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$杀伤活性等指标的动态检测!来评价
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杀伤活性试验结果显示!
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军团菌是存在于天然水和土壤中的胞内寄生菌#广泛存在

于潮湿含铁的管道#如空调)淋浴器等与人类生活密切相关的

地方#大大增加了人类与该菌的接触概率*

!

+

(人畜可因吸入含

军团菌的气溶胶而感染(作为胞内寄生菌#军团菌可借助侵入

宿主的巨噬细胞来逃避吞噬体和溶酶体的杀伤作用#并在宿主

细胞中生长繁殖(目前已知的军团菌以嗜肺军团菌$

2

-

&

!

型

最为常见#它是引起社区获得性肺炎和院内感染肺炎的重要病

原菌*

"

+

(军团菌感染目前没有有效的特异性预防措施#因此#

研究高效的疫苗已成为现阶段临床的迫切需求(本研究利用

生物及免疫信息学方法进行比对分析后发现#主要外膜蛋白

$

;<;+

&是基因表达的相对分子质量为
%&[!&

% 的外膜蛋白#

具有良好的免疫原性(本研究拟构建重组质粒
)*+,!"!

#

作

为
451

疫苗对小鼠进行免疫#已构建的重组质粒
-

./,!"!

#

诱导表达的重组蛋白
;<;+

作为蛋白疫苗#观察该基因的免

疫原性#为疫苗方面的研究奠定基础#现报道如下(
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材料与方法
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菌株和质粒
!
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型菌株由四川大学陈建平教授惠赠%

重组
;<;+

蛋白由作者前期构建(

.3EU

"

和
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#

限制性

内切酶购自
NFGKFDIOC

公司%

451

提取及纯化试剂盒购于北京

天根公司%质粒提取试剂盒购自
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公司(试验动物!
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雌性小鼠#

9

$

>

周龄#

:+*

级#体质量约
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=

#购自北

京维通利华实验动物有限公司#动物合格证号!
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A#B

!

方法
!

A#B#A

!

2

-

基因组
451

的提取
!

参考
451

提取试剂盒操作

步骤进行(

A#B#B

!

2

-

!"!

#

基因的
+6U

扩增
!

根据
+L?;FP

相关文献

的
!"!

#

基因序列#设计并合成引物#分别在
'\

端加上
.3EU

"

和
8BDP

#

内切酶位点(上游
'\,1/1 1/1/1))11//6

))/16)1/)))/661)/1/),%\

#下游
'\,66611)

6////1 )16 1// )66 116 1/1 /// /11 )6,%\

(

+6U

扩增体系!基因组
451!

!

2

#上)下游引物各
!

!

2

#

/O

V

KBW"'

!

2

#无
U51

酶水
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(扩增条件!

@' ]

预变性
'

KBD

%

@']

变性
%&C

%

(>]

退火
('C

%

$"]

延伸
!#'KBD

%

%&

个循环%

$"]

总延伸
$KBD

(

A#B#C

!

提取质粒
-

.)*+,6!

!

按照质粒提取试剂盒操作步骤

提取质粒
-

.)*+,6!

(

A#B#D

!

!"!

#

重组质粒的构建
!

用
.3EU

"

和
8BDP

#

对扩增

的
!"!

#

基因和载体
-

.)*+,6!

进行双酶切#在
!9]

下进行

连接#转化于制备好的感受态细胞#均匀涂布于含卡那霉素的

20

固体培养基#

%$]

培养
!"J

(

A#B#E

!

阳性重组克隆的筛选)鉴定
!

将单个菌落接种于含有

卡那霉素的
20

培养液中#培养并提取质粒#用
8BDP

#

和

.3EU

"

进行单)双酶切鉴定(以酶切鉴定阳性的重组质粒为

模板#扩增后电泳观察(

A#B#F

!

重组质粒序列测定
!

取鉴定阳性的重组质粒菌体#送

上海生工生物技术公司进行测序(

A#B#G

!

转染
!

将鉴定正确的含重组
)*+,!"!

#

)空质粒
-

.),

*+,6!

的单个菌落增菌#按试剂盒说明书提取无内毒素质粒用

于转染(同时将处于对数期的
578%/%

细胞种于
"(

孔细胞培

养板#每孔约
![!&

9 个#培养至细胞达板底面积
>&̂

时用于

转染(试验分正常
578%/%

细胞组)空质粒
+.)*+,6!

组)重

组
)*+,!"!

#

组(

A#B#H

!

重组质粒在细胞中的筛选及表达
!

转染
(>J

后用
%&&

!

=

"

K2

的
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进行筛选#并于
$"J

后检测
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在细

胞中的瞬时表达(

A#B#I
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动物免疫
!

取
0120
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雌性小鼠
9&

只#平均分为
(

组#即
+0:

组$

1

组&)空质粒
-

.)*+,6!

