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摘 要 建立一种可高效诱导细胞免疫应答，对丙型肝炎病毒（BC&）感染可能起预防和治疗作用的 D*E疫苗。将
小鼠 7(F%配体（7G）信号肽和胞外段 .D*E插入结构优化的 BC&核心0包膜 9#融合抗原 D*E疫苗 =H40C9#F，构建成
=H40C9#FI7G。将 =H40C9#FI7G转染 CJH3细胞，K5LF5-> M(’F和 9GNHE检测表明该重组质粒能表达 BC&核心0包膜 9#
融合抗原和可溶性小鼠 7G。分别将 =H40C9#F、=H40C9#FI7G和空载体 =CN0>5’肌肉注射接种 OEGOI.小鼠，检测小鼠
的体液和细胞免疫应答。结果表明两种 D*E结构均能在小鼠体内诱生细胞和体液免疫应答，但 =H40C9#F诱导的
体液免疫应答强于 =H40C9#FI7G，而后者诱导的细胞免疫应答明显强于前者。7G能明显增强 BC&核心0包膜 9#融
合抗原 D*E疫苗诱导的细胞免疫应答，对于发展 BC&预防和治疗性疫苗有潜在的应用价值。
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丙型肝炎病毒（B5=,F;F;L C S;-TL，BC&）是引起人
类慢性肝炎的主要致病因子之一，与肝硬化、肝细胞

癌的关系十分密切，丙型肝炎疫苗目前还没有研制

成功。BC&基因组是由 "R6UM核苷酸组成的单正链
Q*E，变异率较高，尤其是包膜蛋白基因的变异率最
高，而 BC& 中和抗体表位就位于包膜蛋白 9#［!］。
用重组 9# 或合成肽免疫黑猩猩，诱生的抗体仅对
同株病毒感染有保护性［#］，因此，用疫苗诱导具有广

泛保护性的抗 BC&中和抗体极为困难。细胞免疫
应答是人体感染 BC&后清除病毒的主要决定因素，
迅速有效的细胞免疫应答能使 BC&感染者从急性
感染中恢复［%］，故以比较保守的 BC&抗原或联合多
个 4细胞抗原表位作为免疫原诱导强的细胞免疫应
答，可能是研制 BC& 疫苗的理性选择。由于 D*E
疫苗具有高效诱导细胞免疫应答、制备程序简单等

特点，在 BC&疫苗研制方面有很大的发展前景。我
们曾构建了结构优化的 BC&核心0包膜 9# 融合抗
原 D*E疫苗，利用外源性信号肽和辅助性 4细胞表
位增强其诱导的免疫应答，在小鼠得到了较好的免

疫效果［A］。树突状细胞（DC）对抗原的加工提呈和

提供 4细胞共刺激作用是疫苗诱导细胞免疫应答的
关键，而 P:L样酪氨酸激酶受体 % 配体（7G）对于促
进 DC增殖和刺激 4细胞均起重要作用［6］。为了进
一步增强该 BC&融合抗原 D*E疫苗诱导的细胞免
疫应答，我们构建了 7G与 BC&融合抗原共表达的
D*E疫苗，小鼠实验表明，7G 基因可明显增强该
D*E疫苗诱导的细胞免疫应答。

. 材料和方法

. /. 实验材料
编码 BC& 核心09# 融合抗原的真核表达质粒

=H40C9#F由本室构建［A］；含有小鼠 7G全长 .D*E的
质粒 =OQ%##0:7G由美国爱因斯坦医学院卢洋博士
惠赠；真核表达质粒载体 =CN0>5’、非放射性细胞增
殖检测试剂盒和细胞毒检测试剂盒为 V-’:5W, 产
品；稳定表达 BC&核心抗原的 HV#I$细胞由本室建
立［%］；雌性、1周龄 OEGOI.小鼠购自上海西普尔0必
凯实验动物有限公司；BC&核心蛋白第 !至 %1位氨
基酸合成肽由日本东京大学 X’;U5 博士惠赠；抗
BC&核心抗原单克隆抗体为本实验室建立；CBJ细



胞表达的重组 !"# $%抗原和抗 !"# $%单克隆抗
体 &$’() 由美国 "*+,-. 公司 /*,+012 博士惠赠；抗(
!"# $34/5试剂为上海长征(康仁生物试剂公司产
品；可溶性小鼠 63 $34/5检测试剂购自 71.18,91科
技公司；!:;标记的山羊抗小鼠 4<7、4<7) 和 4<7%=
为 /->8*1+.?,-81@*产品。
! "# $%&疫苗 ’()*+,#-./0的构建
质粒 A/B("$%8 以 !"#!、$%&:!酶切后，与经

