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人ＩＬ２与ＥＢ病毒ＢＺＬＦ１融合基因重组ＢＣＧ的构建

及免疫学研究

于美美１，崔晏硕２，邵为林２，密田２，陈廷１，薛庆节１

（１．潍坊医学院医学检验学院，山东潍坊２６１０５３；２．济宁医学院基础医学院，山东济宁２７２０６７）

【摘要】　目的　构建人ＩＬ２与ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）基因ＢＺＬＦ１的融合基因重组ＢＣＧ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＢＣＧ，

ｒＢＣＧ），并分析其免疫效果。　方法　通过重叠延伸技术，构建融合基因ＩＬＢＺ，将ＩＬＢＺ与穿梭表达载体ｐＭＶ２６１连接

并转化至ＢＣＧ中进行表达。注射ｒＢＣＧ至Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠体内，通过流式细胞术检测和ＣＴＬ检测分析其免疫反应；注

射ｒＢＣＧ至构建的人源性ＥＢＶ阳性肿瘤的ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠中，观察ｒＢＣＧ对肿瘤的治疗效果。　结果　重叠延伸ＰＣＲ

获得的融合基因ＩＬＢＺ为１２４８ｂｐ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｒＢＣＧ表达的融合蛋白能被ＩＬ２抗体和ＺＥＢＲＡ抗体识别，大小约

５５ｋｕ；动物免疫试验显示，注射ｒＢＣＧ的小鼠ＣＤ４
＋
Ｔ细胞和ＣＤ８

＋
Ｔ细胞百分率分别为４５．１％和３２．３％，高于ＢＣＧ

（２８．５％和２４．０％）及ＰＢＳ的百分率（２１．３％和１８．１％）（犘＜０．０５）；动物治疗实验显示，注射ｒＢＣＧ治疗的裸鼠ＮＫ细胞

占２．９９％，高于ＢＣＧ（ＮＫ细胞为１．８９％）和ＰＢＳ（ＮＫ细胞为０．６８％）（犘＜０．０５）；ｒＢＣＧ注射２周，ＥＢＶ阳性小鼠肿瘤体

积和重量明显小于对照组。　结论　成功构建ｒＢＣＧ并表达出稳定的融合蛋白，且ｒＢＣＧ能刺激小鼠产生免疫反应，具

有抗肿瘤作用。
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　　ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）是一种自非洲

