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摘要
目的:构建 １ 型单纯疱疹病毒(ＨＳＶ－１)糖蛋白 Ｂ( ｇＢ)和
糖蛋白 Ｄ(ｇＤ)重组抗原表位核酸疫苗ꎬ并进一步研究该
疫苗在动物模型中的免疫保护作用及组织表达ꎮ
方法:筛选 ＨＳＶ－１ 的 ｇＢ、ｇＤ 表位基因进行串联ꎬ构建重组
蛋白编码基因 Ｘꎬ并转入原核表达载体 ＰＥＴ２８(ａ)ꎬ利用重
组蛋白制备单克隆抗体ꎬ免疫新西兰大白兔心脏采血分离
血清检测纯化蛋白的免疫原性及血清中的多克隆抗体并
获取血清抗体效价ꎮ 构建真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘꎬ并
采取肌肉注射的方式对 ４－６ ｗｋ ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠进行
３ 针免疫程序ꎬＥＬＩＳＡ 实验法检测血清中抗体及免疫相关
的细胞因子ꎬ免疫组化检测小鼠眼球、三叉神经节和脑组
织中蛋白 Ｘ 的表达ꎮ
结果:重组蛋白 Ｘ 免疫大兔后ꎬ在兔血清中检测到目的多
克隆抗体ꎬ血清抗体的效价为 １∶ ３２００ꎮ 小鼠免疫真核重组
质粒 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 后ꎬ血清中检测到了实验组的 ＨＳＶ－１
ＩｇＭ 抗体含量为 １２.１３±０.８５ ｎｇ / Ｌꎬ显著高于载体对照组
(０.４９±０.４４ ｎｇ / Ｌ)( ｔ＝ ２１.０７ꎬＰ<０.００１)ꎮ 实验组细胞因子
ＩＬ－ ２、ＩＬ － ４、ＩＬ － １０、ＩＦＮ－γ 的含量分别为 １１. ６３ ± ０. ６０、
２２.６５±１.４７、８５.７５±１４.１２、１１４.９０±６.３９ ｎｇ / Ｌꎬ均显著高于
载体对照组和空白对照组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组织化学染
色法表明实验组眼球、三叉神经节和脑组织中均发现目的
蛋白 Ｘ 的表达ꎮ
结论:本研究成功构建了 ＨＳＶ－１ ｇＢ 和 ｇＤ 串联表位核酸
疫苗ꎬ能够诱导机体产生较强的免疫应答ꎬ并能在眼球、三
叉神经节和脑组织中稳定表达ꎬ具有较强的免疫原性ꎬ为

ＨＳＶ－１ 重组抗原表位串联疫苗的研制提供了基础数据ꎮ
关键词:１ 型单纯疱疹病毒(ＨＳＶ－１)ꎻ核酸疫苗ꎻ糖蛋白
Ｂꎻ糖蛋白 Ｄꎻ抗体
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ｗｉｔｈ ａ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ １∶ ３２００ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ｓｅｒｕｍ
ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘ. Ｕｐｏｎ
ｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｐｃＤＮＡ３.１ － Ｘꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＳＶ － １ ｓｅｒｕｍ ＩｇＭ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ １２.１３±０.８５ ｎｇ / Ｌꎬ
ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０.４９± ０.４４ ｎｇ / Ｌꎻ ｔ ＝ ２１.０７ꎬ Ｐ< ０.００１) . Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ＩＬ－ ２ꎬ ＩＬ－ ４ꎬ ＩＬ－ １０ꎬ
ａｎｄ ＩＦＮ － γ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ １１. ６３ ± ０. ６０ꎬ
２２.６５± １. ４７ꎬ ８５.７５± １４. １２ꎬ ａｎｄ １１４. ９０ ± ６. ３９ ｎｇ / Ｌꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｌｌ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) . Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘ ｉｎ ｔｈｅ ｅｙｅｂａｌｌꎬ
ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎꎬ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ＨＳＶ－ １ ｇＢ ａｎｄ ｇＤ ｔａｎｄｅｍ ｅｐｉｔｏｐｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｃＤＮＡ３. １ － Ｘ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ａ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｙｅｂａｌｌꎬ
ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎꎬ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ａｎ ＨＳＶ － １
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｔａｎｄｅｍ ｖａｃｃｉｎｅ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ( ＨＳＶ － １)ꎻ
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｖａｃｃｉｎｅꎻ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂꎻ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｄꎻ
ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉｕ ＹＸꎬ Ｄｏｎｇ ＸＭꎬ Ｙａｎｇ ＪＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｐｉｔｏｐｅ ｔａｎｄｅｍ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(４):５３０－５３６.

