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N- 糖基化移位对乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白核酸疫苗的

表达及免疫原性的影响 *
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摘要 目的：研究 N- 糖基化移位对乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白核酸疫苗体外蛋白表达及小鼠体内体液免疫及细胞免疫应答的

影响。方法: 通过基因工程中定点突变技术，将乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBs)中第 4 位氨基酸上连接的糖链去除，或将糖

链依次移位至第 5、6 或 7 位氨基酸，来构建 N- 糖基化去除及移位的核酸疫苗，分别命名为 Adr-dN4、Adr-N4-5、Adr-N4-6、
Adr-N4-7。用上述核酸疫苗与野生型 MHBs 核酸疫苗(pSW3891/MHBs/Adr，简称 Adr)及空载体质粒 pSW3891 分别用脂质体瞬时

转染 293T 细胞，应用蛋白印迹法检测 MHBs 的表达。采用肌肉注射法，以各组疫苗分别对 BALB/c 小鼠于第 0、2、4 和 6 周进行

免疫，用 ELISA 法检测小鼠血清中抗 -HBs 抗体、ELISPOT 法检测小鼠表面抗原多肽特异性分泌 IFN-γ 的脾细胞数量。结果: 蛋白

印迹法结果显示 Adr、Adr-dN4、Adr-N4-5、Adr-N4-6、Adr-N4-7 体外转染 293T 细胞后，均可以在 293T 细胞内表达，且 Adr、
Adr-N4-5、Adr-N4-7 可将表达产物分泌到细胞外。ELISA 及 EISPOT 结果表明：Adr 免疫组小鼠抗 -HBs 终点滴度及表面抗原特异

性分泌 IFN-γ 的脾细胞数量，均略高于其他免疫组小鼠，但与 Adr-N4-5、Adr-N4-7 相比无统计学差异(P＞0.05)，与 Adr-dN4 和

Adr-N4-6 组相比有显著的统计学差异(P＜0.05)。结论: 在第 5 或 7 位氨基酸附加 N- 连接糖链，能修补或替代 Asn4 连接糖链引导

MHBs 分泌的功能。HBs 表达蛋白分泌到细胞外对诱导机体产生特异性细胞和体液免疫是至关重要的。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression and immunogenicity of DNA vaccine encoding middle hepatitis B surface
antigen with relocating N-linked glycosylation. Methods:Site-directed mutagenesis were used to construct four DNA vaccines encoding
middle hepatitis B surface antigen with relocating N-linked glycosylation named Adr-dN4, Adr-N4-5, Adr-N4-6 and Adr-N4-7, which
transfer N-linked glycosylation sites from amino acid 4 to 5, 6 or 7 in preS2 domain. 293T cells were transiently transfected with
Adr-dN4, Adr-N4-5, Adr-N4-6, Adr-N4-7, wild-type MHBs DNA vaccine (pSW3891/MHBs/Adr) and pSW3891 vector. The protein was
measured by western blot. 7 weeks age BALB/c mice were used in the experiments. Each BALB/c mouse separately was intramuscularly
injected with 100μg of each mutant or Adr or vector pSW3891 at 0, 2, 4 and 6 weeks. Anti-HBs in sera of mice were detected by ELISA.
Peptide of HBsAg specific IFN-γ secreted splenocytes of mice were detected by ELISPOT. Results: There were the MHBs in the lysates
of 293T cells transfected with each vaccine by western blot and in the supernatants in Adr, Adr-N4-5, Adr-N4-7. The peak Anti-HBs
antibody titer and antigenic specific IFN-γ secreted splenocytes from immunized mice with Adr are slightly superior to with Adr-dN4,
Adr-N4-5, Adr-N4-6, Adr-N4-7. But there was no significant difference between Adr and Adr-N4-5, Adr-N4-7 (P＞0.05), while there
was significant difference between Adr and Adr-dN4, Adr-N4-6 (P＜0.05). Conclusion: Defect by deleting N-linked glycosylation on
amino acid 4 can be rescued by adding N-linked glycosylation on amino acid 5 or 7. Secreting of MHBs from the cells is essential to
induce the specific cellular and humoral immunity.
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前言

