
书书书

第二军医大学学报 　２０１２年２月第３３卷第２期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２

·１４５　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．００１４５ ·论　著·

含ＣｐＧ免疫刺激序列的质粒增强ＨＢｓＡｇ诱导的免疫应答

解　冰１△，唐紫薇１△，劳文光１，李建军２，王　岩１，朱诗应１，陶清源１，戚中田１，赵　平１，陈志辉３

１．第二军医大学基础部微生物学教研室，上海２００４３３

２．中国人民解放军总政治部机关门诊部，北京１００１２０

３．第二军医大学长海医院感染科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　探讨以含有多拷贝 ＣｐＧ寡脱氧核苷酸（ＣｐＧＯＤＮ）的质粒作为治疗性乙肝疫苗佐剂的可行性。
方法　构建含有６个拷贝Ｄ型ＣｐＧＯＤＮ的质粒ｐＫＯＣＧ６，将该质粒以及载体ｐＫＯ分别刺激健康人及 ＨＢＶ感染者的外周
血单核细胞（ＰＢＭＣ），检测ＰＢＭＣ的增殖及分泌的细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１２，进一步将重组 ＨＢｓＡｇ分别联合这两种质粒免疫小

鼠，检测小鼠的细胞和体液免疫应答。结果　质粒ｐＫＯＣＧ６与载体ｐＫＯ在体外均能有效激活健康人及ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ
增殖反应，并促进ＩＦＮγ、ＩＬ１２的产生，其中ｐＫＯＣＧ６的免疫刺激活性强于载体ｐＫＯ。小鼠体内试验表明，虽然载体ｐＫＯ也

具有免疫佐剂作用，但ｐＫＯＣＧ６更能显著增强 ＨＢｓＡｇ诱导的免疫应答，尤其是细胞免疫应答。结论　含有多拷贝Ｄ型
ＣｐＧＯＤＮ的质粒能有效激活 ＨＢＶ感染者的ＰＢＭＣ，并增强 ＨＢｓＡｇ在小鼠体内的免疫原性。
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　　来源于细菌基因组ＤＮＡ的含非甲基化的胞嘧
啶和鸟嘌呤核苷酸（ＣｐＧ）基序的寡脱氧核苷酸
（ＯＤＮ）能激活脊椎动物的免疫细胞，在病毒感染、肿
瘤及过敏性疾病的治疗中具有广阔的应用前景，数
种作为疫苗佐剂或单一治疗制剂的ＣｐＧＯＤＮ已进
入临床试验［１３］。根据ＣｐＧＯＤＮ中ＣｐＧ两侧的序
列特点，可将ＣｐＧＯＤＮ分为Ｋ型和Ｄ型，前者作用
于Ｂ淋巴细胞，后者作用于单核／巨噬细胞，引起不
同类型的免疫效应［４５］。本研究构建了一种含有多
拷贝Ｄ 型 ＣｐＧ ＯＤＮ 的质粒，观察其对健康人及

ＨＢＶ携带者外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）生物学功能
的影响，并联合 ＨＢＶ表面抗原免疫小鼠，观察其对
免疫应答的增强作用，探讨其作为治疗性乙肝疫苗
免疫佐剂的可能性。

