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摘 要：研究酵母表达的乙脑病毒（+6B6-.C. 4-;.BD6)7E7C F7G,C）4蛋白主要抗原片段与结核杆菌热休克蛋白 H%（DCBH%）
形成的融合蛋白对小鼠细胞免疫和体液免疫的影响。采用腹膜内注射蛋白的方法免疫小鼠，以直接免疫 4蛋白主
要抗原片段和以 4蛋白主要抗原片段和单独表达的 DCBH%两者均以 "%B5()的量进行混合后的蛋白免疫的小鼠作
为对照，用半定量 I02JKI检测细胞免疫因子 LM2$5I/N的水平，LM2$是细胞介导的免疫反应和巨噬细胞激活中的
关键分子，O00法检测淋巴细胞的增殖情况以及通过 4MLPN检测抗体水平，从这 #个方面来评价融合与未融合蛋白
以及等量混合后的免疫效果。结果 4蛋白主要抗原片段与结核杆菌 DCBH%重组后，5LM2$，淋巴细胞的增殖以及抗
体水平均较重组前明显升高，因此，以乙脑 42QPJH%融合蛋白免疫能增强小鼠针对 4蛋白主要抗原片段的细胞免
疫和体液免疫。

关键词：乙脑病毒 4蛋白主要抗原片段，结核杆菌热休克蛋白 H%，5LM2$，淋巴细胞的增殖，抗体水平
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流行性乙型脑炎（简称乙脑）是由蚊虫传播引起

人类或马的中枢神经系统感染的病毒性疾病［<］，+4’
基因组为单股正链 I/N，长约 <<ST，含单一开放阅
读框［$］，编码一个全长 #!#$ 个氨基酸的多蛋白前
体，该多蛋白前体经蛋白酶切割加工，产生 #个结构
蛋白：核衣壳蛋白（K）、膜蛋白（JGOUO）、包膜糖蛋白
（4）；H 个非结构蛋白（/P<、/P$6、/P$T、/P#、/P!6、
/P!T、/P"）［$，#］。在许多亚洲国家使用的第一代疫
苗是乙脑病毒的灭活苗和弱毒苗，都取得了很大的

成就［!］，但是鼠脑来源的乙脑疫苗在过敏问题上越

来越突出，使用灭活疫苗的一个主要问题是缺乏长

效免疫［"］，由于需要多次重复免疫，使得免疫程序繁

琐。因此国际上对改善发展新的乙脑疫苗的要求很

迫切［&］。4蛋白上有特异性抗体的中和表位，可诱
导免疫动物产生中和抗体，本试验选取了根据计算

机软件分析出 4 蛋白上抗原决定簇比较集中的区
域作为融合表达中的抗原肽［H］。本文旨在研究酵母

表达的乙脑 42QPJH%融合蛋白是否能增强小鼠针对
4蛋白主要抗原片段的特异性细胞免疫和体液免
疫，为进一步研制乙脑的诊断抗原和基因工程疫苗

打基础。

, 材料和方法

,-, 材料
,-,-, V/N和菌株：人结核杆菌（!"#$%&#’()*+, ’+%()-
#+.$/*/）Q#HIF标准株的基因组，大肠杆菌（0/#1()*#1*&
#$.*）VQ"!，酵母菌株 W2##，J4024原核表达载体为本
实验室杨耀武构建［H］，BOV<120，PX，BJLKY!2N。
,-,-. 动物：ZNMZU;小鼠，& [ 1周龄，由南京医科大
学实验动物中心提供，均为雌性。

,-,-/ 主要试剂和仪器：0#$I"，2&,Q"，3%&"和 4&#"
内切酶，0! V/N连接酶，G 06@ 酶及 MN 06@ 酶均购自
大连 06X6I6 公司；JKI引物由上海博亚公司合成；
V/N凝胶回收试剂盒为上海华舜生物工程有限公司
产品；中分子量标准蛋白购自创瑞公司；\.CE.G-印迹
试剂盒，QIJ2PJN及酶标羊抗鼠二抗均为武汉博士德
生物工程有限公司产品；其它试剂均为国产或进口分

析纯试剂。电穿孔仪、电泳仪、电转仪均为 Z7(I68公
司产品；JKI扩增仪为 ].-.公司产品。
,-. 酵母表达载体 0$123!4!，0$123!4"#$%& 和
0$123!4!4"#$%&的构建和表达
,-.-, 酵母表达载体的构建：设计扩增单独表达 4
蛋白基因主要抗原片段的引物，B<（"^）："^2]NN02



