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［摘要］　目的：设计及制备携带抑胃多肽（ＧＩＰ）抗原序列的 ＨＢｃ病毒样颗粒（ＶＬＰ）蛋白疫苗，并研究其免疫效果，为肥胖免

疫干预治疗提供新的策略。方法：克隆ＧＩＰｃＤＮＡ序列，并与 ＨＢｃＶＬＰ（１～１４４ａａ）ｃＤＮＡ序列进行融合，通过原核表达及纯

化，制备携带ＧＩＰ序列的ＨＢｃＶＬＰ疫苗（ＨＢｃＧＩＰ）；同时将该融合基因的ｃＤＮＡ序列克隆入ｐＶＡＸ１真核表达载体，制备ＧＩＰ

核酸疫苗。用２种疫苗免疫大鼠并进行免疫学指标评价。结果：成功制备了携带ＧＩＰ抗原序列的 ＨＢｃＧＩＰ，并同时制备了编

码该融合蛋白序列的核酸疫苗ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ。经过两种疫苗的联合免疫，可以获得高滴度的ＧＩＰ特异性抗体ＩｇＧ，显示了

良好的免疫效果。结论：采用 ＨＢｃ（１～１４４ａａ）作为ＧＩＰ的载体，制备ＶＬＰ蛋白疫苗，联合核酸疫苗免疫可以有效地诱导靶向

大鼠ＧＩＰ的特异性体液免疫反应，打破大鼠自身抗原耐受。该疫苗可以作为一种新的控制肥胖的免疫干预药物来进一步深入

研究。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１１）：１２３０１２３５］

　　肥胖是世界范围内危害人类健康的主要疾病之
一，与２型糖尿病、冠心病、卒中、高血压、血脂紊乱、
肿瘤等多种慢性疾病密切相关［１］。适度减轻体质量

可以明显减少肥胖相关性疾病的发生率及病死率。
抑胃多肽 （ｇａｓｔｒｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＩＰ）又称葡
萄糖依赖促胰岛素分泌多肽（ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎ
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ｓｕｌｉｎｏｔｒｏｐｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ），被诸多研究认为是营养过
剩导致肥胖的一个关键激素。ＧＩＰ能调控糖脂代
谢，促进脂肪细胞对葡萄糖的摄取［２］，与脂肪细胞分
化成熟密切相关［３］，具有胰岛素样的生脂作用［４］，能
增加脂蛋白酯酶的合成、分泌及活性，促进脂肪贮
存［５］。利用ＧＩＰ受体基因敲除小鼠［２，６］、ＧＩＰ受体拮
抗剂［７］、减少小肠 Ｋ细胞 ＧＩＰ的分泌［８］等方法，均
能有效抑制脂肪合成、控制肥胖、减低体质量，提示
阻断或削弱ＧＩＰ生物活性的方法在抗肥胖方面具有
潜在研究前景。

　　基因工程疫苗技术的快速发展为抗肥胖领域研
究提供了另一种可能的药物治疗策略。目前已有研
究者以病毒样颗粒（ｖｉｒｕｓｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰ）或卵
清蛋白为载体，分别与ＧＩＰ１～１５位多肽序列［９］或

ＧＩＰ１～１１位多肽序列［１０］采用化学偶联方式结合构

建蛋白疫苗，在小鼠模型上进行抗肥胖相关研究，发
现两种疫苗均能使小鼠打破免疫耐受，产生针对

ＧＩＰ的特异性抗体，从而获得体质量减轻或改善血
糖的作用，且未发现明显的不良反应。但是，类似的
研究尚需在更多动物模型上进行。另外，化学偶联
是在蛋白合成后进行偶联，其偶联位点可能会发生
变化，进而影响肽表位的空间结构，影响疫苗的接种
效率及稳定性。本研究中，我们尝试利用 ＨＢｃＶＬＰ
作为载体，与大鼠ＧＩＰ多肽活性中心表位（ＧＩＰ１～
１２）进行融合后原核表达与纯化，以期获得了一种新
型ＧＩＰ疫苗，并在高脂饮食致肥胖大鼠模型上进行
相关免疫效果研究。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　 菌株、细胞株和实验动物 　 大肠杆菌

Ｔｏｐ１０、ＢＬ２１为本室保存，分别用作克隆、原核表达
工程菌；人胚肾来源上皮细胞株 ＨＥＫ２９３购自

ＡＴＣＣ细胞库（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ），用含１０％小
牛血清的ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）培养；
小鼠单核细胞源性白血病细胞株 Ｒａｗ２６４．７购自

