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自组装纳米粒子防龋疫苗的免疫效能
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[摘要] 目的:研究自组装纳米粒子防龋疫苗Glu-FTH以及Glu
 

+
 

Poly(I:C)(联合应用佐剂Poly(I:C)与抗原

Glu)对小鼠特异性体液免疫和黏膜免疫的影响。方法:将小鼠随机分为6组,分别将Glu-FTH、Glu、Glu-FTH
+Poly(I:C)、Glu+Poly(I:C)、FTH、PBS经鼻黏膜滴注免疫小鼠,酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清和唾液中

特异性抗体水平。结果:Glu-FTH、Glu、Glu-FTH+Poly(I:C)、Glu+Poly(I:C)均可有效提高小鼠血清中抗Glu
 

IgG水平;Glu+Poly(I:C)和Glu可有效提高小鼠唾液中抗Glu
 

sIgA水平。结论:防龋疫苗Glu-FTH具有一定

的免疫效果,佐剂Poly(I:C)与抗原Glu联合应用可引发较强的免疫反应。
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[Abstract] Objective:

  

To
 

study
 

the
 

efficacy
 

of
 

self-assembling
 

anti-caries
 

nanoparticle
 

vaccine
 

Glu-FTH
 

and
 

Glu
 

+
 

Poly
 

(I:C)
 

on
 

inducing
 

protective
 

humoral
 

immune
 

response
 

and
 

mucosal
 

immune
 

response
 

in
 

mice.
  

Meth-
ods:

  

The
 

mice
 

were
 

separated
 

into
 

6
 

groups
 

randomly.
 

Glu-FTH,
 

Glu,
 

Glu-FTH+Poly
 

(I:C),
 

Glu+Poly
 

(I:

C),
 

FTH
 

and
 

PBS
 

were
 

respectively
 

delivered
 

into
 

mice
 

by
 

intranasal
 

administration.
 

The
 

levels
 

of
 

specific
 

antibod-
ies

 

in
 

serum
 

and
 

saliva
 

were
 

tested
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).
  

Results:
  

The
 

levels
 

of
 

serum
 

anti-Glu
 

IgG
 

in
 

Glu-FTH,
 

Glu,
 

Glu-FTH+Poly
 

(I:C),
 

Glu+Poly(I:C)
 

group
 

increased.
 

The
 

levels
 

of
 

sali-
vary

 

anti-Glu
 

sIgA
 

in
 

Glu+Poly(I:C)
 

and
 

Glu
 

also
 

increased.
 

Conclusion:
  

Anti-caries
 

vaccine
 

Glu-FTH
 

and
 

the
 

synergy
 

of
 

Poly
 

(I:C)
 

and
 

Glu
 

can
 

induce
 

specific
 

immune
 

response.
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  变形链球菌细胞表面蛋白抗原PAc(protein
 

antigen
 

c,
 

PAc)和葡糖基转移酶 GtfB(Glucosyl-
transferases

 

B,
 

GtfB)是防龋疫苗重要的有效抗原。
其中GtfB包含氨基端催化活性区CAT和羧基端

葡聚糖结合区GLU[1~4],后者可作为防龋疫苗的亚
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单位。为了探究何种佐剂可增强其免疫效果,本实

验以铁蛋白(ferritin,FTH)和Poly(I:C)作为佐剂

联合Glu免疫小鼠,检测血清和唾液中特异性抗体

的水平。

1 材料与方法

1.1 防龋疫苗Glu-FTH、Glu以及FTH的制备

1.1.1 Glu-FTH、Glu以及FTH 的蛋白提取 
将含Glu基因片段的质粒pET20b(+)-GLU、含

FTH基因片段的质粒pET28a(+)-FTH
 

、含Glu
-FTH基因片段的质粒pET28a(+)-Glu-FTH
分别转化入E.coli

 

DH5α(以上质粒均由武汉大学

口腔医学院中心实验室构建),并接种于有相应抗性
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的LB琼脂平皿,挑取单菌落后分别按1∶100比例

