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携带 !"# 核心蛋白原核表达质粒与真核表达质粒的减毒伤寒沙门菌诱

导小鼠免疫应答之比较
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摘 要 丙型肝炎病毒（TH’）核心蛋白是丙肝疫苗的重要候选抗原，然而，该蛋白因具有免疫调控作用而影响免疫应答的诱

导。构建了 TH’ 核心蛋白的两种表达质粒，一种是体内激活型原核表达质粒 .UXOH，另一种是真核表达质粒 .H^OH。将该两

种质粒转化减毒鼠伤寒沙门菌 ,_%!$%，得到重组菌 ,_%!$%K.UXOH 和 ,_%!$%K.H^OH，分别将重组菌口服接种小鼠，检测小鼠的免

疫应答，结果发现：! ,_%!$%K.H^OH 免疫鼠的 H‘"M H‘IM A 细胞持续降低，而 ,_%!$%K.UXOH 免疫鼠的 H‘"M H‘IM A 细胞无明显

改变；" ,_%!$%K.H^OH 免疫只诱导低水平抗 TH’ 核心蛋白抗体，加强免疫对抗体阳转率及抗体水平无明显影响，而 ,_%!$%K
.UXOH 免疫组所有小鼠均产生较高水平的抗核心蛋白抗体。# ,_%!$%K.H^OH 免疫鼠脾细胞的体外增殖活性、细胞毒性 A 细胞

活性以及加强免疫对细胞免疫应答的增强作用均明显不及 ,_%!$%K.UXOH 免疫鼠。结果提示：携带真核表达质粒 .H^OH 的沙

门菌因在小鼠细胞内表达天然形式（结构以及磷酸化修饰）的 TH’ 核心蛋白，可能通过对 A 细胞的免疫抑制作用而弱化免疫

应答。而以携带原核表达质粒 .UXOH 的沙门菌免疫可避免这一问题，并具有接种方便，成本低廉等优点，从而可望作为基于

TH’ 核心蛋白为靶抗原的 TH’ 疫苗的候选免疫方式。
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丙型肝炎病毒（8()-/!/!1 6 O!*$1，G6H）主要经血

