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编码流感病毒血凝素基因和 CD40L的核酸疫苗 
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Plasmid Encoding CD40 Ligand Enhances Immune 

Response to Influenza DNA Vaccine 
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Abstract：CD40L gene can act as a genetic adjuvant．The objective of this study was to test the 

effectiveness of CD40L—expressing plasmid on the immune response to influenza A，PR／8 virus 

hemagglutinin ( lA)DNA vaccine．To achieve this，we constructed plasmid DNA encoding murine 

CD40L and coimmunnized the plasmid with lA DNA to the BALB／c mice muscle by electrOpOratiOn， 

Each DNA at a dose of 3O Ug was administered twice at a 3一week interva1．One week after the second 

vaccination．the mice were challenged with a lethal dose of influenza A，PR／8 virus．We found that，after 

lethalinfluenza virus challenge．CD40L and lA DNA—coimmunized mi ce exhibited higher induction of 

specific IgG(in particular IgG2a、against HA as well as lower body weight loss than those ot HA DNA 

immunized alone．we concluded that CD40L gene had aajuvant effects on influenza DNA vaccine． 

Kev words：CD40L；DNA vaccine；Influenza；Hemagglutinin 

摘要：为了检测表达 CD40L的质粒能台作为核酸疫苗佐剂提高 A／PR8／34流感病毒血凝素 (HA)DNA疫苗的免 

疫应答，构建了表达鼠CD40L的质粒，行将它 A 流感病毒的 HA DNA疫苗用电击的方法共同免疫BALB／C 

小鼠 (各 30gg)，免疫两次，间隔二 ，第 次免疫后 l周，用致死量流感病毒 A／PR8／34攻击。发现与单独免疫 

301ag M 相比，血清中抗 HA的 IgG抗体节明 提高，且以IgG2a抗体提高为主，小鼠体重减轻非常少日_体重恢 

复加快。实验结果显示，CD40L能作为流感病毒核酸疫苗佐剂，提高小鼠抗流感病毒攻击的能力。 

关键词：CD40L：DNA 疫曲：流感病毒；血凝素 
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流感 DNA 疫苗能够在不同的动物模型L卜I诱导 

抗流感病毒的保护性免疫应答，已有实验 证明当核 

酸疫苗与细胞因子共同免疫时，能进 一步提高保护 

性免疫应答，这些细胞 因子包括 白介素一l(IL—1)～ 

白介素一8(IL一8)，白介素一12(IL一12)，干扰素(interferon)， 

巨噬 细 胞 集 落 刺 激 因 了 (granulocyte—macrophage 

colony—stimulating factor)， 肿 瘤 坏 死 因子 (tumor 

necrosis factor)等 卜 。CD40L是肿瘤坏死因子超家 

族的成员之一，含有 261个氨基酸，为 11型跨膜糖 

蛋白，定位于 xq24上，其相对分 量 (Mr)为 39．0 

kDaI ， 
。 CD40L基因已经作为许多病毒 DNA疫苗 

的免疫佐剂，包括艾滋病 引、单纯疱疹病毒 1、呼 
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吸道综合病毒㈣ 和 EB病毒⋯1等，表明 CD40L能作 

为一种较好的DNA疫苗佐剂提高DNA疫苗诱导的 

抗原特 异性 免疫应答 。然而 CD40L 在流 感病毒 

DNA疫苗中的作用还有待于进 一步汪明。 

在 目前 的实验 中，我们构建 了表达 鼠 CD40L 

基因的质粒，并在 BALB／c小 鼠中检测了它对流感 

病毒 A／PR／8／34(H1N1)HA DNA疫苗的免疫佐剂效 

果。结果表明，与单独免疫 HA DNA疫苗相比，共 

同免疫 HA和 CD40L DNA疫苗提高了抗 HA的IgG 

抗体应答 ，致死量流感病毒 A／PR／8／34攻击后，小 

鼠体重丢失显著减少。 

1 材料和方法 

1．1 质粒构建和纯化 

质粒 pCAGGSP7／HA 由我们 以前构建l】 。肌  

基因从 A／PR／8／34(PR8，H1N1)病毒株rf1克隆得 

到，质粒 pCAGGSP7来源于由 Niwa et al构建的 

pCAGGSIJ引，将多克隆位点 Kpnl，Xhol，Cla1， 

EcoRV，Smal，Notl和 cl插入 pCAGGS 的 

EcoR1位点得到 pCAGGSP7。质粒 pCAGGS含鸡 

的 目一肌动蛋白启动子成分和SV40的复制起始部位 

(0ri)。 

鼠的 CD40L基因通过 PCR从小鼠脾脏细胞的 

cDNA文库 (Clontech公司)扩增，正向引物为 5 

TTC CTC GAG CAT GAT AGA AAC A11A CAG一3 ． 

反向引物为 5 TGA CCC GGG GTA TAG GGA 

AGA CTG CCA一3 。 然后通过 Xhol和 Smal两个 

酶切位点正向插入表达载体 pCAGGSP7 中。编码 

HA和 CD40L的质粒在大肠杆菌 XL1一blue中扩增， 

用QIAGEN纯化试剂盒(QIAGEN，Chatsworth，CA) 

