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结核杆菌热休克蛋白７０作为表位肽载体体外

诱导ＨＢＶ特异性免疫应答
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　　摘　要：目的　在体外研究结核杆菌热休克蛋白７０（ＴＢ．ＨＳＰ７０）作为乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）核心抗原（ＨＢｃＡｇ）细胞毒性Ｔ淋

巴细胞表位肽载体，诱导 ＨＢＶ 特异性免疫应答。方法　应用毕赤酵母分泌表达 ＨＳＰ７０（Ｐ１）、ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ２）、

ＨＳＰ７０ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）ＰｒｅＳ２Ｔｈ（３７５３）ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ３），用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳和蛋白免疫印迹法鉴定各

重组蛋白的表达。体外考察重组蛋白（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）对慢性乙型肝炎外周血来源的树突状细胞和淋巴细胞的作用，流式细胞术评估

树突状细胞的成熟，酶联免疫吸附测定法检测细胞因子白细胞介素（ＩＬ）１２ｐ７０、ＩＬ１β、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮ

γ）分泌情况，ＴｄＲ３Ｈ掺入法检测淋巴细胞的增殖情况，应用经典５１Ｃｒ法检测重组蛋白诱导 ＨＢＶ特异性细胞毒活性。结果　重

组蛋白Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３构建成功，Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３能诱导树突状细胞成熟，上调 ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、ＣＤ８６表达，释放 Ｔｈ１型细胞因子ＩＬ１２ｐ７０、

ＩＬ１β和 ＴＮＦα，Ｐ３最能有效激活自体淋巴细胞成为细胞毒活性细胞，促进淋巴细胞增殖和ＩＦＮγ的释放，而单独的 ＨＳＰ７０无杀

伤活性。结论　ＴＢ．ＨＳＰ７０可作为 ＨＢＶＨＢｃＡｇ细胞毒性Ｔ淋巴细胞表位肽载体，提高Ｔ淋巴细胞表位肽的免疫原性，且含有

Ｂ、Ｔｈ表位的Ｐ３能更好地激活 ＨＢＶ特异性免疫应答。
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ｃａｒｒｉｅｒｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ（ＨＢＶ）ｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎ（ＨＢｃＡｇ）ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｎａｃｃｏｍｐａｎｙｉｎｇｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅｓｅｐｉｔｏｐｅｐｅｐｔｉｄｅｆｒｏｍ ＨＢＶｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎｉｎｖｉｔｒｏ．犕犲狋犺狅犱狊　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓＨＳＰ７０（Ｐ１）、ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）
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ＥｓｐｅｃｉａｌｌｙＰ３ｃｏｕｌｄｂｅｔｔｅｒｉｎｄｕｃｅａｕｔｏｌｏｇｏｕｓＴｃｅｌｌｓｔｏｇｅｎｅｒａｔｅＨＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｎｄｒｅｌｅａｓｅＩＦＮγｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨＳＰ７０ｓｈｏｗｅｄｎｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇａｎｄｃｏｕｌｄｎｏｔ

ｉｎｄｕｃｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴＢ．ＨＳＰ７０ｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎａｄｊｕｖａｎｔｃａｒｒｉｅｒｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅＨＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｎａｃｃｏｍｐａｎｙｉｎｇｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｅｐｉｔｏｐｅｐｅｐｔｉｄｅｆｒｏｍＨＢＶｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｅｐｉｔｏｐｅｐｅｐｔｉｄｅ．ＴｈｅＰ３ｗｉｔｈＢａｎｄＴｅｐｉｔｏｐｅｃａｎａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅＨＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＨＳＰ７０ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；ｈｅｐａｔｉｓｉｓＢｖｉｒｕｓ；ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ

　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是一种世界性的传染病，全球

约有３．５亿 ＨＢＶ慢性携带者，严重危害人类健康
［１］。而主要

组织相容性复合物 ＭＨＣⅠ限制的细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞

（ＣＴＬ）在预防、控制、清除 ＨＢＶ感染中起着核心作用
［２３］。已

有研究运用结核杆菌热休克蛋白７０（ＴＢ．ＨＳＰ７０）作为表位肽

载体制备疫苗免疫治疗 ＨＢＶ感染
［２］。ＨＢＶ１８２７核心肽的

ＣＴＬ表位在大多数 ＨＢＶ病毒株中高度保守，与 ＨＬＡＡ２．１ｅ

有高度亲和力，能与几种 ＨＬＡＡ２的亚型产生交叉反应
［４］。
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已有 研 究 表 明，ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）ＣＴＬ 融 合 蛋 白 和

ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）ＣＴＬ复合物可有效诱导 ＨＢＶ特异性

细胞免疫反应，ＨＢｃＡｇ（１８２７）的增殖活性较弱，它对淋巴细胞

的特异性杀伤作用影响不大［２］。因此，本研究借助结核杆菌

ＨＳＰ７０作为表位肽载体，设想将 ＨＢｃＡｇＨＬＡＡ２限制性

ＣＴＬ表位 ＨＢｃＡｇ（１８２７）融合到ＴＢ．ＨＳＰ７０的Ｃ端，并引入

Ｔｈ和Ｂ表位，应用Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ酵母分泌表达目的蛋白，体

外考察疫苗对慢性 ＨＢＶ感染者外周血淋巴细胞和外周血来

源的树突状细胞的作用，进行免疫学功能研究，为慢性乙型肝

炎（ＣＡＨ）的治疗开辟新的途径。

１　材料与方法

１．１　材料　ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５表达宿主菌、表达质粒ｐＰＩＣ９

和ｐＰＩＣ９Ｋ、重组人白细胞介素（ＩＬ）２为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；含

ＴＢ．ＨＳＰ７０基因的表达载体Ｈ３７Ｒｖ、ＨｅｐＧ２．２．１５细胞为本实验

室构建、保存；限制性内切酶（大连宝生物公司）；ＡＴＰａｇａｒｏｓｅ

（美国Ｓｉｇｍａ公司）；辣根酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体（北京康为公

司）；鼠抗ＴＢ．ＨＳＰ７０单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记的鼠抗 ＣＤ１ａ、

ＣＤ８６、ＨＬＡＤＲ单克隆抗体及同型对照抗体（Ｓｉｇｍａ公司）；

ＦＩＴＣ标记的鼠抗 ＣＤ４０单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）；检测ＩＬ

１２ｐ７０、ＩＬ１β、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和干扰素γ（ＩＦＮγ）的酶

联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（深圳晶美公司）；淋巴细胞分

离液（天津ＴＢＤ公司）；ＰＣＲ引物由大连宝生物公司合成。

１．２　方法

１．２．１　酵母表达质粒的构建与鉴定　以结核分枝杆菌

Ｈ３７Ｒｖ作为模板，ＰＣＲ 法扩增含 ＴＢ．ＨＳＰ７０编码序列的

ＤＮＡ片段（１９００ｂｐ），在犡犺狅Ｉ和犈犮狅ＲＩ位点将扩增的 ＴＢ．

ＨＳＰ７０基因亚克隆到ｐＰＩＣ９表达载体上获得毕赤酵母质粒

ｐＰＩＣ９ＨＳＰ７０。然后将来自ｐＰＩＣ９ＨＳＰ７０质粒的 ＨＳＰ７０基

因亚 克 隆 到 ｐＰＩＣ９Ｋ 载 体 的 犛犪犮Ｉ和 犎狆犪Ｉ位 点 上 获 得

ｐＰＩＣ９ＫＨＳＰ７０质粒（ＰＩＣ９／Ｐ１）
［２，５］。以ｐＰＩＣ９ＨＳＰ７０为模

板，将 ＨＢｃＡｇ（１８２７）融合到 ＴＢ．ＨＳＰ７０的Ｃ端，并引入 Ｔｈ

和Ｂ表位，按照上述方法经双酶切后亚克隆到ｐＰＩＣ９Ｋ载体

上，构 建 质 粒 ｐＰＩＣ９ＫＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）（ＰＩＣ９／Ｐ２）、

ｐＰＩＣ９ＫＨＳＰ７０ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）ＰｒｅＳ２Ｔｈ（３７５３）ＨＢｃＡｇ（１８

２７）（ＰＩＣ９／Ｐ３）、ｐＰＩＣ９ＫＨＳＰ７０ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）Ｔｈ（８３０８４３）

ＨＢｃＡｇ（１８２７）（ＰＩＣ９／Ｐ４）
［２］。将上述构建的质粒进行 犡犺狅Ｉ

和犈犮狅犚Ｉ双酶切和测序鉴定。

１．２．２　重组蛋白的表达、纯化与鉴定　按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

的Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ表达系统手册，用犛犪犮Ｉ酶

线性化各质粒，电转化宿主菌ＧＳ１１５
［２］，重组转化子分别标识

为ＧＳ１１５／Ｐ１、ＧＳ１１５／Ｐ２、ＧＳ１１５／Ｐ３、ＧＳ１１５／Ｐ４，ＭＤ平板选择

性培养，ＰＣＲ方法快速筛选每种阳性转化子６～１０株。将宿

主菌培养在ＯＤ６００为１．０的ＢＭＭＹ培养基中，用０．５％的甲

醇诱导表达３ｄ。将表达上清液用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行电泳后，考马斯亮蓝染色观察有

