
　
２０２２,３８ (５)

中国人兽共 患 病 学 报
ChineseJournalofZoonoses

DOI:１０．３９６９/j．issn．１００２－２６９４．２０２２．００．０５１ 􀅰结核专题􀅰

结核分枝杆菌EsxV亚单位疫苗黏膜
免疫诱导的免疫应答

白　鹭１,２,宁唤唤２,康　健２,梁　璇３,谢燕玲１,２,彭钰君２,张婧瑶２,路延之２,柏银兰２

国家“十三五”重大传染病专项课题(No．２０１８ZX１０３０２３０２００２００４)、

国家自然科学基金面上项目(No．８１９７１５６０,No．８１６７１６３８)和 陕西省

重点研发项目(No．２０１９ZDLSF０２Ｇ０４)联合资助

通讯作者:柏银兰,Email:yinlanbai＠fmmuedu．cn;

ORCID:００００Ｇ０００１Ｇ５８６７Ｇ５３０８
宁唤唤,Email:ninghuanhuan２０１４＠１６３．com;

ORCID:００００Ｇ０００２Ｇ８１７９Ｇ４７１６
作者单位:１．延安大学生命科学学院,延安　７１６０００;

２．空军军医大学基础医学院微生物与病原生物学教研室,

西安　７１００３２;

３．西北大学生命科学学院,西安　７１００６９

摘　要:目的　研究结核分枝杆菌抗原 Rv３６１９c(EsxV)黏膜免疫小鼠诱导的免疫应答水平.方法　PCR法扩增esxV
基因克隆入原核表达载体pET２８a(＋),获得的重组E．coli诱导表达目的蛋白,SDSＧPAGE电泳和 WesternBlot鉴定蛋白的

表达,亲和层析法纯化EsxV蛋白.以EsxV和/或联合环二腺苷酸(cＧdiＧAMP)经鼻黏膜免疫BALB/c小鼠,ELISA法检测小

鼠特异性抗体水平及亚类,MTS法检测脾细胞增殖,qRTＧPCR检测脾和肺脏细胞因子表达水平,ELISA法检测脾细胞因子分

泌水平.结果　成功构建EsxV的原核表达载体pET２８a(＋)ＧesxV 并诱导表达目的蛋白,亲和层析法获得了纯化的重组 EsＧ
xV蛋白.EsxV经黏膜免疫可诱导显著的体液免疫应答,但诱导的细胞免疫应答水平不高.EsxV 与cＧdiＧAMP经黏膜接种

可诱导特异性IgG水平增加,EsxV蛋白特异的脾细胞增殖,脾和肺细胞的IFNＧγ转录增加.cＧdiＧAMP显著提高 EsxV 特异

的IFNＧγ、ILＧ２、ILＧ１０和ILＧ１７细胞因子分泌,而不诱导炎症因子 TNFＧα和ILＧ６表达.结论　EsxV与cＧdiＧAMP佐剂构建的

亚单位疫苗可诱导特异性体液和细胞免疫应答,可进一步用于新型结核病亚单位疫苗的研制.
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Abstract:ThisstudyinvestigatedtheimmuneresponsesinducedbymucosalimmunizationwithMycobacteriumtuberculosis
antigenRv３６１９c(EsxV)inmice．TheesxV genewasamplifiedbyPCRandclonedintotheprokaryoticexpressionvector

pET２８a(＋)．RecombinantE．coliwereinducedtoexpresstheEsxVprotein．ProteinexpressionwasidentifiedbySDSＧPAGE
electrophoresisandwesternblotting．TherecombinantEsxVproteinwaspurifiedbyaffinitychromatography．BALB/cmice
wereimmunizedwithEsxVand/orcyclicdiadenosinemonophosphate(cＧdiＧAMP)adjuvantviathenasalmucosa．SpecificantiＧ

bodylevelsandsubclassesweredetectedwithELISA．SplenoＧ

cyteproliferationwasdetectedwithMTSassays．CytokineexＧ

pressionlevelsinthespleenandlungweredetectedbyqRTＧ

PCR．Cytokinessecreted bysplenocytes were detected by
ELISA．TheprokaryoticexpressionvectorpET２８a(＋)ＧesxV

