOT 实验通过检测 HIV-1 抗原诱导 IFN-γ的产

生而间接检测出来, 结果根据鼠 IFN-γ ELISPOT 试

剂盒(BD)说明书来操作完成. 用 100 µL 5 μg/mL 抗

-IFN-γ 多克隆抗体预先包被底部为硝酸纤维素膜的

96 孔板并置于 4℃过夜, 37℃封闭 1 h. 分离后提纯

后的脾细胞以一定浓度加到 96 孔板内, 每浓度 3 复

孔 , 并加入小肽(P7)刺激细胞 , 96 孔板置于 37℃  

孵育 24 h.弃去孔内液体, 洗板, 加入生物素化的抗

-IFN-γ 抗体 37℃孵育 1.5 h. 1/1000 稀释的辣根过  

氧化物酶(HRP)标记的抗体孵育 1 h, 加入 HRP 底物

30 min 后显色, 流水洗去染色液, 晾干, 计数阳性

斑点.  

1.8  中和抗体检测 

pcDNA 3.1 EnvB/C和 pNL4-3.Luc.R–E质粒共转

染 293T 细胞. 转染后 48 h 收集细胞上清液, 上清液

终浓度分别为 1:1, 1:2, 1:4 和 1:8 与血清样本于

37℃共孵育 1 h, 混合孵育后的液体通过 DEAE 感染

表达 CD4-CXCR4 的 HOS 细胞. 72 h 收获 HOS 细胞, 

裂解 , 通过化学发光检测系统检测 (Promega Inc. 

USA), 化学发光的表达通过定量以相对光单位通过

Dynex MLX 化学发光检测仪完成, 中和抗体的抑制

浓度通过线性回归曲线分析计算, 中和抗体的浓度
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指的是混合孵育前的浓度.  

1.9  统计学分析 

方差分析值用 SPSS 13.0 软件得出. P<0.05 表明

结果存在显著差异. 所有数据在标准误差范围内.  

2  结果 

2.1  HIV-1 gagPol, env基因在293细胞的有效表达
和 HIV-1 VLPs 的获得  

D-GPEi 和 pCDNA 3.1 质粒共转染重组的 293 细

胞, pCDNA 3.1 具有带筛选标记的 G418 抗性基因, 

能够增加目的基因的整合效率.  

为用 pcDNA3.1()载体成功的构建表达目的基

因的稳定表达细胞系 , 本研究选择 D-GPEi 和

pcDNA3.1 的比例为 3:1 共转染 293 细胞, 48 h 更换 

加入 G418 的选择培养基, 并筛选表达 HIV-1 结构蛋

白 gagpol 和 env 的阳性克隆细胞, 3 周后 Western blot

检测(结果未显示). 为了检测阳性克隆细胞蛋白的分 

泌, 细胞上清中通过 30%蔗糖垫密度离心, 沉淀用

PBS 重悬, 并通过 SDS-PAGE 和 Western Blot 检测

(图 1). 

2.2  细胞表达的稳定性 

为检测细胞表达的稳定性, 将筛选的阳性克隆

细胞持续培养 12 个月, 培养 1 个月和 12 个月的细胞

裂解产物均检测到 HIV-1 gagpol 和 env 蛋白的表达, 

结果表明, 目标蛋白能够在细胞内持久稳定的表达. 

在稳定表达的细胞上清中也可以检测到 HIV-1VLP

的分泌(图 2). 

2.3  HIV-1 VLPs 的组装 

为研究 HIV-1 gagpol 和 env 蛋白的合成与组装, 

收集阳性细胞上清, 通过 10%~40%蔗糖密度梯度, 

4℃条件下, 26000 r/min 离心 4 h, 通过低密度分泌至

40%和 30%密度层, 免疫印迹结果表明, 蛋白能够组

装成病毒样颗粒(VLP), 颗粒中包含 HIV-1 结构蛋白

gagpol 和 env(图 3).  

