
  

HPV16 E6、E7 多表位 DNA 疫苗的构建及免疫效果评估

崔湘杰 ，陶玉芬 ，朱兰芳 ，姚宇峰 ，史　荔

（中国医学科学院 & 北京协和医学院医学生物学研究所，云南 昆明　650118）

[ 摘要 ]  目的　构建和评价 HPV16 E6、E7 多表位 DNA 疫苗诱导的特异性 CTL 细胞应答及其对肿瘤生长的

干预作用，从而揭示其作为候选 HPV 治疗性疫苗的潜能。方法　首先通过 IEDB 网站中的 MHC I Processing

Predictions 和 MHC  I  Binding  Predictions 方 法 ， 分 别 预 测 人 类 HLA-A*02:01、 HLA-A*11:01、 HLA-A*24:02 和

C57BL/6 小鼠 H-2b 的限制性 CTL 表位，然后根据评分以及 ELISPOT 实验筛选出二者共同呈递的 CTL 表位，并

将其构建成多表位 DNA 疫苗（pVAX1-10P）。从预防性和治疗性二个方面研究 pVAX1-10P 对小鼠移植 TC-1 异

位癌的免疫干预作用，流式细胞术检测特异性 CTL 应答。结果　获得 10 条可被人与鼠 MHC 分子共呈递的

CTL 表位，ELISPOT 结果表明这 10 条 CTL 表位均能诱导小鼠淋巴细胞产生特异性免疫应答；由此构建的多表

位 DNA 疫苗 pVAX1-10P 无论在预防性实验还是治疗性实验中，均能诱导特异性的细胞免疫并抑制肿瘤的生长。

结论　构建的 HPV16 E6、E7 多表位 DNA 疫苗 pVAX1-10P 能够诱导特异性 CTL 应答，显著抑制肿瘤生长，有

望作为候选 HPV 治疗性 DNA 疫苗。
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［Abstract ］   Objective　To construct and evaluate the specific CTL cell response induced by HPV16 E6 and

E7  multi  epitope  DNA  vaccines  and  their  intervention  effects  on  tumor  growth  so  as  to  reveal  their  potential  as

candidate HPV therapeutic vaccines. Methods　The CTL epitopes of human HLA-A*02:01，HLA-A*11:01，HLA-

A*24:02  restriction  and  C57BL/6  mouse  H-2b  restriction  were  predicted  by  the  MHC-I  processing  and  MHC-I

binding  methods  in  the  IEDB website，and then  screened for  co-presentation  of  both  based  on  scoring  as  well  as

ELISPOT  experiment.  The  predicted  CTL  epitopes  obtained  were  constructed  into  a  multi-epitope  DNA  vaccine

（pVAX1-10P），and the  immunological  interventions  were  performed in  the  mice  transplanted  with  TC-1 tumour

cells  from  prophylactic  and  therapeutic  strategies  respectively， and  the  ability  of  pVAX1-10P  to  induce  specific

CTL  responses  was  assessed  by  flow  cytometry. Results　 Prediction  and  screening  yielded  10  CTL  antigenic

epitopes  co-presented  by  human  and  murine  MHC  molecules.  ELISPOT  results  showed  that  each  peptide  in  the

experimental  group  induced  the  specific  immune  responses  in  mouse  lymphocytes.  The  constructed  multi-epitope

DNA vaccine，pVAX1-10P，induced the specific cellular immunity and significantly inhibited the tumour growth 
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in both prophylactic and therapeutic experiments. Conclusion　The constructed HPV16 E6 and E7 multi-epitope

DNA vaccine，pVAX1-10P can induce specific CTL response and inhibit the tumour growth，which is expected as

a promising candidate of HPV therapeutic DNA vaccine.
［Key words ］ Cervical  cancer； Human  papillomavirus  16； E6  protein； E7  protein； Multi-epitope  DNA

