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含对硝基苯丙氨酸的 Ｂ淋巴细胞刺激因子疫苗对
狼疮肾炎模型小鼠的保护作用
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摘　要　考察含对硝基苯丙氨酸的Ｂ淋巴细胞刺激因子（ＢＡＦＦ）治疗 ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的效果。利用本研
究前期构建的工程菌，表达纯化了Ｂ淋巴细胞刺激因子的可溶型突变体（ｓｍＢＡＦＦ）以及在其６５位定点引入了对硝基苯丙
氨酸的改构体（ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ）。通过考察ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ体外促小鼠淋巴细胞增殖活性、免疫原性以及所诱导的

抗血清对天然ＢＡＦＦ活性的抑制作用，评价了其用于治疗 ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的可行性；同时采用了 ｃＧＶＨＤ
（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ）诱导的狼疮肾炎小鼠模型评价了 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ的药理活性。结果表明：定点引入了对硝基

苯丙氨酸的ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ不具有促进小鼠淋巴细胞增殖的能力；由于对硝基苯丙氨酸的引入显著增强了蛋白的免疫

原性，诱导机体产生了可以抑制天然ＢＡＦＦ活性的交叉抗体；在 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮肾炎小鼠模型中，ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ可

显著减轻疾病症状。定点引入了对硝基苯丙氨酸的ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ可以作为治疗ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的候

选分子。
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　　Ｂ淋巴细胞刺激因子（Ｂｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ
ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅＴＮＦｆａｍｉｌｙ，ＢＡＦＦ）是肿瘤坏死因子
家族第１３位成员，含有２８５个氨基酸，属于Ⅱ型跨
膜蛋白［１］。其胞外区通常被弗林蛋白酶水解，形

成可溶性功能片段（ｓＢＡＦＦ），通过与淋巴细胞膜上
的３个受体（ＢＣＭＡ、ＴＡＣＩ与 ＢＡＦＦＲ）结合，促进
Ｂ细胞的活化、增殖与成熟［２］。研究表明 ＢＡＦＦ的
异常表达在自身免疫性疾病的产生中扮演着重要

的作用。在全身自身免疫性疾病患者和器官特异性

自身免疫性疾病患者体内均能检查到ＢＡＦＦ的异常
升高［３－５］。在ＢＡＦＦ转基因小鼠中，小鼠的效应 Ｔ
细胞与成熟Ｂ细胞数量显著上升，出现了高滴度抗
双链ＤＮＡ自身抗体、蛋白尿和免疫复合物沉积在肾
脏等红斑狼疮样表现［６］。所以，以ＢＡＦＦ为靶点，阻
断Ｂ细胞的增殖及其随后一系列细胞活动，成为近
年治疗自身免疫性疾病的一种思路［７］。