组$

0

组&)

451

疫苗

组$

6

组&)联合疫苗组$

4

组&(采用肌肉注射法进行免疫接

种(第
!

周
1

组每只小鼠注射
+0:'&

!

2

#

0

组每只注射空质

粒
-

.)*+,6!'&

!

=

#

6

组注射重组质粒
)*+,!"!

#

'&

!

=

#

4

组注射重组质粒
)*+,!"!

#

'&

!

=

%第
!(

天各组相同剂量追

加免疫一次%第
"!

天
1

)

0

)

6

组用相同剂量追加免疫
!

次#

4

组注射
!&

!

=

纯化的
;<;+

蛋白(

A#B#AJ

!

用间接
.27:1

检测血清中特异性抗体
!

取免疫后第

!(

)

"!

)

">

天每组各
'

只小鼠#眼部采血#以纯化后
;<;+

蛋

白作为包被抗原(测定血清中抗原特异性抗体水平#并设阴性

对照孔(若阳性对照孔平均
&%

值"阴性对照孔平均
&%

值大

于
"#!

则判断为阳性#出现阳性反应的待测血清最高稀释度即

为抗体滴度(

A#B#AA

!

检测细胞免疫反应
!

开始免疫后第
!(

)

"!

)

">

天#每

组分别取
'

只小鼠#无菌条件下取出脾脏#制成细胞悬液(细

胞活性大于
@'̂

以上备用(

A#B#AB

!

检测淋巴细胞增殖活性$

;/:

法&

!

调整脾淋巴细胞

浓度至
![!&

9

"

K2

#

!&&

!

2

"孔加到
@9

孔板#分别加
6ED1

$终

浓度
'

!

=

"

K2

&#并设对照孔$不加
6ED1

&(每只小鼠
%

个复

孔#在
%$]

#

'̂ 6<

"

孵箱中培养
$"J

(吸取
"&

!

2

的
6FRR/B,

IFG@9

%

1

V

LFELC

试剂到含有
!&&

!

2

培养液的细胞中培养
(J

(

测量
&%

值(计算刺激指数$

:7

&作为淋巴细胞增殖程度的指

标(

:7_

试验孔
&%

值"对照孔
&%

值的均值

A#B#AC

!

细胞毒性
/

淋巴细胞$

6/2

&杀伤活性检测$

248

法&

!

以重组
)*+,!"!

#

转染出的阳性细胞作为检测
6/2

杀伤

活性的靶细胞(

+0:

组)空质粒组)重组
)*+,!"!

#

组)

)*+,

!"!

#

"

;<;+

蛋白组小鼠脾淋巴细胞作为效应细胞(调整效

应细胞与靶细胞的细胞数之比为
!&`!

#并设效应细胞)靶细

胞对照孔及空白对照孔#均设
%

个平行孔(同时设靶细胞

248

自然释放孔#靶细胞
a!&&

!

2U+;7!9(&

%靶细胞
248

'

&'(!

'
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差异最大释放孔#靶细胞
a@&

!

2U+;7!9(&a!&

!

2

裂解液%

效应细胞
248

自然释放孔#

!&&

!

2U+;7!9(&

的效应细胞(

%$]

孵育
(J

(加入相应底物
'&

!

2

#避光孵育
%&KBD

(加
'&

!

2

终止液#测量
(@&DK

处的
&%

值(

A#C

!

统计学处理
!

采用
:+::!>#&

软件进行统计分析#计量

资料以
Hb?

表示#各组间差异比较采用单因素方差分析#以

$

$

&#&'

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B#A

!

重组质粒
)*+,!"!

#

的
+6U

扩增结果
!

用引物对重组

)*+,!"!

#

进行扩增#得到约
>&&?

-

大小的产物$图
!

&(

!!

注!

;

为
42"&&&KOGQFG

%

!

为
+6U

产物%

"

为阴性对照(

图
!

!!

)*+,!"!

#

基因的
+6U

扩增产物

B#B

!

)*+,!"!

#

的酶切鉴定
!

用
8BDP

#

对质粒单酶切#得到

''&&?

-

左右的产物%用
0OK8

"

和
8BDP

#

进行双酶切#同一

泳道出现
($&&?

-

和
>&&?

-

两种产物#并与
-

.)*+,6!

空质

粒及
!"!

#

基因位置相一致$图
"

&(

!!

注!

;!

为
!Q?KOGQFG

%

!

为
8BDP

#

单酶切
)*+,!"!

#

产物%

"

为

8BDP

#

和
.3EU

"

双酶切
)*+,!"!

#

产物%

%

为
8BDP

#

单酶切
-

.)*+,

6!

产物%

(

为
+6U

产物%

;"

为
42"&&&KOGQFG

(

图
"

!!

重组质粒
)*+,!"!

#

的酶切结果

B#C

!