无目的条带。然后将蛋白转移到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）印迹膜

上，用鼠抗ＴＢ．ＨＳＰ７０单克隆抗体和辣根酶标记的羊抗鼠

ＩｇＧ抗体孵育，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定表达的目

的蛋白［２，５］。将表达量高的菌株接种至１Ｌ培养基中诱导表达

３ｄ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集的上清液经５０×１０３ 的滤

膜超滤浓缩后，去除小分子和盐，其滤液放置 ＡＤＰａｇａｒｏｓｅ柱

中分离纯化，用１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＡＴＰ预先调节至ｐＨ７．０洗

脱，然后在洗脱液中加入乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）至终浓度２

ｍｍｏｌ／Ｌ，进行磷酸盐透析得到的洗脱液包含纯度超过９５％的

目的蛋白 ＨＳＰ７０（Ｐ１）、ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ２）、ＨＳＰ７０

ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）ＰｒｅＳ２Ｔｈ（３７５３）ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ３）、ＨＳＰ７０

ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）Ｔｈ（８３０８４３）ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ４）
［２］。

１．２．３　体外考察重组蛋白对慢性乙型肝炎患者外周血来源的

树突状细胞生物学活性的影响　按乙型肝炎治疗指南的标准

选取慢性乙型肝炎志愿者（ＨＬＡＡ２）２４例，每组６例，与健康

志愿者（ＣＴＲ）作对照，取２０ｍＬ外周血，肝素抗凝，常规分离

外周血 单 个 核 细 胞，放 置 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培 养 箱 中 用

ＲＭＩＰ１６４０完全培养基（含１０％胎牛血清）贴壁培养２～４ｈ。

用ＲＭＩＰ１６４０培养基清洗细胞３次，洗脱未贴壁的细胞（混合

淋巴细胞），得到的贴壁细胞在ＧＭＣＳＦ（１０００Ｕ／ｍＬ）和ＩＬ４

（５００Ｕ／ｍＬ）的作用下诱导成树突状细胞
［２］。用ＲＭＩＰ１６４０培

养基重悬树突状细胞，调节细胞浓度为１×１０６个／ｍＬ置于９６

孔培养板中培养至５ｄ时，分别加入１００μｇ／ｍＬ重组蛋白Ｐ１、

Ｐ２、Ｐ３各０．１ｍＬ（终浓度为１０μｇ／ｍＬ），共同孵育２ｄ，以培养

基为空白对照，行流式细胞术评估树突状细胞成熟度，包括检

测ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、ＣＤ８６、ＨＬＡＤＲ表达
［６］。重组蛋白负载树突

状细胞２ｄ后，ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子分泌情况ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ

１β、ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）。

１．２．４　体外考察重组蛋白诱导淋巴细胞增殖　树突状细胞按

照上述方法分离培养５ｄ后，用ＲＭＩＰ１６４０培养基重悬树突状

细胞，调节细胞浓度为１×１０６ 个／ｍＬ置于９６孔培养板中，每

孔１００．０μＬ，分别加入１００．０μｇ／ｍＬ重组蛋白Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３各

０．１ｍＬ（终浓度为１０．０μｇ／ｍＬ），共同孵育５ｄ。在树突状细

胞培养过程中，贴壁孵育后，取未贴壁的细胞（自体淋巴细胞），

用ＲＭＩＰ１６４０完全培养基，含１０％的胎牛血清和１００Ｕ重组

人ＩＬ２培养，以２×１０６ 个／ｍＬ的细胞浓度置于２４孔培养板

中，分别加入１０μｇＰ１、Ｐ２、Ｐ３刺激，共同培养５ｄ，收集细胞并

用无血清１６４０培养基洗涤２次。负载重组蛋白的树突状细胞

以１∶１０的比例与洗涤后的自体淋巴细胞混合置于３７℃，５％

ＣＯ２ 培养箱中共同孵育３ｄ，以培养基为空白对照，每孔加入

ＴｄＲ３Ｈ１μＣｉ，１８ｈ后收集细胞，检测ｃｍｐ值
［６］。在细胞共同

孵育３ｄ后收集细胞培养上清液，用ＥＬＩＳＡ检测ＩＦＮγ分泌。

１．２．５　体外考察重组蛋白诱导 ＨＢＶ特异性细胞毒活性　将

树突状细胞与１０μｇ重组蛋白Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３共同培养５ｄ后，再

以１∶１０比例与自体淋巴细胞共同孵育７ｄ作为效应细胞，换

液，用前２４ｈ重组蛋白Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３再刺激１次。以 ＨｅｐＧ２．２．