纯化 。CD40L 核苷 酸序 列经 377 DNA 测序 仪 

(Applied Biosystem)测序证实。测序反应按说明 

书进行操作。 

1．2 免疫和攻击 

4～6周 SPF级 BALB／c小鼠购 自湖北医学科学 

院实验动物中心，在湖南师范大学生命科学院 SPF 

级动物房饲养至 6～8周龄。然后将小鼠分成 3组， 

每组 10只，各组分别免疫 30 g HA、30 Pg HA+30 

lag CD40L，没有免疫组小鼠为对照组。轻度麻醉后， 

在小鼠两条腿的股四头肌用 26号针头的注射器注 

射质粒，在肌 肉注射针孔的两侧插入电击仪(Electro 

Square Porator T820M：BTX，San Diego，CA)的 两 

根电极，相距 0．5cm，然后电击 (电压 lOOv，电击 

时间 50ms，电击正负各_ 次，间隔 l S)l141，免疫 

__二次，间隔三周。第二次免疫后一 周用 40×LD5o 

的致死量 A／PR8／34(H1N1)病毒滴鼻攻击小 鼠。这 

种感染能够引起病毒在小鼠肺部快速、广泛的复 

制，使非免疫组小鼠6～8d内全部死亡，病毒攻击 

后 3~21d内定期观察小鼠的体重变化和死亡。 

1．3 样本采集 

第一次免疫后 3周，加强免疫前 ，用断尾法从 

小鼠尾部取血，第二次免疫后 10d(病毒攻击后 3d)， 

每组小鼠取出 5只用氯仿麻醉，lInL 一次性注射器 

从心脏取血。收集血清检测 IgG、IgGl和 IgG2a抗 

体。每组余下的 5只小鼠用于进 一步观察。 

l-4 抗体检测 

抗 HA的 IgG、IgG1和 IgG2a抗体量用 ELISA 

法测定。ELISA在聚苯乙烯酶标板上进行，其步骤 

是依次加入如下试剂：包被液(75laL 10mg／mL溶解 

在 PBS中的 HA蛋白)；75laL封闭液 (PBS中含 1 

的 BSA和 0．01％的叠氮钠)；75laL按 2倍稀释的 

血清；75laL按 10000稀释的生物素标记的山羊抗 

老鼠 IgG抗体(Y—chain specific)、IgGl抗体(T1一chain 

specific)；~H IgG2a抗体(72a—chain specific)(Southern 

Biotechnology Associates，Inc．USA)；75laL 250倍稀 

释的碱性磷酸酶标记 的链菌蛋 白：75laL 0．01g／mL 

的 PNPP 溶 液 。 最 后 通 过 酶 标 仪 (Labsystems 

M uliskan Ascent， Thermo Bioanalysis Company， 

Finland)的波长 414~405nm读数。 

1．5 统计学 

实验组间的数据进行评定用 Student’S t-test； 

p<0．05定为统计学上的显著差异；存活率是否有意 

义用 Fisher’S exact test比较实验组和对照组来确 

定。 

2 实验结果 

2．1 鼠的 CD40L基因的克隆 

鼠的 CD40L基 因从小 鼠脾脏细胞的 cDNA文 

库中通过 PCR 的方法克隆得到，CD40L基因插入 

pCAGGSP7中得到 pCAGGSP7／CD40L，其具体方 

法见材料和方法中。质粒 pCAGGS的启动子为鸡的 

目．肌动蛋白。 

2．2 CD40L能够提高小鼠抗致死量流感病毒的攻击 

小鼠分成 3组，每组 l0只，各组分别免疫 30 g 

HA、30lag HA+30 lag CD40L，没有免疫组小鼠为对 

照组。用 电击法共免疫小鼠两次，间隔三周，第二 

次免疫后 一周，用致死量流感病毒攻击，3d后，一 

半用来取血，剩下的一半用来观察死亡率和小鼠体 

重变化以用来评价 CD40L作为免疫佐剂在抗流感病 

毒肺部急性感染中的效果，如图 l所示，与单独免 
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疫 相比，共同免疫 HA和f CD40L组小鼠体 丢 