儿童恶性淋巴瘤中分离出来的病毒，被世界卫生组织

定义为Ⅰ类致癌物，世界上９５％以上的人口均感染过

该病毒，其感染与Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤和鼻

咽癌等多种癌症的发生有关［１］。ＥＢＶ主要感染人淋

巴细胞和口咽上皮细胞［２］，包括潜伏期和裂解期两个

阶段，ＥＢＶ的潜伏基因是能在潜伏感染细胞中表达的

病毒基因，编码病毒的蛋白质、非编码 ＲＮＡ 和微小

ＲＮＡ等，不同ＥＢＶ感染细胞具有不同的潜伏基因表

达模式［３］。在潜伏感染期间，ＥＢＶ编码的潜伏蛋白刺

激被感染的Ｂ淋巴细胞逐步分化为静息记忆Ｂ细胞，

确保ＥＢＶ基因组能稳定持久地存在于细胞中
［４］。立

刻早期蛋白ＺＥＢＲＡ和Ｒｔａ的表达使ＥＢＶ由潜伏期

进入裂解期，并引起ＢＺＬＦ１等早期裂解蛋白的表达，

二者共同促进ＥＢＶ基因的复制、切割、包装和释放，使

其感染邻近细胞［５］，引起相应部位病变。鉴于ＥＢＶ的

致病性和分布的广泛性，亟待寻求一种能够预防和治

疗ＥＢＶ阳性肿瘤的方法。

ＥＢＶ基因ＢＺＬＦ１编码的蛋白ＺＥＢＲＡ作为调控

ＥＢＶ由潜伏期进入裂解期的关键蛋白，是ＥＢＶ的特

异性治疗靶点之一。本研究通过基因工程技术和分子

生物学技术使ＺＥＢＲＡ在宿主体内稳定表达，人工诱

导ＥＢＶ提前进入裂解期，使ＥＢＶ阳性细胞裂解死亡。

ＺＥＢＲＡ作为外来抗原，能刺激人体的细胞免疫和体

液免疫，发挥抗肿瘤的作用。ＩＬ２作为Ｔ细胞和ＮＫ

细胞的生长因子，具有维持淋巴细胞生长和肿瘤抑制

的功能［６］。Ｂｅｎｉｔｅｚ等
［７］研究发现，表达ＩＬ２的ｒＢＣＧ

在黑色素瘤中表现出一定的抗肿瘤作用。ＢＣＧ作为

一种安全有效的佐剂，具有热稳定性［８］，能诱导ＣＤ４
＋

Ｔ细胞、ＣＤ８
＋
Ｔ细胞和ＮＫ细胞的聚集，促进ＩＦＮγ、

ＴＮＦα等细胞因子的分泌，已被应用于黑色素瘤和浅

表尿路上皮癌等的治疗。本研究选择人ＩＬ２和ＥＢＶ

基因ＢＺＬＦ１进行基因融合，融合后的基因构建于穿梭

表达载体ｐＭＶ２６１并转化至ＢＣＧ中，使其在体内能

稳定表达，为探究预防和治疗ＥＢＶ阳性肿瘤的亚单位

疫苗提供理论依据。

材料与方法

１　材料

１．１　试剂　质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收

试剂盒和ＤＨ５α感受态细胞购自北京天根生化科技有

限公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ?ＧＸＬＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、内切酶

ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ购自日本 Ｔａｋａｒａ

公司；Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ９Ｂｒｏｔｈ和 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０

Ａｇａｒ购自美国ＢＤＤｉｆｃｏ公司；ＺＥＢＲＡ抗体购自美国

ＳＡＮＴＡＣＲＵＺＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ公司；ＩＬ２抗体

购自美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＬＴＤ 公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ凝胶及电泳液相关试剂购自北京索莱宝公司；超

敏ＥＣＬ化学发光试剂盒购自万达生物科技。抗体

ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８和 ＮＫ１．１购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；

ＩＣＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ和１０×ＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ购

自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；山羊抗小鼠抗体和ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ

Ｌｕｍｉ
ＴＭ 发光法细胞活力检测试剂盒购自中国Ｂｅｙｏ

ｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．２　细胞株　人ＥＢＶ阳性鼻咽癌肿瘤细胞ＣＮＥ２Ｚ

购自吉妮欧生物公司。

２　方法

２．１　重组质粒ＩＬＢＺｐＭＢ２６１的构建

２．１．１　目的基因扩增与连接　根据ＧｅｎＢａｎｋ已报道

的ＤＮＡ序列设计引物，由生物工程（上海）股份有限

公司。引 物 设 计：ＩＬ２Ｆ：５ＧＣＧ犌犌犃犜犆犆ＧＡＴＧ

ＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＡＣＴＣＣＴＧＴＣ３（引入犅犪犿犎Ｉ酶

切位点）；ＩＬ２ｒ：５ＧＣＴＧＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＴＣ

ＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＴＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＴＣＡＡＧＴＴ

ＡＧＴＧＴＴＧＡＧＡＴＧＡＴＧＣ３；ＢＺＬＦ１ｆ：５ＧＧＴＧ

ＧＣＧＧＴＧＧＡＡＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＡＡＧＣＧＧＣＧＧ

ＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＡＣＣＣＡＡＡＣＴＣＧＡＣＴ

ＴＣＴＧ３；

ＢＺＬＦ１Ｒ：５ＧＣＧ犌犜犆犌犃犆犜ＡＡＧＡＡＡＴＴＴＡ

ＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＧＴＧ３（引入犛犪犐Ｉ酶切位点）。

根据ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
?
ＧＸＬＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ说明