目前，以ＢＡＦＦ为靶点的自身免疫疾病相关药
物主要分为 ＢＡＦＦ单克隆抗体和 ＢＡＦＦ抑制
剂［８－１０］。但是这两类药物均存在用药量大、需长

期反复使用、易引起超敏反应的缺陷［１０］。而与被

动免疫治疗相比，主动免疫治疗通过激发机体自身

的免疫系统产生抗体而发挥治疗作用，在安全性、

疗效持续性和病人依从性等方面都具有明显的优

势［１１］。尽管主动免疫疗法具有诸多优势，但是

ＢＡＦＦ属于自体蛋白，存在自身免疫耐受现象，采
用添加佐剂等常规方法难以有效地诱导抗体产生，

使ＢＡＦＦ疫苗的开发存在较大的困难。目前设计
自体蛋白疫苗的方法主要集中在筛选抗原表位构

建多肽疫苗［１２］、构建 ＤＮＡ疫苗［１３］和构建融合蛋

白疫苗［１４－１５］等方面。虽然这些方法都能在动物模

型中诱导自体蛋白抗体的产生，并表现出一定的治

疗作用，但抗体滴度和治疗效果依然不能满足临床

需求。

２００４年，美国 ＰｅｔｅｒＧＳｃｈｕｌｔｚａ实验室提出的
一种蛋白质定点突变的技术———遗传密码扩充技

术［１６］，该技术可以模拟天然蛋白质的合成过程，直

接表达出含非天然氨基酸的蛋白质，有助于产生治

疗性抗体。研究表明，将含有 ｐＮＯ２Ｐｈｅ的小鼠肿
瘤坏死因子（ＴＮＦα）作为抗原免疫小鼠，产生了能
够与内源性 ＴＮＦα发生交叉反应的中和抗
体［１７－１９］；将 ｐＮＯ２Ｐｈｅ引入小鼠视黄醇结合蛋白
（ＲＰＢ４）［１８］和小鼠补体因子Ｃ５ａ［２０］，同样诱导机体
产生了能够与内源性蛋白发生交叉反应的 ＩｇＧ抗
体。遗传密码扩充技术为自体蛋白疫苗的设计提

供了新的思路。

可溶型 ｓＢＡＦＦ突变体（ｓｍＢＡＦＦ）是将 ｓＢＡＦＦ
序列中２１７～２２４位８个氨基酸突变为两个甘氨酸
获得的 ＢＡＦＦ类似物［２１］。作为 ＢＡＦＦ的类似物，
ｓｍＢＡＦＦ具有可以与受体结合，同时不刺激 Ｂ淋巴
细胞增殖的特性。为了获得一种可诱导机体产生

针对天然 ＢＡＦＦ抗体的治疗性疫苗，本研究采用
ｓｍＢＡＦＦ作为原型分子，利用遗传密码扩充技术在
其 ６５位 上 定 点 引 入 ｐＮＯ２Ｐｈｅ获 得 改 构 体
（ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ），从多角度评价其用于治疗
ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的可行性；同时考
察ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ对 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮肾炎
小鼠模型的保护作用。
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１１　菌种和质粒
含有 ｐＥＴ２８ａｓｍＢＡＦＦ或 ｐＥＴ２８ａｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５

ｓｍＢＡＦＦ质粒的ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌株均
为中国药科大学江苏省生物药物成药性研究重点

实验室保存。

１２　试　剂
ＩＰＴＧ、ＨＲＰ偶联山羊抗鼠 ＩｇＧ（南京鼎国生物

技术有限公司）；ＯＰＤ、小鼠脾脏淋巴细胞分离液
（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；弗氏佐
剂、ＭＴＴ、甲基化 ＢＳＡ、小牛胸腺 ＤＮＡ、小鼠抗人

４８４
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ＢＡＦＦ抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；山羊抗人 ＩｇＭμ链
抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）；ｓＢＡＦＦ（北京义翘神州科
技有限公司）。

１３　动　物
清洁级ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠（６～８周龄）购自扬

州大学比较医学中心，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１２
０００４；ＳＰＦ级ＤＢＡ／２雌性小鼠（６～８周龄）、ＳＰＦ级
Ｂ６Ｄ２Ｆ１雌性小鼠（６～８周龄）购自北京维通利华
实验动物有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１２０００１。

%

　方　法

２１　ｓｍＢＡＦＦ与ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ诱导表达与分

离纯化

２１１　ｓｍＢＡＦＦ诱导表达与分离纯化　将含有
ｐＥＴ２８ａｓｍＢＡＦＦ质粒的工程菌加入到含有卡那霉
素的液体ＬＢ培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，振荡培养
４ｈ。然后用终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导蛋白表
达，５ｈ后离心收取菌体沉淀。超声裂解菌体，离
心取上清液。首先使用 ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴
离子交换柱进行粗品纯化：０１０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ缓冲
液洗脱杂蛋白，０１８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ色谱缓冲液收集
目的蛋白。随后使用 ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ亲和
色谱柱进行精品纯化：使用浓度梯度为０ｍｏｌ／Ｌ～
５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液梯度洗脱，检测合并含目
的蛋白的洗脱液。透析将置换体系为 ＰＢＳ缓冲
液，置于－８０℃保存。
２１２　ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ诱导表达与分离纯化　
将含有 ｐＥＴ２８ａｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ质粒的工程菌
加入到含有卡那霉素、氯霉素的 Ｍ９培养基中，
３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７５ｈ。加入终浓度为
０１ｍｏｌ／Ｌ的Ｌ对硝基苯丙氨酸后继续振荡培养
０５ｈ。然后用终浓度１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导蛋白表
达，１８ｈ后离心收取菌体沉淀。超声裂解菌体，离
心取上清。纯化方法同 ｓｍＢＡＦＦ。透析置换体系
为ＰＢＳ缓冲液，置于－８０℃保存。
２２　ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ体外促小鼠淋巴细胞增殖
活性