失明显减少且体重恢复加速。虽然住我们以前的实 

验中已得到证明，30pgHA已经能够完令提供保护l】 ， 

但是痫毒攻击后，小鼠的体重下降较多，但存 目前 

的实验中，共同免疫 和 CD40L后，小鼠的体重 

减轻很少，且体重恢复很快，而体苇丢失足 A型流 

感病毒感染小鼠后一个非常明显的临床症状。 

2．3 共同免疫 和 CD40L DNA疫苗提高了IgG 

抗体的产生 

如 L所述，小鼠分别两次免疫 30 Pg HA，30 Pg 

力l】【 30 lag CD40L，问隔t周，初免后二周从小 

鼠尾部取血，第二次免疫后 ‘周，用致死量流感病 

毒 A／PR8‘攻击，病毒攻 击后 3d，其中 ‘半小鼠心 

崆取血，用 ELISA法测血清中的 IgG抗体。我f『J发 

现与单独免疫 相 比，l尢论是初免还是加强免疫 

后， 同免疫 和 CD40L明显的提高了抗 的 

IgG抗体产生 (Fig．2)，且加强免疫后的抗体水平高 

于初免后的抗体水平 。 

O．50 

0 40 

击 0．30 

1 0．20 

《  

0．10 

0．00 

宝 宝 量 量 宣 
= 话 
二  二  二 ■ 

Sernm Dilution 

A 

L 

Days post infection 

1 病毒攻击后小鼠体重丢失和感染后恢复 

Fig．1 Weight loss and recovery after virus challenge． 

Mice were immunized twice，3 weeks apart with 30ug HA or 30ug HA plus 

30ug CD40L by electropo ration，one week after the second immunization， 

mice infected intranasally with 50 ×LDs0 of influenza A／PR／8／34 virus 

Body weight was monitored from day 0 to day 1 4．Shown are the average 

values of body weights of living mice This infection caused death in 7 days 

in unvaccinated mice， the mice in，m DNA—vaccinated and covaccinated 

group group exhibited a 100％ survival rate． 
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B 

图2 病毒特 性的血清 IgG滴定 

Fig．2 Virus—specific serum IgG titers 

A：HA —specific serum IgG titers．3 weeks after the first immunization；B：HA —specific serum IgG titers，10d after the second immunization-- The mean 

O D(±SD)of the ELISA for serial dilutions of the antisera from each group of mice displayed with respect to each dilution(n=5 per group)The antibody 

response after CO—injection ofplasmid HA along with CD40L(top curve)was consistently higher than HA and control groups at all dilutions· 