书进行ＩＬ２和ＢＺＬＦ１基因的ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应

体系：模板０．５μｌ，引物（ＩＬ２包括ＩＬ２Ｆ和ＩＬ２ｒ，

ＢＺＬＦ１包括 ＢＺＬＦ１ｒ和 ＢＺＬＦ１Ｒ）各０．２μｌ，５×

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＧＸＬＢｕｆｆｅｒ１０μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ４μｌ，

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＧＸＬＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μｌ，用ｄｄＨ２Ｏ

补充至５０μｌ。反应条件：９８℃预变性４ｍｉｎ；９８℃变

性１０ｓ，６０℃退火１５ｓ，６８℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循

环；６８℃再延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖

凝胶进行电泳，并根据琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒

说明书进行目的基因的回收。将琼脂糖凝胶ＤＮＡ回

收产物ＩＬ２和ＢＺＬＦ１通过多肽接头（Ｇｌｙ＿４Ｓｅｒ）＿３
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ＤＮＡ序列进行连接。连接体系：ＩＬ２２０μｌ，ＢＺＬＦ１２０

μｌ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ５μｌ，１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ

５μｌ。混匀后１６℃金属浴过夜。取连接产物进行１％

琼脂糖凝胶电泳后回收。

２．１．２　重叠延伸ＰＣＲ　以胶回收产物为模板、以ＩＬ

２Ｆ和ＢＺＬＦ１Ｒ为引物进行融合基因ＩＬ２ＢＺＬＦ１（以

下简称ＩＬＢＺ）的ＰＣＲ扩增，体系如２．１．１。反应条

件：９８℃预变性４ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，６０℃退火１５

ｓ，６８℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，共３０个循环；６８℃再延伸５

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖凝胶电泳后胶回收。

２．１．３　ＰＣＲ产物的酶切　将ＰＣＲ胶回收产物ＩＬＢＺ

与穿梭表达载体ｐＭＶ２６１进行犅犪犿ＨＩ酶切。酶切体

系：模板１０μｌ，犅犪犿犎Ｉ１μｌ，１０×ＫＢｕｆｆｅｒ２μｌ，加

ｄｄＨ２Ｏ补充至２０μｌ。３０℃水浴过夜。酶切产物通过

１％琼脂糖凝胶进行电泳后胶回收。取胶回收产物

ＩＬＢＺ和ｐＭＶ２６１进行犛犪犐Ｉ酶切，体系同上。３７℃水

浴过夜。ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖凝胶电泳后胶回

收。

２．１．４　酶切产物与载体的连接　将ＤＮＡ回收产物

ＩＬＢＺ和ｐＭＶ２６１进行连接，体系如２．１．１，混匀后１６

℃金属浴过夜。

２．１．５　重组质粒的转化　将连接液与犈．犮狅犾犻．ＤＨ５α

