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低分子量透明质酸增强 HAV抗原诱导的小鼠体液免疫应答的研究
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[摘要 ] 　目的:研究内源性危险信号分子低分子量透明质酸

作为天然佐剂对 HAV抗原诱导小鼠体液免疫应答的影响。

方法:将 ICR小鼠分成 9组, 分别设生理盐水对照组 、 HAV

抗原组 、 HAV抗原 +铝佐剂组 、 HAV抗原 +低分子量透明质

酸 50 μg组 、 HAV抗原 +低分子量透明质酸 100 μg、 HAV抗

原 +低分子量透明质酸 200 μg、 HAV抗原 +低分子量透明质

酸 300 μg、 HAV抗原 +低分子量透明质酸 500μg、 HAV抗原

+低分子量透明质酸 1 mg组, 皮下免疫小鼠。 分别在 4、 8、

12 、 16周用 ELISA法检测小鼠血清抗 HAVIgG水平。结果:

( 1)空白对照组在 4、 8、 12和 16周未见抗 HAVIgG产生;各

实验组抗 HAVIgG水平在 8周时达到最高;12周和 16周时

各免疫组的抗 HAVIgG水平逐渐下降, 尤以铝佐剂组下降明

显;( 2)与 HAV抗原组相比, 低分子量透明质酸各免疫组小

鼠血清抗 HAVIgG水平明显升高 (P<0.05);与铝佐剂组相

比, 低分子量透明质酸免疫组明显增强特异性抗 HAVIgG水

平 (P<0.05或 P>0.05);( 3)低分子量透明质酸安全无毒,

无过敏反应。 结论:低分子量透明质酸能够明显增强灭活

HAV抗原的体液免疫应答, 具有强的免疫佐剂作用。其免疫

佐剂效应优于铝佐剂 。
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　　免疫佐剂对辅助抗原诱导机体产生持久高水平

的免疫应答十分重要
[ 1]

