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【摘) 要】目的：构建小鼠 UVR#!真核表达质粒，观察其对分
泌型柯萨奇病毒 F+（PWF+）核酸疫苗的影响, 方法：以 X-#

EPX扩增小鼠 UVR#!基因，构建真核表达重组质粒 A=@RS+ T

2UVR#!，检测其在 =9H#% 细胞内的表达；将分泌型 A=@RS+ T

HWE!，A=@RS+ T HWE! Z A=@RS+ T 2UVR#! 肌注免疫小鼠，每 $
5Q注射 ! 次，共 + 次，每次免疫后 !+ J取血测血清抗体水平,
末次免疫后 $ 5Q，以 *"" -PU@*"的 PWF+ 腹腔内感染，观察小

鼠的存活情况, 结果：成功构建了 A=@RS+ T 2UVR#!并能有效
表达；A=@RS+ T HWE! 组和 A=@RS+ T HWE! Z A=@RS+ T 2UVR#!组
均能诱导小鼠产生中和抗体，抗体滴度随免疫次数的增加而

提高，但两组小鼠抗体滴度和生存率无显著性差异；混合质粒

注射组血清的病毒滴度明显低于 A=@RS+ T HWE! 组，且心肌病

理损伤明显减轻, 结论：UVR#!作为基因佐剂，在一定程度上
增强了分泌型 PWF+ WE! 基因疫苗的免疫保护作用,
【关键词】干扰素"型；肠道病毒 F 型，人；疫苗，@RS；佐剂，

免疫；中和抗体；小鼠
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MN 引言
柯萨奇病毒 F组（=9:H3=Q4.M4B>H F，PWF）是引起

人类病毒性心肌炎的主要病原体, 目前尚无有效的
特异性预防措施，而基因疫苗则为预防 PWF+ 感染提
供了可能性, 研究者多选择编码 PWF+ 主要的衣壳
蛋白 WE! 基因构建基因疫苗，该疫苗能诱导小鼠产
生中和抗体，但抗体效价低［! [ $］, 我们将 U\#$ 信号肽
与 PWF+ WE! 基因进行拼接，构建成分泌型 PWF+
WE! 基因疫苗，免疫小鼠产生的抗体效价显著高于非
分泌型基因疫苗，但不能完全保护动物抵抗致死量的

病毒的攻击［+］, 近来的研究表明，编码细胞因子基因
的质粒可增强某些 @RS 疫苗的免疫效应［( [ *］, UVR#

!是一种具有重要的免疫调节作用的细胞因子，本研
究将 UVR#!真核表达质粒与分泌型 PWF+ WE! 基因
疫苗共同注射免疫 F3/? T = 小鼠，观察其对小鼠免疫
功能的影响及对 PWF+ 攻击的保护作用,

)N 材料和方法
), )N 材料
!, !, !) 细胞株、菌株、病毒株及实验动物) 大肠杆菌
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!"#!，真核表达载体 $%!&’(，柯萨奇病毒 )( &*+%,
株，%-./0 细胞及 "12* 细胞由本室保存3 )*45 6 % 小
鼠，雄性，7 8 9 :; 龄，购自北京肿瘤研究所；$%!/
&’( 6 .<=> 质粒本室构建3
>3 >3 ? @ 主要试剂和工具酶 @ 各种限制性内切酶、
’A< 逆转录酶、B7 !&’连接酶等均购自 =C-D1E* 公
司，DFG&/" H2FI’检测试剂盒为上海森雄公司产品3
!3 "# 方法
>3 ?3 > @ DFG&/" 真核表达质粒的构建 @ 根据小鼠
FG&/"（DFG&/"）基因序列及 $%!&’( 序列，并通过
J15%KLL1C对全序列进行酶切位点分析后设计引物，
由大连宝生物工程有限公司合成3 其序列为：上游引
物 #M N’NOO’BNN’N’’BO’’NONB’N’N’N(M（含
!"#"# 位点）；下游引物 #M NNOO’’BBNBN’O/
N’ONO’NBNNB(M（含 $%&P#位点）3 取健康 9 :; 龄
的雄性 )*45 6 % 小鼠，无菌条件下，以毛玻璃片将组
织磨碎制成单细胞悬液；用 BCQ./&"7N4 法溶解红细
胞，加入含 >R $E 6 D2 N-+’的完全 P=AF>97R 培养基
诱导 ( S后，弃去培养液，按异硫氰酸胍一步法提取
激活的脾细胞的总 P&’，用 PB/=NP法扩增，反应循
环参数：T7U，> DQ+；#9U，> DQ+；0?U，> DQ+；(R
个循环3 扩增产物经 >R E 6 2 琼脂糖凝胶电泳鉴定3
胶回收法纯化 DFG&/" 基因片断，与 $OHA/B 载体连
接，按常规方法转化大肠杆菌 !"#!，挑取阳性克隆，
提取质粒鉴定后回收纯化，送大连宝生物工程有限公

