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摘 要 将恶性疟原虫567!13!基因序列，引入四环素（89）控制的真核表达载体:8;<，获得重组质粒:8;<13!。
将567!13!的原核表达载体:=6>"8!转化大肠杆菌表达567!13!，亲和纯化后作检测用抗原。:8;<13!与辅助
质粒:8?@1&AA（@8B）肌肉注射4周龄CBDC／9小鼠，观察=)B介导免疫情况。结果显示，四环素饲喂的小鼠4周时
血清抗体阳转率为EF!G（!／!4），而不饲喂四环素组可达!$$G（!4／!4），表明用:8;<13!／:8?@1&AA重组质粒组合
直接注射小鼠有效地引发了针对疟原虫567!13!抗原的体液免疫反应，且可受控于四环素。不饲喂四环素组小鼠
在!#周后仍能维持抗体阳性，倍比稀释<DH6B显示血清抗体滴度在4周、2周和!#周内持续上升。饲喂四环素
组小鼠4周后停止饲喂89，第2周和第!#周检测仍有部分（"$G）小鼠血清抗体阳转，而继续饲喂89的小鼠未有
抗体阳转，暗示重组质粒=)B在小鼠体内可持续存在至少4周并仍具备表达功能。
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近来，随着多种=)B疫苗被批准进行人体试
验，其安全性始终受到关注［!，#］。理论上，=)B免
疫导致的抗原持续表达可能诱导免疫耐受、自身免

疫、过敏性反应、过度免疫或是自我免疫攻击［3］，而

且一旦发生，其逆转将是十分困难的。J&’AA等的
实验结果表明外源=)B质粒注射小鼠骨骼肌后无
法在短期内清除，其残存和表达可长达!0个月以
上，而少量抗原在体内长期过度表达，可能引起针对

该抗原的免疫耐受，遭遇病原体后反而导致严重感

染［4］。因此人们致力寻找更安全的基因免疫的疫

苗。奥地利的5+,K’等制备的;)B疫苗成功地诱
导了小鼠对蜱传播脑炎的免疫，认为;)B疫苗可
以避免=)B疫苗在体内的重组所引起的过度表
达［>］。

本研究探索通过8?@1&AA开关系统调控抗原的
表达。8?@1&AA基因表达系统是一套可调控高效真
核基因表达系统［"］，调控质粒:8?@1&AA产生调控蛋
白，目的基因则存在于:8;<反应质粒。8?@系统
的基因调控是高度专一的，在8?@1&AA细胞中，当无
四环素（89）时，基因表达打开，当四环素存在时，基
因表达严格地受89的不同浓度调控。此外，由于
经过适当的改造，8?@表达系统的最大表达水平相

当高，甚至大大超过连续在哺乳动物细胞中强表达

的启动子如L5%启动子［E］。我们期望通过此真核
表达系统控制质粒=)B在小鼠模型中表达抗原蛋
白，以探讨对=)B介导免疫进行控制。

$ 材料和方法

$%$ 菌株和质粒
大肠杆菌 =M>!、6N!3$$0 和带目的基因

567!13!的原核表达质粒:=6>"8!由第二军医大
学寄生虫学教研室提供，:8?@1&AA和:8;<购自

LDO)8<LM公司。

$%& 酶和试剂

84=)B连接酶和内切酶等工具酶及分子量标
准购自7.&P?Q+公司，亲和纯化)R19S?’+@?层析柱
购自IHBQ?,公司，四环素（89）购自6RQP+公司。

$%’ ()*$+’$抗原表达与纯化
质粒:=6>"8!表达带"个组氨酸残基的

567!13!融合蛋白，便于亲和纯化。以:=6>"8!转
化大肠杆菌6N!3$$0。将阳性菌落在!D培养基中
培养至对数期，H78N诱导#S，破细胞，上清过)R1
9S?’+@?亲和层析柱，所获得567!13!为带（MRT）"的
融合蛋白，以无目的基因的:=6>"转化6N!3$$0为





表! 四组小鼠血清抗体"#$%&检测结果
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第一组不以?0处理的小鼠在第9周后血清抗
体阳转率为577H，表明质粒%?IJA<5／%?(,A#++作
为K1L免疫质粒通过肌肉注射，有效地引发了体
液免疫，且抗体滴度在第:周和第58周持续上升。
对照组（第三组）注射空质粒后至58周未产生抗体，
排除了抗体由质粒制备过程中非特异抗原诱导的可