感受态细胞混匀，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃水浴９０ｓ，冰浴１０

ｍｉｎ，加入８００μｌ液体ＬＢ培养基，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｍ

摇床６０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｍ（离心半径６ｃｍ）离心３

ｍｉｎ，去７００μｌ上清，剩余部分混匀后涂布含有卡那霉

素的ＬＢ固体培养基上，置于３７℃培养箱中培养。

２．１．６　重组菌的液体培养及质粒提取　挑取ＬＢ固

体培养基中的单菌落至含卡那霉素的液体培养基中，

３７℃１６０ｒ／ｍｉｎ培养１２～１８ｈ，根据质粒小提试剂盒

说明书提取重组质粒ＩＬＢＺｐＭＶ２６１。

２．１．７　ＩＬＢＺｐＭＶ２６１的鉴定　以重组质粒ＩＬＢＺ

ｐＭＶ２６１为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ体系和反应条

件同２．１．２。以重组质粒ＩＬＢＺｐＭＶ２６１为模板进行

酶切鉴定。酶切体系：模板１０μｌ，犅犪犿犎Ｉ１０μｌ，ＳａＩＩ

１μｌ，１０×ＫＢｕｆｆｅｒ２μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ补充至２０μｌ，３０℃

水浴过夜。重组质粒ＩＬＢＺｐＭＶ２６１由上海生物工程

股份有限公司进行测序。

２．２　重组质粒电转化及ｒＢＣＧ的培养与表达　重组

质粒ＩＬＢＺｐＭＶ２６１测序后取１０μｌ与ＢＣＧ感受态细

胞混合，冰浴１５ｍｉｎ，将混合液转移至预冷的电转杯

中，２．３ＫＶ５．５ｍｓ进行电转。取１ｍｌＭｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ

７Ｈ９Ｂｒｏｔｈ缓慢加至电转杯中混匀，转移至１．５ｍｌ离

心管中，３７℃１００ｒ／ｍｉｎ摇床２４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，去上清。将剩余部分混匀，均

匀涂抹在含卡那霉素的Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０Ａｇａｒ斜面

培养基上，３７℃培养３～４周。挑取单个菌落至含卡

那霉素的 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ９Ｂｒｏｔｈ液体培养基中，培

养１～３周至培养基变浑浊。

２．３　ｒＢＣＧ的诱导表达

２．３．１　蛋白提取　分别取２ｍｌ菌液、ｐＭＶ２６１ＢＣＧ

和ＢＣＧ于４５℃诱导４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后用细菌

裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１００μｇ／ｍｌ溶菌酶，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ

１００）重悬，３００Ｗ 冰浴超声，１０ｓ超声，１５ｓ间隔，持续

３０ｍｉｎ。４℃１２０００ｒ／ｍｉｍ（离心半径６ｃｍ）离心３０

ｍｉｎ，取上清。

２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　分别取１０μｌｒＢＣＧ、ｐＭＶ２６１

ＢＣＧ和ＢＣＧ蛋白提取液分别进行蛋白质１２％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，８０Ｖ４５ｍｉｎ后调电压至１２０Ｖ４５ｍｉｎ。