wassuccessfullyconstructed．TherecombinantEsxVprotein

wasinducedandexpressed,thenpurifiedbyaffinitychromaＧ

tography．EsxVinducedsignificanthumoralimmuneresponＧ

ses,butmodestcellularimmuneresponses,throughmucosal

immunization．MucosalinoculationofEsxVwithcＧdiＧAMPinＧ

ducedanincreaseinspecificIgGlevels,EsxVproteinＧspecific
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splenocyteproliferation,andspleenandlungIFNＧγtranscription．cＧdiＧAMPsignificantlyenhancedEsxVＧspecificsecretionof
theIFNＧγ,ILＧ２,ILＧ１０andILＧ１７cytokines,butdidnotinducetheexpressionoftheinflammatoryfactorsTNFＧαandILＧ６．
ThesubunitvaccineconstructedbyEsxVandcＧdiＧAMPinducedspecifichumoralandcellularimmuneresponses,whichshould
befurtherusedinthedevelopmentofnovelTBsubunitvaccines．
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vaccine;mucosalimmune;cyclicdimericadenosinemonophosphate(cＧdiＧAMP)
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　　结核病(Tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌

(Mycobacteriumtuberculosis,Mtb)经呼吸道感染

引起的危害严重的慢性传染病.据 WHO 最新报

道,２０２０年全球新发 TB病例为１０００万,引起约

１４０万人死亡[１].卡介苗(BacillusCalmetteＧGuerＧ
in,BCG)是牛分枝杆菌连续传代后获得的减毒活疫

苗,是惟一获得批准的 TB预防性疫苗.但是接种

BCG对成人 TB的保护作用不完善[２].此外,BCG
是减毒活疫苗,在免疫低下人群接种可能造成播散

性感染.因此,研发安全、有效的疫苗是 TB防治领

域的重要内容.

BCG在基因传代中发生一些基因丢失,丢失的

基因 片 段 称 为 差 异 区 域 (Regionofdifference,

RD)[３].RD区编码的免疫优势抗原丢失被认为是

BCG保护作用不完善的主要原因之一[４].如 RD１
区Rv３８７５编码的６kDa早期分泌靶抗原(６kDa
earlysecretoryantigentarget,ESATＧ６)具有多个

T、B细胞以及迟发型超敏反应的抗原表位,可诱导

特异性体液免疫,刺激 T 细胞产生IFNＧγ[５].ESＧ
ATＧ６是 WXG１００ 蛋 白 家 族 中 第 一 个 发 现 的 蛋

白[６],WXG１００蛋白家族一般由约１００个氨基酸组

成,区域中心含有保守的 TrpＧXＧGly(WXG)基序,
共有２３个成员(EsxAＧEsxW).WXG１００家族蛋白

的编码基因大多位于 ESATＧ６分泌系统(ESATＧ６
secretionsystem,ESX)的基因座上,是 Mtb特有的

VII型分泌系统(typeVIIsecretionsystem,T７SS)
典型的分泌底物.WXG１００ 蛋白家 族 不 仅 参 与

Mtb致病机制,而且大多数是可诱导 T细胞免疫应

答的抗原[７].

Rv３６１９c基因编码的 WXG１００蛋白家族EsxV
是一种分泌蛋白,位于RD９区[８],也是 Mtb和BCG
之间的差异蛋白.研究表明,EsxV 重组蛋白经肌

肉免疫兔,可诱导机体产生抗体[９].EsxV 经皮下

接种可诱导小鼠 Th１型细胞免疫应答[８].由脂质

体包裹EsxV制备的纳米疫苗经皮下接种小鼠,可
刺激产生 Th１型细胞免疫应答,且能够诱导长效的

免疫记忆,接种后可降低 Mtb感染小鼠脏器的荷菌

数[１０].EsxV皮下免疫豚鼠,Mtb感染后可引发迟

发型超敏反应,表明其可用于诊断试剂的研制[１１].
因此,EsxV免疫可诱导宿主抗 Mtb感染的免疫力,
可用于 TB新疫苗的研制.