无菌分离健康ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的脾脏，采用小鼠
淋巴细胞分离液分离小鼠淋巴细胞。按每孔２×
１０５的密度将细胞接种至９６孔板中。加入终浓度
为２μｇ／ｍＬ山羊抗人 ＩｇＭμ链抗体作为共刺激

剂。加入终浓度为２００ｎｇ／ｍＬｓＢＡＦＦ、ｓｍＢＡＦＦ及
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ。以终浓度为２μｇ／ｍＬ山羊抗
人ＩｇＭμ链抗体为对照组，以１０μｇ／ｍＬＬＰＳ溶液
作为阳性对照。置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养
４８ｈ后进行ＭＴＴ检测。在细胞板中加入５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ１０μＬ，作用４ｈ后，加入三联液１００μＬ，置于
脱色摇床上振荡１６ｈ，于５７０与６３０ｎｍ处检测吸
收度。

２３　ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清抗ｓｍＢＡＦＦ抗体滴度
将６～８周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为ＰＢＳ佐

剂组、ｓｍＢＡＦＦ佐剂给药组和ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ佐

剂给药组。将弗氏佐剂与相应蛋白溶液按体积比

１∶１混合，制备乳浊液腹腔免疫小鼠。第１次免疫
时使用完全弗氏佐剂与蛋白溶液混匀后的乳浊液，

其后每次均用不完全弗氏佐剂与蛋白溶液混匀的

乳浊液。每周免疫１次，共免疫５周，给药剂量为
每只每次２０ｇ。将第１次给药时间记为０周，于第
５周眼眶取血，６０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ。分离上层血
清。利用ＥＬＩＳＡ方法检测血清中抗 ｓｍＢＡＦＦ抗体
产生情况。

２４　小鼠抗血清对天然 ＢＡＦＦ活性的抑制能力
测定

将免疫后的小鼠血清按照１∶１００００的体积比
与ｓＢＡＦＦ在３７℃共孵育２ｈ。

分离小鼠的脾脏，淋巴细胞分离液分离其淋巴

细胞。以每孔２×１０５的密度将细胞接种至９６孔
板中。加入终浓度为２μｇ／ｍＬ的山羊抗人 ＩｇＭμ
链抗体作为共刺激剂。除去对照组每孔加入终

浓度为２００ｎｇ／ｍＬ的 ｓＢＡＦＦ或 ｓＢＡＦＦ与血清混
合物。以终浓度为 ２μｇ／ｍＬ的山羊抗人 ＩｇＭμ
链抗体为对照组，以 １０μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ溶液作为
阳性对照。置于 ３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养
４８ｈ后进行ＭＴＴ检测。在细胞板中加入５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ１０μＬ，作用４ｈ后，加入三联液１００μＬ，置于
脱色摇床上振荡１６ｈ，于５７０与６３０ｎｍ处检测吸
收度。

２５　ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ对 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮肾

炎小鼠的治疗活性评价

将６～８周龄的 Ｂ６Ｄ２Ｆ１小鼠共分５组：对照
组、模型组、３种不同剂量的 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ治
疗组。模型组和治疗组按照 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮
肾炎小鼠模型的方法进行造模，分别于第０周和第

５８４
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１周对Ｂ６Ｄ２Ｆ１小鼠尾静脉注射６×１０７个 ＤＢＡ／２
小鼠脾淋巴细胞。治疗组于第０周开始腹腔免疫
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ，第１次免疫时使用完全弗氏佐
剂与蛋白溶液混匀后的乳浊液，其后每次均用不完

全弗氏佐剂与蛋白溶液混匀的乳浊液。每周免疫

１次，共免疫５周，低、中、高组给药剂量分别为每
只每次６７、２０、６０ｇ。

此后每周取小鼠血清，使用间接 ＥＬＩＳＡ方法
检测ｓｓＤＮＡ抗体滴度。在第１０周时处死小鼠，取
对照组、模型组和中剂量 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ给药
组小鼠肾脏进行免疫荧光切片检测与组织病理学