ＡＴＣＣ细胞库（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ），用含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）培养。ＳＰＦ
级雄性ＳＤ大鼠２０只，购自上海斯莱克实验动物公
司，第二军医大学实验动物中心饲养。

１．１．２　主要试剂　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）、ｐＥＴ２８ａ（＋）质
粒均为本室保存；ｐＭＤ１８Ｔ 载体，连接酶试剂盒

ＤＮＡｌｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ，内切酶ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ、ＢａｍＨⅠ
均购自大连宝生物工程有限公司；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒ
ＭｉｘＰＣＲ试剂购自北京天根生物有限公司；ＰＣＲ引

物委托上海赛百胜生物有限公司合成；ＮｉＮＴＡ
Ｒｅｓｉｎ购自美国ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司；弗氏不完全佐剂购
自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＨｉｌｙｔｅＦｌｏｕｒ５５５蛋白标记试剂
盒、ＤＡＰＩ染料购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；转染试剂Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＭＬＭＶ酶购自美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；质粒大量抽提试剂盒购自北京博大泰
克公司；ＨＲＰ标记的山羊抗大鼠总ＩｇＧ购自优宁维生
物公司；ＨＢｃ单克隆抗体由第二军医大学基础部医学
遗传学教研室王芳博士自行制备；ＧＩＰ标准品购自中
国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所。

１．２　核酸疫苗和蛋白疫苗的构建及鉴定

１．２．１　ＧＩＰ基因序列的克隆　根据ＧｅｎＢａｎｋ网站
上公布的大鼠ＧＩＰｍＲＮＡ（ＮＭ＿０１９６３０）序列，获取
其Ｎ端１２肽（ＹＡＥＧＴＦＩＳＤＹＳＩ）的编码ｃＤＮＡ序
列：ＴＡＴＧＣＡ ＧＡＧ ＧＧＧ ＡＣＴＴＴＣＡＴＣＡＧＴ
ＧＡＴＴＡＣＡＧＣＡＴＣ。委托上海英骏公司合成单
链ｃＤＮＡ序列如下：５′ＣＡＣＴＴＣＣＧＧＧＣＧＣＣＴ
ＡＴＧＣＡＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＣＡＴＣＡＧＴＧＡＴＴ
ＡＣＡＧＣＡＴＣＣＴＣＧＡＧ３′，以双蒸水按照１μｇ／μｌ
浓度溶解备用。其中，５′端划线区域为与 ＨＢｃ基因
互补连接区，３′端划线区域为ＸｈｏⅠ 酶切位点。并
设计 ＧＩＰ下游扩增引物 ＧＬ：５′ＣＴＣＧＡＧ ＧＡＴ
ＧＣＴＧＴＡＡＴＣＡＣＴＧＡＴＧ３′。

１．２．２　ＨＢｃＧＩＰ融合基因的克隆　以本室保存的

ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃ（１～１４４）质粒为模板，ＰＣＲ扩增

ＨＢｃ第１～１４４位氨基酸编码ｃＤＮＡ片段，使用引物

Ｐ１（ｆｏｒｗａｒｄ，５′ＣＡＴ ＡＴＧ ＧＡＣＡＴＴ ＧＡＣＣＣＧ
ＴＡＴＡＡＡＧ３′，划线部分为ＮｄｅⅠ位点）、Ｐ２（ｒｅ
ｖｅｒｓｅ，５′ＧＧＣＧＣＣＣＧＧ ＡＡＧ ＴＧＴ ＴＧＡ ＴＡＡ
ＧＡＴＡＧＧ３′），进行ＰＣＲ扩增４０个循环，得到含

５４２ｂｐＨＢｃ（１１４４ａａ）片段的ＰＣＲ产物。采用ＰＣＲ
体系（５０μｌ）：ＴａｑＰｒｅＭｉｘ２５μｌ，ＨＢｃ（１１４４ａａ）片
段的ＰＣＲ产物２μｌ，ＧＩＰ编码ｃＤＮＡ２μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
２１μｌ进行ＰＣＲ扩增５个循环，随后在体系内加入

