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CpG基序对幽门螺杆菌疫苗的免疫佐剂效应实验研究

郭桐生 ,冯　强 ,郭　刚 ,解庆华 ,邹全明　　(第三军医大学医学检验系临床微生物和免疫学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 CpG 在幽门螺杆菌疫苗研究中的佐剂效应。方法　将 60 只 BALB c 小鼠分为 4 组 , 分别以

H.pylori 尿素酶 B 亚单位(rUreB)+CPG、rUreB+CT、单独 UreB 以及 PBS 进行口服免疫 , ELISA检测胃 、肠 、气管冲洗液 sIgA

以及血清 IgG亚类(IgG1 , IgG2a), RT-PCR差异显示 T淋巴细胞 IFN-γ、IL-4 mRNA。结果　①CpG+rUreB 组在胃 、肠 、气管和

血清产特异性抗体水平显著高于 PBS 组和单独 rUreB组(P<0.01),与 CT+UreBs组差异不显著(P>0.05);②抗原刺激后

CpG+rUreB组 T 淋巴细胞表达的 IFN-γ、IL-4 mRNA显著高于 PBS 组和 rUreB组 。结论　①CpG 可能是 H.pylori 疫苗研究

中有效的粘膜佐剂;② CpG+rUreB组诱导的可能是 Th1 Th2型免疫应答 。
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Adjuvant effects of CpG motif-containing oligodeoxynucleotide on Helicobacter pylori

vaccine
GUO Tong-sheng , FENG Qiang , GUOGang , XIE Qing-hua , ZOU Quan-ming(Department of Clinical Microbiology and Immunology ,

College of Laboratory Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the adjuvant effects of CpG motif-containing oligodeoxynucleotide (CpG)on

Helicobacter pylori (H.pylori)vaccine.Methods　A total of 60 adult mice were divided randomly into four

groups.Mice in groups Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ , and Ⅳ were orally immunized with recombinant H.pylori urease B subunit

(rUreB)plus CpG , rUreB plus cholera toxin(CT), single rUreB , and phosphate-buffered saline(PBS), respective-

ly.The specific secreting IgA (sIgA)and specific IgG subclasses (IgG1 and IgG2a)in gastric mucosa , intestinal

mucosa of every mouse , tracheal mucosa were determined by ELISA.The expression levels of T cell cytokine IFN-γ

and IL-4 mRNA in spleen were detected by RT-PCR.Results　①The levels of specific antibody in the gastric mu-

cosa , intestinal mucosa , tracheal mucosa , and serum in group Ⅰ were significantly higher than those in group Ⅲ and

group Ⅳ(P<0.01).②The expression levels of IFN-γand IL-4 mRNA of T cell in group Ⅰ after stimulation with

antigens were significantly higher than those in group Ⅳ and group Ⅲ(P<0.01).Conclusion　CpG may be the

optimal mucosal adjuvant of H.pylori vaccine.Th1 Th2 type immune response might be induced by oral immuniza-

tion with CpG+rUreB.

　　Key words:Helicobacter pylori;CpG motif;adjuvant;urease B subunit

　　幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori)感染率

在世界人群中达到 50%以上 ,可引起多种上消化道疾

病 ,并与胃癌等胃部恶性肿瘤的发生密切相关 。但是 ,
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现阶段临床上 H.pylori 感染治疗效果并不理想 ,

H.pylori 疫苗提供预防和治疗H.pylori感染新途径。

但是单纯 H.pylori 抗原通过粘膜途径免疫常不能诱

发足够的抗H.pylori感染的免疫应答 ,而通过采用合

适的佐剂来增强抗原的免疫原性 ,可获得理想的免疫

效应。含CpG基序的寡聚脱氧核苷酸(CpG-containing

oligodeoxynucleotide , CpG)是一种有效的免疫佐剂
[ 1～ 3]

,

尚少见应用于 H.pylori 疫苗研究中的报道。本实验

以本室构建纯化的 H.pylori 保护性抗原尿素酶 B亚

单位(rUreB)为抗原 , CpG 为佐剂口服免疫 BALB c 小

鼠 ,并以霍乱毒素(cholera toxin , CT)佐剂为对照 ,观察
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小鼠免疫后免疫效果 ,探讨免疫应答机制 ,为 H.pylo-

ri疫苗佐剂选择研究提供参考 。

1　材料和方法

1.1　动物
　　BALB c小鼠 60 只 , 6～ 8 周龄 ,雌性 , SPF级 , 体质量 18～ 22

g , 购于四川大学实验动物中心 ,动物质量合格证号:医动字第

24101110号。

1.2　主要试剂
　　CpG:1826 # 5′-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3′, 上海生工合

