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Abstract : Bacterial and synt hetic DNA containing Cp G dinucleotides in specific sequence context s

are being tested as immune adjuvant s in many disease set tings. To st udy the immune responses

induced by t he Cp G2enhanced plasmid DNA vector encoding hantavirus nucleiocap sid p rotein.

BALB/ c mice were immunized t hree times by int ramuscular inoculations of t he recombinant eu2
karyotic expression vector pcDNA3. 1 + S ( ISS) at 22wk intervals. To evaluate t he humoral and

cellular immune responses , antigen2specific lymp hocyte p roliferation and antibody production

were assayed by M T T method and EL ISA ,respectively. In addition ,t he level of interleukin24 and

interferon2γin the splenic lymp hocytic cult ured supernatant were detected wit h EL ISA kit at vari2
ous times. We found t hat t he group immunized wit h pcDNA3. 1 + S( ISS) had more Ab response

against N P compared wit h t he cont rol group over t he period , specially at 35d and 42d ,after t he

p rimary immunization. The antibody mean tit re of t he group immunized with pcDNA3. 1 + S( ISS)

was increased to about 1 :90 at 42d , significantly higher t han t hat of t he group immunized wit h

pcDNA3. 1 + S alone , in which the mean tit re was about 1 : 70. The stimulation index of t he

group s immunized wit h pcDNA3. 1 + S ( ISS) , pcDNA3. 1 + S and pcDNA3. 1 were 1. 67 ,1. 43 and

0. 797 ,respectively. The recombinant plasmid pcDNA3. 1 + S ( ISS) markedly increased t he pro2
duction of IFN2γbut had no influence on the p roduction of IL24 compared with pcDNA3. 1 + S a2
lone. These data indicated t hat Cp G2enhanced plasmid induced augmented immune responses and

could be used to vaccinate against pat hogens requring a st rong cellular response for p rotection.
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摘要 :以往的研究表明非甲基化胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸为基元构成的特定结构是一种很有希望的候选疫苗佐剂。

为了研究增加 Cp G基元的汉坦病毒核蛋白基因疫苗的免疫作用 ,在本实验中 ,将重组真核表达质粒 pcDNA3. 1 + S

( ISS)直接肌注免疫 BALB/ c 小鼠 ,分别用 EL ISA法检测血清特异性抗体的变化 ,M TT法检测 T细胞增殖反应 ,

以及用 EL ISA kit 检测免疫鼠脾细胞上清液中细胞因子 IL24和 IFN2γ的动态变化 ,从而了解免疫鼠的体液免疫反

应和细胞免疫反应。结果显示 pcDNA3. 1 + S ( ISS)接种组的小鼠血清抗体水平、T细胞增殖反应以及细胞因子

IFN2γ的产生水平较对照组 pcDNA3. 1 + S和空载体 pcDNA3. 1 +接种组的要高。而细胞因子 IL24较对照组却无

明显变化。由此可见 ,增加 Cp G基元的质粒能够增强其所诱导的免疫反应 ,可用于那些需要借助强有力细胞免疫
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来清除病原体的疫苗研制中。
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　　肾综合征出血热 ( H FRS)是以发热、出血及肾