再进行转膜电泳２ｈ，用３％ＢＳＡ 封闭２ｈ，分别用

ＢＺＬＦ１抗体和ＩＬ２抗体４ ℃孵育过夜，２４ｈ后用

ＴＢＳＴ洗膜６次，每次１０ｍｉｎ，用山羊抗小鼠抗体室温

摇床孵育２ｈ，用ＴＢＳＴ洗膜６次，每次１０ｍｉｎ，滴加

超敏ＥＣＬ化学发光试剂至覆盖膜表面后进行曝光，观

察结果。

２．４　动物免疫试验　将６～８周龄的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠

分为３组：ＰＢＳ组、ＢＣＧ 组和ＩＬＢＺｐＭＶ２６１ｒＢＣＧ

组，每组５只，分别注射１００μｌＰＢＳ、ＢＣＧ 和ＩＬＢＺ

ｐＭＶ２６１ｒＢＣＧ１００μｌ。ＢＣＧ和ＩＬＢＺｐＭＶ２６１ｒＢＣＧ

的吸光度Ａ６００ 值为２．０，１０ｄ／次，连续注射３次，末次

注射１０ｄ后处死小鼠，分离脾脏。

２．５　流式细胞分析　将小鼠脾脏进行研磨、过滤、红

细胞裂解，待红细胞裂解完全后用ＰＢＳ重悬，分别加

入抗体ＣＤ３ＰＥ、ＣＤ４ＦＩＴＣ和ＣＤ８ＡＰＣ各０．３μｌ，４

℃避光孵育３０ｍｉｎ，加入ＰＢＳ重悬、洗涤、过滤后进行

流式细胞分析。

２．６　ＣＴＬ检测　将小鼠脾脏通过研磨、过滤和红细

胞裂解后分离脾淋巴细胞并用ＲＰＭＩ１６４０进行洗涤，

加入含１０％ＦＢＳＲＰＭＩ１６４０（含青霉素和链霉素）重

悬并计数，将定量的不同免疫组的脾淋巴细胞分别加

入ＣＮＥ２Ｚ细胞中进行２４ｈ共培养，通过ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ

Ｌｕｍｉ
ＴＭ 发光法细胞活力检测试剂盒检测细胞活力。

２．７　动物治疗试验　注射１．７５×１０
７／ｍｌ人ＥＢＶ阳

性鼻咽癌肿瘤细胞 ＣＮＥ２１００μｌ至 ６～８ 周的

ＢＡＬＢ／ｃｎｕ雌性裸鼠进行造模，１周后将其随机分为

ＰＢＳ、ＢＣＧ和ＩＬＢＺｐＭＶ２６１ｒＢＣＧ３组，分别注射１００

μｌＰＢＳ、ｒＢＣＧ（Ａ６００ 值为２．０）和ＩＬＢＺｐＭＶ２６１ｒＢＣＧ

（Ａ６００ 值为２．０）进行治疗，７ｄ／次，测量肿瘤大小，并计

算体积（犞＝犡×犢
２／２）。第２次注射７ｄ后处死小鼠，

取肿瘤称重、拍照。将脾脏进行研磨、过滤后裂解红细

胞，加入 ＮＫ１．１ＰＥ抗体４ ℃避光孵育３０ｍｉｎ，用
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ＰＢＳ洗涤后进行流式细胞分析。

２．８　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２０．０软件对符合正态

分布实验数据（以均数±标准差表示）进行统计学分

析，通过单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）对多样

本均数之间的差异进行比较，如差异有统计学意义，则

采用狋检验进行多组间两两比较，分析使用双侧检验，

若犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　犘犆犚和重叠延伸犘犆犚

ＰＣＲ扩增ＩＬ２和 ＢＺＬＦ１ＤＮＡ 电泳结果如图

１ａ。ＩＬ２ＤＮＡ大小为４６５ｂｐ，ＢＺＬＦ１ＤＮＡ 大小为

７３８ｂｐ。根据重叠延伸ＰＣＲ原理，融合基因ＩＬＢＺ的

重叠延伸ＰＣＲ的电泳结果如图１ｂ所示，ＩＬＢＺ大小为

４６５＋７３８＋４５（ｌｉｎｋｅｒ），即１２４８ｂｐ。

　　Ａ　ＰＣＲ扩增ＩＬ２和ＢＺＬＦ１ＤＮＡＰＣＲ产物　Ｍ　ＤＮＡ标志物

（ＤＬ２０００）　１　ＰＣＲ扩增ＩＬ２ＤＮＡＰＣＲ产物　２　ＰＣＲ扩增ＢＺＬＦ１

ＤＮＡＰＣＲ产物　Ｂ　重叠延伸ＰＣＲ扩增ＩＬＢＺＤＮＡＰＣＲ产物　３　

重叠延伸ＰＣＲ扩增ＩＬＢＺＤＮＡＰＣＲ产物

图１　犘犆犚和重叠延伸犘犆犚电泳

Ａ　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＩＬ２ａｎｄＢＺＬＦ１ｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ

　Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）　１　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＩＬ２ｗａｓ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ　２　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢＺＬＦ１ｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙ

ＰＣＲ　Ｂ　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＩＬＢＺｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｅｘ

ｔｅｎｓｉｏｎＰＣＲ　３　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＩＬＢＺｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｏｖｅｒ

ｌａｐｐｉｎｇｅｘｔｅｎｓｉｏｎＰＣＲ

犉犻犵．１　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚犪狀犱狅狏犲狉犾犪狆犲狓狋犲狀狊犻狅狀犘犆犚