成;rUreB:本室构建纯化 , 纯度≥90%;CT:Sigma;生物素标记的

羊抗小鼠 IgA、HRP 标记的羊抗小鼠 IgG1、HRP标记的羊抗小鼠

IgG2a:深圳晶美公司;Percoll分离液:Sigma 公司;RPMI1640培养

液 、96孔细胞培养板:Gibco 公司;Tripure RNA 抽提试剂盒 、RT-

PCR试剂盒:Promeage等。

1.3　PCR引物的设计
　　GenBank 中查出小鼠 β-actin、IFN-γ、IL-4的 cDNA序列 , prim-

er primier 5.0软件设计PCR引物 , 引物如表 1。

　　通过同源性比较 ,以上均为特异性引物。所有引物由上海

Sangon公司合成 , PAGE 纯化。

表 1　RT-PCR 扩增引物序列

Tab 1　Oligonucleotide sequences of 5′and 3′primers for RT-PCR

Foreward Downward Size of PCR product

β-actin 5′-ATCCGTAAAGACCTCTATGCCAACA-3′ 5′-GTCGCCTTCACCGTTCCAGTTT-3′ 479 bp

IFN-γ 5′-AACTCAAGTGGCATAGATGTGG-3′ 5′-GACCTCAAACTTGGCAATACTC-3′ 252 bp

IL-4 5′-TGTCATCCTGCTCTTCTTTCTC-3′ 5′-TGATGCTCTTTAGGCTTTCCAG-3′ 380 bp

1.4　动物分组
　　60 只 BALB c小鼠随机分为 CpG(10 μg 只 次)+rUreB 组 、

CT(1 μg 只 次)+rUreB 组 、rUreB 组 、PBS 组 , 每组 15 只。小鼠

免疫前 24 h 禁食 、水 , 0.3 ml胃酸中和液中和胃酸 , 20 min 后免

疫(共 4 次), 间隔 7 d。

1.5　胃 、肠 、气管冲洗液特异性 sIgA 以及血清 IgG亚

类(IgG1 、IgG2a)检测
　　rUreB 用包被液稀释至 5μg ml , 100μl 孔包被ELISA 板或细

胞培养板 , 4 ℃过夜。洗涤 4 次。每孔加入 200 μl 1% BSA ,

37 ℃封闭 2 h , 洗涤 4次后 , 4 ℃保存。

　　胃、肠 、气管冲洗液特异性抗体水平采用 ABC-ELISA 检测,

稀释倍数分别为:肠粘液(1∶4)、粘液(1∶5)、气管冲洗液(1∶10)。

100μl 孔加入包被的 ELISA板 , 37 ℃, 60 min ,洗涤 4次 ,加入生物

素标记的羊抗鼠 IgA(1∶1 000), 100μl 孔 , 37 ℃, 60 min ,洗涤4 次,

加入 HRP标记的亲和素(1∶5 000), 100 μl 孔, 37 ℃, 60 min , 洗涤

4 次, 加入OPD底物显色液 ,室温避光反应 30 min , 50 μl 2 mol L

H2 SO4 终止反应, 以 PBS 孔作空白对照, 492 nm 测定各孔 A 值。

　　血清特异性 IgG1和 IgG2a的检测:1∶100 倍稀释待检血清 ,

100 μl 孔 ,加入 ELISA板 , 37 ℃, 60 min , 洗涤 4 次 , 加入 HRP 标

记的羊抗鼠 IgG1或 IgG2a(1∶2 000), 100 μl 孔 , 37 ℃, 60 min , 洗

涤4 次 , 加入 OPD 底物显色液 , 室温避光反应 30 min , 50 μl 2

mol L H2SO4 终止反应, PBS孔作空白对照 ,492 nm测定各孔 A 值。

1.6　RT-PCR半定量显示淋巴细胞 IFN-γ、IL-4 mRNA

表达的差异
　　各免疫组小鼠脾淋巴细胞的分离及抗原特异性诱导增殖

试验参照文献[ 4] 进行。200 目不锈钢网细胞筛研磨脾组织 , 收

集过滤的组织细胞悬液 , 70% Percoll分离液和尼龙棉柱分离 T

淋巴细胞。5×106 ml T 淋巴细胞加入细胞培养板 , 同时加 rU-

reB(100 μg/ml);分别提取抗原刺激 0、3 d 的 T 淋巴细胞的总

