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·基础研究·

HPV18 L2保守中和表位肽协同MF59与 CpG-ODN免疫
可诱发广谱中和抗体反应 *

马铭饶 郝亚茹 张 婷 刘洪洋 王志荣 夏百成 周 艳 许雪梅△

（中国医学科学院基础医学研究所北京协和医学院基础学院 北京 100005）

摘要 目的：人乳头瘤病毒(HPV)次要外壳蛋白 L2保守中和表位肽可诱发交叉中和抗体，研究 L2保守中和表位肽免疫原性的特

点利于 HPV通用疫苗的研发。HPV18是第二常见的优势流行高危型，但 18L2保守表位肽的免疫活性未见报道。方法：本研究采

用化学法合成 HPV18 L2N端多肽(18RG-1)并偶联 KLH获得 18RG1-KLH肽；联合MF59/CpG-ODN复合佐剂或弗氏佐剂皮下免

疫 BALB/c 小鼠 5 次，用假病毒中和实验检测抗血清针对 琢6、琢7、琢9 及琢11 亚属中多个致癌型 HPV 的中和抗体。结果：

MF59/CpG-ODN复合佐剂多肽组抗血清对所有 6种检测型别的中和活性与弗氏佐剂多肽组的相当。MF59/CpG-ODN佐剂多肽

组抗血清具有广谱中和活性，中和范围至少包括 14种致癌型 HPV，中和抗体滴度最高的为 HPV45 (438)和 HPV18 (325)，其次为

HPV68 (163)和 HPV70 (150)，这四种优势中和型别均为 琢7亚属。结论：首次发现 HPV18 L2 RG1保守中和表位免疫血清可诱发

广谱中和抗体反应 (其中对琢7亚属的 HPV中和活性最强，为优势中和型别)。研究结果为基于 L2保守表位的广谱 HPV疫苗研发

奠定基础。
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Conservative Neutralizing Epitope of Human Papillomavirus Type 18 L2
Immunized with MF59 and CpG-ODN Can Induce Broad-spectrum

Neutralizing Antibodies*

The human papillomavirus (HPV) minor coat protein L2 contains conservative neutralizing epitope which

can induce cross-neutralizing antibodies. It is beneficial to analyze the immunogenicity of L2 conservative neutralizing epitopes for the

development of HPV universal vaccines. HPV18 is the second most prevalent high-risk type worldwide, but the immunogenicity of the

18L2 peptide has not been reported. HPV18 L2 peptide (18RG-1) was synthesized by chemical methods and conjugated with

KLH to construct 18RG1-KLH; BALB/c mice were immunized five times with MF59/CpG-ODN or Freud's Adjuvant. Neutralizing anti-

bodies against oncogenic HPVs from 琢6, 琢7, 琢9 and 琢11 species were detected by pseudovirus neutralization assay. The neu-

tralizing activity of the antiserum of the MF59/CpG-ODN group against all 6 detected types is equivalent to that of the Freund's Adjuvant

group. The antiserum of the MF59/CpG-ODN group ,which can at least neutralize 14 oncogenic HPVs, has broad-spectrum neutralizing

activity. The highest neutralizing antibody titers are against HPV45 (438) and HPV18 (325), followed by HPV68 (163) and HPV70

(150), all belong to 琢7 specie. It is discovered for the first time that conservative neutralizing epitope HPV18 L2RG1 can

induce broad-spectrum neutralizing activity (neutralizing activity against 琢7 species is the strongest). The results lay the foundation of the
development of broad-spectrum HPV vaccines based on L2 conserved epitopes.

Human papillomavirus type 18; L2 conservative neutralizing epitope; Broad-spectrum neutralizing antibody
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前言

