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免疫原性 ＨＥＲ２突变体蛋白对小鼠 Ｔ细胞亚群分化的影响
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摘　要　为了考察蛋白质中定点引入对硝基苯丙氨酸后对Ｔ细胞分化的影响，以人表皮生长因子受体２（ＨＥＲ２）胞外区为
模型分子，利用实验室前期构建的工程菌表达了定点引入对硝基苯丙氨酸的ＨＥＲ２突变体。用含对硝基苯丙氨酸的ＨＥＲ２
突变体免疫小鼠，分析其对小鼠Ｔ细胞亚群分化的影响。研究结果显示，对硝基苯丙氨酸的引入显著增强了ＨＥＲ２的免疫
原性，免疫５周后，突变体免疫组的小鼠体内抗ＨＥＲ２抗体滴度明显高于 ＰＢＳ组和原型免疫组的小鼠；流式细胞术检测结
果显示，小鼠淋巴结内Ｔｆｈ细胞比例从４％上升至８％，而Ｔｒｅｇ细胞比例从５％下降至１％；ＱＴＰＣＲ分析结果显示，Ｔｆｈ细胞
关键转录因子Ｂｃｌ６的ｍＲＮＡ水平提高了２倍，而Ｔｒｅｇ细胞关键转录因子ＦＯＸＰ３的ｍＲＮＡ水平明显降低；ＥＬＩＳＡ法检测血
清中Ｔｆｈ细胞效应因子ＩＬ２１的含量从４ｐｇ／ｍＬ上升至２８ｐｇ／ｍＬ。上述研究结果证实，含有对硝基苯丙氨酸的ＨＥＲ２突变
体可以通过激活Ｔｆｈ细胞分化而引起高效免疫应答。
关键词　免疫原性氨基酸；ＨＥＲ２；滤泡辅助性Ｔ细胞；调节型Ｔ细胞；细胞分化
中图分类号　Ｒ９６５　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１８）０１－０１０２－０７

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１８０１１５

引用本文　宁宏宇，江涛，张瑞，等免疫原性ＨＥＲ２突变体蛋白对小鼠Ｔ细胞亚群分化的影响［Ｊ］．中国药科大学学报，２０１８，４９（１）：１０２
－１０８
Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＮＩＮＧＨｏｎｇｙｕ，ＪＩＡＮＧＴａｏ，ＺＨＡＮＧＲｕｉ，ｅｔａｌＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃＨＥＲ２ｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｉｎｍｏｕｓｅ［Ｊ］．Ｊ
ＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ，２０１８，４９（１）：１０２－１０８

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃＨＥＲ２ｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｉｎｍｏｕｓｅ
ＮＩＮＧＨｏｎｇｙｕ１牞２牞ＪＩＡＮＧＴａｏ１牞２牞ＺＨＡＮＧＲｕｉ１牞２牞ＨＥＹｕ１牞２牞ＹＡＯＷｅｎｂｉｎｇ１牞２牞ＴＩＡＮＨｏｎｇ１牞２
１ＪｉａｎｇｓｕＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｒｕｇｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ牷
２ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ牞ｈｕｍａｎ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２牗ＨＥＲ２牘ｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｔｏｔｈｅ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎｏｆＨＥＲ２ＭｉｃｅｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＨＥＲ２ｍｕｔａｎｔｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａ
ｎｉｎｅｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＨＥＲ２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓＨＥＲ２ｍｕｔａｎｔｓｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍｏｒｅ
ａｎｔｉＷＴＨＥＲ２ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｇｒｅａｔｅｒｔｉｔｅｒｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｔｈａｎＰＢＳａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅＨＥＲ２ｉｎｔｈｅｆｉｆｔｈｗｅｅｋＴｈｅｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｉａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＴｈ１ａｎｄＴｈ２ｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ牞ｂｕｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＴｆｈ
ｃｅｌｌｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｆｒｏｍ４％ ｔｏ８％牞ｗｈｉｌｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｄｅｃｒｅａｓｅ
ｆｒｏｍ５％ ｔｏ１％ ｔｈｒｏｕｇｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓＴｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ６ａｎｄＦＯＸＰ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ６ｍＲＮＡｉｎｃｒｅａｓｅｄａｂｏｕｔ２ｆｏｌｄ牞ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＯＸＰ３ｍＲＮＡｃｏｕｌｄｂｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏａｂｏｕｔ５０％ ｉｎＨＥＲ２ｍｕｔａｎｔｉｍｍｕｎｉｚｅｄｇｒｏｕｐＴｈｅｓｅｃｒｅ
ｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ２１ｉｎｓｅｒｕｍｗａｓａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｆｒｏｍ４ｔｏ２８ｐｇ／ｍＬｉｎＨＥＲ２ｍｕｔａｎｔｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐＴｈｅａｂｏｖｅｒｅｓｕｌｔｓｃｏｎｆｉｒｍｔｈａｔＨＥＲ２ｍｕｔａｎｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｃａｎｃａｕｓｅａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＴｆｈｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．

