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不同种类乙型肝炎重组疫苗诱导免疫应答

特点比较

胡忠玉 何鹏 方鑫邱少辉 梁争论 李河民 庄辉

【摘要】 目的 比较三种乙型肝炎重组疫苗(rHB)[乙型肝炎汉逊酵母重组疫苗(rHP)、酿酒酵

母重组疫苗(rSC)和CHO莺组疫苗(rCHO)]诱导小鼠细胞和体液免疫应答特点。方法 给3组小鼠

(BALB／e，H．26)分别皮下接种3种r船3嵋，于免疫后第4、7、10、14、25和35 d分离脾单个核细胞
(MNC)，应用酶联斑点法(ELISPOT)测定MNCs体外刺激后所产生的细胞因子IFN．7、IL-2斑点形成

细胞数(SFC)。刺激物为多肽或Hmhg。同时测定免疫后不同时间的细胞毒T淋巴细胞反应(CTL)

活性和小鼠血清抗一HBs水平。结果应用ELISPOT法，不同种类rHB免疫小鼠后诱导分泌IFN一7和

IL一2峰值均为10—14 d；rHP诱导CTL活性(P=0．000<0．05)和分泌IFN一7水平(P<O．05)均显著高

于rCHO和rSC，且rHP于免疫后第10天诱导CTL杀伤率最高(39．8％)；rHP组诱导分泌IL-2水平

均显著高于其他两种疫苗组(P<0．05)，第7和14天时，rSC组诱导产生IL．2水平均显著高于rCHO

组(第7天t=4．595。P=0．001<0．05；第14天t=5．721，P=0．000<0．05)；免疫后第7天3种疫苗

诱导细胞免疫应答强度依次为rHP最强，rSC其次，rCHO最弱；小鼠血清抗一FIBs阳转率和抗体滴度随

免疫时间而逐渐上升，第7天时rCHO组抗体显著高于rHP组(P=0．044<0．05)，第14天时rCHO

组抗体显著高于rHP组(P=0．009<0．05)和rSC组(P=0．012<0．05)。结论3种疫苗免疫小鼠

的应答特点不同。酵母重组疫苗早期诱导细胞免疫应答优于rCHO；rCHO的优势是诱导产生抗一HBs

早，且滴度较高。

【关键词】 乙型肝炎；疫苗；细胞因子；酶联免疫斑点法；斑点形成细胞；细胞毒T淋巴细胞反应
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【Abstract】0bjective To evaluate the kinesis of cellular and humoraI immune responses tO different

kinds of recombinant hepatitis B(r耶)vaccines in the immunized mice．Methods At serial time points，
the levels of IFN一7 and IL一2 secreted by spleeny mononuclear eells(MNC)of the vaccinated mice were

detected by enzyme-linked immunospot methods(ELISPoT)after stimulation in vitro with liBsAg MHC

class I peptide s28 39 Or HBsAg．The lymphocytotoxieity of the immunized mice were also detected(cTL)

by a specific lysis assay and the levels of anti．HBs were measured by the Abbott IMX kit．Results The

peak values of IFN．7 and IL．2 in vaccinated mice were detected by ELISPOT，10．14 days after

immunization．The CTL and the level of IFN一7 induced by rHB vaccine derived from yeast cells(Hansenular

polymorpha)(rHP vaccine)were significantly higher than the other two vaccines(P<0．05)．The

maximum lysis of CrL appeared in the vaccinated mice on day 10 after immunization，with the percentage
of 39．8％．The levels of IL-2 induced bv rHP vaccine were significantly higher than the other two vaccines

(P<0．05)．However。the IL一2 levels in the rSC(s￡1．ceharomyces cerevisiae)vaccine group were higher as

compared with the尤H0 vaccine group at day 7 and day 14(7 d t=4．595，P=0．001<0．05；14 d t=

5．721。P=0．000<0．05)after immunization．The celllular immune response tO the rHP vaeciRe was the

strongest while it w勰the lowest to the正HO vaccine at day 7 after immunization．The sero-positive rates

and the titers of anti．耶s in the vaccinated mice increased with time after vaccination．The titers of anti一
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HBs in the rCHO vaccine group at day 7 were similar to the rSC vaccine group．but significantly higher than

that ofthe rHP vaccinegroup(P=0．044<0．05)．The anti．卸Bstitersofthe rCHO vaccine group at dayl4

were significantly higher as compared to the rSC(P=0．012<0．05)and r唧(P=0．009<0．05)vaccine
gloups．Conclusion The imIllune responses jnduced by the three kinds of rHB vaccines were different in

their patterns and levels．According tO the intensity of early cellular immune response，the two yeast HB

vaccines were superior to the疋Ho vaccine．especially to the rHP vaccine．In contrast。the疋HO vaccine

induced early seroeonversion and high levels of anti一№．
【Key words】Hepatitis B；Vaccine；Cytokine；Enzyme-linked immunospot；Spot—forming cell；

