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HBV 基因疫苗诱导正常及 HBV 转基因小鼠产生体液免疫应答
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L摘要] 町筒:用乙型肝炎病毒(HBV)蛋白基因真核表达载体诱导正常小鼠及 HBV 转基因小鼠产生特异性体液免疫应答，以

探讨其预防及治疗 HBV 慢性感染的可行性。方出奇:将 HBV S2. S 基因的真核表达载体 pCMV-S2. SCPS)和相应的空载体 pcD­

NA3.0 分别免疫正常 C57BL!6 小鼠及同一品系 HBV 转基因小鼠 (η=5) 。每只小鼠肌内注射纯化质粒 100 μg。用 ELISA 方法

检测小鼠血清抗 HBs 和抗 preS2 效价及 HBV 转基因小鼠血清 HBsAg 和 HBeAg 的水平。注射基因疫苗后第 8 周，活检取转基

因小鼠肝脏组织，制备石蜡切片并行 H-E 染色，光镜下观察其病理改变。结果 :PS 诱导正常及转基因小鼠产生了抗 HBs 及抗

preS2 ，并且抗 preS2 的出现早于抗 HBs 约 1~2 周。 PS 免疫 8 周后，转基因小鼠血清 HBsAg 和 HBeAg 为阴性。注射基因疫苗

后第 8 周病理检查转基因小鼠肝脏组织，肝细胞出现程度不同的广泛浊肿和水样变性，而相应的对照组无明显改变。免疫前后肝

组织内单个核淋巴细胞数量无显著变化。结伦:研究表明 HBV 中蛋白基因疫苗能够有效诱导 HBsAg 特异性的体液免疫应答，

能够清除转基因小鼠血清中的 HBsAg 和 HBeAg;初步的实验结果为研制治疗 HBV 慢性感染的基因疫苗提供了依据。

[关键词] 乙型肝炎病毒;疫苗，DNA; 转基因小鼠;体液免疫应答

〔中图分类号 J R 373. 21 [文献标识码 J A 〔文章编号 J 0258-879X(2004)01-0047-04 
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[ABSTRACTJ Objective: To investigate the feasibility of treating chronic HBV infection by inducing specific humonilim­

mune response to HBV middle envelope protiens in normal and HBV transgenic mice with HBV DNA-based immunization. 

Methods: The eukaryotic expression vector pCMV-S2. S CPS) containing HBV S2. S gene and pcDNA3. 0 were used respec­

tively to immunize 5 C57BL/6 normal mice and HBV transgenic mice. Each mouse was injected intramuscularly with one of 

those plasmids at the same dose 000μg). Sera of mice were detected for anti-HBs , anti-preS2 , HBsAg and HBeAg with 

ELISA. Pathological changes of transgenic mice liver were observed by microscopy. ResuIts: PS can stimulate immune re­

sponses of anti-HBs and anti-preS2 in normal and transgenic mice. The appearance of anti-preS2 was 1-2 weeks earlier than 

that of anti-HBs. HBsAg and HBeAg in sera turned negative 8 weeks after immunization. At the 8th week , hepatocytes 

showed extensive granular degeneration and hydropic degeneration. There was no obvious difference in the amount of 

mononuclear lymphocytes between pre- and post-gene immunization. Conclusion: It is showed that specific humoral immune 

response can be effectively induced by PS after DNA-based immunizatio日， and PS seems to be responsible for the disapearance 

of HBsAg and HBeAg in sera of HBV transgenic mice. The results provide an evidence for further investigation of genetic vac­

cine in the treatment of chronic HBV infection. 
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我国是乙型肝炎高发区，约 20%的人群受到乙型

肝炎病毒 (HBV) 的感染，而 HBV 感染与肝硬化、肝

癌密切相关。但是，对于慢性乙型肝炎患者的治疗尚无

有效手段，公认为疗效尚可的 IFNα 其有效率也只有

30%~40% 。核昔酸类似物，如拉米夫定Clamivudine) 