接种于4
 

mL含抗性的LB液体培养基中,过夜后转

接入500
 

mL的LB培养基中。摇床37
 

℃、180
 

r/

min培养至菌液A600
 =0.6时加IPTG。IPTG浓度

以及加IPTG 后的培养温度、时间见表1。4
 

℃
 

10000
 

r/min离心5
 

min,弃上清,PBS重悬后再离

心1次,弃上清,用30
 

mL含10
 

mmol/L咪唑,20
 

mmol/L
 

Tris-Cl和0.5
 

mol/L
 

NaCl的溶液重悬

沉淀。冰浴下35%功率超声3
 

s停5
 

s,超声总时间

(包括停顿间隙)1.5
 

h。4
 

℃,10000
 

r/min离心30
 

min,分别收集上清和沉淀。

表1 工程菌发酵培养条件

Table
 

1 Fermentation
 

conditions
 

of
 

Escherichia
 

coli

工程菌简称
IPTG浓度

/mmol·L-1
培养温度

/℃
培养时间/h

Glu-FTH 0.5 16 24
Glu 1 30 3
FTH 0.5 30 4

1.1.2 镍柱亲和层析纯化Glu-FTH蛋白 平衡

镍柱后,将上步中所得超声后上清(0.22
 

μm滤器过

滤)加入柱中,置于冷房摇床上摇1
 

h。柱子垂直悬

于架上,穿流液在重力作用下流出。依次加入10个

柱体积含10
 

mmol/L咪唑、20
 

mmol/L咪唑、60
 

mmol/L咪唑、250
 

mmol/L咪唑和500
 

mmol/L咪

唑的洗脱液(除咪唑外还含20
 

mmol/L
 

Tris-Cl和

0.5mol/L
 

NaCl)。分别收集穿流液以及10、20、

60、250、500
 

mmol/L咪唑洗脱液。通过考马斯亮

蓝染色法观察哪些洗脱液中有目的条带,确定最佳

咪唑洗脱浓度。
 

1.1.3 包涵体蛋白Glu、FTH的纯化与复性 在

上述条件下,Glu和FTH以包涵体的形式表达,将
离心后所得沉淀分别重悬于40

 

mL溶液①中,冰浴

搅拌洗涤30
 

min。4
 

℃,10000
 

r/min离心15
 

min,
弃上清。沉淀用20

 

mL溶液②重悬,室温搅拌4
 

h
或4

 

℃(冰浴)搅拌过夜。4
 

℃,12000
 

r/min离心

15
 

min,收集上清。上清通过镍柱亲和层析纯化法

纯化,其中洗脱液依次为10个柱体积10
 

mmol/L
咪 唑、20

 

mmol/L 咪 唑、60
 

mmol/L 咪 唑、100
 

mmol/L咪唑、150
 

mmol/L咪唑、200
 

mmol/L咪

唑、250
 

mmol/L咪唑和500
 

mmol/L咪唑。通过考

马斯亮蓝染色法判断最佳咪唑洗脱浓度,将含目的

蛋白的相应洗脱液依次透析于1L溶液③、④、⑤
中,分别透析4

 

h。透析液4
 

℃,10000
 

g离心30
 

min,上清即为目的蛋白,见表2。

1.2 透射电镜观察 用移液器将适量(可浸没铜

网)FTH和Glu-FTH 蛋白样品(0.01
 

g/L)转移

到封口膜上,用镊子夹住铜网边缘,小心地将铜网分

别浸于样品中15
 

s,注意保持铜网的平整,多余溶液

用无尘滤纸吸干。用2%磷钨酸钠染色45
 

s后,将
铜网置于透射电镜下观察。

表2 包涵体蛋白纯化所用溶液

Table
 

2 Solution
 

for
 

purification
 

of
 

inclusion
 

body
 

proteins
 

名称 成分 pH值

溶液① 20mmol/L
 

Tris-HCl、0.5mol/L
 

NaCl、
2mol/L尿素、2%

 

Triton 8.0

溶液② 8mol/L
 

Urea、20mmol/L
 

Tris-Cl、
0.5mol/L

 

NaCl 8.0

溶液③ 4mol/L
 

Urea、20mmol/L
 

Tris-Cl、
0.5mol/L

 

NaCl 8.0

溶液④ 2mol/L
 

Urea、20mmol/L
 

Tris-Cl、
0.5mol/L

 

NaCl 8.0

溶液⑤ 1mmol/L
 

DTT、20mmol/L
 

Tris-Cl、
0.5mol/L

 

NaCl 8.0

1.3 动物实验

1.3.1 实 验 动 物 及 分 组 处 理  30 只 4 周 龄

BALB/c雌性小 鼠,随 机 均 分6组:Glu-FTH,

Glu,Glu-FTH+Poly(I:C),Glu+Poly(I:C),

FTH,PBS。鼻黏膜滴注免疫,第一次免疫记为0
周,2周、4周分别加强免疫1次。Glu-FTH、Glu、

FTH、Poly(I:C)每次免疫用量分别为17.3、10、

6.3、48μg/只。

1.3.2 样本的收集 免疫前(第0周)及免疫后(第
3、5、7、9周)取唾液及血清样品。腹腔注射0.2%毛

果芸香碱3.75
 

μL/g,移液器吸取唾液。血清样本

收集时,小号针头从小鼠外眦进针到达球后静脉从,
挑破静脉丛,收集血液100~200

 

μL,室温静置待血

液凝固后置4
 

℃过夜,次日1000
 

g离心20
 

min,收
集上清血清,-20

 