vaccine

 
高 危 型 人 乳 头 瘤 病 毒（human papillomavirus，

HPV）持续感染引起的宫颈癌是女性中第四大常见

的 恶 性 肿 瘤 之 一 [1]。 其 中 ， 高 危 型 HPV16 与

50% 以上的宫颈癌的发生密切相关[2−3]，而我国

由 HPV16 型引起的子宫颈癌比例高达 78.5%[4]。

现有的 HPV 预防性疫苗能够有效预防由 HPV 高

危型别感染引起的子宫颈癌 [5]，但其靶抗原是

HPV L1 衣壳蛋白。L1 在受感染的基底层细胞中

并不表达，因此对已经发生 HPV 感染的妇女，预

防性疫苗无法起到治疗和清除感染的作用[6]。

HPV 病 毒 蛋 白 E6 和 E7， 持 续 高 表 达 于 被

HPV 感染的上皮细胞中，导致子宫颈上皮内瘤样

病变，直至子宫颈癌的发生[7]。因此，E6、E7 被

认为是癌蛋白基因，成为控制或清除感染以及防

止癌变的理想靶标[8]。在控制 HPV 感染导致的宫

颈病变中，细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T lym-

phocyte，CTL）介导的细胞免疫应答发挥着重要作

用，能直接杀死感染细胞和转化细胞，因此在疫

苗设计时激活有效的 CTL 应答至关重要[9−10]。

病毒感染后，机体识别外源性抗原的部分区

域并产生细胞免疫应答，这部分区域被称为 T 细

胞表位，由 1 组氨基酸残基组成[11−12]。T 细胞表

位 需 与 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体（major  histocom-

patibility complex，MHC）形成“抗原肽-MHC”分

子 复 合 物 ， 再 通 过 抗 原 呈 递 细 胞（ antigen  pres-

enting cell，APC）呈递给T 细胞，从而激活 CTL 应

答[13]。然而，在对特定病毒的有效应答中起着核

心作用的 MHC 表现为限制性抗原呈递特征，即

特定 MHC 分子只识别特定的 T 细胞表位[12]。其

中 人 类 的 MHC 又 称 为 人 类 白 细 胞 抗 原 （ human

leukocyte  antigen， HLA）， 小 鼠 的 MHC 称 为 H-

2[14]。MHC 限制性 T 细胞表位疫苗能够迅速诱导

较强的细胞免疫应答，但其免疫原性弱。而将多

个表位串联所构建的多表位疫苗能够较好地克服

这一缺点，而成为当前治疗性疫苗研发的热点之

一。目前，已报道了多种多表位 DNA 疫苗，在黑

色素瘤[15]、利什曼原虫[16] 的小鼠模型中显示出

有效的细胞免疫应答并具有良好的安全性。

因此，本研究以 HPV16 的 E6、E7 为靶抗原，

通过生物信息学方法筛选出能被人与鼠 MHC 分

子 共 呈 递 的 CTL 表 位 ， 构 建 成 新 型 的 多 表 位

DNA 疫苗 pVAX1-10P，通过小鼠模型以确定该

疫苗激活体内细胞免疫应答的特点和抑制肿瘤生

长的效果，为研发安全性好、免疫原性高的 HPV

治疗性疫苗提供思路和参考。 

1    材料与方法
 

1.1    小鼠与细胞株

本研究所用的雌性 6～8 周 C57BL/6 小鼠均购

于中国医学科学院医学生物学研究所啮齿动物实

验动物部，并在 SPF 级的条件下饲养。动物程序

经中国医学科学院医学生物学研究所机构动物伦

理委员会审定（DWSP202306008）。TC-1 细胞系来

源于 C57BL/6 小鼠持续稳定表达 HPV16 E6、E7

蛋白的原始肺上皮细胞系，由中国医学科学院医

学生物学研究所马雁冰教授惠赠。 

1.2    蛋白序列的获取和CTL 表位的预测

在 NCBI 网 站 上 （ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

获取HPV16（NC_001526.4）E6（Gene ID：1489078）、

E7（Gene ID：1489079）的参考蛋白序列。在 IEDB

网 站 上 运 用 MHC  I  Processing  Predictions （http://

tools.iedb.org/processing/） 和 MHC  I  Binding  Predic-

tions （http://tools.iedb.org/mhci/）2 种 方 法 ， 预 测 人

HLA-A*02:01、 HLA-A*11:01 和 HLA-A*24:02 限

制性的候选 CTL 表位，将预测所得肽段长度设定

在 8～14 个氨基酸，再分别以 Total Score ≥ -1.5

和 Rank ≤ 2 为评分标准，找到符合 2 种条件的

重 叠 表 位 。 鼠 MHC-I 限 制 性 （ H-2Kb 和 H-2Db）

CTL 表位的预测和筛选同上面描述。人和鼠 MHC-

I 分子共同呈递的 CTL 表位，即为候选 CTL 表位。

其 中 HLA-A*02:01、 HLA-A*11:01、 HLA-A*24:02

3 个 HLA-A 等位基因在中国人群中具有较高人群

覆盖率，总占比约为 47.5%[17−19]。 

1.3    多表位DNA疫苗的设计与构建

将筛选到的人与鼠共呈递的 10 个 CTL 表位，

用丙氨酸-丙氨酸-酪氨酸（alanine-alanine-tyrosine，

AAY）进行线性连接，将其亚克隆到 pVAX1 质粒

的 Kpn I 和 EcoR I 位点上构成多表位 DNA 疫苗
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（pVAX1-10P）。 

