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HBs和 HCVc基因双顺反子质粒

在 BALB/ c小鼠体内的分布
�
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摘要:采用注射含双顺反子质粒后, PCR 法扩增不同组织中 HBsAg和 HCVc基因,同时检测 HBV和 HCV 抗

体应答水平. 研究注射基因免疫用双顺反子质粒在小鼠组织中的分布. pcDNA3. 0BApc154S2S 1次注射 BALB/ c小

鼠后, 24 h内主要分布于血液、肝、脾、骨髓、淋巴结、注射部位肌肉、肺和肾等含血液丰富的组织中. 注射后 2 d 主

要在骨髓、血液和注射部位肌肉中存在. 7 d 后仅在注射部位肌肉中能检测出来, 并可持续到第 9 周.组织切片镜

检质粒注射初期肌肉细胞轻度浊肿, 随后肌膜细胞轻度增生, 未见其它明显的组织病理学变化. 质粒多次免疫

BALB/ c小鼠未见明显的临床症状和病理组织学变化.质粒在小鼠体内不同组织存在时间不一致.
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� � 基因免疫是将编码目的蛋白的基因插入真核

表达载体构建重组质粒,转染细菌、从细菌培养物

中提取质粒,注入体内,被宿主细胞所摄取,通过宿

主的转录、翻译系统合成蛋白,并诱导机体产生对

该蛋白特异性的免疫应答, 又称为核酸免疫、DNA

疫苗或裸 DNA疫苗[ 1, 2] .

基因免疫既能诱导宿主产生持久的体液免疫

又能诱导细胞免疫应答,使疫苗学家感到震惊
[ 3]

.

它在病毒感染、变态反应和癌症等疾病的预防和治

疗上有着广泛的应用前景. 目前已发现 DNA 疫苗

对许多病毒、细菌、寄生虫和肿瘤有预防和治疗作

用,并可调节自身免疫应答[ 4] .许多病原体和肿瘤

的DNA 疫苗已进行了人体临床试验, 对 DNA 疫

苗在动物及人体的安全性和有效性上已积累了丰

富经验[ 4, 5] .然而对基因免疫安全性人们还有些担

心,本文就 pcDNA3. 0BApc154S2S注射 BALB/ c小

鼠后质粒在体内的分布及安全性进行研究.

1 � 材料与方法

1. 1 � 菌株和质粒 � DH5�E . col i 由中国药品检定

所细胞室保存,质粒 pcDNA3. 0由中国预防医学科

学院病毒学研究所肝炎室内惠赠.

1. 2 � 病毒及基因 � pcDNA3. 0BApc154S2S由本实

验室构建.

1. 3 � 试剂及免疫检测试剂 � Taq DNA 聚合酶购

自 Pharmacia;大肠杆菌表达的重组 HCV C44 蛋

白,由中国预防科学院病毒所肝炎室惠赠. HBV S

蛋白购自中国预防科学院病毒所中试车间.

1. 4 � 质粒的扩增、提取和纯化 � 按文献[ 6]操作.

1. 5 � 免疫小鼠 � 4~ 6周龄 BALB/ c小鼠(中国科

学院 上 海 实 验 动 物 中 心 ) . 将 pcDNA3. 0

BApc154S2S和 pcDNA3. 0 BA质粒,用生理盐水稀

释至 1�g/�L,每组34只小鼠;用微量注射器,针头

垂直肌纤维方向每只小鼠注射 100 �g ,即每侧腓长
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肌肉注射 50 �g.

1. 6 � 质粒在组织中分布的检测 � 第 1次注射后

10, 20, 30 min; 1, 1. 5, 2, 3 h; 1, 4, 7, 14, 28 d以及 3

次免疫后 2, 4, 6月每组处死 2只小鼠, 取注射部位

肌肉, 1份用 10%福尔马林固定,石蜡包埋, 切片 5

�m;另一份肌肉及血液、心、肝、脾、肺、肾、脑、淋巴

结等组织经液氮反复冻融, 蛋白酶 K消化, 酚氯仿

抽提,乙醇沉淀, 溶解于 TE( pH 8. 0) 中, 以 HBV

PS2 与 NS引物扩增 preS2S.

2 � 结 � 果

2. 1 � 体液免疫应答 � pcDNA3. 0BApc154S2S 和

pcDNA3. 0BA 于第 1 次免疫后第 3, 6, 9, 12, 15,

18, 21, 24周尾动脉采血测定血中抗 HBs及 HCV

抗体效价,计算 8只鼠的平均几何效价, 抗体应答

的动态变化见图 1.

