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免疫共刺激分子 !"#$% 对乙型肝炎核酸疫苗的免疫佐剂作用
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摘要：【目的】为了进一步增强 MCN O1P 疫苗的免疫反应，本研究将共刺激分子 QR!.S 作为 MCN O1P 疫苗

的分子佐剂免疫小鼠，旨在探讨共刺激分子 QR!.S 对 MCN O1P 疫苗诱导体液和细胞免疫应答的影响。【方

法】我们将 MCN O1P 疫苗（7,O0(）单独或联合共刺激分子质粒 7QR!.S 免疫 3$%CS4’ 小鼠；分别在第 .，(，!
周进行免疫，在第 ’ 周检测抗BMC= /ET、/ET2 和 /ET(*，I 淋巴细胞增殖指数，细胞因子表达水平和体内细胞毒

性 I 淋巴细胞杀伤作用（3IS）等免疫学指标。【结果】7,O0( 联合 7QR!.S 免疫组小鼠的抗BMC= 水平显著提

高，抗BMC= /ET 亚类以 /ET(* 占优；免疫小鼠的 I 淋巴细胞体外经乙型肝炎表面抗原（MC=PE）刺激后，联合免

疫组刺激指数（0/）明显高于 7,O0( 组；联合免疫组 3O!J I 淋巴细胞的 /SB! 和 /U1B!表达水平及 3OKJ I 淋巴

细胞的 /U1B!表达水平显著升高；O1P 疫苗免疫的各组小鼠，MC=PE 特异性体内 3IS 高于对照组，其中联合

免疫组小鼠的体内 3IS 杀伤作用最强。【结论】共刺激分子 QR!.S 不仅能增强 MCN O1P 疫苗诱导特异性体

液免疫应答，还能增强特异性细胞免疫反应，尤其增强体内 3IS 的杀伤活性，为 MCN O1P 疫苗的研究奠定

了基础。
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乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（-G7*6?6?= C W?+:=，
MCN）引起的一种影响全球公共卫生的重要传染病。

据统计全球大约有 (. 亿乙型肝炎病毒感染者，其中

#X$ 亿为 MCN 慢性感染者，每年死于慢性 MCN 感染

人数达到 2.. Y (.. 万，MCN 持续感染最终将导致肝

坏死、脂肪肝和肝癌的发生［2］。MCN 持续感染不能

被清除的重要原因之一是细胞免疫反应低下尤其不

能产生强烈的 3IS 杀伤反应。MCN O1P 疫苗能够

诱导细胞免疫应答，尤其是较强的特异性 3IS 应答

能有效的清除 MCN 感染，因此 O1P 疫苗免疫有望

成为一种治疗 MCN 慢性感染的新策略［(］。目前，增

强 MCN O1P 疫苗的免疫反应已是 MCN 治疗及疫苗

研究的一个热点。共刺激分子 QR!.S 能促进 I 淋

巴细胞增殖，诱导免疫细胞产生 /U1B!、/SB! 和 /SB(
等细胞因子，增强 3IS 细胞的细胞毒作用等［#］。本

研究将小鼠共刺激分子 QR!.S 真核表达质粒和表

达 MC=PE O1P 疫苗联合免疫小鼠，观察 QR!.S 对

MCN O1P 疫苗诱导特异性体液免疫和细胞免疫应

答的影响。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 主要试剂：羊抗鼠 /ET2 和 /ET(* 为 09:6-G+;
C?96G,-;9<9EZ P==9,?*6G= 公司产品；兔 /ET，小鼠抗兔

/ET，四甲基偶氮唑（)II），刀豆蛋白（39; P），牛血

清白蛋白（C0P），佛波二脂（[)P），莫能菌素，多聚



甲醛和皂素均为 !"#$% 公司产品；&’(、)*+, 、)-.+!、

&’,、&’/、)#01 荧光单克隆抗体和 -2!抗体购自 3’
公司；羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（&-!4）为