液传播，是急、慢性肝炎的重要致病因子，并且与肝

硬化和肝细胞癌的关系非常密切。G6H 基因组被

克隆以后，G6H 疫苗在欧美国家一直是研究热点，

然而十余年来一直未取得突破性进展。越来越多的

资料表明，细胞免疫应答对于控制和清除 G6H 感染

起关键作用，尤其在急性 G6H 感染的自然恢复中起

决定性作用［P，<］，因此，诱导细胞免疫应答成为目前

G6H 疫苗研究的重要发展方向。G6H 核心蛋白是

G6H 诸蛋白中最保守的蛋白，在 G6H 感染者能诱导

6JML 与 6JQL 限制性 ? 细胞免疫应答，并且具有持

久的 记 忆 性［K，M］。因 此，核 心 蛋 白 可 作 为 重 要 的

G6H 疫苗靶抗原。然而，该蛋白本身具有免疫调控

作用，可通过多种途径抑制 ? 细胞的免疫功能［R，S］，

因此，选择基于该抗原的疫苗的免疫方式对于有效

诱导免疫应答可能有重要意义。

伤寒沙门菌是细胞内侵袭菌，主要通过肠道感

染，侵入肠粘膜相关淋巴组织（TF:?），被 TF:? 内

的专职抗原提呈细胞（FU6），如巨噬细胞、树突状细

胞吞噬，并在吞噬小体内增殖［;］。由于其能靶向感

染 FU6，因而作为疫苗载体很有发展潜力，多种病原

体抗原以减毒伤寒菌为载体均可有效诱导免疫应

答［Q］。本研究分别将携有 G6H 核心蛋白原核表达

质粒和真核表达质粒的减毒伤寒沙门菌口服接种小

鼠，发现二者诱导的免疫应答有明显差异。

) 材料和方法

)*) 实验材料

".%/ 基因缺陷的减毒鼠伤寒沙门菌 9:;<=; 由

美国 9/-"7+*# 大学 9/+%,(* 教授惠赠。含有鼠伤寒沙

门菌 )8+U 活化的基因启动子（U)-@）的体内激活型原

核表达载体 )34 由本室构建［V］。EF:EA% 小鼠购自

上海必凯实验动物有限公司。非放射性细胞增殖

（T?9）和细胞杀伤（:JG）检测试剂盒为 U*+2(@- 产

品。

)*+ ,-. 核心蛋白表达质粒的构建

以 G6H WM 株全长 %JXF 为模板，U6Y 扩增编码

G6H 核心蛋白的 6 基因，分别用于构建 G6H 核心蛋

白的 原 核 和 真 核 表 达 质 粒。引 物 序 列：)YP：RZ5
NNFF??6FFNNFNF?F?F6F?F?NFN6F6NFF?66?FF
F65KZ（下划线为 9J 序列），)Y<：RZ5N6NFFN6???6
FFN6NNFFN6?NNNF?NN?65KZ； (YP： RZ5N6NN6?F
N666F66F?NFN6F6NFF?66?FFF65KZ（ 下 划 线 为

[+D-, 序 列），(Y<：RZ5N6N?6?FNF??FFN6NNFFN
6?NNNF?NN?65KZ。引物 )YP 与 )Y< 的扩增产物插

入 ? 载体，测序鉴定以后，以 01%Y!A2,&#"酶切，

将 6 基因插入原核表达质粒载体 )34，得到 )3456。

引物 (YP 与 (Y< 的扩增产物插入 ? 载体，测序鉴定

以后，以 3+’!A45"!酶切，再将 6 基因插入真核表

达质粒载体 )6B5"(+（U*+2(@- 产品），得到 )6B56。

)*/ ,-. 核心蛋白在 +0/ 1 细胞内的表达

将表达质粒 )6B56 及空载体 )6B5"(+ 分别转染

人胚肾 <VK ? 细胞，MQ 8 后以 4(1/(*" &’+/ 分析细胞

裂解液中的 G6H 核心蛋白（G6H 核心蛋白单抗购自

E!+#(1!@"）。

)*2 ,-. 核心抗原在减毒伤寒沙门菌中的表达

将质粒 )3456 及 )34 分别转化减毒鼠伤寒沙

门 菌 9:;<=;，得 到 的 重 组 菌 9:;<=;A)3456 及

9:;<=;A)34 分别接种于含 P== 2@A: 氨苄青霉素及

Q= 22+’A: T@6’< 的 :E 培养基，K; \振荡培养至对

数生长中期，用含不同浓度 T@6’<（= ] P== 22+’A:）

的 :E 培养基重悬，K; \振荡培养 K 8，离心收集细

菌。细菌裂解、煮沸，以 4(1/(*" &’+/ 检测 G6H 核心

蛋白的表达。
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!"# 减毒沙门菌口服免疫小鼠

将质粒 !"#$"、!"#$%&’ 分别转化沙门菌 ()*+,*，

得到重组菌 ()*+,*-!"#$" 及 ()*+,*-!"#$%&’。将四

种 重 组 菌 ()*+,*-!"#$"，()*+,*-!"#$%&’，()*+,*-
!./$" 及 ()*+,*-!./ 接种于含 0,, 12-) 氨苄青霉

素及 3, 11’4-) 52"4+ 的 )6 培养基中培养，对数生长

期的细菌分别口服接种 7 周龄的雌性 68)6-9 小鼠，

每组 03 只，剂量每次 0 : 0,0, ;<，两周 0 次，共 = 次。

!"$ 小鼠体液免疫应答的检测［%］

每次免疫后的第 0+ 天从各组小鼠眼眶取血，离

心分离血清，以包被 >"? 核心蛋白的酶标板（0!2-
孔）@)#(8 检测小鼠血清抗 >"? 核心蛋白 #2A。

!"& 流式细胞术分析小鼠 ’ 细胞表型

每次免疫后的第 0+ 天，各组小鼠分别处死 B
只，无菌分离脾脏，制备脾细胞悬液，,C3= D E>="4
裂解红细胞后，以流式细胞计数 "FBG "F=G 与 "FBG

