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摘要    在此实验中, 设计了一种包含 2种成分的重组融合蛋白作为疫苗成分来防护鼠疫耶尔森

氏菌(Yersinia)可能产生的生物威胁. 重组 F1-V蛋白与铝佐剂结合, 分别以 10, 20, 50 μg剂量免疫

BALB/C 小鼠, 周期为 2 个月. 检测小鼠血清抗体水平和 T 辅助细胞的亚型. 免疫后小鼠以

25~600 LD50剂量的鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒株进行皮下攻毒实验. 结果证明, F1-V 重组蛋白在 
小鼠体内诱导产生足够保护的免疫应答. 血清 IgG 水平是产生最终保护力的一个重要因素. 20 μg
的免疫剂量可以诱导血清抗体效价高达 51200, 使小鼠对 400 LD50的鼠疫耶尔森氏菌产生 100%
的保护. F1-V重组蛋白引发的抗体亚型主要为 IgG1类, 说明抗体反应趋向Th2型反应. 流式细胞

分析表明, 铝佐剂主要帮助 F1-V 重组融合蛋白诱导强烈的体液免疫而不是 CTL 细胞免疫应答.
表明 F1-V 重组亚单位疫苗株有希望成为一种新型的鼠疫疫苗候选株.  

关键词    耶尔森氏菌(Yersinia)  F1-V 融合蛋白  攻毒  亚单位疫苗 

鼠疫耶尔森氏菌是引起腺鼠疫和肺鼠疫的病原

学的元凶, 在历史上曾经对人类文明产生过毁灭性

打击, 尤其是 14 世纪的鼠疫大爆发(黑死病), 大约

1/3 的欧洲人口死于非命. 曾经被批准使用的鼠疫疫

苗包括传统的死疫苗,如美国使用的鼠疫USP死菌 苗
[1], 虽然这种福尔马林全菌灭活疫苗对防护腺鼠疫有

效, 但无法防护通过气雾剂传播的肺鼠疫. 灭活全菌

疫苗制作困难, 伴有局部和全身的副作用, 而且必须

不断的进行强化以保持其免疫效果 [2], 现在已经停止

生产. 中国和其他几个国家正在使用的是EV76 减毒

活疫苗. 用EV76 疫苗免疫能够保护人抵抗腺鼠疫和

肺鼠疫. 然而, 这种疫苗对人的安全性还存在疑 问, 
因为使用的是未灭活的EV76 减毒株, 小鼠实验发现

可能存在毒力的恢复 [3].  

为了克服以上疫苗的缺点, 尤其是提高疫苗对

肺鼠疫的安全性和有效性, 近年来以鼠疫耶尔森氏

菌荚膜蛋白F1 和V毒力因子为构架的亚单位疫苗的

研究成为热点 [4~6], 而F1 和V分子是迄今为止所知道

的最重要的鼠疫保护性抗原 [7, 8]. F1 分子是受温度调

节蛋白, 在 37℃最大表达, 具有抗吞噬作用. V蛋白

的作用是调节宿主防御, 通过下调IFN-γ/TNF-α和上

调抗炎症细胞因子IL-10 起作用, 同时它还是一个毒

力因子, 在Ⅲ型分泌系统中发挥关键作用 [9]. 以F1, 
V, F1+V, F1-V基础上构建的重组亚单位疫苗, 不仅

可以有效防护腺鼠疫, 而且可以有效的阻止肺鼠疫

的发生 [6, 10~13]. 在美国和英国, 以F1-V和F1+V为基

础的鼠疫疫苗研究已经进入临床阶段 [14, 15].  
在以前的研究中, 已证明了F1-V重组融合亚单
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位疫苗是一种很有发展前景的鼠疫疫苗候选株 [16]. 
这项工作的目的是比较免疫前后小鼠体内激发的不

同类型的免疫应答, 从而评价它们在致死性鼠疫耶

尔森氏菌强毒株攻击中所起的保护作用.   