２　融合蛋白的诱导表达

ｒＢＣＧ、ｐＭＶ２６１ＢＣＧ和ＢＣＧ经热诱导后超声破

壁提取蛋白，分别进行蛋白质１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，

转膜后经封闭、ＩＬ２抗体和ＢＺＬＦ１抗体孵育、洗膜和

山羊抗小鼠抗体的孵育、洗膜及显色反应，结果如图

２。ｒＢＣＧ成功表达蛋白ＩＬ２和ＺＥＢＲＡ，融合蛋白大

小约５５ｋｕ。

３　免疫小鼠脾淋巴细胞流式分析

流式细胞仪检测Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾ＣＤ４
＋
Ｔ细胞

和ＣＤ８
＋
Ｔ细胞结果如图３。ＰＢＳ组ＣＤ４

＋
Ｔ、ＣＤ８

＋

Ｔ细胞百分率约为２１．３％和１８．１％，ＢＣＧ组ＣＤ４
＋

Ｔ、ＣＤ８
＋
Ｔ细胞百分率约为２８．５％和２４．０％，ｒＢＣＧ

组ＣＤ４
＋
ＴＴ、ＣＤ８

＋
Ｔ 细胞百分率约为４５．１％和

３２．３％。

　　Ａ　ＺＥＢＲＡＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｍ　蛋白质分子质量标准　１　ｒＢＣＧ

中ＺＥＢＲＡ检测　２　ｐＭＶ２６１ＢＣＧ中ＺＥＢＲＡ检测　３　ＢＣＧ中ＺＥ

ＢＲＡ检测　Ｂ　ＩＬ２ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒＢＣＧ中ＺＥＢＲＡ检测　４　ｒＢＣＧ中

ＩＬ２检测　５　ｐＭＶ２６１ＢＣＧ中ＩＬ２检测　６　ＢＣＧ中ＩＬ２检测

图２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测融合蛋白的诱导表达

Ａ　ＺＥＢＲＡＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ

　１　ＺＥＢＲＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｒＢＣＧ　２　ＺＥＢＲＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｐＭＶ２６１

ＢＣＧ　３　ＺＥＢＲＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎＢＣＧ　Ｂ　ＩＬ２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　４　Ｄｅ

ｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＬ２ｉｎｒＢＣＧ　５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＬ２ｉｎｐＭＶ２６１ＢＣＧ　６　

ＩＬ２ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＢＣＧ

犉犻犵．２　犜犺犲犻狀犱狌犮犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱

犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

Ａ　ＰＢＳ组　Ｂ　ＢＣＧ组　Ｃ　ｒＢＣＧ组

图３　脾淋巴细胞中犆犇４
＋
犜细胞和犆犇８

＋
犜细胞流式分析

Ａ　ＰＢＳｇｒｏｕｐ　Ｂ　ＢＣＧｇｒｏｕｐ　Ｃ　ｒＢＣＧｇｒｏｕｐ

犉犻犵．３　犉犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犇４
＋
犜犮犲犾犾狊犪狀犱犆犇８

＋
犜犮犲犾犾狊

犻狀狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

４　犆犜犔检测

ＣＮＥ２Ｚ细胞中加入不同免疫组小鼠分离的脾淋

巴细胞，培养２４ｈ后经ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＬｕｍｉ
ＴＭ 发光法细胞

活力检测试剂盒检测ＣＮＥ２Ｚ细胞特异性裂解率，结

果如图４。ｒＢＣＧ免疫组脾淋巴细胞对ＣＮＥ２Ｚ细胞

的特异性裂解率显著高于 ＢＣＧ 组和 ＰＢＳ组（犘＝

０．０４７８５，犘＜０．０５）。

图４　免疫组小鼠脾淋巴细胞对犆犖犈２犣细胞的特异性杀伤情况

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犽犻犾犾犻狀犵狅犳犆犖犈２犣犮犲犾犾狊犫狔狊狆犾犲犲狀犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

狅犳犿犻犮犲犻狀犻犿犿狌狀犲犵狉狅狌狆狊

５　肿瘤治疗试验

荷瘤小鼠分别用ＰＢＳ、ＢＣＧ和ｒＢＣＧ进行注射治

疗，每隔３ｄ测量１次肿瘤体积并记录，结果如图５ａ。

最后１次治疗完成７ｄ后将ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠处死，剥离

·０４·
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的肿瘤称重、拍照，如图５ｂ和图５ｃ。相较于ＰＢＳ组和

