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摘要：目的 构建葎草花粉变应原核酸疫苗pcDNA3.1-Hum，并探讨其是否通过诱导Foxp3+Treg细胞分化介导对哮喘模型小鼠

的免疫保护作用。方法双酶切pTripIEx2-Hum质粒以获取目的基因，定向插入pcDNA3.1(-)载体以构建pcDNA3.1-Hum核酸

疫苗并测序鉴定，转染至COS-7细胞以证实其表达。采用表达的目的蛋白刺激CD4+CD25- T细胞，验证其能否诱导Foxp3+Treg

细胞分化。使用pcDNA3.1-Hum免疫正常小鼠，检测特异性 IgE、IgG2a水平以探讨其免疫原性、变应原性；免疫哮喘模型小鼠

以验证其免疫保护作用。结果测序证实该构建成功并可在真核细胞内表达；证实表达的目的蛋白可诱导CD4+CD25- T细胞向

Foxp3+Treg细胞分化。动物实验提示pcDNA3.1-Hum可诱导特异性 IgG2a，不能诱导特异性 IgE；可明显降低哮喘模型小鼠气

道炎症反应、气道高反应性；升高脾脏Foxp3+Treg细胞百分比；降低IL-4、升高IFN-γ水平。结论成功构建了pcDNA3.1-Hum核

酸疫苗，表达的目的蛋白可介导Foxp3+Treg细胞分化。动物实验证实该疫苗具有免疫原性及免疫保护作用，并提示其通过诱导

Foxp3+Treg细胞分化介导Th1倾向的免疫保护作用。
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Abstract: Objective To construct a humulus pollen allergy DNA vaccine pcDNA3.1-Hum and investigate its effect for immune
protection mediated by Foxp3+Treg cells in asthmatic mice. Methods The target humulus gene obtained from pTripIEx2-Hum
plasmid by double enzyme digestion was inserted sequentially into pcDNA3.1(-) vector to generate the recombinant plasmid
pcDNA3.1-Hum, which was validated by sequencing. The pcDNA3.1-Hum plasmid was transfected into COS-7 cells and the
expression of the ectopic protein was analyzed using Western blotting. Co-cultured dendritic cells and CD4+CD25- T cells were
stimulated with the expressed protein to test its efficacy in inducing Foxp3+Treg cells. The levels of humulus-specific IgE and
IgG2a were assayed to evaluate the allergenicity and immunogenicity of pcDNA3.1-Hum in mice. The immunoprotective
effect of pcDNA3.1-Hum was assessed in a mouse model of humulus-specific asthma. Results The constructed
pcDNA3.1-Hum plasmid was validated by sequencing and Western blotting, and the expressed protein was shown to induce
Foxp3+Treg cells in the co-culture. In normal mice, pcDNA3.1-Hum induced a significant increase of humulus-specific IgG2a
but had no effect on IgE. In the asthmatic mice, pcDNA3.1-Hum significantly decreased inflammatory cell counts and
eosinophil percentages in the BALF, ameliorated lung inflammation, and lowered AHR and IL-4 levels; immunization of the
mice with pcDNA3.1-Hum reversed humulus-induced reduction of serum IFN-γ and prevented the humulus-triggered
reduction of Foxp3 + Treg cell percentage in the spleen. Conclusion We have successfully constructed a highly immunogenic
pcDNA3.1-Hum DNA vaccine that can mediate immune protection by inducing Foxp3+Treg cells.
Key words: allergic asthma; humulus pollen allergy; DNA vaccine; immunogenicity; Foxp3+Treg cells

基础研究

支气管哮喘（简称哮喘）是由多种细胞及其分泌的 炎性介质参与的气道慢性炎症性疾病［1］。哮喘作为一

种常见的变态反应性疾病，其发病率呈上升趋势并严重

危害人类健康［2］。气传花粉、尘螨、霉菌、动物皮毛等多

种变应原均可诱发或加重哮喘［3］。特异性免疫治疗

（SIT）被认为是唯一针对哮喘病因的治疗方法［4-5］。但变

应原提取物成分复杂，较难实现标准化，用于临床诊断

和治疗时安全性较差。因此，变应原核酸疫苗正逐渐成
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为目前的研究热点。葎草花粉是我国及东南亚地区夏秋