１　材料和方法

１．１　ＣｐＧＯＤＮ载体质粒ｐＫＯ的构建　以真核表

达质粒载体ｐＶＡＸ１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品）为模板，

ＰＣＲ扩增编码卡那霉素抗性基因（ＫａｎＲ）和ｐＵＣ质

粒复制起始点（ｐＵＣｏｒｉ）的 ＤＮＡ片段，上游引物：

５′ＧＡＡ ＴＴＣ ＡＡＧＣＴＴ ＡＧＡ ＧＡＣ ＡＧＧ ＡＴＧ

ＡＧＧＡＴＣ３′，下游引物：５′ＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣ

ＧＴＣＡＡＣＧＣＧＴＡＴＡＴＣＴＧＧ３′，ＰＣＲ产物以内

切酶ＥｃｏＲⅠ酶切，再进行自身环化连接，连接产物

转化大肠杆菌 ＤＨ５α，得到的重组质粒ｐＫＯ 包含

ＫａｎＲ和ｐＵＣｏｒｉ，以及３个可用于插入外源基因片

段的单一酶切位点ＨｉｎｄⅢ、ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ。

１．２　Ｄ型ＣｐＧＯＤＮ质粒ｐＫＯＣＧ６的构建　合成

含有３个Ｄ型ＣｐＧ基序的两条互补 ＯＤＮ链［６］，５′
与３′末端分别加入ＨｉｎｄⅢ、ＥｃｏＲⅠ酶切位点（正链

中的下划线为 ＣｐＧ 基序）。ＯＤＮ１：５′ＡＧＣＴＴＧ

ＧＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＣＡＧＣＡＴＣＧＡＧＧＣＡＧＧＴ

ＧＣＡＴＣＧＡＴＡＣＡＧＧＧＧＧＧ３′；ＯＤＮ２：５′ＡＡＴ

ＴＣＣＣＣＣＣＴＧＴＡＴＣＧＡ ＴＧＣＡＣＣＴＧＣＣＴＣ

ＧＡＴＧＣＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＣＡＣＣＡ３′。将等量（１

ｎｍｏｌ）的ＯＤＮ１、ＯＤＮ２分别用ＰＮＫ（ＴａＫａＲａ）进行

磷酸化，然后于９５℃变性５ｍｉｎ，再冷却至室温，产

物与经过ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ酶切的质粒载体ｐＫＯ连

接，得到含有３个ＣｐＧ基序的质粒ｐＫＯＣＧ３。以相

似的方法制备末端含ＥｃｏＲⅠ 和ＢａｍＨⅠ酶切位点

的ＣｐＧ双链ＤＮＡ片段，插入ｐＫＯＣＧ３的ＥｃｏＲⅠ／

ＢａｍＨⅠ酶切位点，即得到含有６个ＣｐＧ基序的质

粒ｐＫＯＣＧ６。利用载体ＫａｎＲ中的ＳｐｈⅠ单一酶切

位点进行酶切鉴定。然后进行测序鉴定。用高纯度

质粒制备系统（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）抽提和纯化质粒

ｐＫＯ以及ｐＫＯＣＧ６，溶解于生理盐水，浓度２ｍｇ／

ｍｌ，内毒素检测低于２ＥＵ／ｍｌ。

１．３　健康人及 ＨＢＶ携带者ＰＢＭＣ的分离　健康

成年男性５名，年龄２５～３５岁，ＨＢＶ、ＨＣＶ抗体均

阴性；ＨＢＶ感染者５名，男性，年龄２８～３４岁，ＡＬＴ
正常，ＨＣＶ抗体阴性，发现 ＨＢＶ感染史３～５年，血

清经荧光定量ＰＣＲ检测为 ＨＢＶＤＮＡ阳性，未进行

抗病毒治疗。受试者均签署知情同意书。无菌条件

下采静脉血，以标准梯度离心方法分离ＰＢＭＣ，以

ＲＰＭＩ１６４０培养液洗细胞１次，再悬浮于含１０％热

灭活的自体血清、１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

２巯基乙醇的ＲＰＭＩ１６４０培养液，调整细胞密度至

２×１０６／ｍｌ。

１．４　ＰＢＭＣ增殖反应　将新分离的ＰＢＭＣ接种于

９６孔板，每孔１００μｌ，同时加质粒 ｐＫＯ 或 ｐＫＯ

ＣＧ６，浓度分别为５、２０、５０、１００μｇ／ｍｌ，对照孔加生

理盐水５μｌ，每样品设３平行孔。将９６孔板置于

３７℃、５％ＣＯ２，饱和湿度的细胞培养箱中，７２ｈ后每

孔加入ＭＴＳ溶液（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）２０μｌ，继续置于细

胞培养箱中２～４ｈ，然后于酶标仪上测波长４９２ｎｍ
的光密度（Ｄ）值，参考波长６３０ｎｍ。以加生理盐水

孔为对照，计算质粒孔ＰＢＭＣ的刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａ

ｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ），ＳＩ＝质粒孔Ｄ４９２／生理盐水孔Ｄ４９２。

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＰＢＭＣ分泌的细胞因子　人

