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携带 !"#包膜大蛋白 $%&疫苗的减毒沙门菌
在小鼠诱导免疫应答
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摘 要 探索一种简便、有效的乙型肝炎病毒 F+G疫苗免疫方法。将编码绿色荧光蛋白的真核表达质粒 .<H9I+!
转化到减毒鼠伤寒沙门菌 ,J8$%8，灌胃饲服 KGJKLD小鼠，流式细胞术检测出小鼠脾细胞内表达的绿色荧光蛋白；
构建编码 MK’包膜大蛋白的 F+G疫苗 .NO3,!,$,，分别以 ,J8$%8 为载体的口服途径或直接肌肉注射途径免疫
KGJKLD小鼠，检测小鼠的血清抗体、7细胞增殖和细胞毒性 7淋巴细胞反应，结果表明两种免疫途径均能在小鼠体
内诱生细胞和体液免疫应答，但口服途径诱导免疫应答的强度明显强于肌肉注射途径。口服携带 MK’ F+G疫苗
的减毒伤寒沙门菌可能代表一种简便、有效的治疗乙型肝炎的新方法。
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乙型肝炎病毒（M-.:/=/=A K Q=2BA，MK’）慢性感染
在我国人群中相当普遍，目前还缺乏有确切疗效的

治疗方法。接种重组乙肝疫苗或合成肽疫苗均能增

强乙肝患者的抗 MK’免疫应答，表明通过接种疫苗
对机体施加 MK’抗原刺激有助于乙肝的治疗［!，$］。
新近发展起来的 F+G疫苗在 MK’转基因小鼠不仅
能抑制 MK’基因的表达，还可诱导抗 R MKA抗体的
产生，故可能成为一种有效治疗乙肝的新方法［4］。

和其他类型的疫苗相似，专职抗原提呈细胞（GIN）
对于 F+G疫苗表达的抗原进行加工并提呈给 7淋
巴细胞是 F+G 免疫的基本机制［5］。因此，将 F+G
疫苗靶向性导入 GIN内可增强免疫应答。伤寒沙
门菌是细胞内侵袭性致病菌，可通过肠道和上呼吸

道途径感染，侵入粘膜相关淋巴组织（SGJ7），被
SGJ7内的专职 GIN吞噬，在其中增殖［#］。由于其
能靶向感染 GIN，因而作为疫苗载体很有发展潜力。
本研究将编码 MK’包膜大蛋白（JMKA）的 F+G疫苗
导入减毒伤寒沙门菌，以此细菌口服接种小鼠，发现

这种免疫途径诱导的免疫应答明显强于肌肉注射途

径，对于 MK’感染可能是一种有效、简便的免疫治

疗方法。

’ 材料和方法

’(’ 实验材料
编码 MK’ :C2亚型全基因组的质粒 .GFP3!由

中国科学院上海生物化学研究所李载平教授馈赠；

真核表达质粒载体 .NO3E-(、细胞增殖和细胞杀伤检
测试剂为 I2(0-T: 产品；增强型绿色荧光蛋白（<H3
9I）的真核表达质粒 .<H9I+!为 N)(E/-DU产品；鼠伤
寒沙门菌 JK#%%%和减毒鼠伤寒沙门菌 ,J8$%8为美
国 ,/:EV(2C大学 K2BD- ,/(DW-2教授馈赠；6周龄、雌性
KGJKLD小鼠购自上海西普尔3必凯实验动物有限公
司；酵母重组 MK’表面抗原（MKAGT）购自深圳康泰
生物制品有限公司；抗3MKAGT 、抗3.2-,$ <JO,G试剂
为上海复星3长征生物试剂公司产品；MPI标记的山
羊抗小鼠 OTH、H5!"、丝裂霉素 N为 ,=T0:产品。
’ )* !"#包膜大蛋白 $%&疫苗的构建
根据 MK’ :C2亚型核苷酸序列设计引物，上游

引 物：TDTDTTD/:TDD:DD:/TTT:TT//TT/D//D，下 游 引 物：
TDT:://D/D:::/T/:/:DDD:::T:D。上、下游引物中分别引



入 !"#! 和 $%&"! 酶切位点。以质粒 #$%"&’ 为模
板，()"扩增 #*+,’#*+,-, 基因，产物与 #.%’/&0 载
体连接，再以 !"#!、$%&"!切出 #*+,’ #*+,- , 基因，
插入质粒载体 #)!&1+2 的 !"#!、$%&"! 酶切位点之
间，得到重组表达质粒 #)!&,’,-,。
! "# 稳定表达 $%&包膜大蛋白的 ’()*+ 细胞株的
建立