０引言
据统计ꎬ在全球范围内 １ 型单纯疱疹病毒 ( ｈｅｒｐｅｓ

ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ꎬ ＨＳＶ－１)影响了近 ３７ 亿 ０－４９ 岁的患
者[１]ꎮ ＨＳＶ－１ 感染角膜或大脑ꎬ可能分别导致失明[２] 或
对生命存在威胁的脑炎[３]ꎮ 其中ꎬ单疱病毒性角膜炎
(ｈｕｍａｎ ｓｉｍｐｌｅｘ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＨＳＫ)是一种严重的致盲眼病ꎬ其
发病率和致盲率均占角膜病的首位ꎮ ＨＳＫ 主要由于
ＨＳＶ－１感染所致并会对视力造成巨大的损伤ꎮ ＨＳＶ 分为
ＨＳＶ－１ 型和 ＨＳＶ－２ 型两个血清型ꎬ其中 ＨＳＶ－１ 型可引
起大多数眼部的感染ꎮ 与 ＨＳＶ－１ 型相比ꎬＨＳＶ－２ 型主要

感染生殖器ꎬ其对眼部感染的风险很低ꎮ 值得注意的是ꎬ
ＨＳＫ 的发病率呈现上升趋势ꎬ造成这种现象的主要原因
为:ＨＳＶ 病毒的免疫逃逸功能[４] 以及近年来抗病毒药物
和皮质类固醇的广泛应用所造成耐药突变株的增加[５]ꎮ
因此ꎬ研制预防 ＨＳＶ－１ 病毒感染、潜伏和复发的疫苗具有
深远的意义ꎬ并成为了未来重点的研究方向ꎮ

ＨＳＶ 的包膜糖蛋白是细胞免疫和体液免疫的主要诱
导物和靶点[６]ꎮ ＨＳＶ－１ 的包膜中嵌入了 １７ 种病毒编码
的蛋白质ꎬ其中有 １２ 种是具有免疫原性的糖蛋白[７－８]ꎬ分
别为糖蛋白 Ｂ( ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ＢꎬｇＢ)、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、
ｇＪ、ｇＫ、ｇＬ、ｇＭ、ｇＮꎬ且它们在免疫应答与病毒的中和作用
中扮演重要的角色[６ꎬ９]ꎮ ＨＳＶ－１ 侵染细胞的过程需要病
毒颗粒表面多种糖蛋白的协调相互作用ꎬ与 ｇＢ、ｇＤ、ｇＨ 和
ｇＩ 四种糖蛋白的作用密不可分[１０－１１]ꎮ ｇＢ 是疱疹病毒亚家
族中最保守的糖蛋白之一[１２]ꎮ ＨＳＶ－１ ｇＢ 是一种Ⅲ类融
合糖蛋白ꎬ是抗体介导免疫的主要靶标[１３]ꎮ ｇＤ 是受体结
合蛋白ꎬ其与受体的结合促使其与激活的异二聚体 ｇＨ / ｇＬ
相互作用ꎬ从而触发 ｇＢ 发生构象变化并介导病毒与细胞
膜的融合[１１]ꎮ Ｃａｉｒｎｓ 等[１４] 研究表明感染了 ＨＳＶ 的患者
会产生针对 ｇＤ 或 ｇＤ＋ｇＢ 组合的中和抗体ꎬ而 ｇＨ / ｇＬ 并没
有引起主要的中和抗体反应ꎮ 目前ꎬＤＮＡ 疫苗成为研究
的热点ꎬ其具有低成本、高稳定性和安全性、无感染和复制
能力等特点[１５]ꎮ 此外ꎬＤＮＡ 疫苗能在单个核酸疫苗制剂
中组合多个抗原编码序列进而提供一个多功能的平台ꎬ使
得 ＤＮＡ 载体能够编码一个融合基因[１６]ꎮ 因此ꎬ在 ＤＮＡ 疫
苗的制备过程中ꎬ将几种变异较小且在免疫应答中发挥作
用的蛋白的编码基因序列通过共价串联所形成的重组蛋
白可能会增强靶抗原免疫原性ꎬ同时重组蛋白会赋予靶抗
原成为一种具有特定形式的多价疫苗的可能[１７]ꎮ

本研究按照表位在基因组上的顺序对 ｇＢ 和 ｇＤ 细胞
表位进行串联获得了串联基因 Ｘꎬ通过构建原核表达载体
ｐＥＴ－２８ａ－Ｘꎬ对目的蛋白的表达进行鉴定ꎬ应用纯化后的
重组蛋白免疫新西兰大兔制备多克隆抗体ꎬ评估疫苗效价
及血清稀释的最大倍数ꎬ最后应用 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 重组质粒
免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ评估血清中的 ＨＳＶ－１ ＩｇＭ 及多种免疫
相关细胞因子ꎬ并检测蛋白 Ｘ 在小鼠的多种组织中的表
达情况ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１菌株与质粒　 大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) (Ｃ１４００)、大肠
杆菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α(Ｃ１１００) (北京索莱宝科技有限公司)ꎻ
原核表达质粒 ＰＥＴ２８ａ ( ＋) ( ＶＴ１２０７)、真核表达载体
ｐｃＤＮＡ３.１(＋)(ＶＴ１００１) (广州优宝生物科技有限公司公
司)ꎮ
１.１.２ 主要试剂 　 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(ＷＬＡ００４)、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒(ＷＬＡ０１３)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 洗
涤液 (ＷＬＡ０２５)、ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳液(干粉) (ＷＬＡ０２６)
(沈阳万类生物科技有限公司)ꎻＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓
冲液(ＷＬＡ００５)、ＥＣＬ 发光液(ＷＬＡ００３)、羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ
(ＷＬＡ０２３)、ＥＬＩＳＡ 显色剂(ＷＬＡ０４１ａ)、ＨＲＰ 标记山羊抗
兔 ＩＧＧ(ＷＬＡ０２３ａ) (沈阳万类生物科技有限公司)ꎻ咪唑
(Ｉ１０８７０７ꎬ阿拉丁生化科技股份有限公司)ꎻ彩色预染蛋白
ｍａｒｋｅｒ ( ＢＬ７１２Ａꎬ 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 )ꎻ ＰＶＤＦ 膜
( ＩＰＶＨ０００１０ꎬ 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司 )ꎻ ６ ∗ Ｈｉｓꎬ Ｈｉｓ － Ｔａｇ
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ(６６００５－１－ＩｇꎬＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎻ弗氏

