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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究热休克蛋白 65 B 细胞表位经皮下免疫高脂膳食动物对动脉粥样硬化(As)斑块生成的影

响。 方法摇 利用 HSP65 上与炎症性自身免疫性疾病相关的两段功能表位 P1(179鄄190)、P2(31鄄46),以 CTB 为载体

蛋白构建高效表达载体 pET28a鄄CTB鄄p117,提取纯化获得可用于动物实验的蛋白,皮下免疫新西兰大白兔,比较抗

HSP65 抗体、血液总胆固醇含量变化与主动脉粥样硬化斑块的生成情况。 结果摇 能够诱导产生抗 HSP65 的抗体,
血液中总胆固醇含量与对照组比较显著提高,并且能显著增加主动脉 As 斑块生成(P < 0郾 05)。 结论摇 HSP65 相关

表位蛋白以 CTB 为载体蛋白,在弗氏不完全佐剂条件下,经皮下免疫能显著加重 As 斑块生成,分析是因为抗

HSP65 抗体生成,促进炎症反应,脂类代谢变化进而促进 As 斑块的形成。 可基于此,利用以上表位,改变免疫方

式,设计出可用于降低斑块生成的抑制 As 斑块生成的免疫调节剂。 对于 CTB 单独皮下免疫也致 As 斑块加重的结

果需进一步实验考察验证。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the immunization effects of B epitopes of heat shock protein 65 on the atherosclerosis
plaque formation of high fat diets animals. 摇 摇 Methods摇 By using two functional epitopes P1(179鄄190), P2(31鄄46) of
HSP65 related to inflammatory autoimmune disease, high鄄level expression vector of pET28a鄄CTB鄄p117 was built with CTB
as a carrier protein. 摇 The fusion protein of CTB鄄p117 was acquired by expression and purification process and used to im鄄
munize the animals by subcutaneous and intracutaneous injections. 摇 摇 Results摇 Anti鄄HSP65 antibodies were induced and
both blood total cholesterol levels and aortic As plaques significantly increased compared with control group (P < 0郾 05).
Conclusions摇 The HSP65 epitopes (CTB as the carrier protein) were able to aggravate As plaque formation after subcuta鄄
neous injections which could be the reasons that the induced anti鄄HSP65 antibodies promoted inflammatory reaction, lipid
metabolic changes, and then accelerate the As plaque formation. 摇 The above HSP65 epitopes can be used to construct the
anti鄄As vaccine to inhibit the As plaque formation by different immunization way.
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摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis, As)是一种心脑

血管疾病,是造成心肌梗死、脑中风和局部缺血的

主要病理基础,严重危害人类健康。 热休克蛋白

(heat shock proteins, HSP)是一类高度保守的蛋白,
在 As 发病过程中作为自身抗原起着重要的作用。
与 As 相关的主要为 HSP65、HSP60 和 HSP70,很多

研究表明 HSP60 / 65 是致 As 重要因子[1鄄3]。 结核分

支杆菌来源的 mHSP65 与人自身来源的 hHSP60 高

度同源,具有相似的抗原表位, mHSP65 能通过分子

模拟产生抗人自身 HSP60 的免疫反应,诱导自身反

应性 T 细胞攻击自身抗原,引起人自身免疫性反应

而促进 As 的发生[2]。
抗原分子中起主要作用的是抗原表位,包括 T

细胞表位和 B 细胞表位。 研究发现 mHSP65 中与

As 相关的表位它们大多数都是 B 细胞表位[4鄄7]。 用

从健康人群体内获得的抗体和从 As 患者体内获得

的抗体对人 HSP60 和结核分支杆菌 HSP65 进行抗

原扫描,发现许多表位是 hHSP60 与 mHSP65 共有

表位。 其中 HSP65179鄄190 ( P1)、HSP6531鄄46 ( P2)
及为佐剂性关节炎疾病相关重要表位,也为 HSP65 /
60 两者共有表位[8鄄9],因为 As 与佐剂型关节炎都为

