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泛素结核抗原融合基因ＤＮＡ疫苗诱导小鼠较强的细胞免疫应答
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［摘要］　目的：构建结核杆菌ＥＳＡＴ６抗原ＤＮＡ疫苗（ｐＥ）和泛素基因与ＥＳＡＴ６抗原基因融合的ＤＮＡ疫苗（ｐＵＥ）。方法：

分别将构建的ＤＮＡ疫苗肌内注射免疫ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，检测小鼠的血清抗体（ＩｇＧ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ）、细胞因子（ＩＦＮγ、ＩＬ４）和

细胞毒性Ｔ淋巴细胞反应（ＣＴＬ），比较融合基因ＤＮＡ疫苗和单基因ＤＮＡ疫苗诱生免疫应答的强度。结果：ｐＥ组小鼠血清

ＩｇＧ水平高于ｐＵＥ组（Ｐ＜０．０１），但ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１ 比值低于ｐＵＥ组［（２．２８±０．４０）ｖｓ（３．８７±０．６０），Ｐ＜０．０５］。与ｐＥ组相比，

ｐＵＥ组小鼠ＩＦＮγ分泌水平增高（Ｐ＜０．０１），ＩＬ４分泌水平下降（Ｐ＜０．０１）；ｐＵＥ增强了ＣＴＬ活性。提示融合基因ＤＮＡ疫

苗诱生的抗原特异的体液免疫应答不及单基因ＤＮＡ疫苗，但其能诱导更强的细胞免疫应答。结论：泛素ＥＳＡＴ６融合基因

ＤＮＡ疫苗对于防治结核病可能比单基因ＤＮＡ疫苗更为有效。
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　　结核病是结核分支杆菌引起的一种传染病。近

年来随着人口流动增加、人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）

与结核杆菌伴发感染以及结核杆菌多重耐药性菌株

的出现，全球结核病的发病率有抬头趋势。目前，全

球每年约９００万人患结核病，约２００万人死于该病；

据估计，约１／３全球人口感染结核杆菌，但只有

１０％ 的人会发病。如此庞大的感染群给结核病的

诊断、防治提出了新的挑战。传统的卡介苗（ＢＣＧ）

免疫效果极其不稳定，不同地区的人群接种ＢＣＧ后

免疫保护效果差异很大（从０％～８０％不等）［１２］，因

此发展新型疫苗势在必行。

　　核酸疫苗是２０世纪９０年代兴起的新一代疫

苗，由于它具备多种优点而在多种感染性疾病和肿

瘤的防治中显示出巨大的优势。但就目前的研究报

道表明，单一结核抗原ＤＮＡ疫苗虽然使实验动物

获得了一定的保护率，但保护效果并不是非常理

想［３４］。因此有必要选用一些策略来调节结核ＤＮＡ
疫苗诱导的免疫应答，其中根据保护性免疫的特点

来选用一些小分子与抗原融合是常用的策略之一。

本研究就是针对结核保护性免疫主要依赖于细胞免

疫的特点，将泛素分子与ＥＳＡＴ６抗原基因融合，从

而来调节单一抗原基因 ＤＮＡ 疫苗诱导的免疫应

答。泛素系统是细胞内重要的蛋白质降解途径之
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一，将泛素与蛋白连接可增强蛋白在蛋白酶体中的

降解、呈递［５６］，最终可以改变抗原诱导的免疫应

答。　　　　

１　材料和方法

１．１　菌／细胞株、质粒和实验动物来源　结核分支

杆菌由河北省胸科医院确诊患者标本中分离获

取［７］；Ｐ８１５细胞株购于中国科学院上海细胞学研究

所；ＤＨ５α菌、ｐｃＤＮＡ３质粒为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。

６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购于第二军医大学实验动

物中心。

１．２　血清和试剂　结核病患者血清由河北省胸科

医院提供。限制性内切酶、连接酶均为ＴａＫａＲａ公

司产品；ＩＦＮγ、ＩＬ４细胞因子检测试剂盒为晶美公

司产品，脂质体（ＤＯＳＰＥＲＬｉｐｏｓｏｍａｌＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｇｅｎｔ，货 号 １８８１１１６９）、ＣＴＬ 检 测 试 剂 盒 为

Ｒｏｃｈｅ公司产品；ＨＲＰ山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＩｇＧ１、

ＩｇＧ２ａ均购自ＳＢＡ公司，小鼠重组ＩＬ２为Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ
公司产品；ＨＲＰ山羊抗人ＩｇＧ及其他免疫试剂均购

