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肺炎链球菌溶菌酶作为肺炎链球菌多价核酸疫苗候选抗原的 

保护效能评价 

张 巧，林科雄，马千里，王长征 

(第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所，重庆 400037) 

【摘 要】目的：肺炎链球菌溶菌酶(N—aeetylmuramoyl—L—alanine amidase，LytA)作为肺炎链球菌多价核酸疫苗候选抗原的保护 

效能评价。方法：PCR技术从肺炎链球菌 R6标准株扩增 A基因序列 ，构建重组真核表达质粒 peDNA3．1- ，免疫印迹 

(western—blot)检测重组质粒在哺乳动物 BHK一21细胞中的表达。与前期构建的肺炎链球菌表面蛋白A(Pneumococca]surface 

protein A，PspA)N端序列基因构建的质粒pcDNA3．1-PspA’核酸疫苗联合或单独肌肉注射免疫 BABL／c小鼠，检测各组小鼠血 

清特异性抗体 IgG水平，并观察免疫小鼠肺炎链球菌 D39腹腔攻击 21d生存情况。结果：ELISA检测发现 3组(pcDNA3．1-LytA 

组，peDNA3．1一PspA’组，pcDNA3．1一LytA-4-peDNA3．1-PspA’组)实验组小鼠特异性 IgG水平较空质粒对照组显著升高(尸<0．001)， 

peDNA3．1- A+peDNA3．1-PspA’组小 鼠抗 LyLA特异性抗体 IgG水平较 peDNA3．1-I州A组明显升高 (P<O．01)，但是与 

pcDNA3．1一PspA’组比较抗 PspA特异性抗体 IgG水平无显著差异(P>0．05)。小鼠攻击试验提示 pcDNA3．1-LytA+pcDNA3．1 

一 PspA’组小鼠中位生存时间较pcDNA3．1- A组及空质粒对照组显著延长(P<0．01)，但与pcDNA3．1一PspA’组比较中位生存 

时间无显著差异(P>0．05)，生存曲线相似。结论 ：LytA联合 PspA’的肺炎链球菌多价核酸疫苗免疫效能并不优于单一抗原 

PspA’的肺炎链球菌核酸疫苗，LvtA作为肺炎链球菌多价核酸疫苗的优势候选抗原组分之一有待进一步研究。 
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Evaluation of the protections of multivalent DNA vaccine of Streptococcus 

pneumoniae containing gene 

zHANG O ∞ ，etal 

(Institut ofRespiratory Diseases，Xinqiao Hospital，the Third Military Medical University) 

【Abstret]Objective：To evaluate the ability of the cooperative protection of the Streptococcus pneumoniae multivalent DNA vaccine 

containing gene(N—acetylmuramoyl-L—alanine amidase，LytA)and pspA’gene(N fragment of pneumococcal surface protein A， 

PspA)against intraperitonea] Streptococcus pneumoniae D39 infection．Methods The genomic DNA of the standard Streptococcus 

pneumoniae strain D39 was isolated．LytA gene fragment was amplified by polymerase chain reaction(PCR)and cloned into the eukaryotic 

expression vector pcDNA3．1(+)，which was transfected into BHK-2I ceils using Lipofectamine~M2000，and then the expression of Ly tA 

protein was detected with Westem—blot．Furthermore，three formats of recombinant plasmid DNA vaccines(pcDNA3．1一LytA+peDNA3． 

1-PspA’，pcDNA3．1-PspA’，peDNA3．1-LytA)were used to inject intramuscularly BALB／c mice，with pcDNA3．1(+)plasmid and PBS 

as controls．The levels of antibodies against PspA’and LytA proteins were checked．Live times of intraperitoneal infection mice by 

Streptococcus pneumoniae D39 in BALB／c models were analysis．Results：The three DNA vaccines all producted hi levels seFnm 

special IgG antibodies．The anti—LytA antibodies level elicited by the DNA vaccine pcDNA3．1-LytA+pcDNA3．1-PspA’was higher than 

the DNA vaccine pcDNA3．1一LytA (P<0．01)，but the anti-PspA’antibodies level elicited by the DNA vaccine pcDNA3．1一L A + 

pcDNA3．1一PspA’had no significant statistics deviation (P>O．05)．The result of the effect on intraperitoneal infection by Streptococcus 

pneumoniae D39 in BALB／c mice models showed the median live times in peDNA3．1-LytA +pcDNA3．1-PspA’group was longer than 

peDNA3．1一LytA group and the control groups (P<0．01)，but no significant statistics deviation was fbund between pcDNA3．1一LytA + 

pcDNA3．1-PspA’group with pcDNA3．1-PspA’group (P>0．05)．Conclusion：The multivalent DNA vaccine of Streptococcus 

pneumoniae containing LytA gene and pspA gene had no the higher performance protection than the DNA vaccine only containing pspA 

gene against Streptococcus pneumoniae．It is should be further evaluated that LytA gene is concluded as the one of advantages candidate 

antigens of the Streptococcus pneumoniae muhivalent DNA vaccine． 
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肺炎链球菌的各种毒力蛋白在肺炎链球菌致病的不同 