炎症性自身免疫疾病,我们选择 mHSP65 中佐剂型

关节炎的表位 P1 与 P2,通过考察其对 As 的皮下免

疫效果,来研究 HSP 功能表位与 As 之间的关系。
为了提高小分子多肽的免疫原性,采用基因工

程的方法,将 P1、P2 其按一定的方式串联组合成

p117(P1P2P1)片段,以霍乱毒素 B 亚基(choleratox鄄
in B, CTB)为载体蛋白,构建融合蛋白 CTB鄄p117
(CTB鄄P1P2P1),分离纯化得到用于动物实验的纯化

蛋白[10],在弗氏不完全佐剂存在情况下,对高脂高

胆固醇膳食诱导的患 As 新西兰大白兔进行皮内皮

下联合免疫,测定动脉粥样硬化斑块的大小,血脂

中总胆固醇的变化情况及兔血清中抗 HSP65 抗体

产生情况及变化趋势,从而考察基于 HSP65 相关功

能表位所构建蛋白在弗氏不完全佐剂存在条件下

经皮内皮下免疫是否加重 As 病情,通过研究 HSP
重要功能表位与 As 之间的关系,为 As 多肽抑制剂

的设计提供理论及实验基础。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂、融合蛋白与动物

摇 摇 融合蛋白 pET28a鄄CTB鄄p117 菌种来源于中国药

科大学微基因药物实验室,利用李祝方等[10] 的方

法,成功得到了所需的可用于动物实验的纯化蛋

白。 pET28a鄄CTB 由中国药科大学微生物教研室徐

旭东博士构建,实验室成功提取并纯化。
胆固醇固体颗粒纯度 > 99郾 9% (上海生工);弗

氏不完全佐剂( freund蒺s adjuvant incomplete, IFA)
(Sigma 公司);辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG
(武汉博士德生物工程有限公司);总胆固醇( total
cholesterol, TC)测定试剂盒(上海荣盛生物技术有

限公司);其余皆为常规试剂,国产 AR 级。
新西兰大白兔购自江苏省农业科学研究院,雄

性,体重 1郾 5 ~ 2郾 0 kg,于一般室内环境饲养。
1郾 2摇 新西兰大白兔动脉粥样硬化模型的建立和

免疫

新西兰大白兔按照体重平均分为 3 组,分别为

PBS,CTB 及 CTB鄄p117 免疫组。 其中 PBS 组 9 只,
其余两组各 8 只。 各组新西兰大白兔饲喂高胆固醇

的食物,使每只兔每天的胆固醇摄入量为 0郾 5 g(饲
料配方:0郾 5% 的胆固醇,5% 的油脂,94郾 5% 的基础

饲料)。 蛋白都溶于灭菌 PBS(1 g / L),200 滋LPBS
蛋白溶液与 200 滋L IFA 混合,皮内皮下多点注射方

法免疫新西兰大白兔, 背部 4 点皮内注射,颈部 1
点皮下注射,前后共饲喂 5 个月,直至 PBS 组兔主

动脉中有稍明显的粥样硬化斑生成,自造模开始,
免疫 4 次,前 4 个月每月免疫 1 次,第一次免疫在高

脂喂养 2 周后。 各组分别于免疫第 0、3、5、8、11、
14、18 和 22 周耳缘静脉取血。 4 益条件下 4 kr / min
离心 10 min,血液上清储存于 - 20 益备用。
1郾 3摇 兔体征变化情况

实验过程中肉眼观察新西兰大白兔的外观、行
为、活动、摄食量、体重、粪便及眼、耳、皮肤等器官

的情况,最后在解剖新西兰大白兔取出主动脉过程

中观察心、肝、脾、肺、肾等内脏器管的变化。
1郾 4摇 抗 HSP65 抗体( IgG)的 ELISA 检测

用已纯化的 HSP65,包被 96 孔酶标板,以 10
mg / L 的浓度溶于包被稀释液(0郾 05 mmol / L 碳酸钠

鄄碳酸氢钠缓冲液,pH 9郾 6),每孔中加入 100 滋L,4
益包被过夜。 弃去包被液,加入 2% BSA( pH 7郾 4
PBS 配制)封闭液,4 益 满孔封闭过夜。 弃去封闭