"F3G ; 细胞（H#;" 标记的抗小鼠 "FB 单抗、I@ 标记

的抗小鼠 "F=、"F3 单抗购自 6F IJKL1M%2&%）。

!"( 小鼠 ’ 细胞增殖反应和 )’* 效应的检测［%］

将小鼠脾细胞悬液接种 N7 孔板，分别以重组

>"? 核心蛋白（+,!2-1)）、转铁蛋白（O,!2-1)）刺激，

同时设无抗原刺激孔，*+ J 后，以 5;( 试剂检测小鼠

的脾 细 胞 增 殖 反 应，结 果 以 刺 激 指 数（PQM1R4KQM’%
M%S&T，(#）表示。分别以稳定表达 >"? 核心抗原的

I30O 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，以乳酸脱氢酶释放法检测小鼠的 ";) 应

答，结果以效应细胞对靶细胞杀伤率表示。

!"% 统计学处理

数据的统计学分析：采用两组间样本均数的 !
检验。

+ 结果

+"! ,)- 核心蛋白在 +%.’ 细胞和伤寒沙门菌中

的表达

/&PQ&L% U4’Q 分析表明质粒 !"#$" 在 +NB; 细胞

内可表达 >"? 核心蛋白，分子量与预计的 ++ VF 相

符（ 图 0），重 组 沙 门 菌 ()*+,*-!./$" 在 低 于 0
11’4-) 52+ G 的 )6 培养液中可表达 >"? 核心蛋白，

若培养在 0,, 11’4-) 52+ G 的 )6 中，则 检 测 不 到

>"? 核心蛋白的表达（图 +）。

图 0 /&PQ&L% U4’Q 分析 >"? 核心蛋白在 +NB; 细胞和减毒沙门菌中的表达

HM2W 0 /&PQ&L% U4’Q K%K4XPMP ’Y >"? 9’L& !L’Q&M% &T!L&PP&S M% +NB; 9&44P K%S KQQ&%RKQ&S " W !#$%&’()&(’
（8）0：+NB ; 9&44P QLK%PY&9Q&S ZMQJ !"#$"；+：+NB ; 9&44P QLK%PY&9Q&S ZMQJ !"#$%&’W（6）0 [ O：()*+,*-!./$" 9R4QRL&S ZMQJ 0,,，0,，0，,C0，K%S ,C,0
11’4 52"4+，L&P!&9QM\&4X；7：()*+,*-!./$" 9R4QRL&S ZMQJ’RQ 52"4+；*：()*+,*- !./ 9R4QRL&S ZMQJ’RQ 52"4+ C