RNA , RT-PCR法分析抗原刺激 0 、3 d的 T 淋巴细胞 IFN-γ、IL-4、

β-actin mRNA 表达水平。总 RNA 的提取 , 按 TripureTM 总 RNA

抽提试剂盒说明书进行;PCR引物如表 1 所示 , PCR反应条参

数94 ℃ 5 min 预变性 , 94 ℃ 45 s、60 ℃ 30 s(IFN-γ、β-actin)、

58 ℃ 30 s(IL-4)、72 ℃30 s , 35 循环72 ℃ 10 min。 2%琼脂糖电

泳 , UVP紫外凝胶扫描分析仪分析扩增产物 , 得到各产物的 V

值 ,以同一批抗原刺激 0 d 的为 100%, PBS 组抗原刺激 0 d 的

RT-PCR产物值VB0 , 3 d 的为 VBx , 其它组抗原刺激 0 d 的 RT-

PCR产物值 V0 , 3 d的为 Vx ,
Vx
VBx
 
Vo
VBo
代表样本目的基因的相对

表达量。

1.7　统计学处理
　　采用 SPSS10.0 软件处理 , t检验 、χ2 检验。

2　结果

2.1　胃 、肠 、气管冲洗液特异性 sIgA以及血清 IgG1 、

IgG2a检测结果
　　小鼠口服免疫后 , rUreB 组胃 、肠 、气管冲洗液特异性 sIgA

和血清特异性 IgG1 、IgG2a抗体水平均未见显著升高 , 且与 PBS

组相差不显著(P >0.05);而 CpG+rUreB 和 CT+rUreB 组胃 、

肠 、气管冲洗液特异性 sIgA和血清特异性 IgG亚类抗体水平均

显著高于 PBS 组对应抗体水平(P<0.01),而且显著高于 rUreB

组对应抗体水平(P <0.01);CpG+rUreB 组除血清 IgG2a 水平

显著高于 CT+rUreB 组血清 IgG2a水平 , 其它特异性抗体水平

与 CT+rUreB 组对应抗体水平相差不显著(P>0.05),见表 2。

2.2　RT-PCR差异显示淋巴细胞 IFN-γ、IL-4 mRNA表

达结果
　　抗原刺激后第 3天 , 淋巴细胞 β-actin mRNA 表达量基本没

有变化 ,说明各批次抽提的总 RNA 和反转录效率基本保持一

致。PBS 对照组 IL-4 、IFN-γmRNA 相对表达量基本没有变化 ,

(P>0.05);rUREB组 IL-4、IFN-γmRNA 相对表达量增加幅度很

小 ,(P>0.05);CpG+rUreB组脾淋巴细胞经抗原刺激3 d后 IL-

4 mRNA增加了 5.13 倍 , IFN-γmRNA 增加了 5.74 倍 CT+rUreB

组 IL-4、IFN-γmRNA相对表达量在抗原刺激后也显著增加(P <

0.01), 见表 3。
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表 2　各免疫组特异性抗体结果( x±s)

Tab 2　Antibody levels in each immune group( x±s)

Group sIgA of gastric fluid sIgA of intestinal fluid sIgA of tracheal fluid Serum IgG1 Serum IgG2a

PBS 0.100±0.038 0.103±0.011 0.099±0.025 0.097±0.009 0.109±0.016

rUreB 0.169±0.052＊ 0.165±0.082＊ 0.142±0.079＊ 0.141±0.039＊ 0.151±0.042＊

CpG+rUreB 1.968±0.288#Δ 2.097±0.369#Δ 0.955±0.146#Δ 1.096±0.147#Δ 0.924±0.119#ΔΔ

CT+rUreB 2.241±0.368 2.511±0.372 1.067±0.162 1.195±0.152 0.581±0.061

＊:P>0.05 , vs PBS;#:P<0.01 , vs PBS;Δ:P<0.01 , vs CT+rUreB

表 3　T淋巴细胞抗原刺激后 IL-4和 IFN-γ表达水平(%)

