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人 tPA信号肽和 Yersinia pestis 保护性抗原 F12V融合基因的
构建及其免疫效果观察
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摘要　为获得含有鼠疫 F1和 V抗原编码基因 ,以及人 tPA信号肽基因的重组质粒 tPA2pVAX1ΠF12
V ,测定其诱导特异性免疫应答的能力 ,用 PCR扩增鼠疫菌 F1和 V编码基因 ,分别与 p GEM2T连接

测序.构建 pVAX1ΠF12V 融合重组质粒 ,PCR扩增 tPA信号肽片段 ,并将其插入到 F12V的上游 ,构

建 tPA2pVAX1ΠF12V 融合重组质粒 ;转染 COS27细胞 ,Western 印迹法鉴定目的蛋白的表达 ,重组质

粒 tPA2pVAX1ΠF12V 加 GM2CSF佐剂免疫 BALBΠc小鼠 ,观察免疫效果. 400个 LD50强毒鼠疫菌皮下

攻毒观察保护率.结果表明 , tPA2pVAX1ΠF12V 在 COS27细胞中表达 ;免疫鼠体内产生特异性抗体 ;

抗体亚型分析、细胞因子等指标的测定表明 ,所构建 DNA疫苗以诱发 Th1型免疫为主 ; (攻毒保护

率达 90 %.结果提示 ,已成功构建 F12V融合蛋白真核表达载体 tPA2pVAX1ΠF12V ,它具有诱导特异

性细胞免疫和体液免疫应答的能力 , 对强毒鼠疫菌皮下攻毒有一定的保护效力 ,为鼠疫菌新型疫

苗研制奠定了基础.
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Construction and Immunogenicity of Fused Gene Containing Protective

Antigen F12V of Yersinia pestis and Signal Peptide of Human tPA
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Abstract　To construct recombinant eukaryotic expression vector tPA2pVAX1ΠF12V based on the coding2gene
of F12V antigen and signal of tPA and then study its immunogenicity , Yersinia pestis F1 2V gene was amplified
from EV76 line by PCR. They were inserted into the eukaryotic expression vector pVAX1 , tPA signal encoding
sequence was amplified by PCR and then inserted to the 5′2terminus of F12V to construct secretion eukaryotic
expression vector tPA2pVAX1ΠF12V . Then the recombinant plasmid was injected into BALBΠc mice via an
intramuscular route together with plasmid DNA carrying GM2CSF gene. Mice were challenged via subcutaneous
injection of virulent Yersinia pestis 10 days after the fourth immunization and observed twice daily for morbidity
and mortality. tPA2pVAX1ΠF12V recombinant plasmid was successfully constructed. Western blot analysis
indicated that F12V fusion protein was expressed in COS27 cells. Animals immunized with the recombinant
plasmid induced antigen specific antibody. Furthmore , the recombinant plasmid induced typical T2helper 12
dominated immune response as determined by immunoglobulin G isotype and cytokine analysis. It was able to
induce a effective immuno2protection against subcutaneous challenge of virulent Yersinia pestis with 400 LD50 ,

the survival rate was 90 %. tPA2pVAX1ΠF12V can induce both humoral and cellular immune response , it
could be used as potential candidate vaccine for the control of Yersinia Pestis .
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　　鼠疫杆菌 ( Yersinia pestis)是腺鼠疫、败血症鼠疫