季主要的花粉变应原之一，是花粉症的重要致病因素［6］。

因此，构建具有较强免疫原性的葎草花粉变应原核酸疫

苗，并进一步探讨其免疫机制将为葎草花粉变应性哮喘

的防治提供新的思路。

调节性T细胞（Treg细胞）作为T细胞家族的重要

成员，具有抑制免疫系统过度激活的作用［7］。研究发现

特异性表达叉状头/翅膀状螺旋转录因子（Foxp3+）的

Treg细胞可通过不同机制诱导免疫耐受并维持Th1/

Th2的免疫平衡［8］。动物实验证实，Foxp3+Treg细胞比

例在变应性哮喘动物模型中明显降低，而输入外源性

Foxp3+Treg细胞可显著改善哮喘动物模型的症状，提示

Foxp3+Treg细胞与变应性哮喘的发病密切相关［9］。本

课题旨在构建具有较强免疫原性的葎草花粉变应原核

酸疫苗pcDNA3.1-Hum，并探讨该疫苗是否通过诱导

Foxp3+Treg细胞分化介导其对哮喘模型小鼠的免疫保

护作用。

本课题组通过构建葎草花粉cDNA表达文库，筛选

出具有葎草花粉免疫原性倾向的阳性克隆（基因号：

EU088286），作为构建葎草花粉变应原核酸疫苗

pcDNA3.1-Hum的目的基因［10］。经BLAST序列分析证

实该基因与拟南芥花粉外壳蛋白基因（基因号：

GSLTFB91ZE04）具有高度同源性。ORF分析提示该目

的基因有一个672 bp大小的开放阅读框，可编码224

个氨基酸，预测其表达的目的蛋白相对分子质量约为

26 400，生物信息学分析提示该基因适合构建核酸疫

苗［11］。

1 材料和方法

1.1 pcDNA3.1-Hum的构建

含目的基因的pTripIEx2-Hum质粒从本课题组构

建的葎草花粉cDNA表达文库中筛选获得。真核表达

载体pcDNA3.1（-）购自美国Invitrogen公司。分别采用

HindⅢ内切酶（Fermentas）、EcoRⅠ内切酶（Fermentas）

双酶切pTripIEx2-Hum、pcDNA3.1（-）质粒并行琼脂糖

凝胶电泳，胶回收试剂盒（Promega）回收Hum目的基因

片段和pcDNA3.1（-）质粒大片段。采用T4DNA连接酶

（Fermentas）将Hum目的基因定向插入 pcDNA3.1（-）

质粒大片段以构建pcDNA3.1-Hum重组质粒。将构建

的 含 葎 草 花 粉 变 应 原 基 因 EU088286 的

pcDNA3.1-Hum质粒，以T7通用测序引物测序（奥科生

物技术有限公司），以明确构建的pcDNA3.1-Hum重组

质粒是否成功。

1.2 pcDNA3.1-Hum的真核细胞表达

采 用 去 内 毒 素 质 粒 提 取 试 剂 盒（Fast-fiher

Endo-Free Plasmid Kit, E.Z.N.A公司）提取质粒。将

COS-7细胞以1×105/ml接种于6孔板中，于细胞融合至

约 50% 时 ，使 用 脂 质 体 2000（Invitrogen）将

pcDNA3.1-Hum转染至COS-7细胞（具体操作按说明

书进行）。于37 ℃、5% CO2培养箱中继续培养48 h，收

集条件培养基并以BCA检测试剂盒（Pierce）测定总蛋

白浓度，将等量蛋白（20 μg）上样于 SDS-PAGE胶，电泳

