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慢病毒介导的HSV-2 gD2蛋白的表达及多克隆抗体的制备
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摘 要： 目的 采用慢病毒介导 293T细胞表达单纯疱疹病毒Ⅱ型包膜糖蛋白 2（HSV-2 gD2），免疫新西兰兔制

备高效价的 gD2多克隆抗体，为HSV-2病毒的检测及其基础研究提供便利。方法 将密码子优化的HSV-2病毒G 

Strain US6基因（MH790667.1）序列连接至慢病毒载体 pLenti-CMV-gD2-6His中，重组慢病毒感染正常 293T细胞并

筛选出稳转株，从培养上清中收获分泌型 gD2蛋白后采用Ni-NTA亲和层析纯化目的蛋白，与弗氏佐剂 1∶1混合乳

化后皮下注射免疫新西兰大白兔，加强免疫 1 次，ELISA 检测兔血清中 gD2 特异性抗体（纯化抗原包板）的效价，

Western blot检测载体病毒中 gD2抗原蛋白的表达。结果 构建的慢病毒重组质粒序列与理论设计一致，稳转株表

达的gD2-6His蛋白相对分子质量约为37 000，电泳条带位于40 000~55 000（糖基化修饰），二次免疫后兔血清中gD2

特异性抗体滴度为1∶204 800，兔血清经1∶500稀释后作为一抗孵育可检测到疫苗病毒中gD2抗原蛋白的表达，条带

特异。结论 成功表达高纯度分泌型gD2蛋白，并制备了高效价的兔多克隆抗体，便于后续HSV-2疫苗的研发。
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Abstract: Objective The expression of secreted human herpes simplex virus 2 envelope glycoprotein gD (HSV-2

gD2) mediated by lentivirus, and the preparation of gD2-specific rabbit polyclonal antibody will provide convenience for 

subsequent ELISA and WB detection in HSV-2 vaccine development. Methods Codon-optimized sequences of the HSV-2 G 

Strain US6 gene (MH790667.1) were linked into the lentiviral vector pLenti-CMV-gD2-6His. The recombinant lentivirus 

and packing plasmids were co-transfected into 293T cells to harvest recombinant lentivirus, then the recombinant 

lentivirus-infected 293T cells were screened with puromycin for establishing stable cell lines. The secreted gD2-6His 

proteins were harvested from the culture supernatant of the screened stable cell lines. The target protein was purified by 

Ni-NTA affinity chromatography technology. The purified gD2-6His protein mixed with an equal proportion of Freund’s 

adjuvant was subcutaneously injected into New Zealand white rabbits, strengthening the immunization once. The titer of 

gD2-specific antibody in rabbit serum was detected by ELISA; the specificity and affinity of the rabbit serum antibody 

were verified by Western blot. Results The sequence of the lentiviral recombinant plasmid was consistent with the 

original design. The theoretical molecular weight of gD2-6His protein was about 37 000, and the electrophoretic 

migration band was positioned between 40 000 and 55 000 (glycosylation modification). The gD2-specific antibody titer 
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of rabbit serum was 1∶204 800 by ELISA assay; the 1∶500 dilution was useful for detecting the gD2 antigen protein 

expression of the vaccine virus. Conclusions High-purity gD2-6His protein has been successfully prepared; the 

efficient gD2-specified rabbit polyclonal antibody was verified by ELISA and western blot, which will provide great 

convenience for the subsequent development and testing of the HSV-2 vaccine.  