ＨＢｃ上游引物Ｐ１和ＧＩＰ下游引物ＧＬ各１μｌ，继续
反应３０个循环，最终获得４９４ｂｐＰＣＲ产物，连接入

ｐＭＤ１８Ｔ载体后测序证实为 ＨＢｃＧＩＰ片段，上述
引物退火温度均为６０℃。

１．２．３　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃＧＩＰ和ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ
表达 载 体 构 建 　 将 ｐＭＤ１８ＴＨＢｃＧＩＰ 载 体 用

ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ内切酶进行酶切，获得 ＨＢｃＧＩＰ片
段连入ｐＥＴ２８ａ（＋）载体，测序鉴定，获得ｐＥＴ２８ａ
（＋）ＨＢｃＧＩＰ 载体。以 ｐＭＤ１８ＴＨＢｃＧＩＰ 为模
板，ＰＣＲ 引物 Ｐ３（５′ＧＧＡ ＡＴＴＣＧＡＣＡＴ ＴＧＡ
ＣＣＣＧＴＡＴＡＡＡＧ３′，划线部分为ＥｃｏＲⅠ酶切位
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点）及引物ＧＬ进行反应，获得含有ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ
位点的 ＨＢｃＧＩＰ小片段，连入ｐＶＡＸ１载体获得

ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ载体，测序鉴定正确。

１．２．４　ＨＢｃＧＩＰ重组融合蛋白的原核表达、纯化及
条件优化　将鉴定正确的ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃＧＩＰ
载体转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｏｄｏｎｐｌｕｓＲＩＬ（本
室保种），成功后进行单克隆化，挑取单菌落于含氨
苄青霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ 培养液中，３７℃培养过夜。
以２％的比例，接种上述过夜菌于新鲜的ＬＢ／Ａｍｐ
培养液中，３７℃振荡（３００次／ｍｉｎ）培养２ｈ至Ｄ６００
为０．６～０．８，然后加入ＩＰＴＧ，终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，
再振荡培养３～４ｈ，最后取样测Ｄ６００，离心收集裂解
菌体，１２％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）
分析并鉴定表达结果。通过对不同温度（２５℃ 和

３７℃ ）、Ｄ６００值（０．５０和１．００）和ＩＰＴＧ （０．５０和

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）浓度条件下，重组ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃ
ＧＩＰ的诱导表达和可溶性研究，并以未加ＩＰＴＧ诱
导的菌体为对照，摸索最适表达条件。利用优选的
表达条件，大量培养表达产物，超声波破碎菌体，收
集上清及沉淀，将沉淀进行洗涤、变性、复性。上清
和复性沉淀用镍亲和层析柱纯化，具体步骤按使用
说明书进行。收集蛋白质洗脱峰，电泳检测重组蛋
白在各洗脱峰的分布情况。ＢＣＡ法（上海捷瑞公司

ＢＣＡ蛋白定量试剂盒）测定纯化物含量。采用 ＨＢｃ
单克隆抗体进行蛋白质印迹实验，检测蛋白质的特
异性。

１．２．５　纯化 ＨＢｃＧＩＰ蛋白形成病毒样颗粒的验
证　将纯化的 ＨＢｃＧＩＰ蛋白按照ＨｉＬｙｔｅＦｌｏｕｒ５５５
蛋白标记试剂盒说明书标记为红色荧光，添加到

Ｒａｗ２６４．７细胞培养基中，培养４ｈ后，以４％多聚
甲醛固定。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次，ＤＡＰＩ染
料进行胞核染色，４００倍荧光显微镜下观察吞噬情
况。

１．２．６　ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ体外表达验证　按说明
书将ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ质粒大量抽提并去除内毒素
后，测Ｄ２８０值和电泳分析进行定量，分装后－８０℃保
存。取小量质粒，以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００作为转染试
剂转染 ＨＥＫ２９３细胞株，按照说明书标准流程操
作。

１．３　动物免疫及抗体检测　将大量抽提的ｐＶＡＸ１
ＨＢｃＧＩＰ质粒和纯化的 ＨＢｃＧＩＰ蛋白作为免疫原进
行免疫。核酸疫苗免疫方法为每只大鼠股四头肌注

４００μｇ质粒，注射后原位肌肉进行电击处理，采用美
国ＢＴＸ公司ＥＣＭ８３０型号电击仪，电击参数１１０Ｖ
１０ｍｓ６次；蛋白疫苗免疫方法为与等体积不完全弗
氏佐剂混合后，大鼠背部皮下多点注射５０μｇ蛋白。
免疫流程为：核酸疫苗免疫２次＋蛋白疫苗免疫２次，
或蛋白疫苗免疫４次，或核酸疫苗免疫４次，每次免疫
均间隔２周。对照组免疫用重组ＨＢｃ蛋白（本室制备
并保存），空白组免疫用ＰＢＳ溶液。