１３５

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２５ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２５ 　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



完全佐剂(Ｆ５８８１)、弗式不完全佐剂(Ｆ５５０６)(美国 ＳＩＧＭＡ
公司)ꎻ预染蛋白分子量标准(２６６１６ꎬ加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公
司)ꎻＭｏｕｓｅ ＩＬ－２ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ( ＥＫ２０２)、Ｍｏｕｓｅ ＩＬ－４ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ(ＥＫ２０４)、Ｍｏｕｓｅ ＩＬ － １０ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ ( ＥＫ２１０)、Ｍｏｕｓｅ
ＩＦＮ－γ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ(ＥＫ２８０ꎬ杭州联科生物技术股份有限公
司)ꎻＭｏｕｓｅ ＨＳＶ－１ ＩｇＭ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ(ＡＤ４２４５９ꎬ武汉艾迪抗
生物科技有限公司)ꎻＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ(３１４６０ꎬ美国
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ过氧化氢(１００１１２１８)、无水
乙醇 ( １０００９２１８) (中国医药集团有限公司)ꎻ苏 木 精
(Ｈ８０７０ꎬ北京索莱宝科技有限公司)ꎻＢＳＡ 粉末[Ａ６０２４４０－
００５０ꎬ生工生物工程(上海)股份有限公司]ꎻＤＡＢ 显色液
(ＤＡＢ－１０３１ꎬ福州迈新生物技术开发有限公司)ꎮ
１.１.３实验动物　 选取健康 ４－６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠９ 只
[辽宁长生生物技术股份有限公司ꎬＳＣＸＫ(辽)２０２０－０００１]ꎬ
健康 ３ 月龄雄性新西兰大白兔 ３ 只[天津裕达实验动物养
殖有限公司ꎬＳＣＸＫ(津)２０２１－０００１]ꎮ 本研究经爱尔眼科
医院集团伦理委员会批准(批文号 ２０２０ＫＪＢ００４１)ꎬ动物使
用符合美国视觉和眼科研究协会的动物使用宣言规定ꎮ
１.２方法
１.２.１ ｇＢ及 ｇＤ重组串联抗原疫苗的设计　 ＨＳＶ－１ ｇＢ 和
ｇＤ 糖蛋白的抗原表位由张劲松课题组惠赠[１８]ꎬ具体实验
的设计方案均体现在本课题组申请发明专利中[１９]ꎮ 核酸
序列的构建如下:在目的基因中添加起始密码子(ＡＴＧ)ꎬ
终止密码子(ＴＡＡ)及免疫球蛋白 ＩｇＥ 引导序列ꎬ两端加入
ＥｃｏＲＩ / ＸｈｏⅠ酶切位点ꎬ并在末端添加 Ｈｉｓ－Ｔａｇ 标签ꎮ
１.２.２原核表达载体 ＰＥＴ－Ｘ的构建　 构建 ＰＥＴ－Ｘ 原核表
达载体ꎬ转入大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中[２０]ꎬ筛选
阳性克隆ꎬ并扩大培养ꎬ待菌液 ＯＤ６００ 值接近 ０.６－０.８ 时ꎬ
在 ２３ ℃条件下应用 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达 ８ ｈꎮ 随
后ꎬ低温离心获取菌体沉淀ꎬＰＢＳ 重悬ꎬ超声波破碎ꎬ离心
收集沉淀ꎬ超声裂解ꎬ吸取少量上清鉴定目的蛋白的表达
情况ꎮ
１.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白表达 　 首先ꎬ将待纯化
的蛋白上清通过 ０. ２２ μｍ 滤膜ꎬ并经过 ＰＢＳ 洗涤后的
Ｎｉ－ＮＴＡ柱 ３ 次ꎮ 其次ꎬＰＢＳ 洗涤纯化柱 ２ 次出去部分杂
质和结合不牢靠的蛋白后ꎬ分别用不同浓度的咪唑缓冲液
洗脱ꎬ并收集蛋白ꎮ 分别用纯水和 ２０％的乙醇流洗ꎬ并将
柱子于低温环境中保存ꎮ 随后取样 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分
析ꎬ鉴定目的条带ꎬ并应用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 电泳结
束后ꎬ取出凝胶ꎬ蒸馏水洗ꎬ考马斯亮蓝染色液中浸泡ꎬ水
平摇床轻摇 ２０ ｍｉｎꎮ 染色结束后ꎬ将凝胶浸泡在考马斯亮
蓝脱色液中ꎬ水平摇床轻摇脱色ꎬ脱色结束后ꎬ拍照记录ꎮ
电转移至 ＰＶＤＦ 膜上并用 ５％脱脂奶粉进行封闭ꎬ加入一
抗 Ｈｉｓ－ｔａｇ 抗体(１∶ ５０００ 稀释)并于 ４ ℃冰箱过夜孵育ꎮ
随后ꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ并加入相应的二抗(１∶ ５０００ 稀释)ꎬ压膜
机封口后置于 ３７ ℃孵育ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加入 ＥＣＬ 超敏显色
液显色ꎮ
１.２.４多克隆抗体的制备及效价检测　 将 ３ 只 ３ 月龄的雄