Key words: HSV-2 gD2 protein; lentivirus; polyclonal antibody; stable cell lines

单纯疱疹病毒Ⅱ型（HSV-2）为疱疹病毒科 α疱

疹病毒亚科成员，是引起生殖道疱疹的主要病原

体，与 HIV 可相互增加感染风险，二者均为引起性

传播疾病的病原体[1-3]。HSV-2 为大的线性双链

DNA 病毒，为世界上最流行的性传播疾病病原体，

目前尚无上市的 HSV-2 疫苗[4-8]。在 HSV-2 疫苗研

发中所能使用的市售病毒蛋白及抗体等检测试剂

来源单一，且售价较高，不适合应用于大量基础研

究。糖蛋白 2（gD2）为 HSV-2 疫苗研发中使用的主

要病毒抗原，经高度糖基化修饰，可引发机体产生

强大的体液免疫反应[9-11]。gD2 包膜糖蛋白全长

393 aa，1 ~ 340 aa为胞外区，341 ~ 393 aa为跨膜区和

胞内区[12-13]，目前市售的 gD2 蛋白主要为融合了

GST 标签的原核表达截断体（266 ~ 394 aa），然而

gD2抗体价格昂贵且特异性和亲和力欠佳。原核表

达载体缺乏蛋白质翻译后修饰系统，无法对目的蛋

白进行复杂的糖基化修饰，而 gD2为高度糖基化病

毒膜蛋白，为了使蛋白的构象和抗原性更加接近天

然蛋白，本项目采用慢病毒介导在 293T细胞中表达

分泌型 gD2 病毒蛋白（1 ~ 339 aa，保留了 N 端信号

肽，去掉了C端跨膜区和胞内区），最大限度保留了

糖蛋白胞外区用于制备兔多抗，制备的 gD2纯化蛋

白及血清抗体可用于后续 ELISA 及 Western blot检

测使用。

1 材料和方法

1.1   实验试剂与药品 

DH5α 感受态（唯地生物）、LB 培养基、Amp、

Plenti-CMV-3Flag、pMD2.G、pSPAX2、omega质粒提

取试剂盒、omega DNA 纯化试剂盒、T4 ligase、50%

甘油、胎牛血清（浙江天杭生物科技股份有限公

司），P/S、DMEM（赛默飞世尔科技有限公司），胰

酶、PBS、3 mol/L 醋酸钠溶液、灭菌水、DMSO、

Lipo2000、opti-MEM、polybrene、puro、0.2 mol/L NaOH

溶液、10×DNA loading buffer、荧光染色剂、1 mol/L 

Tris、5 mol/L NaCl、1 mol/L 咪唑、生理盐水、弗氏完

全佐剂（FCA，Sigma F-5881）、弗氏不完全佐剂（FIA，

Sigma F-5506）及25%、50%、70%、75%、100%乙醇。

1.2   实验动物 

健康雄性新西兰兔 2只购买于广州乐晴生命科

学有限公司，体质量分别为 2.2、2.5 kg（广东医科大

学实验动物伦理审查批准号：GDY2302235）。

1.3   实验仪器 

生物安全柜（SPANSTAR， BSC-1300IIA2）、二

氧化碳培养箱（Panasonic MCO-18AIC）、显微镜

（Nikan ECLIPSE）、冰箱（Haier）、离心机（TGL20

MW）、凝胶成像系统（ChampGel 5000 Plus）、霉菌培

养箱（上海一恒科学仪器有限公司）、高压蒸汽灭菌

锅、移液枪、电泳仪、电泳槽、水平摇床、高速离心

机、铁架台、移液枪、紫外检测仪、超净工作台、化学

发光成像仪、倒置显微镜、恒温水浴箱、-80 ℃冰箱、

离心管架、PCR仪、分光光度计、水平摇床。

1.4   实验方法[14]

1.4.1    构建 pLenti-CMV-gD2-6His 质粒    用 Snap‐

Gene软件设计出外分泌型 gD2表达载体序列，依据

HSV-2病毒G Strain US6基因（MH790667.1）序列经

密码子优化后在擎科合成基因模板。用 BamH I、

Sal I双酶切基因模板和Plenti-CMV-3Flag分别获取

gD2-6His（1-339aa + 6His）和线性载体，T4 DNA li‐

gase 连接，转化至 DH5α 感受态。扩增阳性重组质

粒，DNA琼脂糖凝胶电泳初步验证质粒大小是否正

确，将大小正确的质粒送去公司测序。

1.4.2    慢病毒包装与稳转株建立    采用醋酸钠法

浓缩 pLenti-CMV-gD2-6His、pMD2.G、pSPAX2质粒

至 1 g/L，提前复苏 293T 细胞，分为对照组和实验

组，待到细胞汇合度到达 50% ~ 60% 后，分别加入

725 μL opti-MEM 和 30 μL Lipo2000 到对照组和实

验组的浓缩质粒中，轻轻吹打混匀，室温静置 5 min

后均匀加到两组的 293T细胞，进行细胞转染。72 h

后收集两组的病毒上清，4 ℃、1 000 r/min 离心

30 min，用 0.45 μm的滤膜进行过滤。重新复苏新的

一批 293T细胞，分成空载组和 gD2-6His组，待到细

胞汇合度到达 50% 后，加入病毒上清。感染 48 h

后，各组按照 1∶4 传代，传代后细汇合度不超过

30%，加入含 10 g/L puro 完全培养基，加药筛选，待

空白组细胞死亡率达 90%以上后，更换为无抗性新
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鲜培养基，细胞恢复正常状态后，进行多轮加药