检测。

２６　统计学分析
数据应用软件 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６进行统计学

分析。数据采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进行显著性比较，
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

&

　结　果

３１　ｓｍＢＡＦＦ与ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ诱导表达与分

离纯化

ｓｍＢＡＦＦ、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ在相应的培养基

中发酵，ＩＰＴＧ诱导蛋白表达后，菌体超声破碎。将
超声上清利用ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换色谱
与ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ亲和色谱进行分离纯化
后，采用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ检测目的蛋白纯度，结果
见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　１２％ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｓｍＢＡＦＦ；Ｂ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＮＯ２Ｐｈｅ６５ｓｍＢＡＦＦ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ｓｍＢＡＦＦ：ＳｏｌｕｂｌｅｍｕｔａｎｔｏｆＢ
ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅＴＮＦｆａｍｉｌｙ

３２　ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ体外促小鼠淋巴细胞增殖

活性

以小鼠淋巴细胞为模型检测所构建的

ｓｍＢＡＦＦ及 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ改构体促进 Ｂ细胞

增殖的生物活性，结果如图２所示。相比于阳性蛋
白 ｓＢＡＦＦ（１２９９９±５７２）％，ｓｍＢＡＦＦ（９２７８±
４６３）％、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ（９７６２±４８６）％均丧
失了促进Ｂ细胞增殖的活性（Ｐ＜０００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＬｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｐＮＯ２Ｐｈｅ６５ｓｍＢＡＦＦ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）Ｐ＜０００１

３３　ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清抗ｓｍＢＡＦＦ抗体滴度
将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为 ＰＢＳ佐剂组、ｓｍＢＡＦＦ佐

剂给药组和 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ佐剂给药组。每周

免疫１次，共５周。于第５周眼眶取血，离心取上
清液，利用间接ＥＬＩＳＡ方法检测血清抗ＢＡＦＦ抗体
滴度。结果如图３所示。ｓｍＢＡＦＦ免疫小鼠之后，
不能诱导机体分泌高滴度的抗ｓｍＢＡＦＦ抗体，在第
５周时抗体滴度与 ＰＢＳ组之间不存在显著差异
（Ｐ＞００５）。而定点引入了对硝基苯丙氨酸的
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后可以诱导
小鼠产生高滴度的抗 ｓｍＢＡＦＦ抗体，与 ＰＢＳ组、
ｓｍＢＡＦＦ组均存在显著差异（Ｐ＜０００１）。
３４　小鼠抗血清对天然 ＢＡＦＦ活性的抑制能力
测定

以小鼠淋巴细胞为模型检测 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５

ｓｍＢＡＦＦ免疫小鼠的抗血清对天然ＢＡＦＦ活性的抑
制作用，结果如图４所示：ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ免疫
小鼠的抗血清对天然 ＢＡＦＦ活性存在显著的抑制
作用，细胞活性相比于 ｓＢＡＦＦ组从（１３６９２±
５７４）％下降至（１０９４４±３９９）％（Ｐ＜０００１）。

６８４
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而ＰＢＳ、ｓｍＢＡＦＦ免疫小鼠的抗血清对天然 ＢＡＦＦ
活性不存在显著的抑制作用（Ｐ＞００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｅｒｕｍｔｉｔｅｒｓｆｏｒＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄＰＢＳ，ｓｍＢＡＦＦｏｒ
ｐＮＯ２Ｐｈｅ６５ｓｍＢＡＦＦｉｎ５ｔｈｗｅｅｋ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）Ｐ＜０００１

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｒｕｍｏｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｏｆｓＢＡＦＦ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）Ｐ＜０００１

３５　ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ对 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮肾

炎小鼠的抗单链ＤＮＡ抗体滴度的影响
以 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮肾炎小鼠模型评价

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ的治疗活性。在造模成功后的

１０周内检测小鼠血清抗单链 ＤＮＡ抗体，如图５所
示：在８～１０周时，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ中、高剂量给
药组血清中的抗单链 ＤＮＡ抗体与 ｃＧＶＨＤ造模组
存在显著性差异（Ｐ＜００５），与对照组不存在显著
性差异（Ｐ＞００５）。而ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ（低剂量
组）给药组血清中的抗单链ＤＮＡ抗体与ｃＧＶＨＤ