和肺鼠疫的自然疫源性病原 ,曾经以“瘟疫”的形式

给人类的健康造成了极大的危害. WHO公布的数据

显示 ,现在每年全球有2 000多例鼠疫病例报告[1 ]
,

国内也时有鼠疫病例报道.由于生物恐怖袭击事件

的发生 ,世界各国对鼠疫都已高度警惕.恐怖袭击常

采用气溶胶感染 ,可直接引起原发性肺鼠疫流行 ,因

而更需要研究安全有效的鼠疫疫苗.传统的鼠疫疫

苗包括灭活疫苗、减毒活疫苗[2 ]
.虽然灭活疫苗在预

防腺型鼠疫有一定效果 ,但对肺型鼠疫无效 ;减毒活

疫苗又具有潜在的毒性.近年来 ,由于 DNA疫苗能

够诱导出较好的体液免疫和细胞免疫 ,而日益受到

重视[3 ]
.本研究选取鼠疫的鼠疫荚膜抗原 F1蛋白和

表面抗原 V蛋白的编码基因 ,以及人 tPA信号肽为

研究对象 ,构建了分泌型融合双价真核表达质粒

tPA2pVAX1ΠF12V ,在 COS27 细胞中进行了表达 ,并

以 pUMC12mGM2CSF为佐剂制备 F12V融合双价基因

疫苗 ,免疫 BALBΠc小鼠 ,测定其诱导的体液免疫和

细胞免疫水平 ,鼠疫菌标准强毒株攻毒测定保护效

力 ,获得阶段性结果.

1　材料与方法

11 1　试剂

各种限制性内切酶等均购自大连宝生物公司 ;

Lipofectamine
TM

2000等购自 Invitrogen公司 ;测抗体亚

型的 ELISA试剂盒购自美国 BETHYL公司 ; ELISPOT

试剂盒购自 DIACLONE公司.

112　质粒 ,细菌 ,细胞及动物

鼠疫 EV76株 cDNA为本室保存 ;真核表达载体

pVAX1购自 Invitrogen公司 ;鼠疫菌标准强毒株 (141

株) 为青海省地方病预防控制所保藏 ;重组蛋白

pET32aΠ F12V 为本室表达 ;pUMC12mGM2CSF重组质

粒由第三军医大学免疫学研究所倪兵博士惠赠 ;

COS27细胞为本室保存 ;6 周龄雌性 BALBc 小鼠由

军事医学科学院动物中心提供 (动物合格证号 :

0006036) .

113　PCR扩赠目的片段及重组载体的构建

11311　引物　根据 GenBank登录的 F1、V蛋白编码

基因序列 ,利用 Primer3 在线设计引物 , F1 引物为

P1 :5′2GCAAGCTTATGAAAAAAATCAGTTCC23′,P2 :5′2
CGGAATTCTTGGTTAGATACGGT23′,酶切位点分别为

HindⅢ和 EcoR Ⅰ. V 的引物为 P3 : 5′2CGGAATTC

ATTAGAGCCTACGAA23′, P4 : 5′2ATTTGCGGCCGCTCA

TTTACCAGACGTGTCA23′. 酶切位点斜体分别为

EcoRⅠ和 Not Ⅰ, F1 的下游去掉终止密码子 TAA.

由于 tPA信号肽基因只有 69 bp ,所以采用 PCR方法

直接扩增 ,上下游两条引物互为模板.引物分别为

P5 : ACTGA GCTAGCATGGATGCAATGAAGAGAGGGCT

CTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGG, P6 : TGAGCAAGCTT

GCTGGGCGAAACGAAGACTGCTCCACACAGCAGCAGC

ACACAGCAGAG. 酶切位点斜体分别为 Nhe Ⅰ和

HindⅢ.

11312　目的基因扩增及序列测定　以鼠疫菌 EV76

株 cDNA为模板进行 PCR.反应条件为 94℃预变性 5

min ,94℃1 min ,53 ℃1 min ,72 ℃45 s ,30个循环 ,

72 ℃延伸 10 min后结束 ,琼脂糖凝胶电泳纯化回收

后与 p GEM2T载体连接 ,常规转化 ,蓝白斑筛选 ,菌

落 PCR及提质粒双酶切鉴定 ,将含目的片段的质粒

DNA送 TaKaRa公司测序. tPA信号肽上下游两条引

物互为模板直接 PCR扩增 ,反应条件为 94℃5 min ,

94℃30 s ,68℃30 s ,72℃45 s ,循环 20次 ,72℃延伸

10 min结束.