能。第二组和第四组在停止饲喂四环素前（9周）血
清抗体阳转率合计为MN5H（5／59），显著低于不以

?0处理的第一组。第二组停止饲喂四环素后（:
周、58周）抗体阳转率有所上升，分别为;7H（;／

57），;7H（;／57），而继续饲喂?0的第四组小鼠始
终未有抗体阳转，显示质粒K1L在第9周后仍能
诱导产生体液免疫反应。实验中第二组和第四组9
周抗体阳转率合计为MN5H，表明仍有一定水平的
表达未完全被?0抑制，可能的原因有：（5）小鼠饲
喂?0在一段时间内未达作用浓度5!2／EO；（8）尽
管?(,A#++调控系统在?0#5!2／EO时理论上可完
全抑制表达，但若%?(,A#++未能先于%?IJA<5整合
入染色体，则会引发较高水平的基础表达；（<）目的
基因质粒%?IJA<5与辅助质粒%?(,A#++的注射量
不适当。

: 讨 论
与其他哺乳动物细胞中作用的调控型表达系统

相比，?(,A#++系统有其独特的优势［:，>］。首先，?(,A

#++的原核调控蛋白引入哺乳动物细胞后对目的基
因的作用相当特异，因为这些调控性K1L序列在
真核基因组中极少出现。其次，?(,A#++系统激活的
是一个通常关闭的启动子而不是抑制一个高基础表

达活性的启动子，因为完全关闭这类启动子的转录

需高含量的阻遏物以577H地封闭调节位点。此
外，?(,系统的最高表达水平与其他强哺乳动物启
动子相比要高得多。P-.等［M］报道与野生型QRS
启动子／增强子相比，?(,A#++系统的%?IJAO$0转化
的T(U*细胞，其表达荧光素酶的最高活性要高<=倍。

K1L疫苗应用中如何避免外源抗原的持续表
达是较难解决的问题之一［5］。V#$".(等对注射部
位肌肉K1L进行4QI分析，所有豚鼠9:"=5C后
仍能检出质粒K1L［57］。而1-0@#U&等以4QI检测

K1L疫苗质粒序列则表明K1L疫苗分子存在时间
至少5:周［55］。但可能只检测到无实际功能的残留

K1L片段。W$和O-(F［58］以利什曼原虫K1L疫苗
免疫VLOV／0小鼠，97C后注射部位仍有稳定的抗
原表达。K-X#.认为K1L免疫比传统免疫持续时
间长得多，其原因是整合入宿主染色体［5<］。通过我

们用四环素抑制表达的试验表明，至少9周后质粒

K1L仍能显著表达抗原而引发体液免疫应答，暗示
未分解的质粒K1L小鼠体内可持续存在，并具有
表达抗原的功能。

由于所构建的疫苗不同及个体免疫应答的差

异，K1L介导免疫的结果可能完全不同。在长期表
达抗原的情况下，可能产生正常的免疫，也可能发生

免疫耐受，继发感染后病情加重，也可能过度激发导

致自身免疫。低表达的免疫原被低水平的抗体清除

可最终使免疫反应不足，若免疫原过高表达则会使

免疫个体处于“免疫抑制”状态，或是引发过强的

Q?O反应而杀死表达抗原的细胞及其周围细胞。
这些假设是K1L疫苗研究中必须考虑的，尝试对
疫苗表达进行调控是办法之一。Y(UBD等利用?9
I1L聚合酶调控?M启动子激活TZSK1L疫苗，
引发Q?O活性，而无 ?MI1L聚合酶时关闭疫
苗［59］。[@#$等［5=］将重组Y\SI1L疫苗包装进感
染自杀型Y\S颗粒，使其不能进一步感染新宿主细
胞，并估计重组I1L会在一、二周内转移和降解，
比K1L疫苗短得多而更安全。我们建立的?(,A#++
调控系统具有特异性好、诱导倍数高、诱导快速、可

逆转以及诱导因子无细胞毒性的优点，有望成为调

控K1L免疫抗原表达的理想途径和基因免疫治疗
研究中调节治疗时间、治疗剂量的良好模型。
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