1.4    疫苗的免疫程序

在肿瘤的预防性研究中，将小鼠随机分为

3 组，每组 5 只，于 0、2 和 4 周，右侧腿部皮内

分别注射 75 μg pVAX1-10P、阳性对照 pVAX1-

E6E7Com （ 采 用 E6 和 E7 全 蛋 白 序 列 亚 克 隆 到

pVAX1 质粒获得）、阴性对照 pVAX1，在第 7 周，

接种 5×104 个 TC-1 肿瘤细胞。每周测量 2～3 次

肿瘤大小，当肿瘤体积接近伦理值时，即种瘤后

的第 27 天时，处死小鼠并进行流式细胞术检测。

小鼠的免疫程序见图 1A。

在疫苗的治疗性评价中，将小鼠随机分为

3 组，每组 5 只，于右侧背部皮下处接种 5 ×104

TC-1 细胞后第 3、10、17 天，每只小鼠右侧腿部皮

内分别注射 75 μg pVAX1-10P、pVAX1-E6E7Com

或 pVAX1，第 29 天时杀鼠进行流式细胞术实验

检 测 小 鼠 体 内 CTL 免 疫 应 答 情 况 ， 每 周 测 量

2～3 次肿瘤大小。小鼠的免疫程序见图 1B。
 
 

A

Start 0 2 4 7 End Start 3 10 17 29 End

75 μg DNA
(i.d.)

75 μg DNA
(i.d.)

75 μg DNA
(i.d.)

75 μg DNA
(i.d.)

75 μg DNA
(i.d.)

75 μg DNA
(i.d.)

Female C57BL/6

6~8 weeks

Female C57BL/6

6~8 weeks

#weeks Vaccine

B
Tumour challenge

Tumour volume measurement

Tumour challenge

Sacrifice mice

#days

图 1    小鼠免疫程序

Fig. 1    Immunisation program in mice
A：疫苗的预防性抗肿瘤评价中的小鼠免疫程序；B：疫苗的治疗性抗肿瘤评价中的小鼠免疫程序。

 
 