11313　重组质粒 tPA2pVAX1ΠF12V 的构建 　将测
序正确的 F1片段双酶切后分别与同样经过双酶切

的 pVAX1载体连接 ,构建重组质粒 pVAX1ΠF1 ,然后

在 F1 下游插入 V 片段构建融合重组质粒 pVAX1Π
F12V ,然后把扩增的 tPA信号肽片段插入 F1 片段

的上游 ,构建分泌型双价真核表达质粒 tPA2pVAX1Π
F12V ,重组质粒转化 DH5α,挑克隆经菌落 PCR ,双

酶切鉴定为阳性克隆 ,保种待用.

114　重组质粒转染 COS27细胞

重组质粒 pVAX1ΠF12V 和 tPA2pVAX1ΠF12V 过
滤除菌 ,将处于指数生长期的 COS27 细胞接种于 6

孔细胞培养板中 (孔内预先放置无菌盖玻片) ,细胞

生长至 80 %铺满盖玻片 ,加入用无双抗无血清的

DMEM配制的脂质体2重组质粒混合物 (2∶5 ,质粒终

浓度为 4 mgΠL) ,37℃,CO2 温箱中培养 6 h ,弃细胞

上清液 ,加入含 10 %胎牛血清的 DMEM ,CO2 温箱中

继续培养 48 h.

115　WB免疫印迹法测定重组质粒在细胞中的

表达

转染细胞培养 48 h后 ,收集细胞 ,PBS洗 2遍后

加入 100μl 裂解液反复冻融后离心取上清 , SDS2
PAGE ,切胶转膜 ,0165 mAΠcm2 电转 115 h ,以鼠疫杆
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菌免疫兔血清为一抗 ,HRP标记羊抗兔 IgG为二抗 ,

DAB显色.

116　重组质粒免疫动物

大量提取重组质粒调其浓度为 2 mgΠml ,6周龄

雌性 BALBΠc小鼠随机分为 PBS对照组、pVAX1ΠF12
V 和 tPA2pVAX1ΠF12V 实验组 ,每组 10只.小鼠后腿

股四头肌注射 25 %蔗糖溶液 100μl ,15 min后于实

验组注射部位注射重组质粒和佐剂 GM2CSF 混合物

(重组质粒 : GM2CSF为 1∶1) 100μlΠ只 ,对照组注射

100μl PBS ,14 d后加强免疫 1次 ,共 4次.

117　重组质粒免疫动物后的免疫学评价

11711　ELISA检测血清抗体水平 　每次免疫后第

10 d断尾取血 ,收集血清 , F12V重组融合蛋白包被

酶联板 ,1∶100倍比稀释血清 ,37 ℃温育 1 h后洗涤 ,

加 HRP标记的酶标二抗 ,37 ℃温育 40 min后洗涤 ,

TMB显色 ,酶标仪 450 nm波长处测 A 值.

11712　抗体亚型分类　重组蛋白 pET32aΠF12V包被

酶联板 ,末次加强免疫后血清为一抗 ,其余按试剂盒

操作说明书测特异性 IgG1和 IgG2a ,450 nm波长处

测 A 值.

11713　ELISPOT法检测小鼠脾淋巴细胞分泌 IFN2γ
的能力　末次免疫后 10 d处死小鼠 ,无菌取脾 ,常

规制备免疫小鼠脾淋巴细胞 ,调整细胞浓度为 2 ×

10
6

,接种至 96孔板中 ,100μlΠ孔 ,设阴性对照组及纯

化的鼠疫重组蛋白的实验孔 (10μlΠ孔 ,终浓度 10

μgΠml) ,每组 3个复孔.实验过程按试剂盒操作说明

进行 ,美国 CTL公司 Immunospot Analyze Series 2斑点

记数仪记数斑点 ,分析结果.

118　攻毒实验

6周龄雌性 BALBΠc小鼠随机分为 PBS对照组、

pVAX1 空载体组、pVAX1ΠF12V 和 tPA2pVAX1ΠF12V
实验组 ,每组 10只.动物末次免疫后 10 d ,进行攻毒

实验 ,实验组和空载体对照组用 400个 LD50强毒鼠

疫菌进行小鼠腹股沟皮下注射 ,PBS对照组用 2 个

LD50强毒鼠疫菌相同部位注射.观察记录 25 d内的

动物死亡情况.死亡动物取心、肝、脾、肺、肾、淋巴结

等器官 ,进行细菌分离检测.