荧光显微镜下观察结果
!

在荧光显微镜下发现被重组质

粒
)*+,!"!

#

转染的
578%/%

胞浆中有较强的绿色荧光#同

一视野下可见清晰的细胞形态#证实重组质粒
)*+,!"!

#

转

染成功(同时空质粒
-

.)*+,6!

转染的细胞和正常细胞对照

组均未见绿色荧光$图
%

&(

B#D

!

小鼠体内抗原特异性抗体滴度检测
!

见表
!

(开始免疫

后第
!(

)

"!

)

">

天小鼠内眦采血分离血清#采用
.27:1

测定血

清中抗原特异性抗体水平(检测结果显示#

1

组和
0

组比较

差异无统计学意义$

$

#

&#&'

&#且
1

)

0

两组组内分析后差异也

无统计学意义$

$

#

&#&'

&(

6

组和
4

组滴度大于
0

组#差异有

统计学意义$

$

$

&#&'

&%

4

组比
6

组抗体水平高#差异有统计

学意义$

$

$

&#&'

&#且
6

组和
4

组组内分析显示#随免疫时间

延长#抗体滴度也随之增大#差异有统计学意义$

$

$

&#&'

&(

!!

注!

O

为重组质粒
)*+,!"!

#

转染的
58%/%

细胞的表达$荧光&%

?

为重组质粒
)*+,!"!

#

转染的
58%/%

细胞的表达$普光&%

3

为空质

粒
-

.)*+,6!

转染的
58%/%

细胞$荧光&%

P

为空质粒
-

.)*+,6!

转染

的
58%/%

细胞$普光&%

F

为正常细胞对照组$荧光&%

N

为正常细胞对照

组$普光&(

图
%

!!

荧光显微镜检测重组质粒
)*+,!"!

#

在

578%/%

细胞中的表达

表
!

!!

(

组开始免疫后第
!(

#

"!

#

">

天小鼠特异性抗体

!!!!

滴度检测结果$

Hb?

%

,_%

&

组别 第
!(

天 第
"!

天 第
">

天

1

组
&#%"b&#&! &#%9b&#&% &#("b&#&(

0

组
&#((b&#&( &#(>b&#&" &#'"b&#&"

6

组
!#"%b&#!"

"

!#'%b&#"&

"

!#>"b&#!&

"

4

组
!#'"b&#&'

"&

!#@$b&#&9

"&

"#!%b&#&"

"&

!!

注!与
0

组比较#

"

$

$

&#&'

%与
6

组比较#

&

$

$

&#&'

(

B#E

!

用
;/:

法检测淋巴细胞增殖活性
:7

值
!

见表
"

(开始

免疫后第
!(

)

"!

)

">

天动态检测结果显示#

1

组和
0

组淋巴细

胞增殖活性
:7

值比较#差异无统计学意义$

$

#

&#&'

&#且
1

)

0

两组组内分析后差异也无统计学意义$

$

#

&#&'

&(

6

组和
4

组均高于
0

组#差异有统计学意义$

$

$

&#&'

&%

4

组比
6

组活

性高#差异有统计学意义$

$

$

&#&'

&#且
6

组和
4

组组内分析

显示#随免疫时间延长#增殖活性
:7

值随之增大#差异有统计

学意义$

$

$

&#&'

&(

表
"

!!

(

组开始免疫后第
!(

#

"!

#

">

天小鼠淋巴细胞

!!!

增殖活性$

Hb?

%

,_%

&

组别 第
!(

天 第
"!

天 第
">

天

1

组
!#(@b&#&! !#'"b&#&! !#'(b&#&!

0

组
!#'"b&#&! !#'9b&#&' !#''b&#&$

6

组
!#>$b&#&!

"

!#$'b&#&%

"

"#&%b&#&!

"

4

组
"#!(b&#&(

"&

"#(9b&#&"

"&

"#9$b&#&>

"&

!!

注!与
0

组比较#

"

$

$

&#&'

%与
6

组比较#

&

$

$

&#&'

(

B#F

!

6/2

杀伤活性检测
!

见表
%

(开始免疫后第
!(

)

"!

)

">

天#检测
6/2

杀伤活性#检测结果显示#

1

组和
0

组比较#差异

'

!'(!

'
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无统计学意义$

$

#

&#&'

&#且
1

)

0

两组组内分析后差异也无统

计学意义$

$

#

&#&'

&(

6

组和
4

组杀伤活性大于
0

组#差异有

统计学意义$

$

$

&#&'

&%

4

组比
6

组杀伤活性高#差异有统计

学意义$

$

$

&#&'

&#且
6

组和
4

组组内分析显示#随免疫时间

延长#杀伤活性也随之增大#差异有统计学意义$

$

$

&#&'

&(

表
%

!!

(

组开始免疫后第
!(

#

"!

