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HLAＧE与oHSV２VP５蛋白相互作用研究
姚若一,范嘉琦,肖　雄,周　芹,汪　洋,胡　翰,刘滨磊

(湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]溶瘤病毒代表了一类新的免疫治疗药物.它通过选择性杀伤肿瘤细胞和诱导全身性抗肿瘤免疫的双重

作用机制,促进抗肿瘤反应.溶瘤Ⅱ型单纯疱疹病毒oHSV２是由单纯疱疹病毒Ⅱ型(HSVＧ２)基因改造而来的新

型溶瘤病毒.人类白细胞抗原E(HLAＧE)是一种 HLA Ⅰb类分子,是 CD９４/NKG２A 的强效抑制配体,它们的结

合会抑制CTL细胞和 NK细胞功能.多项研究已证实 HLAＧE会在人肿瘤细胞表面过表达,研究团队前期研究也

表明oHSV２会在体外上调部分肿瘤细胞系表面 HLAＧE的表达.应用 GSTpullＧdown和质谱技术确定oHSV２的

VP５蛋白(由 UL１９基因编码)为 HLAＧE的相互作用蛋白,并通过激光共聚焦实验进行了初步验证.它们相互作

用的确定,为探究oHSV２是否干扰 HLAＧE和CD９４/NKG２A的结合奠定研究基础.
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　　溶瘤病毒(oncolyticvirus,OVs)疗法是一种癌

症免疫治疗方式.溶瘤病毒可以直接原位感染和裂

解肿瘤细胞,诱导肿瘤内的急性炎症,并提供病原体

相关分 子 模 式 (PAMPs)和 危 险 相 关 分 子 模 式

(DAMPs),其感染的肿瘤细胞的死亡会在这种免疫

刺激环境中释放肿瘤相关抗原(TAAs),从而促进

免疫细胞流入、抗肿瘤免疫反应和肿瘤免疫环境的

重构[１]. 目前,已有多种病毒被用作溶瘤病毒载体,
单纯疱疹病毒(herpessimplexvirus,HSV)由于其

具有多种优势而被广泛应用、研究[２].

oHSV２是在单纯疱疹病毒Ⅱ型(HSVＧ２)标准

毒株 HG５２的基础上,敲除了ICP３４．５和ICP４７,插
入编码人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(human
granulocytemacrophagecolonystimulatingfactor,

hGMＧCSF)的表达序列的新型溶瘤病毒.ICP３４．５
是一种神经毒性因子,可以抑制I型干扰素(IFN)
反应,拮抗非分裂细胞内的PKR信号通路.ICP３４．
５的敲除提高了肿瘤细胞的选择性,防止神经元的

感染.ICP４７可以阻断 TAP(与抗原加工相关的转

运体)的功能,从而阻止了受感染细胞向CD８＋T细

胞呈递抗原.ICP４７的敲除诱导了 US１１启动子的

早期激活,增加溶瘤病毒治疗活性,还使健康细胞和

肿瘤细胞都呈递病毒抗原,抑制健康组织的感染,免
疫介导破坏肿瘤细胞,选择性繁殖溶瘤病毒.hGMＧ

CSF可以促进树突状细胞的积累和成熟,改善肿瘤

抗原呈递并刺激强大的 T细胞反应[３].目前,其产

品 OH２注射液作为多适应症单药(NCT０３８６６５２５)
和联合用药 HX００８(NCT０４６１６４４３)均正在进行临

床试验.
主要组织相容性复合体(majorhistocompatiＧ

bilitycomplex,MHC)是基因组中多态性最强的区

域,并且富含编码具有免疫学意义的分子的基因[４].
人的 MHC被称为人类白细胞抗原(humanleucoＧ
cyteantigens,HLA)基因复合体,可分为 HLAⅠ、

HLAⅡ、HLAⅢ[５].HLAⅠ类基因通常分为两类:
经典类(Ⅰa类),包括 HLAＧA、HLAＧB和 HLAＧC,
具有明显的多态性;非经典类(Ⅰb类),包括 HLAＧ
E、HLAＧF、HLAＧG等,不显示或仅显示有限的多态