Lymphocytotoxicity

不同类型乙型肝炎(乙肝)疫苗诱导人体免疫应

答的特点不同⋯，乙肝CHO重组疫苗(rCHO)糖基

化程度高，诱导抗体滴度高；而乙肝酵母重组疫苗无

糖基化，但诱导细胞免疫早。以往应用细胞增殖、

ELISA等对不同乙肝抗原的细胞免疫特点进行比

较旧’3】，但缺少对不同类型乙肝重组疫苗(rHB)的细

胞免疫和体液免疫应答进行系统、动态的比较。本

研究应用酶联斑点法(ELISPoT)、细胞毒T淋巴细

胞反应(CTL)等方法，对不同类型rHB接种小鼠后

的免疫应答情况进行比较。

材料与方法

1．rUB：规格均为每支10 t,g／0．5 ml。乙肝汉逊

酵母重组疫苗(rHP)、酿酒酵母重组疫苗(rSC)和

rCHO分别由大连汉信生物制药有限公司、深圳康

泰生物制品股份有限公司和华北制药金坦生物技术

股份有限公司惠赠。

2．动物：无特定病原体(SPF)BALB／c小鼠

(H．26)，6～8周，16～18 g，雌性，中国药品生物制

品检定所实验动物中心提供。

3．免疫应答的检测方法：

(1)不同类型rUB免疫小鼠后，ELISPOT检测

小鼠脾MNCs体外刺激产生IFN一7、II,-2的动态研

究：每种疫苗应用60只小鼠(BALB／c)，随机分为6

组，每组10只，背部皮下免疫rHB 3 ttg，剂量为每只

3 vg／150 gl，另设立接种150肛l生理盐水作为阴性对

照组。分别于免疫后4、7、10、14、25、35 d时摘眼球

取血(收集全血，然后分离血清)处死，无菌取脾，制

备脾细胞悬液，用淋巴细胞分离液分离脾单个核细

胞(MNC)，计数后调细胞浓度至4X 106／lllI，每孔加

入100肛l细胞，检测分别用MHC I类多肽P2。-39或

HBsAg体外刺激后MNCs后，其分泌IFN，丫及IL．2

水平(刺激时间为24 h)。

细胞免疫应答体外刺激物：HBsAg是汉逊酵母

(Hansenular polymorpha)表达的rHBsAg(adw2亚
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型)，浓度为1．9 mg／ml，经高效液相(HPLC)和银染

测定纯度>99．0％，采用鲎试剂法测定细菌内毒

素<10 EU／mI(10 gg剂量)，由大连汉信生物制药有

限公司惠赠；HBsAg MHC I类多肽岛8-39

(IPQSLDSwWTSL)，由CEM微波多肽合成仪合

成，Agilent制备高效液相分离纯化，由中国协和医

科大学药物研究所提供，纯度≥95．0％。多肽S2蹦，

溶于二甲基亚砜，浓度为10 mg／ml，使用时用完全培

养基稀释至相应浓度。采用鲎试剂法测定细菌内毒

素，结果<10 EU／ml(10弘g剂量)。

细胞免疫测定试剂：NycoPrepTMl．077A淋巴细

胞分离液为挪威AXIS—SHIELD PoC AS公司产品；

RPMI 1640培养基、胎牛血清为美国Hyclone公司

产品；RPMI 1640完全培养基含10％胎牛血清、

20 mmol／L Hepes、2 mmol／L L．谷氨酰胺、1 mmol／L

丙酮酸钠、5×10～mol／L 2．巯基乙醇、青霉素

100 U／ml、链霉素100 t,g／ml；小鼠IFN．7和IL-2

ELISPOT试剂盒为美国BD公司产品；ELISPoT

检测仪为美国CTL公司生产的ImmunoSpot

Analyzer(Seriese 3B)。

ELISPOT检测阳性孑L判断标准：对照孑L斑点

数≤5 SFC时，样本孑L斑点数应≥10 SFC；对照孔斑

点数在5 SFC和10 SFC之间时，样本孔斑点数／对照

孔斑点数应≥2；对照孔斑点数>10 SFC时，样本孔

斑点数／对照孔斑点数应≥3。

(2)不同类型rHB免疫小鼠后CTL活性的动

态研究：

特异性CTL效应细胞的制备：按方法(1)中分

离的脾MNCs，计数后用RPMI 1640完全培养基调

细胞浓度至1×107／rnl，于24孔板上每孔加入

1000“胲悬液，经25 tlg／ml丝裂霉素处理的正常同

源小鼠MNCs(再经终浓度为20^tg／ml s2¨。致敏)作

为饲养细胞1000肛l(1×106／m1)，终浓度为20 U／ml

rlL．2。两种细胞于37℃，5％C02条件下培养5 d，

在2 d时用含20 U／ml rlL．2的完全培养基换取上清。
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CTL活性测定：对数生长期的P815细胞完全