损害为特征的一类全球性的自然疫源性疾病 ,目前

尚无有效的治疗方法 ,因此 ,本病的免疫预防越来越

引起人们的重视。国内外学者对汉坦病毒核蛋白的

基因免疫做了大量的研究工作 ,但目前免疫检测结

果表明 ,基因免疫刺激机体产生的抗体滴度较低。

近年来研究发现 ,Cp G为基元的免疫刺激序列 ( Im2
munostimulatory Sequence ,ISS)是以非甲基化胞嘧

啶鸟嘌呤二核苷酸为基元构成的特定结构。目前认

为载体中的 Cp G序列和单独的 Cp G寡核苷酸序列

一样 ,都可作为佐剂刺激机体产生免疫应答 ,免疫增

强效果显著 ,可达到与福氏完全佐剂相似的效果 ,且

具有耐受性好、稳定、制造成本低的优点 ,是一种很

有希望的候选疫苗佐剂[1～3 ]。为了提高基因免疫的

效果 ,本研究在前期研究工作的基础上[4 ] ,拟选用增

加了 Cp G基元的汉坦病毒核蛋白基因疫苗来免疫

动物 ,观察 Cp G基元对汉坦病毒核蛋白 S基因疫苗

的免疫调节作用。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料

EcoRⅠ、S al Ⅰ、Pst Ⅰ等限制性内切酶、DNA

连接试剂盒、DNA 琼脂糖胶上回收试剂盒均从

Takara公司购进。RPMI21640 由 sigma公司购进。

IL24 和 IFN2γEL ISA检测试剂盒由深圳晶美生物

公司购进。真核表达载体 pcDNA3. 1 +由 Invit ro2
gen 公司购进 ;质粒 pcDNA3. 1 + S质粒为含汉坦病

毒 (762118株) S片段全编码区基因的真核表达载体

由本室构建并保存 ;p TA R GET2hanS ( ISS)为含汉

坦病毒 ( 762118 株) S 片段全编码区基因并通过

PCR方法增加了 Cp G基元的真核表达载体 ,由本

室构建并保存 ;大肠杆菌 T G1 为本室保存的宿主

菌。其他常用试剂由本实验室自备。

1. 2　重组质粒 pcD NA3. 1 + S( ISS)的构建和鉴定

用 EcoRⅠ/ S alⅠ酶切已成功构建并可在体外

表达的 p TA R GET2hanS ( ISS) ,将 S 基因片段定向

克隆入 EcoR Ⅰ/ X hoⅠ酶切后的 pcDNA3. 1 + ,构

建 pcDNA3. 1 + S( ISS)真核表达载体 , PstⅠ酶切鉴

定。

1 . 3　质粒的大量制备及纯化

按分子克隆手册[5 ]所述方法提纯质粒 pcD2

NA3. 1 + 、pcDNA3. 1 + S、pcDNA3. 1 + S( ISS)三种

质粒 ,用灭菌的 PBS 溶解 ,用分光光度计测定

A260/ A280比值以确定核酸样品的纯度 ,其比值应

介于 1. 8～2. 0之间 ,A260确定样品的浓度 ,用灭菌

的 PBS调整浓度至 1. 0mg/ mL ,作为 DNA 免疫的

注射样品 ,贮于220℃备用。

1. 4　实验动物的 D NA免疫

本校实验动物学部提供的 6～ 8wk 龄的

BALB/ c 小鼠 ,随机分成 3组 (18只/组) ,第一组注

射空白质粒 pcDNA3. 1 + ,第二组注射重组质粒

pcDNA3. 1 + S ,第三组注射 pcDNA3. 1 + S ( ISS) ,

每次免疫前先在实验动物股四头肌按 100μL/只注

射 0. 25 %的盐酸布比卡因注射液 ,3d后在相同部位

进行 DNA接种 ,每只小鼠每次注射 100μL 的质粒

DNA ,间隔 2周加强免疫一次 ,共免疫 3次。

1 . 5　细胞因子的动态变化

分别在第一次免疫后 5d ,10d ,17d ,35d ,42d ,每

组处死 3只小鼠 ,检测免疫鼠脾细胞在体外用 N P

刺激后 , IL24和 IFN2γ的分泌情况。常规方法分离
脾细胞 ,脾细胞浓度调整至 1 ×107 ,悬浮于含 10 %

FCS的 RPMI21640培养基中 ,于 24 孔细胞培养板

每孔加入脾细胞悬液 0. 5mL , N P10μL (终浓度为

10μg/ mL) ,同时设空白对照孔 , ConA 刺激孔 ,均

设 3 个复孔 ,于 37℃、5 % CO2 孵箱培养 48h 后 ,

1 500 r/ min 离心 10min ,收集脾细胞上清液 ,用

EL ISA kit s 检测 IL24和 IFN2γ。
1 . 6　淋巴细胞增殖反应