2.4  VLPs 的形态学分析 

HIV-1 VLPs 的分子量太大不能用非变型聚丙烯 

 

图 1  病毒样颗粒的产生和分析通过材料方法中描述的免

疫蛋白印迹分析  
(A) 提纯后的 VLP 的与 HIV-阳性血清作用的免疫印记结果. 1: 空

白细胞上清; 2: 提纯后的 VLP. (B) 阳性细胞与提纯后的分别与

P24 单抗和多克隆 gp120 抗体作用后的免疫印迹结果. 1: 空白; 2~4:  

不同阳性克隆 

 

图 2  持续培养 12 个月的阳性细胞裂解物的免疫印迹分析  
1: 空白细胞裂解; 2: 培养 1 个月细胞裂解产物; 3: 培养 12 个月细

胞裂解产物 

 

图 3  VLPs 的梯度分析阳性克隆细胞上清通过 30%~40%
密度梯度蔗糖垫  

sw28 转头在 4℃条件下 26000 r/min 离心 4 h 从底部到顶部收集   

离心产物(从左到右)蛋白电泳后用抗 HIV-1 阳性血清作用后免疫印

迹分析. 1: Marker; 2: 底部沉淀; 3~6: 40%~10% 梯度层; 7:上清层 

酰胺凝胶电泳或者 MALDI-TOF 飞行质谱分析. 为证

实 HIV-1 结构蛋白 gag和 env确实组装成了病毒样颗

粒, 通过透射电子显微镜观测阳性细胞培养上清液
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通过 30%蔗糖垫超速离心后的样品. 数据结果表明, 

结构蛋白组装成了直径大约 100 nm 的与天然病 

毒大小相近的病毒样颗粒(图 4) . 

2.5  HIV-1 特异的抗体反应 

免疫后血清抗体的特异性通过免疫印迹检测 . 

如图 5 所示, 疫苗免疫后引起了特意的抗体反应, 没

有其他的免疫原性产生也没有免疫原性的改变 . 

2.5~25 μg VLPs 产生的 HIV-1-Gag 特异的抗体反应

比 100 μg DNA 抗体强.  

2.6  HIV-1 特异的 CTL 反应 

病毒样颗粒将通过 MHC I 类途径被抗原提呈细

胞(APCs)提呈给 CD8+T 细胞产生细胞毒性反应[14]. 

为检测 T 细胞反应强弱, 以 3 针的免疫程序分别给予

小鼠免疫 VLPs 不同剂量(0.5, 2.5, 12.5 和 25 μg) 和

DNA 100 μg. 最后一针免疫 1 周后, 通过 P815/ 

BALB/c靶细胞杀伤实验作为HIV-1特异性的CD8+ T 

细胞体外评价. 0.5 μg VLPs组和DNA组CTL反应低, 

随着注射剂量的增加反应增强. CTL 反应以 12.5 μg

剂量组为最强, 25 μg VLPs 组与之比较反应没有明显 

 

 

图 4  VLP 的透射电子显微镜结构 

 

图 5  免疫鼠血清的抗体的 HIV-1 Gag 和 Env 蛋白的免疫

印记检测  
收集 3 针免疫后的鼠血清 1:20 稀释(6 只鼠为一组). (A) 1: PBS 对照

组; lane 2~5: VLP 0.5, 2.5, 12. 5 和 25 μg; 6: 阳性对照组; 7: DNA 

100 μg. (B) 1: PBS 对照组; 2: DNA 100 μg; 3~6: VLP 0.5, 2.5, 12.5 

和 25 μg; 7: 阳性对照组 

改变, 因此认为 12.5 μg VLPs 即可引起足够的 CTL

反应(图 6), 并且 CTL 的抗原表位主要存在于 GAG

的 NC 区(p7). 在 BALB/c 免疫保护的有效性的不能

给予评价. 

2.7  IFN-γ ELISPOT 实验表明 VLPs 免疫能够引
起 HIV-1 特异的 CTL 反应 

在自然感染阶段, HIV-1 特异的 Th1 细胞、CTL

作用以及抗病毒的细胞因子(IFN-γ, TNF-α, IL-2)在对

抗病毒方面起主要作用[24]. ELISPOT 实验检测 HIV-1

特异的 CD8+ T 细胞分泌 IFN-γ的分泌量. 25 μg 剂量

和 12.5 μg 剂量的 VLPs 产生的免疫效果相同, 0.5 和

2.5 μg 剂量的免疫都不如 12.5 μg. 这表明 12.5 μg 已

经能够足够来诱导细胞免疫了(图 7).  

2.8  VLPs 诱导产生中和抗体与抗体水平 

pNL4-3.Luc.R–E 质粒包含荧光素酶和 HIV-1 全

套基因组, 除了 env 的移码突变. 293T 细胞能够通过

共转染包含 env 基因的 pNL4-3.Luc.R–E 质粒和

pcDNA 3.1 EnvB/C 质粒, 表达 HIV-1 结构蛋白 gag

和 env, 这 2 种蛋白能被整合到病毒颗粒中, 使颗粒

也包含荧光素. 颗粒被称作假病毒, 没有复制性, 但

仍然能够感染 HOS-CD4-CCR5 细胞, 感染水平能够

通过荧光素酶含量被检测到. 中和作用可以通过血

样与转染后的细胞上清共孵育后的荧光素酶含量值

变化而测出. 结果表明, 0.5 μg 的 VLPs 就可以诱导

出中和抗体 . 抗体水平随免疫剂量的增加而增加 . 