液,每孔加入 1颐 200 稀释(2% BSA 封闭液)的兔血

清 100 滋L,37 益孵育 1 h。 弃去血清,每孔用 PBST
和自来水间隔洗涤,每次 3 min,共洗涤 6 次。 洗涤

后,每孔加入 1 颐 20000(2% BSA 封闭液)稀释的辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 100 滋L,37 益孵育

1 h。 弃去酶标二抗液,每孔用 PBST 和自来水间隔

洗涤,每次 3 min,共洗涤 6 次。 洗涤后,每孔加入

100 滋L 底物液(过氧化氢尿素和 3,3忆,5,5忆鄄四甲基
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联苯胺(TMB)溶液)。 37 益反应 40 min 后,加入 2
mol / L H2SO4 终止反应,用酶标仪在 450 nm 波长测

定每孔的光密度值 OD450。
1郾 5摇 兔血清中总胆固醇含量检测

按照上海荣盛生物技术有限公司 TC 测定试剂

盒中的说明书,用胆固醇氧化酶鄄过氧化物酶法测定

各批次血清中 TC 含量,用可见分光光度法在 500
nm 处测定其吸光度,根据吸光度的变化,最后推算

出胆固醇含量(mmol / L)。
1郾 6摇 兔主动脉粥样硬化斑块检测

将各组新西兰兔颈动脉放血处死后,从主动脉

出心脏处至髂动脉分岔处取主动脉,剔除血管背面

的脂肪组织,沿背侧剪开,10% 甲醛溶液固定 4 天

后,以 0郾 2% Sudan 芋乙醇溶液染色 30 min,再用

70%乙醇充分洗涤后,以扫描仪将染色后的血管内

表面扫下,然后使用软件 MapInfor7郾 0 计算斑块面积

和血管内皮总面积。
1郾 7摇 统计学分析

实验中测得数据用x 依 s 表示。 所有统计分析

采用 Student蒺s t test,P < 0郾 05 被认为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 兔体征变化情况

摇 摇 实验过程中肉眼观察新西兰大白兔的外观、行
为、活动、摄食量、体重、粪便及眼、耳、皮肤等器官

的情况均未见异常变化。 体重变化正常,逐日增加。
此外,对处死后兔的肝、脾、肺、肾等脏器,进上

肉眼和显微观察,在外观上这些脏器无明显病变,
无异常粘连物质。 2 组注射免疫后与 PBS 对照组相

比较对新西兰大白兔的生长并无明显影响,除主动

脉外其它脏器没有明显异于正常之处。
2郾 2摇 抗 HSP65 抗体( IgG)的 ELISA 检测

在弗氏不完全佐剂存在的情况下,CTB 与 CTB鄄
p117 皮内皮下免疫新西兰大白兔, CTB鄄p117 蛋白

从第一次给药后的第 3 周就可检测到血清中抗

HSP65 抗体的存在,与对照 PBS 组比较,差异具有

显著性(P < 0郾 01),最后一次免疫(第 12 周第 4 次

免疫)后仍存在的高抗 HSP65 抗体水平一直持续到

第 22 周实验结束;与 CTB 对照组比较差异同样具

有显著性(P < 0郾 01),从第一次给药后的第 3 周开

始一直持续到实验结束,差异都具有显著性;而整

个实验过程中,CTB 免疫组与 PBS 对照组比较差异

无显著性(图 1)。

图 1. 新西兰大白兔经皮内皮下注射免疫后血清中抗

HSP65 IgG 抗体的变化趋势摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与 PBS 组比较;b
为 P < 0郾 01,与 CTB 组比较。