性新西兰大白兔分为:空载体组(１ 只)和免疫重组蛋白 Ｘ
组(２ 只)ꎮ 每组背部皮下多点注射免疫重组抗原 ２００ μｇꎬ
每 ２ ｗｋ 免疫 １ 次ꎬ共 ３ 次ꎮ 免疫前均要采血留样ꎬ最后一
次免疫 １４ ｄ 后耳静脉采血评估效价(达到 １∶ １０００ 以上)ꎬ
取血并分离血清ꎮ 取纯化后的蛋白为样本ꎬ获取的血清为
一抗ꎬ检测纯化蛋白免疫原性及血清中的多克隆抗体ꎮ 稀
释包被液ꎬ纯化蛋白包被 ９６ 孔板(抗原为 ５０ ｍｇ / Ｌ 的纯化
蛋白)ꎬ４ ℃过夜ꎮ 按梯度稀释大兔血清ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ随
后清洗ꎮ 加入二抗(１ ∶ １０００ 稀释)ꎬ３７ ℃ 反应孵育 ２ ｈꎬ
ＰＢＳＴ 洗板ꎮ ＴＭＢ 显色液显色ꎬ读取 ４５０ ｎｍ 吸光值ꎮ 比较
阳性血清与阴性血清的 ＯＤ４５０ 值ꎮ 稀释的兔血清为 Ｐꎬ正
常的血清为阴性对照 Ｎ(Ｐ / Ｎ≥２.１)ꎮ
１.２.５ 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 免疫动物 　 构建真核
表达载体ꎬ免疫动物过程如下[２１]:取 ９ 只 ４ － ６ ｗｋ 的
ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ分为实验组(３ 只)、载体对照组(３ 只)和空
白对照组(３ 只)ꎮ 实验组肌肉注射 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘꎬ载体对
照组肌肉注射含有 ｐｃＤＮＡ３.１ꎬ空白对照组肌肉注射同体
积且无菌的 ＰＢＳ 溶液ꎬ每只 １００ μＬꎬ即每只小鼠注射
１００ μｇ质粒ꎮ 每隔 ２ ｗｋ 免疫 １ 次ꎬ共计 ３ 次免疫ꎮ
１.２.６小鼠血清中的 ＨＳＶ－１ 抗体及免疫相关细胞因子的
测定　 末次免疫 ２ ｗｋ 后采血分离血清ꎬＥＬＩＳＡ 法测定血
清中的抗体[２２]ꎮ 间接法测定血清中 ＨＳＶ－１ ＩｇＭ、抗体ꎬ具
体实验操作遵循试剂盒中的说明书ꎮ 免疫相关细胞因子
(ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ)测定方法具体如下:５ 倍稀释
血清ꎬ并设立空白对照ꎬ９６ 孔板 ３７ ℃温浴 ３０ ｍｉｎꎬ洗涤液
洗板 ５ 次ꎬ每次 ３０ ｓꎮ 加入酶标试剂 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ洗
涤液洗板 ５ 次ꎬ每次 ３０ ｓꎬ随后 ３７ ℃避光显色 １５ ｍｉｎ 中止
反应ꎬ在 ４５０ ｎｍ 处用酶标仪读取吸光度值ꎮ
１.２.７ 重组蛋白 Ｘ 在相应组织中的表达 　 免疫组织化学
法鉴定小鼠的眼球、三叉神经节及脑组织中重组蛋白 Ｘ
的表达ꎬ末次免疫 ２ ｗｋ 后应用异氟烷麻醉后采血处死小
鼠ꎬ取上述组织ꎬ中性福尔马林液固定ꎬ乙醇脱水ꎬ二甲苯
透明ꎬ浸蜡ꎬ石蜡切片的厚度为 ５ μｍꎬ并移到载玻片上ꎬ进
行抗原修复和过氧化氢孵育并滴加 １％的 ＢＳＡ 封闭ꎬ多克
隆抗体制备过程中重组蛋白免疫后的血清为一抗浓度
１ ∶ １００ꎬ二抗浓度为 １∶ ５００ꎬ随后进行 ＤＡＢ 显色反应ꎬ随后
苏木素复染、脱水、透明和封片ꎮ

统计学分析:用统计学软件 ＳＰＳＳ ２５.０ 进行分析ꎬ计量

资料数据经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验ꎬ正态分布数据以 ｘ±ｓ 的形
式表示ꎬ组间均数经 Ｌｅｖｅｎｅ 检验方差齐ꎬ两组间比较采用
独立样本 ｔ 检验分析ꎻ多组之间比较采用单因素方差分
析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ｇＢ 及 ｇＤ 重组串联抗原疫苗的设计　 各抗原表位来
源及氨基酸序列见表 １[１９]ꎮ 通过进一步优化表位的设计ꎬ
并确定串联表位的基因序列ꎬ设计的重组多表位串联基因
长 ５７９ ｂｐꎬ编码 １８３ 个氨基酸残基ꎮ