!"#!""!""!$"!$!!$$!"%&’；()（ &’）： *’%!"!#%
$##"$##$$$$!!"#"!$!"#"%&’，*’端带有 !"#+!
位点，&’端带有 $%&!位点。设计扩增单独表达
,-(./ 的引物，(0（*’）：*’%$##!!"#!$$"!"$!$"
$$!"$$$#!"$#""%&’；()（&’）：*’%!"!#$###"!!$%
$""!"""$$""$!"$!"$%&’，*’端带有 !"#+!位点，
&’端带有 $%&!位点。设计扩增融合 1蛋白基因的
引物，其 *’端引物与上同；&’端引物为 *’%$$#!"%
"$##$$$$!!"#"!$!"#"%&’，&’端带有 ’&(2!位
点。设计扩增融合 ,-(./ 基因的引物，(0（*’）：*’%
$$#!""#!$$"!"$!$"$$!"$$$#!"$#""%&’； ()
（&’）：*’%!"!#$###"!!$$""!"""$$""$ !"$!"$%
&’，*’端带有 ’&(2!位点，&’端带有 $%&!位点。
这 &种载体构建完毕后，质粒中外源基因的序

列测定由上海博亚生物公司完成。

!"#"# 酵母载体的表达：将重组质粒及载体对照
(34"5"%# 线性化后电穿孔转化，用 3"+ 鉴定重组
子，检 测 引 物 为：(0（ *’）*’%$#"!$$!!""##!!%
$#"##$"%&’（*’%367,68 (96:;9）；()（&’）：*’%$"###!%
$$"#!!"!$#"#!""%&’（&’ 367,68 (96:;9）。3"+反应
体系（)*#<）：重组子基因组 0#=，)>*#< 0/ ? <# 3"+
@ABB;9，0>)*#< CDEF，0/(:GH 的 检 测 引 物，)#<
)*::GHI< D="H)，/>J)*K <# )&* 酶，)/::GH LM!3。

3"+ 条件：N*O *:6P；NQO 0:6P，*QO 0:6P，.)O
Q:6P，&/个循环；.)O 0/:6P。阳性重组子经甲醇诱
导后，1蛋白主要抗原片段，,-(./ 和 1%2E3./ 融合
蛋白在毕赤酵母中表达，进行 ECE%3#$1分析和免
疫印迹检测。

!"$ 蛋白质的制备
由于本试验中，酵母表达的外源蛋白较纯，自体

蛋白极少而且不需考虑 <3E的影响，所以在免疫小
鼠之前，将表达的蛋白用 3@E 进行透析，在
$;P;RA8PS (9G +M#ICM# "8H7AH8SG9 定量后就可直接
进行免疫。

!"% 免疫小鼠
分为 &组，每组 0/只；用 )>)#=（*/(:GH）1蛋白

主要抗原片段，)>)#=（*/(:GH）的 1蛋白主要抗原片
段和 &>*#=（*/(:GH）的 ,-(./混合，*>.#=（*/(:GH）1%
2E3./融合蛋白进行腹膜内注射，& 周后进行第二
次免疫。

!"& 脾淋巴细胞的获取
第二次免疫后 )周处死小鼠，在超净台内无菌

操作取出脾脏，制备成单个脾细胞悬液，取淋巴细胞

分离液入离心管管底，沿管壁小心加入两倍体积的

脾细胞悬液，0)//9I:6P水平离心 )/:6P，沿管壁小心
吸出界面层细胞，3@E洗涤 &次，计数细胞，使达到
0 ? 0/J I:<，接种入六孔板，用终浓度为 0T#=I:< 的
1蛋白主要抗原片段同时加进板内刺激。
!"’ 细胞免疫因子 ()*+#的半定量 ,-+./,检测

4<%)是细胞介导的免疫反应和巨噬细胞激活中
的关键分子，以小鼠的$%87S6P作为内标，其引物为：
(0（*’）：*’%"""#!"!#"$#$$$"!#!%&’，()（&’）：*’%
"!$$##$$!$$#"#$!$#$%&’，3"+ 产 物 长 度 为
*./U(。 4<%) 的 引 物 为：(0（ *’）：*’%##$"!"!#%
"#$"$$##$"#"%&’，()（&’）：*’%#!""#$##"#!$"%
"$"#$#$%&’，3"+产物长度为 )&0U(。
用 !+4VGH法提取细胞 :+M#，用无 +M#酶水溶