+"+ 小鼠抗体应答

分别检测各免疫组接受全程免疫的 7 只小鼠的

血清 抗 >"? 核 心 蛋 白 #2A 抗 体，重 组 菌 ()*+,*-
!./$" 免疫组中的 7 只小鼠于第二次免疫后均可产

生抗核心蛋白抗体，而 ()*+,*-!"#$" 免疫组被检测

的 7 只小鼠中仅 + 只产生了抗核心蛋白抗体，并且

随后的两次加强免疫未提高抗体阳转率。图 + 为第

= 次免疫后第 0+S 各组小鼠的血清抗体检测结果。

+". 小鼠 ’ 细胞表型分析

对各组小鼠脾细胞进行的流式细胞分析表明，

()*+,*-!"#$" 免疫组小鼠的 "FBG "F=G ; 细胞在第

二次 免 疫 后 明 显 降 低，而 其 余 B 组 小 鼠 的 "FBG

"F=G ; 细胞百分率相似（图 B）。()*+,*-!"#$" 免疫

组 "FBG "F3G ; 细胞百分率也低于其他三组，但无

显著性差异（结果未示）。

图 + 小鼠血清抗 >"? 核心抗体的检测

HM2W + 8%QM$>"? 9’L& #2A M% ’LK44X M11R%M]&S 1M9&
（P&LR1 ZKP SM4RQ&S +,, Y’4S，K%S * ^ 7 1M9&）

+"/ 小鼠 ’ 细胞增殖应答

体外以重组 >"? 核心蛋白刺激免疫鼠的脾细

胞，()*+,*-!"#$" 免疫组于第二次免疫后才可发生

增殖反应，随后的两次加强免疫未能增强增殖应答。

()*+,*-!./$" 免疫小鼠在首次免疫后即产生增殖

=73 +%&*,-, ./()*01 /2 3&/!,4%*/1/5# 生物工程学报 +,,*，?’4C+B，E’CO



图 ! 流式细胞分析小鼠 "#!$ "#%$ & 细胞百分率

’()* ! +,-./0(0 12 "#!$ "#%$ & 34..0 5/ 2.16 3/718479/
（+0749(0:0 (,;(3-74 - 0(),(2(3-,7 ;(22494,34 318<-94;

71 7=4 31,791. )91><，! ? @A@B）

反应，且加强免疫能明显增强增殖应答（图 %）。

!"# $%& 应答

检测免疫小鼠脾细胞对稳定表达 C"D 核心抗

原的 EFGB 细胞的杀伤效应，如图 B 所示，第一次加

强免疫以后，HIJK@JL<"MN" 与 HIJK@JL<OPN" 免疫小

鼠的脾细胞均可有效杀伤靶细胞，后者的杀伤率明

显高于前者（! ? @A@B）。加强免疫可上调 "&I 应

答，但 HIJK@JL<OPN" 的作用更明显，第四次免疫后，

HIJK@JL<OPN" 免疫小鼠 "&I 应答的增强幅度明显

高于 HIJK@JL<"MN" 组。

图 % 小鼠的 & 细胞增殖应答

’()* % &=4 & ./8<=13/74 <91.(249-7(Q4 940<1,04
12 (88>,(R4; 8(34

图 B 小鼠的 "&I 应答

’()* B "&I 940<1,04 12 (88>,(R4; 8(34
+：-00-/ -2749 7=4 0431,; (88>,(R-7(1,；S：-00-/ -2749 7=4 21>97= (88>,(R-7(1,*

’ 讨论

编码 C"D 核心蛋白的 #T+ 疫苗能诱导细胞

"&I 应答，然而，诱导辅助性 & 细胞应答以及体液免

疫应答的效果不够理想［G@，GG］。C"D 核心蛋白具有

免疫调控作用，对 & 淋巴细胞以及 +E" 有全面的抑

制作 用，这 可 能 是 C"D 慢 性 感 染 的 形 成 机 制 之

一［B，U］。#T+ 疫苗在体内表达 C"D 核心蛋白，产生

的核心蛋白经过细胞内的加工修饰（如磷酸化），使

之具有天然的免疫抑制作用，从而导致免疫应答的

弱化。

伤寒沙门菌可靶向感染抗原提呈细胞，作为疫

苗载体很有发展潜力。本研究中，我们分别构建了

两种 C"D 核心蛋白表达质粒，一种是含伤寒沙门菌

E<-)启动子的体内激活型原核表达质粒 <OPN"（该质

粒只有在沙门菌进入细胞内以后才启动转录活性，

可避免外源蛋白组成性表达造成的质粒丢失。镁离

子能抑制该启动子活性，故细菌培养液中加镁离

子［V］），一种是含巨细胞病毒启动子的真核表达质粒

<"MN"。将转化有该两种质粒的沙门菌 HIJK@JL<OPN
" 和 HIJK@JL<"MN" 分别口服免疫小鼠。HIJK@JL<"MN
" 免疫的小鼠 "#%$ & 细胞在第二次免疫以后出现