虽可迅速降低血清 HBV DNA 水平并改善肝脏的组

织病理学状况，但短期治疗易复发，长期治疗易导致有

[Acad J Sec Mil Med Univ ,2004 ,25 (1) :47-50J 

抗性变异株的选择作用[IJ 。因此，研制和开发乙肝治疗

性疫苗具有十分重要的意义。DNA 疫苗在体内表达的

蛋白可在内质网和高尔基体进行加工和修饰，形成正

确的空间结构，抗原免疫原性强，刺激机体产生的抗体
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质量高，己证明能对多种病毒产生保护性免疫应答作

用[2J 我们通过构建HBV 基因真核表达载体(pCMV

S2. S , PS) 并将其免疫正常 C57BL/6 及同一品系

HBV 转基因小鼠，观察其诱导体液免疫应答的能力及

抗病毒效果，以便为进一步开发和研制治疗性 HBV 基

因疫苗提供依据。

1 材料和方法

1. 1 材料 转化菌 DH5a 由本校基础医学部细胞

生物学教研室提供。质粒抽提试剂购自 Qiagen 公

司。 HBsAg ELISA 检测试剂 AUSAB 试剂盒、抗

HBs 标准品购自 Abbott Laboratiries 。表面抗体检

测 ELISA 试剂盒购自上海实业科华生物技术有限

公司。抗-preS2 检测试剂盒购自北京大学医学院肝

病研究所肝炎试剂研制中心。 Wellscan MK 酶标仪

购自 Labsystem 公司。 H-E 染色为常规试剂。

1. 2 实验动物 C57BL/6 小鼠(由本校基础医学部

细胞生物学教研室动物房提供)共 10 只，雌性， 4~6

周龄，体质量约为 20 g ， SPF 级(合格证号:医动字第

02-68 号 )0 HBV 转基因小鼠[3J 为 C57BL/6 品系，

SPF 级，血清 ELISA 检测 HBsAg 和 HBeAg 阳性。

1. 3 PS 的构建 按文献[4J方法构建并鉴定。

1. 4 质粒提取 按试剂盒说明书进行。采用紫外分

光光度仪定量，每 100 ml DH5a 转化菌株的菌液可

获得高纯度质粒 500 阅。

1. 5 PS 免疫小鼠 正常及 HBV 转基小鼠分别随

机分为实验组和对照组，每组 5 只，实验组肌注基因

疫苗 PS，对照组肌注空载体 pcDNA3.0。先将0.5%

盐酸布比卡因 50μl 注入小鼠的双侧腔骨前肌内， 3

d 后给小鼠腹腔注射 0.75%戊巳比妥铀(约 200

μ1)，待小鼠麻醉后将溶于 0.9%生理盐水中的纯化

质粒注射入同一部位。质粒浓度为 1μg/μi。两组均

单次注射 100 阅，每侧 50 月。注射前及注射后每隔

1~2 周用肝素化毛细吸管从小鼠球后静脉取血 200

μ1，离心后将血清一 70C保存待检。

1. 6 小鼠血清中抗-HBs 的检测 小鼠血清抗 HBs

ELISA 检测按试剂盒说明书进行。将抗 HBs 抗体浓‘

度 (mIU/ml ， y) 与酶联仪上测得的 D450值 (X)进行

线性回归，得方程为 y = 94. 442X - 1. 959 , r= 

0.998 8 。样品测定 D450后根据此方程计算抗体浓度。

1. 7 ELISA 法检测小鼠血清中抗 preS2[5J 按试

剂盒说明书进行。抗 pr巳S2 抑制率 C%) = 

(D试剂阴性对照 D待测样品 )/(D试剂阴性对照 D试剂阳性对I.R) x 
100% 。

1. 8 ELISA 法检测转基因小鼠血清 HBsAg 和
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HBeAg 按试剂盒说明书进行。

1. 9 转基因小鼠肝脏组织病理学观察 基因免疫

后第 8 周小鼠腹腔注射 0.75%戊巴比妥铀(约 200

μ1)麻醉，旁正中切口经腹腔活检取小鼠肝脏，以

10%中性甲醒固定，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，常规

切片，脱蜡后 H击染色，光镜下观察。

1. 10 统计学处理 采用 SAS 统计软件包。

2 结果

2. 1 血清中抗 HBs 水平 注射 PS 后，对人体有保

护作用的临界值抗体改度 (>10 mIU/m1)最早均出

现在第 4 周; C57BL/6 小鼠至观察结束时的第 12

周达到高峰，个体正常小鼠最高抗体浓度 88.42

mIU/ml;转基因小鼠至观察结束时的第 11 周达到

高峰，个体转基因小鼠最高抗体浓度达 178. 20 

mlU/ml。而 pcDNA3.0 质粒免疫的 C57BL/6 及转

基因小鼠，其血清中抗 HBs 抗体均始终为阴性 C<

10 mlU/ml)。两组比较差异显著 CP<O. 01 ，图1)。
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图 1 DNA 疲苗免疫后小鼠血清抗 HBs 抗体水平