乙肝病毒(HBV)是一种嗜肝、部分双链的 DNA 病毒，不仅

引起急、慢性病毒性肝炎，而且与肝纤维化、肝细胞癌的发生发

展密切相关[1]。乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBs)核酸疫苗

能诱导机体产生特异性中和性抗体[2, 3]，因此，许多乙肝疫苗选

用 MHBs 作为蛋白疫苗并已经取得了公认的效果。影响 MHBs
免疫原性的因素很多，其中糖基化对 MHBs 免疫原性的影响尚

未完全明了。MHBs 编码基因中共有 3 个 N(天门冬酰胺 Asn)
连接的糖基化位点(氨基酸序列必须为 NXS 或 NXT)，preS2 区

的第 4 位氨基酸(Asn)和 S 区的第 146 位氨基酸(Asn)是所有病

毒株均有的，部分病毒株在 S 区的第 59 位氨基酸(Asn)还存在

第三个糖基化位点[4- 7]。本课题组既往研究结果提示：去除表面

抗原第 59 位和第 146 位氨基酸 N- 连接的糖链可导致细胞介

导免疫下降[8]。Werr M 等研究表明 preS2 区第 4 位氨基酸的糖

基化对 MHBs 的分泌表达以及 HBV 颗粒的形成起着至关重

要的作用[9]。因此，本研究在既往的研究基础上，通过基因工程

中定点突变技术[10]，使 MHBs 中第 4 位氨基酸上连接的糖链去

除，或将糖链依次移位至第 5、6 或 7 位氨基酸，来构建 N- 糖基

化去除及移位的核酸疫苗，以观察 N- 糖基化去除及移位对

MHBs 合成、分泌及免疫原性的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

质粒载体 pSW3891、MHBs 核酸疫苗 pSW3891/MHBs/Adr
(简称 Adr) 均由南京医科大学第一附属医院感染病科自备。
293T 细胞系由本实验室提供。各种限制性内切酶购自美国

Promega 公司，胎牛血清和 DMEM 细胞培养液购自美国 Gibco
公司，定点突变试剂盒（QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kits）购自美国 Stratagene 公司。免疫印迹(westem blot)用一抗

为 Adr 组免疫 BALB/c 小鼠 8 周后所得的血清，二抗是 HRP
标记的羊抗鼠 IgG 抗血清由联科公司提供。化学发光液 A、B
购自美国 Pierce 公司。小鼠血清抗 -HBs 的检测用 HBsAg 购自

美国 USbiological 公司，ELISPOT 试剂盒购自达科为生物公

司。36 只雌性 BALB/c 小鼠(7 周龄)由上海斯莱克实验动物有

限责任公司提供。
1.2 N- 糖基化移位 MHBs 核酸疫苗的构建及鉴定

为了完成糖基化去除或糖基化移位突变，本研究突变

MHBs 中特定位置的氨基酸设计四对互补引物：

①. Mutation of de-N4:
Primer1:Adr-dN4 - F:ATGCAGTGGCAGTCCACAACATTCCA-
CC
Primer2:Adr-dN4-B: GGTGGAATGTTGTGGACTGCCACTGC-
AT
②. Mutation of N4 to N5:
Primer1:Adr-N4-5-F: ATGCAGTGGCAGAACACAACATTCC -
ACCAA
Primer2:Adr-N4-5-B: TTGGTGGAATGTTGTGTTCTGCCACT-
GCAT
③. Mutation of N4 to N6:
Primer1:Adr-N4-6-F: ATGCAGTGGCAGTCCAACACATCCCA-

CCAAGCTCTG
Primer2:Adr-N4-6-B: CAGAGCTTGGTGGGATGTGTTGGACT-
GCCACTGCAT
④. Mutation of N4 to N7:
Primer1:Adr-N4-7-F:ATGCAGTGGCAGTCCACAAACTTCAC-
ACAAGCTCTC
Primer2:Adr-N4-7-B:GCAGAGCTTGTGTGAAGTTTGTGGAC-
TGCCACTGCT

反 应 条 件 为 ：95℃，30s；95℃，30 s，55 ℃，1 min，68℃，

5min，共 18 cycles。转化、挑选克隆、质粒酶切鉴定及直接序列

测定（上海英骏完成），以证实突变的发生。将构建成功的质粒、
Adr 及 pSW3891 分别转化大肠杆菌 HB101。经大量扩增后，提

取制备高纯度无内毒素质粒(德国 Qiagen 试剂盒)，经 BamH I
和 Pst I(Promega 公司，美国)内切酶酶切及直接测序鉴定正确

后，用生理盐水稀释为 1 g/L，-20℃保存备用。
1.3 核酸疫苗的体外表达及检测

将Adr、Adr-dN4、Adr-N4-5、Adr-N4-6、Adr-N4-7及 pSW3891
分别以脂质体法转染 293T 细胞，转染后 72 h 收集培养上清和