Mtb主要经呼吸道传播,所以黏膜免疫在抵抗

Mtb感染中发挥重要作用[１２].细菌第二信号分子

环二腺苷酸(CyclicdimericadenosinemonophosＧ
phate,cＧdiＧAMP)能够激活I型IFN[１３]、自噬、炎症

小体[１４Ｇ１５]等多种固有免疫调控机制.同时,cＧdiＧ
AMP可作为黏膜佐剂,增强抗原诱导的细胞免疫

应答[１６].课题组前期研究发现,cＧdiＧAMP作为黏

膜佐剂,可显著提高 ESATＧ６诱导的免疫应答水

平[１７].表明cＧdiＧAMP可作为黏膜佐剂用于亚单位

疫苗的研制.本研究在原核表达系统中诱导表达并

纯化 EsxV 重组蛋白,以 EsxV 和/或以cＧdiＧAMP
为佐剂构建亚单位疫苗,对 EsxV 为基础的亚单位

疫苗黏膜免疫小鼠诱导的体液和细胞免疫应答进行

了研究.本研究将为EsxV 用于 TB疫苗的研制提

供一定的理论和实验依据.

１　材料与方法

１．１　试剂　分子生物学试剂:DNA聚合酶、限制性

内切酶均购自 Takara公司,PCR回收试剂盒、质粒

提取试剂盒、凝胶回收试剂盒购自 Axygen公司.

NiSepharose购自 GE公司;BCA 蛋白定量试剂盒

购自 Thermo公司;PVDF膜购自 Millipore公司;
异丙基βＧDＧ硫代半乳糖苷(IsopropylbetaＧDＧthioＧ
galactoside,IPTG)购 自 Sigma公 司;TotalRNA
KitI试剂盒购自 OMEGA 公司;HiScriptIIQRT
SuperMixforqPCR试剂盒购自 Vazyme公司.

免疫学试剂:６×His单克隆抗体购自 Abcam
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公司;MtbH３７Rv小鼠感染血清为本室制备保存;

HRP标记的山羊抗小鼠IgG、IgG１、IgG２a、IgG２b
和IgG３购自北京中杉金桥生物技术有限公司;

ECL发光液购自Selleck公司;cＧdiＧAMP购自InviＧ
voGen公司;细胞增殖 MTS检测试剂盒购自 ProＧ
mega公司;小鼠细胞因子检测试剂盒购自InvitroＧ
gen公司.

１．２　菌株与实验动物　大肠杆菌(EscherichiacoＧ
li,E．coli)DH５α、BL２１菌株为本室保存.６~８周

龄雌性无特定病原体(Specificpathogenfree,SPF)

BALB/c小鼠,购自空军军医大学实验动物中心.
实验动物使用３R原则给予人道关怀.实验操作根

据«实验动物饲养管理与使用指南»的建议进行.

１．３　方　法

１．３．１　引物设计及目的基因获取　从 NCBIGenＧ
Bank数据库获取 Mtb H３７Rv株的esxV 编码序

列,设计一步克隆法引物序列,由擎科生物科技有限

公司合成引物(表 １).以 MtbH３７Rv株 DNA 为

模板,PCR扩增目的基因esxV.１％琼脂糖凝胶电

泳分析PCR产物,回收目的基因片段.

表１　PCR引物序列

Tab．１　PrimersequencesforPCR

目的基因 引物序列(５′Ｇ３′)

esxV
F:GTGCCGCGCGGCAGCCATATGATGACCAＧ

TCAACTATCAATTCGG①

R:CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTAGGCCＧ

CAGCTGGAGCC②

gapdh F:ACAACTTTGGCATTGTGGAA

R:GATGCAGGGATGATGTTCTG

ifnＧγ F:GCTCTGAGACAATGAACGCTAC

R:TGCAGGATTTTCATGTCACC

ilＧ２ F:CTTGTGCTCCTTGTCAACAG

R:TCCAAGTTCATCTTCTAGGC

ilＧ１０ F:TGCTCTTACTGACTGGCAT

R:CTGGATCATTTCCGATAAGGC

　　注:①:下划线为 NdeI酶切位点;②:下划线为 HindIII酶

切位点.