ＰＢＭＣ培养方法同上，以ＥＬＩＳＡ法检测质粒浓度为

５０μｇ／ｍｌ孔培养上清中的ＩＦＮγ及ＩＬ１２ｐ４０（ＢＤ

ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司产品）。

１．６　小鼠免疫　２４只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，８周龄，

分为４组，每组６只，其中３组小鼠分别皮下注射

１μｇ酵母重组 ＨＢｓＡｇ（深圳康泰生物制品有限公

司），１μｇＨＢｓＡｇ＋１０μｇｐＫＯ，１μｇＨＢｓＡｇ＋１０μｇ

ｐＫＯＣＧ６，第４组小鼠皮下注射１μｇ无关蛋白ＢＳＡ
作为对照。

１．７　小鼠抗ＨＢｓ抗体检测　免疫３周后用玻璃采

血管从小鼠眼眶取血，４℃静置过夜，然后高速离心，

吸取血清，用 ＥＬＩＳＡ 法检测抗ＨＢｓ总ＩｇＧ 以及

抗ＨＢｓＩｇＧ２ａ和ＩｇＧ１，计算ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１［７］。

１．８　小鼠脾细胞增殖反应与细胞毒性Ｔ淋巴细胞

（ＣＴＬ）活性检测　取血清后处死小鼠，无菌分离脾

脏，制备单个脾细胞悬液，接种９６孔板，每孔加 ＨＢ

ｓＡｇ至浓度为１０μｇ／ｍｌ，同时设不加抗原的阴性对

照孔，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱中
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７２ｈ，检测小鼠 Ｔ细胞增殖反应，结果以ＳＩ表示。

以稳定表达 ＨＢｓＡｇＥＧＦＰ融合蛋白的ＳＰ２／０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／靶细胞数目之比为２０１和１００

１，以乳酸脱氢酶释放法检测小鼠的ＣＴＬ应答，结果

以杀伤率（％）表示，操作按照Ｐｒｏｍｅｇａ公司非放射

性细胞毒性检测试剂盒使用说明进行［７］。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，组间比较

采用ｔ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣｐＧＯＤＮ编码质粒ｐＫＯＣＧ６的鉴定　ｐＫＯ

ＣＧ６质粒全长１９４３ｂｐ，含卡那霉素抗性基因、ｐＵＣ
质粒复制起始点以及ＣｐＧＯＤＮ共３个功能单位；

ＣｐＧＯＤＮ中含６个ＣｐＧ基序，其序列为５′ＡＡＧ

ＣＴＴＧＧＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＣＡＧＣＡＴＣＧＡＧＧＣ

ＡＧＧＴＧＣＡＴＣＧＡＴＡＣＡＧＧＧＧＧＧＡＡＴＴＣＡ

ＧＧＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＣＡＧＣＡＴＣＧＡＧＧＣＡＧＧ

ＴＧＣＡＴＣＧＡＴＡＣＡＧＧＧＧＧＧＡＴＣＣ３′，下划

线为免疫刺激的ＣｐＧ基序。

２．２　质粒ｐＫＯＣＧ６能激活健康人或 ＨＢＶ感染者

的ＰＢＭＣ　质粒ｐＫＯＣＧ６能增强健康人或 ＨＢＶ
感染者ＰＢＭＣ的增殖反应，呈现量效关系，对健康

人ＰＢＭＣ的作用强于对 ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ的作

用，然而当较低（５μｇ／ｍｌ）或较高浓度（１００μｇ／ｍｌ）

质粒刺激时，对健康人或 ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ的作

用差异无统计学意义。空载体对人ＰＢＭＣ的增殖也

有促进作用，但效果不及ｐＫＯＣＧ６，且对健康人与

ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ的增殖反应增强作用相似。具

体见表１。

表１　免疫刺激质粒增强人ＰＢＭＣ的增殖反应

Ｔａｂ１　ＥｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｈｕｍａｎＰＢＭＣｓｂｙｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｐｌａｓｍｉｄｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ｐＫＯ
Ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ

ｐＫＯＣＧ６
Ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ

５ １．１３±０．０５ １．１２±０．０４ １．４２±０．０３ １．３６±０．０６

２０ １．２２±０．０６ １．２０±０．０４ １．７２±０．０６ １．５８±０．０７△

５０ １．３１±０．０８ １．２８±０．０５ １．９５±０．０６ １．８３±０．０９△

１００ １．３８±０．０５ １．３４±０．０５ ２．１１±０．１５ １．９４±０．０６

　Ｐ＜０．０１ｖｓｐＫＯ／ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｒｐＫＯ／ＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｐＫＯＣＧ６／ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

２．３　ＰＢＭＣ分泌的细胞因子检测　结果（表２）表
明：当浓度为５０μｇ／ｍｌ时，质粒ｐＫＯ或ｐＫＯＣＧ６
均能增强健康人或 ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ表达和分泌

ＩＦＮγ、ＩＬ１２，ｐＫＯＣＧ６ 的作用强于前者 （Ｐ＜

０．０１）。ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ上清中的ＩＦＮγ、ＩＬ１２
浓度低于健康人ＰＢＭＣ培养上清（Ｐ＜０．０５），但

ｐＫＯＣＧ６刺激时，二者的细胞因子浓度差异无统计
学意义。

表２　免疫刺激质粒促进ＩＦＮγ、ＩＬ１２的产生

Ｔａｂ２　ＥｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆＩＦＮγａｎｄＩＬ１２ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｐｌａｓｍｉｄｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ
ＩＦＮγ

Ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ
ＩＬ１２ｐ４０

Ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ＨＢＶｃａｒｒｉｅｒｓ
ＮＳ １５．３±１．９ １３．４±１．４ ２６．８±２．８ ２０．５±２

ｐＫＯ ２８．３±２．９△△ ２２．８±３．１△△ ４８±４△△ ４０．８±３．８△△

ｐＫＯＣＧ６ ８８．８±１０．７▲▲ ６９．５±６▲▲ １４１．８±７．３▲▲ １１７．３±５．８▲▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｐＫＯｇｒｏｕｐ

２．４　小鼠抗ＨＢｓ抗体检测　免疫３周后，３个实

验组小鼠抗ＨＢｓＩｇＧ均为阳性，质粒ｐＫＯ或ｐＫＯ

ＣＧ６均能提高抗体水平，并提高ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１比值。

ｐＫＯＣＧ６对抗体水平及ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１的影响高于载

体ｐＫＯ（Ｐ＜０．０１，表３）。

２．５　小鼠脾细胞增殖反应与ＣＴＬ活性　体外以重

组 ＨＢｓＡｇ刺激免疫小鼠脾细胞，联合质粒ｐＫＯ免

疫组的脾细胞增殖反应强于单一 ＨＢｓＡｇ免疫组

（１．３９±０．０１ｖｓ１．２７±０．０４，Ｐ＜０．０５），而联合

ｐＫＯＣＧ６免疫则比ｐＫＯ能诱导更强的增殖应答
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（１．６７±０．０６，Ｐ＜０．０１）。用ＬＤＨ释放法检测ＣＴＬ
应答，联合质粒免疫小鼠的脾细胞产生更强的ＣＴＬ
活性，其中质粒ｐＫＯＣＧ６对ＣＴＬ应答的增强作用

大于载体质粒ｐＫＯ（Ｐ＜０．０５，表４）。

表３　小鼠抗ＨＢｓ抗体应答

Ｔａｂ３　ＡｎｔｉＨＢｓａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅ（１４００ｄｉｌｕｔｉｏｎ）

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＡｎｔｉＨＢｓＩｇＧ ＡｎｔｉＨＢｓＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０２±０．００ －
ＨＢｓＡｇ ０．１９±０．０２ ０．１４±０．０２
ＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯ ０．３６±０．０３ ０．２６±０．０３

ＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯＣＧ６ １．１０±０．１４△△ ０．６０±０．１１△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓＨＢｓＡｇｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯ

ｇｒｏｕｐ

表４　小鼠的细胞毒性Ｔ细胞反应

Ｔａｂ４　ＨＢｓＡｇｓｐｅｃｉｆｉｃＣＴＬｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅ（ｌｙｓｉｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％

ＥＴｒａｔｉｏ ＨＢｓＡｇ ＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯ ＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯＣＧ６

２０１ １６．８３±１．６７ ２２．８９±１．２６ ３８．６３±２．９１△

１００１ ３０．６７±１．７８ ３８．３３±２．４４ ７５±４．６７△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ ＨＢｓＡｇｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＨＢｓＡｇ＋ｐＫＯｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　细菌ＤＮＡ中的ＣｐＧＯＤＮ通过 ＴＬＲ９（Ｔｏｌｌ

ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９）激活免疫细胞内多种信号转导通路，

快速引起一系列免疫效应分子的表达，从而激发机

体的免疫防御反应［８９］。ＣｐＧＯＤＮ在ＤＮＡ疫苗诱

导免疫应答的过程中起着极其重要的免疫佐剂作

用，ＣｐＧＯＤＮ也能显著提高蛋白类抗原的免疫原

性［８，１０］。目前，人工合成的ＣｐＧＯＤＮ用于乙肝疫

苗佐剂已进入临床试验阶段，并取得了良好的效果。

本研究构建了一种含有多拷贝ＣｐＧＯＤＮ的质粒，

探讨其作为乙肝疫苗佐剂，尤其是治疗性疫苗佐剂

的可行性。用质粒代替人工合成的ＣｐＧＯＤＮ作为

佐剂，可避免ＤＮＡ合成以及磷酸化修饰的繁琐制

备过程，从而大大降低成本。近几年来，已有多个公

司相继推出了人用标准的大规模高效质粒层析纯化

技术，使得以质粒作为佐剂在技术上更方便可行。

此外，ＣｐＧＯＤＮ的拷贝数在一定范围内与其生物

学活性正相关，因而可通过优化拷贝数使之具备最

佳的免疫刺激活性。Ｄ型ＣｐＧＯＤＮ主要靶细胞为

单核树突状细胞（ＤＣ），比 Ｋ型更有利于诱导细胞

免疫应答，在ＤＮＡ疫苗载体中插入Ｄ型ＯＤＮ无论

是诱导体液还是细胞免疫应答都优于插入 Ｋ 型

ＯＤＮ［６］，故构建了一种含有６个拷贝 Ｄ 型 ＣｐＧ

ＯＤＮ 的质粒 ｐＫＯＣＧ６。该质粒结构简单，全长

１９４３个碱基对，仅包含质粒复制起始点、筛选标志

（卡那抗性基因）以及ＣｐＧＯＤＮ等３个基本元件。

　　质粒ｐＫＯＣＧ６以及载体ｐＫＯ在体外均能刺

激健康人及 ＨＢＶ感染者的ＰＢＭＣ增殖反应以及分

泌细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１２。总体而言，健康人ＰＢ

ＭＣ对质粒的刺激更为敏感，但在一些条件下，健康