阶段发挥不同的毒力作用，但目前为止没有一种毒力蛋白被 

认为能激发覆盖所有致病菌株定殖、粘附、侵袭全过程的免 

疫保护作用【l1，而近年的研究发现联合应用多种毒力蛋白的 

多价疫苗具有协同的保护作用，能有效减少肺炎链球菌的免 

疫逃逸t2一。肺炎链球菌 自溶酶(N—acetylmuramoyl—L～alanine 

amidase，I A)是肺炎链球菌疫苗的候选抗原分子之一，位于 

肺炎链球菌细胞壁，与脂磷壁酸的胆碱分子相连，其编码基 

因序列保守，其毒性作用是间接通过肺炎链球菌溶血素的 

释放而实现的[41。本研究应用通过基因重组技术构建的LyLA 

和肺炎链球菌表面蛋白 A(Streptococcus pneumoniae$HYface 

proteins A，PspA)的肺炎链球菌核酸疫苗，比较 LytA单独或 

联合 PspA的单价及多价核酸疫苗免疫小鼠激发机体免疫反 

应及防御肺炎链球菌侵入性感染的保护效能差异，以期评价 

LytA作为肺炎链球菌多价核酸疫苗候选抗原组分的可能，旨 

在为肺炎链球菌多价核酸疫苗的优势抗原组合成分的选择 

提供实验室研究基础。 

1 材料和方法 

1．1 质粒、菌株、细胞株及培养条件 

肺炎链球菌标准株 R6购 自美国标准生物品收藏中心 

(ATCC)，大肠杆菌 DH5d为我室保存 ，真核载体 pcDNA3．1 

(+)由第三军医大学大坪医院呼吸内科吴奎博士惠赠。幼仓 

鼠肾细胞 BHK一21[C一13]，购自中国科学院细胞库，培养在 

MEM(含 2mmol／LL-谷氨酰胺和 Earle’sBSS，1_5 g／LNaHCO ， 

0．1 mmo1]L非必需氨基酸，1．0mmmol／L丙酮酸钠 )+l0％胎牛 

血清中。 

1．2 工具酶、试剂 、抗体 

DNA限制性内切酶 n I、 6n I、T4DNA连接酶，高保 

真 酶( Plus DNA Polymerase)、Taq DNA聚合酶均购 

自TaKaRa公司，细菌基因组提取试剂盒购白上海华舜生物 

工程有限公司，质粒快速提取试剂盒购自Promega公司，脂 

质体转染试剂 Lipofectamine TW000购自Invetrogen公司，辣根 

过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG抗体购自Southern生物工程 

公司，抗 His单克隆抗体购自Santa Cruz生物技术工程公 

司。 

1．3 实验动物 

二级雌性 BABL／c小鼠，6～8周龄 ，质量(20±1)g，购 自 

第三军医大学实验动物中心。 

1．4 重组真核表达质粒的构建 

PspA’重组真核表达质粒由课题组人员前期构建l5J。LytA 

重组真核表达质粒的构建：以 Genbank中提供的 LytA基因 

序列设计引物： 

上游 ：5’一GAGGGTACCATGGAAA啊AATGTGAG一3’： 

下游 ：5’一GCTCTAGATYAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT 

GTI’ITrACTGTAATCAAGCCATC一3’ 

引物设计中引入 His—tag序列 ，并插入 n I、Xba I酶 

切位点。提取肺炎链球菌 R6基因组 DNA为模板，PCR扩增 

LvtA开放阅读框片段，反应条件如下：94％预变性 2 rain； 

(94％变性 30 s，53℃复性 30 S，72℃延伸 1 min)30个循环 ； 

72％延伸 10rain。取5O l产物电泳回收后，用 I及Xba 

I双酶切目的片段及真核载体 pcDNA3．1(+)，连接制备重组 

子化学法转化 DH5 感受态细胞，挑选阳性克隆，抽提重组 

阳性克隆质粒送北京华大基因公司测序。 

1．5 核酸疫苗重组质粒转染 BHK一21细胞及 Western—blot 

鉴定 

BHK一21细胞转染前以含有 10％胎牛血清的MEM的培 

养基37℃，5％CO：，传代培养约l8～24h，细胞贴壁60％～80％ 

后，采用脂质体介导的转染方法，将脂质体与2 g质粒混合， 

25cC放置 25 min。洗涤细胞，无血清与细胞共培养 5 h，加入 

2O％血清，继续培养24 h换液，再继续培养24h，收获细胞。 

Western—blot检测 A蛋白的表达 ：采用 12％SDS—PAGE进 

行蛋白电泳 ，转移至硝酸纤维素膜 ，2％牛血清白蛋白(BSA) 