!"#!、$%&:!酶切的 A"4(.1- 连接，得到重组质粒
A"4(/B("$%8。合成小鼠 63 信号肽和胞外段 @CD5
的扩增引物，上游引物 ’E(<@<<@@<@<8@<=@=@@=8<=@=<8<(
@8<<@<@@=<@@8<(&E，引入 !&’!和 ()*!酶切位点，下游
引物 ’E(<@<<@@<@88=@@8<<<@@<=<<@8@8<<<=<(&E，引入 !&’!
酶切位点。以质粒 A?:&%%(963 为模板，;": 扩增
小鼠 63信号肽和胞外区 @CD5，;":产物与 AFC)G(
B载体连接得到的重组质粒，经 CD5 测序证明 63
核苷酸序列与原始序列一致后，再以 !&’!酶切，切
出的 63基因与经 !&’!酶切线性化并用碱性磷酸
酶去磷酸化处理的 A"4("$%8连接，得到的重组质粒
以 ()*!酶切，鉴定出 63基因正向插入的重组质粒
A"4(/B("$%8(63。以 $%&:!、(+)!酶切 A4:$/(.1-，
切出的 4:$/基因插入经过相同酶切的 A"4(/B("$%8(
63，即为编码 !"#核心(包膜 $%融合抗原和小鼠 63
信号肽和胞外段的 CD5疫苗 A/B("$%8H63。
! "1 重组质粒转染 +2(3 细胞及其表达产物的
检测

用 3,A-I1@8=9,.1（7,J@- ?:3）分别将质粒 A/B(
"$%8H63、A"4(.1-转染 "K/L 细胞，质粒用量 %"<，加
MN%"<绿色荧光蛋白表达质粒 A$76;D)（"0-.81@*）作
为参照以检验转染效率。转染 OG* 后，以 P1Q81+.(
J0-8检测细胞内 !"#核心和包膜 $%抗原的表达［R］，
分别以抗 !"#核心和 $%抗原的单克隆抗体为捕获
抗体，以 !:;标记的山羊抗小鼠 4<7为检测抗体。
$34/5法检测细胞培养上清中小鼠 63的表达。
! "4 $%&免疫接种
以肌肉注射法分别将质粒 A/B("$%8H63、A/B(

"$%8和 A"4(.1-接种 ?53?H@小鼠，剂量为 )MM"<H次，
&周 )次，共 %次。每种质粒分别接种 G只小鼠。
! "5 体液免疫应答的检测［4］

分别在首次免疫第 )、&、’、L周后从各组小鼠眼
眶取血，$34/5法检测检测小鼠血清抗 !"#核心抗
原和包膜 $% 抗原的总 4<7、4<7) 和 4<7%=，并计算
4<7%=H4<7)比值。

! "6 小鼠脾细胞增殖反应和细胞毒性 )淋巴细胞
（+)0）效应的检测［4］

首次免疫后第 L周，分别处死各组小鼠，制备脾
细胞悬液，接种 SR 孔板。设 !"#核心抗原合成肽
刺激孔、重组 !"# $%抗原刺激孔、无抗原刺激的阴
性对照孔和 ?/5 刺激的无关对照孔。抗原合成肽
的终浓度为 )M"<H93，重组抗原和 ?/5的终浓度均
为 &M"<H93。检测小鼠 B细胞的增殖反应，结果以
刺激指数（/8,9>0=8,-. ,.T1U，/4）表示。分别以稳定表
达 !"#核心抗原的 /;%HM 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H靶
细胞数目之比为 %M V )或 )MM V )，用乳酸脱氢酶释放
法检测小鼠的 "B3应答，结果以杀伤率（W）表示。
数据的统计学分析用 ’ 检验。

# 结 果

# "! 共表达 7+8融合抗原与小鼠 /0的重组质粒
结构

重组质粒 A/B("$%8H63 的转录调控区结构如
6,< X)，其中 ;为 "F#启动子和增强子序列，/为小
鼠 4<7 Y=AA=链信号肽，B为 B*表位 ;5C:$，"为核
心抗原基因，$%8为截短的包膜 $% 抗原基因，对应
于 !"#多蛋白前体的 &GO Z RR) 位氨基酸，?7! A5
为牛生长激素转录终止 A-025序列，/# A5 为 /#OM
转录终止的 A-025序列。