2．4 CD40L与 共同免疫后 IgG亚型抗体的变化 

为了检测 CD40L质粒是否影响 IgG 亚型抗体 

的产生，加强免疫后我们检测了抗 HA的特异性血 

清 IgG中 IgG1和 IgG2a的相对数量，如图 3所示， 

共同免疫 和 CD40L ，稍微提高了抗 HA特异 

性的 IgG1抗体 ，但 IgG2a抗体显著提高，表明 

CD40L偏向于 Thl型免疫应答。 

3 讨论 

本文的 目的是检测 CD40L在流感 DNA疫苗中 

的免疫佐剂作用 ，我们的实验结果表明，与单独免 

疫 DNA相 比，CD40L与 DNA疫苗共I司免 

疫后，诱导出了更高的 IgG抗体，且以 IgG2a为主， 

用致死量流感病毒 A／PR8／34攻击后，不但能对小 

鼠提供 100％的保护，且体重丢失明显减少。 

我们知道，CD40L主要表达在激活的 T细胞， 

尤其是 CD4 T 细胞，亦可以存嗜碱性细胞和肥大 

细胞以及 NK细胞和单核细胞等 L表达。它能够与 
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一  

3 共同免疫 HA和 CD40L后小鼠叶1 IgG亚型抗体的水平 

Fig．3 Levels of IgG subclasses in mice immunized with DNA 

vaccine 

Groups of ten BALB／c mice were inoculated twice at 3-week intervals with 

30ug HA，30ug HA plus 30ug CD40L．respectively Five mice of each group 

were bled on day 10 after the second DNA immunization．Equally pooled 

sera were diluted l to 2048 and then tested for optical density of IgG 1 and 

IgG2a．Values and bars represent mean and SD of isotype—specific optical 

density Significant at p<0 05，using the Student t test． 

表达在抗原呈递细胞上的 CD40相互作用，诱导一 

些附加细胞的表达，激活免疫应答 ，导致 B细胞的 

分化、增值和抗体的同型转换IJ川。这种相互作用对 

于抗外源基因的T细胞依赖的保护性免疫应答是非 

常关键的。许多的研究已表明 CD40L质粒能够增 

强抗原特异性的细胞和／或体液免疫应答⋯。。 。在 

我们的实验 中，共 同免疫编码 CD40L和 A型流感 

病毒表面抗原 HA的质粒提高 了抗 HA的 IgG抗体 

产生，无论是初免还是加强免疫后。对于这里体液 

免疫的提高有两种可能的解析，首先抗原特异性的 

B淋巴细胞被 DNA 免疫激活后在它的表面表达更 

多的 CD40；第二，表达的 CD40L上调 了抗原特异 

性的 CD4 T 淋巴细胞的应答 ，然后又反过来激活 

抗原特异性的 B淋巴细胞。共同免疫 HA和 CD40L 

能够诱导高水平的 IgG免疫应答，血清 IgG抗体主 

要参与了小 鼠抗流感感染，能够降低肺部病毒滴度 

和肺部并发症。流感病毒攻击后，HA和 CD40L诱 

导的 IgG抗体能够中和病毒，加速感染后小 鼠的恢 

复过程。 

诱导Thl型还是Th2型的免疫应答是 由很多的 

因素决定的，包括应用 DNA疫苗的模型和抗原本 

身的特征 】，但是，Thl和 Th2型免疫应答之间的 

平衡也与 DNA 疫苗中细胞因子的加入有关，包括 

巨噬细 胞集落刺 激因子 (GM—CSF)， 白介 素 12 

(1L．12)和共刺激分子如 BZ2 J。我们的结果 

表明，共同免疫 CD40L能显著的提高 IgG2a抗体 

的产生，但是 IgG1抗体的提高不明显。这个结果 

与 Ihata A et alt踟的实验结果一致 。总体来说，在小 

鼠模型中 Thl型免疫应答 以产生 IgG2a为主，而 

Th2犁免疫应答则以产生 IgG1为主。在我们的试验 

中，加上 CD40L后 IgG亚型偏向于 IgG2a为主。 

总的来说，我们的结果表明 CD40L 基因通过 

电击免疫的方式能够增强流感病毒表面抗原 HA的 

免疫应答，它可以作为一种较好的流感病毒核酸疫 

苗佐剂。虽然单独的 HA免疫能够提供小鼠抗流感 

病毒攻击IJ引，但是共同免疫 CD40L后，能够帮助 

小鼠降低体重丢失，且加速小鼠感染的恢复，这在 

临床应用中是非常重要的，尤其对于老人和小孩。 

动物感染流感病毒后，常出现的一个明显的临床症 

状就是体重减轻，症状越明显体重减轻越显著。体 

重减轻 的程度 和病 毒感 染 的临床症状 成正 比 。 

CD40L和 HA共 同免疫后，小鼠体重丢失明显减少， 

从另一个侧面证明了 CD40L具有 良好的免疫佐剂 

作用。但是这种佐剂提高抗体的能力是有限的，我 

们期望能通过将多个 CD40L与 HA融合起来，进一 

步提高它的免疫佐剂效果，Ross TM 等将多个 

C3d与 HA融合不但能提高核酸疫苗抗同型病毒攻 

击的能力，而且还能提高核酸疫苗抗异型病毒攻击 

的能力。还有许多的因素 ，包括 DNA 的剂量，免 

疫途径等都能够影响由共 同免疫 CD40L 诱导的免 

疫应答，这些因素都值得我们进行进一步的探讨。 
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欧洲分子生物学组织 (EMBO)课程通知 

欧洲分子生物学 (European MolecularBiology Organization，EMBO)于 2004年 9月 l3-26日在中国武 

汉举办关于蛋 白质组学和人类疾病的课程。合办单位有中国科学院武汉病毒研究所和华中科技大学同济医 

学院。课程包括理论部分 (第 一周)和实验室操作部分 (第二周)。理论部分包括：人类重要病毒性疾病， 

蛋白质网络和蛋白质功能研究。实验部分包括蛋白质组学技术，显微观察与操作以及 DNA和蛋白质芯片。 

学 习班理论课程 公开 ，实验操 作课程仅 限 20 名学 员 。详细信 息请参 阅网站 ：http：／／hennig—online．net／ 

wolfgang／EMBOcourseWuhan．html和 http：／／www—db．embl—heidelberg．de／jss／servlet／de．emb1．bk．embo．EmboSeminarlist。 

(中国科学院武汉病毒研究所 石正丽) 
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