　　初次免疫后０、１４、２８、４２、６３和８４ｄ眶静脉丛采
集大鼠全血，离心后收集血清，生理盐水倍比稀释后
检测，采用ＥＬＩＳＡ法检测ＧＩＰ特异性抗体滴度。

１．４　统计学处理　各组间抗体滴度采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
符号秩和检验进行统计学分析，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＢｃＧＩＰ原核及真核表达载体的构建　ＰＣＲ扩
增ＨＢｃ基因（１～１４４位氨基酸的编码片段）将其与

ＧＩＰ基因（１～１２位氨基酸的编码片段）连接，获得

ＨＢｃＧＩＰ融合基因（图１Ａ）。

　　经过连接Ｔ载体，测序正确后，再次经过相似的
酶切、连接过程，构建真核表达载体ｐＶＡＸ１（图１Ｂ）和
原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）（图１Ｃ），酶切鉴定正确。

图１　ＨＢｃＧＩＰ基因克隆（Ａ）及表达载体的构建（Ｂ、Ｃ）

Ｆｉｇ１　Ｃｌｏｎｅ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ（Ｂ，Ｃ）ｆｏｒＨＢｃＧＩＰ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＢｃｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓ（ｅｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ１１４４ａａ）；２：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＢｃＧＩＰｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅ（ＨＢｃｃＤＮＡ

ｐｌｕｓＧＩＰ１１２ａａｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ）；３：ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＥｃｏＲⅠ／ＸｈｏⅠ；４：ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃＧＩＰｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＮｄｅⅠ／ＸｈｏⅠ
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２．２　ＨＢｃＧＩＰ颗粒状蛋白原核表达与纯化　将转
化了ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃＧＩＰ的ＢＬ２１大肠杆菌进行
优化条件诱导蛋白表达，随后将其蛋白经１５％的

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，与转化空ｐＥＴ２８ａ（＋）载体
的细菌诱导物对照，发现在相对分子质量约２１０００
的位置有新蛋白表达，与推测的分子量相符，并略大
于重组表达的 ＨＢｃ蛋白片段（１～１４４氨基酸）的相
对分子质量（图２Ａ）。表达量并未见随ＩＰＴＧ诱导
剂、葡萄糖浓度以及诱导时间的变化而变化（结果未
显示），因此最终选定０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ
作为表达条件。超声破碎菌体后发现所表达的蛋白
均存在于包涵体中，经０～６ｍｏｌ／Ｌ尿素变性剂的梯
度洗脱，发现该包涵体溶于６ｍｏｌ／Ｌ 尿素。由于

ｐＥＴ２８ａ（＋）载体表达蛋白自身携带６×Ｈｉｓ标签，
将包涵体在变性条件下通过ＮｉＮＴＡ树脂亲和层析
柱，发现目的蛋白可以较容易地吸附于柱上。当洗
脱液中的咪唑浓度达到０．５～１ｍｏｌ／Ｌ时，大部分的
目的蛋白被洗脱下来。变复性后的蛋白纯度约为

９０％以上（图２Ｂ），可以作为抗原用于后面的免疫实
验。变复性后的蛋白能被本室制备的抗 ＨＢｃ单抗
所特异性识别，说明抗原经纯化、复性后保持了原来
的免疫原性（图２Ｃ）。

２．３　ＨＢｃＧＩＰ 颗粒状蛋白的颗粒组装活性验
证　为了验证重组 ＨＢｃＧＩＰ蛋白能否有效组装入

ＶＬＰ，我们利用ＶＬＰ可以被巨噬细胞吞噬的活性进

行了荧光显微镜检测。利用红色荧光标记的重组

ＨＢｃＧＩＰ，以及红色荧光标记的牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）为对照蛋白，结果（图３）发现，添加入 Ｒａｗ
２６４．７细胞培养液上清中的 ＨＢｃＧＩＰ蛋白可以有
效地被细胞吞噬，４００倍镜下可见胞质内呈团块样
分布的红色荧光颗粒。而对照蛋白没有被明显吞
噬。说明原核重组表达的 ＨＢｃＧＩＰ可以自发组装
为能被巨噬细胞吞噬的大型蛋白颗粒，提示其具有
形成ＶＬＰ的能力。