表 １　 ＨＳＶ－１ ｇＢ、ｇＤ抗原表位的序列

表位 来源 序列

Ｘ１ ＨＳＶ－１ ｇＤ ５７－９８ ＰＧＶＲＲＶＹＨＩＱＡＧＬＰＤＰＦＱＰＰＳＬＰＩＴＶＹＹＡＶＬＥＲＡＣＲＳＶＬＬＮＡＰ
Ｘ２ ＨＳＶ－１ ｇＤ ２１１－２５２ ＫＧＳＣＫＹＡＬＰＬＲＩＰＰＳＡＣＬＳＰＱＡＹＱＱＧＶＴＶＤＳＩＧＭＬＰＲＦ
Ｘ３ ＨＳＶ－１ ｇＢ ２７２－３００ ＡＲＳＶＹＰＹＤＥＦＶＬＡＴＧＤＦＶＹＭＳＰＦＹＧ
Ｘ４ ＨＳＶ－１ ｇＢ ６２７－６７３ ＩＥＰＣＴＶＧＨＲＧＹＦＩＦＧＧＧＹＶＹＦＥＥＹＡＹＳＨＱＬＳＲＡＤＶＴＴＶＳＴＦＩＤＬ
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２.２ 原核表达载体的构建及重组蛋白的鉴定 　 目的蛋白
的相对分子质量(Ｍｒ)约 ２６ ｋＤꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳结果
显示获取的上清液中存在目的蛋白ꎬ且在 ＩＰＴＧ 的作用下
目的蛋白条带增厚(图 １Ａ、Ｂ)ꎬ证明重组载体能够表达目
的蛋白ꎮ 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进一步鉴定ꎬＰＥＴ－Ｘ 组出现了
带有 Ｈｉｓ－Ｔａｇ 的阳性条带(图 １Ｃ)ꎮ
２.３ 多克隆抗体的制备 　 载体对照组无目的蛋白的阳性
条带(图 ２Ａ)ꎬ而实验组血清中抗体可以检测到纯化后的
目的蛋白(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎬ即多克隆抗体制备成功ꎮ
２.４ 多克隆抗体的效价检测 　 大兔血清中抗体的效价伴
随着稀释比例的扩大而呈现下降的趋势(图 ３)ꎬ稀释度为

１∶ ３２００ 时ꎬ两组待测血清 Ｐ 与阴性血清 Ｎ 的 ＯＤ４５０ 的比
值分别为 ３.０６±０.１０ 和 ２.５５±０.０３ꎬ均 Ｐ / Ｎ≥２.１ꎬ即此稀释
倍数为血清的最大稀释倍数且为抗体的效价ꎮ
２.５动物免疫后血清中 ＨＳＶ－１ 抗体及细胞因子水平的
变化　 实验组、载体对照组中的小鼠血清中 ＨＳＶ－１ ＩｇＭ
含量分别为 １２.１３±０.８５、０.４９±０.４４ ｎｇ / Ｌꎬ而空白对照组中
未检测到 ＨＳＶ － １ ＩｇＭꎬ相较于载体对照组ꎬ实验组的
ＨＳＶ－１ ＩｇＭ 抗体含量显著增加ꎬ差异具有统计学意义( ｔ ＝
２１.０７ꎬＰ<０.００１ꎬ图 ４)ꎮ 此外ꎬ相较于载体对照组及空白
对照组ꎬ实验组小鼠血清中的 ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ
含量均显著升高(均 Ｐ<０.０５ꎬ表 ２)ꎮ

图 １　 ＰＥＴ－Ｘ的体外表达及鉴定ꎮ

图 ２　 血清中的多克隆抗体的检测ꎮ

图 ３　 大兔血清中的多克隆抗体的效价测定ꎮ 　 图 ４　 Ｅｌｉｓａ检测小鼠血清中的 ＨＳＶ－１ ＩｇＭ抗体含量
ａＰ<０.０５ ｖｓ 载体对照组ꎮ

表 ２　 免疫动物后不同组别血清中 ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－４ 和 ＩＬ－γ含量 (ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)
组别 样本量(只) ＩＬ－２ ＩＬ－４ ＩＬ－１０ ＩＬ－γ
实验组 ３ １１.６３±０.６０ ２２.６５±１.４７ ８５.７５±１４.１２ １１４.９０±６.３９
载体对照组 ３ ４.７０±０.２３ａ １４.７１±０.７４ａ ４２.２２±３.９１ａ ６３.９４±１.２８ａ

空白对照组 ３ ４.８５±０.３５ａ １５.５２±１.２２ａ ３８.８１±２.５６ａ ５８.４０±１.９４ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２６３.１７ ４１.１３ ２７.８８ １８８.７８
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.０１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 实验组ꎮ
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２.６免疫组化检测不同组织中蛋白 Ｘ 的表达 　 载体对照
组和空白对照组小鼠的脑组织、三叉神经节、眼组织细胞
周边未见呈棕黄色改变ꎬ而在实验组的脑组织、三叉神经
节、眼组织中均能发现目的蛋白 Ｘ 的表达(图 ５)ꎮ
３讨论