119　统计学分析

用 SPSS1110 软件进行统计分析 ,数据以 �x ±s

表示 ,各组间差异用方差分析.

2　结果

211　tPA信号肽编码序列和 F1、V蛋白编码基因片

段的扩增及重组表达载体的构建

PCR产物经电泳证实扩增的 F1 片段约为 510

bp ,V 片段约为 981 bp , tPA 信号肽约 69 bp ,与预期

的产物大小相同. F1、V 片段与 T载体连接后转化 ,

阳性克隆测序结果和 GenBank 公布的序列完全一

致.将测序正确的目的片段分别与真核表达载体

pVAX1 连接 ,转化后双酶切鉴定 ,切下相应的目的

片段 ,证实目的片段正确插入 ,成功构建 tPA2
pVAX1ΠF12V .

212　Western免疫印迹检测重组蛋白的表达

结果显示 ,重组质粒转染 COS27 细胞所表达蛋

白与鼠疫杆菌免疫兔血清特异性结合 ,而转染空载

体 pVAX1 的 COS27 细胞蛋白不与鼠疫杆菌免疫兔

血清结合 (Fig. 1) .

Fig. 1 　Western blot analysis of the pVAX1 ΠF12V and

tPA2pVAX1 ΠF12V antigen expression

11 Protein molecular marker ; 21 pVAX1ΠF12V ;

31 tPA2pVAX1ΠF12V ;41 pVAX1 control

213　小鼠血清总 IgG水平的测定

免疫鼠血清用间接 ELISA法测定抗体水平.结

果显示 ,初次免疫后 10 d实验组小鼠血清可检测到

特异性抗体产生 ,加强免疫 3次后抗体水平均明显

升高. tPA2pVAX1ΠF12V 和 pVAX1ΠF12V 实验组抗体
水平显著高于 PBS对照组 ( P < 01001) ( Fig. 2) ; tPA2
pVAX1ΠF12V 组和 pVAX1ΠF12V 相比 ,抗体水平均有

升高 ,尤其初次免疫后 tPA2pVAX1ΠF12V 组抗体水
平显著高于 pVAX1ΠF12V 组 ( P < 0105) (Fig. 3) .

215　抗体亚型分类

抗体亚类分析结果显示 pVAX1ΠF12V 组和 tPA2
pVAX1ΠF12V 组 IgG1 水平均高于 IgG2a 水平 ,但

tPA2pVAX1ΠF12V 组 IgG2a的水平比 pVAX1ΠF12V组

有了显著提高 (Fig. 4) .

216 　ELISPOT检测可分泌 IFN2γ CD8 + T 淋巴

细胞

结果显示实验组形成的斑点数 (SFC)显著多于

PBS对照组 ( P < 0101) ,其中 tPA2pVAX1ΠF12V 组形
成的 SFC为 268 ±22 个 ,明显多于 pVAX1ΠF12V 组
的 162±18个 ( P < 0101) (Fig. 5) .

217　保护率测定
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Fig. 2　Y. pestis antigen2specific IgG responses in sera of

DNA vaccines immunized BALBΠc mice as measured by

ELISA

Temporal mouse sera anti2F12V IgG responses measured by ELISA A450

value 10 days following each DNA immunization

Fig. 3 　Solid triangle : mouse group immunized with the

tPA2pVAX1 ΠF12V DNA vaccine

Solid square : mouse group immunized with the pVAX1 ΠF12V DNA

vaccine ; Solid circle : mouse group received empty vector DNA

　　经 3次加强免疫后 ,小鼠状况良好 ,体重正常增

加 ,注射部位无脱毛、硬结等异常表现.强毒菌攻击

后 ,PBS对照组和 pVAX1空载体组攻毒后很快就可

以观察到症状 ,如被毛直立 ,背部弓起 ,蜷缩 ,颤抖 ,

呼吸困难无力 ,3～5 d内全部死亡. pVAX1ΠF12V 组
有 60 %的动物存活 ,这些组别的动物在短期内出现

的轻微症状并持续 3～5 d.而 tPA2pVAX1ΠF12V 组
90 %的动物存活 ,攻毒期间未见明显症状 ( Table 1) .

