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摘 要 观察超抗原 +M7（H!!\7）的真核表达载体（-/+M7），对 FY& H*7 疫苗诱导 Y:(0]3 小鼠（FG!6）免疫应答的调节作用。
肌内注射空载体 -3H*7<、FY& H*7 疫苗加 -/+M7佐剂（-FY&+!+ ^ -/+M7）或不加佐剂（-FY&+!+）；MUR+7法测定血清抗 FY?；

MUR+I[=检测分泌 R_*G!的脾淋巴细胞；8 > #" J1释放法检测小鼠脾细胞 J=U活性。FY& H*7佐剂组免疫小鼠抗 FY?7C抗体滴
度明显高于不加佐剂组，其 RCZ"]RCZ!:的比例不同于多肽免疫组，二者分别为 $‘!K!与 "$。FY& H*7佐剂组均能增强 RCZ"和

RCZ!:的产生，是不加佐剂组的 "‘<L、"‘\<倍。佐剂组小鼠脾淋巴细胞 R_*G!的分泌量是不加佐剂组 ! a <倍。J=U细胞杀伤活
性（M：= b "$$）佐剂组与不加佐剂组分别为：L%‘\\c d \‘#c、8!‘K"c d \‘\c，差异显著（8 e $‘$#）。FY& H*7 疫苗具有较强
的免疫原性，能够诱导机体产生特异性的抗体及 J=U反应；-/+M7佐剂能够提高小鼠对 H*7 疫苗的免疫应答，有望成为 H*7
疫苗的免疫佐剂。
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我国是乙型肝炎病毒（()*）感染的高发区，
()*携带者有 E亿 ,千万，其中慢性乙型肝炎患者
约 F千万，对此类患者目前尚缺乏有效的治疗方法，
故常导致患者病情迁延不愈，部分患者可发展为肝

硬化和肝癌，危害极大。()* CD6疫苗是将编码外
源蛋白的基因表达载体直接导入机体以激发机体产

生特异性免疫应答，提高机体细胞免疫功能以清除

病毒感染［E，,］。()* CD6疫苗在机体引起的免疫应
答，能否被应用于 ()*慢性感染的治疗，引起人们
很大的兴趣和关注，目前研究主要在病毒抗原与佐

剂的选择。我们依据超抗原促进免疫反应的机理，

选择葡萄球菌肠毒素 6（+9"’0=42#2##"4 &%9&3292G$% 6，
+>6）作为 ()* CD6疫苗的免疫佐剂，+>6是超抗
原家族的重要成员，它不需要抗原提呈细胞（6HI）
处理，直接与 6HI 膜上的 J(I5!类分子抗原结合
槽外侧结合，导致带有特异性 *"节段的 @ 细胞大
量活化，并释放多种细胞因子［F］，动物实验和临床

研究都证实 +>6 有显著的抗肿瘤效应［F，K］。但是，
超抗原诱生的 I@7 对表达 J(I5!类分子的正常细
胞也有一定的杀伤作用，为了减少对正常细胞的毒

副反应，将 +>6的 ,,L 位氨基酸残基由 C变为 6可
明显降低其促有丝分裂作用，同时对 J(I!分子依
赖的细胞毒性作用降低 EMM倍［N］，而其 @IO *"结合
的特异性没有明显改变。因此，我们选择并构建

,,L位氨基酸突变的 +>6（C,,L6）真核表达载体，与
()* CD6疫苗肌肉注射免疫小鼠，观察其免疫应答
反应。

) 材料与方法

)*) 材料
,PF 细胞、HQEN 细胞、’#CD6F 质粒和大肠杆菌

菌株 C(N#，均为本室保存。含金黄色葡萄球菌肠
毒素 6突变体基因的质粒（’>@,,:5’1+>6）即（+>6：
C,,L6）由本室胥全彬博士构建，含乙肝表面抗原基
因的质粒 ’#CD6F5()*F 由郑州大学医学院陈宗德
教授馈赠。H<. CD6 聚合酶、@K CD6 连接酶及限制
酶，质粒及琼脂糖凝胶 CD6 回收试剂盒购自
H321&;" 公司。7$’2<&#9"1$%& 为 R$:#2 )O7 公司产
品。CD6 1"S&3购自大连宝生物工程公司，乙型肝
炎病毒表面抗原和抗体诊断试剂盒购自华美生物工