司测序3 将正确序列的 DFG&/" !"#"#，$%&P#双
酶切片段与经过同样酶切的真核表达载体 $%!&’(
连接，构建真核表达质粒 $%!&’( 6 DFG&/"，转化感受
态 !"#!，筛选阳性克隆，提取质粒 !"#"#，$%&P#
双酶切鉴定3
>3 ?3 ?@ 真核细胞转染及检测 @ 将 $%!&’( 6 DFG&/"
用 !H’H/!1VLC*+法转染 %-./0 细胞，同时设空载体对
照、转染试剂 !H’H/!1VLC*+ 对照和空白对照3 7W X
后，提取各组细胞的总 P&’，用无 P&’ 酶的胰 !&’
酶#处理后，用 PB/=NP 法检测 DFG&/" DP&’ 的表
达3 H2FI’ 法检测各组细胞上清中 DFG&/" 的分泌，
操作方法按试剂盒说明书进行3
>3 ?3 (@ 重组质粒免疫小鼠@ 雄性 7 8 9 :; 龄 )*45 6 %
小鼠 >RR 只，随机分成 # 组，分别为生理盐水组、空载
体 $%!&’( 组、$%!&’( 6 DFG&/"组、$%!&’( 6 .<=> 组
和 $%!&’( 6 DFG&/"与 $%!&’( 6 .<=> 混合注射组，每
组 ?R 只3 碱裂解法大量抽提上述质粒并以生理盐水
进行稀释3 接种部位为小鼠大腿股四头肌，接种前 ?R
DQ+注射 ?#R E 6 2蔗糖 >RR $2，然后在同一部位接种

质粒 >RR $E，体积为 >RR $2，每 ? :; 加强 > 次，共 (
次，每次免疫后的第 >( 日断尾采血，分离血清并采用
微量中和试验的方法测定中和抗体滴度3
>3 ?3 7@ 病毒攻击实验@ 第 ( 次免疫后 ? :;，以 #RR
BNF!#R N<)( 的病毒液 R3 ? D2 腹腔注射于小鼠，观
察并记录 # 组小鼠的存活情况至感染后 ?> S3
>3 ?3 #@ 小鼠血中病毒滴度的测定@ 小鼠接种病毒第
0 日，无菌断尾取血，分离血清，将血清用 P=AF >97R
细胞维持液（含青、链霉素各 > Y >R# Z 6 2，?R E 6 2
GNI）连续 ? 倍比稀释，由 > [? 8 > [?#9 接种 "12* 细
胞，观察细胞病变，按 P11S/AK1+%X法计算病毒滴度3
>3 ?3 9@ 小鼠心脏组织的病理学检查@ 取不同处理组
的小鼠心脏，制备石蜡切片，经 "H 染色后，于光镜下
观察组织病理学改变3
统计学处理：利用 I=II>R3 R 软件进行分析，数

据以 ’ ( )表示，中和试验采用方差分析，血中病毒滴
度的测定用方差分析和 I&\/* 检验，动物生存率采
用 \*$4*+/A1Q1C法进行生存分析3

"# 结果
"$ !# %&’()! *+(, 的扩增 # 经 N-+’ 活化的小鼠
脾细胞经 PB/=NP 扩增，>R E 6 2 琼脂糖凝胶结果显
示，在 7TR 5$处可见特异性条带（图 >）3