１５细胞（表达 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ）为靶细胞，将２×１０
６ 个靶细

胞在含２０％胎牛血清的１６４０培养基中用１００μＣｉＮａ
５１ＣｒＯ４

于３７℃标记１ｈ，再用无血清的１６４０培养基洗涤细胞。在１×

１０４ 个／孔的靶细胞中按不同的效靶比（１０∶１、２０∶１、４０∶１、

８０∶１）加入效应细胞于３７℃１０％胎牛血清中孵育４ｈ，取１００

μＬ上清液应用经典
５１Ｃｒ法检测细胞毒活性。杀伤率＝１００×

（实验组释放－自然释放）／［最大释放（０．１ｍｍｏｌＨＣｌ）－自然

释放］。在所有实验中自然释放小于１５％最大释放
［６］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，每次

独立的实验重复操作 ３ 次，计量资料以狓±狊表示，采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　酵母表达质粒的构建与鉴定　构建的质粒经 犡犺狅Ｉ和

犈犮狅犚Ｉ双酶切后，得到相应的目的片段（图１），同时测序结果也

显示表达载体构建成功，表位序列准确地融合在 ＨＳＰ７０的Ｃ

端，质粒分别标识为ＰＩＣ９／Ｐ１、ＰＩＣ９／Ｐ２、ＰＩＣ９／Ｐ３、ＰＩＣ９／Ｐ４。

２．２　重组蛋白的表达、纯化与鉴定　实验表明重组蛋白Ｐ１、
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Ｐ２、Ｐ３能够顺利地分泌表达（在７０×１０３ 处均有一条带），而带

有破伤风毒素通用辅助性Ｔ细胞识别表位Ｔｈ８３０８４３融合蛋

白Ｐ４不能分泌表达（图２Ａ），经实验反复证实，但胞内检测有

表达，可能Ｔｈ８３０８４３表位的引入干扰了该载体分泌信号的正

确切割。将表达量高的菌株接种至１Ｌ培养基中诱导表达３

ｄ，离心，上清液经５０×１０３ 的超滤浓缩后，用 ＡＤＰａｇａｒｏｓｅ介

质亲和层析得纯度超过９５％的目的蛋白，摇瓶实验显示目的

蛋白表达量大于１２０ｍｇ／Ｌ（图２Ｂ）。

　　１：ＰＩＣ９；２：ＰＩＣ９／Ｐ１双酶切；３：ＤＮＡ相对分子质量标准；４：ＰＩＣ９／

Ｐ２双酶切；５：ＰＩＣ９／Ｐ３双酶切；６：ＰＩＣ９／Ｐ４双酶切；７：ＤＮＡ相对分子

质量标记物。

图１　　表达质粒的酶切鉴定

２．３　重组蛋白刺激慢性乙型肝炎与健康者外周血来源树突状

细胞表面分子表达　体外重组蛋白诱导树突状细胞成熟，促进

细胞因子分泌，树突状细胞在培养５ｄ时，分别加入Ｐ１、Ｐ２、

Ｐ３，浓度为１０μｇ／ｍＬ，共同孵育２ｄ，以培养基为对照，行流式

细胞术检测树突状细胞ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、ＣＤ８６、ＨＬＡＤＲ表达，结

果见表１。树突状细胞经 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３刺激后，ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、

ＣＤ８６均明显提高，ＣＤ１ａ乙型肝炎患者较健康者低，ＣＤ４０、

ＣＤ８６二者差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＨＬＡＤＲ差异无统

计学意义（犘＞０．０５），且 ＨＬＡＤＲ的表达在抗原刺激前后差

异无统计学意义（犘＞０．０５），重组蛋白负载树突状细胞２ｄ后，

ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子分泌情况（图３），Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３均能诱导