Figure 1. Anti鄄HSP65 IgG in the serum of New Zealand
white rabbits immunized subcutaneously

2郾 3摇 免疫后兔血清 TC 的含量测定

CTB 免疫组与 PBS 组相比较,CTB 免疫组中没

有诱导产生抗 HSP65 抗体,与 PBS 组比较差异无显

著性,同样 3 次血清总胆固醇含量测定,差异同样也

无显著性;而 CTB鄄p117 免疫组与 PBS 组比较,在实

验后期 TC 含量上也出现了显著性的差异 (P <
0郾 05;图 2),在免疫的第 22 周检测 CTB鄄p117 免疫

组 TC 含量为 27郾 34 mmol / L, 与 PBS 组 ( 18郾 57
mmol / L)相比上升 47郾 23% 。

图 2. 新西兰大白兔血清中 TC 的含量变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,
与 PBS 组比较。

Figure 2. Changes of concentration of TC in the serum of
New Zealand white rabbits

2郾 4摇 免疫后兔主动脉粥样硬化斑块的检测

PBS 组的主动脉粥样硬化斑块面积占血管总面

积的百分比为 10郾 35% ;CTB 与 CTB鄄p117 主动脉粥

样硬化斑块面积分别占血管总面积的百分比为

36郾 78%和 31郾 04% ,与 PBS 对照组相比较,主动脉

斑块面积百分比分别为 PBS 组的 3郾 6 倍和 3郾 0 倍,
差异有显著性(P < 0郾 05;图 3)。 CTB、CTB鄄p117 在
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弗氏佐剂存在情况下经皮下皮内免疫新西兰大白

兔均能激发加强动脉粥样硬化斑块生成(图 4)。

图 3. 皮下皮内注射免疫新西兰大白兔主动脉的粥样斑块摇
摇 a 为 P < 0郾 05,与 PBS 组比较。

Figure 3. Patch area in area of aorta obtained from New
Zealand white rabbits

3摇 讨摇 论

用重组的结核分支杆菌 HSP65 肌注免疫能诱

发 As,用从卡介苗中获得的结核分支杆菌 HSP65 经

皮下注射免疫高胆固醇膳食的新西兰大白兔,也能

观察到 HSP65 能明显加剧 As;但用 HSP65 经鼻黏

膜途径免疫高脂高胆固醇膳食新西兰大白兔,与卵

清蛋白黏膜免疫组及 PBS 组进行比较,发现结核分

支杆菌 HSP65 经黏膜免疫不仅不会加剧 As,反而能

有效防止 As 的发生和发展[11鄄14]。 提示在 HSP65 分

子中存在 As 相关的功能性表位肽段,这种表位在皮

下注射免疫时会诱发 As,但通过黏膜免疫却能激发

旁路抑制,起到预防 As 的作用。
Quintana 等[8鄄9]对自身免疫性疾病佐剂型关节

图 4. PBS 组、CTB 组与 CTB - p117 免疫组主动脉斑块染色结果摇 摇 A 为 PBS 组,B 为 CTB 组,C 为 CTB鄄p117 组。

Figure 4. Atherosclerosis lesion of rabbit immunized with PBS, CTB and CTB - p117 stained with Sudan 芋