２０１



第４９卷第１期 宁宏宇，等：免疫原性ＨＥＲ２突变体蛋白对小鼠Ｔ细胞亚群分化的影响

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄ牷ＨＥＲ２牷ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ牷ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ牷ｃｅｌｌｕｌａｒｄｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ牗Ｎｏ８１２７３４２６牞Ｎｏ８１６７３３４３牘

　　免疫原性氨基酸是指能提高蛋白质免疫原性
的一类氨基酸，如硝基酪氨酸、对硝基苯丙氨酸等。

在自体蛋白中引入免疫原性氨基酸能诱使机体突

破免疫耐受，产生针对自体蛋白的特异性抗体［１］。

Ｈａｒｄｙ等［２］用化学合成的方法将抗原表位肽中的

酪氨酸置换成硝基酪氨酸，证实了仅在一个位点引

入免疫原性氨基酸即可明显影响ＭＨＣＩ类限制性
抗原表位的识别。另有文献报道，将对硝基苯丙氨

酸定点引入至小鼠的肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）中，免
疫小鼠后产生了能够与原 ＴＮＦα发生交叉反应的
中和抗体。利用此方法，对小鼠进行 ＬＰＳ过度刺
激，突变蛋白免疫后的小鼠能够存活，证明抗体的

存在 能 够 有 效 地 控 制 小 鼠 体 内 ＴＮＦα 的
含量［１，３－４］。

尽管免疫原性氨基酸突破自身免疫耐受的作

用已被研究证实，但其诱导机体产生抗体的作用机

制尚不完全清楚。前期研究已证实，免疫原性氨基

酸并非通过形成新的 Ｂ细胞表位诱导抗体产生，
其诱导机体产生的抗体能与未引入非天然氨基酸

的原型蛋白产生广泛的交叉反应［５－７］。因此推测，

免疫原性氨基酸可能是通过影响 Ｔ细胞而诱导机
体产生自身抗体。

本课题组前期以人表皮生长因子受体 ２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）
为模型分子，制备了一系列含对硝基苯丙氨酸的

ＨＥＲ２突变体［８－１０］。本研究利用含对硝基苯丙氨

酸的ＨＥＲ２突变体免疫小鼠后，对小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细
胞的不同亚群比例及 Ｂｃｌ６、ＦＯＸＰ３等主要转录因
子进行了分析，以探讨对硝基苯丙氨酸在蛋白质中

的定点引入对Ｔ细胞亚群分化的影响。

!

　材　料

１１　试　剂
异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），ＨＲＰ偶联山羊

抗鼠ＩｇＧ（南京鼎国公司）；邻苯二胺（ＯＰＤ），小鼠
脾脏淋巴细胞、分离液（天津市灏洋公司）；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；铝佐
剂、ＰＭＡ和离子霉素（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＢＦＡ，Ｓｔａｉ
ｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，流式固定破膜液以及流式抗体等（美国

ＢＤ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ第一条链合成
试剂盒、ｑＰＣＲ试剂盒（北京全式金公司）；引物合
成（南京金斯瑞公司）；小鼠 ＩＬ２１ＥＬＩＳＡ试剂盒
（美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；其他试剂均为市售分
析纯。