树突状细胞分泌 Ｔｈ１型细胞因子（ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ１β、ＴＮＦα），

有利于Ｔｈ０向Ｔｈ１的极化。

　　Ａ：１０％ＳＤＳＰＡＧＥ；１～４：分别为 ＧＳ１１５／Ｐ１、ＧＳ１１５／Ｐ２、ＧＳ１１５／

Ｐ３、ＧＳ１１５／Ｐ４酵母胞内裂解物；５８：分别为 ＧＳ１１５／Ｐ１、ＧＳ１１５／Ｐ２、

ＧＳ１１５／Ｐ３、ＧＳ１１５／Ｐ４表达上清液；９：蛋白相对分子质量。Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ；１：重组蛋白Ｐ１；２：重组蛋白Ｐ２；３：重组蛋白Ｐ３。

图２　　重组蛋白的表达和鉴定图

表１　　重组蛋白刺激慢性乙肝与健康者外周血来源树突状细胞表面分子表达（％ｐｏｓ）

分组
ＣＤ１ａ

ＣＡＨ（狀＝６） ＣＴＲ（狀＝６）

ＣＤ４０

ＣＡＨ（狀＝６） ＣＴＲ（狀＝６）

ＣＤ８６

ＣＡＨ（狀＝６） ＣＴＲ（狀＝６）

ＨＬＡＤＲ

ＣＡＨ（狀＝６） ＣＴＲ（狀＝６）

对照组 １．０４±０．５０ ５２．２５±８．０５ａ ４０．０１±７．１２ ６０．００±４．２５ａ ６１．５４±５．０４ ８０．５０±６．８０ａ ９７．８０±１．００ ９８．５４±１．２０

Ｐ１ １８．８９±３．５５ ５２．２５±８．０６ ６８．７１±５．１２ ７２．８０±２．１０ ９８．６８±１．２５ｂ ９９．２５±０．２５ｂ ９９．３６±０．５５ ９９．５５±０．１０

Ｐ２ ２５．９３±５．８２ ５２．２５±８．０７ ７６．６１±７．７０ｂ ７８．５５±３．８１ｂ ９８．９７±１．００ｂ ９９．１２±０．３８ｂ ９９．３１±０．４５ ９９．３８±０．３２

Ｐ３ ３０．１０±２．５０ｂ ５２．２５±８．０８ ８２．２７±４．１０ｂ ８４．５１±３．５０ｂ ９９．２１±０．５０ｂ ９９．１１±０．５１ｂ ９９．２７±０．２０ ９９．１２±０．５０

　　ａ：犘＜０．０５与 ＣＡＨ比较；ｂ：犘＜０．０５，与对照组比较。

　　Ａ：ＩＬ１２ｐ７０；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＴＮＦα。

图３　　重组蛋白刺激慢性乙型肝炎外周血来源树突状细胞因子分泌情况

Ａ：淋巴细胞增殖；Ｂ：ＩＦＮγ。

图４　　重组蛋白负载树突状细胞刺激淋巴细胞增殖

和ＩＦＮγ的分泌

２．４　体外重组蛋白诱导淋巴细胞增殖和ＩＦＮγ释放　将负载

重组蛋白的树突状细胞按１∶１０与自体淋巴细胞孵育３ｄ，

ＴｄＲ３Ｈ掺入法检测淋巴细胞的增殖情况（图４Ａ）和ＥＬＩＳＡ

检测ＩＦＮγ分泌（图４Ｂ），结果显示Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３明显刺激淋巴细

胞增殖和释放ＩＦＮγ。

２．５　体外重组蛋白诱导 ＨＢＶ 特异性细胞毒活性 　 以

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞（表达 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ）为靶细胞，在体外

应用经典５１Ｃｒ法检测重组蛋白（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）诱导 ＨＢＶ特异性

细胞毒活性（图５），其结果显示Ｐ３能引起较强的细胞毒活性，
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健康者较乙型肝炎患者强，在效靶比为８０∶１时，前者为

６５％，后者为４４％，这可能与乙型肝炎患者Ｔ细胞功能缺陷有

关，而单纯的ＴＢ．ＨＳＰ７０（Ｐ１）基本没有细胞毒性。以 ＨｅｐＧ２

和 ＨＥＮ细胞为靶细胞，Ｐ３几乎无细胞毒性。

　　Ａ：乙型肝炎患者；Ｂ健康者。

图５　　重组蛋白诱导自身淋巴细胞 ＨＢＶ特异性细胞毒活性

３　讨　　论

本研究借助ＴＢ．ＨＳＰ７０作为表位肽载体，选用了应用最

多的 ＨＢｃＡｇＨＬＡＡ２限制性 ＣＴＬ表位 ＨＢｃＡｇ（１８２７），将

ＨＢｃＡｇ（１８２７）融合到ＴＢ．ＨＳＰ７０的Ｃ端，并引入Ｔｈ和Ｂ表

位，应用Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ酵母分泌表达目的蛋白 ＨＳＰ７０（Ｐ１）、

ＨＳＰ７０ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ２）、ＨＳＰ７０ＰｒｅＳ２Ｂ（１８２４）ＰｒｅＳ２Ｔｈ