封闭，加入鼠抗His单克隆抗体为一抗，辣根过氧化物酶标记 

的羊抗鼠IgG为二抗，DAB为显色底物显影。鉴定 A蛋自 

在真核细胞中的表达。 

1．6 免疫动物 

大量抽提质粒 pcDNA3．1(+)及重组质粒pcDNA3．1一PspA’、 

pcDNA3．1一L A，稀释至lg／L浓度，一20℃保存备用。6～8周龄的 

雌性BALB／c小鼠6O只，每组 15只，分为空白对照pcDNA3．1 

(+)组 、实验组(peDNA3．1一LytA+pcDNA3．1一PspA’组，peDNA 

3．1一PspA’组，pcDNA3．1一 A组)。每组小鼠于免疫前 I周双 

侧股四头肌注射心肌毒素 100 l(1O tool／L)预处理后，第0d 

免疫小鼠，每只小鼠两侧股四头肌接种核酸疫苗，pcDNA3．1(+) 

组、pcDNA3．1一PspA’组，peDNA3．1一LytA组小鼠两侧股四头肌 

各注射质粒 25 l，总量 5O l，pcDNA3．1一LytA+pcDNA3．1一 

PspA’组小鼠注射两侧股四头肌(pcDNA3．1一LytA和 peDNA3． 

1-PspA’重组质粒各 50 1)，第 28d同法加强免疫 1次。 

1．7 ELISA检测小鼠血清特异性抗体 IgG水平 

末次免疫后第 28 d于 2组小 鼠眶静脉采血制备血清， 

ELISA检测血清中 PspA’、LytA特异性抗体 IgG水平 ，我室 

前期制备PspA’、LyrtA蛋白抗原包板，HRP标记的羊抗鼠 

IgG作为二抗，每孔 100 l，37℃孵育 1 h，OPD显色，37％ 

闭光反应 20min，H2S04终止反应，采用49213111波长酶标仪测 

定 0D(492 J值。 

1．8 肺炎链球菌 D39腹腔攻击免疫小鼠 21d生存时间观察 

按上述方法免疫小鼠，设阴性对照组 ：PBS组和空白质 

粒 peDNA3．1(+)组，实验组：pcDNA3．1一LvLA+pcDNA3．1一PspA’ 

组，pcDNA3．1一PspA’组，pcDNA3．1-I砌 组，各 15只，PBS 

组小鼠注射 lO0 lPBS对照，末次免疫28 d后，按照文献确 

立的小鼠腹腔攻击模型同，培养至对数生长期肺炎链球菌D39 

6 1(104菌落形成单位 CFU)腹腔注射 5组免疫小鼠，观察 

21 d生存情况。 
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A间的关系被破坏，与之分离后作用于细胞壁的 N一乙 

酰胞壁酸和丙氨酸之间的共价键 ，水解细胞壁含胆碱的肽链 

间的共价结合为糖链和肽链，导致细胞溶解，促使毒性物质 

如细胞降解物质、溶血素等从细胞中释放，从而对宿主造成 

损害[4A21，研究发现由基因变异导致 LvtA缺失的菌株致病力 

降低 ，本课题组前期试验亦证实 LvtA广泛存在于肺炎链球 

菌中，编码序列保守。因此 LytA被考虑为肺炎链球菌新型疫 

苗的候选抗原分子之一。PspA蛋白是肺炎链球菌细菌表面 

的一种胆碱结合蛋白，它可以与乳铁蛋 白结合抑制补体活 

化，降低补体C3b在肺炎链球菌表面的沉淀，减少补体介导 

的调理吞噬作用，其毒力作用覆盖肺炎链球菌的定殖及侵袭 

过程 ，其强免疫原性及作为多价疫苗的组成成分激发其它 

毒力蛋白更强免疫效能及协同保护作用已被本研究小组成 

员前期研究及国外文献报道 ”1，是目前最有希望成为肺 

炎链球菌新型疫苗成分的候选抗原。 

本研究应用 LytA核酸疫苗与 PspA的核酸疫苗单独或 

联合免疫小鼠，评价 LvtA联合 PspA的核酸疫苗是否具有协 

同的保护作用，激发机体更强免疫效能。结果发现，LvtA和 

PspA的核酸疫苗单独免疫小鼠均成功激发了 LvtA和 PspA 

特异性的保护抗体 ，但两者的联合应用并没有显著增强 

PspA核酸疫苗抗 PspA的特异性抗体效价，也没有明显的提 

高PspA的核酸疫苗免疫小鼠受致死性腹腔攻击后的中位生 

存时间；而PspA的核酸疫苗不仅激发了高效价的PspA特异 

性保护抗体，联合LytA的核酸疫苗免疫小鼠后激发了比单 

一 使用LytA的核酸疫苗更高的LytA特异性抗体效价。我们 

的结果提示： A作为单一应用的肺炎链球菌新型疫苗的候 

选抗原具有一定的针对肺炎链球菌侵入性感染的免疫保护 

效能，但并不具有协同增强多价核酸疫苗的免疫保护效能， 

故 LytA是否适合作为肺炎链球菌新型多价疫苗的优势抗原 

组分候选者尚有待进一步评价。我们的研究也进一步提示联 

合应用多种肺炎链球菌毒力蛋白以期协同增强多价疫苗的 

免疫效能的疫苗优化策略并非适用于所有的肺炎链球菌毒 

力蛋白，筛选多价疫苗的优势抗原组合具有重要意义。 
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