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寡核苷酸ＣｐＧＯＤＮ增强ＨＢＶ疫苗接种的细胞免疫反应

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（海南省人民医院传染科，海口５７０３１１）

　　摘　要：目的　研究寡核苷酸ＣｐＧＯＤＮ对小鼠接种基因重组乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）疫苗产生的细胞免疫的影响。方法　

ＢＡＬＢ／ｃ（Ｈ２ｄ）小鼠腹腔分别接种基因重组 ＨＢＶ疫苗（ｒＨＢｓ）或５０μｇＣｐＧＯＤＮ＋ｒＨＢｓ，ｒＨＢｓ分为０．６５、１．２５、２．５０、５．００μｇ

剂量组。４周后分离小鼠脾淋巴细胞，体外分别用ｒＨＢｓ刺激，３Ｈ掺入实验检测特异性淋巴细胞增殖反应的液闪计数值（ｃｐｍ）。

结果　（１）接种０．６５、１．２５、２．５０、５．００μｇｒＨＢｓ的小鼠脾淋巴细胞，体外用ｒＨＢｓ刺激，ｃｐｍ值（狓±狊）分别为３８３０．２４±１４９６．１２、

２７３６．１９±１２３８．０６、４１００．３７±１７２３．７４、１２４６．１８±１０８８．８８，均高于体外未用ｒＨＢｓ刺激的对照组ｃｐｍ值：１６０７．００±１８２．６、

１６７７．５±３５８．３、２２５５．５±２２７．３、７５３．８±２０６．８，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。（２）接种０．６５μｇｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ、

１．２５μｇｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ、２．５０μｇｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ、５．００μｇｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ的小鼠ｃｐｍ值分

别为６８６３．８７±１２４３．２４、６５８２．４８±１１３２．４８、７３３２．４３±９３８．２８、５１８４．２４±９４７．４５，均高于体外未用ｒＨＢｓ刺激的对照组ｃｐｍ

值：２３０７．００±１８２．６、２５７７．５±３５８．３、２６５５．５±２２７．３、２７５３．８±２０６．８；同时也高于单用ｒＨＢｓ免疫的小鼠。结论　ＣｐＧＯＤＮ

能增强接种ｒＨＢｓ产生的特异性淋巴细胞增殖反应。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是世界性的常

见病、多发病，全世界 ＨＢＶ感染者有３亿人，每年有上千万的

新增患者。主要通过接种基因重组 ＨＢＶ疫苗 （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＨＢＶｖａｃｃｉｎｅ，ｒＨＢｓ）预防 ＨＢＶ感染，但约有１０％～１５％的低

反应或无反应者不能得到有效保护。寡核苷酸ＣｐＧ是新近发

现的一种免疫佐剂，有很强的免疫增强作用，尤其是细胞免疫

反应。一般 ＨＢＶ感染者体内均存在特异性抗 ＨＢＶ抗体，但

这种体液免疫反应却不能清除机体内的 ＨＢＶ，而特异性细胞

免疫反应在清除体内已有的 ＨＢＶ、治疗 ＨＢＶ感染过程中起

着重要作用［１４］。本文研究ＣｐＧＯＤＮ对小鼠接种ｒＨＢｓ产生

的 ＨＢＶ特异性淋巴细胞增殖反应（Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎ）的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　ｒＨＢｓ为酵母基因重组产品，Ｍｅｒｃｋ公司生产。

ＣｐＧＯＤＮ：５′ｇｇＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣｇｇｇｇｇＧ３′由上海生工生

物工程公司合成，小写碱基为硫代磷酸化修饰，大写碱基为非

硫代磷酸化修饰；ＰＡＧＥ纯化；将 ＯＤＮ分别按比例溶于 ＮａＣｌ

注射液。

１．２　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠免疫接种（Ｈ２ｄ）　６～１０周龄、ＳＰＦ级

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５０只，每组１０只。按以下方法分组，腹腔内各

接种不同剂量的ｒＨＢｓ，２周后加强免疫接种１次：０．６５组，接

种０．６５μｇ的ｒＨＢｓ（对照组），０．６５μｇ的ｒＨＢｓ＋５０．００μｇ

ＣｐＧＯＤＮ（实验组）；１．２５组，接种１．２５μｇ的ｒＨＢｓ（对照组），

１．２５μｇ的ｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ（实验组）；２．５０组，接

种２．５０μｇ的ｒＨＢｓ（对照组），２．５０μｇ的ｒＨＢｓ＋５０．００μｇ

ＣｐＧＯＤＮ（实验组）；５．００组，接种５．００μｇ的ｒＨＢｓ（对照组），

５．００μｇ的ｒＨＢｓ＋５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ（实验组）。最后一次接

种４周后，分离培养小鼠脾淋巴细胞。
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表１　　小鼠接种ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增殖反应