培养基调浓度至5×106cell／ml，加入终浓度为

20肛g／mI P28-39，于37℃，5％c02培养箱中培养4 h。

以Na51Cr04标记1．5 h(7．5×106Bq／107个细胞)。

充分洗涤使靶细胞上清无残留同位素，每孔100“l

加在96孔“U”形底细胞培养板(1×105／m1)。收集

诱导5 d的效应细胞(5×106／m1)，按50：1、25：1和

10：l效应细胞与靶细胞(E：T)的比例，分别加入上

述含靶细胞的培养孔，每一效靶比例设3个复孔。

于37℃，5％C02培养箱中孵育4 h，每孔取上清

100肚l，用7计数器测定cpm值。杀伤结果以特异

性杀伤率表示。特异性杀伤率(％)=(实验孔cpm

均值一最小释放孔cpm均值)／(最大释放cpm均

值一最小释放孔cpm均值)×100％。其中最大释

放孔加入100“l 20％的Triton X-100，最小释放孔

加入100肚l完全培养基。自发释放应低于10％。

(3)不同类型rHB免疫小鼠后抗一耶s的动态研
究：将方法(1)中收集全血分离血清检测抗一愀平。
4．抗一HBs测定：采集小鼠全血，分离血浆，应用

美国Abbott公司生产的ARCHITECT anti．HBs试

剂盒检测抗一HBs，以10 mIU／ml作为抗体阳转标志。

5．统计学分析：应用SPSS 11．0软件对同组同时

间点不同细胞因子SFC进行配对样本的t检验，对不

同组间数据进行独立样本的t检验和方差分析。

结 果

1．不同类型rHB免疫小鼠诱导MNC分泌细胞

因子比较：由图1～4可见，小鼠免疫rHP后7 d，脾

MNCs经体外刺激后细胞因子IFN一7和IL．2阳转率

均达100％，并持续至35 d；两种细胞因子的SFC峰

值均位于免疫后10一14 d之间。小鼠免疫rSC后，

IFN一丫和IL一2阳转率和SFC峰值均在免疫后14 d

(10 d时未检测)，IL一2阳转率和SFC在4—35 d时均

较高。14 d时IL一2阳转率高于IFN．7，且IL．2的SFC

显著高于IFN．7(t=4．764，P=0．001<0．05)，显示

rSC是诱导IL．2为主的细胞免疫。小鼠免疫rCHO

后，IFN．7阳转率高于IL．2，SFC峰值均在免疫后

10 d。

rHP诱导分泌IFN．了和IL-2水平均显著高于

＆和尤H0(P<0．05)；7 d和14 d时rSC诱导生成
IL。2水平均显著高于尤H0(第7天t=4．595，P=

0．001<0．05；第14天t=5．721。P=0．000<

0．05)，14 d时reHO诱导生成IFN．7水平与rSC的

差异有统计学意义(t=4．530，P=O．000<0．05)。
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注：纵坐标代表每组小鼠MNCs经HIkAg刺激下IL．2阳转率

图2 三种rHB免疫小鼠后IL一2阳转率比较
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注：纵坐标代表每4 x 105MNCs经HBs^g MHC I类多肽S鹅．∞

刺激下分泌IFN．7 SFC；结果以j±5表示；rHP组诱导分泌IFN．7水

平均显著高于另两种疫苗组(P<O．05)；14 d时，K；HO组诱导生成

IFN．7水平显著高于rSe组(t=4．530，P=0．001<0．05)

图3 三种rHB免疫小鼠诱导IFN一7分泌水平比较

2．不同类型rHB诱导小鼠CTL应答比较：由

图5可见，rCHO组和rSC组在4—35 d时CTL杀伤

率均较低，且与阴性对照组的差异无统计学意义

(P>0．05)，rHP组在小鼠免疫后10 d CTL杀伤率

最高(39．8％)，显著高于rSC组和疋Ho组(P=

0．000<0．05)。
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注：纵坐标代表每4×105 MNCs经HBsAg刺激下分泌IL-2

SFC。rHP组诱导分泌IL．2水平均显著高于另两组疫苗(P<0．01)；

7 d、14 d时，rSC组诱导生成IL．2水平均显著高于rCHO组(第7天

t=4．595，P=0．001<0．05；第14天t=5．721，P=0．000 0．05)

图4 三种rHB免疫小鼠诱导IL-2分泌水平比较
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注：rHP组10 d时CTL显著高于戏和rCHO组(P=0．000<
0．05)