于上海华美生物工程有限公司。

１．３　ＥＳＡＴ６抗原重组表达质粒的构建

１．３．１　ＥＳＡＴ６ＤＮＡ疫苗的构建　根据 Ｈ３７Ｒｖ基

因组的核苷酸序列设计引物，上游引物：５′ｇｃｇｃａａ

ｇｃｔｔｇｃｃａｃｃａｔｇａｃａｇａｇｃａｇｃａｇｔｇｇａａｔｔｔｃｇ３′；下

游引物：５′ｇｃｔｃｔａｇａｃｔａｔｇｃｇａａｃａｔｃｃｃａｇｔｇａｃｇ
ｔｔｇ３′。两条引物中分别引入ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ酶切

位点，上游引物中加入 Ｋｏｚａｋ序列。以结核杆菌基

因组［６］为模板，扩增ＥＳＡＴ６基因，然后将ＰＣＲ产物

插入到ｐｃＤＮＡ３载体的 ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ酶切位点

之间得到重组质粒ｐＥ。

１．３．２　泛素ＥＳＡＴ６融合基因ＤＮＡ疫苗的构建　
合成泛素（ＵｂＲ）基因的引物，上游引物５′ｇｃｇｃａａ

ｇｃｔｔｇｃｃａｃｃａｔｇｃａｇａｔｃｔｔｃｇｔｇａａｇａｃｃｃｔｇａｃｃｇ３′，

下游引物５′ｇｃｇｇａｔｃｃｇｃｃｇｃｃａｃｃａｃｇｇｃｃａｃｃｔｃｔｃ

ａｇｇｃｇａａｇｇａｃｃａｇ３′；上下游引物中分别引入

ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ酶切位点；合成ＥＳＡＴ６基因引

物，上游引物５′ｃｇｇｇａｔｃｃｇｇｔｇｇｃｇｇｔｇｇｔｔｃｔｇｇｔｇ

ｇｃｇｇｔｇｇｔｔｃｔａｃａｇａｇｃａｇｃａｇｔｇｇａａｔｔｔｃｇｃｇｇ３′，

下游引物５′ｇｃｔｃｔａｇａｃｔａｔｇｃｇａａｃａｔｃｃｃａｇｔｇａｃｇ
ｔｔｇ３′；上下游引物中分别引入ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ
酶切位点，融合基因之间加入了柔性接头序列

（ＧＧＧＧＳ）３，上游引物去除了起始密码子。将泛素

分子基因和 ＥＳＡＴ６基因分别从小鼠睾丸组织总

ＲＮＡ和ｐＥ质粒中扩增出后，将这两种ＰＣＲ产物插

入到ｐｃＤＮＡ３载体的ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ酶切位点之
间得到重组质粒ｐＵＥ。

