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同尾酶技术在构建疟疾多价重组D NA 疫苗中的应用3
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(中国医学科学院基础医学研究所, 中国协和医科大学基础医学院, 北京　100005)

摘要　同尾酶是一类识别不同核苷酸序列但能酶切产生相同粘性末端的限制性内切酶, 依靠同尾

酶的这种特性, 可以根据需要将不同的DNA 片段进行灵活组合, 获得各种排列顺序的多价表位重

组疫苗Λ将这种方法用于疟疾多价重组DNA 疫苗的研制; BALB öc 小鼠免疫实验对所得重组疫苗

PU 286的免疫原性进行了测定Λ
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Con struction of M a lar ia M ultiva len t Recom binan t D NA
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Abstract　W ith the isocaudam ersw h ich have differen t recogn it ion sequences and p roduce com pat2
ib le cohesive ends, ch im eric m u lt i2ep itope P lasm od ium f a lcip a rum DNA vaccines includ ing the
m u lt ip lica t ion of the sing le copy ep itope and the tandem linkage of d ifferen t k inds of ep itopes
w ere flex ib ly con structed. A specif ic B 2cell respon se w as detected by EL ISA after the imm un iza2
t ion of BALB öc m ice w ith the ch im eric an t igen and dem on stra ted the u sefu lness of th is st ra tegy of
con struct ing m u lt i2ep itope DNA vaccines.
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　　基于基因工程技术的多价重组疫苗由于其巨大

的发展潜力越来越受到重视, 疟疾重组疫苗的研究

近年来也取得了较大进展Λ在将不同的抗原表位

DNA 片段进行组合以构建多价重组疫苗时, 常用的

方法是, 在组合片段的两侧引入不同的限制性内切

酶位点 (非同尾酶) , 然后进行定向组合Λ其明显的不

足在于组合方式必须事先定好, 难以将抗原片段进

行灵活的排布, 即要深入研究多表位间排列结构的

变化对其表达产物抗原性的影响, 此方法难以实现Λ
Khan 在血吸虫疫苗的研制中曾应用同尾酶技术将

同一抗原片段多拷贝化[ 1 ] , 我们借鉴了这一思路并

发展了这一技术, 应用同尾酶技术将不同的抗原表

位片段进行灵活地重组, 构建了不同组合形式的疟

疾多价重组DNA 疫苗, 并用小鼠免疫实验对所得

疫苗 PU 286的免疫原性进行了测定Λ

1　材料与方法

111　菌株和质粒: E. coli. SK383 (dam - dcm - ) , 由

中国科学院微生物研究所六室唐国敏研究员惠赠Λ

质粒V R 1012, DNA 疫苗表达型质粒载体, 由美国

V ica l 公司Robert H. Zaugg 博士惠赠Λ
112　合成抗原D NA 片段: 合成的DNA 片段如下:

(1) 片段1 (P1, B cl É 2A T G2B coR É 2B am H

É )

5′2GA TCA CCA T GGAA T TCG

T GGTA CCT TAA GCCTA G25′

(2)片段2 (P2, B cl É 22x N KND 2B am H É )

5′2A CA TCA T GCCT GA TCAAA CAA GAA CGA CAA

T GTA GTA CGGA CTA GT TT GT TCT T GCT GT T

CAA GAA CGA CGGA TCCGCG

GT TCT T GCT GCCTA GGCGC25′



　　 (3)片段6 (P6,B cl É 2M SA 12B am H É 2N he É 2TAA TAA 2B g l Ê )

5′2A CA TCA T GCCT GA TCA CT GGA CAA CA TCAA GGA CAA CGT GGGCAA GA T GGA GG

T GTA GTA CGGA CTA GT GA CCT GT T GTA GTTCCT GT T GCA CCCCGT TCTA CCTCC

A CTA CA TCAA GAA GAA CAA GAA GGGCCCCGGCCCCGGA TCCGCTA GCTAA TAAA GA TCT TCC

T GA T GTA GT TCT TCT T GTTCT TCCCGGGGCCGGGGCCTA GGCGA TCGA T TA T T TCTA GAA GG25′

(4)片段8 (P8,B cl É 2CST 32B am H É )