１２　仪　器
ＥＬＩＳＡ酶标条，细胞培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公

司）；全波长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６
实时荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士罗氏公司）。
１３　动　物

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８周龄，购自扬州大学比较
医学中心，合格证号：Ｎｏ２０１７１３５１７。所有动物实
验均符合动物伦理委员会标准。

%

　方　法

２１　ＨＥＲ２突变体的表达与纯化
实验室前期分别将编码ＨＥＲ２蛋白的５号，２６

号和７９号位氨基酸的密码子突变为琥珀密码子
ＴＡＧ，并将３种突变体基因引入质粒ｐＥＴ２８ａ，命名为
ｐＥＴ２８ａ５ＴＡＧＨＥＲ２质粒，ｐＥＴ２８ａ２６ＴＡＧＨＥＲ２质
粒，ｐＥＴ２８ａ７９ＴＡＧＨＥＲ２质粒，将３种质粒分别转
化至感受态细胞，构建为３种重组菌，将３种重组
菌分别培养８ｈ后，加入 ＩＰＴＧ（终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ）
进行诱导，同时加入对硝基苯丙氨酸（终浓度

１００ｍｍｏｌ／Ｌ），３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ继续培养１８ｈ，离
心收取菌体沉淀。将菌体按１０ｍＬ／ｇ的比例加入
０１０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ缓冲液中重悬，超声破碎，离心收
集包涵体沉淀。每克包涵体沉淀加入含２０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑的包涵体变性液１０ｍＬ，重悬并在４℃变性过
夜，完全溶解后将变性液过 Ｎｉ亲和色谱柱，用浓
度梯度为２０～５００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑缓冲液梯度洗
脱，检测合并含目的蛋白的洗脱液，按体积比１∶４
的比例加入复性缓冲液，用 ＰＢＳ（ｐＨ８０）缓冲液
透析，超滤浓缩，加入等体积甘油混合均匀，分别

命名为 ５ＨＥＲ２，２６ＨＥＲ２和 ７９ＨＥＲ２，保存于
－２０℃备用。
２２　ＨＥＲ２突变体免疫原性分析

将６～８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠随机分为
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８组，每组６只，分别为 ＰＢＳ组、佐剂组、ＷＴＨＥＲ２
（原型ＨＥＲ２）组、ＷＴＨＥＲ２加佐剂组、５ＨＥＲ２组、
２６ＨＥＲ２组、７９ＨＥＲ２组、７９ＨＥＲ２加佐剂组。分
别于实验的第１天和第８天。ＰＢＳ组注射ＰＢＳ溶
液 １５０μＬ，ＷＴＨＥＲ２、５ＨＥＲ２、２６ＨＥＲ２、７９
ＨＥＲ２组分别注射 ＷＴＨＥＲ２、５ＨＥＲ２、２６ＨＥＲ２
和 ７９ＨＥＲ２；ＷＴＨＥＲ２加佐剂组和 ７９ＨＥＲ２加
佐剂组分别注射ＷＴＨＥＲ２和７９ＨＥＲ２与铝佐剂
按体积比 １∶１混合的混合溶液，蛋白剂量均为
１μｇ／ｇ。免疫后每周取血，分离血清，共取５周。
利用间接 ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清中抗 ＨＥＲ２抗
体含量，用 ＷＴＨＥＲ２蛋白包被酶标条，加入各组
小鼠血清孵育２ｈ，ＰＢＳＴ清洗后加入 ＨＲＰ偶联羊
抗鼠 ＩｇＧ孵育 １ｈ，清洗后加入反应底物，反应
３０ｍｉｎ后加入终止液，用酶标仪在４９２ｎｍ处测定
吸收度。