脾细胞取自初次免疫后 42d (即末次免疫后 2

wk)的免疫鼠 ,脾细胞悬液的制备同上 ,用 RPMI2
1640将脾细胞浓度调整至 2×106 ,每孔 100μL 接种

于 96孔细胞培养板上 ,以重组的核蛋白刺激免疫小

鼠的脾细胞 ,同时做不加抗原的阴性对照孔和加

ConA 的阳性对照孔 , (抗原和 ConA 的浓度均为

10μg/ mL) ,参照刘民等[6 ]所述的 M T T法检测脾细

胞的增殖反应 ,计算刺激指数 (SI) 。

1. 7　免疫鼠血清的抗 NP抗体的测定

分别在免疫前和免疫后 5d , 10d , 17d , 35d 和

42d经尾静脉采血 ,每次每实验组随机取 6 只鼠采

尾血 ,收集血清用于 N P特异性抗体的检测。以重

组的 N P抗原作为包被物 ,辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠 Ig G抗体为二抗 ,参照 Chen 等[7 ]人描述的
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EL ISA方法测定免疫鼠的特异性抗体。以被检标

本复孔 (3孔) OD 值与免疫前血清 (阴性对照)的比

值≥2. 1者为阳性。为了检测血清中抗体的滴度 ,

将初次免疫后 42d 的所有免疫鼠眼球取血后处死
(每组 6只) ,留置血清 ,以 10倍稀释为起点 ,再做系

列稀释 ,以检测血清抗体滴度。

2　结　果

2. 1　重组质粒 pcD NA3. 1 + S( ISS)真核表达载体

的构建及鉴定

pcDNA3. 1 + S( ISS)经 PstⅠ酶切后在 5000和

1700处可见两条带 ,电泳分析结果与预期结果完全

相同 ,表明 S 基因片段被正向地插入到真核表达载

体 pcDNA3. 1 + 中 ,即重组质粒 pcDNA3. 1 + S

( ISS)已成功构建 ,见图 1。

图 1　重组质粒 pcDNA3. 1 + S( ISS)真核表达载体的酶切鉴

定结果

Fig. 1　Identification of recombinant vector by rest riction en2
donuclease analysis

Lane 1 , pcDNA3. 1 + S plasmid ;2 , PstI digest pcDNA3. 1 + S ;3 , Pst
Ⅰdigest pcDNA3. 1 + S( ISS) ;M , DNA Marker .

2 . 2　体外细胞因子的产生变化

在初次免疫后的第 5d ,各实验组的 IFN2r处于

较高水平 ,而后随着时间的推移 , IFN2γ的水平逐渐
下降。而每次加强免疫后 IFN2γ的产生有所回升。
pcDNA3. 1 + S( ISS)接种组的尽管在前 10d处于较

低水平 ,但经加强免疫后 IFN2γ的水平上升很快 ,

明显地超过了 pcDNA3. 1 + S和 pcDNA3. 1 +接种

组 IFN2γ的水平 ,结果见图 2。尽管 IL24的产生在

初次免疫后第 10d下降到较低水平 ,但每一次的加

强接种均可刺激 IL24的产生 ,从而使其维持在较高

水平。pcDNA3. 1 + S( ISS)免疫鼠的 IL24的产生除

了在初次免疫后 5d获得了较高水平外 ,其他时间与

pcDNA3. 1 + S单独接种组的相差不大 ,结果见图

3。

2 . 3　脾细胞的增殖反应

我们通过在体外用 N P重组抗原再次刺激免疫

鼠的脾细胞来测定 T细胞的增殖反应 ,从而了解其

细胞免疫水平。对照组空载体 pcDNA3. 1 +接种组

鼠的脾细胞的增殖指数为较低的 0. 797 ,阳性对照

ConA刺激组的增殖指数为 2. 1 ,而实验组 pcD2
NA3. 1 + S接种组、pcDNA3. 1 + S ( ISS)免疫组的

增殖指数分别为较高的 1. 43 和 1. 67。pcDNA3. 1

+ S( ISS)接种组的增殖指数较 pcDNA3. 1 + S接种

组明显升高 ,结果见图 4。

图 2　细胞因子 IFN2γ产生的动态变化
Fig. 2　Induction of IFN2γcytokine responses after re2stim2

ulation with N P i n vit ro after primary immunization.