, 透明质酸 (hyalouronanacid,

HA)是从动物组织提取的一种黏多糖, 由 ( 1-β-4)D-

葡糖醛酸和 ( 1- β -3)N-乙酰基 -D-氨基葡糖双糖单位

重复连接组成。透明质酸是细胞外基质的重要成分

而广泛分布于细胞外基质, 它是构成皮肤 、玻璃体 、

关节滑液和软骨组织的重要成分, 具有独特的理化

性质和生物学功能 。近年研究表明, 低分子量透明

质酸是免疫系统的一种重要内源性危险信号, 与

TLR-2作用后, 以依赖于 MyD88、 IL-1R相关激酶 、

TNFR相关因子 -6、蛋白激酶 Cζ、 NF-κB的方式进行

信号传导, 激活机体的天然免疫应答
[ 2]
。因此我们

推测低分子量透明质酸可能具有免疫佐剂的特性。

本研究中以低分子量透明质酸作为疫苗佐剂, 与

HAV抗原混合后皮下免疫接种小鼠, 观察内源性危

险信号分子低分子量透明质酸对 HAV抗原诱导小鼠

体液免疫应答的影响, 以探讨低分子量透明质酸作

为疫苗佐剂的可行性 。

1　材料和方法
1.1　材料　ICR健康小鼠 (SPF级, 雌性, 6 ～ 8周龄, 质量

18～ 20 g), 由中国医学科学院北京协和医学院医学生物学研

究所灵长类实验动物中心提供, 并按实验动物中心的方法饲

养。酶标仪 (Bio-RADMicroplatereaderModel550)购自美国

Bio-RAD公司。抗 HAVIgGELISA检测试剂盒购自 KPL公

司, 酶标板购自美国 eBioscienc公司。 灭活 HAV抗原和

Al(OH) 3佐剂均由本室保存。低分子量透明质酸 (相对分子量

(Mr)为 10 000以下 )购自江苏镇江东元生物科技有限公司。

1.2　方法

1.2.1　低分子量透明质酸的制备　用电子天平称取适量低

分子量透明质酸, 用蒸馏水溶解配制成浓度为 5 μg/L。

1.2.2　免疫动物　将 ICR雌性小鼠随机分成 9组, 分别设生

理盐水空白对照组 、 HAV抗原 200 μg免疫组 (HAV) 、 HAV

抗原 200 μg+300 μg铝佐剂免疫组 (HAVAL) 、 HAV抗原

200μg+50 μg透明质酸免疫组 (HAVHA1) 、 HAV抗原 200 μg

+100 μg透明质酸免疫组 (HAVHA2) 、 HAV抗原 200 μg+

200μg透明质酸免疫组 (HAVHA3) 、 HAV抗原 200μg+300μg

透明质酸免疫组 (HAVHA4) 、 HAV抗原 200 μg+500 μg透

明质酸免疫组 (HAVHA5)和 HAV抗原 200 μg+1 mg透明质

酸免疫组 (HAVHA6) , 每组 6只 。免疫途径为皮下免疫, 共

免疫 1次 。

1.2.3　血清抗 HAVIgG水平检测　分别于免疫后 4、 8、 12

和 16周对小鼠尾静脉采血, 血样 37℃放置 1 h后, 4℃过夜,

分离血清, 用 ELISA试剂盒检测抗 HAV的特异性 IgG水平,

具体操作方法按照试剂盒说明书。

1.2.4　低分子量透明质酸安全性检测　 ( 1)低分子量透明质

酸的异常毒性试验:实验组选用 ICR小鼠 10只, 雌雄各 1

半, 每只小鼠皮下注射 5 mg低分子量透明质酸, 同时设立生

理盐水对照组, 连续观察 7 d。 ( 2)低分子量透明质酸的刺激

性试验:取 ICR小鼠 2只, 分别在一侧后肢股四头肌注射低

分子量透明质酸 ( 5μg/L) 1 mL, 另一侧注射等量生理盐水。

另取 ICR小鼠 2只, 分别在一侧后肢脚掌注射低分子量透明

质酸 ( 5μg/L) 1 mL, 另一只注射等量生理盐水。 48 h后处

死, 解剖观察局部组织变化。 ( 3)低分子量透明质酸的过敏

试验:取 ICR小鼠 10只, 雌雄各 1半, 皮下注射 50 μg低分
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子量透明质酸, 2周后再尾静脉注射 50 μg低分子量透明质