细胞裂解液，用 Western blot 法检测 MHBs。以观察核酸疫苗质

粒在真核细胞内表达及向细胞外分泌的情况。具体步骤如下：

①灌制 12 %SDS-PACE 电泳胶；②收集的培养上清及裂解液

20 μl 加入 5 μlBuffer 煮沸 3 min 后上样，电泳；③转膜，100 V，

1 h；④封闭，5％脱脂奶粉，2 h；⑤1 %的脱脂奶粉 1：500 稀释

Adr 组免疫 BABL/c 小鼠 8 周后所得的血清。与滤膜共孵育，

4℃过夜；⑥PBST 漂洗滤膜 6 次，每次 10 min；⑦封闭液 1：

5000 稀释 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 抗血清。摇床上缓慢摇动，

37℃，1 h；⑧PBST 漂洗滤膜 6 次，每次 10 min；⑨显影及定影

后观察结果。
1.4 动物实验

7 周龄 BALB/c 小鼠 60 只，随机分成 6 组，每组 6 只，阴性

对照组：以空载质粒 pSW389l 免疫；阳性对照组：以 Adr 核酸

疫 苗 质 粒 免 疫。实 验 组 ： 共 4 组。分 别 以 Adr、Adr-dN4、
Adr-N4-5、Adr-N4-6、Adr-N4-7 糖基化移位核酸疫苗质粒免疫。
采用两侧胫前肌肌肉注射法，程序为 0、2、4、6 周，每次每鼠注

射 100 μg 质粒 DNA。每次免疫前及末次免疫后 2 周眼眶采

血，分离血清 -20℃保存备用。
1.5 抗 -HBs 检测

采用酶联免疫吸附试验 ELISA 间接法。
1.6 免疫小鼠脾细胞特异性 T 淋巴细胞检测

将末次免疫后 2 周小鼠以拉颈脱臼法处死，采用 ELISPOT
法检测免疫小鼠表面抗原特异性分泌 IFN-γ 的脾细胞数量。具

体步骤如下：①包被：试剂盒中的抗 IFN-γ 抗体 50 μl/ 孔，4℃
包被过夜；②获取脾细胞：拉颈脱臼法处死小鼠，无菌取脾研

磨，加入 1 %FBS，4℃，1200 r／min，离心 5 min，1%FBS 洗涤

细胞 1 次，加入 1 %ACK 去除红细胞，再次加入 1 %FBS 洗涤

细胞 2 次，最后 1 次离心后以 10 % FBS 重悬细胞，计数；③封

闭：倒掉包被液，PBS 洗 3 次。试剂盒中的封闭抗体，100 μl、孔，

37℃，1 h；④种入脾细胞：倒掉封闭液，按照实验设计先在

ELISPOT 板中种入相应刺激物（阳性对照组：ConA 刺激；实验

组：以特异性多肽刺激；阴性对照组：不加刺激物；空白对照组：

不加刺激物也不加细胞，每组设 3 个复孔，每孔种入细胞数
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为：5×105 个，37℃，5 %CO2 培养 24 h；⑤倒掉细胞和培养液，

加入冰冷的去离子水，200μl/ 孔，冰浴 10 min；⑥PBS-T 洗 10
次，加入生物素标记的检测抗体，100μl/ 孔，37℃，1 h；⑦PBS-T
洗 5 , 加入 HRP 标记的链亲和素，100 μl/ 孔，37 ℃，1 h；⑧
PBS-T 洗 5 次,加入 AEC 显色，100 μl/ 孔，40 min；⑨晾干膜,拍
照。
1.7 统计方法

应用 SPSS 13.0 统计软件，计量资料用 x±s 表示，两组均

数比较采用 t 检验或配对 t 检验，多组均数比较采用 ANOVA
单因素方差分析；(P＜0.05)为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 N- 糖基化移位疫苗的构建