　　上述所有ＰＣＲ扩增的基因均于上海基康公司

进行ＤＮＡ测序。

１．４　稳定表达ＥＳＡＴ６抗原的Ｐ８１５细胞株的建立

　将ｐＥ和ｐｃＤＮＡ３质粒用脂质体进行转染，转染

中所用重组质粒为５μｇ，脂质体为１５μｌ，具体转染

方法参见罗氏公司说明书。分别用ＥＬＩＳＡ和免疫

组化的方法筛选［８］，所用一抗为结核病患者血清，二

抗为 ＨＲＰ山羊抗人ＩｇＧ。

１．５　ＤＮＡ 免疫接种　碱裂解法大量制备质粒

ｐｃＤＮＡ３、ｐＥ、ｐＵＥ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００去除内毒素，溶于

ＰＢＳ中并调浓度为１μｇ／μｌ。将雌性的６～８周龄的

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，共３６只，随机分为３组，分别为空载

体组、ｐＥ组、ｐＵＥ组。质粒免疫时首先分别向双侧

股四头肌注射２５％的蔗糖５０μｌ，１５ｍｉｎ后再注射

质粒ＤＮＡ１００μｇ，每条腿５０μｇ，共免疫３次，注射

间隔为２周。其中一半小鼠用于检测体液免疫，另

一半用于检测细胞免疫。

１．６　免疫应答的检测

１．６．１　ＥＬＩＳＡ检测血清中的抗体水平　在首次注

射后０、２、４、６、８、１０周经眶后静脉取血，分离血清保

存于－２０°Ｃ，进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测血清中ＩｇＧ、

ＩｇＧ２ａ和ＩｇＧ１ 水平，并计算ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１ 比值。小鼠

血清从１５０开始倍比稀释，所用二抗的效价分别

为１８０００，以ＴＭＢ／Ｈ２Ｏ２显色，以Ｐ／Ｎ值≥２．１
确定为阳性。

１．６．２　细胞因子水平检测　末次免疫４周后，将小

鼠拉颈处死，无菌取脾脏，用淋巴细胞分离液分离

（淋巴细胞分离液∶脾细胞悬液＝３∶１），２０００ｒ／

ｍｉｍ离心１０ｍｉｎ，吸取淋巴细胞层，加入 ＲＰＭＩ

１６４０洗２遍（１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），在３７℃，５％

ＣＯ２的条件下培养２ｈ，去除贴壁细胞（巨噬细胞），

吸取非贴壁细胞，计数淋巴细胞数并调整至５×１０６／

ｍｌ。将５×１０６／ｍｌ的脾淋巴细胞悬液１ｍｌ加入到

２４孔细胞培养板中，加入终浓度为５μｇ／ｍｌ的抗原

蛋白，在３７℃、５％ＣＯ２的饱和水气的ＣＯ２的培养箱

培养７２ｈ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后收集上清，以

０．２２μｍ的微孔滤膜过滤，－８０℃中保存待用。

　　用细胞因子试剂盒检测收获上清中的ＩＦＮγ及

ＩＬ４的水平。具体步骤参照厂家试剂盒说明书。
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１．６．３　免疫小鼠脾细胞分泌ＩＦＮγ的细胞数的检

测　采用 ＥＬＩＳＰＯＴ 试剂盒，具体步骤参见说明

书。　　　　
１．６．４　小鼠细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）活性的检

测　吸取分离的脾淋巴细胞悬液１×１０７／ｍｌ１ｍｌ于

６孔板中，加入以转染目的基因的Ｐ８１５细胞１ｍｌ
（１０５／ｍｌ）以２０μｌ的比例混合，预刺激５ｄ，其中还加

入２０Ｕ／ｍｌ的小鼠重组ＩＬ２，１０μｇ／ｍｌ的ＣｏｎＡ，总

体积为５ｍｌ。转染ＥＳＡＴ６基因的Ｐ８１５细胞要经

过浓度为５０μｇ／ｍｌ的丝裂霉素Ｃ预处理１ｈ，洗涤

３次后才与脾细胞共孵育。共孵育２．５ｄ后，换液，

用２０Ｕ／ｍｌ的小鼠重组ＩＬ２再刺激２．５ｄ。

　　将刺激后的脾细胞和靶细胞分别用检测培养基

（ａｓｓａｙｍｅｄｉｕｍ，ＡＭ，含１％小牛血清的培养基）洗

涤３次，均以ＡＭ重悬，然后将效应细胞和靶细胞按

不同的比例将效靶细胞加入到９６孔培养板中，效、

靶细胞各１００μｌ，均设３复孔，同时设靶细胞最大释

放量（１００μｌ靶细胞＋１００μｌＡＭ，２％ＴｒｉｔｏｎＸ

１００）、自发释放量（１００μｌ靶细胞＋１００μｌＡＭ）、自

然背底（２００μｌＡＭ）、效应细胞释放量。２５０×ｇ离

心５ｍｉｎ，于３７℃、５％ＣＯ２的饱和水汽的ＣＯ２的培养

箱培养４ｈ，２５０×ｇ 离心５ｍｉｎ，，吸取１００μｌ上清

至另一９６孔板中，加入检测ＬＤＨ 含量的反应液，

１８～２５℃避光３０ｍｉｎ，测４９２ｎｍ 波长的Ｄ 值，按

公式计算ＣＴＬ对靶细胞的杀伤活性：（效应细胞对

靶细胞的杀伤活性－自发释放量）／（最大释放量－
自发释放量）×１００％。

１．７　统计学处理　数据均以珚ｘ ±ｓ表示，采用ＳＡＳ
统计软件，各组间均数采用方差分析，采用ｔ检验，

Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　ｐＥ和ｐＵＥ重组质粒的构建　筛选出来的ｐＥ
和ｐＵＥ重组子经相应的酶切鉴定表明是正确的（图

１Ａ、１Ｂ），ＤＮＡ 测序证明所有扩增的片段与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中登录的完全一致。