解后，定量，每份样品取 )#=进行 +!，首先在 3"+管
内加入 />T(:GH GH6=L!，)#= :+M#，直接在 3"+仪上
进行，./O *:6P；随后在同一管内加入 />T::GH
LM!3，*#< * ? +!%@ABB;9，0#< D%D<W（)//KI#<），0#<
+M#抑制剂（*KI#<），最后用水补足到 )*#<，在 3"+
仪上进行，&.O 0,，N*O *:6P；在 7CM#合成后，取出
Q#< +!产物进入 3"+系统：*#< 0/ ? 3"+ @ABB;9，&#<
CDEF，/>Q(:GH 4<%)的引物，/>Q(:GH$%87S6P的引物，
Q#< )*::GHI< D="H)，)K +)&* 酶，/>Q::GH LM!3，用
水补足到 */#<体系，进行如下程序：N*O &:6P；NQO
&/-，*/>&O &/-，.)O &/-，&/ 个循环；.)O 0/:6P。
/>TX琼脂糖凝胶电泳，读灰度值并进行数值分析。
!"0 1--分析
在分离脾细胞后，接种到 NJ 孔板内，使达到 )

? 0/Q I孔，每孔加入细胞的体积为 0//#<，同时加入
终浓度为 0T#=I:<的 1蛋白，将细胞板培养 QT,，提
前 Q,取出，加 D!!（原始浓度 *:=I:<）)/#<I孔，继续
培养 Q,，取出后弃上清，加 CDEF 0//#<I孔，使结晶
溶解，在微量震荡器震荡，测 ,-*./值。

!"2 抗体滴度的测定
以 0/(:GH的 1蛋白主要抗原片段包被，QO过

夜，3@E洗涤，&.O封闭 ),，3@E洗涤，加小鼠血清样
作用 0,，洗涤，加入羊抗鼠的酶标二抗 0,，3@E 洗
涤，加入 F3C 显色，反应 0*:6P 后，加入 ):GHI<
2)EFQ 终止反应。以 ,-QN/大于 />) 的血清最高稀
释度作为抗体滴度。

# 结果

#"! 重组载体的构建及表达
图 0为重组表达载体的构建，经测序，这 &个重

组载体中外源基因的阅读框和方向正确，经甲醇诱
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导后，!"#$%!&’表达出 (()*和 +,)*两种糖基化程
度不同的蛋白，表达量较高，约为 -.,/012，!"#$%!&
34"5,表达的蛋白分子量为 5,)*，表达量为 657/01
2，!"#$%!&’&34"5, 表达出 66()*的蛋白，表达量为
88/012，由于该蛋白分子量较大，采用次高分子量蛋
白质 9:;)<;作参照，电泳效果不理想，但从图中可

得出该融合蛋白分子量大约在 66()*，这是根据未
重组的空载体表达的蛋白大小推出，经过改进，使用

中分子量蛋白质 9:;)<;使得电泳效果大大改善，经
=<>?<;@ ABC?分析，’蛋白和 ’&34"5, 融合蛋白均具
有较好的抗原性（图 -）。

图 ! 重组表达载体 "#$%&!’(，"#$%&!’)*#+,和 "#$%&!’(’)*#+,的构建
DE0F6 $C@>?;GH?EC@ CI ;<HC/AE@:@? <J!;<>>EC@ K<H?C; !"#$%!&’，!"#$%!&34"5, :@L !"#$%!&’&34"5,

图 - （.）(蛋白主要抗原片段的 */*’#.0(和1234256
7894；（:）;3"+,蛋白的 */*’#.0(；（%）(’)*#+,融合蛋白
的 */*’#.0(；（/）经过改进后 (’)*#+, 融合蛋白的
*/*’#.0(和1234256 7894
DE0F - （M）4*4&"MN’ :@L =<>?<;@ ABC? :@:BO>E> CI /:PC; :@?E0<@EH

><0/<@? CI ’ !;C?<E@；（Q）4*4&"MN’ :@:BO>E> CI R>!5,；（$）4*4&"MN’