图 ) 候选 CD5疫苗 A/B("$%8H63的结构
6,<X) /8+>@8>+1 -I CD5 [=@@,.1 @=.T,T=81 A/B("$%8H63

# "# 重组质粒在 +2(3细胞表达产物的检测
转染 OG* 后，在荧光显微镜下观察到 A"4(.1-H

A$76;D)和 A/B("$%8H63HA$76;D)转染的细胞中均
有 76;阳性细胞，且分布密度相似。P1Q81+.(J0-8分
析表明：用 !"#核心抗原或 $%抗原单抗均能检测
到 A/B("$%8H63转染的细胞表达的蛋白条带，分子
量约 LM YC（6,< X% 5、"），大于预计的 ’% YC的融合蛋
白的分子量。$34/5 检测细胞培养上清中的小鼠，
A"4(.1-转染细胞的上清 ,O’M.9为 MNM) \ MNMM，A/B(
"$%8H63为 MN&’ \ MNM%，表明 A/B("$%8H63能分泌表
达小鼠 63。
#91 小鼠的抗体应答
首次免疫 )、&、’、L 周后，A/B("$%8 免疫组抗

!"# $% 4<7阳转率分别为 )HG、&HG、’HG、’HG，抗核心
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图 ! "#$%&’!()*+在 &,#-细胞表达产物的
./0(/12%345(分析

*678! ./0(/12%345( 9294:060 5; /<"1/00/= "15=>?( 5; "#$%&’!()
*+（@ 92= A，=/(/?(/= B6(C 92(6%D&E ?51/ F?@3；& 92= G，=/%
(/?(/= B6(C 92(6%D&E ’! F?@3）

@8 &,#- ?/440 (1920;/?(/= B6(C "#$%&’!()*+；

A8 &,#- ?/440 (1920;/?(/= B6(C "&H%2/5

&8 &,#- ?/440 (1920;/?(/= B6(C "#$%&’!()*+；

G8 &,#- ?/440 (1920;/?(/= B6(C "&H%2/5

H7I阳转率分别 J)K、L)K、M)K、M)K。"#$%&’!()*+免疫
组抗 D&E ’! H7I阳转率分别为 J)K、!)K、L)K、L)K，抗
核心 H7I阳转率分别 J)K、N)K、!)K、!)K。"#$%&’!()*+
免疫组小鼠抗 D&E ’!的 H7I!9)H7IN比值高于 "#$%
&’!(免疫组，$934/ N显示首次免疫后第 -周的结果
（! 小于 JOJP），因 "#$%&’!()*+ 免疫组抗核心抗原
H7I阳转小鼠较少，未进行 H7I!9)H7IN统计学分析。

表 ! 不同免疫组小鼠血清抗 "#$ %& ’()&*+’()!比值
,*-./ ! 0*1234 35 *6127"#$ %& ’()&*+’()! 26 829/

288:62;/< =21> <255/?/61 @AB C*9926/

I15>" H7I!9)H7IN

"#$%&’!( N 8PM Q J8JR

"#$%&’!()*+ N8KR Q J8NJ

& DE 小鼠脾细胞增殖反应
用 D&E 核心抗原合成肽或重组 ’! 抗原刺激

后，"#$%&’!(与 "#$%&’!()*+免疫组小鼠的脾细胞均
发生明显增殖反应，且前一组的增殖强度不及后一

组，二者的差异有显著的统计学意义（ ! 均小于
JOJP，$934/ !）。
& DF 小鼠的 #,G应答
检测免疫小鼠脾细胞对稳定表达 D&E核心抗

原的 #S!)J细胞的杀伤反应，效应细胞)靶细胞比为
!J TN或 NJJ TN时，"#$%&’!(和 "#$%&’!()*+免疫组的

杀伤率与 "&H%2/5免疫组相比均有显著性差异（ ! 均
小于 JOJJN），且 "#$%&’!()*+ 免疫组的杀伤率明显
高于 "#$%&’!(免疫组（! 均小于 JOJP，$934/ L）。

表 & 不同免疫组小鼠 ,细胞对于 "#$核心抗原合成肽或
重组 "#$ %&抗原刺激的增殖反应

,*-./ & ,>/ , .H8I>39H1/ I?3.25/?*12C/ ?/4I364/ 35
288:62;/< 829/ 4128:.*1/< =21> "#$ *612(/64

I15>" #(6U>49(652 62=/<

"#$%&’!(

?51/ N 8V! Q J8NN

’! N8PK Q J8JR

"#$%&’!()*+

?51/ N 8KP Q JN!

’! N8-K Q J8N!