１．３．２　原核表达载体的构建　pET２８a(＋)质粒以

NdeI/HindIII酶切,３７℃反应３h.１％核酸电泳

后回收线性化载体.线性化pET２８a(＋)和纯化的

PCR产物进行重组反应,３７ ℃ ３０min.重组产物

转化 DH５α感受态细胞,用含２５μg/mL卡那霉素

(Kan)的抗性LB平板筛选转化子.挑取阳性克隆

接种于液体培养基扩大培养,提取重组质粒.NdeI/

HindIII酶切鉴定阳性质粒进一步序列测定(擎科

生物).

１．３．３　EsxV的诱导表达及鉴定　将测序正确的重

组质粒转化E．coliBL２１菌株,挑取阳性克隆于含

２５mg/mL卡那霉素的 LB培养基培养１６h,按照

１∶１０００的比例将细菌培养物转接至５mL新鲜培

养基中,３７℃、２２０r/min震荡培养至 OD６００＝０．６,
加入IPTG 至终浓度为０．５mmol/L,３７ ℃继续培

养４h.制备诱导菌蛋白样品,１５％ SDSＧPAGE电

泳观察目的蛋白的表达情况.
菌体蛋白样品SDSＧPAGE电泳后,１００V 电压

转印PVDF膜;PBST洗膜后,加入５％脱脂牛奶封

闭１h,分别加入６×His单克隆抗体(１∶５００)和

MtbH３７Rv小鼠感染血清(１∶５００)４℃孵育过夜;

PBST洗膜后,加入 HRP标记的山羊抗鼠IgG(１∶
５０００)３７℃孵育４５min;PBST 洗膜后,ECL化学

发光法显色,观察蛋白表达.

１．３．４　EsxV 的大量纯化　重组菌大量诱导表达,
采用 NiＧNTAagarose亲和层析法纯化目的蛋白.
用５０mL的 Lysisbuffer(４０mmol/LNaPO４,０．５
mol/LNaCl,０．５％ TrtionＧX１００,０．５mg/mLLyＧ
sozyme,１mmol/LPMSF,pH８．０)重悬菌体沉淀,
室温摇床孵育１h,冰浴下超声１０min,５sON,１０s
OFF.１２０００r/min４℃离心３０min,将上清移入

Bindingbuffer(４０ mmol/L NaPO４,０．５ mol/L
NaCl,１０mmol/Limidazole,pH８．０)平衡后的纯化

NiＧNTAagarose柱中,４℃旋转仪上结合２h,分别

以５０mLBindingbuffer和 Washbuffer(４０mmol/L
NaPO４,０．５ mol/L NaCl,５０ mmol/Limidazole,

pH８．０)洗涤.Elutionbuffer(４０mmol/LNaPO４,

０．５mol/LNaCl,２５０mmol/Limidazole,pH８．０)分
段洗脱,分别流出液于１．５mLEP管.收集包含目

的蛋白的洗脱液以尿素梯度PBS透析,最后在１０％
甘油＋PBS 缓冲液透析 ３０ min,分装后 －８０ ℃
保存.

１．３．５　动物免疫　６~８周龄SPF级雌性BALB/c
小鼠２０只,随机分成４组,即正常对照组(Naïve)、
佐剂组(cＧdiＧAMP)、蛋白组(EsxV)、联合免疫组

(EsxV:cＧdiＧAMP).各组小鼠分别滴鼻给予 ５０

μL/只的 PBS、cＧdiＧAMP５μg、EsxV３０μg、EsxV
３０μg＋cＧdiＧAMP５μg,间隔２周,免疫４次.第３
和第４次免疫EsxV蛋白剂量减半,佐剂剂量不变.

１．３．６　小鼠血清抗体及亚类检测　免疫完成６周

后,取小鼠眼静脉血,分离血清.用１０μg/mL 的
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EsxV抗原包被９６孔 ELISA 酶标板,分别加入经

倍比稀释的小鼠血清,３７ ℃孵育１h;PBST 洗涤,
分别加入 HRP标记的山羊抗小鼠IgG、IgA、IgG１、

IgG２a、IgG２b、IgG３、IgM 二抗(１∶５０００)１００

μL/孔,３７ ℃ 孵 育 １h;TMB 显 色,酶 标 仪 检 测

OD４５０值.