分别将重组质粒 #)!&,’,-,及空载体 #)!&1+2转
染 ,(-34 细胞，转染后 56培养液中加入 78’/ 进行
筛选，78’/ 抗性细胞克隆扩大培养，免疫组化和
9:!,$检测细胞和培养上清中的 ;<=$>［ ?］。

! ", 重组表达质粒转化减毒伤寒沙门菌
将质粒 #97@(A’、#)!&1+2、#)!&,’,-, 分别转化

氯化钙处理的鼠沙门菌 :<B444，提取质粒，用 7+1+
(CD=+*!（<E2 "F6）电穿孔仪转化经 ’4G甘油处理的
减毒鼠沙门菌 ,:H-4H。
! "- 小鼠口服接种转化有重组表达质粒的减毒沙
门菌［.］

用含相应抗生素的 :<培养基分别培养 ,:H-4H3
#97@(A’（ IF1F"）、,:H-4H3#)!&1+2（ FJ#"）、,:H-4H3
#)!&,’,-,（FJ#"）至 ’?44达 4KB L 4K?，离心收集细菌，

以 (<,悬浮，调整细菌浓度为 ’ M ’4N 个3J:。<$:<3
O小鼠，分为 5组，禁水、禁食 8P，每只小鼠灌胃饲服
’44!: BG AF;)Q5 以中和胃酸，54JE1 后分别饲服

,:H-4H3#97@(A’、,:H-4H3#)!&1+2、,:H-4H3#)!&,’,-,
菌液 ’44!:。,:H-4H3#)!&1+2、,:H-4H3#)!&,’,-,接种
组每组小鼠 ’4 只，5 周 ’ 次，接种 5 次。,:H-4H3
#97@(A’接种组 -只，接种 ’次。
! "/ 小鼠肌注接种 012疫苗

<$:<3O小鼠，分为 - 组，每组 ’4 只，双侧胫骨
前肌注射 #)!&,’,-,或 #)!&1+2，剂量 ’44!>3次，5周 ’
次，共注射 5次［ ?］。

! ". 检测绿色荧光蛋白在小鼠脾细胞中的表达
首次口服沙门菌后 5 周，,:H-4H3#97@(A’ 和

,:H-4H3#)!&1+2接种组各处死 - 只小鼠，无菌取脾
脏，低渗裂解红细胞后得到的单细胞悬浮于

"(.!’?84培养基，接种于 ?4JJ 细胞培养皿，于
5HR、BG )Q- 培养箱培养 -P，震荡片刻，弃上清中

悬浮细胞，流式细胞术检测贴壁细胞中绿色荧光蛋

白的表达。

! "3 小鼠体液免疫应答的检测
分别在首次免疫后第 -、B、/、’’周采集各组小

鼠血清，9:!,$检测抗&;<= 和抗&#*+,- !>7［?］。
! "4 小鼠 5细胞增殖反应和细胞毒性 5淋巴细胞
（657）效应的检测［ /］

首次免疫后第 ’’ 周，各组小鼠分别处死 8 只，
制备 ,:H-4H3#)!&,’,-, 口服免疫和 #)!&,’,-, 肌注
免疫组小鼠脾细胞悬液，接种 N?孔板，设 ;<=$>刺
激孔、无抗原刺激的阴性对照孔和 <,$刺激的无关
对照孔，抗原和 <,$的终浓度均为 ’4!>3J:，检测小
鼠 0细胞的增殖反应，结果以刺激指数（,SEJCDFSE21
E16+T，,!）表示。以稳定表达 ;<U 包膜大蛋白的
,(-34细胞为刺激细胞和靶细胞，以免疫小鼠的脾细
胞为效应细胞，效应细胞3靶细胞数目之比为 -4：’
和 ’44：’，检测小鼠的 )0:应答，结果以杀伤率（G）
表示。

! "!+ 统计学分析
小鼠 0细胞增殖的 ,!值、)0:杀伤率先做方差

齐性检验，符合条件则做方差分析，"V 4W4B。

) 结 果

) "! $%&包膜大蛋白在 ’()*+细胞的表达
免疫组化检测 #)!&,’,-, 转染并经克隆化的

,(-34细胞胞浆内可见蓝紫色颗粒阳性信号，阳性率
达 ’44G，表明 #)!&,’,-,能表达其编码的 ;<U包膜
大蛋白，该稳定转染的细胞株可用于检测免疫小鼠