α 疱疹病毒亚家族的 ＨＳＶ－１ 是由包膜和核衣壳构成
的大的双链 ＤＮＡ 病毒ꎮ 在潜伏期间ꎬＨＳＶ－１ 染色体保持
为共价闭合的游离体ꎬ处于一种高水平抑制的状态[２３]ꎮ
当宿主免疫机能下降时ꎬ处于潜伏期的病毒会被再次激活
并传播到神经支配的部位ꎬ引起病症复发[２４]ꎮ 由 ＨＳＶ－１
诱发的 ＨＳＫꎬ会对眼睑、角膜或结膜造成损伤ꎬ是全球失明
的重要传染病[２５]ꎮ 如何预防和治疗 ＨＳＶ－１ 成为了越来
越多的学者探究的方向ꎬＬｉｎ 等[２６] 发现金黄色葡萄球菌
(Ｓ.ａｕｒｅｓ)裂解物(ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓｌｙｓａｔｅｓꎬ ＳＡＬｓ)呈现
一种以剂量依赖的方式抑制 ＨＳＶ－１ 的感染ꎬ其制备的
ＳＡＬｓ 滴眼液能有效地改善患有 ＨＳＶ－１ 角膜炎小鼠的角
膜病变ꎮ 将改造后带有 ＧＦＰ 荧光标签的 ＨＳＶ－１ 侵染细
胞ꎬ通过评估荧光信号及噬斑的形成确认 ＳＡＬｓ 的抗病毒
作用ꎮ 在 ２０２３ 年ꎬ董亚慧等[２７] 系统地阐述了 ＨＳＶ－１ 病
毒潜伏过程及复发的机制ꎬ以及一些临床常用的抗ＨＳＶ－１
药物(有无环鸟苷、丙氧鸟苷、阿糖腺苷等)的局限性ꎬ这
些药物虽能抑制病毒的 ＤＮＡ 合成ꎬ但仍存在复发的可
能性ꎮ

近年来ꎬ许多研究人员对 ＨＳＶ－１ ｇＢ 或 ｇＤ 的疫苗做
了大量的研究ꎬ主要原因为:ｇＢ 和 ｇＤ 蛋白序列高度保守
的同时免疫原性也很强ꎬ在病毒侵染的条件下ꎬ会触发机
体快速并高效的体液免疫反应和细胞免疫反应[２８]ꎮ 如早
在 １９９０ 年ꎬＡｎｔｈｏｎｙ 等以新西兰雄性大白兔为模型评估了
重组 ｇＤ 疫苗的安全性和有效性[２９]ꎻＤｕ 等[３０] 通过筛选 ｇＤ
蛋白表位制备了对 ＨＳＶ－１ 和 ＨＳＶ－２ 具有相同病毒中和
活性的重组 ｇＤ ＤＮＡ 疫苗ꎬ并在小鼠模型中进行了疫苗效

力评估ꎻ针对 ＨＳＶ－１ ｇＢ ＤＮＡ 疫苗亦有报道ꎬ在 ２００３ 年ꎬ
Ｃｕｉ 等[３１]向小鼠注射表达 ｇＢ 的裸质粒 ＤＮＡ 疫苗ꎬ在感染
ＨＳＶ－１ 后诱导机体产生特异性的体液与细胞免疫反应ꎻ
Ｃａｓｅｌｌｉ 等[３２]在小鼠肌肉中接种 ＨＳＶ－１ ｇＢ ＤＮＡ 疫苗ꎬ获
得了对 ＨＳＶ－１ 保护性免疫反应的能力ꎮ 值得注意的是ꎬ
现有研究表明ꎬ分别接种 ｇＢ 或 ｇＤ 疫苗的小鼠模型中ꎬ仍
然存在病毒潜伏的可能性ꎬ表明单一表位疫苗产生的免疫
作用不能完全地保护机体[３３]ꎮ Ｅｇａｎ 等[３４] 发现 ｇＣ、ｇＤ 和
ｇＥ 三表位 ＨＳＶ 核酸疫苗能够有效地预防 ＨＳＶ－１ 的 ＤＮＡ
迁移到三叉神经节或背根神经节ꎬ并能对小鼠的口腔和生
殖器部位的 ＨＳＶ－１ 的感染提供有效地保护ꎮ 因此ꎬ多表
位核酸疫苗的开发是具有一定意义的ꎬ能够为机体提供一
种更好的保护及预防作用ꎮ

本研究构建了同时表达 ＨＳＶ－１ ｇＢ 和 ｇＤ 的 ＤＮＡ 疫
苗 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘꎬ与以往的研究相比ꎬ我们利用研究中制
备的单克隆抗体来验证小鼠体内蛋白 Ｘ 的表达情况ꎮ 与
载体对照组和空白对照组相比ꎬ我们发现实验组中小鼠的
眼球、三叉神经节及脑组织中均存在重组蛋白 Ｘ 的表达ꎬ
这与 Ｋｌｉｍｏｖａ 等[３５]研究 ＨＳＶ－１ ｇＤ 基因质粒在小鼠间充
质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ)中的表达情况相一致ꎬ
这是由于重组质粒被成功转染到宿主体内ꎬ使得机体内有
目的蛋白的表达ꎮ 此外ꎬ与载体对照组相比ꎬＤＮＡ 疫苗
ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 在鼠体内产生了具有较强的特异性 ＨＳＶ－１
ＩｇＭ 抗体(Ｐ<０.００１)ꎬ且细胞因子 ＩＬ－ ２、ＩＬ－４、ＩＬ－１０ 和
ＩＦＮ－γ 分泌水平较载体对照组和空白对照组明显增高(均
Ｐ<０.０５)ꎬ这与王丹凤等[３６]的研究结果相似ꎮ 这是因为在
病毒的影响下ꎬ处于前体状态的 Ｔｈ 细胞(Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ)向
不同方向分化和增殖[３７]ꎮ 其中 Ｔｈ１ 型细胞主要分泌 ＩＬ－２
和 ＩＦＮ－γ 等细胞因子促进细胞介导免疫的产生ꎬ而 Ｔｈ２
型细胞主要分泌 ＩＬ－４、ＩＬ－１０ꎬ在抗体反应及寄生虫的保
护性免疫中发挥作用[３８]ꎮ 此外ꎬＩＦＮ－γ 是活化 Ｔ 淋巴细
　 　