所有死亡小鼠取脏器分离检测 ,从心、肝、脾、肺、肾、

淋巴结等器官均分离到鼠疫菌毒素 ,说明为特异性

死亡.

Fig. 4　Subtypes of anti2F12V IgG in mouse sera raised by

the pVAX1ΠF12V or tPA2pVAX1ΠF12V DNA vaccine as

measured by the ELISA

The assay similar to the regular ELISA as in Fig. 4 except the second

antibodie used in this assay were purified anti2IgG1 or anti2IgG2a

antibodies

Fig. 5　Specific cytokine2secreting cells were determined by ELISPOT analysis

tPA2pVAX1 ΠF12V group (a) induced more spots than pVAX1 ΠF12V group (b) and pVAX1 control (c) ( P < 0101)

3　讨论

近年来的研究表明 ,鼠疫耶尔森氏菌的免疫保

护性抗原主要由两种成分决定 ,一是鼠疫菌的荚膜

蛋白抗原 (Fraction1 ,F1 )编码分子量约为 1515 kD的

多肽. F1分子的毒性弱而抗原性强 ,并含有多个抗

原决定簇 ,在体内具有抗细胞吞噬作用 ,可诱导机体

产生荚膜抗体[4 ] .有研究证明 ,当动物或人感染鼠疫

菌后 ,F1可以在体内大量表达 ,起保护性抗原的作

用[5 ] .另一个是表面抗原 V分子 ,编码分子量约 38

kD的多肽. V抗原是鼠疫菌在低 Ca
+环境下分泌的

蛋白[6 ]
.同样 ,V 抗原具有毒性弱而抗原性强的特

点 ,并合并有多个抗原决定簇 ,它除具有抗吞噬作用

以外 ,还能促进鼠疫菌在单核细胞内繁殖 ,在Ⅲ型分

泌系统中起着重要的调节作用[7 ]
.由于 F1和V是鼠

疫菌的重要保护性抗原以及二者之间具有属间的保
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守性 ,已成为鼠疫新型疫苗研制的首选保护性抗原

分子.

Table 1 　Survival of mice immunized with the recombinant

plasmids or PBS control

DNA vaccine

Challenge

dose

(cfu)

Number

of

survived

Total

number

of animal

Survival

( %)

Vector 10 000 0 10 0

PBS 100 0 10 0

pVAX1 ΠF12V 10 000 6 10 60

tPA2pVAX1 ΠF12V 10 000 9 10 90

　　2003年 , Grosfeld等[8 ]利用 F1 及其衍生物构建

了核酸疫苗. 2004年 , Garmory等[9 ]利用 V构建了核

酸疫苗并对其进行优化后进行了免疫保护性研究.

我们也成功构建了 pVAX1ΠF1、pVAX1ΠV 并对其免

疫保护性进行了初步研究[10 ] . Heath等[11 ]研究证明 ,

F12V融合重组蛋白疫苗的效果至少和单独的 F1和

V蛋白混合在一起的效果是相同的 ,说明这两种蛋

白融合在一起并没有破坏各自的保护性抗原表位.

本课题组对我们成功构建的双价真核表达载体

pVAX1ΠF12V 和 pcDNATEΠF12V 的研究也证实了这
一点[12 ,13 ]

.