对 所 构 建 的 Adr-dN4、Adr-N4-5、Adr-N4-6、Adr-N4-7 疫

苗进行直接序列测定结果显示：其核酸序列与本研究原先设计

的核酸序列完全一致，提示 N- 糖基化移位的核酸疫苗构建成

功。
2.2 各核酸疫苗的体外表达

蛋白质印迹法分析结果显示：将 Adr、Adr-dN4、Adr-N4-5、
Adr-N4-6、Adr-N4-7 转染 293T 细胞 72 小时后，在所有的细胞

裂解液中显示相类似的条带，但 AdrM-dN4 是例外，它的糖基

化位点被去除了，从而双糖基化的 MHBs(ggp36)没有出现；在

Adr-dN4 和 Adr-N4-6 的上清中也没有出现表达产物；同时空

载体 pSW3891 转染后，细胞裂解和上清中均检测不到 MHBs。
提 示 ：Adr、Adr-dN4、Adr-N4-5、Adr-N4-6、Adr-N4-7 体 外 转 染

293T 细 胞 后 ， 均 可 以 在 细 胞 内 表 达 ， 且 Adr、Adr-N4-5、
Adr-N4-7 都 可 将 表 达 产 物 分 泌 到 细 胞 外。如 图 所 示 ：除

Adr-N4-6 外，糖基化移位突变并不明显影响 HBV 表面抗原中

蛋白外源基因在真核细胞中的蛋白表达量及其分泌。在实验

中，为了更好的进行比对，我们同时检测了小鼠的细胞骨架蛋

白 Beta-Actin(β-Actin)作为内参。而 Adr-N4-6 在细胞内表达与

Adr 相似，但表达蛋白不能分泌到细胞外。

图 1 各组核酸疫苗在 293T 细胞中的表达:β-actin 为内参，1: pSW3891

转染 293T 细胞上清液；2: pSW3891 转染 293T 细胞裂解液；3:
Adr-dN4 转染 293T 细胞上清液；4: Adr-dN4 转染 293T 细胞裂解液；5:
Adr 转染 293T 细胞上清液；6: Adr 转染 293T 细胞裂解液；7: Adr-N4-5

转染 293T 细胞上清液；8: Adr-N4-5 转染 293T 细胞裂解液；9:
Adr-N4-6 转染 293T 细胞上清液；10: Adr-N4-6 转染 293T 细胞裂解

液；11: Adr-N4-7 转染 293T 细胞上清；12: Adr-N4-7 转染 293T 细胞液

裂解液。
Fig.1 Express of DNA vaccines in 293T cell line: β-actin is Internal

Control，1: supernatant of pSW3891 transfected 293T cell；2: lysate of
pSW3891 transfected 293T cell；3: supernatant of Adr-dN4 transfected
293T cell；4: lysate of Adr-dN4 transfected 293T cell；5: supernatant of
Adr transfected 293T cell；6: lysate of Adr transfected 293T cell；7:
Adr-N4-5 transfected 293T cell supernatant of；8: lysate of Adr-N4-5

transfected 293T cell；9: supernatant of Adr-N4-6 transfected 293T cell；
10: lysate of Adr-N4-6 transfected 293T cell；11: supernatant of Adr-N4-7

transfected 293T cell；12: lysate of Adr-N4-7 transfected 293T cell

2.3 N- 糖基化移位核酸疫苗及 Adr 核酸疫苗免疫 BALB/c 小

鼠的抗体应答

各组核酸疫苗质粒免疫 BALB/c 小鼠血清抗 -HBs 动态

观察结果表明：Adr 组及各 N- 糖基化移位疫苗组在第一次免

疫两周后血清中即可检测到特异性抗 -HBs，第四次免疫后，小

鼠特异性抗体滴度达到最高峰；Adr 免疫组小鼠第 8 周抗 -HBs
滴度达 1:121500，略高于其他免疫组小鼠，但与 Adr-N4-5、
Adr-N4-7 相 比 无 统 计 学 差 异 (P＞0.05)， 与 Adr-dN4 和

Adr-N4-6 组相比有显著的统计学差异(P＜0.05)。而阴性对照组

无抗体反应(图 2)。

图 2 各组疫苗免疫小鼠血清抗 -HBs 吸光度(OD)值动态变化(1:500)
Fig.2 Dynamic changes of Anti-HBs in the sera of mice in different

groups（1:500）

2.4 免疫小鼠表面抗原特异性分泌 IFN-γ 脾细胞数量的检测

应用 ELISPOT 法观察各组小鼠脾脏中表面抗原特异性分

泌 IFN-γ 的 脾 细 胞。结 果 显 示 ：Adr、Adr-dN4、Adr-N4-5、
Adr-N4-6 和 Adr-N4-7 各组小鼠表面抗原特异性分泌 IFN-γ 的