１．３．７　小鼠脾细胞增殖检测　处死小鼠,无菌取脾

脏,制备脾细胞悬液,调整浓度至１×１０７ 个/mL,接
种９６孔板１００μL/孔;刺激组加入去除内毒素的

EsxV蛋白或者 ConA 终浓度分别为５μg/mL 和

２􀆰５μg/mL,阴性对照孔加入１００μL完全培养基,
并设置空白对照孔.置细胞于３７℃、５％ CO２ 培养

６８h后,加入 MTS２０μL/孔,继续培养４h,检测

OD４９０值,计算脾细胞刺激指数(StimulatedIndex,

SI)＝OD４９０(刺激组 OD４９０－空白对照 OD４９０)/(阴
性对照 OD４９０－空白对照 OD４９０).

１．３．８　组织RNA的提取及实时定量PCR　取小鼠

肺脏和脾脏部分组织,TotalRNAKitI试剂盒提取

组织 RNA.使用 HiScriptIIQ RTSuperMixfor
qPCR试剂进行逆转录,实时定量PCR检测IFNＧγ、

ILＧ２、ILＧ１０转录水平,以 GAPDH 作为内参.检测

基因引物序列见表１.

１．３．９　脾细胞分泌细胞因子检测　取１．３．７中的脾

细胞悬液,接种９６孔板为１×１０６ 个/１００μL/孔,刺
激组 加 入 去 除 内 毒 素 的 EsxV 蛋 白 至 终 浓 度 ５

μg/mL,阴性对照孔加入１００μL完全培养基,并设

置空白对照孔.培养７２h,收集细胞培养上清.按

照ELISA试剂盒说明书,检测小鼠脾细胞上清中细

胞因子IFNＧγ、ILＧ２、ILＧ１０、ILＧ１７的含量.

１．３．１０　统计学分析　使用 GraphPadPrism５．０软

件进行统计分析,实验数据均以(x±s)表示,两组

比较采用t检验,多组比较采用单因素方差分析,P
＜０．０５为差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　载体构建　esxV 基因大小为２８５bp,PCR扩

增出与目的片段大小一致的特异条带(图１A).将

目的基因亚克隆入 pET２８a(＋)载体,重组质粒

NdeI/HindIII酶切鉴定结果显示,可切出esxV
片段大小一致条带(图１B).测序结果表明,插入序

列与 MtbH３７Rv株esxV 公布序列完全一致.表

明pET２８a(＋)ＧesxV 原核表达载体建成功.

２．２　EsxV 的诱导表达及鉴定　含pETＧ２８a(＋)Ｇ
esxV 质粒的E．coliBL２１在IPTG作用下,诱导蛋

白表达.EsxV的理论分子量约为１０kDa,重组菌

A:esxV 的PCR扩增;B:重组载体酶切鉴定;M:marker;

１:pET２８a(＋)ＧesxV

图１　原核表达载体构建

Fig．１　Constructionoftheprokaryoticexpressionvector

表达带有６×His标签的目的蛋白,重组蛋白分子量

约为１２kDa.１５％ SDSＧPAGE 结果显示,诱导菌

体蛋白相对分子量１２kDa处有表达条带(图２A).

WesternBlot结果显示分子量约１２kDa处有抗６×
His特异反应条带(图２B)和抗 MtbH３７Rv小鼠血

清特异反应条带(图２C).采用亲和层析法获得了

纯化的重组EsxV蛋白(图２D),纯化的蛋白经BCA
定量,浓度为１μg/μL.