造模组则不存在显著性差异（Ｐ＞００５）。而
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ（低组）血清中的抗单链ＤＮＡ抗
体仅在第９周与ｃＧＶＨＤ造模组则存在显著性差异
（Ｐ＜００５）
３６　ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ缓解 ｃＧＶＨＤ诱导的狼疮
肾炎小鼠肾脏的炎症损伤

在造模成功１０周后处死小鼠，做肾脏免疫荧
光切片、ＨＥ染色切片、Ｍａｓｓｏｎ染色切片、ＰＡＭ染色
切片以及ＰＡＳ染色切片。结果如图６～７所示：免
疫荧光结果显示，ｃＧＶＨＤ造模小鼠肾脏由于产生
大量抗自身抗体并沉积于肾小球细胞表面形成免

疫复合物，而被荧光标记的羊抗鼠二抗结合现出大

量荧光，治疗组小鼠与正常小鼠相似，荧光强度较

低。小鼠肾脏ＨＥ染色切片显示ｃＧＶＨＤ造模小鼠
出现纤维样坏死，治疗组小鼠为轻度系膜增厚；小

鼠肾脏Ｍａｓｓｏｎ染色切片显示 ｃＧＶＨＤ造模小鼠有
免疫复合物沉积，治疗组小鼠为轻度免疫复合物沉

积；小鼠肾脏 ＰＡＭ染色切片显示，ｃＧＶＨＤ造模小
鼠肾小球系膜增厚，治疗组小鼠显示轻度系膜增

厚；小鼠肾脏ＰＡＳ染色切片显示ｃＧＶＨＤ造模小鼠
有新月体形成，治疗组小鼠为轻度系膜增厚。

—◆—Ｈｉｇｈ；——Ｍｉｄｄｌｅ；—▲—Ｌｏｗ；— ×—ｃＧＶＨＤ；
—●—Ｂｌａｎｋ
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｅｒｕｍａｎｔｉｓｓＤＮＡａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３５ｍｉｃｅｐｅｒ
ｇｒｏｕｐ）Ｐ＜００５ｖｓｃＧＶＨＤｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｉｍｍｕｎｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ（×２００）
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)

　讨　论

本研究以 ＢＡＦＦ类似物 ｓｍＢＡＦＦ作为原型蛋
白，利用遗传密码扩充技术在其６５位上定点引入
ｐＮＯ２Ｐｈｅ获得改构体———ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ，并评
价其用于治疗 ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的
可行性。结果表明：ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ具有与
ｓｍＢＡＦＦ相同的性质，可以与ＢＡＦＦ受体结合，同时
不刺激Ｂ淋巴细胞的增殖。这可能是由于定点引
入ｐＮＯ２Ｐｈｅ只改变了原型蛋白的一个氨基酸，加
之同源建模分析可知ｓｍＢＡＦＦ的６５位位于蛋白三
维结构的表面，所以在 ｓｍＢＡＦＦ的６５位上定点引
入ｐＮＯ２Ｐｈｅ可能对其空间构象的影响较小。这些
独特的性质防止了由于给药导致的 ＢＡＦＦ下游通
路激活，从而避免了由于 Ｂ细胞过度增殖与活化
所导致的自身免疫性疾病的症状加深，安全性得以

保证。

同时，本研究的目的是获得一种可诱导机体产

生针对天然ＢＡＦＦ抗体的治疗性疫苗。因此，确认
免疫ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ后能否产生与 ＢＡＦＦ发生
交叉反应的中和抗体，并且所产生的抗血清能否在

体外抑制天然ＢＡＦＦ的活性至关重要。由于ＢＡＦＦ
具有刺激小鼠淋巴细胞增殖的生物活性，所以考察

了抗血清是否可以在体外抑制天然 ＢＡＦＦ促淋巴
细胞增殖的生物活性。结果表明：在 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５

ｓｍＢＡＦＦ组小鼠的血清中检测到了可与ＢＡＦＦ发生
交叉反应的高滴度ＩｇＧ抗体，并且所产生的抗体可
以抑制天然ＢＡＦＦ促淋巴细胞增殖的生物活性；而
使用ｓｍＢＡＦＦ免疫小鼠之后，则不能诱导机体分泌
高滴度的抗 ＢＡＦＦ抗体。原因可能在于 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
为非天然氨基酸，定点引入蛋白后形成了新的