图１　重组质粒ｐＥ（Ａ）和ｐＵＥ（Ｂ）的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｐＥａｎｄｐＵＥｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｅｎｚｙｍｅｓ
Ａ：１：ｐｃＤＮＡ３ｐｌａｓｍｉｄ；２：ｐＥｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３：ｐＥｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ／ＸｂａⅠ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；Ｂ：１：ｐｃＤＮＡ３ｐｌａｓｍｉｄ；２：ｐＵＥｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３５：ｐＵＥｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ／ＢａｍＨⅠ，ＢａｍＨⅠ／ＸｂａⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ／ＸｂａⅠ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．２　免疫小鼠血清中抗体水平的检测　结果显示

ｐＥＤＮＡ疫苗诱发了特异的ＩｇＧ，空载体组均没有

检测到特异的抗体。泛素与抗原融合组的抗体水平

均比不加泛素组的ＩｇＧ 抗体水平明显降低（Ｐ＜
０．０１，图２Ａ）。ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１的比值检测表明，泛素融
合组的ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１的比值（３．８７±０．６０）比非泛素融
合组（２．２８±０．４０）高（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。这表明泛
素融合的 ＤＮＡ 疫苗可诱导更强的 Ｔｈ１型免疫应
答。　　　　
２．３　免疫小鼠脾细胞分泌的细胞因子的检测　结

果如图３所示泛素融合组与非泛素组相比，明显增
高了ＩＦＮγ的分泌水平（Ｐ＜０．０１），降低了ＩＬ４的
分泌水平（Ｐ＜０．０１）。本研究还进一步用 ＥＬＩＳ
ＰＯＴ的方法对２×１０５个脾细胞中分泌ＩＦＮγ的细
胞进行了计数，结果表明，与ｐＥ组（４７±７）相比，

ｐＵＥ组（７９±１１）分泌ＩＦＮγ的细胞数增多了（Ｐ＜
０．０５）。

２．４　泛素分子对抗原特异的ＣＴＬ活性的调节　鉴
定及获得稳定转染ＥＳＡＴ６基因的Ｐ８１５细胞，用稳
定转染ＥＳＡＴ６基因的Ｐ８１５细胞作为靶细胞进行
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ＣＴＬ活性检测。来源于ＥＳＡＴ６ＤＮＡ疫苗组的脾

细胞可以对相应的靶细胞产生杀伤活性，与ｐｃＤ

ＮＡ３空载体相比有显著差异（Ｐ＜０．０１）；与非融合

组相比，泛素融合疫苗增强了脾细胞对抗原特异的

靶细胞的杀伤活性（Ｐ＜０．０５）（图４），自然释放率小

于１０％。

图２　免疫小鼠血清中的ＩｇＧ（Ａ）、

ＩｇＧ２ａ与ＩｇＧ１（Ｂ）抗体效价

Ｆｉｇ２　ＳｐｅｃｉｆｉｃＩｇＧ（Ａ），ＩｇＧ２ａａｎｄＩｇＧ１（Ｂ）

ｔｉｔｅｒｓｉｎｍｏｕｓｅｓｅｒａａｆｔｅｒＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
　△△Ｐ＜０．０１ｖｓｐｃＤＮＡ３ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｐＵＥ

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　免疫小鼠脾细胞分泌的细胞因子水平

Ｆｉｇ３　Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｒｅｌｅａｓｅｄｆｒｏｍ
ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｆｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅ
Ｐ＜０．０１ｖｓｐＥｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图４　免疫小鼠脾细胞的ＣＴＬ活性检测

Ｆｉｇ４　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｉｎｍｉｃｅ

ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｐｃＤＮＡ３ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｐＥｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　目前有两种策略通过泛素来调整抗原的降解率