后转移至NC膜。以葎草花粉变应性哮喘患者血清作

为一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗人 IgG作为二抗

（Sigma），将NC膜与West Pico化学荧光底物（Pierce）

进行反应并曝光于放射性敏感的胶片，验证葎草花粉变

应原基因的表达。

1.3 表达的葎草花粉变应原诱导CD4+CD25- T细胞向

Foxp3+Treg细胞分化

采用Nie［12］方法获取小鼠骨髓细胞，抗-CD11c-包

被的磁珠（Miltenyi Biotec）分离纯化DC细胞。采用

抗-CD4抗体包被的磁珠（Miltenyi Biotec）从小鼠脾脏

中分离 CD4 + T 细胞并进一步经抗 -CD25 磁珠

（Miltenyi Biotec）筛选以获得CD4+CD25- T细胞。将

DC细胞、CD4+CD25- T 细胞分别以1×105/ml、4×105/ml

接种于含10% FBS的 DMEM 培养基中，共培养72 h后

加入100 ng/ml表达的葎草花粉变应原，6 h后采用小鼠

Treg T细胞染色试剂盒（eBioscience）检测Foxp3+Treg

细胞的百分比。

1.4 pcDNA3.1-Hum核酸疫苗变应原性、免疫原性检验

取30只4~6周龄雌性Balb/c小鼠，随机分为对照组、

pcDNA3.1（-）治疗组、pcDNA3.1-Hum治疗组，每组10

只。分别于第1、15天肌肉注射（小鼠肱四头肌）100 μl

PBS、pcDNA3.1（-）（1 mg/ml）、pcDNA3.1-Hum（1 mg/ml）。

于末次免疫后2周，收集肺泡灌洗液（BALF），以检测葎

草花粉变应原特异性IgE、IgG2a水平。

1.5 葎草花粉变应原特异性IgE、IgG2a检测

采用ELISA方法分别测定小鼠BALF中葎草花粉

变应原特异性 IgE、IgG2a水平。以100 μl葎草花粉变

应原提取液（1 mg/ml）4 ℃过夜包被检测板，用含

0.05% Tween 20的PBS洗板3遍；于37 ℃下1% BSA

封闭2 h后再次洗板，加入100 μl未经稀释的BALF并

于 37 ℃孵育 1 h。分别加入生物素包被的抗鼠 IgE

（Southern Biotechnology Associates）、IgG2a（Southern

Biotechnology Associates）抗体并于4 ℃孵育过夜。采

用HRP标记的二抗孵育后，于450 nm波段下读取D450值。

1.6 pcDNA3.1-Hum核酸疫苗免疫保护作用检验

取4~6周龄雌性Balb/c小鼠40只，随机等分为对

照组、哮喘模型组、pcDNA3.1（-）模型治疗组和

pcDNA3.1-Hum模型治疗组。哮喘模型组、pcDNA3.1

（-）模型治疗组、pcDNA3.1-Hum模型治疗组均于第1天

腹腔注射50 μg葎草花粉变应原/2 mg氢氧化铝凝胶
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（200 μl），第16~18天使用10 μl葎草花粉变应原（5 mg/ml）