图5 不同种类rHB免疫小鼠后CTL比较

3．不同类型rHB免疫小鼠抗．HBs动态比较：由

图6、7可见，不同类型rHB免疫小鼠1针后7 d，

rCHO组抗一HBs阳转率和抗体滴度均高于rHP组和

rsC组(分别为60％、10％和O％；37．7 mlU／ml、

15．7 mlU／ml和15．9 mIU／m1)，rCHO组抗．HBS的

GMT显著高于rHP组(P=0．044<0．05)。14 d

时，rCH0组抗一HBs的GMT显著高于rHP组(P=

0．009<0．05)和rSC组(P=0．012<0．05)。
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4 7 10 14 25 35

免疫时问(d)

注：7 d时，rCHO组抗体GMT与rHP组差异有统计学意义

(P=0．044<0．05)；14 dO寸，rCHO组抗体GMT与rSC组差异有统

计学意义(P=0．012<0．05)；与rHP组有统计学意义(P=0．009<

0．05)

图7 rHB免疫小鼠诱导抗．HBs抗体滴度比较

讨 论

rHB是将HBsAg经过纯化等工艺，加铝佐剂

(氢氧化铝)吸附而成。不同来源的HBsAg具有不

同的理化特性和生物学效应，在糖基化程度、游离二

硫键数目和诱导免疫应答等方面存在差异。此外，

表达系统、纯化工艺等后处理过程及铝佐剂吸附工

艺等对rHB免疫原性均可能产生影响拉4 J。

临床研究表明，rCHO诱导抗一HBs滴度高于

rSC；小鼠效力研究结果表明，rCHO的ED50(肛g)最

小，rSC较大¨’5’61。本研究对小鼠抗一HBs动态比较

结果显示，rCHO免疫早期(7 d时)即可诱导较高的

抗一HBs皿E清阳转率和抗体滴度；14 d时rCHO诱导

抗体滴度显著高于rHP和rSC，rCHO后期诱生抗

体滴度也高于rHP和rSC。但在3种rHB中，rCHO

的HBV母婴阻断率最低(10弘g／剂，约75％)⋯，说

明仅依据抗体产生的早晚和高低，不足以解释rHB

的阻断效果。

THl类细胞及其相关细胞因子IFN．7、IL．2和

IL-12"圳，以及CD；T分泌IFN一7为机体抗病毒的重

要机制¨o’1¨。本研究对3种rHB免疫小鼠的细胞

免疫应答动态研究结果表明，7 d时rHP诱导T细

胞分泌IFN一7、IL．2水平显著高于rSC和疋HO，且

rsC诱导生成IL一2水平显著高于rCHO组；但以后

rHP诱导生成IFN．7、IL．2的能力显著高于rCHO和

rSC。因而早期T细胞分泌因子IFN．丫、IL．2能力

rHP最强，rSC其次，rCHO最弱。这与前期研究乙

肝酵母重组抗原诱导生成THl类细胞因子早的结

果基本一致¨1。

既往研究认为，CTL在HBV感染病毒清除中
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占主导地位¨2J，但近年研究发现，由THl类细胞因

子参与的非溶细胞机制在抑制HBV复制甚至清除

病毒中起了重要的作用n3d纠。尽管如此，细胞毒性

T淋巴细胞直接杀伤感染细胞，以及CTL过程中释

放的细胞因子作用仍然是抑制病毒复制和清除病毒

的一种方式¨引。有报道，加铝佐剂疫苗后免疫后不

能检测到CTL¨】，本研究以P815．岛¨。为靶细胞，通

过51Cr释放法，检测不同疫苗免疫小鼠后于不同时

间诱导的CTL活性，以及对3种rHB体外CTL测

定，rCHO和rSC未测出CTL活性，而rHP在免疫

后10 d，诱导较强的对P815一％渤的杀伤。前期对

rHP抗原诱导CTL研究表明，峰值位于14—

28 d‘171，即未发现铝佐剂对rHP诱导CTL的抑制

作用。

不同类型乙肝疫苗诱导免疫应答特点不同。在

诱导抗一HBs方面，rCHO疫苗的优势是阳转早，且抗

体滴度高，两种酵母疫苗中，rHP后期诱导的抗体滴

度高。抗体滴度越高，持续保护时间越长u引。在细

胞免疫应答方面，rHP的优势是诱导分泌因子

IFN．7、IL．2能力和CTL活性较强，早期(免疫后

7 d)rSC分泌IL．2的能力强于rCHo，3种疫苗早期

诱导的细胞免疫应答的差异与临床母婴传播阻断保

护率高低相一致¨·。本研究提示，可针对不同人群

采用相应的疫苗，对于高危人群、暴露后预防和母婴

阻断宜选用细胞免疫应答产生早且较强的酵母重组

疫苗；对阻断HBV水平传播，宜选用抗体产生早且

后期抗体滴度高的rCHO。此外，增加免疫剂量和

免疫针次是提高酵母重组疫苗保护水平和免疫持久

性的重要手段ⅢJ。
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