图 ５　 免疫组化检测重组蛋白 Ｘ在小鼠相应组织中的表达　 箭头所指为脑组织、三叉神经节和眼组织表达的蛋白 Ｘꎮ
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胞的标志性细胞因子ꎬ能干扰病毒复制ꎬ在抗病毒防御系
统中扮演着重要角色[３９]ꎮ 可见ꎬｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 可引起机体
产生较强的针对 ＨＳＶ－１ 的特异性免疫应答ꎮ 在本文中ꎬ
我们首次揭示了 ＤＮＡ 疫苗 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 免疫机体后ꎬ能
在小鼠眼球、三叉神经节及脑组织等病毒易潜伏的组织中
发挥效用ꎬ从而减弱 ＨＳＶ－１ 在机体内潜伏与复发感染的
可能ꎮ 但是ꎬ仅仅在眼球、三叉神经节和脑组织表达只是
这项研究的第一步ꎬ具体如何能起到预防病毒复发的机制
仍处于未知状态ꎮ 此外ꎬ本研究未验证 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 疫苗
对灭活的 ＨＳＶ－１ 侵染小鼠所造成的角膜病变的影响ꎬ未
来需要进一步验证重组疫苗在体内模型所发挥的保护
作用ꎮ

在实验过程中ꎬ在测序结果一致的情况下ꎬ实验中的
ｇＢ 表位序列有 ２ 处的碱基发生了变异相较于前期获取的
序列(３５５ Ｇ→Ｃꎬ４３５ Ｇ→Ｃ)ꎬ进而导致相应氨基酸发生了
变化(１１５ Ｐ→Ａꎬ１４２ Ｐ→Ａ)ꎮ 由于方案中需要将 ４ 个肽
段连接在一起构建表达载体ꎬ有可能引起蛋白结构不稳
定ꎬ而丙氨酸是氨基酸中侧链最短的手性氨基酸ꎬ具有体
积小ꎬ对蛋白结构影响小ꎬ且能提高蛋白稳定性的优
势[４０－４１]ꎮ 因此ꎬ两个碱基发生突变的情况并未影响重组
疫苗的免疫原性ꎮ

综上ꎬ相较于灭活疫苗或减毒疫苗ꎬ核酸疫苗具有安
全、无毒、稳定ꎬ可直接刺激机体产生特异性免疫反应的特
点ꎮ 此外ꎬ针对病毒选择高度保守且免疫性强的表位进行
组装构成多表位核酸疫苗ꎬ对预防和治疗 ＨＳＶ－１ 的意义
重大ꎮ 本研究发现 ＤＮＡ 疫苗 ｐｃＤＮＡ３.１－Ｘ 在免疫动物后
在机体内产生了特异性抗 ＨＳＶ－１ 抗体ꎬ同时引起与免疫
应答相关细胞因子分泌水平的显著增加ꎬ其主要的效用机
制可能与 ＨＳＶ－１ ｇＢ 和 ｇＤ 糖蛋白在机体内表达ꎬ从而激
发免疫应答ꎬ并在易潜伏的组织中发挥预防及保护作用ꎬ
这为单疱病毒的重组抗原表位串联疫苗的研发及在今后
成为临床治疗手段提供了一种新的可能ꎮ
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[２４] 肖书毓ꎬ 俞莹ꎬ 陶津华. ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠单纯疱疹病毒性角膜炎

复发感染模型的建立及鉴定. 中华实验眼科杂志ꎬ ２０２１ꎬ３９(２):
１０７－１１２.
[２５] Ａｌｉｍｂａｒｏｖａ Ｌꎬ Ｅｇｏｒｏｖａ Ａꎬ Ｒｉａｂｏｖａ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｐｒｏｏｆ－ｏｆ－ｃｏｎｃｅｐｔ
ｓｔｕｄｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｄｉｓｐｉｒｏｔｒｉｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ＰＤＳＴＰ ｉｎ ａ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ. Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ２０２:１０５３２７.
[２６ ] Ｌｉｎ ＴＬꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｃꎬ Ｚｅｎｇ ＷＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ － ｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｌｙｓａｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ － Ｉ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ: ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２１ꎬ１４(１０):
１４６３－１４７２.
[２７] 董亚慧ꎬ 赵格ꎬ 周庆军. 单纯疱疹病毒Ⅰ型在三叉神经节潜伏