2. 2 � CD
+
4 , CD

+
8 细胞检测 � pcDNA3. 0BApc154S2S

免疫 BALB/ c小鼠后第 6周和第 12周处死小鼠用

FACS测定脾淋巴细胞中 CD
+
4 和 CD

+
8 细胞比例,

结果见图 2.这表明 pcDNA3. 0BApc154S2S不仅能

诱导宿主 CD+
4 T 细胞介导的体液免疫应答, 而且

还能诱导 CD+
8 细胞免疫应答.

� � 图 1� HBV S2S与 HCV pc154 基因联合免疫的抗体应

答

Fig. 1 The ant ibody responses of DNA immunization with

pcDNA3. 0BApc154S2S in BALB/ c mice

� � 图 2 � pcDNA3. 0BApc154S2S免疫 BALB/ c H- 2d小

鼠后脾细胞中 CD+
4 和 CD+

8 细胞的变化

Fig . 2 CD+
4 and CD+

8 cells to HBsAg and HCV core after

DNA immunization w ith pcDNA3. 0BApc154S2S

in BALB/ c mice

2. 3 � pcDNA3. 0BApc154S2S在小鼠体内组织中的

分布及存在时间 � 注射后不同时间杀死小鼠, PCR

扩增HBVS2S.注射后 24 h内,质粒主要分布于含

血液丰富的组织如血液、肝、脾、骨髓、淋巴结、注射

部位肌肉、肺和肾等组织中. 注射后 2d主要在骨

髓、血液和注射部位肌肉中存在, 7d 后仅在注射部

位肌肉中能检测出来, 并可持续到第 9周, 结果见

图 3.这表明质里粒在体内分布是不均的, 存在一

定时间后被清除.

2. 4 � 组织病理学观察 � 注射后不同时间杀死小

鼠,取注射部位肌肉, 病理组织切片镜检质粒注射

初期肌肉细胞轻度浊肿, 随后肌膜细胞轻度增生, 4

周肌细胞恢复正常, 结果见图 4.

3 � 讨 � 论

pcDNA3. 0BApc154S2S质粒 DNA反复注射后,

仅在注射部位肌肉中长期存在,而其它部位的质粒

迅速被清除,不产生肌肉毒性和病理组织的损伤.

DNA疫苗正在病毒感染者、癌症病人以及健

康自愿者中进行有效性和安全性的临床试验,

DNA 疫苗的适用范围不仅是生命受威胁的病人,

而且更为重要的是它可用于健康成人及儿童的免

疫预防. 因此 DNA疫苗的安全性问题必须认真对

待, 除了考虑与传统疫苗相似的一些问题如质粒本

身的毒性作用外,还应弄清这种新型疫苗在理论上

提出的一些新问题,如外源蛋白码基因在体内表达

的毒性、外源蛋白在体内持续表达是否会引起人们

未预料到的后果, 像自身免疫性疾病和质粒 DNA

整合到宿主染色体 DNA 上导致细胞的转化

等
[ 7, 8]

.
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1: pcDNA3. 0BA 侵染各组织阴性对照; 2. pcDNA3. 0BApc154S2S侵染各组织阳性对照;

3~ 8:分别为小鼠肌肉注射 pcDNA3. 0BApc154S2S后 3, 24, 96 h和 1, 8, 9, 24周在各组织中的分布;

Lane1 DL2000: DNA marker; � � lane2~ 10:肌肉、淋巴结、脾、肝、肺、心、脑、肾和骨髓(从左至右)

图 3 � pcDNA3. 0BApc154S2S免疫 H- 2
d
BALB/ c小鼠质粒在体内的分布

Fig. 3 T issue distr ibution of pcDNA3. 0BApc154S2S in BALB/ c mice amplifing pre S2S gene by PCR