性[６]. HLA Ⅰa分子可被杀伤细胞免疫球蛋白样

受体(killercellimmnoglobulinＧlikereceptor,KIR)
识别,而 HLAⅠb 分 子 主 要 通 过 同 源 二 聚 体

NKG２D 和 异 二 聚 体 CD９４ＧNKG２ 受 体 介 导

识别[７].
在肿瘤细胞表面,HLA Ⅰ a类分子的表达通

常下调甚至丢失,从而逃避细胞毒性 T 淋巴细胞

(CTL)对其的识别和特异性杀伤.理论上,自然杀

伤(NK)细胞可以杀伤缺乏 HLAⅠ分子的肿瘤细

胞.但实际上,它们之所以能逃避 NK细胞的攻击,



此现象可能与 HLA Ⅰb分子在肿瘤细胞表面的表

达有关[８].
人类白细胞抗原 E(HLAＧE)是功能和作用途

径较为明确的 HLAⅠb类分子,具有组织分布狭窄

但细胞表面表达较低的特征,几乎在所有成人细胞

表面 低 水 平 表 达.不 过,已 有 多 项 研 究 证 实 了

HLAＧE在许多类型的人类肿瘤细胞的表面过表达.

HLAＧE是CD９４/NKG２A的主要配体,该受体在来

自外周血的超过５０％的CD５６bright或 CD５６dimNK 细

胞及CD８＋T 细胞的一些亚群上表达[９],是一种抑

制 性 受 体.HLAＧE 与 CD９４/NKG２A 结 合 后,

SHPＧ１磷酸酶被招募到 NKG２A 的酪氨酸磷酸化

的免疫受体酪氨酸抑制基序(ITIM),然后将抑制信

号传递给免疫效应细胞,最终产生抑制作用[１０].因

此,HLAＧE在肿瘤细胞上的上调表达,对 NK 细胞

和CD８＋T细胞发挥抗肿瘤功能是不利的.
前期 研 究 发 现,UVＧoHSV２ 的 处 理 可 以 使

BGC８２３、LoVo和 U８７MG 细胞上的 HLAＧE 上调

表达.在体外实验中,经过 HLAＧE抗体预处理的

BGC８２３细胞被杀伤效果更明显.在皮下荷瘤裸鼠

瘤内给药模型,和腹腔荷瘤裸鼠腹腔给药模型中,药
物中添加 HLAＧE抗体均可以减小小鼠肿瘤体积,
并延长小鼠的生存期.基于此,本文进行oHSV２
与 HLAＧE的相互作用研究,并运用激光共聚焦实

验进行初步验证.

１　材料与方法

１．１　实验材料和试剂

溶瘤病毒oHSV２由本实验团队基因改造,并
进行生产、纯化.２９３T 细胞,BGC８２３细胞由本实

验团队保存.大肠杆菌 DH５α感受态细胞,BL２１
(DE３)感受态细胞由本实验团队制备.质粒载体

pGEXＧ６pＧ１、EGFPＧC１由本实验团队保存,pCMVＧ
NＧDsRed购于碧云天生物.

总RNA 提取、通用型 DNA 纯化回收、无内毒

素质粒小提中量试剂盒均于 TIANGEN 购买.限

制性内切酶于 NEB购买.非连接酶依赖型单片段

快速 克 隆 试 剂 盒、２×Phanta􀆿 Max Master Mix
(DyePlus)于 Vazyme购买.GST标签蛋白纯化试

剂盒于碧云天生物购买.HLAＧE抗体、HRP标记

的山羊抗兔二抗于proteintech购买.DAPI、４％多

聚甲醛于biosharp购买.

１．２　细胞培养、总RNA提取

细胞均用DMEM/F１２(添加１０％FBS)培养基,
在５％ CO２,３７℃的细胞培养箱中培养.总 RNA
提取步骤依据试剂盒说明书.

１．３　质粒构建

目的基因PCR体系配制及反应程序依据说明

书.所用到的引物见表１.

表１　引物信息

名称 引物序列(５’→３’)

HLAＧE(GST) F:cccctgggatccccggaattcATGGTAGATGGAACCCTCCTTTT
R:tcagtcagtcacgatgcggccgcTCACAGCGTCTCCTTCCCCTTCT

HLAＧE(EGFP) F:tcaagtccggactcagatctATGGTAGATGGAACCCTCCTTT
R:gtaccgtcgactgcagaattcCAGCGTCTCCTTCCCCTTCT

HLAＧE(DsRed) F:tccaagcttctgcaggaattcATGGTAGATGGAACCCTCCTTTT
R:cccactagttctagactcgagCAGCGTCTCCTTCCCCTTCT

UL１９(EGFP) F:aattctgcagtcgacggtaccATGGCCGCTCCTGCCCGC
R:ttatctagatccggtggatccTCAGCGGCCCACGTCGTCCAG

UL１９(DsRed) F:tccaagcttctgcaggaattcATGGCCGCTCCTGCCCGC
R:cccactagttctagactcgagTCAGCGGCCCACGTCGTCCAG

　　质粒载体双酶切,反应体系:质粒２０００ng,内
切酶各４μL,cutsmartbuffer２０μL,补加DEPC水

至２００μL.反应条件:３７℃,２h.
以上体系用试剂盒回收后进行同源臂连接.连

接反应产物转化 DH５α感受态细胞,涂板.第二天

挑取单菌落,进行菌落PCR鉴定.