>，?：DF&G/" 片段（7TR 5$）；(：%!&’ 6 $%&P# ] +,-S& D*C;1C3

图 >@ DF&G/" =NP扩增产物

"$ "# -./0)1 2 %&’()!# 重组质粒 !"#"#，$%&P
#双酶切，经 >^琼脂糖凝胶电泳鉴定可见 (3 R ;5及
7TR 5$ 的特异性条带（图 ?）3 测序结果与 O1+)*+;
中 DFG&/"序列完全一致3
"$ 3# 真核表达质粒 -*+(,3 2 %&’()!的构建# 测序
正确的 $OHA/B 6 DFG&/"和真核表达载体 $%!&’( 用
!"#"#，$%&P#双酶切后构建成 $%!&’( 6 DFG&/"
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真核表达载体，!"#! 转化扩增后，提取质粒双酶切
鉴定，可见约 $%& ’( 和 #$&& ’( ) 条电泳条带（图
*），表明已正确构建 (+!,-* . /01,2" 真核表达
载体3

4，)：!"#"# 5 $%&6#酶切 (7892: . /01,2"；*：$!,- . $%&6# 5

’();% /<=>?=3

图 )@ (7892: . /01,2"酶切电泳结果

4，)：!"#"# 5 $%&6#酶切 (+!,-* . /01,2" ；*：$!,- . $%&6# 5
’();% /<=>?=3

图 *@ (+!,-* . /01,2"酶切电泳结果

!" #$ %&’()!在真核细胞中的表达
)3 $3 4@ /01,2"在 +AB2C 细胞中的表达@ 收集转染后
的 +AB2C 细胞，提取总 6,-，用原引物行 6:2DE6 结
果显示，(+!,-* . /01,2" 转染组可检测出 /01,2"
/6,-的表达，而其余 * 个对照组未见表达（图 $）3
)3 $3 )@ 培养上清中 /01,2" 的分泌@ 8F0G- 结果表
明，(+!,-* . /01,2" 转染组可检测到 /01,2" 分泌，
表达量为 43 &$ /H . F，水平显著超出标准曲线，故计
算结果为估计值，仅供参考3 空载体对照、转染试剂
!8-82!?IJ=<K对照组分别为 &3 &&4L 和 &3 &&)4 /H .
F，提示 (+!,-* . /01,2"成功转染了 +AB2C 细胞并表
达分泌3
!3 *$ 血清中和抗体水平$ 各组小鼠 * 次免疫期间中
和抗体滴度见表 43 从结果可以看出盐水对照、(+!2
,-* 和 (+!,-* . /01,2"均不能诱导小鼠产生抗体，

而 (+!,-* . BMD4 和 (+!,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2

"则能诱导小鼠产生抗体，抗体滴度随免疫次数的增
加而有所提高，但 (+!,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2"
组同 (+!,-* . BMD4 组相比抗体滴度并没有显著增高
（* N &3 &#）3