Ｔ细胞表位［１７－１９］，刺激 Ｔ细胞增殖分化从而起到
了增强免疫原性的作用。所以，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ
用于治疗ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性疾病的有效
性得以保证。

ｃＧＶＨＤ方法诱导的ＳＬＥ小鼠模型是最常用的
ＳＬＥ小鼠模型。因其发病症状与人类 ＳＬＥ相似度
高，实验周期不超过１６周，实验条件容易控制，已
成为国际公认的 ＳＬＥ动物模型。该模型采用同种
异体的亲代小鼠脾细胞注射入Ｆ１代小鼠，使Ｆ１小
鼠产生免疫排斥反应，症状包括抗单链 ＤＮＡ抗体
的产生、尿蛋白浓度升高、免疫复合物沉积型肾小

球肾炎等。本研究以 ｃＧＶＨＤ方法诱导的 ＳＬＥ小
鼠模型评价了ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５ｓｍＢＡＦＦ对ＳＬＥ疾病的治
疗活性。结果表明，在 ８～１０周时，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５

ｓｍＢＡＦＦ中、高剂量给药组血清中的抗单链 ＤＮＡ
抗体与ｃＧＶＨＤ造模组存在显著性差异，并且与对
照组不存在显著性差异；形态学数据表明，

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ给药后肾脏的免疫复合物堆积

减少，相应的肾脏炎症损伤也减少。这说明

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ给药后可以有效地改善 ＳＬＥ小

鼠的症状。

综上所述，ｐＮＯ２Ｐｈｅ
６５ｓｍＢＡＦＦ可以与淋巴细胞

结合但是不能促进淋巴细胞增殖；并且由于

ｐＮＯ２Ｐｈｅ的引入显著增加了蛋白的免疫原性，诱导
机体产生了可以抑制天然ＢＡＦＦ活性的交叉抗体，
并在ｃＧＶＨＤ诱导的ＳＬＥ小鼠模型中具有明显的保
护作用。因此，定点引入了 ｐＮＯ２Ｐｈｅ的 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

６５

ｓｍＢＡＦＦ可能作为治疗ＢＡＦＦ过表达的自身免疫性
疾病的候选分子。
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·校园信息·

本刊编委张灿教授课题组
在 ＮａｔｕｒｅＮａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ发表高水平研究论文

中国药科大学张灿教授课题组的论文“Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｆｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ
ｍａｌｉｇｎａｎｔｇｌｉｏｍａｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ”于２０１７年６月１９日在线发表于Ｎａｔｕｒｅ子刊“ＮａｔｕｒｅＮａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ”（ｄｏｉ：１０１０３８／ｎｎａｎｏ．
２０１７５４，ＩＦ３８９８６）。

该论文立足于脑胶质瘤的术后化疗。脑胶质瘤是颅内最常见的恶性侵袭性生长肿瘤，具有高死亡率、高复发率

和低治愈率等特征。临床治疗常采用手术结合放、化疗的方法。一线脑胶质瘤化疗药物替莫唑胺可以透过血脑屏

障，术后结合疗效尽管高于放疗，但５年生存率仅达９８％。其他抗肿瘤疗效好的药物如紫杉醇等则难以透过血脑屏
障在临床上不被应用。为了将药物高效富集至术后肿瘤残留区域，张灿教授课题组研究以自体中性粒细胞作为载

体，无损荷载抗肿瘤药物紫杉醇的脂质体，静脉回输治疗原位脑胶质瘤术后模型小鼠，利用中性粒细胞对炎症因子的

趋向性及变形穿越血脑屏障的特点，实现了高效的自主引导的药物靶向递送，有效抑制了模型鼠原位脑胶质瘤术后

的复发和发展。该项研究基于特定疾病及其病理因子的靶向思路突破了传统的受体配体结合靶向的局限，为脑部
疾病治疗和药物透过血脑屏障建立了新的技术平台，有望推广用于其他炎症相关性疾病等的治疗。

（本刊编辑部）
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