１．４　GSTＧHLAＧE融合蛋白的表达与纯化

将pGEXＧ６pＧ１ＧHLAＧE质粒转化 DE３感受态,
以１∶１００接种于 LB 液体培养基(含１００ mg/L
Amp),３７℃摇菌;然后加入IPTG,２０℃低温诱导表

达过 夜.接 下 来 ４℃ 离 心 收 集 菌 体,超 声 破 碎

１５min;再次４℃离心后的上清使用 GST标签蛋白

纯化试剂盒进行纯化.

１．５　质粒提取、转染及总蛋白提取

质粒提取步骤依据试剂盒说明书.

２９３T细胞在六孔板中培养.当细胞密度达到

７０％左右时,更换细胞培养液,均匀加入转染体系

(质粒２．５μg,lipo８０００转染试剂４μL,MEMα培养

基补至１２５μL),培养２４h.弃培养基,用 RIPA
(强)裂解液冰上裂解细胞２０min,转至１．５mLEP
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管,１３０００r/min,４℃离心１５ min收集上清,加入

SDSＧPAGE蛋白上样缓冲液煮沸变性.

１．６　westernblot
蛋白样品经电泳分离后,使用半干法转膜(电压

１５V),将蛋白转到 NC膜上.然后膜用５％的脱脂

奶粉室温封闭１h,一抗(１∶１０００)４℃孵育过夜,二
抗(１∶１００００)室温孵育１h.最后在膜上滴加ECL
显色液进行显影.

１．７　激光共聚焦实验

２９３T 细 胞 在 玻 底 培 养 皿 中 培 养,pCMVＧNＧ
DsRedＧHLAＧE 质粒和 EGFPＧC１ＧUL１９ 质粒、pCＧ
MVＧNＧDsRedＧUL１９ 质 粒 和 EGFPＧC１ＧHLAＧE 质

粒分别１∶１共转染.转染２４h后,用４％多聚甲醛

室温固定细胞１５min,再用 DAPI(１μg/mL)室温

避光染核１０min.最后加入抗荧光淬灭剂,在激光

共聚焦显微镜下观察 VP５ 与 HLAＧE 的共定位

情况.

２　结果

２．１　原核表达载体的构建

提取BGC８２３细胞总 RNA,反转录为cDNA,
以cDNA为模板扩增 HLAＧE基因(１~６００bp),琼
脂糖凝胶电泳显示扩增出的条带在约６００bp处,与
目的基因大小相符(图１).然后将回收的 DNA 与