图２　ＨＢｃＧＩＰ颗粒状蛋白原核表达与纯化结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＢｃＧＩＰＶＬＰ
Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ２８ａ（＋）ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｉｌｌｙｓａｔｅ；２：ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃＧＩＰｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｉｌ

ｌｙｓａｔｅ；３：ｐＥＴ２８ａ（＋）ＨＢｃｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｉｌｌｙｓａｔｅ；ａｌｌｔｈｅＥ．ｃｏｉｌ

ｈａｄｂｅｅｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ．Ｂ：ＰｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨＢｃＧＩＰｐｒｏ

ｔｅｉｎ．Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨＢｃＧＩＰ

ｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈａｎｔｉＨＢｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；４，５：

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨＢｃＧＩＰ

图３　ＨＢｃＧＩＰ颗粒状蛋白被Ｒａｗ２６４．７细胞吞噬

Ｆｉｇ３　ＨＢｃＧＩＰＶＬＰｐｈａｇｏｃｙｔｉｚｅｄｂｙＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ
ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｔｐｈｏｔｏｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄＲａｗ２６４．７ｃｅｌｌｓｐｈａｇｏｃｙｔｉｚｉｎｇＨｉＬｙｔｅＦｌｏｕｒ５５５ｌａｂｅｌｅｄＨＢｃＧＩＰｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩｄｙｅ（ＡＤ）．Ｆｌｏｕｒ

５５５ｌａｂｅｌｅｄＢＳＡｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｕｓｅｄａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＥＨ）．Ａ，Ｅ：Ｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｈａｎｎｅｌ；Ｂ，Ｆ：Ｎｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｈａｎｎｅｌ；Ｃ，Ｇ：

ＵＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｈａｎｎｅｌ；Ｄ，Ｈ：Ｏｖｅｒｌａｙｐｈｏｔｏｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．４　ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ核酸疫苗体外表达验证　
经过将纯化的 ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ 核酸疫苗转染

ＨＥＫ２９３细胞株后４８ｈ，分别采用ＲＴＰＣＲ在转录

水平和采用 ＨＢｃ单抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法在蛋白

水平检测该核酸疫苗表达水平。结果发现，ｐＶＡＸ１

ＨＢｃＧＩＰ 可 以 在 转 录 水 平 高 效 表 达，且 转 染

ｐＶＡＸ１空质粒的 ＨＥＫ２９３细胞株没有表达（图

４Ａ）；在蛋白水平，ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ转染的细胞中

可以检测到 ＨＢｃ单抗特异性条带，而ｐＶＡＸ１转染

的细胞没有显色（图４Ｂ）。从而证明该核酸疫苗构

建成功并可以在体外培养的真核细胞内高效

表达。　　　

图４　ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ转染

ＨＥＫ２９３细胞株后４８ｈ表达情况

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ

４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＲＴＰＣＲ

ａｓｓａｙｏｆＨＢｃＧＩＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏｔａｌＲＮＡｆｒｏｍｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ２９３ｃｅｌｌｓ；２：ｐＶＡＸ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ２９３ｃｅｌｌｓａｓａｃｏｎｔｒｏｌ．Ｂ：

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆ ＨＢｃＧＩＰ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ２９３

ｃｅｌｌｓ；２：ｐＶＡＸ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ２９３ｃｅｌｌｓａｓａｃｏｎｔｒｏｌ