人乳头瘤病毒 (human papillomavirus，HPV)感染人的上皮

组织，引起良恶性增生，目前已鉴定出 200多型，根据病毒主要

外壳蛋白 L1 氨基酸序列的同源性可分为 5 个属 (琢,茁,酌,滋,自
属)，根据感染部位的不同可分为黏膜型和皮肤型 [1]。黏膜型

HPV又分为诱发恶性肿瘤的致癌型和诱发黏膜疣状增生的低危

型，致癌型有 20多种，诱发约 100 %宫颈癌、88 %肛周癌、43 %

阴户癌、70 %阴道癌 /阴茎癌及 72 %头颈癌[2-4]，包括 12种常见

的高危型(HPV16,-18,-31,-33,-35,-45,-52,-58等)及 10余种少见

的可能 /可疑高危型，分布于 琢5、琢6、琢7、琢9及 琢11亚属[5]。

目前上市的 4种 HPV L1病毒样颗粒 (virus-like particle，

VLP)疫苗，包括葛兰素史克的二价苗 (HPV16/-18)[6,7]、默沙东的

四 价 苗 (HPV6/-11/-16/-18) [8] 和 九 价 苗 (HPV6/-11/-16/-

18/-31/-33/-45/-52/-58)[9]、及万泰的二价苗 (HPV16/-18)[10]，其中

保护范围最宽的九价苗才只涵盖有限的 7 种高危型，另外

L1VLP疫苗不能通过无限制的增加 L1VLP的型别来扩大保护

范围，因此 L1VLP疫苗不能完全满足宫颈癌及其他相关恶性

肿瘤的预防需求。

研究发现，与 L1VLP主要诱发型别特异性中和抗体及保

护作用不同 [11]，HPV16 L2 含有交叉中和表位 (aa.17-36，又称

RG-1表位肽)，16L2多肽或以 16RG-1为基础的 L2表位疫苗，

包括多型 L2融合蛋白疫苗和表面展示 L2表位肽的嵌合 VLP

(chimeric VLP，cVLP)疫苗，均可诱发较强的交叉中和抗体，且

具有交叉保护作用[12]。因此深入研究不同型别，特别是危害严

重型别的 L2多肽的免疫原性，对研发具有交叉中和活性的

HPV疫苗意义重大。尽管目前相继报道一些型别的 RG-1同源

区多肽的疫苗相关研究，而且发现不同型别 RG-1表位肽的免

疫原性具有差异，其抗血清的保护范围各具特色[12-18]，但是缺乏

对 18RG-1同源区多肽免疫活性的相关研究。

HPV18是仅次于 HPV16的优势高危型，HPV18在世界和

中国的宫颈癌组织中检出率均位居第二位，分别为 14.2 %和

9.6 %。此外，HPV18还是诱发宫颈腺癌的主要型别，在世界和

中国的宫颈腺癌中检出率分别高达 34.9 %和 36.4 %。HPV18

隶属 琢7亚属，除 HPV18外，琢7亚属中的其他型别在宫颈腺癌
中的检出率也较高，其中 HPV45的检出率为 5.7 % (位居第三

位)[2]。与宫颈鳞癌相比，宫颈腺癌向内生长，不易早期发现，卵

巢转移率高、预后效果差[19]。

为此本研究采用 18RG1-KLH多肽免疫小鼠，对其抗血清

的交叉中和活性进行分析。由于线性肽的免疫原性弱，其他型

别 RG-1 表位肽免疫原性的相关研究多采用完全弗式佐剂

(complete Freund's adjuvant，CFA)进行初次免疫，不完全弗式佐

剂 (incomplete Freund's adjuvant，IFA)进行强化免疫，但弗式佐

剂含有灭活的卡介苗和矿物油等物质，常引起注射部位的肉芽

肿及溃烂，且弗式佐剂的完全乳化耗时费力 (需 1小时左右)，

限制了单次免疫的抗原肽的数目，不利于抗原肽的筛选。因此，

本研究在弗式佐剂的基础上，又增加了一种新型复合佐剂，即

采用 MF59 联合 C型 CpG-ODN (C274)免疫小鼠。结果表明

18RG1-KLH多肽抗血清可以中和所有 14种检测型别，其中对

琢7亚属的 6种型别 (HPV18,-39,-45,-59,-68,-70)的中和活性最

强；而且MF59/CpG-ODN复合佐剂多肽组抗血清对检测型别

的中和活性与弗氏佐剂多肽组的相当。

1 材料与方法

1.1 材料

293TT细胞系、pfwB质粒、p16SHELL质粒、p18SHELL质

粒、p45SHELL质粒、p68SHELL质粒 (美国国立卫生研究院肿

瘤研究所 John T.Schiller 教授及德国肿瘤研究中心 Martin

Mü ller教授惠赠)；p52SHELL质粒、p58SHELL质粒 (日本国

立传染病研究所 Tadahito Kanda教授惠赠)；p35SHELL质粒、

p39SHELL质粒及 p59SHELL质粒 (英国健康保护署 Simon

Beddows博士和 Phil Luton博士惠赠)；p33SHELL质粒(本实验

室构建 )；pVITRO-HPV53L1L2 质粒、pVITRO-HPV66L1L2 质

粒、pVITRO-HPV70L1L2质粒、pVITRO-HPV73L1L2质粒 (Ad-

dgene plasmid # 52599、# 52602、# 52603、# 52588)；DMEM 培

养基 (Invitrogen公司)；弗式完全佐剂及弗式不完全佐剂 (Sig-

ma公司)；MF59佐剂 (本实验室合成)及 CpG-ODN佐剂 (上海

生工生物工程股份有限公司合成)；BALB/c小鼠 (4～6周，雌

性 )8 只 (北京斯贝福生物技术有限公司，合格证号 No.