原核表达载体pGEXＧ６pＧ１连接,连接反应产物转化

DH５α感受态细胞,挑取１１个 Amp抗性菌落为模

板进行菌落PCR鉴定,均扩增成功,条带位置与目

的基因相符(图２).再从中挑取３个送公司测序,
测序得到的基因序列同 GenBank中发布的标准序

列一致.提取质粒后进行双酶切鉴定(图３),证明

pGEXＧ６pＧ１ＧHLAＧE质粒构建成功.
M HLA E-

2000bp

1500bp
750bp
500bp

250bp

100bp

图１　PCR扩增 HLAＧE基因

２．２　GSTＧHLAＧE融合蛋白的纯化

破碎后的上清与 GSHＧ琼脂糖珠孵育,收集孵

育后的上清和洗脱(共４次)下来的蛋白样品,加入

蛋白上样缓冲液煮沸变性,然后通过SDSＧPAGE分

离.考马斯亮蓝染液染色(图４)和 westernblot(图
５)显示的结果一致,GSTＧHLAＧE 蛋白在４５kDa

2000bp

1500bp
750bp
500bp

250bp
100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

图２　菌落PCR筛选pGEXＧ６pＧ１ＧHLAＧE重组子

pGEX 6p 1 HLA E- - - - pGEX 6p 1- -

12000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp

3000bp
2500bp

2000bp

1500bp

1000bp

500bp

M

图３　pGEXＧ６pＧ１ＧHLAＧE(EcoR Ⅰ、NotⅠ)双酶切

上方.
!"1 !"2 !"3 !"4 #$

180
140
100

75

60

45

35

kDa M

图４　考马斯亮蓝染色

75

60

45

!"1 !"2 !"3 !"4 #$kDa M
100

WB:anti HLA E- -

图５　westernblot验证纯化蛋白 HLAＧE的表达

２．３　GSTpullＧdown及质谱鉴定

先使纯化后的 GSTＧHLAＧE蛋白结合在 GSHＧ
琼脂糖珠上,然后与oHSV２(RIPA 强裂解液裂解)
蛋白孵育,洗掉其中不与 HLAＧE结合的杂蛋白,保
留剩余的样品.质谱分析结果为oHSV２的主要衣
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壳蛋白 VP５与 HLAＧE相互作用(图６).

图６　质谱分析结果

２．４　HLAＧE荧光质粒构建

PCR扩增见２．１.回收的 DNA 产物与载体

EGFPＧC１、pCMVＧNＧDsRed连接,连接反应产物转

化DH５α感受态细胞.挑取１０个 Kana抗性菌落

为模板进行菌落PCR鉴定,均扩增成功(图７).各

挑取３个重组子送公司测序,测序得到的基因序列

同 GenBank中发布的标准序列一致.提取质粒后,
将质粒转染２９３T 细胞,然后在体视荧光显微镜下

观察,均发荧光(图８),同时将细胞裂解取上清进行

westernblot分析,可以检测到 HLAＧE(图９),证明

EGFPＧC１ＧHLAＧE、pCMVＧNＧDsRedＧHLAＧE 质 粒

构建成功.

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

EGFP C1 HLA E-- -

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp
100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pCMV N DsRed HLA E-- - -

图７　菌落PCR筛选EGFPＧC１ＧHLAＧE、

pCMVＧNＧDsRedＧHLAＧE重组子

!"

#"

EGFP HLA E- - DsRed HLA E- -

!"

$"

图８　体视荧光显微镜下转染 HLAＧE荧光质粒的细胞

75
60

45

DsRed HLA E- -EGFP HLA E- -

35

25

15

ctrlM

WB anti HLA E: - -

图９　westernblot验证荧光质粒 HLAＧE的表达

２．５　UL１９荧光质粒构建

提取oHSV２病毒DNA,以其为模板PCR扩增

UL１９基因(１~１００２bp),琼脂糖凝胶电泳结果如

图１０所示.
M UL19

2000bp

1500bp
750bp

500bp

250bp

100bp

图１０　PCR扩增 UL１９基因

将回收产物与载体EGFPＧC１、pCMVＧNＧDsRed
连接,连接反应产物转化 DH５α感受态细胞.各挑

取１０个Kana抗性菌落为模板进行菌落PCR鉴定,
均扩增成功(图１１).

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

( ) -a EGFP C1 UL19-

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

( )b pCMV N DsRed-- - UL19

图１１　菌落PCR筛选EGFPＧC１ＧUL１９、

pCMVＧNＧDsRedＧUL１９重组子

各挑取３个重组子送公司测序,测序得到的基
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因序列同 GenBank中发布的标准序列一致.提取

质粒后进行双酶切鉴定(图 １２).同时质粒转染

２９３T细胞,在体视荧光显微镜下看到均发荧光(图

１３).证明EGFPＧC１ＧUL１９、pCMVＧNＧDsRedＧUL１９
质粒构建成功.

EGFP C1 UL19- -

12000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp

3000bp
2500bp

2000bp

1500bp

1000bp

500bp

M EGFP C1- M
pCMV N DsRed-- - UL19

pCMV N DsRed- -

图１２　EGFPＧC１ＧUL１９(KpnⅠ、BamH Ⅰ);

pCMVＧNＧDsRedＧUL１９(EcoR Ⅰ、XhoⅠ)双酶切

!"

#"

EGFP UL19- DsRed-UL19

!"