5678297%: ;:6<8= 产 品；胎 牛 血 清 和 >;5)1?,@ 为

0)3&A 公司产品；B3=C# 华北制药集团提供；B3=C#
特异性 &D* 多肽 !E@/+E1F )*!;-*;* 由上海吉尔生

化有限公司合成；抗+B3= 4*)!C 检测试剂盒购自北

京金豪生物技术有限公司。

!"!"# 实验动物：&FG3*H? 雌性小鼠，? I / 周龄，

1F I 1/ #，!;- 级，购自军事医学科学院实验动物研

究中心。

!"# 质粒 $%& 的制备

将 B3J 前 !E 区和 ! 区基因构建到真核表达载

体 K2’.C(L@ 中，命 名 为 K2’!E；将 共 刺 激 分 子

AM,@* 基因插入真核表达载体 K:6JCM（本实验自行

改造 的 表 达 载 体）中，命 名 为 KAM,@*；K2’!E 和

AM,@* 均由本实验室自行构建，已证实可高效表

达［,］。将质粒 K2’!E、KAM,@* 和 K2’.C(L@ 分别转

化 ! N "#$% ’BF%，提取质粒，经酶切测序鉴定为阳性

克隆，阳性克隆分别接种于 F $* 含氨苄青霉素的

*3 液体培养基中，于 (GO振荡培养 1? P，次日按 1 Q
1@@ 扩大培养 ? P 制备发酵培养的“种子”，最后转入

发酵罐中发酵培养，采用大规模碱裂解法提取质

粒［F］，并用生理盐水调节浓度至 1 #H* 于 R E@O保

存。

!"’ 动物分组、免疫方法

&FG3*H? 小鼠随机分为 ? 组，每组 ? 只；免疫分

组为 第 1 组 仅 免 疫 K2’!E 组，第 E 组 K2’!E S
KAM,@* 联合免疫组，第 ( 组免疫 K2’!E S K:6JCM
组，第 , 组免疫 KAM,@* 组，第 F 组免疫 K2’.C( 组，

第 ? 组空白组；肌肉多点注射于小鼠两后股四头肌

进行免疫，1@@"*H只，1@@"#H只。分别在第 @、E、, 周

免疫小鼠，第 ? 周处死小鼠检测各项免疫学指标。

!"( )*+,& 法检测抗 -./ +01 及 +01 亚型 +01!、

+01#2
!"("! 抗+B3= )#0 浓度检测：抗+B3= 特异性 )#0 含

量按北京金豪生物技术有限公司抗+B3= 4*)!C 试剂

盒说明书完成。

!"("# 抗+B3= )#0 亚型 )#01、)#0E% 浓度检测［?］：在

最后一次免疫后第 E 周，分离小鼠血清进行检测 )#0
亚型 )#01、)#0E% 浓 度；E"#H$* 重 组 B3=C# 抗 原

1@@"*H孔包被 T? 孔酶标板中的 ,/ 孔，E"#H$* 兔

)#0 1@@"*H孔包被另外 ,/ 孔，,O过夜，;3! 洗板，待

检测小鼠血清按 1 Q 1@@ 倍稀释 1@@"*H孔加入包被

B3=C# 孔中，小鼠抗兔 )#0 从 1@@ U#H$* 按系列 E 倍

稀释 1@ 个 梯 度 1@@"*H孔 加 入 包 被 兔 )#0 孔 中，

(GO，1 P，;3! 洗板，加入 1@@"*H孔 1 Q E@@@ 稀释的

B>; 标记的羊抗鼠 )#01 或 )#0E% 第二抗体，(GO，

1 P，;3! 洗板，D53 显色于 &,F@ 测定每孔光密度值，

做出标准曲线，根据标准曲线计算出小鼠血清抗+
B3= )#01、)#0E% 抗体浓度，并计算出 )#0E%H)#01 比

值。

!"3 455 法检测 5 淋巴细胞增殖

在最后一次免疫后第 E 周，无菌条件下分离脾

细胞，通过尼龙柱除去 3 细胞制成单细胞悬液，调

整细胞浓度到 1 V 1@? 个H$*，活细胞数在 T@W，每孔

加入 1@@"* 细胞悬液到 T? 孔细 胞 培 养 板 上，加

1@@"* B3=C# 抗原至终浓度为 F"#H$* 为实验组，

加1@@"* &6UC 至终浓度为 F"#H$* 为阳性对照，加

1@@"* 3!C 至终浓度为 E"#H$* 为无关对照，1@@"*
>;5)+1?,@ 为空白对照物，实验组和对照孔各设 (
个重复孔，(GO，FW &AE 培养 ,/ I GE P，每孔加入