1103241911027112)。

1.2 方法

1.2.1 18RG1-KLH 多肽的合成 参照 GenBank 序列号为

NP_040316.1的 HPV18 L2氨基酸 16-35位设计 (N端改造)并

合成 18RG-1 (由上海吉尔生化有限公司合成)，采用 HPLC纯

化，纯度大于 95 %。以 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐

酸盐(EDC)为活化剂，将 18RG-1 偶联到 KLH 载体上，获得

18RG1- KLH多肽，用 PBS溶解备用。

1.2.2 18RG1-KLH多肽免疫 BALB/c 小鼠 将 BALB/c小鼠

按照图 1所示流程进行免疫，分别在第 0、21、35、49及 63天进行

多肽免疫，其中初次免疫使用 100 滋g 18RG1-KLH多肽联合
CFA或MF59/CpG-ODN佐剂进行皮下注射，强化免疫使用 50

滋g 18RG1-KLH多肽联合 IFA或MF59/CpG-ODN佐剂进行皮

下注射。最后一次免疫后两周(第 77天)尾部采血，分离血清备用。

1.2.3 假病毒的制备 如文献所述[20]，使用 HPVL1/L2外壳蛋

白表达质粒(p18SHELL等)分别联合 pfwB质粒共转染 293TT

细胞，37℃孵育 24 h。使用 5 mol/L NaCl抽提假病毒，感染细

胞并分别检测不同型别假病毒的滴度，-80℃保存备用。

1.2.4 假病毒中和实验 采用假病毒中和实验进行抗血清中

图 1 18RG1-KLH免疫流程图

Fig.1 Schematic diagram of 18RG1-KLH immunization regimen
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和抗体水平分析，主要步骤如下[21]：使用 DMEM完全培养基稀

释假病毒，将感染后的阳性荧光细胞百分比控制在 1 %～25 %

(3 %～25 %较准确)。将稀释后的假病毒与倍比稀释的待测免

疫血清等体积混合，将假病毒稀释液与等体积的 DMEM完全

培养基混合作为阴性对照组，4℃孵育 1 h，然后将每孔的混合

液加入至预先铺好的 293TT细胞中(3× 104个 /100 滋L)，37℃、
5% CO2孵育 72 h。消化细胞，转入流式管，使用流式细胞仪检

测各孔细胞荧光。一定稀释度下的假病毒感染抑制率通过如下

公式计算：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 %。感染抑制率

大于 50 %的最高血清稀释倍数即为其中和抗体滴度。血清 1:

25稀释时感染抑制率小于 50 %则认为该血清无中和活性。

1.3 统计学分析

使用 Graphpad prism8软件分析实验数据并作图，采用双

尾非配对 t检验进行统计学分析，比较组间差异。P<0.05时，认
为进行比较的数据之间存在统计学上的显著性差异。

2 结果

2.1 18RG1-KLH多肽抗血清对 HPV18中和活性的检测

18RG1-KLH多肽在小鼠体内可诱发产生针对 HPV18 的

中和抗体，该多肽联合弗式佐剂时，其平均中和抗体滴度为

75，阳转率为 4/4；联合MF59/CpG-ODN佐剂时，其平均中和抗

体滴度为 325，阳转率为 4/4。两个佐剂组之间无明显统计学差

异（P=0.1078），但 MF59/CpG-ODN混合佐剂多肽组诱发的针

对 HPV18的中和抗体滴度较高 (见图 2)。

2.2 18RG1-KLH多肽抗血清对 琢7亚属 HPV的交叉中和活性

的检测

除 HPV18 外 ，18RG1-KLH 多 肽 联 合 弗 式 佐 剂 或

MF59/CpG-ODN佐剂还可诱发针对至少 5种 琢7亚属的致癌
型 HPV的交叉中和抗体，分别为 HPV39,-45,-59,-68,-70，其中

MF59/CpG-ODN佐剂多肽组针对 HPV45 的平均中和抗体滴

度最高，平均滴度为 438，阳转率为 4/4；针对 HPV68,-70的中

和抗体滴度次之，平均滴度分别为 163和 150；针对 HPV39,-59

的中和抗体水平相对较低，平均滴度分别为 32和 25 (见图 3)。

两个佐剂组之间无明显统计学差异（P 值均大于 0.05），但

MF59/CpG-ODN 混合佐剂多肽组诱发的针对 HPV45,-68,-70

的中和抗体滴度较高。

2.3 18RG1-KLH多肽抗血清对 琢9亚属 HPV的交叉中和活性

的检测

由于MF59/CpG-ODN佐剂多肽组抗血清的中和滴度略高

于与弗式佐剂多肽组 (无明显统计学差异)，且MF59/CpG-ODN

佐剂与抗原混合更方便快速，故选用 MF59/CpG-ODN佐剂多

肽组的抗血清对其它亚属的中和抗体进行检测。18RG1-KLH

多肽可中和至少 5 种 琢9 亚属的常见高危型 HPV，分别为

HPV16,-33,-35,-52,-58，其中针对 HPV16 的中和抗体滴度较

高，平均滴度为 32，阳转率为 4/4；针对其余四种 HPV型别的

中和抗体滴度相当，平均滴度均为 25，阳转率均为 3/4(见图4)。

2.4 18RG1-KLH多肽抗血清对 琢6/11亚属 HPV的交叉中和活

性的检测

18RG1-KLH多肽联合 MF59/CpG-ODN佐剂的抗血清可

至少中和 2种 琢6亚属和 1种 琢11亚属的致癌型 HPV，且针对

这三种 HPV型别的中和抗体水平相当，平均滴度均为 25，阳

转率均为 3/4 (见图 5)。

图 2 18RG1-KLH可诱发小鼠产生针对 HPV18的中和抗体

Fig.2 18RG1-KLH induced neutralizing antibodies against HPV18 in mice

Note: Data were expressed as x± SD, n=4. ns, P>0.05.

图 3 18RG1-KLH可诱发小鼠产生针对 琢7-HPVs的中和抗体
Fig.3 18RG1-KLH induced neutralizing antibodies against 琢7-HPVs in

mice

Note: Data were expressed as x± SD, n=4. ns, P>0.05.

图 4 18RG1-KLH可诱发小鼠产生针对 琢9-HPVs的中和抗体
Fig.4 18RG1-KLH induced neutralizing antibodies against 琢9-HPVs in