酸, 立即观察有无过敏反应。

1.2.5　统计学分析　采用 SPSS11.5统计软件进行单因素方

差分析, 并进行 Levene方差齐性检验, 如方差齐, 则进行

单因素方差分析;而方差不齐则采用 Kruskal-WallisHTest,

P<0.05具有统计学意义。

2　结果
2.1　低分子量透明质酸安全性　 ( 1)低分子量透明质酸的异

常毒性试验:试验期内所有动物均未出现松毛 、 缩团 、 发抖

等异常反应;进食 、 饮水 、 粪便和精神等均正常。实验结束

后所有动物均健在且质量增加, 说明低分子量透明质酸安全

无毒。 ( 2)低分子量透明质酸的刺激性试验:在小鼠股四头

肌注射低分子量透明质酸 48 h后解剖观察局部组织无充血 、

水肿及硬结等异常变化;小鼠后掌注射 48 h后解剖观察局部

也无异常变化。表明低分子量透明质酸剂量为 5 mg时安全

无毒性。 ( 3)低分子量透明质酸的过敏反应:小鼠在过敏试

验中未出现蜷缩 、 竖毛 、 流泪 、喷嚏 、 搔鼻 、 抽搐 、 痉挛 、 呼

吸困难 、 水肿及休克等过敏反应。

2.2　不同剂量低分子量透明质酸免疫增强效应　初免后 4、

8、 12、 16周检测抗 HAVIgG水平, 结果显示生理盐水空白对

照组检测不到抗 HAVIgG, 各实验组小鼠在 4周内均产生抗

HAVIgG;随着时间推移呈上升趋势, 到第 8周达到抗体滴度

的峰值, 此后逐渐下降;但是不同剂量透明质酸免疫组的抗

体水平仍然明显高于 HAV单独抗原免疫组以及铝佐剂组。

不同剂量低分子量透明质酸免疫组在同一时间的抗体水平不

同, HAVHA4、 HAVHA5和 HAVHA6组在 8周时产生的抗

HAVIgG的水平较高, 分别为 1∶( 359.19±2.25) 、 1∶( 320±

3.46) 、 和 1∶( 285.09±3.10);且 HAVHA5和 HAVHA6组的

抗体水平能够长时间维持在较高水平, 至 16周时两组的抗

HAVIgG水平分别为 1∶( 160±1.55)和 1∶( 113.13 ±2.25),

而其他实验组抗 HAVIgG水平均已明显下降。提示低分子量

透明质酸的免疫增强效应在一定范围内可能与免疫剂量成量

效依赖性。

各低分子量透明质酸免疫组的免疫效应与 HAV抗原单

独免疫组的免疫效应相比较, 结果显示, 4周 、 8周 、 12周和

16周时结果显示不同剂量低分子量透明质酸免疫组的抗

HAVIgG水平均明显高于 HAV抗原单独免疫组, 在 4周时

HAVH6免疫组的抗 HAVIgG水平最高, 为 1∶( 201.59 ±

3.10), 约为 HAV抗原单独免疫组的 7倍, 二者相比有统计

学意义 (P<0.05)。 8 周时 HAVHA1 组 、 HAVHA4 组 、

HAVHA5组 、 HAVHA6组与 HAV抗原单独免疫组相比有统

计学意义 (P<0.05, 图 1)。至 12周和 16周时, 所有剂量的

低分子量透明质酸免疫组的抗 HAVIgG水平与 HAV抗原单

独免疫组相比有统计学意义 (P<0.05, 图 1)。这些结果表

明, 低分子量透明质酸能够增强 HAV抗原的特异性体液免疫

应答, 具有免疫佐剂效应。

各低分子量透明质酸免疫组的免疫效应与铝佐剂组的免

疫效应相比较, 结果显示, 除 HAVH3免疫组的抗 HAVIgG

水平在 4周时低于铝佐剂免疫组以外, 其他各低分子量透明

质酸免疫组的抗 HAVIgG水平在 4、 8、 12和 16周时均要明

显高于铝佐剂组。虽然在 4周和 8周时各低分子量透明质酸

免疫组的抗体水平明显高于铝佐剂免疫组, 但是无统计学意

义。在 12周时结果显示, HAVHA1组 、 HAVHA4组 、 HAVHA5

组和 HAVHA6组与铝佐剂组的抗 HAVIgG水平相比, 具有统

计学意义 (P<0.05, 图 1);而 HAVHA2免疫组 、 HAVHA3免

疫组的抗 HAVIgG水平与铝佐剂组相比无统计学意义 。至

16周时, HAVHA2组 、 HAVHA3组和 HAVHA5组与铝佐剂组

的抗 HAVIgG水平相比, 具有统计学意义 (P<0.05);而其

余低分子量透明质酸免疫组的抗 HAVIgG水平与铝佐剂组相

比无统计学意义。这表明低分子量透明质酸不仅具有免疫佐

剂作用, 增强特异性的抗 HAVIgG水平, 而且其佐剂效应在

一定剂量范围内和一定时间内优于铝佐剂。

图 1　不同时间小鼠血清抗 HAVIgG水平
aP<0.05与 HAV组;cP<0.05与 HAVAL组.

3　讨论

目前铝佐剂是惟一批准应用于人的疫苗佐剂,

但是铝佐剂存在诱导体液免疫应答, 而细胞免疫很

弱, 与 IgE型过敏性疾病有关等弊端等
[ 3]
。理想疫

苗佐剂应该是既能增强体液免疫应答, 又能诱导细

胞免疫应答, 且无毒副作用
[ 1]
。因此, 研究开发新型

疫苗佐剂, 以替代铝佐剂成为疫苗佐剂的研究热点 。

研究发现, 细胞损伤释放的内源性危险信号分子具

有刺激树突状细胞成熟, 增加共刺激分子如 CD86和

CD83等的表达, 促进细胞因子的分泌;介导 T细胞

免疫应答的作用
[ 4, 5]
。提示内源性危险信号分子可

能作为有效的内源性免疫佐剂, 增强 T淋巴细胞对

外来抗原的免疫应答 。

为了探讨内源性危险信号分子低分子量透明质

酸作为疫苗佐剂的可行性, 本研究中采用灭活 HAV

抗原和低分子量透明质酸进行不同剂量配比, 通过

免疫小鼠观察了抗 HAVIgG水平的变化, 并对低分

子量透明质酸作为佐剂与铝佐剂的效应比较进行了

初步探讨 。研究证实, 低分子量透明质酸联合灭活

HAV抗原进行免疫, 有效地诱导了抗 HAVIgG的产

生。与单独灭活 HAV抗原组相比, 不同剂量低分子

量透明质酸免疫组其产生的特异性抗体水平均明显高

于 HAV抗原单独免疫组, 其差异性有统计学意义
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(P<0.05), 提示低分子量透明质酸具有免疫佐剂效