２．３　小鼠血清抗体检测　ELISA 检测血清中特异

性抗体水平,结果显示 EsxV 免疫小鼠血清中抗原

特异 性IgG 的 滴 度 为 １．６×１０３ (稀 释 度 为 １∶
１６００),EsxV:cＧdiＧAMP免疫组特异性IgG滴度为

３．２×１０３(稀释度为１∶３２００)(图３A).表明EsxV
抗原经黏膜免疫可诱导特异性抗体的产生,cＧdiＧ
AMP作为佐剂可一定程度上提高抗原免疫诱导的

体液免疫应答.小鼠血清抗体以IgG为主(图３B),
同时抗体亚类检测结果表明,在１∶２００稀释度下,

EsxV诱导产生的抗体以IgG１为主(图３C),EsxV
一定程度上抑制IgM 水平.

２．４　小鼠脾细胞增殖检测　免疫小鼠脾细胞以

ConA、EsxV体外刺激后,MTS法检测细胞增殖情

况,结果表明,非特异性抗原ConA可刺激所有组免

疫小鼠脾细胞增殖,各组间差异无统计学意义(图

４A).与对照组比较,EsxV免疫小鼠后脾细胞增殖

呈增加趋势,但差异无统计学意义(t＝２．２４３,P＞
０􀆰０５);EsxV:cＧdiＧAMP免疫小鼠脾细胞增殖显著

(t＝６􀆰７４３,P＜０．００１)(图４B).表明cＧdiＧAMP可

增强EsxV经黏膜免疫诱导抗原特异性的脾细胞增

殖能力.

２．５　免疫小鼠脾和肺细胞因子转录水平检测　
qRTＧPCR检测细胞因子转录水平结果显示,在脾

脏,与对照组比较,EsxV 免疫组ILＧ１０转录水平下

降(t＝６．４２２,P＜０．０１).EsxV:cＧdiＧAMP免疫组
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A:EsxV蛋白诱导表达;B:WesternBlot鉴定EsxV蛋白(一抗为６xHis单克隆抗体);C:WesternBlot鉴定 EsxV 蛋白

(一抗为 H３７Rv感染小鼠血清);D:EsxV蛋白亲和层析纯化

图２　EsxV蛋白的表达与纯化

Fig．２　ExpressionandpurificationofEsxV

A:抗体效价检测;B:抗体亚类检测(小鼠血清１∶２００稀释);C:IgG亚类检测(小鼠血清１∶２００稀释);与对照组比较,

①为P＜０．０５,②为P＜０．０１,③为P＜０．００１;④为P＜０．０５,⑤为P＜０．０１

图３　体液免疫应答水平和抗体亚类检测

Fig．３　Humoralimmuneresponselevelandantibodysubclassdetection

A:ConA蛋白刺激脾细胞;B:EsxV蛋白刺激脾细胞;与对照组比较,①为P＜０．００１

图４　免疫小鼠脾细胞增殖

Fig．４　Splenocyteproliferationinimmunizedmice
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IFNＧγ转录水平较对照组升高 (t＝６􀆰３５９,P ＜
０􀆰０１)(图５A);在肺部,与对照组比较,EsxV 免疫

组IFNＧγ(t＝２．６０５,P＞０．０５)、ILＧ２(t＝２．５０４,P＞
０．０５)转录水平差异无统计学意义;ILＧ１０转录水平

下降(t＝３．２９２,P＜０．０５).EsxV:cＧdiＧAMP免疫

组IFNＧγ转录水平较对照组升高(t＝７􀆰８２９,P＜

０􀆰０１),且高于EsxV 免疫组(t＝５􀆰６２７,P＜０．０５);

ILＧ２和ILＧ１０转录水平与对照组和EsxV免疫组差

异无统计学意义(图５B).上述结果表明,EsxV 免

疫诱导脾和肺细胞因子表达水平不高,而cＧdiＧAMP
可增强EsxV经黏膜免疫诱导的IFNＧγ表达,但对

EsxV诱导的ILＧ２和ILＧ１０水平影响不大.