项目 ０．６５组 １．２５组 ２．５０组 ５．００组

体外用培养液刺激的ｃｐｍ值 １６０７．００±１８２．６ １６７７．５±３５８．３ ２２５５．５±２２７．３ ７５３．８±２０６．８

体外用ｒＨＢｓ刺激的ｃｐｍ值 ３８３０．２４±１４９６．１２ ２７３６．１９±１２３８．０６ ４１００．３７±１７２３．７４ １２４６．１８±１０８８．８８

ＳＩ ２．３８ １．６３ １．８２ １．６５

表２　　小鼠接种ＣｐＧＯＤＮ＋ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增殖反应

项目 ０．６５组 １．２５组 ２．５０组 ５．００组

体外用培养液刺激的ｃｐｍ值 ２３０７．００±１８２．６ ２５７７．５±３５８．３ ２６５５．５±２２７．３ ２７５３．８±２０６．８

体外用ｒＨＢｓ＋ＣｐＧＯＤＮ刺激的ｃｐｍ值 ６８６３．８７±１２４３．２４ ６５８２．４８±１１３２．４８ ７３３２．４３±９３８．２８ ５１８４．２４±９４７．４５

ＳＩ ２．９７ ２．５５ ２．７６ １．８８

表３　　ＣｐＧＯＤＮ对小鼠接种ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增殖反应的增强作用

项目 ０．６５组 １．２５组 ２．５０组 ５．００组

体外用ｒＨＢｓ刺激的ｃｐｍ值 ３８３０．２４±１４９６．１２ ２７３６．１９±１２３８．０６ ４１００．３７±１７２３．７４ １２４６．１８±１０８８．８８

再用体外用ｒＨＢｓ＋ＣｐＧＯＤＮ刺激的ｃｐｍ值 ６８６３．８７±１２４３．２４ ６５８２．４８±１１３２．４８ ７３３２．４３±９３８．２８ ５１８４．２４±９４７．４５

１．３　淋巴细胞特异性增殖实验　用含１０％ ＦＣＳ的 ＤＭＥＭ

培养液悬浮小鼠脾Ｔ淋巴细胞，加巯基乙醇至５×１０－５ Ｍ、小

鼠ＩＬ２至５Ｕ／ｍＬ，ＣＯ２ 培养箱内培养５ｄ后，分别用ＤＭＥＭ

培养液、ｒＨＢｓ、ｒＨＢｓ＋ＣｐＧＯＤＮ体外刺激，每个浓度做３个

重复孔；１０ｄ后小鼠脾细胞用培养液冲洗２次，ＤＭＥＭ培养液

悬浮，按２×１０４ 个／孔加入９６孔Ｕ型培养板，再用ｒＨＢｓ（终浓

度１０μｇ／ｍＬ）体外刺激４ｄ，结束前１８ｈ，每孔按０．５μＣｉ加

入３Ｈ甲基胸腺嘧啶；将细胞收集在玻璃滤膜上，用液闪计数

器检测放射性，每１例重复３次。以体外未用疫苗刺激的增殖

实验液闪计数值（ｃｐｍ值）为对照，体外用疫苗或疫苗＋ＣｐＧ

刺激的增殖实验ｃｐｍ值为实验组小鼠脾淋巴细胞的增殖实验

ｃｐｍ值，以刺激指数（ＳＩ）＝实验组ｃｐｍ值／对照组ｃｐｍ值表示

淋巴细胞特异性增殖。

１．４　统计学方法　用狋检验比较各组小鼠脾淋巴细胞特异性

增殖，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠接种ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增殖反应　见表１。