２３　免疫后小鼠淋巴结Ｔｈ细胞亚群分析
２３１　小鼠淋巴结淋巴细胞的分离　取免疫后小
鼠的淋巴结，分别研磨过７０μｍ筛网，用 ＰＢＳ冲洗
收集至 １５ｍＬ离心管中，离心收集细胞，用 ＰＢＳ
１ｍＬ重悬，在新的１５ｍＬ离心管中加入小鼠脾脏
淋巴细胞分离液３ｍＬ，倾斜离心管，沿离心管壁缓
慢加入细胞悬液，保持液面清晰，２０００ｒ／ｍｉｎ室温
离心２０ｍｉｎ，用巴斯德吸管吸取乳白色云雾状的淋
巴细胞层至一个新的１５ｍＬ离心管中，加入１０倍
体积的ＰＢＳ洗涤细胞２次，用 ＰＢＳ１ｍＬ重悬淋巴
细胞，计数。

２３２　Ｔｈ细胞亚群检测　Ｔｈ１细胞用ＣＤ４／ＩＦＮγ
标记，Ｔｈ２细胞用ＣＤ４／ＩＬ４标记，Ｔｆｈ细胞用 ＣＤ４／
ＣＸＣＲ５／ＩＣＯＳ标记，Ｔｒｅｇ细胞用ＣＤ４／ＦＯＸＰ３标记。

用于标记Ｔｈ１／Ｔｈ２的细胞预先用ＲＰＭＩ１６４０培
养基（１０％ＦＢＳ）重悬，铺于６孔板中，加入２０ｎｇ／ｍＬ
ＰＭＡ，１μｇ／ｍＬ离子霉素以及１μＬ／ｍＬＧｏｌｇｉＳｔｏｐ（均
用终浓度表示）孵育６ｈ，收集离心，计数。

染色方法如下：取１×１０６个淋巴细胞至２ｍＬ
ＥＰ管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心弃上清液，加入 ａｎｔｉＣＤ４
（Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ）或 ａｎｔｉＣＤ４／ａｎｔｉＣＸＣＲ５／ａｎｔｉＩＣＯＳ
（Ｔｆｈ）染色工作液２０μＬ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，用
ＰＢＳ清洗２次，Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ细胞另加入 Ｃｙｔｏｆｉｘ／
Ｃｙｔｏｐｅｒｍ缓冲液２５０μＬ重悬细胞沉淀，４℃避光孵
育２０ｍｉｎ，Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ缓冲液洗涤细胞２次，加入
ａｎｔｉＩＦＮγ（Ｔｈ１）／ａｎｔｉＩＬ４（Ｔｈ２）／ａｎｔｉＦＯＸＰ３（Ｔｒｅｇ）

染色工作液２０μＬ，４℃暗处孵育３０ｍｉｎ，Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ
缓冲液清洗２次。上流式细胞仪检测。
２４　小鼠淋巴结转录因子ｍＲＮＡ水平分析

用实时荧光定量 ＰＣＲ法检测小鼠淋巴结中
Ｂｃｌ６和ＦＯＸＰ３的表达。按照试剂盒说明，提取淋
巴结总ＲＮＡ，以随机引物合成 ｃＤＮＡ的第一条链，
－２０℃保存备用。以ｃＤＮＡ为模板，以ＳＹＢＧＲＥＥＮ
标记荧光定量，检测βａｃｔｉｎ，Ｂｃｌ６及ＦＯＸＰ３基因表
达情况。ＰＣＲ引物序列如下：βａｃｔｉｎ上游引物５′
ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣ３′，βａｃｔｉｎ下游引物
５′ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣ３′；Ｂｃｌ６上游引物５′
ＣＡＣＡＣＣＣＧＴＣＣＡＴＣＡＴＴＧＡＡ３′，Ｂｃｌ６下游引物５′
ＴＧＴＣＣＴＣＡＣＧＧＴＧＣＣＴＴＴＴＴ３′；ＦＯＸＰ３上游引物５′
ＣＴＡＴＧＣＣＡＣＣＣＴＴＡＴＣＣＧＡ３′，ＦＯＸＰ３下游引物５′
ＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＧＣＧＡＡＡＣＴＣＡ３′。

反应程序为：９５℃预变性２０ｓ，９５℃变性３ｓ，
６０℃退火延伸３０ｓ（荧光检测），４０个循环。ＰＣＲ
反应及数据采集于ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６系统上进行，记录
其循环阈值（Ｃｔ）。采用 ΔΔＣｔ法，以 βａｃｔｉｎ为内
参，相对定量各实验组样品内目的基因的表达