DNA疫苗虽然在许多动物模型中已证实可诱

导针对多种病毒、细菌和寄生虫等的体液和细胞免

疫应答 ,但一个不争的事实是 ,DNA疫苗所诱导的

免疫应答不够理想.因此如何进行优化以提高质粒

DNA的免疫原性就成为当前 DNA疫苗研究中的热

点.本研究主要从两方面对免疫方案和重组质粒的

构建进行了优化.其一是将含有 GM2CSF的质粒作

为分子佐剂与重组质粒混合进行共免疫 ,二是在目

的基因前插入 tPA 信号肽 ,构建分泌型重组质粒.

tPA是一种分泌型的蛋白 ,其成熟肽的上游有一长

23氨基酸的信号肽 ,研究证明 ,tPA的信号肽序列可

以有效促进异种蛋白的分泌[14 ]
. Lu等[15 ]研究证明 ,

一段适当的信号肽序列在哺乳动物细胞中可以通过

增强可溶性抗原的表达而大大提高其抗体应答的水

平.他们把人组织纤溶酶原激活剂的信号肽序列构

建到 HIV2Ⅰgp120蛋白的 N末端 ,从而大大增强了

gp120的可溶性表达以及免疫原性.我们通过重叠

PCR方法扩增得到 tPA的信号肽序列 ,并将其分别

构建到 pVAX1ΠF12V 的目的片段的上游 ,从而得到

分泌型重组质粒 tPA2pVAX1ΠF12V.

本文中所构建的重组质粒在转染 COS27 细胞

后 ,利用Western印迹方法可检测到具有免疫原性的

F12V融合蛋白的表达 ,提示我们构建的重组质粒可

有效的表达插入的外源蛋白.考虑到基因疫苗的免

疫原性较弱 ,本研究选用了既能诱导细胞免疫又能

激发体液免疫的小鼠集落刺激因子 ( GM2CSF)为佐

剂 ,共同免疫 BALBΠc小鼠 ,初次免疫 10 d后血清中

就可以检测到特异性抗体 ,加强免疫 3 次后总 IgG

水平明显升高 , tPA2pVAX1ΠF12V 组抗体水平比同期
的 pVAX1ΠF12V 组相对较高.进一步的研究发现 ,

tPA2pVAX1ΠF12V 组初次免疫的抗体水平就比较高 ,

达到 pVAX1ΠF12V 组 2次甚至 2次以上免疫的抗体

水平 ,说明 tPA信号肽确实可以促进鼠疫保护性抗

原的分泌性表达 ,诱导表达的目的蛋白分泌到胞外 ,

引起较强的体液免疫应答.

抗体亚型分类结果显示 ,免疫组小鼠 IgG1 与

IgG2a之比 > 1 ,说明 DNA免疫组小鼠的特异性抗体

是以 IgG1为主[16 ]
.但我们发现 , tPA2pVAX1ΠF12V 组

的 IgG2a水平与其相应的 pVAX1ΠF12V 相比有了显
著提高 ( P < 0101) ,表明分泌型 tPA2pVAX1ΠF12V 疫
苗免疫在机体内成功地增强了 Th1型细胞免疫为主

的免疫应答 ,当然 GM2CSF作为 Th1 型基因佐剂也

促进了细胞免疫应答的产生. ELISPOT方法由于可

以定量检测对特异性抗原的 CTL 免疫应答而日益

受到重视 ,较传统的51
Cr释放法更为敏感[17 ]

.本研究

通过 ELISPOT法检测了特异性活化的可以分泌 IFN2
γ的 CD8

+ T淋巴细胞数 ,实验组小鼠形成的斑点数

显著多于对照组 ( P < 0101) ,体现了 DNA疫苗的优

势在于能够诱导出特异性细胞毒 T细胞免疫应答.

本研究经攻毒试验证明 ,重组质粒 tPA2pVAX1ΠF12V
确实有较好的免疫保护力 ,4 次肌肉注射免疫后对

400 LD50 P141 强毒株鼠疫菌皮下注射攻击产生

90 %的保护 ,高于 pVAX1ΠF12V 组的 60 % ,作为鼠疫

核酸疫苗具有一定的应用前景 ,但在疫苗的用量、投

递系统、联合免疫以及安全性等方面还需要进一步

摸索 ,以期最大限度的激发免疫应答 ,深入的研究正

在进行之中.
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