:@:BO>E> CI ’&34"5, IG>EC@ !;C?<E@；（*） #/!;CK<L 4*4&"MN’ :@L

=<>?<;@ ABC? :@:BO>E> CI ’&34"5, IG>EC@ !;C?<E@

M：SR< B<I? E> 4*4&"MN’ :@:BO>E> CI >G!<;@:?:@? CI !"#$%!&’1T&88，?R<

;E0R? E> =<>?<;@ ABC? :@:BO>E>F 6，-U!"#$%!&’；8U!"#$%!&M；9F9:;)<; F

Q：4*4&"MN’ :@:BO>E> CI >G!<;@:?:@? CI !"#$%!&35,1T&88U 9F 9:;)&

<;；6U!"#$%!&M；-，8U!"#$%!&35,U

$：4*4&"MN’ :@:BO>E> CI >G!<;@:?:@? CI !"#$%!&’&35,1T&88U 9F

9:;)<;；6U!"#$%!&M；-，8，(U!"#$%!&’&34"5,；

*：#/!;CK<L 4*4&"MN’ :@L =<>?<;@ ABC? :@:BO>E> CI !"#$%!&’&34"5,1

T&88U 9F9:;)<;；6，-U!"#$%!&’&34"5,；8U!"#$%!&MF

-<- 细胞免疫因子 =$>’- 的半定量 ?@’#%?检测
结果

每只小鼠取相同量的 /VWM进行逆转录（反应
体系相同），取等量的 VS产物进行 "$V，用同体积
的 "$V产物进行核酸琼脂糖电泳，以了解这 8组 #2&
-/VWM水平的差异。经分析，"&:H?E@ 的量大致相
同，表明试验结果可靠（图略），免疫 ’蛋白组中 #2&-
灰度值的平均值为 6U85+ X ,U,-6-A，’ Y 34"5,蛋白
组中 #2&-灰度值的平均值为 6U,6 X ,U,6(6A，免疫 ’&
34"5,融合蛋白组中 #2&-灰度值的平均值为 -U-8 X
,U-6-:，融合蛋白组与其它两组差异显著，而 ’蛋白
组和 ’ Y 34"5, 蛋白组两者之间差异不显著（! Z
,U,+）（图 8&M）。

图 A （.）(蛋白，( B )*#+,蛋白和 ( C )*#+,融合蛋
白分别免疫小鼠后 =$> C - 产生数量的比较；（:）( 蛋
白，(B )*#+,混合蛋白和 (C )*#+,融合蛋白分别免疫
小鼠后淋巴细胞增殖的比较

DE0F8 （M）$C/!:;:?EC@ CI /#2 [ - !;CLGH<L AO /EH< E///G@E\<L ]E?R

’ !;C?<E@，’ Y 34"5, :@L ’ [ 34"5, IG>EC@ !;C?<E@；（Q）$C/!:;:?EC@

CI !;CBEI<;:?EC@ CI BO/!RCHO?<> E@ /EH< E///G@E\<L ]E?R ’ !;C?<E@，’ Y

34"5, :@L ’ [ 34"5, IG>EC@ !;C?<E@

*:?: /:;)<L LEII<;<@? B<??<;> LEII<;<@?E:?<L >E0@EIEH:@?BO（" Z ,F,+）F

-<A D@@
免疫 ’蛋白的小鼠组 ^*+5, 平均值为 ,U8- X

,U,_7A，’蛋白主要抗原片段和 34"5, 混合蛋白组

8((8 期 葛菲菲等：乙脑 ’蛋白与结核杆菌 34"5,的融合蛋白对 QM2Q1H小鼠特异性免疫的影响



为 !"#$ % !"!&’(，)*+,-.! 融合蛋白组为 !"$$ %
!"!/0’1，这 # 组经统计学分析，) 蛋白组和 ) 2
+,-.!混合蛋白组差异不显著，而这两组均与 )*
+,-.!融合蛋白组差异显著（! 3 !"!$）（图 #*4）。
!"# $%&’( 结果
经测定，)蛋白组产生的抗 )蛋白主要抗原片

段的抗体滴度为 0!#"’，) 2 +,-.!蛋白组产生的抗 )
蛋白主要抗原片段的抗体滴度为 0!#"’，)*+,-.! 蛋
白组产生的抗 ) 蛋白主要抗原片段的抗体滴度为
0!#"$，这一结果表明与 567.!融合后的蛋白引起的体
液免疫效果比单独表达的效果好。