脾细胞分别为 138.6/ 百万细胞、66.5/ 百万细胞、123.9/ 百万细

胞、65.9/ 百万细胞和 125.2/ 百万细胞。统计学两两比较，Adr 免

疫组与 Adr-N4-5、Adr-N4-7 相比无统计学差异 (P＞0.05)；与

Adr-dN4 和 Adr-N4-6 均有统计学差异(P＜0.05)(图 3)。

图 3 各组疫苗免疫小鼠表面抗原特异性分泌 IFN-γ 脾细胞的比较

(* 表示 P <0.05)
Fig.3 IFN-γ secretion splenocytes of mice immunized with DNA vaccines

by ELISPOT(*P <0.05)
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3 讨论

本研究采用基因定点突变的技术去除 preS2 区 Asn4 的糖

基化位点使其不能糖基化，成功地构建了质粒 Adr-dN4，用来

直接观察 Asn4 上连接的糖链与 MHBs 表达的关系。我们通过

Western blot 法检测野生型 Adr 在细胞内和细胞外均可高效表

达，这一结果与以前的研究相吻合[2]。Adr 在细胞内表达三种形

式的蛋白：非糖基化(p30)、单糖基化(gp33)和双糖基化(ggp36)，
其分子量分别为 30、33 和 36KDa。转染细胞上清液较裂解液中

表达产物分子量明显增大，是由于 MHBs 在分泌过程中又经过

了进一步的修饰，其中包括 preS2 区第 27-47 位氨基酸的 O- 连

接糖基化 [9, 11]。而 Adr-dN4 在细胞内仅表达两种蛋白 p30 和

gp33，以及培养上清液中未检测到表达产物。说明第 4 位氨基

酸连接的糖链在真核细胞内 MHBs 合成后的分泌起着决定性

作用。同时通过把 Asn4 的糖基化位点重新移位于其下游的第

5，6 或 7 位氨基酸来进一步观察这种修饰是否能够替代 Asn4
上 糖 链 的 的 功 能。Western blot 法 检 测 发 现 Adr-N4-5 和