1  材料和方法 

1.1  材料和试剂 

6~8周龄的雌性BALB/C小鼠购买并饲养于军事

医学科学院动物中心; 质粒 F1-V/pET-11c 为本实验

室构建和保存; 表达菌株 BL21 (DE3)为本实验室保

存; 鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒株为中国疾病预防控制

中心保存; 单克隆抗体购自美国 Sigma-Aldrich 公司; 
HRP 羊抗鼠 IgG, IgG1, IgG2A 购自美国 Bethyl 公司; 
荧光标记的 CD3, CD4, CD8 抗体购自美国 BD 
Pharmingen 公司; 氢氧化铝购自北京天坛生物制品

股份有限公司.   

1.2  融合蛋白的表达、发酵、纯化和鉴定 

Caf1 基因通过 EcoRⅠ连接在 lcrV 基因的 3′端, 
与 pET-11c 载体相连, 转化菌株 BL21(DE3), 构建

F1-V/pET-11c重组表达菌株. 利用发酵含有重组质粒

F1-V/pET-11c 的 BL21(DE3), 获得高效表达的 F1-V
重组蛋白. 发酵工作由军事医学科学院生物工程研

究所完成.  
原核表达的可溶性重组融合蛋白通过柱层析分

离的方式纯化, 依次通过阴离子交换、疏水层析和缓

冲液交换, 纯化方法参见文献 [14]. 纯化的蛋白经过

Western blot和氨基酸测序鉴定. 分别测定纯化的重

组蛋白的相关性质, 如等电点、分子量、pH值稳定性

和温度敏感性等.   

1.3  免疫方式 

将不同剂量的重组融合蛋白抗原与氢氧化铝佐

剂按一定的比例混合 , 并使后者的浓度保持在  1.2 
mg/mL, 轻轻搅拌过夜, 得到 F1-V 重组融合蛋白亚

单位疫苗候选株. 融合蛋白抗原的浓度由每只小鼠

免疫的剂量决定, 分别为 50, 20 和 10 μg/只.  
采取肌肉注射的方式对小鼠进行免疫. 实验组

的小鼠于后腿肌肉注射相应剂量的氢氧化铝佐剂吸

附的融合蛋白抗原, 而对照组则注射 PBS 或氢氧化

铝. 小鼠初次免疫后每隔 2 周注射相同剂量, 共加强

免疫 3 次. 免疫结束后, 每组处死 5 只小鼠分析其免

疫应答效果, 剩下的小鼠以鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒

株进行攻毒.  

1.4  ELISA 抗体分析  

每次免疫后第 10 天断尾取血分离血清, 通过间

接ELISA测定血清中抗F1-V抗体效价 [4]. F1-V重组蛋

白用包被液稀释后包被酶联板, 免疫后血清作为一

抗, 以HRP标记的二抗IgG, IgG1, IgG2a鉴定结合的

抗体. 酶标仪 450 nm波长处测A450 nm值. 阳性的判定

标准为实验孔A值与阴性对照A值的比值大于、等于

2.1.  

1.5  T 淋巴细胞的亚型分析 

按文献 [17]所述采集小鼠脾淋巴细胞, 置于含有

5%胎牛血清的完全RPMI-1640 培养基中培养. 过滤

后, 离心去除上清. 加入 5 mL1640 培养基悬浮并洗

涤细胞 2 次, 并最终使细胞浓度达到 105个/mL. 悬浮

的脾细胞加入FITC-CD3+, PE-CD4+和PerCP-CD8+双

染荧光抗体, 4  ℃ 避光孵育 40 min, PBS洗 2 次, 1%多

聚甲醛中固定, 流式细胞仪测定, Cellquest软件分析.  

1.6  鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒株攻毒 

免疫后的小鼠 2周内以鼠疫耶尔森氏菌 141强毒

株进行皮下攻毒, 攻毒剂量为 25~600 LD50. 记录小

鼠死亡时间.  

1.7  统计学分析 

采用 Fisher 检验和 Student’s t 检验分析实验组和

对照组相应数据的统计学意义 . 如果分析结果为

P<0.05, 那么结果将被认为具有统计学意义.  