的 )0:应答（@E> W ’）。9:!,$未检测到 #)!&,’,-,转
染的 ,(-34细胞培养上清中的 ;<=$>（结果未示）。

图 ’ 免疫组化检测重组质粒在 )Q,H
细胞表达的 ;<U包膜大蛋白

@E>W’ !JJC12PE=S2OP+JEOFD =SFE1E1> 2X ;<U +1Y+D2#+ #*2S+E1
;<=$> E1 )Q,H O+DD= S*F1=X+OS+6 ZESP *+O2J[E1F1S #DF=JE6（-4M）W

$W 0*F1=X+OS+6 ZESP #)!&,’,-,；<W 0*F1=X+OS+6 ZESP #)!&1+2

) ") 绿色荧光蛋白在小鼠脾细胞内的表达
,:H-4H3#97@(A’口服小鼠 5周后，用流式细胞

术检测 97@(在脾细胞内的表达，发现可贴壁培养
的脾细胞中 97@( 阳 性 率 分 别 为 ’HK84G 和
’?K-NG，而 ,:H-4H3#)!&1+2口服的 - 只小鼠脾细胞
中的 97@(阳性率分别仅为 -K8BG和 ’KH8G。
) "# 小鼠血清抗体的检测
首次免疫后第 -、B、/、’’ 周，#)!&,’,-, 肌注免
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疫小鼠抗!"#$ %&’阳转率分别为 ()*(、()*(、+)*(和
+)*(，第 **周的抗体滴度最高，平均滴度为 *：+((，
所有小鼠抗!,-./0 %&’ 均为阴性；/120(2),3%!/*/0/
口服免疫小鼠的!"#$ %&’阳转率分别为 ()*(、0)*(、
4)*(和 5)*(，第 ** 周的抗体滴度最高，平均滴度为
*：6((，第 6和 **周均检测出 +只小鼠抗!,-./0 %&’
阳性，其中第 **周的平均抗体滴度为 *：0((。
! "# 小鼠 $细胞增殖反应的检测
用无关抗原 #/7 刺激，小鼠 8 细胞无增殖反

应，而用 "#$7& 刺激，两组免疫小鼠均表现出明显
的 8细胞增殖反应，且口服免疫组的反应显著强于
肌注免疫组（! 9 *6:2;，" 9 (:((5）。

表 % 免疫小鼠 $淋巴细胞经 &’()*或 ’+)刺激的增殖反应

$,-./ % $0/ $ .12304516/ 374.89/7,68:/ 7/(34;(/ 49 822<;8=/>
285/ (682<.,6/> -1 &’()* 47 ’+) !" #!$%&（+?）

’-<=,
$>?@=AB><-

C-BA &-<=,
"#$7& #/7

%:D: &-<=,
"#$7& #/7

/% * :;* E (:0 * :(0 E (:(2 * :4+ E (:** * E (:(;

! "@ 小鼠 A$B反应的检测
检测免疫小鼠脾细胞对表达 "#F包膜大蛋白

的 /G0)(的杀伤反应，效应细胞)靶细胞比为 0( H *
时，口服免疫组的反应明显强于肌注免疫组（! 9
*(:I;，" 9 (: (*2），效应细胞)靶细胞比为 *((：*时，
口服免疫组的反应亦明显强于肌注免疫组（ ! 9
2J(0，" 9 (J(+5）。

表 ! 肌注或口服免疫小鼠的 &’()*特异性 A$B
反应（靶细胞裂解率）

$,-./ ! &’()* (3/58985 A$B 7/(34;(/ 49 285/ -1 ?"C" 8;D/5684;
47 47,. 822<;8=,684;（.1(8( 3/75/;6,*/ 49 6,7*/6 5/..(）

KH8 -B>?<*） % :D: &-<=, %:D: L<M>-<A0） C-BA &-<=, C-BA L<M>-<A0）

0(H* +5:* E 2:II N +:66 E *:*6 N 5+:; E 6:56 N +:I+ E *:(0 N

*((H* 5(:0+ E 6:+4 N 4:66 E *:44 N II:65 E ;:4 N 4:26 E (:62 N

*）K：8 -B>?<：.OO.L><- L.AA$：>B-&.> L.AA$
0）3<M>-<A：/G0)( L.AA$ .P,-.$$?M& K’QG B$ >B-&.> L.AA$

E 讨 论
在 RS7免疫过程中，专职 7G3，主要包括树突

状细胞（R3）和巨噬细胞能直接被 RS7疫苗转染并
表达抗原，或摄取其他体细胞如肌细胞表达、释放的

抗原，进行抗原加工、提呈［6］。由于专职 7G3 在组
织间的分布稀少，而且常规途径接种时，;;N 以上
的质粒 RS7在组织间隙被 RS7酶降解为寡核苷酸
片段，因而只有极少量完整的质粒 RS7能进入专职