A:小鼠脾组织IFNＧγ、ILＧ２和ILＧ１０转录水平检测;B:小鼠肺组织IFNＧγ、ILＧ２和ILＧ１０转录水平检测;与对照组

比较,①为P＜０．０５,②为P＜０．０１;③为P＜０．０５

图５　小鼠脾和肺细胞因子转录水平

Fig．５　Cytokinetranscriptionlevelsinmouselungandspleen

２．６　脾细胞分泌细胞因子检测　脾细胞体外抗原

刺激后,ELISA法检测细胞因子的分泌水平.结果

显示,EsxV 免疫组各细胞因子的分泌水平与对照

组相当.相比于 EsxV 免疫组,EsxV:cＧdiＧAMP免

疫组脾细胞的IFNＧγ(t＝８．８１８,P＜０．００１)、ILＧ２
(t＝８．０６１,P ＜０．００１)、ILＧ１０(t＝６．５８８,P ＜
０􀆰００１)和ILＧ１７(t＝２．６３２,P＜０．０５)分泌水平都增

加(图６AＧD).结果表明,EsxV 经鼻免疫诱导细胞

免疫应答的能力不强,而cＧdiＧAMP能够增强EsxV
诱导的脾 Th１(IFNＧγ、ILＧ２)、Th２(ILＧ１０)和 Th１７
(ILＧ１７)型细胞免疫应答.炎症因子分泌水平检测

结果显示,各组间的 TNFＧα(F＝０．６６７,P＞０．０５)、

ILＧ６(F＝１．２７０,P＞０．０５)分泌水平差异无统计学意

义(图６EＧF).

注:特异蛋白EsxV刺激小鼠脾细胞后IFNＧγ(A)、ILＧ２(B)、ILＧ１０(C)、ILＧ１７(D)、TNFＧα(E)、ILＧ６(F)的分泌水平.

与对照组比较,①为P＜０．００１;②为P＜０．０５,③为P＜０．００１.

图６　小鼠脾细胞的细胞因子分泌水平

Fig．６　Cytokinesecretionbyspleniclymphocytesinimmunizedmice
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３　讨　论

亚单位疫苗具有成份明确、安全性良好和诱导

高水平的免疫应答等优点,是疫苗的重要种类之一.
亚单位疫苗可将多个抗原有机组合起来,在适宜的

佐剂辅助下诱导高水平抗 Mtb感染的免疫应答,且
安全性好.增加抗原谱可有效提高亚单位疫苗的保

护效率,筛选新的特异性 Mtb抗原也是目前 TB疫

苗研制的重要方向之一.

WXG１００蛋白大多具有免疫原性.ESATＧ６是

目前 WXG１００蛋白家族中研究最深入的蛋白,多项

研究已证实其作为 TB 疫苗候选抗原的潜能[５].

EsxW、Rv２６０８以及 Mtb潜伏感染蛋白 Rv１８１３的

融合蛋白组成的ID８３亚单位疫苗与 Toll样受体激

动剂联合免疫小鼠,可诱导 Th１型细胞免疫应答,
并对低剂量 Mtb呼吸道感染具有保护力[１８].表达

EsxH(Rv０２８８)与Ag８５B的重组BCG免疫小鼠,可
诱导 Th１CD４＋ 细胞的增殖并且产生显著的抗 Mtb
感染保护力[１９].EsxV 经肌肉免疫兔,可诱导特异