2  结果 

2.1  F1-V 融合蛋白的纯化、鉴定和性质 

超声裂解菌体, SDS-PAGE 发现外源表达蛋白占

细菌原液总蛋白的 20%以上(图 1(a)). 外源表达蛋白

进行 Western blot 鉴定, 鉴定结果见图 1(b). 纯化后, 
蛋白纯度可达 99%. 用 MALDI-TOF-MS 测定得到蛋

白质的分子量为 53034 Da, 如图 2, 是理论分子量

53061 Da 去掉蛋氨酸的蛋白质产物. Edman 测序测得

的 N 端序列为 ADLTASTTATATL, 表明蛋白质 N 端

蛋氨酸缺失. 2-D 电泳分析得知等电点为 5.2. 纯化过

程中发现, 层析过程可以有效去除内毒素和 DNA 成
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分. 纯化的蛋白质对 pH 和温度敏感. 在室温、4℃或

低 pH 条件下, 纯化蛋白质容易发生沉淀. 因为蛋白

质容易变性, 因此不允许频繁的冻溶. 纯化的蛋白抗

原在弱碱环境下存放于−70℃, 或者冻干保存在 4℃
或更低的温度.  

 
 

图 1  细菌表达原液的 SDS-PAGE 及 Western blot 分析 
(a) SDS-PAGE 分析. 以 1 mg/mL IPTG 诱导 5 h 后, 大小为 50~60 kD
的外源表达蛋白占细菌总蛋白的 20%以上. (b) Western blot 分析表明

此表达的外源蛋白即为预期的 F 1 - V 融合蛋白 ( 1 为表达外源 
蛋白的细菌原液; 2 为阴性对照; 3 为低分子量蛋白质 marker) 

2.2  血清总 IgG 抗体分析 

间接 ELISA测定不同剂量 F1-V重组融合蛋白免

疫的小鼠血清, 比较每次免疫后 450 nm 波长处测得

的 A450 nm值. 按照上面所述的方法测定血清的抗体效

价, 如图 3 所示. 图 3(a)说明在所有测试的 F1-V 浓度

中, 50 μg 剂量诱导的抗体效价要高于其他 2 个剂量, 
说明高浓度剂量的蛋白抗原可以刺激产生更高的抗

原特异性 IgG 抗体. 在 50 μg 剂量组中, 最高可产生

的 F1-V 特异性抗体效价为 102400, 而 20 和 10 μg 剂

量组只有 51200.  
以 50 μg剂量组为例, IgG抗体的亚型分析(图

3(b))表明, 免疫小鼠的IgG1 和IgG2a的比值平均值为

5.0, IgG1的数量显著性高于IgG2a (P<0.01). 在其他 2
个剂量组也得到了类似的结果. 这说明抗体反应趋

向Th2 型反应, 重组抗原诱导的免疫应答以体液免疫

为主 [18]. 

2.3  流氏细胞分析 

采用细胞表面不同抗原分子荧光标记抗体, 对
不同免疫组小鼠脾细胞的淋巴细胞亚群进行染色分

析. 在 50 μg 剂量组, CD4+的均值为(74.79±1.46)%, 
CD8+为(21.61±1.25)%, CD4+/CD8+为 3.74±0.25; 而
对照组 ( 注射氢氧化铝 ) 则分别为 (62.83±0.37)%, 
(33.53±1.26)%和(1.87±0.18)(表 1). 统计学分析表明, 
实验组的 CD4+/CD8+比值与对照组相比有显著性差

异, 这说明脾细胞的 T 淋巴细胞主要为 CD4+细胞, 
从而主要在小鼠体内引发体液免疫应答. 在 20 和 10 
μg 剂量组有类似的数据. 

 

 
 

图 2  纯化蛋白的质谱分析: MALDI-TOF 分子量测定的质谱图 
实测分子量为 53034 Da, 是理论分子量 53061 Da 去掉蛋氨酸的蛋白产物. 另外, Edman 测序测得的 N 端序列为 ADLTASTTATATL, 表明蛋白 N

端蛋氨酸缺失 
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图 3  血清抗体分析 
(a) 不同剂量的抗原引发不同的血清抗体水平. 50 μg 剂量组小鼠体内可产生高达 102400 的 IgG 抗体效价, 而 20 μg 剂量组小鼠血清平均 IgG 抗体效

价为 51200. (b) 50 μg 剂量组小鼠血清 IgG 亚型分析. 血清样本来自最后一次免疫后取血. IgG1 效价平均为 50000, 而 IgG2a 则为只有 6000 