1.5    ELISPOT 检测单个 CTL 表位刺激Ｔ细胞分

泌 IFN-γ的水平

无菌条件下将小鼠脾淋巴细胞重悬于广谱型

ELISPOT 专 用 无 血 清 培 养 基 ， 以 每 孔 3×105/

100 μL 转移到包被好的 ELISPOT 96 孔板中，一

式 3 份加入对应刺激物培养，然后将 ELISPOT 板

放置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中培养 40 h。

实验组中为分别加入预测得到的 10 个 CTL 表位

作为刺激物，有细胞无刺激剂作为阴性对照，刀

豆球蛋白 A （concavalin A，ConA）作为阳性对照。

每种刺激物的终浓度为 10 mg/L。孵育结束后，根

据小鼠 IFN-γ 的 ELISPOT 试剂盒的说明来显示斑

点。使用酶联斑点图像自动分析仪计算斑点数量。 

1.6    流式细胞术分析CTL 应答水平

无菌分离小鼠脾脏淋巴细胞，将 1×107 的脾

淋 巴 细 胞 在 37  ℃， 5% CO2 中 用 10P 刺 激 4  h

（10 mg/L），然后每孔加入阻止蛋白质运输的特定

抑制剂 Brefeldin  A，放入 37℃，5% CO2 的细胞

培养箱中继续培养 9～12 h，用细胞染色缓冲液洗

涤细胞后，在 4 ℃ 避光的情况下用抗小鼠 CD8a-

Brilliant  Violet  510™和 FITC  anti-mouse  CD4 抗 体

染色 15～20 min。之后将细胞用细胞固定缓冲液

固定和透化，然后在室温避光的条件下，用抗小

鼠 IFN-γ-PE 抗体染色 20 min。将细胞重悬于细

胞染色缓冲液中上机检测获取数据。 

1.7    统计学处理

采用 Graph pad Prism 9.4.0 软件进行统计学分

析，其中 ELISPOT 和流式数据采用单因素方差分

析，P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    CTL 表位的预测和筛选结果

以 HPV16 E6、E7 为靶抗原，基于人 HLA-

A*02:01、 HLA-A*11:01、 HLA-A*24:02 和 鼠 H-2b

限制性，共找到 10 个可以被人和鼠 MHC 分子共

呈递的 CTL 表位，包括 6 个 E6 和 4 个 E7 表位。

其中 HPV16E6 81SEYRHYCYSL90 表位，人与鼠相

差一个碱基，并非完全一致，但考虑到序列的兼

顾性，因此将 E6 81SEYRHYCYSL90 表位纳入到最

终的结果，见表 1。

免疫原性研究结果表明，预测得到的这 10

个 CTL 表位均能诱导小鼠产生特异性细胞免疫，

见图 2。其中 E7-49RAHYNIVTF57 是经过大多数文

献验证证实过的有效 CTL 表位，为本实验的阳性

参考肽。 

2.2    多表位DNA疫苗的构建

将经过预测、筛选得到的 10 个人与鼠 MHC-

I 分子共呈递 CTL 表位通过 AAY 连接，形成 10P

多肽序列，同时将 HPV16 E6 和 E7 蛋白序列也通
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过 AAY 连接，形成 E6E7Com 序列，然后分别将

10P 和 E6E7Com 氨 基 酸 序 列 亚 克 隆 到 pVAX1，

构 成 pVAX1-10P 和 pVAX1-E6E7Com  质 粒 ， 见

图 3。 

2.3    多表位疫苗的预防性效果评估

首 先 用 pVAX1-10P 免 疫 C57BL/6 小 鼠 以 建

立抗肿瘤免疫，在第 7 周时用 TC-1 细胞挑战小

鼠，小鼠的免疫程序，见图 1A。相比于 pVAX1

组，pVAX1-10P 免疫的小鼠的肿瘤生长速度更缓

慢，并且用 pVAX1-10P 免疫的小鼠肿瘤体积更

小，见图 4A。

流 式 细 胞 术 检 测 特 异 性 分 泌 IFN-γ 的

CD8+T 细胞结果显示：相比于 pVAX1 组，pVAX1-

10P 组 的 特 异 性 CD8+T IFN-γ 的 比 例 更 高 （P <

0.05）； 并 且 pVAX1-E6E7Com 组 特 异 性 CD8+T

IFN-γ 比例也高于 pVAX1 组（P < 0.05），见图 4B。

以上结果说明，pVAX1-10P 多表位 DNA 疫

苗皮内免疫小鼠后，可在小鼠体内诱导有效的细

胞免疫应答，具有抗肿瘤保护性作用。 

2.4    表位疫苗的治疗性效果评估

为了评估疫苗诱导的治疗性抗肿瘤反应，小

鼠攻瘤后的第 3 天进行第 1 针免疫，每隔 1 周免

疫 1 次，共免疫 3 针，小鼠的免疫程序见图 1B。

与 pVAX1 空 载 组 相 比 ， pVAX1-10P 和 pVAX1-

E6E7Com 组只有 3 只小鼠荷瘤，且肿瘤体积小，

无瘤小鼠比例可达到 40%，而 pVAX1 组全部荷

瘤，见图 5A。

流 式 细 胞 术 检 测 特 异 性 分 泌 IFN-γ 的

CD8+T 细胞结果显示：pVAX1-10P 组的小鼠产生

的特异性 CD8+T IFN-γ 比例高于 pVAX1 组（P <

0.05）；并且 pVAX1-10P 组的特异性 CD8+T IFN-

γ 比 例 高 于 pVAX1-E6E7Com 组（P <  0.05）； 而

阳性对照 pVAX1-E6E7Com 组特异性 CD8+T IFN-

γ 比例与对照组相比，差异无统计学意义（P >

 

表 1  预测得到的人鼠共呈递的CTL 表位

Tab. 1    Predicted human and mouse co-presented CTL epitopes

蛋白 肽名称 起始位点 结束位点 序列 总分（鼠） 总分（人） 等级排名（鼠） 等级排名（人）

E6 E6p1 38 45 VYCKQQLL −0.81 −1.39 1.4 0.45

E6p2 49 57 VYDFAFRDL −1.39 −1.23 1.3 0.28

E6p3 75 83 KFYSKISEY −0.72 −0.74或−0.75 1.5 1.6
E6p4 124 132 RHLDKKQRF −1.3 −1.06 1.4 0.46

E6p5 81 90 SEYRHYCYSL −0.29 1.7

82 90 EYRHYCYSL −0.68 0.57

E6p6 86 95 YCYSLYGTTL −0.52 −0.37 1.6 0.41

E7 E7p1 49 57 RAHYNIVTF 0.83或−0.59 −0.3 0.01或0.6 0.54
E7p2 7 15 TLHEYMLDL −1.08 −0.28 1.3 0.21

E7p3 50 57 AHYNIVTF −0.04或−1.26 −1.12 0.23或1.2 1.2
E7p4 77 87 RTLEDLLMGTL −1.37 −1.36 1.3 1.2
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图 2    ELISPOT 检测结果