２．５　ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ核酸疫苗和 ＨＢｃＧＩＰ重组

ＶＬＰ疫苗联合免疫后抗体水平检测　经过设计，我

们采用４轮免疫，２周间隔的策略进行体内免疫实

验。通过 ＧＩＰ标准品包被平板用 ＥＬＩＳＡ 法检测

ＧＩＰ特异性抗体滴度，可见经过两种疫苗分别免疫

或联合免疫大鼠，均可以产生 ＧＩＰ特异性抗体，而

作为对照的 ＨＢｃ免疫组和ＰＢＳ免疫组则没有ＧＩＰ
特异性抗体产生（图５）。说明我们制备的ＧＩＰ核酸

疫苗及蛋白疫苗均能够打破宿主对自身 ＧＩＰ的免

疫耐受产生抗体。

　　在免疫策略组合上，我们发现两次免疫ＧＩＰ核

酸疫苗后再两次免疫 ＨＢｃＧＩＰ蛋白疫苗的策略

（ｐＶＨＢｃＧＩＰ×２＋ＨＢｃＧＩＰ×２）可以有效地诱导

高滴度ＧＩＰ抗体，其抗体滴度在第３轮免疫后开始

显著提高，并在第４轮加强免疫后继续上升，最终持

续产生高滴度的ＧＩＰ特异性抗体，抗体最终滴度优

于４轮免疫 ＨＢｃＧＩＰ蛋白疫苗或ＧＩＰ核酸疫苗的

水平（Ｐ＜０．０５）。因此提示，２次免疫ＧＩＰ核酸疫苗

后再２次免疫 ＨＢｃＧＩＰ疫苗的策略可能是较为经

济而有效的免疫策略，可以在进一步研究中采用。４
轮免疫 ＨＢｃＧＩＰ颗粒状蛋白疫苗也可以达到较好

的诱导抗体的效果，也是一种可选的免疫方式。

图５　ＨＢｃＧＩＰ核酸疫苗和重组ＶＬＰ
疫苗联合免疫后抗体水平检测

Ｆｉｇ５　ＧＩＰａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒＨＢｃＧＩＰ

ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ（ｏｒ）ＤＮＡｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

３　讨　论

　　本研究尝试利用 ＨＢｃ作为载体，与大鼠ＧＩＰ多

肽融合后克隆入原核表达载体，通过原核表达与纯

化，获得了一种新型 ＶＬＰ型ＧＩＰ疫苗。同时，我们

将该融合基因的ｃＤＮＡ序列克隆入真核表达载体，

从而获得了一种 ＧＩＰ核酸疫苗。经过两种疫苗分

别免疫或联合免疫大鼠，发现两次免疫ＧＩＰ核酸疫

苗后再两次免疫 ＨＢｃＧＩＰ疫苗可以有效地诱导高

滴度ＧＩＰ抗体，效果略优于４次免疫 ＨＢｃＧＩＰ蛋白

疫苗，显著优于４次免疫ＧＩＰ核酸疫苗。从而探索

了一种ＧＩＰ疫苗的组合策略，为ＧＩＰ靶向免疫干预

治疗肥胖等疾病的研究奠定了基础。

　　ＨＢｃ是一种可以自发组织为ＶＬＰ的蛋白，在该

蛋白的Ｎ端、Ｃ端和中间（第７６位氨基酸后方）均可

插入抗原表位形成融合基因，并且在重组表达后不

影响其组装活性［１１］。本次研究中，我们尝试利用

ＨＢｃ作为ＧＩＰ多肽的载体，构建并原核表达了ＧＩＰ
多肽（第１～１２位氨基酸）与 ＨＢｃ的融合基因，最终

获得了较高纯度的 ＨＢｃＧＩＰ颗粒状蛋白疫苗，并具

有很高的免疫活性，从而建立了一种经济有效的

ＧＩＰ疫苗制备手段。

　　核酸疫苗是一种更加经济简便的疫苗形式［１３］，

但是其单独应用下，抗原表达水平较低，诱导的抗体
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滴度不高。近年来，很多报道中采用了核酸疫苗初

次免疫联合其编码重组蛋白加强免疫的 Ｐｒｉｍｅ

Ｂｏｏｓｔ免疫策略，有利于高水平免疫反应的产生［１４］。

在我们的研究中，采用了核酸疫苗２次免疫联合重

组蛋白２次免疫的策略，结果诱导了持续高滴度的

抗体。核酸疫苗及ＰｒｉｍｅＢｏｏｓｔ联合免疫增强免疫

反应的机制尚无定论，我们设想，核酸疫苗可能通过

直接转染抗原递呈细胞并在胞内递呈抗原，从而有

利于ＧＩＰ抗原特异性抗原递呈细胞的生成，另外

ＨＢｃＶＬＰ蛋白在肌肉细胞内表达后，可能仍然具有

一定的自组装活性，从而有利于抗原递呈过程，因

此，ｐＶＡＸ１ＨＢｃＧＩＰ核酸疫苗较单纯表达ＧＩＰ多

肽的ｐＶＡＸ１ＧＩＰ疫苗可能是一种更好的初次免疫

原，有利于 ＨＢｃＧＩＰ蛋白免疫后高滴度抗体的生

成。这一策略为后期 ＧＩＰ疫苗的应用研究提供了

很好的基础。
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