E@"* F"#H$* 5DD，(GO，FW &AE 培养 , P，离心弃

上清，每孔加入 1@@"* ’5!A，(GO培养 1F $"U，用酶

标仪测定 &FG@吸光值。刺激指数（!)），!) X（C 实验

组+C 培养基）H（C 细胞+C 培养基）。

!"6 流式细胞仪检测细胞因子表达水平

在最后一次免疫后第 E 周，无菌条件下分离脾

细胞，通过尼龙柱除去 3 细胞制成单细胞悬液，调

整细胞浓度到 F V 1@? 个H$*，每孔加入 1@@"* 细胞

悬液 到 T? 孔 细 胞 培 养 板 上，加 B3=C# 抗 原 和 抗

&’E/ 抗体每孔各 F@"* 至终浓度为 F"#H$* 为实验

组；加 1@@"* ;5C 至终浓度为 F"#H$* 为阳性对照

组，加 1@@"* >;5)+1?,@ 为空白对照组，实验组和对

照孔各设 ( 个重复孔。(GO，FW &AE 培养 ,/ P 后，

离心收集细胞，抗 -2!抗体封闭，,W多聚甲醛固定

/ $"U，@L1W皂素破膜 F $"U，;3! 洗 E 次，用 1@"* 荧

光单克隆抗体 &’,+-)D&、&’,+;4、&’/+;4、)*+,+;4
和 )-.+!+-)D& ,O暗处染色 (@ $"U，并设抗相应的同

型对照，取 (@@"* 流式细胞仪检测。

!"7 流式细胞仪检测体内 85* 活性［7］

在最后一次免疫后第 E 周，处死末经免疫的空

白小鼠，分离得到脾细胞，制成单个脾细胞悬液，分

成二等份作为为靶细胞，一份加 1@R ? $67H* B3=C#
特异性 &D* 表位多肽 !E@/+E1F 刺激，一份不刺激，

(GO，FW &AE 培养 ,P，离心弃上清，;3! 洗 1 次，末

刺激的靶细胞用 @LF"$67H* &-!4 暗处染色 1@ $"U，

/F( M"%6#%U# ’9 8Y %7 N H&"’( )%"*#+%#$#,%"( -%.%"(（E@@T）,T（(）



刺激的靶细胞用 !!"#$%& ’()* 暗处染色 +, "-.，加

入等体积小牛血清终止染色 / "-.，离心弃上清，01)
洗 + 次，最后将两种靶细胞等体积的混合，将 / 2 +,3

个靶细胞尾静脉注射到免疫小鼠体内，进行体内细

胞毒杀伤反应，杀伤 4 5 后处死小鼠，暗处分离得到

脾细胞，取 6,,!& 流式细胞仪检测分析。

体内 ’7& 杀伤率（8）9［+ :（空白组的比率%免
疫组的比率）2 +,,］；比率 9 低浓度 ’()* 百分数%高
浓度 ’()* 百分。

!"# 统计学分析

采用 ! 检验法比较两组之间的差异。

$ 结果

$"! 抗%&’( )*+ 及亚型 )*+!、)*+$, 检测结果

在最后一次免疫后 / 周，*&;)< 法检测小鼠血

清抗=>1? ;@A 及亚型 ;@A+、;@A/B。抗=>1? ;@A 检测

结果 显 示，CDE)/ F CGH4& 联 合 免 疫 组 抗=>1? 为

4/!I4 ";J%"&，高核酸疫苗 CDE)/ 组 /4+I/ ";J%"&
高（ " K ,I,+），同 时 也 显 著 高 于 对 照 组 CDE)/ F
CL#M<H 组 /!4I+ ";J%"&，CDEN<6 !4I+ ";J%"& 和

CGH4& O, ";J%"&（ " K ,I,+），对 照 组 CDE)/ F
CL#M<H比 CDE)/ 略 高，但 差 异 不 显 著（ " P ,I,!）

