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89&多表位抗原基因重组减毒口服活菌苗的研究"

黄建生 解咏梅 张 潜 沈先荣 任大明
（复旦大学生命科学院 上海 $""!11）

摘 要：把丙型肝炎病毒（:.;<,=,=>9?=/@>，89&）复合多表位抗原基因A9B与!7半乳糖苷酶
基因（CD）融合后，构建重组减毒鼠伤寒沙门氏菌口服活菌苗EF1$5%（;GH／A9B），免疫小鼠
及家兔后，于第5周始可检测到低水平的抗7CD7A9BIJC（%K$""），至1月时最高滴度分别达

%K4""及%K$#5""，均显著高于宿主菌EF1$5%组及空白对照组。在免疫小鼠的肠道灌洗液
中可检测到抗7CD7A9B>IJL。CD7A9B抗原可促进免疫小鼠及家兔淋巴细胞增殖，诱发明显
的迟发性超敏反应（MN8）。口服免疫后小鼠体重出现一过性下降，但未见其它明显的毒性
作用，安全性较好。本研究从新的角度探讨了89&复合多表位重组口服活菌苗的可行性，
为89&疫苗的研究提供新的实验依据。
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利用减毒鼠伤寒沙门氏菌来表达外源蛋白并制备口服活菌苗是近十几年来疫苗研究

中鼓舞人心的进展之一。由于粘膜免疫直接把目的抗原表达于肠道上皮细胞中，可高效

地激发特异性免疫应答，因此倍受关注，也是未来疫苗发展的最主要的方向之一。我们在

89&表达产物中优选了#个高度保守的免疫性N及／或P细胞表位，组合成一个89&
复合多表位抗原基因［%］，与!7半乳糖苷酶基因融合后，构建重组减毒鼠伤寒沙门氏菌口服
活菌苗EF1$5%（;GH／A9B），用于免疫小鼠及家兔，研究该89&重组活菌苗诱发免疫应
答水平及其安全性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒与菌株：质粒;GH!#"7%、;GH／A9B为复旦大学遗传学研究所遗传工程国家
重点实验室提供；减毒鼠伤寒沙门氏菌FP#"""及EF1$5%为E,<QR’/S大学E,’+T./PL
教授及何笑松博士赠送。



!"!"# 试剂：!"#$兔抗鼠%&’、脂多糖（(#)）、小牛血清白蛋白（*)’）购自)+&,-公司：

!"#$兔抗人%&.、!"#$羊抗兔%&.、!"#$兔抗鼠%&.、/01’、#!’$2购自华舜生物工程
公司；蛋白质.3$#/4、.3为我室纯化样品［5］；6!购自英国’,789:-,公司。

!"!"$ 动物：%/"小鼠及新西兰家兔均购自海军医学研究所实验动物中心，健康;周龄
小鼠<=!5<&，新西兰家兔5!5>?@&，雌雄各半。每组小鼠?!<A只，家兔B!?只。

!"# 方法

!"#"! 重组活菌苗的构建及表达：质粒CD"B?A$<及CD"／#/4先分别转化到(*?AAA
后，抽提质粒后用于转化)(65;<，获得重组减毒鼠伤寒沙门氏菌口服活菌苗)(65;<
（CD"B?AE<）及)(65;<（CD"／#/4）。分别挑取单菌落在(*培养剂中培养，常规处理
及电泳［6］。

!"#"# 口服免疫：口服免疫方法参照文献［6］进行。小鼠及家兔免疫剂量分别确定为

<F<AG/HI／次及5F<AJ/HI／次，于第A、5、B周时相同剂量各免疫一次。每隔5周采集
血清。

!"#"$ 免疫血清特异性抗体的检测：（<）抗$.3$#/4%&.的检测：K(%)’方法参照［6］，
以.3$#/4蛋白包被，二抗为!"#$羊抗兔及!"#$兔抗鼠%&.，<L<AAAA稀释。（5）鼠血
清抗$.3$#/4%&’的检测：K(%)’方法同上，以.3$#/4蛋白包被，二抗为!"#$兔抗鼠

%&’，以<L<AAA稀释。（6）小鼠肠道及9%&’的检测：取<AM,小鼠小肠，剪开肠管后，用

A>G,(#*)洗涤完全后，离心取上清作为一抗，二抗为!"#$兔抗鼠%&’。（B）血清抗$
(#)%&.的检测：用(#)包被，二抗为!"#$羊抗兔或!"#$兔抗鼠%&.。