� � 本研究发现质粒肌肉注射后, 极短时间内迅速

分布到全身,以后仅在注射部位肌肉中长期存在,

而其它部位的质粒迅速被清除,不产生肌肉毒性和

病理组织的损伤.质粒注射 24 h 内在包括血液在

内的全身含血管较丰富的组织中都有存在,注射后

2 d 主要在骨髓、血液和注射部位肌肉中存在, 7 d

后仅在注射部位肌肉中能够检测出来, 并可持续存

在到第 9周.肌肉注射质粒后,质粒分布到全身组

织已被许多研究者所证实.将编码疟原虫环子孢子

的VCL- 2510 质粒 DNA 肌肉注射小鼠和兔子,

其结果与本文的结果相一致.给小鼠和兔子静脉注

射 VCL- 2510质粒 DNA 在除脑和性腺外的受检

组织中均检出了较肌肉注射低的质粒 DNA [ 9] , 质

粒 DNA清除速度快, 注射后 6周在 6只动物中仅

1只检出质粒 DNA. 将含口蹄疫病毒抗原表位质

粒注射小鼠[ 10] , 质粒在小鼠血中降解速度为: 10

min, 降解 20. 9%; 1 h, 降解 34. 1% ; 1 d, 降解

86. 8%; 1周,降解 97. 8%.
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� � 1~ 7:分别为质粒注射后 2, 96 h和 2, 4, 8, 12, 24周注射部位

肌肉组织病理变化( 120� ) ; 8:正常小鼠腓长肌对照( 120� )

图4 � pcDNA3. 0BApc154S2S肌肉注射 BALB/ c小鼠

后病理组织学变化

Fig. 4 Patholog ical changes of injected side w ith pcD�

NA3. 0BApc154S2S

质粒在全身大多数组织存在对于理解基因免

疫的机理具有重要的意义.目前认为基因免疫不仅

是注射部位局部肌肉的作用, 因为肌肉缺乏 MHC

 类分子, MHC !亦只有微弱的表达,因此单纯肌

细胞表达难于解释基因免疫诱导如此强大的体液

及细胞免疫应答[ 11] . 多数研究者认为基因免疫是

全身反应[ 7, 12] , 质粒在全身绝大多数组织中出现

时可被摄取,表达出的抗原直接刺激 APC细胞或

B 细胞诱导广泛的免疫应答.我们观察了质粒注射

局部肌肉的病理组织学变化, 发现质粒注射后短期

内注射部位肌肉有轻度的水肿和肌膜细胞的增生,

以后肌肉组织恢复正常, 即使质粒在注射部位长期

存在和体液免疫与细胞免疫被诱导出来,肌肉也不

产生免疫病理损伤.

目前未检测出质粒 DNA 与肌细胞染色体的

整合
[ 3, 7, 13]

.小鼠用 100 �g 质粒 DNA肌肉反复免

疫6 次, 6周后采用灵敏度为 1/ 150 000的方法检

测,仅在接种处发现质粒 DNA, 12周和 16 周时均

未发现质粒 DNA与基因整合的现象
[ 13]

.采用能检

测出一个拷贝质粒 DNA的高灵敏度的 PCR 来测

定肌肉注射 VCL - 2510裸质粒 DNA 后 30, 60 d

肌组织纯化出的基因组 DNA, 质粒 DNA的含量 ∀

30个拷贝 150 000个基因组[ 14] .但既使 30个拷贝

的质粒 DNA 全都整合在基因组上,按理论计算突

变率不足哺乳动物细胞基因自发性突变的

113 000. 因此既使发生质粒与基因组 DNA 的整

合, 这种整合水平不应该带来大的安全性问题.
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mRNA. Inhibit ion of RXR�t ranscriptional act iv ity by TPA was observed by CAT assay. TPA inhibits prolif�
erat ion, induces apoptosis of SMMC7721 cells. Expression level of T R3 mRNA in SMMC7721 w as induced by

T PA. TPA repressed expression level of RXR�protein and inhibited RXR� transcript ional activity. And apop�
tosis has some relat ion w ith TR3 and RXR�.

Key words: T PA; apoptosis; RXR�; T R3
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T issure distr ibution in BALB/ c of bicistronic plasmids HCV

with core and HBV preS2S

LIAO Guo�yang , SUN M ing�bo, ZHANG Xin�wen, CHEN Jun�ying , JIANG Shu�de
( I nst itute of Medical Biolog y, Chinese Academy of Medical Sciences &

Peking Union of Medical College, Kunming 650118, China)

Abstract: DNA immunization can induce humoral and cellular immune responses to against a range of v iral

pathogens. The results show HCV core and HBV preS2S can induce strong immune responses in DNA immu�
nizat ion. After muscular adm inst rat ion was performed, pc154S2S plasmid DNA was detected init ially in all

highly vascularized t issues. Tw o days latter, they mainly stayed at span, blood and injceted muscles; Seven days

latter, the pc154S2S only can be found in the injected muscles, it can be kept for nine w eeks. Int ramuscular in�
jections of plasm id has no clinical symptom and histopathogical damages in the inject ion sites.

Key words: DNA immunizat ion; bicistronic plasmid; tissure dist ribut ion
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