Adr-N4-7 在细胞内外表达的情况和 Adr 相类似，说明糖链移

至第 5 或 7 位氨基酸，能替代 Asn4 上连接的糖链在 MHBs 细

胞内的表达和分泌中的功能。而 Adr-N4-6 仅在细胞内表达而

没有分泌到细胞外，说明糖链移至第 6 位氨基酸时影响了

MHBs 的分泌。
已有证据表明糖链和蛋白的分泌密切相关，Arnold JN 等

证实，IgD 的 N- 聚糖是其合成、分泌必需的，如去除 N- 糖链，

免疫球蛋白 IgD 则不能被分泌到胞外而留在内质网中 [12]。Lu
XY 等研究表明，与乙肝表面抗原大蛋白 (LHBs) 和小蛋白

(SHBs)相比，MHBs 从 2.2.15 细胞中的分泌受糖苷酶抑制剂的

影响较为严重，主要是由于在 MHBs 中存在 2 个 N- 糖基化位

点(preS2 区的 Asn4 和 S 区的 Asn146)，其中 preS2 区 Asn4 糖

基化位点起着至关重要的作用[13]。然而这一作用是与糖链在氨

基酸上连接位置有关？还是仅仅与糖链本身存在有关？本研究

通过把糖链移至第 5 或 7 位氨基酸时，发现 MHBs 也出现在转

染后的培养上清中，说明分泌与 MHBs 蛋白的氨基端存在 N-
连接糖链有关，并非 N- 连接糖链必须存在于 Asn4。但是当把

糖链移至第 6 位时，在其转染后的培养上清中未能检测到

MHBs 的存在。推测可能是由于糖链连在第 6 位氨基酸上时，

使 MHBs 的整体构象发生了改变，最终伴侣蛋白 Calnexin 不

能和其有效地进行结合而阻碍其正确折叠、成熟、转运以及分

泌到细胞外。但具体机制需待进一步研究。
糖基化的改变可引起抗原表位的结构改变，所导致的对免

疫应答的影响表现为两方面：一方面可形成新的免疫决定簇，

诱导特异性免疫应答，增强免疫原性。Abdel 等将流感病毒的

HA 连接上携带 a-gal 表位的糖链，发现其能诱导有效的抗原提

呈，增强 HA 抗原的免疫原性。另一方面，可通过糖基化改变分

子或空间结构而封闭或破坏抗原表位，降低免疫原性[14]。Liu M
等发现 HCV 的 El 抗原的 Asn209 位点突变，CTL 活性明显增

强，而 Asn305 位点突变，则能诱导更强的体液免疫[15]。
在体液免疫方面，本研究通过 ELISA 法检测核酸疫苗质

粒免疫 BALB/c 小鼠血清的特异性抗 -HBs，并对其进行动态观

察发现：Adr 组及各糖基化移位组在第一次免疫两周后血清中

即可检测到特异性抗 -HBs 抗体，第四次免疫后，小鼠特异性抗

体滴度达到最高峰；Adr 免疫组小鼠第 8 周抗 -HBs 滴度达 1:
121500，略高于其他免疫组小鼠，但与 Adr-N4-5、Adr-N4-7 相

比差别无统计学意义，说明糖链移位至第 5 或 7 位氨基酸，基

本不影响 MHBs 特异性抗体的产生，第 5 或 7 位氨基酸附加糖

链可以替代 Asn4 上糖链在抗体应答中发挥的作用。与 Adr 相

比，Adr-dN4 和 Adr-N4-6 组产生的抗体显著减少，差别具有显

著的统计学意义。其原因可能是由于 Adr-dN4 去除糖链和

Adr-N4-6 将糖链移至第 6 位氨基酸，导致 MHBs 极少或没有

被分泌到细胞外，其难以经 B 细胞和 DC 细胞等抗原递呈细胞

的递呈，而激起有效的体液免疫反应。说明对于MHBs来说，表达蛋

白分泌到细胞外对诱导机体产生特异性抗体是至关重要的。
采用 ELISPOT 法检测各组免疫小鼠脾脏中表面抗原多肽

特异性淋巴细胞，结果显示：Adr 组小鼠表面抗原特异性的脾

细胞为 138.6/ 百万细胞，与 Adr-N4-5、Adr-N4-7 相比无统计学

差异；但与 Adr-dN4 和 Adr-N4-6 比有显著统计学差异。说明糖

链移至第 5 或 7 位氨基酸的 MHBs 核酸疫苗诱导的细胞免疫

没有受到明显影响；而去除 Asn4 糖链或糖链移至第 6 位氨基

酸时，在诱导特异性淋巴细胞应答方面出现了障碍。Rush C 等

研究表明：DNA 疫苗表达的抗原量是启动有效的 T 细胞免疫

反应的重要因素之一。CD4+T 细胞免疫反应要求有持续的抗原

暴露和有效的抗原量，而且 CD4+T 细胞的辅助作用对 CTL 的

启动和记忆性 CTL 的形成是重要的，因此，如果增加了 DNA
疫苗表达的抗原量，CD4+Th1 细胞介导的免疫反应就会被增

强，从而也增强了 CD8+T 细胞免疫反应[16,17]。本研究发现 MHBs
的分泌障碍也可能是导致了其细胞免疫应答下降的原因。因

此，DNA 疫苗表达抗原的分泌也是启动有效的 T 细胞免疫反

应的重要因素之一，但具体作用机制需待进一步探索。
总之，氨基端的 N- 连接糖链是 MHBs 分泌的必需条件之

一。这一功能与氨基酸位置无明显相关，分泌量与糖链的数量、
种类或分子大小是否有关尚需进一步探索。氨基端糖链具有引

导蛋白分泌的功能，是 MHBs 分子特有的，还是病毒蛋白表达

时的共性。如 HBcAg 在表达过程中仅存在于肝细胞内而不能

分泌到细胞外[18]，可否在其氨基端人为附加 N- 连接糖链引导

HBcAg 向细胞外分泌，从而改变 HBcAg 的免疫原性，值得进

一步研究。
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殖与分化，并减少其凋亡，在临床应用上也将是一种更简单、快
速的方法。

为更好的预防术后血管再狭窄，本实验通过建立兔颈总动

脉球囊损伤模型，术后给予辛伐他汀及重组人粒细胞集落刺激

因子（rhG-CSF）药物干预治疗，来探讨辛伐他汀及 rhG-CSF 在

动脉内膜损伤后内膜修复的影响，结果发现辛伐他汀可促进损

伤内膜修复及预防血管再狭窄，长期服用可以增加外周血

CD34+ 细胞；rhG-CSF 可明显增加外周血 CD34+ 细胞及预防血

管在狭窄；辛伐他汀与 rhG-CSF 联合用药可明显增加外周血

CD34+ 细胞、加速内皮修复与预防再狭窄，较单一用药具有更

好的疗效。
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