水平。

２５　免疫后小鼠血清中ＩＬ２１含量分析
根据试剂盒说明书，采用双抗夹心 ＥＬＩＳＡ法

检测各组小鼠血清中ＩＬ２１的含量。
２６　统计学分析

流式数据应用 Ｆｌｏｗｊｏ软件进行分析处理，其
他数据应用ＳＰＳＳ软件进行统计学分析，各项指标
以 珋ｘ±ｓ表示。对两组样本采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进
行显著性比较，对多组样本采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ
进行显著性比较，Ｐ＜００５为差异具有统计学
意义。

(

　结　果

３１　含对硝基苯丙氨酸的 ＨＥＲ２蛋白的表达与
纯化

以７９ＨＥＲ２工程菌为例，工程菌培养８ｈ后，
加入ＩＰＴＧ与对硝基苯丙氨酸进行诱导表达，采样
进行全菌电泳，如实验结果（图１Ａ）所示，诱导后
在１４ｋＤ附近出现了目的条带，与理论相对分子质
量相符。经超声破碎、变性、Ｎｉ柱纯化、透析、超滤
等步骤，获得了电泳纯的目的蛋白（图１Ｂ）。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＥＴ２８ａ７９ＴＡＧＨＥＲ２ｐｌａｓｍｉｄ
（Ａ）Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｄｓｔｒａｉｎｓ
ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐＮＯ２Ｐｈｅ；２：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｐＮＯ２Ｐｈｅ；３：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅ
ｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｄｓｔｒａｉｎｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐＮＯ２Ｐｈｅ．
（Ｂ）Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ７９ｐＮＯ２ＰｈｅＨＥＲ２

３２　含对硝基苯丙氨酸的ＨＥＲ２突变体的免疫原
性分析

对小鼠采取眼眶取血，离心后收集上层血

清，用间接 ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清中抗 ＷＴ
ＨＥＲ２抗体的效价，免疫后持续检测５周（图２）。
免疫后，３种突变体 ＨＥＲ２免疫的小鼠血清中抗
ＨＥＲ２抗体滴度均随着时间而增加，而 ＷＴＨＥＲ２，
ＰＢＳ和佐剂免疫的小鼠血清中则没有检测到抗
ＨＥＲ２抗体的分泌。在第５周时，ＷＴＨＥＲ２免疫的
小鼠血清中抗体效价仍维持在较低水平，与ＰＢＳ组
不存在显著性差异（Ｐ＞００５）。而 ５ＨＥＲ２，２６
ＨＥＲ２和７９ＨＥＲ２均能不同程度刺激小鼠产生抗
ＨＥＲ２抗体，均与ＰＢＳ组有极显著差异（Ｐ＜０００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｅｒｕｍｔｉｔｅｒｓｆｏｒＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ａｄｊｕｖａｎｔ，ＷＴＨＥＲ２，５ＨＥＲ２，２６ＨＥＲ２ｏｒ７９ＨＥＲ２（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＳｅｒｕｍｔｉｔｅｒｏｆａｎｔｉＷＴＨＥＲ２ａｎｔｉｂｏｄｙｆｒｏｍｗｅｅｋ１５；Ｂ：ＳｅｒｕｍｔｉｔｅｒｏｆａｎｔｉＷＴＨＥＲ２ａｎｔｉｂｏｄｙｏｆｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＷＴＨＥＲ２ａｎｄ７９
ＨＥＲ２ｏｎｗｅｅｋ５
Ｐ＜０００１；ｎｓ：Ｐ＞００５