复发机制的研究进展. 国际眼科杂志ꎬ ２０２３ꎬ２３(５):７８７－７９０.
[２８] Ｒéｄｕａ ＲＢꎬ Ａｌｍｅｉｄａ ｄｅ Ｒｅｚｅｎｄｅ Ｒꎬ Ｅｄｕａｒｄｏ ｄｅ Ａｌｍｅｉｄａ Ｆｅｒｒｅｉｒａ
Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｒｔｈｏｇｎａｔｈｉｃ ｓｕｒｇｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ ａ Ｃｌａｓｓ ＩＩＩ
ｍａｌｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｄｅｎｔａｌ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ａｎｄ ａ ｍａｘｉｌｌａ ｆｒａｃｔｕｒｅ.
Ａｍ Ｊ Ｏｒｔｈｏｄ Ｄｅｎｔｏｆａｃ Ｏｒｔｈｏｐꎬ ２０１９ꎬ１５５(５):７０２－７１３.
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[２９] Ｎｅｓｂｕｒｎ ＡＢꎬ Ｇｈｉａｓｉ Ｈꎬ Ｗｅｃｈｓｌｅｒ ＳＬ. Ｏｃｕｌａｒ ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ
ａｎ ＨＳＶ － １ ｇＤ ｖａｃｃｉｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｌａｔｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔｉｇ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ １９９０ꎬ３１(８):１４９７－１５０２.
[３０] Ｄｕ ＲＫꎬ Ｗａｎｇ ＬＬꎬ Ｘｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｓ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ. Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓꎬ
２０１７ꎬ１４７:１３１－１４１.
[３１] Ｃｕｉ ＦＤꎬ Ａｓａｄａ Ｈꎬ Ｋｉｓｈｉｄａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒ ｎａｋｅｄ ＤＮＡ
ｖａｃｃｉｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｉｎｄｕｃｅｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｈｕｍｏｒａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｇｅｎｅ
Ｔｈｅｒꎬ ２００３ꎬ１０(２５):２０５９－２０６６.
[３２] Ｃａｓｅｌｌｉ Ｅꎬ Ｇｒａｎｄｉ Ｐꎬ Ａｒｇｎａｎｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｏｒｍ ｏｆ ＨＳＶ － １ ｇＢ ｉｎｄｕｃｅｓ ａ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｉｎｔｅｒｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ４４(１):１－７.
[３３] Ｊａｍｅｓ ＳＨꎬ Ｋｉｍｂｅｒｌｉｎ ＤＷꎬ Ｗｈｉｔｌｅｙ ＲＪ. Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ
ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ: ｎｅｏｎａｔａｌ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ
ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓꎬ ａｎｄ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓꎬ ２００９ꎬ８３(３):２０７－２１３.
[３４] Ｅｇａｎ ＫＰꎬ Ａｗａｓｔｈｉ Ｓꎬ Ｔｅｂａｌｄｉ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｔｒｉｖａｌｅｎｔ ＨＳＶ－２ ｇＣ２ꎬ
ｇＤ２ꎬ ｇＥ２ Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ － ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍＲＮＡ － ＬＮＰ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｇａｉｎｓｔ ｇｅｎｉｔａｌ ａｎｄ ｎｏｎ－ ｇｅｎｉｔａｌ ＨＳＶ－ １
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＨＳＶ － １.
Ｖｉｒｕｓｅｓꎬ ２０２３ꎬ１５(７):１４８３.

[３５] Ｋｌｉｍｏｖａ ＲＲꎬ Ｄｅｍｉｄｏｖａ ＮＡꎬ Ｍａｓａｌｏｖａ ＯＶꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ
ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｌｅｔｈａｌ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ １. Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０２１ꎬ５５ ( ３):
４１３－４２３.
[３６] 王丹凤ꎬ 马小力. ＨＳＶ－１ 糖蛋白 Ｂ 和糖蛋白 Ｄ 的 Ｔ 细胞表位
重组核酸疫苗的构建及其免疫原性. 中国医科大学学报ꎬ ２０２１ꎬ５０
(２):１４１－１４４ꎬ１６７.
[３７] Ｗｕ Ｊꎬ Ｇｕｏ ＹＲꎬ Ｌｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈ１ / Ｔｈ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ. Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ
Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ２０２０:６０２７３６１.
[３８] Ａｌｅｅｂｒａｈｉｍ－Ｄｅｈｋｏｒｄｉ Ｅꎬ Ｍｏｌａｖｉ Ｂꎬ Ｍｏｋｈｔａｒｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔ ｈｅｌｐｅｒ
ｔｙｐｅ (Ｔｈ１ / Ｔｈ２) ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ (Ｈ１Ｎ１)
ｖｉｒｕｓ: Ｆｒｏｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ. Ｔｒａｎｓｐｌ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ
２０２２ꎬ７０:１０１４９５.
[３９] Ｈａｓａｎｖａｎｄ Ａ. ＣＯＶＩＤ－１９ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ.
Ｉｎｆｌａｍｍｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ３０(３):７８９－７９８.
[４０] Ｙｕａｎ ＳＬꎬ Ｌｉ ＧＭꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｈａｒｇｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＰ１ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ. Ｊ Ｖｉｒｏｌꎬ ２０１６ꎬ９０(２):７４１－７５２.
[４１] Ｓａｔｖａｔｉ Ｓꎬ Ｇｈａｓｅｍｉ Ｙꎬ Ｎａｊａｆｉｐｏｕｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ.Ｆｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｆｏｕｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｅｎｚｙｍｅ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｔｓ
ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ: ａ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ. Ａｒｃｈ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ２０５(７):２６０.
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