结果还表明, 抗体也能够中和假病毒的感染性. 中

和抗体的结合表位主要在 Pr55 和 gp120 上. 诱导抗 

 

 

图 6  收集免疫鼠的脾细胞进行细胞毒性分析  
用小肽刺激的 P815 细胞作为靶细胞, 通过乳酸脱氢酶的释放情况

检测特异的细胞裂解 
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体最多的 VLPs 剂量为 12.5 和 2 μg, 并且 DNA 引   

起的中和抗体水平较所有剂量的 VLPs 都低, 此结果

表明, VLP免疫诱导中和抗体的能力强与 DNA, 并且

它的最佳剂量为 12.5 μg. 血清 1:2和 1:4倍稀释后抗

体的中和活力下降, 说明中和抗体是 HIV-1 特异的

(图 8). 

3  讨论 

与减毒活疫苗相比, VLPs 疫苗的主要优势是

VLP 能够表达多种抗原表位, 能够刺激机体产生多

样化的免疫应答, 并且没有减毒活疫苗那样的负面

影响. VLP 有潜力激发出体内和体外两种抗原递呈方

式, 能够通过 MHC-1途径和 MHC-2途径进行抗原递

呈. 这种多抗原表位疫苗比单一组分疫苗更能产生

广泛的免疫应答, 并且能够清除 HIV-1 的逃逸突变  

体. VLPs 疫苗在将来的一期临床试验中比多种单一

疫苗共同注射更经济便宜. 比起单独的重组蛋白疫

苗的另一个优点就是结合进入细胞后的表达适当受

体的能力好. HIV-1 VLPs疫苗能够通过 gp120结合到

CD4 和趋化因子受体上进而进入到专门的抗原递呈

细胞当中, 比如巨噬细胞和树突状细胞当中(两种细

胞型都表达 CD4 和 CCR5).  

病毒蛋白在感染之后能够被加工和递呈到MHCⅠ

分子, 因此, 促进 T细胞的APCs递呈. 另外, 结合到

抗体上的 VLPs 能够通过 Fc 受体被巨噬细胞吞噬掉, 

因此, 又增加了 MHC Ⅱ途径的抗原递呈.  

VLPs 已经在杆状病毒和酵母的系统中表达   

过 [25~27]. 这些系统能够从真核细胞中产生出大量的

颗粒. 但它们都受一定的限制只能表达单一的基因, 

不易用来生产多基因的 VLPs. 另外, 要使颗粒从酵

母中出芽, 外膜也需要被移除掉.  

 

 

图 7  VLP 疫苗和 DNA 疫苗肌肉注射后, 脾细胞分泌出 IFN-r 
每个柱形条代表每 106个细胞内分泌的 IFN-r 量 

 

图 8  假病毒感染 HOS-CD4-CCR5 细胞后荧光素酶终点检测  
共转染细胞上清和血清样本共同孵育感染细胞. 结果表明检测到了细胞内荧光素酶的表达. 该数据是通过 3 次平行实验得出的结果  
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为克服上述不足, 本研究首先利用 2种质粒进行

共转染, 用新霉素作为稳定筛选标记, 最终筛选出了

能够高效稳定表达主要结构蛋白 gagpol 和 env 的真

核细胞系. gag 蛋白可以自动组装到 VLPs 中, 而 env

蛋白的存在可以提供更多的抗原决定簇[22], 于是可

以利用 gag 蛋白的自组装结构和共表达的 gag 和 env

来生产 VLPs 颗粒. 实验证明, 这个细胞系不仅生产

出的 VLPs 性质稳定, 数量也多.  

通过本研究的方法生产的VLPs不带病毒的核酸

是安全的, 还能诱导出强的体液免疫和细胞免疫, 为

HIV-1 疫苗提供了广阔的应用前景 . 由于表达的

gagpol 和 env 具有与野生 HIV-1 病毒相似的结构, 要

确定这个细胞系是否是最佳的候选疫苗, 接下来仍需

做许多工作, 以便为将来的优化提供更可靠的证据.  

致谢 感谢于晓方教授对本研究的建议和技术上的指导. 
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