３３　免疫后小鼠Ｔｈ细胞亚群比例的分析
从小鼠淋巴结中采用密度梯度离心法分离淋

巴细胞，流式染色后检测 Ｔｈ细胞亚群的比例。实
验结果（图３）表明，ＷＴＨＥＲ２和７９ＨＥＲ２免疫小
鼠后，均不能使小鼠淋巴结中Ｔｈ１和Ｔｈ２的比例发
生变化（Ｐ＞００５），而７９ＨＥＲ２免疫后，能使小鼠
淋巴结中的Ｔｆｈ细胞比例（８７４±１９９）％明显上
升，与ＰＢＳ组（４６０±０７７２）％和原型组（３７９±
０６８）％均存在极显著差异（Ｐ＜０００１）。７９
ＨＥＲ２免疫后，能使小鼠淋巴结中 Ｔｒｅｇ细胞比例
（１１１±０６７）％下降，与 ＰＢＳ组（４８９±１３３）％
存在显著性差异（Ｐ＜００５），而 ＷＴＨＥＲ２免疫小
鼠后，淋巴结 Ｔｒｅｇ细胞的比例（２８８±０８６）％与
ＰＢＳ组不存在显著性差异（Ｐ＞００５）。

３４　免疫后小鼠Ｔ细胞中Ｂｃｌ６和ＦＯＸＰ３转录水
平的变化

提取各实验组总 ＲＮＡ后，用随机引物逆转录
为ｃＤＮＡ后以此为模板，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
法，进一步考察了小鼠淋巴结中Ｔｆｈ细胞和Ｔｒｅｇ细
胞的关键转录因子 Ｂｃｌ６和 ＦＯＸＰ３的基因表达水
平变化。研究表明（图４），７９ＨＥＲ２免疫小鼠后，
小鼠淋巴结 Ｂｃｌ６ｍＲＮＡ水平相对 ＰＢＳ组和 ＷＴ
ＨＥＲ２组均有显著升高（Ｐ＜０００１），而 ＷＴＨＥＲ２
免疫小鼠后 Ｂｃｌ６ｍＲＮＡ水平相对 ＰＢＳ组则没有
显著改变（Ｐ＞００５）。且 ７９ＨＥＲ２免疫后，能使
小鼠淋巴结中 ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ表达相对 ＰＢＳ组
（Ｐ＜００１）和ＷＴＨＥＲ２组（Ｐ＜００５）均有显著下
降，而 ＷＴＨＥＲ２免疫小鼠则不能使 ＦＯＸＰ３表达
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相对ＰＢＳ组发生变化（Ｐ＞００５），实验结果与流式
结果基本一致。

３５　免疫后小鼠血清中ＩＬ２１含量的变化
Ｔｆｈ细胞是生发中心形成和 Ｂ细胞成熟过程

中的关键辅助性 Ｔ细胞，而 ＩＬ２１是 Ｔｆｈ细胞的主
要效应细胞因子。免疫５周后，检测各组小鼠血清

中的 ＩＬ２１含量，结果如图 ５所示，与 ＰＢＳ组
［（２７６±１８４）ｐｇ／ｍＬ］和 ＷＴＨＥＲ２组［（４５８±
２３３）ｐｇ／ｍＬ］相比，７９ＨＥＲ２免疫小鼠后，小鼠血
清中的ＩＬ２１含量［（２８４９±１４５４）ｐｇ／ｍＬ］有显
著升高（Ｐ＜００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　７９ＨＥＲ２ｉｎｄｕｃｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｈ１，Ｔｈ２，ＴｒｅｇａｎｄＴｆｈｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｎＣＤ４＋ｇａｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＴｈ１ｃｅｌｌｓ，Ｔｈ２ｃｅｌｌｓ，ＴｆｈｃｅｌｌｓａｎｄＴｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｌｙｍｐｈｏｎｏｄｅｏｆｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＷＴＨＥＲ２
ｏｒ７９ＨＥＲ２ｏｎｗｅｅｋ５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１；Ｐ＜０００１；ｎｓ：Ｐ＞００５
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ｍＲＮＡａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＢｃｌ６ａｎｄＦＯＸＰ３
Ａ：Ｂｃｌ６ｉｎｌｙｍｐｈｏｎｏｄｅｏｆｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＷＴＨＥＲ２ｏｒ７９ＨＥＲ２；Ｂ：ＦＯＸＰ３ｉｎｌｙｍｐｈｏｎｏｄｅｏｆｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＷＴＨＥＲ２ｏｒ
７９ＨＥＲ２（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜００１；Ｐ＜０００１；Ｐ＜００５；ｎｓ：Ｐ＞００５