mice
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3 讨论

HPV16 L2的保守中和表位主要位于 N端 120个氨基酸，

其中 aa.17-36为主要中和表位区，该区又称 RG-1表位肽，该表

位肽偶联 KLH的兔免疫血清可中和 HPV16,-31,-52,-58 等多

种型别[12,13]。鉴于 RG-1表位肽在 PV间保守性很强 (见表 1)，其

它几种型别如 HPV 6,-16,-17,-31,-33,-45,-58的 RG-1表位肽也

用于了疫苗研究[12-18]，比较分析显示不同型别的 RG-1表位肽诱

发的交叉中和抗体的水平和范围具有差异。目前已报道的

RG-1表位肽中，16RG-1、31RG-1、33RG-1及 58RG-1的免疫活

性较好，其抗血清中和型别较多、滴度较高[12,15-17]，但这四种型别

均为 琢9亚属成员，与 琢7亚属型别的 RG-1表位肽有一定的序

列差异 (见表 1)。

图 5 18RG1-KLH可诱发小鼠产生针对 琢6-HPVs和琢11-HPV的中和
抗体

Fig.5 18RG1-KLH induced neutralizing antibodies against 琢6-HPVs and

琢11-HPV in mice

表 1 不同型别 HPV RG-1同源区的序列比较

Table 1 Sequence comparison of different types of HPV RG-1 homologous region

Species Types RG-1

琢7 HPV18 16- D L Y K T C K Q S G T C P P D V V P K V -35

HPV39 16- * * * R * * * * * * * * * * * * * N * * -35

HPV45 16- * * * * * * * * * * * * * * * * I N * * -35

HPV59 16- * * * * * * * * A * * * * S * * I N * * -35

HPV68 16- E * * * * * * * * * * * * * * I N * * -35

HPV70 16- * I * * * * * * * * * * * * * * * N * * -35

琢9 HPV16 17- Q * * * * * * * A * * * * * * I I * * * -36

HPV31 17- Q * * Q * * * A A * * * * S * * I * * * -36

HPV33 16- Q * * Q * * * A T * * * * * * * I * * * -35

HPV35 17- Q * * R * * * A A * * * * * * * I * * * -36

HPV52 16- Q * * Q * * * A * * * * * * * * I * * * -35

HPV58 16- Q * * Q * * * A * * * * * * * * I * * * -35

琢6 HPV53 16- Q * * Q * * * * * * * * * E * * I N * * -35

HPV66 16- Q * * * * * * L * * * * * E * * I N * * -35

琢11 HPV73 16- Q * * * * * * * A * * * * * * * I * * * -35

琢7亚属中的致癌型别包括 HPV18,-39,-45,-59,-68,-70,-85，

其中 HPV18,-39,-45,-59为较为常见，又称高危型[2]。目前仅有

表面展示 45RG-1表位肽的 HPV18 cVLP的报道，结果显示该

cVLP的兔抗血清对 HPV18的中和活性很差，仅为 18L1VLP

的 1/100，交叉中和活性也不理想，仅能中和 HPV39,-45,-70，中

和滴度最高的仅为 100[14]，这可能与 45RG-1表位肽免疫原性

较弱有关（研究显示 HPV6和 HPV17的 RG-1表位肽免疫原性

很弱，6RG1-KLH和 17RG1-KLH协同弗式佐剂的兔血清的中

和抗体滴度低、保护范围窄[15,18]）。其它 琢7亚属 RG-1表位肽的

研究未见报道，因此有必要对 琢7亚属的 RG-1表位肽进行深

入研究。HPV18是 琢7亚属中检出率最高的型别，本研究发现，
18RG1-KLH联合 MF59/CpG-ODN佐剂多肽组小鼠血清可以

中和所有 14种检测型别，其中对 琢7亚属的 6种型别(HPV18,

-39,-45,-59,-68,-70)的中和活性最强，如针对 HPV18,-45的滴

度分别高达 325和 438；除 琢7亚属外，还可中和检测用的 5种

琢9亚属的高危型 (累计诱发约 68.5%的宫颈癌)及至少 2种 琢6

亚属和 1种 琢11亚属的高危型。基于 RG-1表位肽的疫苗研究

发现，RG-1相关抗原在兔模型中诱发的中和抗体反应高于小

鼠模型中的 [16](中和抗体滴度可相差 1个数量级)。本研究的

18RG-1表位肽在小鼠中诱发了针对至少 14个型别的广谱中

和抗体，表明 18RG-1表位肽具有很好的免疫原性。目前，可预

防 HPV感染的中和抗体阈值尚不明确，但研究发现，在小鼠阴

道攻击模型中，低于假病毒中和抗体检测极限 100余倍的血清

抗体仍具有保护作用[22]，提示本研究的 18RG-1表位肽诱发的

中和抗体对中和滴度较低的型别也可能有保护作用，因此 18

RG-1表位肽在研发广谱 HPV疫苗中具有应用前景。
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国际同行及我们课题组以 HPV16 L1VLP为载体，在其表

面展示 琢9亚属中不同型别的 RG-1表位，报道了 3种诱发广

谱中和抗体较好的 HPV16 cVLP[12,15-17]，分析发现，上述 cVLP抗

血清针对 琢9亚属 HPV的中和作用都很强，提示将 RG-1表位

肽插入至同亚属的 HPV L1中，可强化针对该亚属 HPV的中

和作用，故 18RG-1表位肽也可通过插入至同亚属 HPVL1、构

建 18RG1-cVLP的方式来进一步提高其对 琢7 亚属的中和活
性，但单型 cVLP诱发的 L2依赖抗体对某些型别的中和滴度

较低，不利于持久的免疫保护活性的维持。为了强化针对琢7亚
属的中和活性，同时弥补单型 RG1-16L1 cVLP的不足，下一步

工作我们将把 18RG-1表位肽插入至同亚属的 HPV L1中 (特

别是 HPV18 L1VLP 的表面区 )，筛选获得免疫活性好的

18RG1-cVLP，然后与本课题组构建的展示 琢9亚属 RG-1表位

的 HPV16 cVLP 联合应用，实现优势互补，可望克服 HPV

L1VLP疫苗的缺陷；此外，18RG-1表位肽还可通过将其与免疫

活性好的其它 L2表位肽串联构建多表位 L2疫苗[23-26]或展示于

其它不同载体 (如细菌硫氧还蛋白 Trx[27-29]、靶向 Ig酌R改造抗
体[30,31]等)表面来进一步提高其中和活性。

本 研 究 中 还 使 用 了 一 种 新 型 复 合 佐 剂 ，即

MF59/CpG-ODN复合佐剂。MF59佐剂充分乳化后可形成水包

油乳液，稳定性好，主要活化体液免疫，以MF59为佐剂的流感

疫苗 Fluad誖 已获批上市，累计销售超 6000万剂，显示出了良

好的安全性[32,33]。CpG-ODN是 Toll样受体 9的配体，可分为 A、

B、C、P四种类型，C274属于 C型，可诱导 B细胞和浆细胞样树

突状细胞的增值分化[34-37]。本研究结果显示，MF59/CpG-ODN佐

剂组与 CFA/IFA佐剂组诱发的中和抗体水平无统计学差异。
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