) 讨论
目前在动物疫苗中我们使用的佐剂常常制作烦

琐，使用不方便而且有些佐剂的价格较贵，阻碍了其

在临床上的广泛使用，另外有可能导致过敏反应。

结核杆菌热休克蛋白 .! 具有分子佐剂和载体效
应［’，#］，是结核杆菌的主要抗原成分之一，可诱导和

增强机体体液免疫和细胞免疫的发生，因此用该基

因与一些传染病或寄生虫病病原体的抗原基因融合

表达以制备疫苗，借助它的载体分子效应和佐剂作

用，以提高病原体抗原的免疫原性和疫苗的免疫预

防效果。有关 567.!能增强与其融合表达的抗原肽
的免疫反应涉及到 567.!自身也含有多个 8细胞表
位，所以就增加了 8细胞表位的数目；另外当机体遇
到病原体时，会产生大量的 567.!分子，这样免疫系
统就会生成许多针对 567.! 的 8细胞前体，因此当
机体暴露于许多感染性物质时总会检测到针对

567.!的免疫反应；此外，567.! 与抗原提呈细胞
（9-:）表面的受体结合从而提高抗原肽在 9-:中内
化的效率加速其进入 ;+:!类分子提呈通道。
目前国内外的报道主要是将 567.!融合到人类

的一些病毒病（如 +<=，+-=）的抗原肽上，乙型脑炎

是一种人畜共患病，本研究将乙型脑炎 )蛋白上抗
原性较好的区域与 567.! 基因融合，并在酵母中进
行表达，避免了大肠杆菌中形成的包含体，表达的有

活性的外源蛋白就在酵母上清中，离心后就能获得，

自体蛋白极少而且不需考虑 >-,的影响，我们从细
胞免疫和体液免疫两方面来评价与 567.!融合后的
蛋白其免疫效果如何，结果表明与 567.! 融合后的
蛋白其免疫效果比未融合的 ) 蛋白主要抗原片段
免疫效果好，此外通过以 )蛋白和 567.! 等量混合
后免疫小鼠，其免疫效果与以单独的 )蛋白免疫基
本相似，说明 567.! 只有与抗原肽以融合表达方式
才能具有一定的免疫增强作用，是因为 567.! 蛋白
的功能而不是分子量的增加提高了免疫效果，这为

我们在选择免疫佐剂时提供了一个新的选择。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

生物信息学方法指南

>*米塞诺，>*+*克拉维茨 著；欧阳红生 等译
M44W年 L月出版；3;4L;4RNNZW;RU\*RNQS；定价：WS*44
计算机在管理生物学日益增长的海量数据方面起到了不可估量的作用，并推进了现代生物学的快速

发展。本书详细介绍了一些重要生物学软件和数据库的使用，同时提供了一些实用的技巧和最新研究进

展。全书分为五部分，包括序列分析软件包、分子生物学软件、网络信息资源、计算机和分子生物学的关

系、生物信息学教学与最新文献跟踪。内容全面，实用性较强，可帮助生物信息学人员对该学科有更深入

地了解。本书可作为大专院校、科研机构的分子生物学、生物信息学等相关专业的研究生、科研和教学人

员的参考书。

精编分子生物学实验指南（第四版）（译）
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被誉为分子生物学“红宝书”的《精编分子生物学实验指南》（>2),# 7,)#)-)@( $0 H)@"-’@1, T$)@)C?）是知名

度很高、不断更新的《最新分子生物学实验方法汇编》（9’,,"0# 7,)#)-)@( $0 H)@"-’@1, T$)@)C?）系列的精简版本，
其囊括了《汇编》中所有基本方法及其详细实验步骤，是一本实验室必备的工具书。在上一版推出 W年后，
新版即将面世。新版对原有内容进行了修订和更新，包括：大肠杆菌、质粒和噬菌体，O_+制备与分析，
O_+和 Y_+的酶促操作，Y_+的制备与纯化，重组 O_+文库，重组 O_+文库的筛选，O_+测序，重组 O_+
诱变，O_+转染哺乳动物细胞方法的介绍，蛋白质分析，免疫学，O_+;蛋白质相互作用，酿酒酵母，原位杂交与免疫组织化学，
聚合酶链式反应，蛋白质表达，蛋白质磷酸化分析等；又新增了生物信息学、蛋白质相互作用、统计分析等新内容。
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