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　　提要　目的: 为增强猪囊尾蚴抗原 cC1的免疫保护作用而构建一表达猪白细胞介素24 ( IL 24)与 cC1抗原融合
蛋白的DNA 疫苗载体。方法: 通过聚合酶链反应 (PCR ) ,分别扩增猪 IL 24cDNA 和 cC1cDNA 片段并进行融合,获
得的嵌合基因 IL 24cC1中含有 10个氨基酸的中间接头序列,同时对其 5’AU G侧翼序列进行翻译优化突变。结果:
经酶切鉴定,证实有一 1. 5 kb 的片段插入载体,其DNA 序列分析结果与文献报道和实验设计完全一致。结论: 表
达猪 IL 24与猪囊尾蚴抗原 cC1融合蛋白的DNA 疫苗载体构建成功。
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　　抗原 cC1 是从猪囊尾蚴 cDNA 文库中以囊虫

病患者、病猪血清为探针筛选出的抗原蛋白,经免疫

学检测证实为具有较高特异性的诊断用抗原[ 1 ] ,但

其对机体的保护性免疫作用却不尽理想。IL 24主要

由 T h2 细胞经抗原刺激后产生, 可以作用于 T 细

胞、B 细胞、胸腺细胞、肥大细胞、巨噬细胞等多种靶

细胞,激活B 细胞产生的抗体主要为 IgG1 和 IgE,

是机体体液免疫的重要调节因子[ 2 ]。我们希望通过

IL 24 诱导体液免疫, 促进抗体应答, 进而加强 cC1

抗原的免疫保护作用。作为此项实验的首步工作,我

们通过基因重组技术构建了猪 IL 24 与 cC1 抗原融

合表达的DNA 疫苗载体。

材料与方法

质粒、菌种和试剂

质粒 pU C2cC1 含有 cC1 抗原 cDNA 序列, 质

粒 pU C2p IL 24 含 有 猪 IL 24cDNA 序 列, 质 粒

pU C119 和大肠杆菌DH 5Α均为本实验室保存, 质

粒 pcDNA 3 购自 Invit rogen 公司; 高保真 T aq 酶:

UL Tm aTMDNA po lym arase购自 PE 公司; T 4 DNA

连接酶及限制性内切酶均购自 P rom ega 公司; DNA

片断凝胶回收 k it 购自华舜公司。其它试剂均为国

产分析纯。

引物

共设计了 2对 4条引物。引物 1含有猪 IL 24信号

肽起始密码子A T G, A T G 侧翼的翻译优化序列

5’CCA CCA T GG3’, 优化序列上游引入H ind Ë 酶切
位点; 引物 2 去除了猪 IL 24 的终止密码子T GA ,加上

部分中间接头及Bam H É酶切位点; 引物 3去除了 cC1

的起始密码子A T G, 并加上另一部分中间接头及

Bam H É酶切位点;引物 4中引入了EcoR É酶切位点。

引物 1: 5’CGAA GCT TCCA CC A T GGGTCT 2
CAVV TCCCCA CT 3’

引物 2: 5’CGGGA TCCGCCGCCA CCA CA CT 2
T T GA GTA T T TCTCCT TCA 3’

引物 3: 5’CGGGA TCCGGT GGCGGT GGT TCT

GCCTA CT GTCGCTCCCT GGT TC3’

引物 4: 5’GCGAA T TCT TA T GCA GGGCC2
GA T GA GT T TC3’

引物 1 和引物 3 的划线部分分别与猪 IL 2
4cDNA 和 cC1cDNA 5’端序列一致。引物 2和引物

4 的划线部分分别为猪 IL 24cDNA 和 cC1cDNA 3’

端序列的互补序列。

PCR反应

猪 IL 24cDNA 的 PCR 扩增条件为: 94℃ 1

m in、56℃ 40 s、72℃ 40 s, 30 个循环, 末次反应于

72℃保温 10 m in。cC1cDNA 的 PCR 扩增条件为:

94℃ 1 m in、66℃ 40 s、72℃ 40 s, 30个循环,末次反

应于 72℃保温 10 m in。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

分析,然后用DNA 凝胶回收 k it 回收目的条带。

融合表达载体的构建

质粒DNA 的制备、片段回收、酶切、连接、转化

参照文献[ 3 ]进行。

结　　果

1　PCR产物的凝胶电泳鉴定

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳可见分别在约

0. 4 kb 和 1. 0 kb 处有特异性扩增条带 (图 1)。

2　融合表达质粒的构建与测序

猪 IL 24cDNA 的 PCR 扩增产物经 H ind Ë、

Bam H I双酶切后产生一 432 bp 的片段, cC1cDNA

的 PCR 扩增产物经Bam H I、EcoR I双酶切后产生
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一 1 061 bp 的片段,两片段同时定向插入经H indË
和 EcoR I双酶切的质粒 pcDNA 3 (图 2)。转化子

pc IL 24cC1经H indË、Bam H I和 EcoR I酶切后可见

有 0. 4 kb 和 1. 0 kb 的插入片段。将连接转化子经

H ind Ë 酶切, 见一约 0. 8 kb 的片段, 本结果与文

献[ 2 ]报道 cC1cDNA 0. 42 kb 处有一H indË 酶切位
点相符 (图 3)。对重组子进行测序,结果显示扩增序

列与文献报道和实验设计一致。

图 1　PCR产物的琼脂糖凝胶电泳
F ig1 1　Agarose gel electrophoresis of PCR product

1 cC1cD NA 的 PCR产物　2 ΚD NAöEcoR I+ H indË片段长度标准物　3 猪 IL -4cD NA 的 PCR产物　4 宝灵曼公司Ï号片段长度标准物
1 PCR product of cC1cD NA　2 ΚD NAöEcoR I+ H indË　3 PCR product of porc ine IL -4cD NA　4 M arker Ï (Boehr inger)