（３７５３）ＨＢｃＡｇ（１８２７）（Ｐ３），体外考察这些疫苗对慢性 ＨＢＶ

感染者外周血淋巴细胞和外周血来源的树突状细胞的作用，表

明 ＨＳＰ７０可作为ＨＢＶＨＢｃＡｇ细胞毒性ＣＴＬ表位肽载体，提

高ＣＴＬ表位肽的免疫原性，特别是含有Ｂ、Ｔｈ表位的Ｐ３能更

好地激活 ＨＢＶ特异性免疫应答。

作者之前的研究证实 ＨＢｃＡｇ（１８２７）有较弱的增殖活性，

它对淋巴细胞的特异性杀伤作用影响不大［２，７］。而本研究观

察了重组蛋白（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）在体外诱导树突状细胞成熟、淋巴

细胞增殖以及 ＨＢＶ特异性细胞毒活性情况。其结果显示Ｐ１、

Ｐ２、Ｐ３能上调ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、ＣＤ８６表达，诱导未成熟的树突状

细胞分泌大量的ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ１β、ＴＮＦα，有利于Ｔｈ０向 Ｔｈ１

的极化，促进树突状细胞成熟，增强树突状细胞抗原递呈能力，

同时促进淋巴细胞增殖和释放ＩＦＮγ，而且Ｐ３最能有效激活

自体淋巴细胞成为细胞毒活性细胞，而单独的 ＨＳＰ７０没有杀

伤活性，不能有效引起机体特异性免疫应答。这些实验结果表

明 ＨＳＰ７０作为表位肽载体大大增强了ＣＴＬ表位肽的免疫原

性，特别是引入Ｂ、Ｔｈ表位，可更有效地诱导 ＨＢＶ特异性免疫

应答。其可能的原因为：（１）ＨＳＰ７０（Ｐ１）和融合蛋白（Ｐ２、Ｐ３）

结合树突状细胞能上调 ＣＤ１ａ、ＣＤ４０、ＣＤ８６表达，诱导树突状

细胞分泌产生高水平的 Ｔｈ１型细胞因子（ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ１β、

ＴＮＦα），其中ＩＬ１２在诱导Ｔｈ１极化中起关键作用，另外诱导

释放的ＩＦＮγ也有利于Ｔｈ０向Ｔｈ１的极化，从而促进树突状

细胞成熟，增强其免疫活性［２，８９］。（２）ＨＳＰ７０特异性结合

ＣＤ４０，作用于单核细胞、树突状细胞等激活免疫系统，促进树

突状细胞释放ＣＣ趋化因子如ＣＣＬ３（ＭＩＰ１ａ）、ＣＣＬ４（ＲＡＮ

ＴＥＳ）。通过ＣＤ４０信号可以上调抗原呈递能力，增加共刺激

分子ＣＤ８０、ＣＤ８６和ＣＤ５８的表达，使树突状细胞能向ＣＴＬ启

动［１０］。因此树突状细胞通过刺激Ｔ细胞、促进ＣＤ４０表达，以

及与ＣＤ４０Ｌ 的交联作用诱导 ＭＨＣＩ限制性抗原特异性

ＣＤ８＋Ｔ细胞反应
［３，１１］。

本研究通过体外考察表明ＴＢ．ＨＳＰ７０可作为 ＨＢＶＨＢ

ｃＡｇ细胞毒性ＣＴＬ表位肽载体，提高ＣＴＬ表位肽的免疫原

性，而且含有Ｂ和Ｔｈ表位的Ｐ３能更好地激活ＨＢＶ特异性免

疫应答，这为ＣＡＨ的免疫治疗开辟新的途径。Ｆｌｏｔｏ等
［１２］研

究表明ＴＢ．ＨＳＰ７０通过ＣＣＲ５受体作用于树突状细胞，诱导

树突状细胞聚集，促进树突状细胞与Ｔ细胞形成免疫应答，而

Ｐ３是否也通过ＣＣＲ５受体作用于树突状细胞，这将在后续研

究中进一步探讨。
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