筛选。

1.4.3    gD2-6His蛋白纯化    收集培养上清后，采用

His 标签蛋白 Western blot 检测稳转细胞株表达情

况。成功表达后采用镍柱纯化目的蛋白。用 1 mL

洗涤液过柱，重复 8 ~ 10 次，1.5 mL 离心管收集；

1 mL洗脱液过柱，重复 5次，收集洗脱液用于 SDS-

PAGE电泳检测纯化效果。

1.4.4    免疫新西兰兔    免疫前，兔耳中动脉取血 3 ~

4 mL。抗原制备： 将纯化好的 gD2-6His 1 mg 与等

体积 FCA 混匀，剧烈振荡使其充分乳化，振荡后，

1 000 r/min离心 1 min，如水相和油相不分层即可注

射。初次免疫使用 FCA + 1 mg抗原，加强免疫使用

FIA + 500 μg。从笼中取出兔子放在平坦处，分 4个

不同部位分别在背部及大腿内侧皮下注射约

500 μL抗原溶液。每 2周注射 1次，加强免疫后 14 d

抽血，ELISA检测兔血清中gD2抗体效价。

1.4.5    ELISA检测兔血清中 gD2抗体效价（A450nm值

大于免疫前 2 倍的最高稀释度）    包板：将纯化的

gD2-6His 蛋白用 PBS 稀释至 2 mg/L 包被 96 孔板，

每孔加入 100 μL包被液，4 ℃过夜；漂洗：次日吸弃

孔内包被液，用PBST漂洗 3次，每次 3 min，拍干；封

闭：先配制含 0.5% Tween-20 的 PBST 溶液，再用

PBST配制含 3%脱脂奶粉的封闭液，每个反应孔中

加入 100 μL封闭液室温孵育 1 h；一抗孵育：加入含

3% 脱脂奶粉的 PBST 溶液进行梯度稀释的兔血

清（1∶1 600、1∶3 200、1∶6 400、1∶12 800、1∶25 600、

1∶51 200、1∶102 400、1∶204 800）100 μL 置 37 ℃孵

育 1 h，漂洗步骤同上；加酶标二抗：各反应孔中，加

入含 3% 脱脂奶粉的 PBST 稀释的酶标羊抗兔二抗

（碧云天，货号 A0208）100 μL 室温孵育 1 h，漂洗步

骤同上；TMB显色：二抗孵育完，漂洗拍干，按100 μL/孔

向96孔酶标板中加入 TMB 显色液，室温避光孵育

10 min，待蓝色显现；终止显色及读数：按 100 μL/孔

向显色的 96孔酶标板中加入 2 mol/L H2SO4终止显

色，450 nm的波长下检测样品吸光度。

1.4.6    Western blot 检测兔血清中 gD2 抗体的有效

性    用反式遗传学的方法在 Vero 细胞中拯救表达

gD2 的 PIV5-gD2 疫苗病毒（该疫苗病毒由广州思

安信生物科技有限公司提供，是以 PIV5 为载体，

生工合成 gD2 抗原，将 gD2 抗原基因插入至 PIV5

载体中），该病毒感染 Vero 细胞后可在上清中表达

出分泌型 gD2 抗原蛋白，以未感染的 Vero 细胞培

养上清为对照，检测 2 次免疫后的兔血清中相应

gD2 抗体的有效性，即 Western blot 检测兔抗血清

的特异性和亲和力。

2 结果 

2.1   构建pLenti-CMV-gD2-6His重组慢病毒质粒

成功构建重组慢病毒质粒（图 1）。经密码子优

化的 gD2-6His 基因（1 ~ 339 aa）序列连接至 pLenti-

CMV-3Flag载体中的BamH I、Sal I酶切位点之间，双

酶切后的目的片段及载体片段见图 1A；T4 DNA酶

连接后转化DH5ɑ大肠杆菌（图 1C、D）；挑取 7 个重

组质粒进行鉴定，结果见图1E、F。

2.2   稳转株中目的蛋白的表达及纯化

上述重组慢病毒质粒包装 293T细胞，获取重组

慢病毒后感染正常 293T细胞，经 1 000 μg嘌呤霉素

筛选建立稳转株，分别收获细胞沉淀及培养上清蛋

白样品，采用His标签抗体确定目的蛋白的表达（图

2A），结果显示细胞内和上清中均有目的蛋白表达；

经镍柱纯化（低浓度咪唑洗涤 8次，200 mmol/L咪唑

洗脱 4次）后 PAGE电泳检测纯化蛋白，结果显示纯

化后的目的蛋白无杂带，纯度约大于 95%（图 2B红

pLenti-CMV-gD2-6His

1 035 bp

7 896 bp

A B

C D

E F

gD2

图1   重组慢病毒质粒的构建及鉴定

A.左边条带为 BamH I、Sal I双酶切后的 gD2-6His目的

片段，长度 1 035 bp，右边条带为 BamH I、Sal I 双酶切后

pLenti-CMV-3Flag 空载体，线性长度 7 896 bp，中间泳道为

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder（Thermo Scientific）；B.重组

子 pLenti-CMV-gD2-6His质粒图谱，全长 8 931 bp，插入目的

基因 gD2 为 1 035 bp；C. 阴性对照转化板（空载）；D. 实验转

化板（空载 + 目的基因）；E. 重组子质粒 PCR 电泳结果，长

度 1 035 bp，第1泳道为DL5000 DNA Marke；F.测序峰图。
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A B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

55 000
40 000 40 000

55 000

1 2 3 4

图2   稳转株细胞中gD2-6His目的蛋白的表达及纯化

A.His标签抗体检测稳转株细胞中 gD2-6His目的蛋白的表达，第 1、4 泳道为 Prestained Protein Ladder（26616），第 2 泳道