Fig 1 Titres of anti-HBs in mice 

immunized with PS or pcDNA3. 。

A: C57BL/6 mice; B: Transgenic mice 

2. 2 血清抗 HBs2 水平 C57BL/6 小鼠及转基因

小鼠注射 PS 后，有效抗体抑制率 C>50%)最早均

出现在个别小鼠基因免疫后第 2 周;按组内平均值

衡量， C57BL/6 小鼠至第 8 周达到高峰(图 2A) ，个

别小鼠最高抗体抑制率可达 103.40% ，转基因小鼠

至第 5 周达到高峰(图 2酌，个体最高抗体抑制率达

10 1. 60%; 两者抗 HBs2 有效抗体抑制率的出现均

都早于抗 HBs 抗体峰值的出现。而 pcDNA3.0 质粒
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免疫的 C57BL/6 及转基因小鼠，其血清相应抗体始

终为阴性(抗体抑制率<30%) 。
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图 2 DNA 疫苗免疫后小鼠血清抗 preS2 抗体抑制率

Fig 2 Inhibition rate of anti-preS2 

in mice immuQized with PS or pcDNA3. 。

A: C57BL/6 mice; B: Transgenic mice 

2.3 血清 HBsAg 和 HBeAg HBV 转基因小鼠

PS 免疫后第 5 周起至观察结束(第 12 周) ，未检测

到 HBsAg 和 HBeAg; 而 pcDNA3.0 免疫的转基因

小鼠在此期间可检测到 HBsAg 和 HBeAg 。

2.4 转基因小鼠肝脏的病理改变 PS 免疫后第 8

周，肝细胞出现程度不同的广泛浊肿变性和水样变

性，免疫前后单个核淋巴细胞数量元显著变化。

3 讨论

DNA 疫苗免疫是指裸 DNA 直接注射到皮肤

或肌肉组织，并被转染到某种细胞里、转录 mRNA 、

翻译成蛋白质抗原，通过主要组织相容性复合物

CMHC- 1 和 MHC- II )途径剌激机体产生相应的免

疫应答。与合成疫苗仅有少数抗原表位可被利用相

比，DNA 疫苗由于能更好地保持抗原的空间结构和

翻译后的修饰如糖基化，从而能够很好地被抗原递

呈细胞、辅助 T 细胞及 CTL 细胞表面受体识别归。

此外，免疫途径对 DNA 免疫应答也有重要影响，肌

内和皮下的 DNA 免疫途径能有效诱导体液和

MHC- 1 类限制性 CTL 应答，而静脉注射却不

能[气本实验通过单次肌内注射 DNA 疫苗，成功地

诱导了小鼠体液免疫应答。

免疫耐受是临床乙型肝炎慢性化的最主要机

制。慢性乙型肝炎患者对 HBV 的各种抗原产生程

度不同的免疫耐受，表现为 HBs 和(或 )HBe 抗体阴

性，HBc 抗体阳性或阴性。 HBV 转基因小鼠也存在

类似情况，HBV 复制对小鼠肝细胞不造成病理损

伤，免疫系统对 HBV 抗原均处于耐受状态[剖，与人

HBV 慢性肝炎患者情形相似。转基因小鼠免疫状态

形成并非由于免疫系统单一环节所致，在抗原递呈

细胞、抗原特异性细胞免疫应答、细胞因子及靶细胞

抗原标志，都存在免疫功能低下及调节识别障碍。本

实验通过单次肌内注射 DNA 疫苗，成功诱导转基

因小鼠体液免疫应答，抑制转基因小鼠的病毒复制，

打破了其免疫耐受状态。

虽然转基因小鼠血清中含有大量的抗原，但是

DNA 疫苗免疫后很快便诱导产生高水平的抗体。在

起始阶段只有针对 preS2 抗原表位的抗体产生，这

可能是由于转基因小鼠针对这一决定簇的免疫耐受

性要比 HBsAg 低[见。 DNA 疫苗免疫后抗原-抗体免

疫复合物的形成也有助于抗原递呈细胞捕获 HB­