5′2A CA TCA T GCCT GA TCAAA GAA GA TCGCCAA GA T GGA GAA GGCCA GCA GCGT GT TCAA CG

T GTA GTA CGGA CTA GT T TCT TCTA GCGGT TCTA CCTCT TCCGGTCGTCGCA CAA GT T GC

T GGGCCCCGGCCCCGGA TCC

A CCCGGGGCCGGGGCCTA GG25′

　　注: 划线部分为合成的序列Λ合成片段1的目的

在于往载体V R 1012上引入起始密码; 片段2为疟原

虫红内期B 细胞表位N KND 的两拷贝片段; 片段6

为主要的裂殖子表面抗原 (M SP1) 片段 (片段末尾

附带双拷倍终止密码 TAA TAA ) ; 片段8为 T h 抗原

表位 CST 3Λ所有片段的两端分别为B cl É、B am H

É 或B g lÊ , 三者互为同尾酶Λ片段1起始密码后加

入 E coR É 和片段6的终止密码前加入N heÉ 是为了

方便进一步研究时使用Λ片段6和片段8的抗原表位

末尾引入 GPGP 序列作为不同片段之间的空间结

构间隔序列Λ
113　应用同尾酶技术进行片段的串联和组合: 应用

同尾酶技术进行抗原片段的串联和组合的原理如

F ig. 1所示:

F ig. 1　T he m echanism of flex ib le ep itope com bination w ith isocaudam er technique

114　质粒的大量提取: 采用氯化铯2溴乙锭密度梯

度平衡超速离心法和Q IA GEN 公司质粒纯化柱法

大量提取质粒, 最后将质粒以1 m göm l 溶于生理盐

水中Λ所得质粒测A 260 nm öA 280 nm , 以鉴定其纯度是否

合格Λ
115　动物免疫和血清抗体测定: 采用四至六周龄的

BALB öc 纯系小鼠 (购自医科院药物所) , 将以生理

盐水配置成1 m göm l 的质粒溶液从鼠尾皮下进行免

疫注射, 每次100 Λl, 0、3、7周分别免疫一次Λ于每次

免疫前3～ 4 d 和末次免疫后两周经鼠尾动脉采血,

制备小鼠血清冻存备用Λ采用 EL ISA 方法测定小鼠

血清抗体滴度, 用合成肽 (N KND ) 3 6 Λgöm l 为包被

抗原, 以 HR P 标记的羊抗鼠 IgGöIgM 为二抗,

TM B 为底物, 用酶标仪 (EL 311s, B ro2T EK Inc. ) 检

测A 450 nm光吸收值Λ

2　结　　果

211　多价重组D NA 疫苗的构建
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21111　各合成片段的单独克隆: 将片段1的合成的

两条链退火后直接插入载体V R 1012的B cl É 和

B am H É 之间, 得到含起始密码片段的克隆Λ用 T 4

DNA 聚合酶或 PCR 方法将片段2、6、8的各相应合

成片段退火后进行延伸补平Λ经B clÉ 和B am H É
或B g lÊ 双酶切后插入载体V R 1012, 得到含2、6、8

片段的克隆Λ
21112　抗原片段的多拷贝化和灵活组合: 借用同尾

酶B clÉ 和B am H É , 将片段2和6的克隆分别进行

重复克隆后得16拷贝N KND 的8×P2öV R 1012和4

拷贝M SA 1的4×P6öV R 1012Λ进而依据同尾酶组

合的原理将上述各克隆片段按22826的顺序串联构

成 [A T G2(N KND ) 162CST 32(M SA 1 ) 42TAA ]ö

V R 1012 (简称 PU 286) 重组DNA 疫苗Λ重组质粒以

P stÉ 和B g lÊ 双酶切鉴定, 酶谱显示插入片段大小

与组合片段长度674 bp 相符 (F ig. 2) ; 进一步的测序

结果证实所构建的多价重组DNA 疫苗序列完全正

确Λ

F ig. 2　D igestion of PU 286 w ith P stÉ and B g lÊ

a: pBR 322öM sp É M arker

b: PU 286öP stÉ and B g lÊ

212　动物免疫和血清抗体指标测定

将 PU 286和空白载体V R 1012经皮下途径分别

免疫BALB öc 小鼠Λ每次样品分别免疫5只小鼠, 收

集的5只小鼠抗血清合并后用 EL ISA 方法进行抗体

水平的测定, 结果显示 PU 286诱导产生了相应的抗

体, 测定值如 F ig. 3所示:

3　讨　　论

由于疟原虫具有复杂的生活史, 其抗原性随不

F ig. 3 　 T he comparison of sera an tibody level in th ree

tim es’ imm unization

NM : N o rm al serum; V R: V ecto r V R 1012;

M 26232 (po sit ive contro l) : N KNDD monoclone antibody, 1÷

5 000 dilu ted

同的生活周期而变化Λ因目前对疟疾疫苗的研制策

略多采取选择疟原虫不同生活阶段的不同的抗原表

位, 构建成多价表位重组疫苗Λ本论文从恶性疟原虫

抗原M SP1和 CSP 中选择了三个表位 (M SA 21、

N KND 和 CST 3) ΛN KND 为我们课题组用单抗

M 26232筛选恶性疟原虫中国海南株 cDNA 文库所

获得的红内期抗原B 表位[ 2 ]Λ我们合成的 P6表位

(M SA 21)为疟原虫裂殖子表面抗原M SP1的N 端

20个氨基酸残基的DNA 序列[ 3 ]ΛCST 3是恶性疟原

虫环子孢子蛋白CSP3782398残基之间的序列, 仅将

其中的384CYS 和389CYS 换成了ALA ; CST 3是一

个普遍性的 T h 表位, 而且在不同的疟原虫中都是

保守的, 是构建疫苗中经常使用的 T h 表位[ 4 ]Λ

将几种抗原片段进行组合, 常用的方法是将组

合方式事先设计好再进行片段的合成, 或借助一系

列不同的L inker 进行连接Λ但是要将几种片段进行

灵活的组合和多拷贝化, 常用的方法就显得异常的

烦琐Λ而借助同尾酶技术, 仅需要在所有组合的片段

的两侧分别加上一对同尾酶, 就可以非常方便地将

各片段进行自串联多拷贝化和根据需要将各片段灵

活地进行组合Λ从而能够充分地对组合疫苗的各抗

原组份的排布和结构对疫苗免疫效果的影响进行研

究分析Λ将同尾酶技术引入多价表位抗原的构建, 为

重组疫苗的研制提供了一种有力的技术手段Λ本实

验将抗原表位2、6、8片段以22826的方式进行组合

(我们实验室同时也在进行其它方式的和其它抗原

表位的不同组合) , 得到的多价重组 DNA 疫苗

PU 286 经皮内免疫诱导小鼠产生了相应的抗

679 中国生物化学与分子生物学报 15卷



N KND 抗体, 说明该人工抗原基因已经转录、表达,

并且具有抗原性Λ不过免疫结果显示 PU 286的免疫

原性偏弱, 这可能主要与抗原的选择和组合方式有

关, 有待进一步在实验中改进, 以提高其免疫原性Λ
值得注意的是, 借助同尾酶技术构建的重组疫

苗, 各抗原片段之间都引入了两个与同尾酶识别序

列相应的氨基酸, 而特定同尾酶的选用, 会引入特定

的氨基酸, 从而可能改变插入片段的结构, 进而影响

疫苗的抗原性和免疫原性Λ因此在实验设计中应在

疫苗抗原载体酶谱的基础上, 从疫苗结构和功能关

系的角度对所用的同尾酶进行分析的选择Λ在启发

我们采用同尾酶技术进行不同抗原片段组合的

Khan 的实验中[ 1 ] , 首先将一血吸虫抗原片段应用同

尾酶技术多拷贝化, 得到单拷贝、二拷贝、四拷贝和

八拷贝的血吸虫抗原的几种拷贝片段, 然后将这些

抗原片段再与破伤风毒素的C 片段进行组合, 转入

到减毒沙门氏菌 SL 3261菌株表达体系中Λ小鼠免疫

实验表明, 重组疫苗同时诱导产生了针对破伤风毒

素和血吸虫抗原的抗体, 而且随着血吸虫抗原拷贝

数的增加, 抗血吸虫抗体的滴度也明显增加, 八拷贝

的抗体滴度最大Λ这说明合理地使用同尾酶技术将

抗原片段进行组合制备疫苗是可行的Λ
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