图 3　细胞因子 IL24产生的动态变化
Fig. 3　Induction of IL24 cytokine responses after re2stimu2

lation with N P i n vit ro after primary immunization

图 4　免疫鼠脾细胞的增殖反应
Fig. 4　The proliferation levels of splenocytes derived f rom

immunized mice

2 . 4　免疫小鼠血清特异性抗体的检测

在初次免疫后 17d ,各免疫组的小鼠血清抗体

水平明显增加 ,在初次免疫后 35d ,即末次免疫后

7d ,血清抗体达到较高水平 ,随后进入平台期并维持

一定时间。接种 pcDNA3. 1 + S( ISS)免疫鼠的血清

抗体水平较接种 pcDNA3. 1 + S免疫鼠的血清抗体

水平升高较为明显 ,结果见图 5。初次免疫后 42d

的 pcDNA3. 1 + S( ISS)免疫鼠的血清抗体滴度为 1

∶90 ,pcDNA3. 1 + S接种组的血清抗体滴度为 1 ∶

70 ,结果见图 6。
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图 5　免疫鼠血清特异性抗体的检测结果

Fig. 5　Detecting anti2NP Ig G antibodies in serum of the im2
munized mice

图 6　初次免疫后 42d的免疫鼠血清中抗体的滴度

Fig. 6　The tit re of anti2N P Ig G at 42d after the primary im2
munization

3　讨　论

当前基因免疫研究的热点问题是如何提高它的

免疫效果[8 ]。Cp G能同时诱导 B 细胞增生和 Th1

依赖性免疫反应增强 ,是汉坦病毒基因疫苗的理想

佐剂。在本课题中所选用的质粒 p TAR GET2hanS

( ISS)是我们通过设计 PCR引物 ,将 Cp G加入到真

核细胞表达载体 p TAR GETTM所构建的真核表达

载体 ,它含有最适作用于啮齿类的 Cp G 基元即

AACGT T作为 ISS。该载体的成功构建已通过测

序和体外瞬间表达等得到了证实[4 ]。由于真核表达

载体的选择不同 ,可致基因免疫效果不同。因此 ,在

本实验中我们将带有增加了 Cp G基元的 S基因片

段克隆入真核表达载体 pcDNA3. 1 + ,构建了 pcD2
NA3. 1 + S ( ISS) ,进行动物接种 ,这主要是为了便

于实验组之间的比较。结果显示 :增加 Cp G基元的

重组质粒 pcDNA3. 1 + S( ISS)的接种对鼠的健康情

况未见不良影响 ,但却显著地增强了血清总的抗体

水平以及细胞因子 IFN2γ的产生。随着免疫次数
的增加和时间的推移 ,小鼠血清抗体水平明显增加 ,

在初次免疫后 35d ,即末次免疫后 7d ,血清抗体达到

较高水平随后进入平台期并维持一定时间。在细胞

因子的测定中 , IL24 的产生与抗体的动态变化基本

相对应 ,即在加强免疫后可持续维持在较高水平。

pcDNA3. 1 + S( ISS)免疫鼠的 IL24的产生水平除了

在初次免疫后 5d 获得了较高水平外 ,其他时间与

pcDNA3. 1 + S免疫鼠的相差不大。pcDNA3. 1 + S

( ISS)免疫鼠初次免疫后 5d 高水平的 IL24 的获得

是否存在实验偏差还有待进一步探讨。接种 pcD2
NA3. 1 + S( ISS)质粒的免疫鼠在整个免疫过程中 ,

IFN2γ的产生普遍要比 pcDNA3. 1 + S接种组的要

高。IFN2γ的产生水平尽管在初次免疫后 10d下降

到较低水平 ,但经加强免疫后 IFN2γ的水平又回升
到较高水平。由此可见 Cp G基元可显著提高基因

疫苗的 Th1类免疫反应 ,这对于需要借助细胞免疫

来清除细胞内汉坦病毒的感染有着深刻的意义[9 ]。
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