程公司。)"4:8#（(5,-）雌性小鼠，T U Q周龄，购于军
事医学科学院动物中心。>7V+HW@ X$9（Y5I=@&#0 )?
*? @0& D&90&34"%-/），()/6; 的 I@7 抗原表位肽 +
（VHZ+7C+[[ @+7）由军事医学科学院基础医学研究
所合成。

)*+ 方法
)*+*) ()* 基因疫苗（’()*+,+）和佐剂质粒
’1+>6的构建及制备：
（E）()* 基因疫苗（ ’()*+,+）：以 ’#CD6F5

()*F为模板设计一对引物。
上游引物 +E：
N\5RR6";"9#9I6RRII6@RI6R@RR66@@5F\（!"#!）。
下游引物 +,：
N\56RR;;;###6RIII6@R66R@@@6RRR665F\ （ $%&
$）。扩增 ’()*+,+ 基因，PK]变性 FM/，NQ]退火
FM/，L,]延伸 FM/。循环结束后，L,]，延伸 N1$%。
回收 QKF:’大小的片段，纯化。用 !"#!和 $%&$双
切，再回收纯化。

（,）佐剂质粒 ’1+>6 的构建：以 ’>@,,:5
’1+>6为模板设计一对引物，上游引物 HE：N\
#;#;;"9##";#;";"""";#;"";"""5F\（!&’($）。下游引物
H,：N\ ##;;""99#99"";"9;#"9;#9#;";"#99;95F\（ ()*O $）。
PK]变性 FM/，NN]退火 FM/，L,]延伸 FM/。循环结
束后，L,]，延伸 N1$%。回收约 LMM:’ 大小的片段，
纯化。用 !&’($和 ()*O$双切，再回收纯化。
（F）带有 ^4";标签的载体 ’#CD6F 用 !&’($
和 $%&$双切或者用 !&’($和 ()*O$双切，回收
纯化。将（E）与（,）之目的基因片段和载体片段混
匀，在 @K 连接酶的作用下，于 ET]反应 ,M0。将连
接产物转化 C(N#感受态细胞，铺置于含氨苄青霉
素（EMM1;87）的 7)培养基上 FL]过夜，挑选菌落进
行 HIO，质粒酶切与测序鉴定。
)*+ ,+ 质粒在 ,PF细胞内瞬时表达：,PF 细胞培养
后，按 E _ EMT 817 分别接种 TM#1, 的培养皿。分别

转染 ’#CD6F、’1+>6、’()*+,+质粒各 N%;。具体操
作参照 7$’2<&#9"1$%& ,MMM（购于 R$:#25)O7 公司）的
试剂说明书。EM 0后吸出无血清培养基，代之以完
全 CJ>J。培养 KQ U L,0 后，收获细胞，[&/9&3%
:4299$%; 和 >7V+6检测目的基因表达。
)*+ ,- 免疫 小 鼠 与 抗 体 检 测：采 用 H321&;"

,QT +,-./0/ 1*23.&# *4 !-*5/),.*#*"6 生物工程学报 ,MMN，*24‘,E，D2‘N



!"#$%&’%( )*+ %,&$-$."/$01 (2(/’3大量制备质粒，用于
小鼠免疫。4"567.小鼠（雌性，8 9 :周龄）每组 :只。
分别肌肉注射免疫 ;<<!= %.)*+>、?<<!= %.)*+> @
?<<!= %A4BC;C、?<<!= %3CD+ @ ?<<!= %A4BC;C；于
<和 ?EF各免疫 ?次。注射部位为小鼠大腿股四头
肌，注射后在注射部位使用活体基因导入仪（宁波新