滴鼻激发制备葎草花粉变应性哮喘小鼠模型。分别于

第19、33天肌肉注射PBS、pcDNA3.1（-）、pcDNA3.1-Hum

进行免疫治疗（具体方法同免疫原性的检验）。2周后再

次使用葎草花粉变应原滴鼻激发，并于24 h后分别行

BALF炎症细胞计数、嗜酸性粒细胞百分比、肺组织病

理HE染色、AHR、脾脏CD4+ T细胞中Foxp3+Treg细胞

百分比和血清中IL-4、IFN-γ浓度检测。

1.7 气道高反应性（AHR）检测

采用Flexivent小动物肺功能仪（SCIREQ）检测小

鼠在不同浓度乙酰胆碱（Sigma）刺激下的气道阻力，间

接反映小鼠的AHR。4%利多卡因腹腔注射麻醉小鼠

后，雾化吸入PBS形成基线值，依次雾化吸入12.5、25、

50 mg/ml浓度的乙酰胆碱，记录不同浓度乙酰胆碱刺激

下的气道阻力。

1.8 BALF炎性细胞计数、嗜酸性粒细胞分类计数

将BALF于4 ℃、800 r/min离心5 min，使用红细胞

裂解液（Sigma）重悬细胞以去除红细胞，再次离心后用

1×PBS重悬细胞。采用细胞计数板计数细胞总数。将

细胞悬液制成悬滴片并行Kwik-Diff染色，选取500个

细胞行嗜酸性粒细胞分类计数，并计算出嗜酸性粒细胞

的百分比。

1.9 血清IL-4、IFN-γ水平检测

眼球取血并离心取上清，采用ELISA检测试剂盒

分别测定小鼠血清中IL-4、IFN-γ的浓度（具体操作见说

明书）。

1.10 小鼠脾脏CD4+ T细胞中Foxp3+Treg细胞的百分比

取小鼠脾脏，预冷的PBS冲洗干净后切成1 mm3左

右的小块，使用含0.125% 胰酶的DMEM高糖培养基

消化细胞，200目细胞筛过筛以获得完全分离的细胞，

800 r/min离心5 min并收集细胞。采用抗-CD4抗体包

被的磁珠分离CD4+ T细胞，并使用Treg T细胞染色试

剂盒检测Foxp3+Treg 细胞的百分比。

1.11 统计学分析

采用SPSS 13.0软件进行数据统计分析，实验数据

以均数±标准差表示。每组数据均符合正态性及方差齐

性，多组数据间的比较采用单因素方差分析，两两组间

比较采用LSD检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 pcDNA3.1-Hum重组质粒的测序

核酸序列测定 BLAST 比对分析结果提示：

pcDNA3.1-Hum质粒与pTripIEx2-Hum质粒中的目的片

段一致，无突变、缺失和倒置，证明该重组质粒构建成功。

2.2 pcDNA3.1-Hum在真核细胞中的表达

免疫印迹法检测结果示：pcDNA3.1-Hum组于大

约26 000处可见清晰的目的条带（图1），与预测目的蛋

白分子量一致，而 pcDNA3.1（-）组未见条带。提示

pcDNA3.1-Hum质粒可在真核细胞内成功表达葎草花

粉变应原Hum基因。

2.3 表达的葎草花粉变应原诱导CD4+CD25- T细胞向

Foxp3+Treg细胞分化

为明确表达的葎草花粉变应原能否诱导DC细胞、

CD4+CD25- T细胞共培养体系中Foxp3+Treg细胞的分

化，采用流式细胞仪检测了葎草花粉变应原干预后

Foxp3+Treg细胞的百分比。结果显示，表达的葎草花粉

变应原干预组Foxp3+Treg细胞的百分比较对照组明显

增加（P<0.01，图2）。

2.4 pcDNA3.1-Hum的变应原性、免疫原性

如图3所示，使用pcDNA3.1-Hum核酸疫苗免疫正

常小鼠后，pcDNA3.1-Hum 组、pcDNA3.1（-）组小鼠

BALF中葎草花粉变应原特异性IgE浓度与空白组无显

著差异（P>0.05）。pcDNA3.1-Hum组葎草花粉变应原

特异性 IgG2a 浓度显著高于空白组（P<0.01），而

pcDNA3.1（ -）组 差 异 不 明 显（P>0.05）。 提 示

pcDNA3.1-Hum核酸疫苗具有较强的免疫原性，变应原

性则不明显。

Mr

图1 pcDNA3.1-Hum在真核细胞中表达
Fig.1 Expression of pcDNA3.1-Hum in eukaryotic
cells. Lanes 1, 2: pcDNA3.1-Hum; Lanes 3, 4:
pcDNA3.1(-).
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图2 表达的葎草花粉变应原诱导DC细胞、CD4+CD25-

T细胞共培养体系中Foxp3+Treg细胞分化
Fig.2 Expression of humulus induces Foxp3 + Treg cells
in co-cultured DCs and CD4+CD25- T cells. n=5, *P<0.01
vs DC+CD25- co-cultured cells.
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2.5 pcDNA3.1-Hum对葎草花粉变应性哮喘模型小鼠