7G3或其他细胞内表达抗原［;］。这可能是影响 RS7
疫苗对大动物的免疫效果的重要原因。

本研究使用的减毒鼠伤寒沙门菌 /120(2 为编
码分枝酸合成酶的 #$%& 基因缺陷，不能合成分枝
酸［*(］。沙门菌利用分枝酸合成对羟基苯甲酸（,7#）
和 0，+!二羟基苯（R"#），由于 ,7#和 R"#都不是哺
乳动物细胞的代谢产物，所以 #$%& 基因缺陷的沙门
菌不能在哺乳动物细胞内增殖而成为营养缺陷的减

毒菌。以这种减毒沙门菌为 RS7疫苗的载体，在侵
入粘膜淋巴组织内的专职 7G3以后，7G3被活化，
向淋巴结和脾脏迁移，沙门菌本身因营养缺陷而死

亡，随着菌体的溃解，质粒 RS7被释放到 7G3的胞
浆并被转移至细胞核，表达抗原蛋白。以 K’QG 为
报告基因检测 /120(2输送 RS7的效力，发现 *IN
T *2N的贴壁脾细胞为 K’QG阳性，由于贴壁脾细
胞中含有大量 R3和巨噬细胞，表明以这种方法进
行 RS7免疫是可行的。以减毒沙门菌为 RS7疫苗
的载体至少有以下几个优点：! 能将质粒 RS7直
接输送进入专职 7G3内，而且由于每个菌体内的质
粒 RS7达数百拷贝，所以外源抗原能在 7G3内高水
平表达。" 沙门菌的基因组 RS7和脂多糖等成分
能刺激 7G3上调 D"3 %%类分子和 %QS!#、8SQ!$等
细胞因子的表达，起着 8U*型免疫佐剂作用。%口
服途径的免疫接种极为方便。

本研究用编码 "#F 1"#$ 的 RS7 疫苗转化
/120(2，以之口服免疫小鼠，有效诱生出抗 "#F 免
疫应答。最近 V<< 等报道用类似的方法进行编码
"#F包膜主蛋白（即表面抗原 "#$7&）RS7 疫苗的
免疫实验，诱生出了强的 381应答，但抗体反应很
微弱，作者认为导致后者的原因是极少有 RS7进入
7G3以外的其他体细胞表达分泌型 "#$7&，故很难
有效激活 #细胞而产生抗体［**］。但 RB-W?报道用携
带李斯特菌膜蛋白抗原或溶解素抗原真核表达质粒

的减毒沙门菌口服接种小鼠，免疫 *次即诱导出高
水平的抗体，机制可能是 381杀伤部分表达抗原的
7G3，导致抗原释放而激活 #细胞［2］。本研究中，口
服 /120(2),3%!/*/0/ 诱导的 8 细胞增殖反应、381
反应均明显强于肌注 ,3%!/*/0/ 免疫，在体液免疫
方面，不仅抗体产生的时间早、抗体阳转率高，而且

有效抗原谱广，诱生出了抗!,-./0 %&’。RS7 疫苗
,3%!/*/0/表达产物为非分泌性胞浆蛋白，抗体的诱
导必须依赖表达 1"#$的细胞因损伤等原因而被动
释放。因而，口服 /120(2),3%!/*/0/ 诱导强的抗体
反应可能与该途径免疫可导致 1"#$更高水平在小
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鼠体内表达及诱生更强的 !"#应答均有关。
用减毒沙门菌作为原核表达重组疫苗的载体已

经有大量的人体试验，结果表明其具有较好的安全

性，商品化的人用伤寒活菌苗 "$%&’本身就是减毒
人沙门菌。减毒沙门菌作为 ()* +,-疫苗的载体，
不仅免疫效果更好，而且制备方法更简单，接种更方

便。若将 ()* +,-疫苗转化到 "$%&’ 进行口服免
疫，可能是极具前景的乙型肝炎的治疗方法。
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