芝生物科技股份有限公司）进行电击（?;<B7.3，
?<3(7;次），注射前及注射后，每隔 ;周从小鼠尾静
脉取血。DGHC+ 法检测抗 A4(。
!"# $% DGHCIJK 检测小鼠分泌 HL*M"的脾淋巴细
胞：另外免疫 4"567.小鼠（雌性，8 9 :周龄），每组 8
只。分别肌肉注射免疫 ;<<!= %.)*+>、 ?<<!=
%.)*+> @ ?<<!= %A4BC;C、?<<!= %3CD+ @ ?<<!=
%A4BC;C；于 <和 ?EF各免疫 ?次。在第 ;次免疫后
?周，引颈处死小鼠，在无菌条件下取小鼠脾脏，制
备单个脾淋巴细胞。以 ; N ?<8 .’55(7<OP3G加入 ;E
孔细胞培养板，分别给与 Q01 +（P!=73G）和不同
A4(+=（剂量依次为 P<!=73G、?<!=73G、?!=73G、
<O?!=73G）刺激，>RS，PTQJ; 孵箱孵育 E<U。然后，
使用 DGHCIJK V$/检测小鼠分泌 HL*M"的脾淋巴细
胞形成的斑点。免疫斑点图像分析仪计算斑点数。

!"# $& 特异性 QKG( 杀伤功能测定：4"567.小鼠（雌
性，8 9 : 周龄），每组 8 只。分别肌肉注射免疫
;<<!= %.)*+>、?<<!= %.)*+> @ ?<<!= %A4BC;C、
?<<!= %3CD+ @ ?<<!= %A4BC;C；于 <和 ;?F各免疫 ?
次。在第 ;次免疫后 > 周，引颈处死小鼠，无菌状
态下取出小鼠脾脏，制成单细胞悬液，用 EU P?Q& 释
放法测定小鼠脾淋巴细胞对多肽 C包被的 I:?P 细
胞的杀伤活性。效应细胞：靶细胞（DW K ）;P W?、P< W
? 及 ?<< W?，每一比例设 > 个复孔，取平均值比较不
同处理组 QKG 的杀伤活性。特异性 QKG ( 杀伤率
（T ）X〔（实验组释放值 Y自然释放值）7（最大释放
值 Y自然释放值）〕。

# 结 果

# $! 重组乙肝病毒表面抗原基因（’()*+#+）,-.
与超抗原 +/.重组质粒（’0+/.）鉴定
成功构建的 %A4BC;C重组质粒 )*+由 %.)*+>

载体与含有 A4B %&’C;及 C抗原的 A4BC;C基因组
成，经 !"##和 $"%#酶切鉴定，片段大小与预期结
果一致，A4BC;C 经序列测定与 Z’14"1[ 保存的
A4B "F\ 亚型的 A4BC;C 基因序列完全一致。
%3CD+（);;R+）同样由 %.)*+>载体与 CD+基因组
成，用 &’(] #和 )%*A #双切后片段大小与预期

一致，测序结果除其第 8:< 位碱基由 + 突变为 Q
（天冬氨酸突变为丙氨酸），其余序列与 CD+基因序
列均相一致。

#"# ’0+/.、’()*+#+ 重组质粒在 #12 细胞的瞬
时表达

将带有 L5"= 标签的 %.)*+> 空载体、%3CD+、
%A4BC;C重组质粒转染 ;^> 细胞，用抗 L5"=标签的
单克隆抗体进行_’(/’&1 650/检测。结果显示（图 ?）
均获得了表达，%A4BC;C重组质粒表达的 A4(+=蛋
白有单糖和双糖两种糖基化形式（ZI>>和 ZZI>8），
与文献报道相一致；表达的 CD+ 为 ;>VF的蛋白带，
同时应用相应的抗体进行 DGHC+分析各自质粒转染
的 ;^>细胞裂解上清，显示显著的抗原阳性。