的免疫保护作用

2.5.1 pcDNA3.1-Hum抑制哮喘模型小鼠的炎症反应

使用pcDNA3.1-Hum免疫葎草花粉变应性哮喘模型小

鼠，以探讨该疫苗对哮喘小鼠的免疫保护作用。如图4

所示，pcDNA3.1-Hum模型治疗组小鼠BALF中炎性细

胞数量、嗜酸性粒细胞百分比明显低于模型组，差异具

有统计学意义（P<0.01）；而pcDNA3.1（-）模型治疗组上

述指标差异不明显（P>0.05，与模型组相比）。肺组织

HE染色病理切片示（图5）：模型组小鼠小气道、周围肺

组织及血管黏膜下均有明显的炎性细胞浸润，上皮细胞

部分脱落，可见黏液栓，并伴有血管壁水肿。而

pcDNA3.1-Hum模型治疗组炎症浸润及上皮损害明显

减轻，提示该核酸疫苗具有抑制哮喘模型肺部炎症反应

的作用。

2.5.2 pcDNA3.1-Hum降低哮喘模型小鼠的AHR 如图

6所示，pcDNA3.1-Hum干预模型小鼠后，小鼠对乙酰

胆碱的反应性明显降低（P<0.01，与模型组相比），而

pcDNA3.1（-）无此作用（P>0.05，与模型组相比），提示

该疫苗可明显减轻葎草花粉变应原诱导的AHR。

2.6 pcDNA3.1-Hum对IL-4、IFN-γ水平的影响

如图7所示，pcDNA3.1-Hum模型治疗组小鼠血清

中 IL-4明显低于模型组（P<0.01）；血清中 IFN-γ明显高

于模型组，其差异具有统计学意义（P<0.01）。而

pcDNA3.1（-）模型治疗组与模型组上述指标差异不明

显（P>0.05）。提示pcDNA3.1-Hum可显著抑制Th2倾

向的免疫反应，并诱导Th1倾向的免疫反应。

2.7 pcDNA3.1-Hum诱导葎草花粉变应性哮喘模型小

鼠Foxp3+Treg细胞分化

如图8所示，模型组小鼠脾脏中Foxp3+Treg细胞的

百分比明显低于对照组，pcDNA3.1-Hum干预可显著

升高Foxp3+Treg细胞的百分比（P<0.01），而pcDNA3.1

（-）无此作用（P>0.05）。

3 讨论

本课题组成功构建了葎草花粉变应原核酸疫苗

pcDNA3.1-Hum，并证实其可在真核细胞内表达。于体

外研究证实表达的葎草花粉变应原可诱导CD4+CD25-

T 细胞向 Foxp3 + Treg 细胞分化。动物实验证实

pcDNA3.1-Hum疫苗具有较好的免疫原性；并于哮喘模

型水平上证实该核酸疫苗通过诱导Foxp3+Treg细胞分

化介导对哮喘小鼠的免疫保护作用。

哮喘的病因复杂，遗传和环境因素均参与其发生，

但具体发病机制目前尚不明确。以往认为哮喘的发病

与Th1/Th2细胞免疫失衡密切相关［13-14］。但Th1/Th2细

胞功能失衡学说不能完全解释哮喘的发病。随着对哮喘

免疫机制的深入研究，Treg细胞在哮喘发病中的作用逐

渐被重视。Treg细胞作为CD4+T淋巴细胞的新亚群，

是机体维持免疫耐受的重要因素。新的观点认为Thl/

Th2/Treg模式能够更好的阐释哮喘的发病机制［15-16］。

Treg细胞既可抑制Thl细胞分化，又可抑制Th2 细胞的

分化及应答，但对后者的作用更强。Treg细胞通过抑制
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图4 pcDNA3.1-Hum免疫葎草花粉变应性哮喘模型小鼠后BALF中炎性细胞计数、嗜酸性粒细胞百分比
Fig.4 Counts of inflammatory cells and percentages of eosinophils in BALF of pcDNA3.1-Hum-vaccinated humulus
asthmatic mice. n=10. *P<0.01 vs control; #P<0.01 vs Hum-model; &P>0.05 vs Hum-model.
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Th2类细胞因子的产生，减轻由Th2介导的气道炎症反