℃保存。

1.3.3 样本的检测 酶联免疫吸附试验(ELISA)
检测小鼠唾液中特异性抗Glu

 

sIgA和血清中特异

性抗Glu
 

IgG水平及持续时间。用10
 

mg/L的标

准品及20
 

mg/L纯化抗原Glu包被96孔板于4
 

℃
过夜,洗板后每孔加200

 

μL
 

3%BSA,于37
 

℃封闭

90
 

min。洗板后加入100
 

μL待测血清样本(PBST
 

1∶100稀释)和唾液样本(PBST
 

1∶2稀释),于37
 

℃孵育2
 

h。洗板后分别加入100
 

μL
 

1∶10000稀

释的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG和1∶
5000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgA。
洗板后加入100

 

μL
 

OPD-柠檬酸磷酸盐缓冲液,
底物显色后用50

 

μL
 

2
 

mol/L
 

H2SO4 终止反应,酶
标仪记录波长490

 

nm处的A 值。
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1a:FTH(25kDa)的纯化,1~7依次为尿素溶解的FTH超声沉淀、穿流液、10
 

mmol/L咪唑洗脱液、20
 

mmol/L咪唑洗脱液、50
 

mmol/L咪唑

洗脱液、200
 

mmol/L咪唑洗脱液、500
 

mmol/L咪唑洗脱液;1b:Glu(57.7kDa)的纯化,1~7依次为Glu加IPTG培养超声后菌液(IPTG+)、

未加IPTG培养超声后菌液(IPTG-)、尿素溶解的超声沉淀(IPTG+)、尿素溶解的超声沉淀(IPTG-)、上清穿流液(IPTG+)、上清穿流液

(IPTG-)、包涵体纯化后的Glu;1c:Glu-FTH(57.7kDa)的纯化:1~7依次为Glu-FTH加IPTG培养(IPTG+)的超声后上清、未加IPTG
培养(IPTG-)的超声后上清、上清穿流液(IPTG+)、10

 

mmol/L咪唑洗脱液、20
 

mmol/L咪唑洗脱液、60
 

mmol/L咪唑洗脱液、100
 

mmol/L
咪唑洗脱液

图1 蛋白质纯化电泳图

Fig.
 

1 Coomassie
 

blue
 

stain
 

of
 

purified
 

proteins

2a:透射电镜观察纯化后的Glu-FTH蛋白;

2b:透射电镜观察纯化后的FTH蛋白

Glu-FTH、Glu、Glu-FTH+Poly(I:C)、Glu

+Poly(I:C)组0~3周时血清抗 Glu
 

IgG浓

度较低,3~5周其浓度逐渐增加,5周时浓度

最高

Glu-FTH、Glu、Glu-FTH+Poly(I:C)、Glu

+Poly(I:C)组0~3周时唾液抗Glu
 

sIgA浓

度较低,3~5周其浓度逐渐增加,5周时浓度

最高

图2 透射电镜观察纯化后的Glu-FTH 和

FTH

图3 血清抗Glu
 

IgG水平趋势图 图4 唾液抗Glu
 

sIgA水平趋势图

Fig.
 

2 Transmission
 

electron
 

microscope
 

re-

sults
 

of
 

FTH
 

and
 

Glu-FTH

Fig.
 

3 Trend
 

of
 

serum
 

anti-Glu
 

IgG Fig.
 

4 Trend
 

of
 

salivary
 

anti-Glu
 

sIgA

1.4 统计学分析 采用SPSS软件单因素方差统

计分析ELISA结果并绘制图。P<0.05为统计差

异显著性检验水平。

2 结果

2.1 蛋白质提取纯化 FTH、Glu、Glu-FTH 蛋

白纯化的SDS-PAGE考马斯亮蓝结果分别见图

1a、1b、1c。200
 

mmol/L和500
 

mmol/L咪唑可洗

脱FTH蛋白。60
 

mmol/L咪唑可洗脱Glu-FTH
蛋白。本实验的蛋白提取和纯化效果较好,尤其是

FTH纯化后蛋白浓度、纯度均较高。提取的FTH
和Glu-FTH为自组装纳米粒子。

2.2 透射电镜结果 透射电镜下观察蛋白,可见

Glu-FTH和FTH直径分别约为20
 

μm、0.5
 

μm,
纳米颗粒大小较一致,分布较均匀,见图2。

2.3 血清中抗Glu
 

IgG水平 各组血清中抗Glu
 

IgG水平 峰 值 均 位 于 第5周。第5周 时 Glu-
FTH、Glu、Glu-FTH+Poly(I:C)、Glu+Poly(I:

C)各组间无统计学差异,但其均与FTH或PBS组

间有统计学差异(P<0.05),见图3。

2.4 唾液中抗Glu
 

sIgA水平 除PBS和FTH组

外,各组唾液中抗Glu
 

sIgA水平均在第5周达到高

峰。第5周时Glu+Poly(I:C)组唾液中抗Glu
 

sI-
gA水平显著高于其他各组(P<0.05),是 Glu组

sIgA水平的3倍,见图4。

3 讨论

  佐剂的种类和免疫途径可影响免疫反应的类

型、强度、持续时间[5],因此选用合适的免疫佐剂和

免疫途径对于提高防龋疫苗的免疫效果十分重要。

Steven
 

G
 

Reed等学者将佐剂分为三类:①无免疫原

性的物质,仅作为抗原载体将更多的抗原高效地递

呈给免疫系统;②有免疫原性的物质,可直接激活固

有免疫受体(如TLR);③既有免疫原性又可将抗原

递呈给免疫系统[6]。

  Poly(I:C)为第②类佐剂,是具有免疫双链

RNA分子,主要通过 TLR3通路提高黏膜免疫效

果,诱导Th1型免疫反应[7]。有学者将Poly(I:C)
与H1NI疫苗联合应用,取得了良好的免疫效果[8]。
本研究结果显示,Poly(I:C)作为佐剂联合Glu免疫
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小鼠比单独用Glu免疫小鼠所产生的黏膜免疫反

应更强,而血清中抗Glu
 

IgG水平各组间未见明显

差异。这印证了Poly(I:C)是一种效果较好的黏膜

免疫佐剂,主要诱导Th1型免疫反应[9]。

  铁蛋白是一种广泛存在的具有自组装功能的储

铁蛋白,能够形成由24个亚基构成的笼型结构,暴
露在笼型结构外的 N端可融合表达、展示外源蛋

白。铁蛋白可作为载体,与多种抗原融合形成纳米

粒子,将抗原呈递给免疫系统。尚无充分证据表明

FTH具有免疫原性。先前已有研究者利用铁蛋白

递呈H1N1蛋白亚单位流感疫苗,铁蛋白增强了

HA抗原的免疫原性,并诱导产生了可中和多个

H1N1亚型的抗体[10]。一般制备纳米粒子时需要

采用化学处理等方法,而铁蛋白或其融合蛋白可自

组装成纳米粒子,这减少了对蛋白活性的破坏,有利

于形成均一的纳米粒子。本研究通过将生物信息学

分析筛选的变形链球菌Glu的有效抗原表位通过

基因重组结合到铁蛋白笼型结构的N端,制备新型

自组装纳米粒子防龋疫苗Glu-FTH。FTH 表面

有着较高密度的Glu抗原表位,Glu-FTH可被抗

原递呈细胞高效地识别、捕获,进而诱导较强的免疫

反应。本实验中 Glu-FTH 及 Glu-FTH+poly
(I:C)第5周时与其他组均可诱导一定量的血清中

抗Glu
 

IgG,而Glu-FTH及Glu-FTH+poly(I:

C)组唾液中抗Glu-sIgA浓度较低。FTH的大小

及其理化性质可能影响 Glu-FTH 的免疫效果。
研究表明抗原载体的大小可影响疫苗的效果,然而

其最佳大小尚存在争议;抗原载体的理化性质也可

影响抗原在淋巴系统中的循环或抗原提呈细胞对抗

原的递 呈,进 而 影 响 疫 苗 效 果[11]。另 外,SDS-
PAGE实验结果显示蛋白Glu-FTH 纯化后仍有

部分杂蛋白(非目的蛋白Glu-FTH),该杂蛋白可

能影响疫苗的免疫效果,本课题组将调整蛋白纯化

方法,以获得纯度更高的蛋白。然而本组正在进行

的实验(数据尚未发表)表明Glu-FTH较Glu免

疫小鼠后唾液中抗PAc
 

IgA 水平有显著性提高。
提示Glu-FTH免疫所产生的唾液对PAc有交叉

免疫保护作用,这可能是因为Glu和PAc之间有相

似的结构,这也提示PAc-FTH(PAc和FTH融合

蛋白)可能诱导浓度较高的唾液中抗PAc
 

sIgA。

  铁蛋白作为抗原递呈载体亦具有较好的应用前

景。纳米疫苗黏膜免疫抗原递呈系统包括病毒体、
聚酯微球、脂质体等。抗原可黏附于抗原递呈系统

的表面或被包裹在其中,递呈系统可增强抗原递呈,
减缓抗原释放,进而增强抗原特异性免疫反应。并

且该抗原递呈系统具有生物可降解性、生物相容性

等良好的生物学特性。美国FDA已将PLA和PL-
GA纳米粒子认定为可用于人的分子材料,其作为

药物传递载体已被广泛应用。
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