人与 ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ的反应并无显著差异。载

体ｐＫＯ中也存在随机分布的ＣｐＧ 序列，因而具有

一定的免疫刺激作用，但对于所有的检测指标，质粒

ｐＫＯＣＧ６的免疫刺激作用均强于载体ｐＫＯ，表明

在该载体中插入的６个拷贝ＣｐＧ序列明显增强了

免疫刺激作用。由于 Ｄ型ＣｐＧＯＤＮ 的细胞选择

性，增强的应答主要由单核巨噬细胞及ＤＣ所引发。

从实验结果可见，质粒能有效激活 ＨＢＶ感染者ＰＢ

ＭＣ，提示质粒在 ＨＢＶ感染者体内也许能起类似作

用。

　　虽然经过序列优化的对小鼠有效的ＣｐＧＯＤＮ
对于人类免疫细胞的免疫刺激效果并不理想，但对

人类有效的ＣｐＧＯＤＮ 在小鼠仍具有免疫刺激活

性［１１１２］。因此，可以用小鼠为模型初步评价质粒的

体内作用。Ｄ型ＯＤＮ的主要作用在于刺激单核细

胞分化为ＤＣ，而ＤＣ为功能最强的ＡＰＣ，ＡＰＣ分泌

的ＩＦＮα还能刺激 ＮＫ细胞分泌ＩＦＮγ，ＩＦＮγ对

于ＣＴＬ的激活及杀伤活性有重要作用。因而，Ｄ型

ＯＤＮ对于诱导细胞免疫应答具有重要促进作用，同

样，也能增强 Ｔ细胞依赖的抗体应答。本研究中，

将酵母重组 ＨＢｓＡｇ联合质粒免疫小鼠，以观察质

粒对 ＨＢｓＡｇ所诱导免疫应答的影响。ＨＢｓＡｇ主要

以由百余单体分子组成的纳米颗粒形式存在，本身

具有强免疫原性，故仅对小鼠进行了１次免疫。结

果表明，载体ｐＫＯ与ｐＫＯＣＧ６均能明显提高抗体

水平并使抗体类型向 Ｔｈ１型偏移，其中ｐＫＯＣＧ６
的作用显著强于ｐＫＯ。总抗 ＨＢｓＡｇ抗体水平升高

与ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１比例的升高相平行，Ｔｈ１类抗体水

平的升高程度显著高于Ｔｈ２类抗体，提示抗体水平

的升高主要依赖于 Ｔ细胞应答的增强。两种质粒

对小鼠脾细胞增殖反应及ＣＴＬ杀伤活性也具有显

著影响，但ｐＫＯＣＧ６的影响程度显然大于载体
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ｐＫＯ。尤其是ＣＴＬ活性，当效应细胞／靶细胞比为

２０１时，载体ｐＫＯ对ＣＴＬ的影响并不明显。从

抗体以及细胞免疫的检测结果不难看出，６个拷贝

的ＣｐＧＯＤＮ对免疫应答的影响主要在于增强Ｔ细

胞免疫应答，进而通过Ｔ细胞免疫应答促进体液免

疫应答。

　　细胞免疫应答在机体清除病毒的过程中起关键

作用，对于自发恢复的 ＨＢＶ感染者的研究表明，抗

ＨＢＶ细胞免疫应答的增强是病毒清除和病毒复制

抑制的前提，细胞免疫应答还在相当程度上影响抗

病毒药物的疗效［１３］。ＤＮＡ疫苗在 ＨＢＶ转基因小

鼠可有效激活 ＨＢＶ特异性ＣＴＬ，并能逆转免疫耐

受，但在大动物（如黑猩猩）诱导的抗 ＨＢＶ免疫应

答并不理想，其原因与ＤＮＡ疫苗在大动物体内的

转染效率低从而导致抗原的低水平表达有重要关

系，而用重组表达的 ＨＢｓＡｇ联合ＤＮＡ免疫佐剂则

能克服这一问题。对 ＨＢｓＡｇ而言，以内源性抗原

形式进行抗原提呈并不是诱导ＣＴＬ所必需的，如前

所述，因以纳米颗粒形式存在，外源性 ＨＢｓＡｇ免疫

可通过交叉提呈方式激活ＣＴＬ应答［１４１５］。因此，提

高现有基于重组 ＨＢｓＡｇ的乙肝疫苗诱导的细胞免

疫应答，是治疗性乙肝疫苗的重要发展方向。本研

究构建的含有多拷贝Ｄ型ＯＤＮ的质粒能有效激活

健康人及 ＨＢＶ感染者ＰＢＭＣ，在小鼠体内能显著

增强重组 ＨＢｓＡｇ诱导的免疫应答，提示这种方法

对于治疗性乙肝疫苗具有潜在的应用前景，值得进

一步研究。
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