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＬｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２１ｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｍｉｃｅｖａｃｃｉｎａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，
ＷＴＨＥＲ２ａｎｄ７９ＨＥＲ２（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５；ｎｓ：Ｐ＞００５

)

　讨　论

免疫原性氨基酸的引入能显著提高蛋白质的

免疫原性，使机体产生特异性抗体，但其诱导特异

性抗体的机制及其对机体 Ｔ细胞亚群分化的影响
尚不明确。本研究表达了定点引入对硝基苯丙氨

酸的 ＨＥＲ２突变体。用含对硝基苯丙氨酸的
ＨＥＲ２突变体免疫小鼠，分析其对小鼠 Ｔ细胞亚群
分化的影响。结果表明突变体 ＨＥＲ２免疫能提高
小鼠淋巴结中Ｔｆｈ细胞的比例，同时使Ｔｒｅｇ细胞的
比例下降，而对Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞比例无明显影响。

Ｔｆｈ细胞是生发中心的形成与其发挥功能的
过程中的关键辅助细胞，以高表达 ＣＸＣ趋化因子
受体５（ＣＸＣＲ５）为特征，ＣＸＣＲ５能引导Ｔｆｈ细胞向
滤泡中高表达 ＣＸＣＬ１３的 Ｂ细胞区迁移［１１－１２］，Ｔｆｈ

同时共表达 ＩＣＯＳ，ＰＤ１，细胞因子 ＩＬ２１和 Ｂｃｌ
６［１３－１６］。Ｔｆｈ细胞在Ｂ细胞成熟和其类型转换和特
异性成熟过程中起着关键作用，Ｔｆｈ细胞选择性的
向能分泌高亲和力、高特异性抗体的 Ｂ细胞提供
存活，增殖或分化信号［１７］，并使其发生体细胞突

变，为ＢＣＲ的突变多样性提供了基础。由抗原接
触活化的 Ｂ细胞在 Ｔｆｈ细胞的辅助下由趋化因子
和趋化因子样介质引导，迁移通过次级淋巴组织的

多个区室，进入生发中心，在其中发生体细胞突变

与亲和力成熟，最终分化为能分泌高亲和力与特异

性抗体的浆细胞［１８－１９］。

本研究检测了 ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋的 Ｔｆｈ细
胞在淋巴结 Ｔ细胞中的比例变化，结果显示突变
体ＨＥＲ２免疫后Ｔｆｈ细胞比例显著上升，且 ＩＣＯＳ＋

细胞的比例无明显变化，而ＣＸＣＲ５＋细胞的比例有
所上升。由于 ＣＸＣＲ５通过识别 ＣＸＣＬ１３，将 Ｔ、Ｂ
细胞引导至Ｂ细胞滤泡，并使Ｔ细胞激活Ｂ细胞，
而ＩＣＯＳ作为 Ｂ７家族的共刺激分子，通过与其配
体ＩＣＯＳＬ结合，能刺激Ｔ细胞的活化和增殖，因此
对硝基苯丙氨酸可能通过上调 ＣＸＣＲ５的表达，从
而增加归巢至滤泡的Ｔｆｈ细胞数量，从而促进浆细
胞的分化，最终使机体分泌抗ＨＥＲ２抗体。

本研究验证了对硝基苯丙氨酸增加蛋白质免

疫原性的作用，证实了含对硝基苯丙氨酸的 ＨＥＲ２
蛋白免疫能使小鼠淋巴结Ｔｆｈ细胞比例上调，并使
Ｔｒｅｇ细胞比例下降，但由于Ｔｆｈ细胞在抗原刺激下
分泌的 ＩＬ２１，ＩＬ４，ＣＸＣＬ１３和 ＣＤ４０Ｌ等标志物在
非特异性刺激下也会发生表达的提高，抗原特异性
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Ｔｆｈ细胞的测定是十分困难的［２０］，因此，这些上调

的Ｔｆｈ细胞是否为ＨＥＲ２特异性Ｔｆｈ细胞仍需进一
步研究。
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