  
表 1  50 μg 剂量组的小鼠脾细胞 T 淋巴细胞流式细胞分析 

组别 CD4+/% CD8+/% CD4+/CD8+ 

F1-V/氢氧化铝 74.79±1.46 21.61±1.25 3.74±0.25* 

氢氧化铝 62.83±0.37 33.53±1.26 1.87±0.18 
* P<0.01 

 

2.4  攻毒存活率 

实验组和对照组小鼠在末次免疫 2 周后用鼠疫

耶尔森氏菌 141 强毒株进行皮下攻毒实验, 观察 60
天以上, 记录小鼠存活情况, 并计算平均死亡时间

(MTD). 从图 4 来看, 50 μg 剂量组的小鼠相对其他 2
个剂量组的小鼠对鼠疫强毒株的皮下攻毒有更好的

保护性. 20 μg 的剂量足以使小鼠对 400 LD50 的鼠疫

耶尔森氏菌 141 强毒株产生完全的保护, 这表明, 结
合经济性和有效性, 20 μg 剂量是最合适的. 10 μg 的

剂量只能对 100 LD50 的鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒株

产生 100%的保护, 当攻毒剂量升高时, 这个剂量产

生的保护率急剧下降, 然而, 与对照组相比, 皮下攻

毒后的平均死亡时间被显著的延迟 . 比如 , 在 200 
LD50 的攻毒剂量下, 10 μg 剂量的小鼠平均死亡时间

为(13.6±0.4)天, 而 PBS 对照组则为(3.6±0.6)天. 

3  讨论 
小鼠血清抗体效价在第一次加强免疫后增长迅 

速. 抗体亚型分析表明, 小鼠产生的抗体主要是IgG1
而不是IgG2a, 因此疫苗组主要诱导Th2 型免疫反应. 
文献 [19]表明, 氢氧化铝作为佐剂可以帮助抗原诱导

产生Th2 型的免疫应答, 而由于鼠疫耶尔森氏菌以胞

外感染为主, 从而有助于对鼠疫的攻毒产生保护.   

 

图 4  免疫小鼠攻毒实验结果 
实验组和对照组的小鼠进行鼠疫耶尔森氏菌 141 强毒株皮下攻毒实验, 观察 60 天以上, 记录小鼠死亡时间 
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流式细胞分析表明, 氢氧化铝佐剂辅助抗原诱

导了更加强烈的体液免疫而不是 CTL 细胞免疫应答. 
这对鼠疫耶尔森氏菌感染的小鼠可能会产生积极作

用—高效价的抗体最终会清除细菌的侵袭.  
为了排除身体因素对攻毒结果产生的负面影响

—比如可能会增加死亡率, 因此在每次免疫时记

录小鼠的身体状况. 若小鼠体重偏离小鼠正常生长

曲线, 那么这个数据应该被屏弃. 之所以采用鼠疫耶

尔森氏菌 141 强毒株, 是因为这株强毒株是评价中国

正在使用的EV76 减毒活疫苗的标准毒株. 根据中国

生物制品规程, EV76 减毒活疫苗有效性的标准是豚

鼠应该对 200 LD50 的鼠疫耶尔森氏菌产生至少 80%
的保护率 [20]. 在我们的研究中, 20 μg的重组亚单位

抗原可以在小鼠模型中对 400 LD50 的鼠疫耶尔森氏

菌 141 强毒株产生 100%的保护性.  
血清抗体的水平跟攻毒后小鼠的存活率密切相

关. 血清 IgG 效价越高, 产生的保护性越好. 一般来

说, 51200 的抗体效价可以对 200 LD50 的攻毒产生完

全的保护. 如果效价低于  50000, 将很难提供完全的

保护.  
总之, 研究证明重组亚单位疫苗可以引发保护

性免疫应答. 同时也证明了 F1-V 重组亚单位疫苗候

选株可以很好的保护 BALB/C 小鼠对大剂量的鼠疫

耶尔森氏菌强毒株的皮下攻毒, 下一步我们将考察

此疫苗候选株在豚鼠和灵长类动物中的保护性; 还
可能要建立气溶胶攻毒模型. 通过对 BALB/C小鼠免

疫应答和保护效率的研究将会给未来实验提供良好

的基础.  
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