（图 +=<）。抗=>1? ;@A+、;@A/B 亚型检测结果显示

（图 +=1 和 ’），CDE)/ F CGH4& 联合免疫组 ;@A/B 为

/QI4 .@%"& 显著高于仅免疫 CDE)/ 组 3I! .@%"&（"
K ,I,+），同 时 也 显 著 高 对 照 组 CDE)/ F CL#M<H，

CDEN<6 和 CGH4&，后者分别为 R、/IQ 和 6I/ .@%"&；

CDE)/ F CGH4& 联合免疫组 ;@A/B%;@A+ 比值为 6IO，

均明显高于其它各组值（" K ,I,!）；;@A+ 各组差异

不显著（" P ,I,!）。

图 ! -.)/0 检测抗%&’( )*+ 及亚型 )*+! 和 )*+$, 水平

(-@S+ 75T $TUT$ #V B.W-=>1? ;@A B.X -?#W#WYCT ;@A+，;@A/B XTWTDWTX ZY *&;)<S <：’#.DT.WLBW-#. #V ;@A；1：’#.DT.WLBW-#. #V ;@A+ B.X ;@A/B；’：[BW-#

#V ;@A/B% ;@A+I

$"$ 1 淋巴细胞增殖实验结果

在最后一次免疫后 / 周，小鼠 7 淋巴细胞经

>1?<@ 刺激后，CDE)/ F CGH4& 联合免疫组和 CDE)/
免疫组 7 淋巴细胞均产生特异性增殖，); 分别为

4I/ 和 /I+，与核酸疫苗 CDE)/ 组比较联合免疫组

CDE)/ F CGH4& 的增殖明显较高（" K ,I,!），且联合

免疫组明显高于对照组 CDE)/ F CL#M<H，CGH4& 和

CDEN<6（" K ,I ,!），后者的 ); 分别为 /I!，+I! 和

+I6（图 /）。

$"2 细胞因子表达检测结果

在最后一次免疫后 / 周，小鼠 7 淋巴细胞经

>1?<@ 刺激后，与单独免疫 CDE)/ 组相比，联合免疫

组 CDE)/ F CGH4& 能够显著上调 ’E4F 7 淋巴细胞

图 $ 311 法检测 1 淋巴细胞增殖反应

(-@S/ 75T 7 DT$$ CL#$-VTLBW-#. LTBDW-#. WT?WTX ZY \77 "TW5#X?S
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!"#$ 和 !%&#!的表达，其 !"#$ 和 !%&#!的表达水平也

显著高于各对照组（图 ’#( 和 )）（! * +,+-），同时

联合免疫组也显著增强 ./01 2 淋巴细胞 !%&#!的

表达（图 ’#.）（! * +,+-）。

!"# 体内 $%& 活性检测结果

在最后一次免疫后 3 周，体内 .2" 杀伤反应经

过流式细胞仪进行检测，45/63 组，45/63 1 478$+"
组，45/63 1 49:;(8 组，478$+" 组，45/&(’ 和空白

组 体 内 杀 伤 率 分 别 为 30,$<，=0,+<，’-,3<，

=,0<，=,+<和 $,><（图 $#(、)）。

图 ’ 流式细胞仪检测 $(#) 和 $(*) % 淋巴细胞细胞因子表达水平

%?@A’ 2BC DCEC :F 5GH:I?JCK ?J ./$ 1 LJM ./01 2 5CDD CNLO?JCM PG FD:Q 5GH:OCH9GA (：(O:RJH :F !"#$ 1 ./$ 1 5CDDK ?J -+S ./$ 1 2 5CDDK；
)：(O:RJH :F !%&#!1 ./$1 5CDDK ?J -+S ./$ 1 2 5CDDK；.：(O:RJH :F !%&#!1 ./01 5CDDK ?J -+S ./0 1 2 5CDDKA

图 # 特异性体内 $%& 活性检测

%?@A$ /CHC5H?:J :F K4C5?F?5 ?J E?E: K4C5?F?5 5GH:H:N?5 2 DGO4B:5GHC 9CL5H?:J PG FD:Q 5GH:OCH9GA (：(JLDGK?K :F ?J E?E: .2" PG FD:Q 5GH:OCH9G；
)：TC95CJHL@C :F ?J E?E: .2"A