２．２　小鼠接种ＣｐＧＯＤＮ＋ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增

殖反应　见表２。

２．３　ＣｐＧＯＤＮ对小鼠接种ｒＨＢｓ产生的淋巴细胞特异性增

殖反应的增强作用　见表３。

３　讨　　论

人感染 ＨＢＶ 后产生的多种抗 ＨＢＶ 抗体，不能清除

ＨＢＶ：感染 ＨＢＶ后呈现急性、自限性的患者，体内存在较强的

抗 ＨＢＶ特异性细胞免疫；感染 ＨＢＶ后呈现慢性、迁延性的患

者，机体对 ＨＢＶ的免疫应答失衡，表现为Ｔｈ１型免疫功能低

下而Ｔｈ２型免疫功能亢进，前者致使免疫系统不能产生足够

的细胞免疫反应以杀伤、破坏病毒感染的靶细胞和抑制病毒基

因的复制和表达；Ｔｈ２型的免疫反应则进一步抑制 Ｔｈ１型免

疫应答，虽然诱导强烈的特异性抗 ＨＢＶ抗体，但这种体液免

疫反应却不能清除机体内的 ＨＢＶ，ＨＢＶ抗原的持续刺激又诱

导特异性Ｔ细胞凋亡，形成对 ＨＢＶ的免疫耐受。

研究表明特异性细胞免疫反应在清除体内已有的 ＨＢＶ、

治疗 ＨＢＶ感染过程中起着非常重要的作用。在 ＨＢＶ研究

中，细胞介导的免疫应答（ｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，

ＣＭＩ）较体液免疫应答（抗 ＨＢＶ抗体）更为重要。接种 ＨＢＶ

疫苗能够产生抗 ＨＢＶ抗体，但能否产生抗 ＨＢＶ特异性细胞

免疫反应，许多人心存疑虑。最近国外研究发现，加大接种剂

量及同时使用ＣｐＧＯＤＮ作为疫苗佐剂，可以产生明显的细胞

免疫反应［１４］。

１９８４年，日本学者发现细菌ＤＮＡ有一种可诱生免疫应答

的ＤＮＡ序列，被称之为免疫刺激ＤＮＡ序列（ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａ

ｔｏｒｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＩＳＳ），普遍含胞嘧啶磷酸鸟嘌呤（ＣｐＧ）

二核苷酸回文序列———ＣｐＧ基序，含有ＣｐＧ基序的寡核苷酸

称为ＣｐＧＯＤＮ。ＣｐＧ基序在细菌、病毒等原核生物基因组

ＤＮＡ中出现的频率为１／１６，通常为非甲基化的；而在脊椎动

物ＤＮＡ中ＣｐＧ基序出现频率仅为细菌、病毒基因组 ＤＮＡ

ＣｐＧ出现频率的１／４，并且８０％以上ＣｐＧ的胞嘧啶高度甲基

化。ＣｐＧ特征结构是诱导Ｔ、Ｂ细胞反应的强有力佐剂，有很

强的免疫增强作用，能促进抗原特异性免疫应答的产生。本研

究证实，ＣｐＧＯＤＮ是一种良好的免疫佐剂，能增强ｒＨＢｓ接种

产生的特异性淋巴细胞增殖反应：０．６５、１．２５、２．５０、５．００μｇ组

小鼠，脾淋巴细胞特异性增殖反应的ｃｐｍ值均高于相应对照

组ｃｐｍ值，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＣｐＧＯＤＮ能增强

ｒＨＢｓ疫苗接种产生的特异性淋巴细胞增殖反应，以上各组分

别加用５０．００μｇＣｐＧＯＤＮ后，脾淋巴细胞特异性增殖反应的

ｃｐｍ值不但高于对照组，也高于不加ＣｐＧＯＤＮ组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。ＣｐＧＯＤＮ作为疫苗佐剂，能够促进抗

原提呈，诱导Ｔｈ１型免疫应答，增强淋巴细胞增殖能力，能促

进Ｔｈ１型免疫反应：ＩＦＮγ含量增加，增强 ＮＫ细胞的杀伤作

用，还可抑制Ｔｈ２型免疫反应。ＣｐＧＤＮＡ的作用是通过识别

Ｔｏｌｌ样受体家族，主要是ＴＲＬ９受体，以模拟细菌感染的方式

激活了细胞经由 ＴＬＲ９通道的固有免疫，由于仅仅是一段序

列，在激活免疫的同时不具有感染性，同时激活体内的免疫细

胞，调动免疫系统，通过若干信号传递途径活化转录因子，启动

相关细胞因子的基因转录，可直接或间接激活机体巨噬细胞、

树突状细胞、淋巴细胞和 Ｔ淋巴细胞，促进ＩＬ１２、ＩＦＮγ、ＩＬ６

和ＴＮＦα等细胞因子分泌，诱导机体建立Ｔｈ１型免疫反应，刺

激ＣＤ８＋细胞，对杀伤胞内感染具有很好的应用前景，有可能

用于治疗 ＨＢＶ感染。动物实验还证实ＣｐＧＯＤＮ作为佐剂安
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全可靠［５２０］。