图 ? 免疫印迹检测 %A4BC;C与 %3CD+重组
质粒在 ;^>细胞的表达

L$=‘ ? _’(/’&1 650//$1= "1"52($( 0- /U’ ’#%&’(($01 0-
&’.036$1"1/ %5"(3$F %A4BC;C "1F %3CD+ $1 ;^> .’55(

# $2 ’()*+#+、’0+/. 3 ’()*+#+ ,-.免疫小鼠
诱导抗 ()4的应答

%A4BC;C重组质粒具有较强的抗原性，免疫小
鼠后可产生特异性抗 A4(抗体，8 9 :周达到高峰。
%3CD+ @ %A4BC;C组可以增强 %A4BC;C免疫小鼠抗
A4(的产生，与 %A4BC;C )*+免疫组相比，明显地
提高抗 A4(抗体滴度，差异显著（+ a <O<?）（图 ;）。

图 ; %A4BC;C、%3CD+ @ %A4BC;C )*+免疫小鼠
后产生的抗 A4(抗体的比较

L$=‘ ; Q03%"&$(01 0- A4( "1/$60F$’( "-/’& $33,1$b’F
%A4BC;C "1F %3CD+ @ %A4BC;C $1 3$.’

>:8靳彦文等：超抗原 CD+增强小鼠对 A4B )*+ 疫苗的免疫反应



! "# $%&’(!(、$)(*+ , $%&’(!(诱生抗 %&-+.
抗体亚类的分析

小鼠首次免疫 !" 周后，抗 #$%&’ (’) 达到高
峰。检测抗 #$%&’ 抗体亚类，发现重组亚单位
（*#$%&’）多肽激发高滴度的 (’)!，(’)!+(’),- 的比
值为 !"；而 .#$/0,0和 .102& 3 .#$/0,0 45&均激
发产生高滴度的 (’),-，(’)!+(’),- 的比值分别为
"6789和 "6,:,。.102& 增强 .#$/0,0 的 (’) 的应
答，与 对 照 组 相 比，分 别 提 高 (’)! !679 倍；
(’),-!6;7倍。表明 .102& 佐剂同时增强 (’)! 和
(’),-的产生，但对 (’),-较强（图 7）。

图 7 小鼠首次免疫后 !"周抗 #$%&’ (’)亚类分析
<=’> 7 ?@A -B-CD%A% EF &BG=H#$%&’ (’) %IJKC-%%A% =B 1=KA

%A*I1 -G LAAM !" -FGA* F=*%G =11IB=N-G=EB

! " / $%&’(!(、$)(*+ , $%&’(!( 诱生鼠分泌
0123!的脾淋巴细胞比较
图 O显示经 #$/ 45&免疫小鼠，2P(0QR?检测

分泌 (<5H!的脾淋巴细胞结果，.102&佐剂组小鼠
分泌 (<5H!的脾淋巴细胞数量是不加佐剂组的 , S 7
倍。而且在不同剂量抗原刺激下，.102&佐剂组均
高于不加佐剂组。

图 O 不同剂量 #$%&’刺激诱生脾脏分泌 (<5H!
的淋巴细胞的 2P(0QR?检测

<=’> O ?@A 2P(0QR? TAGAKG=EB EF 0.CAAB CD1.@EKDGA %AK*AG=B’
(<5H!AC=K=GAT JD T=FFA*ABG TE%A% EF #$%&’

!45 $%&’(!(、$)(*+ , $%&’(!( 诱生鼠脾细胞
%&-+.特异性 678-的杀伤活性的比较
结果（图 8）显示重组质粒 .#$/0,0可以明显诱

生小鼠脾细胞表达 #$%&’特异性的 U?P%杀伤活性，
U?P%杀伤率随效应细胞与靶细胞比例的上升而逐

渐增高。.102&佐剂可显著提高 .#$/0,0 诱导的
U?P%杀伤活性，与不加 .102& 单独 .#$/0,0 免疫
组相比，差异显著（! V "6"8）。

图 8 不同免疫组的特异性的 U?P%杀伤活性的比较
<=’> 8 ?@A KE1.-*=%EB EF U?P% %.AK=F=K KDGEGEW=K=G=A%

=B T=FFA*ABG =11IB=NAT ’*EI.%

9 讨 论
乙肝的治疗是迄今未解决的难题。在急性自限

性乙型肝炎患者的外周血，可以检测到抗 #$/活跃
的、多克隆、多特异性细胞毒性 ?细胞和 ? 辅助细
胞；而在慢性 #$/感染病人的外周血中只能检测到
很弱的抗原特异性的 U?P和 ?@ 细胞，或者根本检
测不到［9］。这种 ?细胞反应是清除或控制 #$/感
染的关键因素。而且，在慢性感染病人的外周血中，