为稳转株细胞沉淀裂解物，第 3泳道为稳转株细胞培养上清，gD2-6His相对分子质量约为 37 000，电泳迁移条带位于 40 000~

55 000，符合高度糖基化蛋白高迁移率的特点；B.培养上清中 gD2-6His目的蛋白的纯化，第 1泳道为Protein Ladder （26616 ），

第 2泳道为未纯化培养上清，第 3泳道为流穿液，第 4 ~ 11泳道分别为W1 ~ W8的低浓度咪唑洗涤缓冲液样品，第 12 ~ 15泳道

分别为E1 ~ E4高浓度咪唑洗脱样品，红色箭头指示为纯化后的目的蛋白条带。

70
55
40

Vac
-g

D
2

Vac
-R

R2
Vac Mr×103

图3   Western blot检测疫苗样品中gD2蛋白的表达

色箭头示），可直接免疫动物。

2.3   ELISA检测兔血清效价 

再免后 14 d 抽血检测抗体效价（表 1），结果显

示 ELISA 抗体效价在 1∶204 800 以上（计算标准为

免疫后A450 nm值大于免疫前2倍的最高稀释度）。

2.4   Western blot验证兔血清抗体的特异性和亲和力

免疫后的兔血清按照1∶500的比例作为一抗孵育

待测样品，待测样品PIV5-gD2为阳性表达gD2蛋白的

重组PIV5病毒，PIV5-RR2为表达其他非gD2蛋白的

对照样品（均为广州思安信生物科技有限公司友好提

供），结果显示在稀释度1∶500的情况下，PIV5-gD2阳

性样品中可检测到明显的目的蛋白条带，电泳迁移位

置位于 40 000~55 000；对照样品Vac-RR2中未曝出

任何条带，表明gD2兔多抗已成功制备，可作为一抗

用于Western blot检测目的蛋白的表达（图3）。

3 讨论

HSV-2是一种经性传播的病原体， 是全球生殖

器溃疡疾病的主要病因［15-16］，且多为潜伏感染［17］，在

亚临床脱落期间亦能传播［18-19］。全球感染HSV-2的

超 5亿人，每年估计有 2 300万新增感染［20］。HSV-2

的血清阳性率随年龄增长而增加，其中女性是男性

的两倍［21-22］。由于HSV-1和HSV-2具有相似的发病

机理和宿主关系，感染 HSV-2 的人群可部分预防

HSV-1的感染［23］。HSV-2血清阳性人群中 HIV-1感

染风险升高 3倍［24］。HSV-2疫苗可预防、抵抗HSV-

1 感染的可能性增加其潜在价值，其免疫接种的最

佳时间可能为幼儿期［25］。感染 HSV 的女性在怀孕

期间的传播感染风险最高［26］。而感染 HSV 的新生

儿通常会面临神经系统后遗症，并且病死率较

表1   ELISA检测兔血清抗体效价

血清

免疫前

免疫后

稀释比例

1∶1 600

1∶3 200

1∶6 400

1∶12 800

1∶25 600

1∶51 200

1∶102 400

1∶204 800

A450 nm值（1号）

0.001 4 

2.042 4 

1.768 2 

1.127 5 

0.995 9 

0.640 9 

0.457 8 

0.299 6 

A450 nm值（2号）

0.001 6

1.903 2

1.489 7

1.036 4

0.641 2

0.410 5

0.289 6

0.143 3