来调节免疫应答。一种策略是产生稳定的泛素抗

原蛋白（即ＵｂＡＡｇ，把泛素分子的最后一个氨基酸

用Ａ来替代原来的Ｇ），这样蛋白水解酶就不能把

泛素分子从融合蛋白中水解下来，这种稳定的体系

很容易被多聚泛素化，从而增强蛋白的降解率；另一

策略是将泛素分子的Ｃ末端增加一个精氨酸（Ｒ），

然后与抗原连接，即 ＵｂＧＲＡｇ，这种形式的连接适

合Ｎ末端原则，可以被泛素系统的某些分子识别从

而增强抗原的周转率。本研究中所选用的是第二种

策略，将ＵｂＧＲ与结核杆菌的抗原融合。

　　本研究中没有在体外检测加入泛素分子后的抗

原的周转率的变化。但是在ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体内诱导

的免疫应答的变化间接的反映了蛋白的周转情况。

与ＥＳＡＴ６单独免疫组相比，泛素抗原融合的ＤＮＡ
疫苗组降低了抗原特异的抗体水平，增强了Ｔｈ１型

免疫应答及ＣＴＬ的活性，这种免疫应答的改变对于

结核病的防治是非常有利的。本实验中泛素融合组

的抗体水平没有完全消失，这与 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ等［９］的

报道有些出入。他们的研究是将 ＵｂＡ 与淋巴细胞

脉络丛病毒的 ＮＰ蛋白融合，发现增强抗原特异的

ＣＴＬ免疫应答和抗病毒感染的能力，但抗体水平却

完全消失，这可能与选用的策略及泛素的蛋白依赖

性相关有关。Ｗｕ等［５］的研究发现β半乳糖苷酶与

ＵｂＧＲ融合后，β半乳糖苷酶很快就降解了；而Ｆｕ
等［１０］的研究显示流感病毒的ＮＰ蛋白的降解率却不

受ＵｂＧＲ的影响。本研究结果表明泛素融合ＥＳ

ＡＴ６ＤＮＡ疫苗后，增强了ＩｇＧ２ａ与ＩｇＧ１的比值及脾
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细胞分泌的ＩＦＮγ的水平，也同时增强了ＣＴＬ细胞

毒性。所有这些结果提示 ＵｂＲ抗原嵌合体进入小

鼠体细胞表达后，蛋白水解酶将泛素分子（ＵｂＧ）的

部分降解，剩下了Ｒ抗原部分，该部分因为 Ｎ端带

有１个很不稳定的氨基酸，符合 Ｎ末端原则［６］，最

终导致了目的抗原在蛋白酶体中的降解率的提高，

从而使与Ｂ细胞发生反应的完整蛋白的数量减少，

最终导致内源性抗原呈递的增强及细胞免疫应答的

提高，使抗原特异的体液免疫应答减弱。

　　诸多研究表明，结核病的保护性免疫主要依赖

于多种因素，虽然巨噬细胞及其分泌的细胞因子在

结核杆菌的感染早期起者非常重要的作用，但单靠

巨噬细胞的作用是远远不够的。要想有效地防治结

核杆菌的感染，还有赖于 Ｔ细胞，包括ＣＤ４＋Ｔ和

ＣＤ８＋Ｔ细胞及其分泌的相关细胞因子。Ｔｈ１型细

胞因子有利于控制结核病，而Ｔｈ２型细胞因子则促

进结核病的发病，其中诱发Ｔｈ１型免疫应答随后产

生的ＩＦＮγ是控制结核杆菌在体内生长繁殖的重要

因素［１１１２］。本实验将泛素分子与结核抗原融合，通

过改变目的抗原在体内的加工过程来调节抗原特异

的免疫应答，结果表明是可行的，为结核病疫苗的研

究提供了新思路。
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·书　讯·

《中国药学年鉴》２００６年版已出版

　　《中国药学年鉴》是我国惟一的一部药学学科年鉴。由全国多位著名药学专家、教授组成的编委会负责编纂，主编是中国

工程院院士彭司勋教授。

　　该书系统、全面、概括地记载了我国药学领域各方面的发展和成就，自１９８０年起逐年连续出版。全书共分十一个大栏目，

内容包括专论、药学研究、药学教育、药物生产与流通、医院药学、药品监督管理、药学人物、学会与学术活动、药学书刊、药学纪

事、附录等。２００６年版是至今已出版的第２２卷，随书附检索光盘。

　　《中国药学年鉴》对从事医药教学、科研、生产、使用、经营、管理的药学工作者具有良好的参考价值。本书因其密集的信

息、翔实的统计资料而深得广大读者的好评，是医药工作者案头备查备考的资料书，也是医药企事业单位必备的馆藏书目。

　　《中国药学年鉴》２００６年版定价：２３２．００元。由第二军医大学出版社出版、发行。

　　订购电话：０２１６５４９３０９３，地　址：上海市翔殷路８００号　第二军医大学出版社发行科，邮　编：２００４３３