Tab 3　IL-4 and IFN-γmRNA expression levels after stimulation

with antigen(%)

β-actin IL-4 IFN-γ
Group

0 d 3rd d 0 d 3rd d 0 d 3rd d

PBS 100 107 100 113 100 107

rUreB 100 95 100 128# 100 176#

CpG+rUreB 100 90 100 613Δ 100 674Δ

CT+rUreB 100 92 100 754Δ 100 236Δ

＊:“ 0 day” product value:100%

3　讨论

　　幽门螺杆菌是上消化道感染重要致病菌 ,目前已

经确认 H.pylori与上消化道疾病中的 4种疾病密切

相关:①慢性胃炎;②消化性溃疡;③胃癌;④胃粘膜相

关淋巴样组织恶性淋巴瘤
[ 5 ～ 9]

。世界卫生组织已将

H.pylori列入Ⅰ类致癌因子
[ 10]
。

　　H.pylori 世界人群感染率超过50%,而且H.pylo-

ri 非常顽固 ,一旦受感染 ,如非采用正规方案治疗将终

身受累。然而 H.pylori 的防治并不乐观 ,现阶段临床

上主要应用抗生素加铋剂或H+拮抗剂治疗 H.pylori

感染
[ 11]
:①疗效不稳定 ,易复发;②易产生耐药性;③毒

副反应大;④医疗费用昂贵。研发有效的 H.pylori 疫

苗特别是口服疫苗成为根除 H.pylori感染的希望。

　　由于粘膜免疫系统特殊性 ,单纯可溶性抗原经粘

膜途径免疫很难激发粘膜和系统免疫应答 ,必须辅以

合适的粘膜佐剂才能激发免疫应答 。在 H.pylori 疫

苗研究中 ,寻找高效安全的佐剂也成为 H.pylori粘膜

疫苗开发中的一个重点。当前 H.pylori 疫苗的研究

中使用最多的粘膜佐剂是 CT 和大肠杆菌不耐热肠毒

素(heat labile toxin of enterotoxigenic E.coli , LT),但是

CT 和 LT 对人具有较强的毒性 ,限制了它们的应用。

寻找新的无毒 、高效粘膜佐剂成为 H.pylori 疫苗研究

的一个重点。

　　CpG 是一些以未甲基化的 CpG 基序为核心的寡

聚脱氧核苷酸 ,具有强烈的免疫激活功能 ,主要存在于

病毒 、细菌及无脊椎动物的基因组中
[ 12]
。

　　Moldoveanu等
[ 2]
用 CpG作为佐剂 ,以福尔马林灭活

的感冒病毒为抗原滴鼻免疫小鼠 ,测得血清中的 IgG和

鼻粘膜 sIgA的滴度比无佐剂对照组显著增高 ,认为CpG

可能是很好的粘膜佐剂 ,第一次证明 CpG具有粘膜佐剂

作用。McCluskie等
[ 3]
以乙肝表面抗原加 CpG滴鼻免疫

小鼠 ,发现无论诱导粘膜免疫还是系统免疫应答 ,CpG

的作用均强于CT。而且CpG与CT还有协同作用 ,二者

合用时 ,免疫增强作用强于单独应用 CT 时的 10倍。与

CT 佐剂比较 ,CpG的佐剂性似乎更胜一筹。

　　CpG 佐剂作用机制可能与以下因素有关:①CpG

具有直接激活 B细胞 、树突细胞 、巨噬细胞的功能;②

在受 CpG作用的抗原提呈细胞中 ,促进 IL-12的分泌 ,

IL-12能激活自然杀伤细胞分泌 IFN-γ,在 IFN-γ和 Th1

辅助 T细胞配合下 ,MHC-Ⅰ类表面分子提呈抗原 ,激

活细胞毒T 细胞成熟分化 ,导致细胞免疫反应;有抗原

存在时 ,CpG能促进 B细胞分泌的 IL-6和 Th1细胞及

其他细胞因子共同激活 B细胞成熟分化为浆细胞;③

CpG可被 B细胞 、单核细胞 、巨噬细胞等内吞以小泡形

式进入细胞 ,小泡与内体融合 ,使细胞产生活性氧成分

(ROS),ROS作为第二信号激活转录因子 NF-κB ,通过

NF-κB促进一些细胞因子的基因转录 ,进一步促进免

疫应答
[ 13 ～ 15]