’ 讨论

为了增强 U); /&( 疫苗免疫反应，克服其免疫

原性低下、免疫剂量大等缺点和不足，国内外有不少

研究者通过多种方法增强其免疫反应如：U); 抗原

靶向到内质网上增强抗原递呈，活化 (T. 细胞表面

的受体，T9?OC#P::KH 方法扩大免疫反应，或细胞因子

作为佐剂等［0 V -+］。本研究将共刺激分子 78$+" 的

基因构建到真核表达载体上，与 U); /&( 疫苗一起

免疫 .S>)"W= 小鼠，78$+" 分子在细胞内表达，并起

到佐剂作用增强 U); /&( 疫苗免疫反应，与直接用

78$+" 蛋 白 分 子 相 比 方 法 简 单，成 本 低，避 免 的

78$+" 蛋白分子的降解，为 U); /&( 疫苗佐剂的研

究提供可借鉴的依据。诱导机体产生强烈的 2B- 免

+=’ 8?L:@LJ@ /R CH LD A W"#$% &’#()*’)+),’#% -’.’#%（3++X）$X（’）



疫反应对于控制 !"# 的感染，降低血液中病毒含

量，!"# 慢 性 携 带 者 的 转 阴 等 有 十 分 重 要 的 作

用［$$ % $&］。然而，对于 ’()*+ 影响 ,-$ 还是影响 ,-.
反应存在很大的争议；一些体外实验证明 ’()*+ 引

起 ,-$，而一些体内实验则证明产生 ,-$，,-.，或者

,-$ 和 ,-. 反 应［$) % $/］。 而 本 研 究 发 现 0123. 4
0’()*+ 联合免疫组比单独免疫核酸疫苗产生高水

平的抗5!"6（789），抗5!"6（789）亚型 789.:、789$ 分

析表明联合免疫组 789.: 的含量显著增加，而 789$
的含量差异不显著，且 789.:;789$ 的比值也明示大

于核酸疫苗组，提示共刺激分子 ’()*+ 能够诱导

!"# 2<= 疫苗产生强烈 ,-$ 免疫反应；进一步检测

,- 细胞因子表达水平，发现联合免疫组 >2)4 , 细

胞表 达 7?<5!水 平 明 显 较 核 酸 疫 苗 组 高，表 明

’()*+ 主要诱导机体产生 ,-$ 免疫反应，与抗体检

测结果一致。’()*+ 能够诱导机体产生 ,-$ 免疫反

应，我们推测可能与 !"# 2<= 疫苗免疫小鼠的实验

模型有关。

在 !"# 感染过程中，强烈的抗原特异性 >,+ 反

应和 >2@4 , 细胞分泌 7?<5!对其清除起着相当重

要的作用，前者通过分泌穿孔素和启动 ?:6+ 凋亡信

号裂解 !"# 感染的宿主细胞杀死病毒，而后者则通

过 7?<5!干扰病毒复制达到清除病毒感染的目的。

3AB8-CDA6［$E］等报道将 ’()*+ 构建到腺病毒载体中，

并将其转入人的单核细胞内表达，使自身来源的单

核细胞转变为 =F> 细胞，增强抗原递呈能力，增加

穿孔素的分泌，最终诱导产生强烈的 >,+ 反应，清

除流感病毒的感染。本研究在用抗原特异性 >,+
多肽体外刺激靶细胞后，通过尾静脉过继转移到免

疫 >/G"+;E 小鼠体内进行 >,+ 杀伤反应，能够更真

实的模拟机体内环境，反应机体的免疫状态；结果证

实与核酸疫苗相比联合免疫组诱导产生强烈的 >,+
杀伤反应；同时联合免疫组能够上调 >2@4 , 淋巴细

胞 7?<5!的表达；说明 ’()*+ 能够增强核酸疫苗

>,+ 反应和诱导增加 >2@4 , 淋巴细胞 7?<5!的分

泌，但 ’()*+ 联合免疫是否能清 !"# 病毒的感染还

有待进一步证明。
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