4，)，*：对照组；$：/01,2" /6,-；#：$!,- . $%&6# 5 ’();%
/<=>?=3

图 $@ 6:2DE6检测 /01,2" /6,-在 +AB2C 细胞中的表达

表 4@ 各次免疫后各组中和抗体平均效价 （) + )&，, - .）

组别
各次免疫后的抗体滴度

第 4 次 第 ) 次 第 * 次

(+!,-* . BMD4 4&3 && O 43 #C )*3 CP O 43 C)< )P3 )P O 43 #)<

(+!,-* . BMD4 5
@ (+!,-* . 01,2" %3 LL O 43 L4 )$3 L) O 43 C$< )%3 )P O 43 $)<

<* Q &3 &# /.第一次3

!3 +$ 小鼠生存率 $ 各组 )4 ; 生存率分别为：(+!2
,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2"组 *#R，(+!,-* . BMD4
组 *&R，(+!,-* . /01,2" 组 4#R，(+!,-* 组 4&R，
生理盐水组 #R 3 (+!,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2"
组 )4 ; 生存率稍高于其他几组，但用 S<(T<K29?U?=
法进行生存分析，各组间均无统计学差异（ * N
&3 &#）3
!3 ,$ 血中病毒滴度 $ 各组小鼠血中病毒滴度见表
)；可见 (+!,-* . BMD4 和 (+!,-* . BMD4 5 (+!,-* .
/01,2"组病毒滴度较 * 个对照组均有不同程度的降
低，以 (+!,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2" 组最低，用
单因素方差分析及两两比较的 G,S20 检验对各组病
毒滴度的几何均数进行比较，(+!,-* . BMD4 组和
(+!,-* . BMD4 5 (+!,-* . /01,2" 组和 * 个对照组之
间均有显著性差异（* Q &3 &#），且 (+!,-* . BMD4 5
(+!,-* . /01,2" 组病毒滴度明显低于 (+!,-* .
BMD4 组（* Q &3 &#），表明 01,2" 能够有效地辅助
BMD4 清除体内的病毒，抑制病毒的复制，降低体内的
病毒滴度3
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表 !" 不同组小鼠血中病毒滴度 （! " #，# $ %）

组别 病毒滴度

对照 #$ %& ’ ($ )*

+,-./* #$ 0( ’ ($ %#

+,-./* 1 23.4! %$ 5( ’ ($ %0

+,-./* 1 6780 *$ )! ’ ($ *(9

+,-./* 1 6780 : +,-./* 1 23.4! !$ ;% ’ ($ %)9<

9& = ($ (# ’%对照，+,-./* 和 +,-./* 1 23.4!；<& = ($ (# ’% +,-./* 1

6780$

!$ "# 小鼠心肌组织的病理学观察# 各免疫组小鼠心
肌组织 >?染色显示，生理盐水对照组、+,-./* 组、
+,-./* 1 @23.4!组均能见明显的心肌病理损伤，表
现为心肌细胞呈不同程度的坏死，嗜酸性增强，大量

的淋巴细胞浸润，而 +,-./* 1 6780 组和 +,-./* 1
6780 : +,-./* 1 @23.4!组无明显的病变及炎性细胞
的浸润$

$# 讨论
病毒性心肌炎的发生与病毒对心肌细胞的直接

损伤及免疫病理损伤有关，中和抗体在中和外来病

毒，阻止病毒的入侵和感染方面发挥重要的作用$ 为
了提高中和抗体的表达水平，我们以分泌型 A7B*
780 作为目的基因，构建了分泌型 780 重组真核表
达质粒，肌注小鼠后比非分泌型 780 基因诱导了较
高水平的中和抗体应答［*］$ 主要是借助于 C2D4! 信号
肽可以把合成的蛋白质分泌入血后，或被循环系统的

抗原提呈细胞（/8A6）作为外源性抗原识别摄取，或
随血液循环到淋巴结并被那里的 /8A6 所吞噬，之后
有效地加工提呈$ 但尽管该疫苗刺激机体产生了较
高水平的中和抗体而免疫保护作用却不是很理想，为

此，我们选择了干扰素 ! 作为佐剂来增强其免疫
效应$

23.4!是具有多种生物学功能的细胞因子，主要
表现为直接抗病毒作用和免疫调节作用$ 一些研究
者已成功将 23.4!基因作为基因佐剂来增强核酸疫
苗的免疫效果［)］$ 近年来 23.4! 也用于柯萨奇病毒
性心肌炎的防治［5 E &］，其作用主要是直接抑制病毒复

制，这种直接作用主要是产生一些与病毒相互作用的

产物或促进受染细胞的凋亡；也可以引起多种细胞表

达 F>A4"类分子，从而提高抗原提呈能力；另外，它
可以刺激细胞免疫反应，激活巨噬细胞、.G 细胞，增
强 AHD杀伤活性，清除胞内感染的病毒$ 本研究也发
现它可以作为基因佐剂对 +,-./* 1 6780 基因疫苗有
一定免疫增强作用$ 不能有效保护小鼠对抗致死量
病毒感染推测可能是因为 @23.4! 作为 HC0 型细胞
因子，主要增强细胞免疫反应，不能有效诱导高滴度

的中和抗体的产生，阻止 A7B* 感染以及继发的一切
病变$
总之，本研究成功构建了 +,-./* 1 @23.4! 重组

真核表达质粒，它虽然不能增强 6780 基因所激发的
特异性中和抗体应答，从而抵抗致死量病毒的攻击，

但可以抑制病毒复制，降低小鼠体内的病毒滴度，但

具体的免疫机制尚需进一步的实验来证实$
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