ＢＣＧ组而言，ｒＢＣＧ组肿瘤体积增长速度明显变缓。

ｒＢＣＧ治疗组的肿瘤重量显著小于ＰＢＳ组和ＢＣＧ组

（犘＝０．０４０９８，犘＜０．０５）。

　　Ａ　荷瘤小鼠肿瘤体积的变化　Ｂ　荷瘤小鼠肿瘤重量变化　Ｃ　

治疗组荷瘤小鼠肿瘤形态变化

图５　荷瘤小鼠肿瘤体积、重量和形态变化

Ａ　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｏｆｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ　Ｂ　Ｃｈａｎｇｅｓ

ｉｎｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ　Ｃ　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒｍｏｒ

ｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ

犉犻犵．５　犆犺犪狀犵犲狊犻狀狋狌犿狅狉狏狅犾狌犿犲，狑犲犻犵犺狋犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔

狅犳狋狌犿狅狉犫犲犪狉犻狀犵犿犻犮犲

６　治疗组脾犖犓细胞流式分析

流式细胞仪检测不同组荷瘤小鼠脾脏的ＮＫ细胞

结果如图６。ＰＢＳ组ＮＫ细胞占细胞总数的０．６８％，

ＢＣＧ组ＮＫ细胞占１．８９％，ｒＢＣＧ组占２．９９％。

Ａ　ＰＢＳ组　Ｂ　ＢＣＧ组　Ｃ　ｒＢＣＧ组

图６　脾犖犓细胞流式分析结果

Ａ　ＰＢＳｇｒｏｕｐ　Ｂ　ＢＣＧｇｒｏｕｐ　Ｃ　ｒＢＣＧｇｒｏｕｐ

犉犻犵．６　犖犓犮犲犾犾狊犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狆犾犲犲狀

讨　论

近年来，病毒相关肿瘤疫苗的研究备受关注。

Ｈａｒｔｌａｇｅ等
［９］报道，ＢＺＬＦ１疫苗能够诱导特异性细胞

免疫，识别和清除小鼠体内的 ＥＢＶ 阳性细胞。与

ＢＣＧ相比，分泌ＩＬ２的ｒＢＣＧ能促进ＩＦＮγ的产生，

增强机体抗肿瘤细胞的作用［１０］。由于联合基因治疗

比单一基因治疗效果较好［１１］，ＺＥＢＲＡ作为ＥＢＶ中免

疫原性较强的Ｔ细胞靶抗原
［１２］，与ＩＬ２同时表达能

协同刺激Ｔ细胞的增殖，有效增强机体的免疫反应。

因此，本实验选择人ＩＬ２与ＥＢＶ基因ＢＺＬＦ１作为

ｒＢＣＧ的融合基因并进行相关免疫和治疗方面的研

究。

本研究成功构建了融合基因ＩＬＢＺ，并在ＢＣＧ中

表达出稳定的融合蛋白，其产物约为５５ｋｕ，与预期大

小相符。为了探究ｒＢＣＧ在小鼠体内的免疫反应，本

研究将ｒＢＣＧ注射至Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠体内，并设置了