研究小鼠接种ｒＨＢｓ疫苗产生细胞免疫反应，其意义在

于：理论上，无论是人，还是小鼠，接种ｒＨＢｓ疫苗产生的免疫

反应均受 ＭＨＣⅠ限制，识别的ｒＨＢｓ疫苗的免疫表位位点相

似。ＨＢＶ慢性肝炎Ｔ淋巴细胞致病机制的小鼠模型，国外已

构建成功，不论是感染表达 ＨＢＶ表面抗原的重组病毒的小

鼠，还是感染 ＨＢＶ的人，均产生特异性、ＭＨＣⅠ限制性细胞

毒Ｔ淋巴细胞反应及辅助Ｔ淋巴细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，

ＨＴＬ）介导的淋巴细胞增殖反应。对接种ｒＨＢｓ疫苗产生细胞

免疫反应的研究，可能开发出针对ＣＴＬ、ＨＴＬ缺乏的免疫治

疗方案，降低体内 ＨＢＶ含量，甚至清除 ＨＢＶ，降低 ＨＢＶ慢性

并发症（肝硬化、肝癌）的发生，研究治疗 ＨＢＶ感染的疫苗。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＬＰＳｉｎｍｏｕｓｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ＮＦｋａｐｐａＢ，ＥＲＫａｎｄｐ３８ ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．

ＩｍｍｕｎｏｌＬｅｔｔ，２００２，８１（３）：１６５．

［１９］ＴａｋｅｓｈｉｔａＦ，ＧｕｒｓｅｌＩ，ＩｓｈｉｉＫＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ｐａｔｈｗａｙｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＣｐＧＤＮＡｗｉｔｈ

Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，１６（１）：１７．

［２０］张林波，陈清彬，刘香英，等．ＣｐＧＯＤＮ对卡介苗免疫效

应的影响［Ｊ］．中国生物制品学杂志，２００９，２２（７）：６８６．

（收稿日期：２０１００１３１　修回日期：２０１００４０１）

（上接第２８６８页）

［１１］ＧｌｕｎｄｅＫ，ＢｈｕｊｗａｌｌａＺＭ．Ｗｉｌｌｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａ

ｇｉｎｇ（ＭＲＩ）ｂａｓｅｄｃｏｎｔｒａｓｔａｇｅｎｔｓｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｉｍａｇｉｎｇｍａｋｅｔｈｅｉｒｗａｙｉｎｔｏｔｈｅｃｌｉｎｉｃ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌ

Ｍｅｄ，２００８，１２：１８７．

［１２］ＹａｎｇＤＪ，Ｋｉｍ ＣＧ，ＳｃｈｅｃｈｔｅｒＮＲ，ｅｔａｌ．Ｉｍａｇｉｎｇｗｉｔｈ
９９ｍＴｃ ＥＣＤＧｔａｒｇｅｔｅｄａｔｔｈｅ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｌｕｃｏｓｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｓｙｓｔｅｍ：ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｓｔｕｄｙｗｉｔｈｒｏｄｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｒａｄｉ

ｏｌｏｇｙ，２００３，２２６（２）：４６５．

［１３］ＣｈｅｎＹ，ＸｉｏｎｇＱ，ＹａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＮｏｎｉｎｖａｓｉｖｅＳｃｉｎｔｉｇｒａｐｈ

ｉｃＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴｕｍｏｒｗｉｔｈ９９ｍＴｃＤＴＰＡＤｅｏｘｙｇｌｕｃｏｓｅ：

ＡｎＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＳｔｕｄｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒＲａｄｉｏｐｈａｒｍ，

２００７，２２（３）：４０３．

［１４］ＬｉａｎｇＪ，ＣｈｅｎＹ，ＨｕａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＥａｒｌｙＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙＲｅ

ｓｐｏｎｓｅＥｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎＴｕｍｏｒｓｂｙ
９９ｍ ＴｃＤＴＰＡＤＧ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒＲａｄｉｏｐｈａｒｍ，２００８，２３（３）：３６３．

［１５］陈跃，黄占文，何菱，等．９９ｍＴｃＤＴＰＡＤＧ的制备及其荷

瘤裸鼠实验研究［Ｊ］．中华核医学杂志，２００５，２５（３）：１７６．

（收稿日期：２０１００３１８　修回日期：２０１００６０９）

１７８２重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２１期