。

　　迄今为止还没有 CpG 在 H.pylori 疫苗研究中应

用的文献报道 ,本研究以 CpG为佐剂 、rUreB为抗原口

服免疫BALB c小鼠 ,在胃冲洗液 、肠冲洗液 、气管冲洗

液均产生较高抗体滴度 ,与 CT 佐剂组免疫强度相差

不显著 ,提示CpG可能是 H.pylori 疫苗研究中较好的

粘膜佐剂 。

　　抗体产生的过程可能是抗原在胃肠道被 M 细胞

摄取 ,经抗原提呈细胞处理后 ,呈递给 B细胞 ,同时派

伊尔氏结的 T 细胞被激活 , 促使未成熟的 B 细胞致

敏 ,这些致敏淋巴细胞离开淋巴结 ,流经淋巴管和肠系

膜淋巴结 ,进入体循环 ,最后大部分淋巴细胞归巢胃肠

固有层和其它粘膜效应部位。进入体循环可能激发系

统免疫 ,产生 IgG;归巢到粘膜系统的 B细胞在 T 细

胞 ,主要是 CD4
+
T 细胞作用下分化 , B细胞进行型转

换进而形成抗原特异性 IgA+B细胞 ,产生 IgA
[ 16 ～ 18]

。

　　Guy 等
[ 19]
以尿素酶加佐剂产生强的 Th1 、Th2型免

疫应答保护作用好于尿素酶所加佐剂产生Th2占优势

的免疫应答 ,认为 Th1 Th2 型免疫应答更有利于完全

保护作用。本实验对 CpG+rUreB组血清特异性 IgG1

和 IgG2a以及 T 淋巴细胞 IFN-γ和 IL-4 mRNA 相对表
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达量检测 ,显示 CpG佐剂诱导的可能是 Th1 Th2型免

疫应答 ,这可能有利于免疫保护作用 ,但是本研究还有

待于攻毒保护试验验证。
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文章编号:1000-5404(2004)03-0241-01　 个案与短篇

酮康唑乳膏的制备及临床应用

Preparation and clinical application of Ketoconazole cream

李建平
1
,温　悦

1
,赵莉蓉

2
　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所:1 药剂科 , 2 皮肤科 , 重庆 400042)

1　药物制备

　　酮康唑 20 g ,二甲亚砜 50 ml , 乳膏基质适量 , 全量 1 000 g。

取酮康唑溶于二甲亚砜中(水浴加热溶解)。另配乳膏基质 , 在

乳化中温度降至 60 ℃左右加入酮康唑二甲亚砜液 , 搅匀 , 至

冷 ,即得。

2　质量标准

2.1　性状
　　本品为乳白色膏状半固体外用制剂。

　　作者简介:李建平(1955-),女 ,河北省平山县人 ,副主任医师 ,主要从事药学

专业方面的研究 ,发表论文 15篇。电话:(023)68757420

　　收稿日期:2003-02-01;修回日期:2003-04-20

2.2　定性检测
　　取本品约 0.5 g , 加 0.1 mol L盐酸溶液 10 ml ,水浴加热 , 再

冷却 ,滤过 , 滤液中加碘化铋试液数滴 ,即生成橙红色沉淀。

2.3　定量测定
[ 2]

2.3.1　实验条件的选择　　精密称取酮康唑适量 , 用0.1 mol L

盐酸溶液溶解并稀释成3 种不同浓度的溶液 , 以0.1 mol L盐酸

溶液为空白 ,在 200 ～ 600 nm 波长范围内扫描 , 分别测定零阶和

一阶导数光谱。通过测定空白基质和酮康唑在零阶导数图谱

有明显重叠 ,表明空白基质对酮康唑测定有干扰。一阶导数图

谱中酮康唑在228 nm 波长处的波谷有一振幅 ,此处空白基质吸

收为零 ,因此选择 228 nm 波长的波谷振幅为定量信息。

2.3.2 　标准曲线的制备　　精密称取干燥至恒重的酮康唑
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