实验用了 2 只新西兰兔，兔抗 ELISA 效价均在 1∶204 800 以

上，后续实验选用效价较高的1只。
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高［27］。艾滋病毒感染风险增加的机制包括响应于

生殖器黏膜中HSV-2复制的HIV靶细胞［28］。因此，

通过预防疫苗接种降低HSV-2易感性或重新激活，

可显著降低HIV发病率［29］。

HSV-2病毒主要通过侵犯女性生殖道黏膜建立

初始感染，急性期后逆轴突运输至神经元胞体中建

立潜伏感染，潜伏的病毒重新激活后会再次转移至

阴道皮肤黏膜，引起临床或亚临床病毒脱落与疱疹

病变。临床上，HSV-2感染导致的生殖道疱疹疾病

主要依靠抗病毒药物进行治疗，如阿昔洛韦及其衍

生物等[1-2]。然而，抗病毒药物在消除甚至减少生殖

道疱疹复发方面仍然面临极大挑战，抗病毒药物既

不能预防新发感染或再激活，也不能清除潜伏于神

经节的病毒，使用有效的HSV-2疫苗目前仍是预防

和治疗生殖道疱疹疾病的主要策略[8-9]。

HSV-2疫苗的开发在临床前及临床试验中均取

得了许多进展，但目前仍没有一种疫苗通过临床Ⅲ
期试验而成功上市。HSV-2包膜糖蛋白D由US6基

因编码，为HSV-2中含量最丰富且诱导体液免疫最

强的病毒包膜糖蛋白，但这种单一的体液免疫策略

已被证明不成功，因此 gD2抗原蛋白及其检测试剂

的研发一直不被重视[12]。目前HSV-2疫苗研发方向

倾向于多种抗原联合免疫，gD2作为诱导最强体液

免疫的抗原则必不可少，这就决定了 gD2抗原蛋白

及其抗体等基础检测试剂在 HSV-2 疫苗研发中需

大量使用［30］。目前 gD2抗体生产厂家主要有 Santa 

Cruz、LSBio等，生产的 gD2抗体主要针对HSV-2病

毒 G 株，市售的 gD2 抗原蛋白大多融合了 GST 标

签，因此在ELISA、免疫因子分泌、ELISPOT检测中

可能会影响其与抗体结合的特异性和对免疫细胞

的刺激作用，导致在疫苗的免疫原性测试中结果出

现偏差［31］。鉴于此，HSV-2 疫苗研发中所使用的

gD2抗原蛋白及抗体大多由研发单位自己制备，这

也导致了各研发单位间评价效果均有差异。

本项目通过慢病毒介导在 293T 细胞中表达

gD2蛋白，纯化后的 gD2-6His实际电泳迁移位置位

于 40 000 ~ 55 000（相对分子质量为 37 000），这种特

性符合高度糖基化蛋白高迁移率的特点，而目前市

售的 gD2 蛋白无糖基化修饰，相对分子质量只有

14 000左右。将该高度糖基化的 gD2-6His 蛋白免

疫新西兰大白兔后表现出了良好的免疫原性，再免

疫后 14 d 的血清原液抗体效价在 1∶204 800 以上，

未经纯化的血清原液可直接作为 Western blot一抗

（稀释比例 1∶500 以上）使用，与直接购买价格昂贵

的 gD2蛋白及抗体相比，该方法制备的 gD2蛋白最

大限度地保留了天然蛋白的免疫原性，由其诱导产

生的一抗具有较高的效价和特异性，且成本低廉，

可满足HSV-2疫苗研发的需要，为后续疫苗研发提

供极大的便利。
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