应，即Treg细胞通过调节Thl/Th2平衡，抑制抗原诱导

的Th2细胞分化而强化Th1细胞活性。

Foxp3属于叉状头/翅膀状螺旋转录调节因子家族，

可促使CD4+CD25- T细胞转变为CD4+CD25+Treg细

胞，是调控CD4+CD25+Treg细胞的标志性转录因子［17］。

Foxp3通过其Forkhead结构域与DNA特定位点结合，

以调节目的基因的表达。Foxp3+Treg细胞被证实可以

有效地抑制免疫应答的过度激活，是变应原核酸疫苗发

挥免疫调控作用的重要效应细胞［18-19］。本研究在体外共

培养细胞体系中证实表达的葎草花粉变应原可诱导

Foxp3 + Treg 细胞分化。动物实验也证实肌肉注射

pcDNA3.1-Hum可显著升高脾脏CD4+ T细胞中Foxp3+

Treg细胞百分比；同时，pcDNA3.1-Hum还可抑制葎草

花粉变应性哮喘模型小鼠的气道炎症及AHR、诱导Th1

倾向的免疫反应。提示pcDNA3.1-Hum核酸疫苗通过

诱导Foxp3+Treg细胞发挥对哮喘模型小鼠的免疫保护

作用。

变应原核酸疫苗作为一种基因治疗，既可诱导持久

的细胞免疫应答，又可诱导体液免疫应答，还具有介导

免疫记忆的作用［20］。变应原核酸疫苗作为SIT的新方

法，与传统花粉变应原提取液相比，其纯度较高并更易

实现标准化，用于哮喘治疗时安全性较好。因此，变应

原核酸疫苗为变应性哮喘及其它变应性疾病的防治提

供了新的治疗途径。但变应原核酸疫苗存在免疫原性较

低的缺点，通常选用基因佐剂以增强免疫治疗效果［21］。

非甲基化CpG序列作为特异性DNA基序，主要通过与

变应原耦联增强抗原提呈功能，介导Th0细胞向Thl细

胞分化，可作为免疫佐剂以增强免疫调节作用［22］。本研

究在构建葎草花粉变应原核酸疫苗时，选用pcDNA3.1

（-）质粒作为真核表达载体，因其富含CpG序列，可视为

pcDNA3.1-Hum核酸疫苗的内在佐剂，以增强该疫苗的

免疫原性。本研究证实，pcDNA3.1-Hum核酸疫苗在正

常小鼠体内诱导了较高水平的葎草花粉变应原特异性

IgG2a，提示该核酸疫苗具有较好的免疫原性。

葎草花粉变应原核酸疫苗作为一种新型的变应原

疫苗，具有较好的免疫原性及免疫保护作用。该核酸疫

苗的成功构建，为葎草花粉变应性哮喘的防治提供了新

的治疗途径。
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图6 pcDNA3.1-Hum核酸疫苗降低葎草花粉变应性
哮喘模型小鼠AHR
Fig.6 Reduced AHR in pcDNA3.1-Hum-vaccinated
mice. n=10. *P<0.01 vs control, #P<0.01 vs Hum-model,
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图5 小鼠肺组织病理HE染色
Fig.5 Histological analysis of the lung tissues of mice (HE
staining, original magnification, ×200). A: Control; B: Asthma
model; C: pcDNA3.1(-)-treated model group; D:
pcDNA3.1-Hum-treated model group.
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图7 pcDNA3.1-Hum免疫葎草花粉变应性哮喘模型小鼠后血清中IL-4、IFN-γ的浓度
Fig.7 Serum levels of IL-4 (A) and IFN-γ (B) in pcDNA3.1-Hum-vaccinated asthma model mice. n=10, *P<0.01 vs control, #P<
0.01 vs Hum-model, &P>0.05 vs Hum-model.
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图8 小鼠脾脏CD4+ T细胞中Foxp3+Treg细胞百分比
Fig.8 Percentages of Foxp3+Treg cells in CD4+ T cells of
mouse spleen. n=10. *P<0.01 vs control; #P<0.01 vs
Hum-model; &P>0.05 vs Hum-model.
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