炎的研究表明,P1 作为引起体液免疫的 B 细胞表位

能够抵抗炎症的产生;P2 为 T 细胞表位,能够使得

IFN鄄酌 下调,提高 IL鄄10 和 TGF茁1 的分泌。 IL鄄10 和

TGF茁1 是免疫调节细胞因子,可以诱使 TH1 细胞向

TH2 细胞转变,进而对炎症起抑制调节作用。 作为

理想的免疫原,抗原分子中可同时包含目的抗原 B
细胞表位和自身或外源 T 细胞表位,可诱导出高度

特异的体液或细胞免疫反应,从体液和细胞免疫水

平起到预防或治疗作用。 但由于小分子量表位组

合免疫原性不足以激发显著的免疫反应,因此本研

究选取 CTB 作为融合蛋白,构建融合蛋白 CTB鄄
p117。 研究表明,CTB 是一种较强的免疫佐剂,作
为载体蛋白与相关抗原免疫动物时,可大大增强机

体对特异性抗原的特异性 IgA 免疫应答和系统 IgG
免疫应答[15鄄16]。 本研究中通过皮下注射免疫结果

显示,以 CTB 为载体的 P1、P2 两表位确实能加剧

As 斑块的产生。
基于 P1,P2 两表位所构建 CTB鄄p117 融合蛋白以

皮内皮下免疫能诱导出针对整个大分子 HSP65 的抗

体,这点与前人研究一致,如 Ulmansky 等研究单独用

含 P1 表位的合成肽免疫小鼠,小鼠体内不但产生了

针对 P1 表位的抗体,而且诱导产生了针对整个

HSP65 大分子的抗 HSP65 抗体[9]。 提示高的抗

HSP65 抗体水平的存在可能与导致的 As 加重有关。
TC 含量的升高也可能与血清中抗 HSP65 抗体

滴度的升高存在某种联系。 具体影响过程需进行

进一步细致的机理研究讨论。
从粥样硬化斑所占整个主动脉血管的面积比

上看,CTB鄄p117 免疫组能够显著加强主动脉粥样硬

化斑的生成。 如果是因其抗 HSP65 抗体滴度显著

升高而增加硬化斑的生成,这与文献体内高的抗

HSP65 抗体滴度可以加重 As 病情相一致,符合

HSP65 及其相关表位皮下注射免疫可加重 As 的进

展[17]。 前面提到在 HSP60 / 65 分子中存在 As 相关

的功能性表位肽段皮下注射免疫时会诱发 As,但通

过鼻腔或胃肠道黏膜免疫却能激发旁路抑制,起到
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预防 As 的作用[18鄄19]。 因此在我们的后续实验可利

用这些表位,设计出免疫多肽,进行黏膜免疫考察

表位对 As 的预防及免疫治疗效果。
综上,在以 CTB 做为载体蛋白的情况下,CTB鄄

p117 组能显著加强 As 斑块的生成,原因可能与基于

P1、P2 两表位所构建 CTB鄄p117 融合蛋白以皮下免疫

能诱导出针对整个抗 HSP65 大分子的抗体有关。 以

HSP65 个别表位免疫后能诱导出针对 HSP65 大分子

的抗体可能是因为免疫过程中出现所谓的“表位扩

展冶。 在持续的免疫应答过程中,免疫系统可对隐蔽

抗原表位相继发生免疫应答,这一现象称为“表位扩

展冶。 表位扩展是直接致病情抗体缺乏情况下,抗原

特异性 B 淋巴细胞促进疾病发生的重要机制,B 淋巴

细胞能通过提高递呈的效能和多样性促进疾病发

展[20]。 HSP65 反应性的 T 细胞及特异性抗体可能介

导诱发炎症反应进而加剧 As 的发生。 至于研究中

CTB 免疫组也能显著增加主动脉硬化斑的生成,且与

CTB鄄p117 相比无统计学差异,这未曾见有研究报道。
这就给 d 研究者提出一个问题,CTB鄄p117 加重斑块

生成,是因为融合了 CTB 的原因还是因为 p117 表位

的存在激发高抗 HSP65 的产生而导致的,这就需要

研究者进一步研究探明。 因此给研究者提出了以后

的研究方向,后期实验可以单独合成 HSP65 上与 As
相关的表位,与牛血清白蛋白(BSA)偶联皮下免疫新

西兰大白兔,来考察排除 CTB 做载体蛋白的情况下

HSP65 的表位皮下免疫的抗体生成情况及加强 As 斑

块形成的效果等。 再综合实验结果,考虑改变免疫方

式,设计出可用于降低斑块生成的抑制 As 斑块生成

的免疫调节剂。
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