持续的明显降低趋势，而 "#F$ & 细胞数量仅略有

降低。C"D 核心蛋白能增强 & 淋巴细胞对 ’-0 介导

BUF陈志辉等：携带 C"D 核心蛋白原核表达质粒与真核表达质粒的减毒伤寒沙门菌诱导小鼠免疫应答之比较



的细胞凋亡的敏感性，并抑制 !"#$ 与 !%&#!的表

达［’$］。这可能与本研究中 (")$*)+,-!#- 免疫小鼠

的 -./0 1 细胞数量明显降低有关，该结果还提示，

可能 -./0 1 细胞比 -.20 1 细胞对 3-4 核心蛋白

的负向调控作用更为敏感。检测小鼠的 1 细胞增殖

反应则发现，重组菌 (")$*)+,56#- 免疫 ’ 次即可诱

导强的 1 细胞增殖反应，且加强免疫可有效增强增殖

应答，而 (")$*)+,-!#- 免疫的小鼠在进行第二次免疫

后才可检测到 1 细胞增殖应答，并且，随后的加强免

疫对 1 细胞增殖反应的影响并不明显。

两种重组沙门菌诱导的 -1" 反应与各自所诱

导的 1 细胞增殖应答模式相似，(")$*)+,56#- 诱导

更强的 -1" 应答，并且加强免疫能增强 -1" 应答，

而 (")$*)+,-!#- 诱导的 -1" 应答明显低于 (")$*)+
,56#-，并且加强免疫的作用幅度有限。从理论上

分析，(")$*)+,-!#- 免疫以内源性表达抗原的方式

进行抗原提呈，诱导免疫应答的途径与 .&7 免疫相

似，更有利于 -1" 的激活，而 (")$*)+,56#- 则以外

源性抗原的提呈方式刺激免疫系统，并非是刺激

-1"的最有效方式，但本试验的结果与理论相反。

-1" 应答通常依赖于 -./0 1 细胞以及其分泌的细

胞因子，如 !"#$ 与 !%&#!，因此，-./0 1 细胞的数量

以及反应强度的限制可能是 (")$*)+,-!#- 免疫小鼠

-1" 应答相对较低的直接原因。(")$*)+,-!#- 免疫

鼠中仅小部分产生了抗体，而 (")$*)+,56#- 免疫鼠

全部产生了高水平抗体。这固然和两种方式免疫中

的抗原表达水平有关，但与 -./0 1 细胞应答也有

密切关系。如 89:;<=> 等报道，3-4 核心蛋白 .&7
疫苗仅能诱导弱的 1 细胞增殖应答与体液免疫应

答，而将细胞因子基因如 !"#$、8?#-(% 基因与 .&7
疫苗同时肌肉注射接种则能有效提高系统性免疫应

答［’@，’/］，这也提示，3-4 核心蛋白的免疫抑制作用

对其诱导的免疫应答的模式和强度有全面的影响。

(")$*)+,-!#- 免疫所致的抗原在细胞内表达，形成

天然结构的 3-4 核心蛋白，其磷酸化修饰与该蛋白

在细胞内的定位以及免疫调控作用密切相关，而

(")$*)+,56#- 在细菌内表达抗原，无磷酸化修饰，

表达的抗原与细菌残骸在抗原提呈细胞内被共同加

工、提呈，从而不能行使免疫抑制作用。

本研究表明，对于本身具有免疫抑制作用的

3-4 核心蛋白，以在免疫宿主内表达内源性抗原的

方式进行免疫接种并非可取的方式，而以外源性抗

原的形式进行免疫可能更有效诱导免疫应答，对于

其他类似的病毒抗原，也许存在类似机制。本研究

中构建的携带原核表达质粒的沙门菌因在宿主细胞

内表达外源性抗原，可避免这一问题，并具有接种方

便、成本低廉等优点，从而可望作为以核心蛋白为靶

抗原的 3-4 疫苗的候选免疫方式。当然，减毒沙门

菌作为疫苗载体还存在一些问题，在疫苗制备以及

运输过程中细菌活力的降低，细菌感染性在不同个

体之间的差异，抗原在体内的表达水平等均是今后

需要解决的问题。
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