$"

图１３　体视荧光显微镜下转染 UL１９荧光质粒的细胞

２．６　激光共聚焦实验验证HLAＧE与VP５蛋白相互

作用

HLAＧE和 UL１９荧光质粒１∶１共转染２９３T
细胞,细胞经过固定、染核处理后,在激光共聚焦显

微镜下观察.结果显示,无论质粒带何种荧光标签,
荧光均在细胞质中分布,在荧光叠加后,可以观察到

HLAＧE和 VP５蛋白在细胞质中的共定位(图１４).
EGFP HLA E- - DsRed-UL19 EGFP UL19- DsRed-HLA E-

DAPl Merge DAPl Merge

图１４　激光共聚焦实验验证 HLAＧE与

VP５蛋白相互作用

３　结论

已有研究报道 HCMV(人巨细胞病毒)、HCV
(丙型肝炎病毒)也存在病毒感染引起 HLAＧE表达

上调的现象.HCMV 感染细胞后,通过其糖蛋白

UL４０产生的多肽与 HLAＧE结合,上调 HLAＧE在

细胞表面的表达,然后通过CD９４/NKG２A受体,从
而逃 脱 NK 细 胞 的 裂 解[１１].Nattermann 等 在

HCV中也发现了类似的机制,HCV 导致 HLAＧE
上调,通过其与CD９４/NKG２A的相互作用,从而抑

制 NK细胞的裂解功能[１２].但 EBV(EpsteinＧBarr
病毒)能够产生一种多肽绑定 HLAＧE 分子,破坏

NKG２A的识别,导致 NK 细胞的激活[１３].我们前

期也发现oHSV２在体外上调部分肿瘤细胞系表面

HLAＧE的表达水平.为了研究oHSV２是否也能

与 HLAＧE结合,从而通过CD９４/NKG２A调控 NK
细胞激活或抑制,本文应用 GSTpullＧdown和质谱

技术筛选出了oHSV２的 VP５蛋白(由 UL１９基因

编码)为 HLAＧE 的相互作用蛋白,并进行了初步

验证.

HSVＧ１/HSVＧ２UL１９基因编码的 VP５蛋白是

病毒的主要衣壳蛋白,是一种晚期(leakyＧlate)表达

蛋白,在感染复制周期中晚期最高表达[１４].冷冻电

子显微镜下观察到 HSVＧ２(MS株)衣壳结构由大约

３０００个蛋白质组成,分为３种类型:六邻体(hexＧ
ons)、五邻体(pentons)和三联体(triplexes).六邻

体和五邻体都包含 VP５(六邻体还包含 VP２６);三
联体包括 VP２３和 VP１９C.VP５蛋白形成了广泛

的分子间网络,包括多个二硫键(总共约１５００个)和
非共价相互作用,与 VP２６蛋白和三联体支撑衣壳

稳定和装配[１５].

我们截取 UL１９基因前１００２bp构建了红/绿

荧光质粒,与 HLAＧE 的荧光质粒共转染２９３T 细

胞,通过激光共聚焦显微镜的观察,发现它们在细胞

质中有共定位.但这只是初步的验证,后期将进行

免疫共沉淀(coＧIP)和双分子荧光互补(BiFC)实验

作进一步验证.
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StudyontheInteractionBetweenHLAEandoHSV２VP５Protein
YAORuoyi,FANJiaqi,XIAOXiong,ZHOUQin,WANGYang,HU Han,LIUBinlei
(CollegeofFoodandBiologicalEngin．,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)

Abstract:OncolyticvirusesrepresentanewclassofimmunotherapytherapeuticagentsthatpromoteantiＧ
tumorresponsesthroughadualmechanismofactionthatisdependentonselectivetumorcellkillingand
theinductionofsystemicantiＧtumorimmunity．oHSV２isanewtypeofoncolyticvirusgeneticallymodified
fromherpessimplexvirustypeⅡ(HSVＧ２)．HumanleukocyteantigenE(HLAＧE),anHLAIbmolecule,
isapotentinhibitoryligandforCD９４/NKG２A．BindingofCD９４/NKG２AandHLAＧEinhibitCTLandNK
cellfunctions．AnumberofstudieshaveconfirmedthatHLAＧEisoverＧexpressedonthesurfaceofhuman
tumorcells．Ourgroup＇spreviousstudiesalsoshowedthatoHSV２canupregulatetheexpressionofHLAＧ
Eonthesurfaceofsometumorcelllinesinvitro．Inthisstudy,GSTpullＧdownandmassspectrometry
techniqueswereusedtoconfirmthattheVP５protein(encodedbytheUL１９gene)ofoHSV２interacts
withHLAＧE,andthepreliminaryverificationwascarriedoutbylaserconfocalexperiments．ThedetermiＧ
nationoftheirinteractionlaysaresearchfoundationforexploringwhetheroHSV２interfereswiththe
bindingofHLAＧEandCD９４/NKG２A,andfurtherprovidesatheoreticalbasisforrevealingthemechanism
ofoHSV２antiＧtumoreffectexertion．
Keywords:HLAE;oncolyticherpessimplexvirustypeⅡ;proteininteraction
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