应;与铝佐剂组相比, 不同剂量的低分子量透明质酸

免疫组其诱导产生的免疫增强效应在不同时期显示

优于铝佐剂或与铝佐剂相当;且本研究结果还提示

在一定范围内随着低分子量透明质酸的剂量的增加,

抗 HAVIgG的水平逐渐增高, 即其抗 HAVIgG水平

与低分子量透明质酸在一定范围内可能呈量效依赖

性 。低分子量透明质酸是细胞外基质成分, 属于内源

性危险信号分子, 具有无毒安全性高 、结构明确 、易

于生产和价格便宜等特点, 符合理想疫苗佐剂的特点。

本实验结果也证实了低分子量透明质酸安全无毒。

综上所述, 本实验以低分子量透明质酸作为新

型疫苗佐剂,能够有效地增强灭活 HAV抗原的体液

免疫应答, 而且不同剂量低分子量透明质酸免疫增

强效应显示相当于或优于铝佐剂, 且低分子量透明

质酸的免疫增强作用持续时间要长于铝佐剂。因此,

通过本研究提示, 低分子量透明质酸可以作为一种

潜在的新型人用疫苗佐剂 。同时, 随着许多重大疾

病如 HBV、 HIV、肿瘤等严重危害着人类的健康, 开

发新型治疗性疫苗迫在眉睫, 而寻找一种佐剂能够

协同疫苗抗原诱导产生 CTL免疫效应, 达到治疗疾

病的作用是一种非常有潜力的策略。因此, 我们下

一步的工作将进一步研究低分子量透明质酸是否能

够诱导强的 CTL免疫反应。
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体介导的蛋白质的降解活性。表达磷酸化突变的

XAPC7细胞将出现 G1/S过渡和 S/G2进展受损, 氧

化应激和电离照射可导致 c-Abl-XAPC7复合物和磷

酸化 XAPC7的形成增加 。可见, c-Abl和 Arg介导的

XAPC7的磷酸酪氨酸修饰调控着 26S和 20S蛋白酶

体的活性。

尽管 XAPC7参与多种重要的肿瘤相关蛋白的表

达及活性调节 (如 HBx、 HIF-1、 c-Abl及 Arg) , 但其

本身在肿瘤的发生 、侵袭及迁移中究竟起怎样的作

用 ?在肿瘤的发生中, XAPC7是作为这些重要肿瘤

相关蛋白的上游调控因子, 还是仅作为蛋白质降解

的 “垃圾处理站”而接受其他因子的调控? Shi等
[ 8]
采

用 SEREX技术在 cDNA表达文库中筛选到 PSMA7

阳性克隆, 进一步的表达谱芯片表明 PSMA7在 HCC

样本中呈现表达上调, 实时定量 RT-PCR结果 16个

配对原发性肝细胞癌标本和癌旁非肿瘤组织标本中

有 7个在肿瘤组织中高表达 ( 44%) , 初步提示 PS-

MA7是一个原发性肝细胞癌的肿瘤相关抗原 。但

PSMA7在肝癌中究竟充当何种角色目前尚不清楚。

为此, 本实验中成功构建了能在人肝癌细胞系

SMMC-7721中表达的人 XAPC7基因真核表达载体,

为进一步研究 XAPC7基因对肿瘤细胞生物学功能的

影响奠定了实验基础 。同时本课题组正在制备抗

XAPC7 mAb, 并构建 RNA干扰重组质粒, 从细胞增

殖 、细胞周期 、细胞凋亡及对肿瘤细胞的侵袭迁移的

影响等多方面考察本基因及其编码蛋白的功能。

致谢:感谢上海复旦大学生命学院遗传所季朝能教

授对本课题的协助和支持 !
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