#

">

天小鼠
6/2

!!!

杀伤活性$

Hb?

%

,_%

%

^

&

组别 第
!(

天 第
"!

天 第
">

天

1

组
'#"%b&#&" '#'"b&#&' 9#&'b&#&9

0

组
9#('b&#&( 9#$>b&#&( $#!'b&#&9

6

组
9$#'>b&#&%

"

9@#$(b&#&(

"

$%#@!b&#&%

"

4

组
$!#!"b&#&'

"&

$'#%"b&#&(

"&

$@#'!b&#&%

"&

!!

注!与
0

组比较#

"

$

$

&#&'

%与
6

组比较#

&

$

$

&#&'

(

C

!

讨
!!

论

!!

细菌的外膜蛋白$

<;+

&在细菌致病过程中起重要作用#

因为其不仅可刺激体液免疫#也可刺激细胞免疫#显示了良好

的免疫原性*

%

+

(目前#军团菌疫苗中的
451

疫苗作为第
%

代

疫苗已引起人们的广泛关注#且
451

疫苗具有容易获取#使

用安全#保存容易等优点#还可以用其他疫苗来加强免疫效果(

目前美国食品药品监督管理局批准
87Z

)埃博拉病毒)疟疾等

多种
451

疫苗进入临床试验*

(

+

(核酸疫苗引发的免疫应答

相对较弱#尤其在大动物及人体内不足以引起足够的免疫保护

效果*

'

+

(所以研究发现了多种提高核酸疫苗免疫效果的方法#

其中用一种疫苗进行初始免疫#再用另一种或多种不同类型的

疫苗进行加强免疫#即
+GBKF,0EECI

免疫策略通常会产生比单

一疫苗更强的免疫反应#特别是能产生更强的细胞免疫应

答*

9

+

(在诱导细胞免疫应答方面有比较好的作用#并显示了很

好的应用前景(本研究将所构建的重组质粒
)*+,!"!

#

作

451

疫苗及重组质粒
-

./,!"!

#

表达的蛋白作为蛋白疫苗#

对小鼠进行免疫#检测其体内细胞免疫)体液免疫的相关性指

标#结果初步分析表明#使用不同的免疫策略#产生的免疫应答

方式和强度有所不同(

6

)

4

两组抗体滴度水平均高于
1

)

0

两

组#说明
6

)

4

两组均能产生较好的特异性抗体%但
4

组抗体水

平只略高于
6

组#这可能是因为
4

组与
6

组相比只进行了一

次蛋白免疫%

6

)

4

两组在动态监测抗体水平的情况下#组内也

有差异#推测该值随时间增加抗体也会增加#这与
*FGGOT

等*

$

+

所得结果一致(然而#细胞免疫应答方面的结果却有所不同#

6

)

4

两组细胞免疫水平均高于
1

)

0

两组#说明
6

)

4

两组均能

产生较好的细胞免疫%但是与
6

组相比较#

4

组细胞免疫水平

明显高于
6

组#分析其原因可能是因为二者采用了不同的免

疫方法#前者为单一的
451

免疫#后者为
+GBKF,0EECI

免疫策

略%且
6

)

4

两组组内同一时间点的数据水平也随免疫时间增

加而相应提高(以上结果与
+GBKF,0EECI

策略的基本原理相

符#且与
*FGGOT

等*

$

+采用表达结核杆菌
1

-

O

$富含丙氨酸
,

脯氨

酸的抗原&)

8C

-

9'

和
8C

-

$&

的
451

疫苗初次免疫)卡介苗

加强的策略免疫小鼠及
0FR

M

OQEH

等*

>

+用
451

疫苗初次免疫)

重组
;Z1

病毒加强免疫研究初次免疫
,

加强免疫策略结果一

致(同时#张璐等*

@

+在
451

疫苗和蛋白疫苗联合免疫对
87Z

包膜蛋白
=-

!"&

体液免疫的影响中证实#

451

和蛋白疫苗共

同免疫有利于提高艾滋病疫苗诱导的抗体反应水平(另外#其

他一些研究小组结果也显示
+GBKF,0EECI

策略可以明显提高

疫苗的保护效果*

!&,!!

+

(

2

-

作为一种胞内寄生菌#其感染机体

后产生的免疫应答主要是细胞免疫#结果显示
+GBKF,0EECI

策

略能产生较好的细胞免疫应答#有助于胞内菌的预防(

本研究结果表明#以
+GBKF,0EECI

免疫策略为依据的
451

疫苗初次免疫#蛋白疫苗加强免疫的方法使
2

-

感染后的抗体

水平有所提高#对淋巴细胞增殖活性和
6/2

杀伤活性也明显

提高(

因此#

!"!

#

基因制备的
451

疫苗对小鼠有免疫原性#为

2

-

有效疫苗的研究提供了理论依据及应用价值(
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