ＰＢＳ免疫组和ＢＣＧ免疫组作为对比。ｒＢＣＧ免疫组

的ＣＤ４
＋
Ｔ细胞和ＣＤ８

＋
Ｔ细胞的比例显著高于ＰＢＳ

免疫组和ＢＣＧ免疫组，其变化趋势与薛庆节等
［１３］报

道的ＥＢＶ基因ＢＺＬＦ１和ＬＭＰ１融合基因构建的ｒＢ

ＣＧ在小鼠体内引起的免疫反应结果相似，证实ｒＢＣＧ

能诱导ＣＤ４
＋
Ｔ细胞和ＣＤ８

＋
Ｔ细胞大量增殖。ＢＣＧ

免疫组ＣＤ４
＋
Ｔ细胞和ＣＤ８

＋
Ｔ细胞的比例高于ＰＢＳ

免疫组，这可能是ＢＣＧ非特异性刺激机体免疫系统的

缘故，因此选择ＢＣＧ作为疫苗的载体是正确且必要

的。当然，除ＥＢＶ相关基因构建的ｒＢＣＧ能引起小鼠

体内的免疫反应外，其他细菌抗原构建的ｒＢＣＧ也能

引起小鼠体内的免疫反应，如薛士鹏等［１４］用结核分枝

杆菌特异性抗原Ｒｖ２０２９构建的ｒＢＣＧ同样促进小鼠

体内ＣＤ４
＋
Ｔ细胞和ＣＤ８

＋
Ｔ细胞的增加。将不同免

疫组小鼠的脾淋巴细胞分离，与ＣＮＥ２Ｚ细胞共培养，

观察不同免疫组脾淋巴细胞对ＣＮＥ２Ｚ细胞的杀伤效

果，结果显示ｒＢＣＧ免疫组脾淋巴细胞对ＣＮＥ２Ｚ细

胞的特异性杀伤作用明显优于ＰＢＳ免疫组和ＢＣＧ免

疫组，与 Ｘｕｅ等
［１１］通过 ＣＴＬ研究 ＢＺＬＦ１和ｈＧＭ

ＣＳＦ融合基因的ｒＢＣＧ对ＥＢＶ阳性肿瘤细胞杀伤效

果相同，于体外证实了ｒＢＣＧ具有杀伤ＥＢＶ阳性肿瘤

的作用。因此，ｒＢＣＧ能有效激活机体的免疫系统，特

异性杀伤ＥＢＶ阳性肿瘤细胞，对于ＥＢＶ阳性肿瘤具

有一定的治疗作用。

为进一步证实ｒＢＣＧ对ＥＢＶ阳性肿瘤的治疗作

用，本研究利用ＢＡＬＢ／ｎｕ裸鼠胸腺缺失进行体内治

疗试验。首先，皮下注射ＣＮＥ２Ｚ细胞至ＢＡＬＢ／ｎｕ

裸鼠进行造模，在ＢＡＬＢ／ｎｕ裸鼠造模成功后浸润注

射ｒＢＣＧ进行治疗，并设置ＰＢＳ组和ＢＣＧ治疗组作

为对比，通过观察和测量裸鼠肿瘤的体积和重量发现，

ｒＢＣＧ治疗组肿瘤体积的增长速度慢于ＰＢＳ治疗组和

ＢＣＧ治疗组，同时ｒＢＣＧ治疗组肿瘤重量低于ＰＢＳ治

疗组和ＢＣＧ治疗组。该结果与闫迎春等
［１５］用ＢＺＬＦ１

和ＬＭＰ２融合基因构建的ｒＢＣＧ的抑瘤作用相同。通

过分析脾 ＮＫ细胞的比例，发现ｒＢＣＧ治疗组的 ＮＫ

细胞比例显著高于ＰＢＳ治疗组和ＢＣＧ治疗组，ＢＣＧ

治疗组ＮＫ细胞比例显著高于ＰＢＳ组，证实ｒＢＣＧ对

ＥＢＶ阳性肿瘤的裸鼠具有治疗作用，这与前面ＣＤ４
＋

Ｔ细胞、ＣＤ８
＋
Ｔ细胞的流式分析和ＣＴＬ分析结果相

对应。

本研究中ｒＢＣＧ同时表达ＩＬ２和ＺＥＢＲＡ，使其

在机体内诱导较强的免疫反应，与其他疫苗相比，ｒＢ

ＣＧ具有成本低、易于生产和储存方便等优点
［１６］，为

ＥＢＶ阳性肿瘤的预防和治疗的亚单位疫苗研发提供

了理论依据。
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