图 3　重组质粒 pc IL -4cC1的酶切分析
F ig. 3　Restr iction enzyme analysis of recombinan t plasm id pc IL -4cC1

1 质粒 pc IL -4cC1的H indË、EcoR I和 BamH I酶切结果　2 ΚD NAöEcoR I+ H indË片段长度标准物　3 质粒pc IL -4cC1的H indË酶切结果
1 pc IL -4cC1öH indË + EcoR I+ BamH I　2 ΚD NAöEcoR I+ H indË　3 pc IL -4cC1öH indË
　

图 2　融合表达质粒 pc IL -4cC1的构建
F ig1 2　Con struction of the fusion expression plasm id pc IL -4cC1

讨　　论

与蠕虫感染有关的嗜酸性细胞、肥大细胞和

IgE 反应被普遍认为是宿主抵御多细胞寄生虫的一

部分[ 4 ]。而 IL 24 可以刺激肥大细胞和B 细胞的增

殖,促进嗜酸性细胞的富集和浸润[ 5 ] , 同时 IL 24 还

是CD +
4 T h 幼稚前体细胞 (T hp 细胞)分化发育成

T h2细胞的重要信号[ 6 ]。有实验表明 T h2应答与小

鼠对某些蠕虫的驱虫效应和抗再感染密切相关[ 7, 8 ] ,

因此可以推论在抗蠕虫感染以及激发机体免疫保护

方面, IL 24必定有其重要作用。

R az等[ 9 ]曾将 IL 22、IL 24 插入到 R SV L TR 表

达载体, 以DNA 免疫的形式与钥孔虫戚血蓝蛋白

(KL H )注射小鼠。结果,注射 IL 22和 IL 24表达载体

的小鼠抗体应答明显高于对照组,且 IL 24有选择性

地刺激 IgG1 的作用, 这说明肌肉注射细胞因子表

达载体可以调节机体的细胞或体液免疫。Chow

等[ 10 ]利用 IL 22 的免疫佐剂性能构建了乙肝病毒

(HBV )前 S2、S 包膜蛋白和 IL 22融合表达的DNA

疫苗载体,并发现用融合表达载体免疫后小鼠血清

中抗HB s水平是单独用前 S2、S 包膜蛋白DNA 疫

苗免疫的 2～ 4倍。在抗蠕虫感染中,还未见有利用

细胞因子的免疫佐剂效应与抗原蛋白融合表达增强

其免疫效果的报道。在本课题中,我们采用含CM V

启动子和增强子的真核表达载体,将重组猪 IL 24与
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猪囊尾蚴保护性抗原 cC1进行融合,以融合蛋白形

式在体内表达,可以增加抗原的免疫原性,通过 IL 2
4 的作用更可促进抗原提呈和抗体应答,增强机体

的保护性免疫效应。

通过基因重组技术将不同的基因人为地连接,

从而表达具有复合功能的融合蛋白,应尽可能不影

响两端蛋白的自然折叠,以保证其天然活性。在设计

接头的过程中,我们对两端蛋白的构型进行了分析,

采用多个结构简单又不易形成折叠的甘氨酸作为接

头。为提高载体的表达量,根据Kozak [ 11 ]的研究,我

们将猪 IL 24 5’端AU G 侧翼序列突变为 5’CCA C2
CAU GG 3’, Kozak 认为此序列是哺乳动物细胞翻

译起始的优化序列。修饰优化的重组猪 IL 24与 cC1

融合表达载体的构建,可为今后以该载体作为DNA

疫苗进行抗猪囊尾蚴感染的保护性实验奠定基础。
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CONSTRUCT ION OF D NA VACC INE INCL UD ING A CH IM ER IC
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ABSTRACT

　　A IM : To con struct a fu sion exp ression vecto r fo r DNA vaccine includ ing po rcine in terleuk in24 ( IL 24)

and an t igen cC1 to enhance the p ro tect ive imm un ity of Cy sticercus cellu losae an t igen cC1. M ETHOD S: T he

cDNA fragm en ts encoding po rcine IL 24 and cC1 w ere am p lif ied respect ively by PCR and then fu sed. T he

ob ta ined ch im eric gene IL 24cC1 con ta ined a syn thet ic linker of ten am ino acids and the sequence su rround2
ing its 5’AU G in it ia to ry codon w as changed to op t im ized tran sla t iona l in it ia t ion. RESUL TS: Iden t if ied by

rest rict ion enzym e analysis, an in sert fragm en t of 1. 5 kb w as dem on stra ted. It had the sam e sequence as

repo rted and designed by DNA sequencing analysis. CONCL USION: A fu sion exp ression p lasm id con ta in2
ing po rcine IL 24 and cC1 w as con structed.
　　Key W ords: Cyticerco sis, in terleuk in24, gene fusion, DNA vaccine
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