!"#"% 细胞免疫检测：（<）淋巴细胞转化试验（(NN，6!$NO"掺入法）：参照文献［B］进
行，并作改进。家兔耳静脉采血约5,(，在5B孔培养板每孔中加入A>J,("#2%$<;BA
完全培养基及<AA"(全血，每组6管，.3$#/4蛋白终浓度为<A",0P／(，置6=Q密封培养

=5:，每日摇匀5!6次，观察细胞生长情况，于结束培养前<;:加入5"(的6!$NO"。培养
结束后，每孔加入BA"(乙酸钠，作用?,+1后加到玻璃滤膜上，用水泵抽干后，加6,(?R
三氯醋酸（N/’），再加6,(无水乙醇脱水，滤膜置GAQ烤干后，加入闪烁液（B&##ST
A>AB&#S#S#／(二甲苯）?,(，于液体闪烁仪()$;?AA中测定/#2值。（5）迟发性超敏
反应（UN!）：参照文献［B］进行，用.3$#/4蛋白注射于小鼠后足趾皮下或家兔腿部皮
内，注射剂量分别为<A"&、?A"&，观察注射部位的变化。

!"#"& 免疫小鼠体重及肝脾变化：免疫后每周分别称取各组小鼠体重；于免疫后B月处
死部分小鼠，观察肝脾大小。

# 结果

#"! ’($#)!（*+,／-./）的构建及目的蛋白的表达
经<5R)U)$#’.K电泳，可见.3$#/4融合基因在)(65;<中获得良好表达，.3$

#/4蛋白的表达量约占总菌体蛋白质的<AR!<?R，对照载体也表达了.3蛋白，相对
分子质量大小正确（图略）。

#"# 抗0120-./341的检测

)(65;<（CD"／#/4）口服免疫小鼠及家兔后，于免疫后第;周诱发特异性抗体滴度
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达到最高，分别为!"#$$及!"%&’$$（图!、%）。活菌苗在家兔中可诱发更强的免疫应答，
且持久性较好，于免疫后(月尚可检测到抗)*+),-./0*。载体组在小鼠可诱发与疫苗
组相似的抗体反应，而在家兔中则较差，与疫苗组比较,!$1$$!。

图! 小鼠血清抗)*+),-./0*的检测结果

2304! 56768739:9;<:73)*+),-./0*3:7=6>6?<

9;3@@A:3B6C@386（>6?<!"!$$C3DA739:）

图% 家兔血清抗)*+),-./0*的检测结果
（血清!"’($$稀释）

2304% 56768739:9;<:73)*+),-./0*3:7=6>6?<

9;3@@A:3B6C?<EE37>（>6?<!"’($$C3DA739:）

!"# 抗$%&$’()*+,的检测

FGH%’!（IJK／,-.）组小鼠血清中可检测到低水平的抗)*+),-./0L，与空白对照相
比，,!$1$&。

图H 家兔及小鼠血清抗G,F的检测结果

2304H 56768739:9;<:73)G,F/0*3:3@@A:3B6C

?<EE37><:C@386（>6?<!"!$$C3DA739:）

!"- 小鼠肠道抗$%&$’().*+,的检测
在肠道灌洗液中可检测到低水平的

>/0L，FGH%’!（IJK／,-.）组与空白对照组
存在显著差异（,!$1$&）。

!"/ 抗$0’1*+%的检测
家兔及小鼠免疫后都可检测到一定水平

的抗)G,F抗体，与对照存在显著差异（,!
$1$&或!$1$!，图H）。

!"2 细胞免疫检测结果

!"2"3 GMM结果：*+),-.抗原作为刺激
物，可促进免疫小鼠淋巴细胞增生，疫苗组与载体对照组分别为%&’1$N及O&1#N（,!
$1$&），未加刺激物分别为!HO1#N及!$%1’N。

!"2"! 5MP结果：免疫后第(周，疫苗组只有一半小鼠诱发较低水平的5MP反应，但

FGH%’!对照组几乎都为阴性，FGH%’!（IJK／,-.）、FGH%’!（IJK(&$)!）组与FGH%’!组
存在显著差异（,!$1$&，表!、%）。’个月后，疫苗组免疫家兔尚可诱发明显的5MP反
应，而载体组则为阴性。