性的抗体产生[９].此外,有研究报道,EsxV 经黏膜

接种能够预防小鼠哮喘[２０].本研究成功构建并原

核表达 WXG１００家族蛋白 Esx,重组 EsxV 蛋白经

鼻黏膜免疫小鼠,血清IgG 效价可达到１∶１６００,
以IgG１亚类为主(图３).表明重组 EsxV 蛋白经

黏膜免疫,可诱导特异性的体液免疫应答.EsxV
蛋白经鼻免疫小鼠,对脾和肺组织的 Th１(IFNＧγ、

ILＧ２)型细胞因子的转录影响不大,但能抑制脾细胞

Th２(ILＧ１０)型细胞因子转录(图５).EsxV 蛋白体

外刺激免疫小鼠脾细胞,脾细胞增殖并不显著,而且

脾细胞分泌细胞因子水平也无变化.表明EsxV蛋

白经鼻黏膜免疫诱导的细胞免疫应答水平并不高.
课题组前期研究发现,ESATＧ６单独免疫诱导的体

液免疫和细胞免疫应答水平均不高,需要加入佐剂

提高ESATＧ６的免疫原性[２１].因此,采用合适的佐

剂可提高EsxV诱导的免疫应答水平.
目前,用于临床的疫苗佐剂有铝佐剂,主要介导

体液免疫,对细胞免疫的诱导效果不佳[２２].研究表

明,加强小鼠黏膜免疫水平可提高抗 Mtb感染能

力[２３].cＧdiＧAMP作为细菌的信号分子,可作为黏

膜佐剂,与半乳糖苷联合经鼻黏膜接种,能够诱导小

鼠黏 膜 免 疫 及 Th１/Th２/Th１７ 型 细 胞 免 疫 应

答[１６].cＧdiＧAMP 可 增 强 流 感 抗 原 诱 导 的 Th１/

Th２/Th１７和炎症因子应答[２４].课题组前期研究

发现,cＧdiＧAMP 作 为 内 源 性 佐 剂 能 够 增 强 重 组

BCG诱导的免疫应答水平[２５].cＧdiＧAMP作为黏膜

佐剂与ESATＧ６联合免疫时,可诱导较高水平的固

有和适应性免疫应答,并且具有抗 Mtb的保护作

用[１７].因此,cＧdiＧAMP可增强 Mtb抗原的免疫原

性,并可用于黏膜免疫,可用于 TB黏膜疫苗佐剂.
课题组前期研究发现,ESATＧ６:cＧdiＧAMP免疫组的

抗体效价为１∶１６００,高于 ESATＧ６单独免疫组的

１∶８００,同时发现较ESATＧ６免疫组,ESATＧ６:cＧdiＧ
AMP免疫小鼠后可显著提高肺泡灌洗液中的sIgA
水平[１７].本研究中,EsxV:cＧdiＧAMP免疫组特异

性IgG抗体效价为１∶３２００,高于 EsxV 单独免疫

组的１∶１６００.本研究虽未检测sIgA的水平,但血

清IgG水平检测获得了与前期结果相似的结论[１７].
在小鼠脏器脾和肺中,cＧdiＧAMP免疫后可诱导

IFNＧγ、ILＧ２以及ILＧ１０的转录水平增加,表明cＧdiＧ
AMP可增强机体 Th１/Th２的免疫反应.EsxV 单

独免疫诱导的脾和肺 Th１/Th２细胞因子转录水平

不高,而 EsxV:cＧdiＧAMP经鼻黏膜接种后诱导的

细胞因子转录水平均低于cＧdiＧAMP免疫组(图５).
研究表明,cＧdiＧAMP能够激活干扰素基因刺激分子

(stimulatorofinterferongenes,STING)介导的I
型干扰素应答,同时cＧdiＧAMP的持续刺激能够引

发钙蛋白酶对STING 的降解[２６].因此,推测cＧdiＧ
AMP在胞浆内自限性、不连续的免疫调控机制,限
制了其与EsxV抗原联合免疫诱导的细胞因子表达

水平,这与前期研究 ESATＧ６:cＧdiＧAMP免疫后小

鼠肺组织细胞因子转录水平比cＧdiＧAMP单独免疫

组有所降低的结果相似[１７].EsxV:cＧdiＧAMP诱导

小鼠脾细胞显著的 Th１/Th２/Th１７型细胞免疫应

答,但并不能增强炎症因子(TNFＧα、ILＧ６)的转录水

平(图６),且ILＧ１β分泌水平均低于检测下限.表明

cＧdiＧAMP不仅可增强EsxV诱导的免疫应答,而且

不引起可能的炎症病理损伤,因此,cＧdiＧAMP作为

黏膜免疫佐剂也具有安全性.
综上,本研究获得的 EsxV:cＧdiＧAMP亚单位

疫苗组合免疫小鼠,可诱导体液和细胞免疫应答,可
用作 TB亚单位新疫苗的研制.本课题组将进一步

建立呼吸道感染动物模型,评价 EsxV:cＧdiＧAMP
亚单位疫苗诱导的黏膜免疫应答,并评价该疫苗对

Mtb感染的免疫保护效率.
利益冲突:无
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