sAg ，进而剌激 T 细胞的增殖。此外，本研究所采用

的 DNA 疫苗的载体上含有免疫剌激序列 CpG 基

序可作为佐剂，促进机体建立 Th1 类占优势的免疫

应答，诱导 IL-12 、 IFNγ 等细胞因子的产生，使吞噬

细胞、NK 细胞等功能增强。通过未甲基化 DNA 的

协同输送作用进一步增强了 Th1 型免疫应答[10J 。

Th1 型免疫应答的产生使 HBsAg 表位的递呈成为

可能，也有助于自发免疫反应的产生。同时，可能

CpG 的剌激导致专职抗原递呈细胞递呈抗原并提

供共剌激信号，激发免疫反应;而肝脏细胞是非专职

抗原递呈细胞，其表达的 HBsAg 由于缺乏共剌激

信号则有助于引起免疫无能[l1J

无论是何种机制，DNA 免疫产生高水平的保护

性抗体，打破转基因小鼠的免疫耐受，抑制 HBV 基

因的表达，这一现象为慢性乙型肝炎的治疗性疫苗

的研究开辟了新的途径。但在应用于人体前，尚须克

服注射 DNA 可能引起的不良反应，可能激活癌基

因而致癌[叫及产生抗 DNA 抗体，引起人体自身免

疫性反应等[13J 。随着对 DNA 疫苗免疫机制和调节

控制的深入研究，相信将为病毒的慢性持续性感染

的预防和治疗提供强有力的手段。
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老年男性心力衰竭患者血清皮质醇浓度的变化
Changes of serum cortisol in male senilities with cardiac failure 

杨 波李卓朝王晓山姜丽萍1，谷海燕刘晓杰1 ，韩彦博齐 月 1
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皮质醇由肾上腺皮质束状带合成与分泌，是糖皮质激素

中生理效应最强的成分之一，对维持人体的生命活动起重要

作用。尤其在应激反应中，对机体起着重要的保护作用。我们

观察了 54 例老年男性充血性心力衰竭患者血清皮质醇浓度

的变化，现分析报告如下 o

1 资料和方法

1. 1 研究对象 选择本院年龄二三60 岁的老年男性患者 99

例，基础疾病为冠心病 79 例，其中心绞痛 46 例、心肌梗死 33

例，合并高血压者 49 例;肺心病 11 例;老年退行性心脏瓣膜

病 6 例;心肌病 3 例。根据 NYHA 法心功能分级，分为心衰

组和无心衰组。心衰组， 54 例，平均年龄 (72. 31 ::i:: 6. 63)岁。心

功能 n~ 1V级及心脏彩超左室射血分数 (EF)<0.45 者。无

心衰组 :45 例，平均年龄 (67.21 土 8. 51) 岁，心功能 I 级及

EF>0.45者。另选择 30 例元器质性疾病的正常老年男性为

对照组，平均年龄 (66. 78士 9. 89)岁。

1. 2 研究方法 分别于 0 ， 00 、 8 ， 00 、 16:00 各采取静脉血

C文章编号] 0258-879X(2004)01-0050-01 

2 ml送本院核医学科，应用放射免疫法测定血清中皮质醇含

量。放免试剂盒由中国核动力院 401 研究所提供，仪器为中

国科学技术大学科技实业总公司中佳光电仪器分公司生产

的 GC-1200γ 放射免疫计数器。为避免药物对测定的影响，

所有患者采血前 72h 禁用糖皮质激素类药物。

1. 3 统计学处理 计量资料数据用主::i:: s 表示，采用 t 检验;

计数资料采用 x2 检验。

果结句
，
"

见表 1 。

对照组昼夜节律性正常 (8:00 值>16 ， 00 值>0:00 值) , 

皮质醇含量的平均值均在正常范围(正常值 50~200 问/LJ ，

元心衰组仍为昼夜节律性变化，皮质醇含量的平均值高于对
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