?@! 细胞因子（ (<5H!、(PH, 等）的含量也变弱或消
失［;HX］。因此，激发抗原特异性的 U?P和 ?@细胞，成
为治疗乙肝的关键。45&疫苗通过在体内合成抗
原，通过抗原递呈，抗原多肽与 Y#U "类分子或#
类分子结合，或者直接被抗原递呈摄取，经加工处理

后与 Y#U"类分子或#类分子结合，诱生细胞免疫
反应和体液免疫反应。因此，45&疫苗可能对治疗
#$/慢性携带者具有应用前景。本研究构建的
#$/ 45& 疫苗为编码 #$/ 0 区 .*A0, 3 0抗原的
真核细胞表达质粒（.#$/0,0），试验证明 .#$/0,0
免疫小鼠能有效诱导健康小鼠产生抗原特异性

U?P，U?P%的杀伤活性达 O,Z，而且，分泌 (<5H!的
脾淋巴细胞数量较免疫前明显升高。

作为人体应用的免疫佐剂———铝制剂，发现其

可显著增强体液免疫应答（抗体）水平，但主要诱导

(’)!类抗体（即 ?#,型应答）。近年有报道，铝制剂
可抑制 ?#!型应答，致 ?细胞杀伤性应答的 U?P活
性降低［!"］。在本研究中，我们应用加有铝佐剂的重
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组亚单位疫苗（北京天坛生物制品股份有限公司）免

疫小鼠，诱发出很强的 !"#型应答，$%&’是 $%&#(的
’)倍，*!+ 活性与非免疫对照组相似，未能显示诱
生 *!+活性的提高。为了增强基因疫苗的免疫活
性，我们选择了超抗原 ,-.作为 "/0 12.疫苗的
佐剂。经与 3"/0,#, 12. 疫苗共免疫 /(4567小鼠
试验，发现 38,-.可显著提高机体对 12. 疫苗的
免疫应答，无论是体液免疫还是细胞免疫。其机制

可能是 ,-.通过与 9"* !分子结合，激发 !: # 类
细胞，促进体液免疫反应，结果使佐剂组的抗体滴度

明显高于不加佐剂组；同时由于失去分泌信号肽的

,-.，在细胞内通过与 9"*"［’’］分子结合，激发 !:’
类细胞，促进 $+;# ，!2<;#，$<2;$等淋巴因子的产
生，从而使 $%&#( 型抗体增加，导致抗体水平的全
面提高。此外，由其诱生 $+;# 、$<2;$等淋巴因子的
增加，促进 !淋巴细胞的增殖反应，提高了 *!+= 的
杀伤活性，所以与对照组相比，38,-.佐剂组 *!+=
的杀伤活性显著高于对照组（ ! > )?)@）。至今将
38,-.作为 12.疫苗的佐剂，尚未见有报道。在实
验中我们对 38,-. 质粒免疫的 #) 只小鼠观察 AB
周，未发现产生肿瘤或其他显著的不良反应。以上

实验结果表明 38,-.可有效地提高 3"/0,#, 12.
疫苗的细胞与体液免疫反应，展示了有望成为 12.
疫苗的佐剂的前景。

在实验中，我们使用活体基因导入仪，在 12.
疫苗注射部位进行电击，可以增加肌细胞对质粒

12.的摄取。发现应用电击的 3"/0,#,和 38,-.6
3"/0,#, 免疫组小鼠产生抗 "/= 抗体阳转率较肌
肉免疫接种组高 @)C D E)C。因此，采用这种方
法，有可能增加肌细胞和抗原递呈细胞对质粒 12.
的摄取，提高抗原的表达量，促使小鼠抗 "/= 抗体
阳转率的提高。
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