!"4 免疫小鼠体重动态分析
免疫后小鼠体重大多出现一过性下降，可能是减毒鼠伤寒沙门氏菌本身的残留毒性

所致。
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表! !"#$%&抗原诱发免疫小鼠的’()反应结果（第"周）
#$%&’! (’&$)’*+),’-),’./’0/1+121+).’$3+140/10*53’*%)6789:;

$0+1<’0101==501>’*=13’$+?’’@"

6.45, 0 AA A B C

DEFGH!（,IJ／9:;） H G F !
DEFGH!（,IJKLM8!） L ! G ! !
DEFGH! F ! G
N&$0@ L L

AA：D1<01O13$0+/?4&&’0；A：D?4&&’0；B：D&1<-+/?4&&’0；C：P4/?4&&’0

表G !"#$%&抗原诱发免疫家兔的’()反应结果（第K及第"周）
#$%&’G (’&$)’*+),’-),’./’0/1+121+).’$3+140/10*53’*%)6789:;

$0+1<’0101==501>’*.$%%1+/$+?’’@K$0*?’’@"

6.45,
?’’@K（!/+*） I’’@"（!/+*） I’’@"（G/+*）

(1$=’+’.／== Q’$0／== (1$=’+’.／== Q’$0／== (1$=’+’.／== Q’$0／==
DEFGH!（,IJ／9:;） L，L，L，M，L KRM H，!G，S，M，H HRF K，!M，S，L，T HRT
DEFGH!（,IJKLM8!） M，!L，L，!M，S LRH K，M，S，!G，L LRS L，L，K，!M，!M HRT
DEFGH! L，M，M !RT M，M，M M M，M，M M
N&$0@ M，M，M，M M M，M，M，M M M，M，M，M M

*+, 免疫小鼠肝脾变化
肉眼可见免疫小鼠脾脏轻度肿大，而肝脏则未见明显变化。

- 讨论
减毒鼠伤寒沙门氏菌由于可在肠道寄生，所表达的外源抗原可被吞噬细胞所吞噬，继

而提呈给抗原提呈细胞，激发特异性免疫应答。由于活疫苗不需注射，不需医护人员的参

与，使用十分方便；不需纯化抗原，价格低廉且可很好地保持抗原的免疫原性；而且活菌苗

储存及运输都比较方便，因此受到广泛的关注，也是IUV在未来疫苗研究中要极力推广
的方向。

目前丙型肝炎疫苗还没有成功的报道，最主要的原因是U:W的高度变异性导致病
毒易于逃逸宿主的免疫杀伤，这也是U:W感染易于慢性化的根源所在。我们根据目前

U:W的免疫表位研究进展，在U:W表达产物中优选了L个#／N细胞表位，其表达产物
具有显著的U:W特异性，各表位保持相对独立，以9L、9H、9G表位的免疫效应最强（待发
表），但这些表位是否具有保护作用，尚需进一步验证。6789:;蛋白可与U:患者血清
发生特异性反应，而不与载体67发生反应，证实所表达的融合蛋白具有U:W的免疫特
异性［!］。重组蛋白质免疫小鼠及家兔后可诱发高水平的特异性免疫应答，且无明显的毒

性。

本研究把重组U:W口服活菌苗DEFGH!（,IJ／9:;）免疫小鼠及家兔后，诱发了特异
性抗86789:;X<6及X<Y、抗8E9DX<6反应，提示该活菌苗可诱发针对目的蛋白及减毒鼠
伤寒沙门氏菌的体液免疫应答。6789:;蛋白刺激免疫小鼠后，引发明显的(#U应答，
说明活菌苗可诱发特异性细胞免疫应答。在免疫小鼠的肠道灌洗液中还可检测到低水平
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的!"#$，则提示活菌苗可诱发局部的分泌型免疫应答，可望加强疫苗的保护性作用，因此
该%&’口服活菌苗的研究具有一定的理论意义及潜在的应用价值。我们拟进行恒河猴
的保护性试验，以深入验证该疫苗的有效性。

近年来，借助其它一些细菌载体，如减毒鼠伤寒沙门氏菌等，把真核表达载体()$
直接进行口服免疫，已获得良好结果［*+,］。我们的研究也已经表明，携带-&.基因的真
核表达载体的/01234也可诱发针对567-&.蛋白的免疫应答（待发表）。
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