"&H%2/5

?51/ N 8JL Q J8JV

’! N8JJ Q J8JN

表 J 不同免疫组小鼠脾细胞对于表达 "#$
核心抗原的 KL&+M细胞的 #,G反应（杀伤率）

,*-./ J "#$ 93?/ I?31/26 4I/92529 #,G ?/4I364/ 35
@AB 288:62;/< 829/（N）

I15>"
’：$ 19(65

!J TN NJJ TN

"#$%&’!()*+ VJ8RW Q K8PLW -R8JLW Q R8RPW

"#$%&’!( MV 8MKW Q -8-JW V!8!W Q K8V!W

"&H%2/5 ! 8-W Q N8PJW M8N!W Q N8-PW

J 讨 论
细胞免疫应答对清除 D&E起关键作用，用疫苗

诱导有效的细胞免疫应答，虽然不能防止急性 D&E
感染，但能在急性感染阶段迅速清除 D&E，从而防
止感染的慢性化。因为体内存在的记忆性 $淋巴细
胞被 D&E抗原再次激活以后，能够迅速增殖、活化
为效应细胞，进而清除病毒。此外，用疫苗诱导细胞

免疫应答，能增强 D&E感染者的细胞免疫应答，因
而还可能有治疗作用。

G&是激活 $细胞能力最强的抗原提呈细胞，慢
性 D&E或 DAE感染者的 G&增殖、抗原提呈和刺激
$细胞的活性均明显降低［-］，故增强 G&功能，对于
在正常人诱导强的细胞免疫应答或在病毒感染者增

强原来反应弱的细胞免疫应答均有重要意义。体内

的 G&可分为两个亚群，即来源于单核细胞的髓系

JVN 生 物 工 程 学 报 NR卷



!"##$% "!和来源于淋巴细胞的浆系!"##$& "!［’］。
()*+,-是早期造血的关键性调节因子，对 !"##$% "!
有强的促增殖、分化作用，而其他的 "!生长因子如
.,!/( 对 !"##$% "! 的 刺 激 作 用 则 较 弱［0］。
!"##$% "!刺激 !"1% 2细胞分化为 23#型，而有效
的抗病毒细胞免疫应答即为 23#型，23#型 !"1% 2
细胞分泌的 4(5,!、25(,"等细胞因子不仅可直接抑
制病毒基因复制和表达，还能以旁分泌方式促进

!"’% 2细胞杀伤被病毒感染的靶细胞和诱导靶细
胞发生凋亡。!"##$, "!主要刺激 236型免疫应答，
而 236型免疫应答正是慢性病毒感染的免疫特点，
是病毒抗原特异性免疫耐受的特殊形式［#7］。因此，

用 (-作为疫苗佐剂对于诱导有效的抗病毒细胞免
疫应答可能有重要促进作用。

(-有膜结合型和可溶性两种存在形式，其生物
学活性相似。从 "58疫苗诱导免疫应答的机理分
析，分泌性 ()*+,-可能更有利于刺激 "!。故本研究
构建了编码信号肽和 (-胞外段及 9!:融合抗原的
"58疫苗 ;/2,!<6*=(-，细胞转染试验表明该 "58
疫苗能表达可溶性 (-和 9!:融合抗原。9!:融合
抗原的分子量表明 <6抗原发生了广泛的糖基化修
饰，这与 <6 中有多个 5糖基化位点相一致。免疫
小鼠的结果表明 ;/2,!<6*=(-诱导的包括脾细胞增
殖和 !2- 反应在内的细胞免疫应答均明显强于
;/2,!<6*，比较小鼠抗 9!: 4>.6?=4>.#，也提示 ;/2,
!<6*=(-诱导的免疫应答更偏向于 23# 型。这可能
是因为 "58疫苗转染的细胞如肌细胞和其他体细
胞表达并分泌 (-，后者再作用于 !"##$% "!等一系
列串联免疫事件的最终效应。当然，"58疫苗也可
能在体内直接转染 "!，使 (- 以自分泌形式刺激
"!，但在肌肉注射 "58疫苗时这可能不占主要位
置。检测小鼠血清抗体表明 ;/2,!<6*=(-诱导的抗
核心和包膜 <6的总 4>.均不及 ;/2,!<6*，这可能与
;/2,!<6*=(- 诱导更强的细胞免疫应答有关，因为
!"1% 2细胞可通过分泌 23#型细胞因子抑制 "58
疫苗中 !@: 启动子的转录活性，使抗原的表达下
调，而 !"’% 2细胞则通过细胞毒作用直接破坏表
达 9!:融合抗原的肌细胞，降低抗原刺激的持续时
间，这二者均使抗原对 A 细胞的刺激减弱。;/2,
!<6*=(-中的 4B</和 (-基因也有可能影响 9!:融
合抗原的表达，本文未能比较这两种结构 "58疫苗
表达 9!:融合抗原水平的差异，但这也可能是二者

诱导抗体效果不同的原因之一。
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关于综述文章投稿的说明

近一时期，我刊综述类来稿激增，编辑部非常感谢大家对这个栏目的支持。但就来稿质量而言，尚不尽如人意。主要的

问题是：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。而且因为盲目选择热点，内容撞车的也较多。

为使此栏目更加新颖并更具可读性，我刊决定今后将优先筛选一些结合自身研究工作，文献新、有观点、有评论、有展望，

反映当前生物技术最新研究进展的综述文章。欢迎大家根据上述要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。
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