Fig. 2    ELISPOT results
x̄± sA：实验组及对照组代表性酶联免疫斑点法图；B：ELISPOT 检测 IFN-γ 斑点数统计图，条形图以 表示。
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0.05），见图 5B。

以上结果说明 pVAX1-10P 多表位 DNA 疫苗

能 够 诱 导 特 异 性 CTL 应 答 ， 抑 制 或 消 除 肿 瘤

生长。
 

3    讨论

目前已经上市的 HPV 预防性疫苗主要通过诱
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图 3    质粒构建图

Fig. 3    Plasmid construction diagram
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图 4    多表位DNA疫苗诱导的预防性抗肿瘤免疫

Fig. 4    Prophylactic anti-tumor immunity induced by multi-epitope vaccine
A：肿瘤解剖图；B：流式细胞术检测的 CD8+T IFN-γ 占比；与对照组比较，*P < 0.05。
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图 5    多表位DNA疫苗诱导的治疗性抗肿瘤免疫

Fig. 5    Therapeutic anti-tumor immunity induced by multi-epitope vaccine
A：肿瘤解剖图；B：流式细胞术检测的 CD8+T IFN-γ 占比；与对照组比较，*P < 0.05，nsP ˃ 0.05。
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导机体体液免疫产生中和抗体而发挥预防 HPV 感

染的作用，但不能清除已存在的 HPV 感染，相关

的浸润性病变及肿瘤的清除仍然主要依赖于宿主

有效的细胞免疫应答[2，20]。因此，仍迫切需要研

发新型 HPV 治疗性疫苗。

近年来，生物信息学方法不仅可对复杂的免

疫学数据进行不同方面的分析，还能创造新的可

检验假设，在更短的时间内预测出潜在的疫苗靶

点[21]。本研究通过生物信息学方法预测 HPV16E6、

E7 的 CTL 表位，最终得到的 10 个不仅与 MHC

分子具有高亲和性，还能在细胞内被高效地处理、

加工和呈递的 CTL 表位。同时，这些表位不仅具

有 人 HLA（ HLA-A*02:01、 HLA-A*11:01、 HLA-

A*24:02）限制性，同时具有鼠 MHC（H-2Kb 和 H-

2Db）限制性，具有人鼠共呈递的特性，可使用

C57BL/6 小鼠进行评价。

ELISPOT 试验结果表明，与经过大多数文献

证 实 过 的 有 效 CTL 表 位 E7-49RAHYNIVTF57 相

比[22-25]，笔者预测得到的 10 个 CTL 表位具有良

好的免疫原性，均可以诱导小鼠产生强大的抗原

特异性细胞应答。研究表明，相较于单个抗原肽

构成的疫苗，多表位疫苗可以激活识别不同靶标

的 T 细胞，能最大限度地减少抗原丢失引起的肿

瘤免疫逃逸，提高疫苗的免疫原性[26−27]。AAY 被

广泛应用于表位连接，是蛋白酶体的切割位点或

与抗原加工相关的转运蛋白结合的底物，可以防

止自折叠来提高结构的稳定性，促进靶抗原表位

之间的正确切割，消除新抗原的形成[28−29]。因此，

笔 者 将 这 10 个 CTL 表 位 通 过 AAY 连 接 构 建 成

HPV 多表位 DNA 疫苗（pVAX1-10P）。动物实验

研究表明，pVAX1-10P 能够诱导有效的细胞免疫

应答，不仅能够阻止小鼠体内肿瘤的生成，还能

够抑制肿瘤的生长。本研究结果与 Wang[30]，Gul

等[31] 研究结果一致，提示 CTL 多表位能够促进

抗原提呈细胞对抗原高效的处理、加工和呈递，

进而更好的激发体内的 CTL 免疫应答[32]。

综上所述，pVAX1-10P 多表位 DNA 疫苗均

能够诱导相应的 CTL 应答，阻止肿瘤的发生并能

抑制肿瘤的生长，有望作为 HPV16 相关肿瘤的候

选治疗性疫苗。
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