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［摘 要］ 目的：观察牙周炎疫苗佐剂白细胞介素⁃15（interleukin⁃15，IL⁃15）对SD大鼠肠系膜淋巴结B淋巴细胞增殖的影响，

初步探讨用 IL⁃15提高基因疫苗免疫效应的可能性。方法：将牙周炎基因疫苗pVAX1⁃HA2⁃FimA/IL⁃15（A组）、pVAX1⁃HA2⁃Fi⁃
mA（B组）和生理盐水（C组）鼻滴免疫SD大鼠，采用磁珠分选法分离纯化肠系膜淋巴结B细胞，CCK⁃8法检测B细胞的数量，

RT⁃qPCR法检测CKs2基因相对表达量变化，ELISA法检测培养液中特异性 IgA的表达水平。结果：A组B细胞增殖水平高于B
组和C组（P < 0.05）；A组B淋巴细胞CKs2 mRNA相对表达量稍高于B组，但差异无统计学意义（P＞0.05）。A组B淋巴细胞分

泌的特异性 IgA水平均高于B、C组（P＜0.05）。结论：IL⁃15是一种有效的基因疫苗佐剂，使用本课题组构建的牙周炎基因疫苗

能够促进B细胞增殖，进而提高特异性 IgA抗体的表达水平。
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of periodontitis vaccine adjuvant interleukin ⁃ 15（IL ⁃ 15）on the proliferation of B
lymphocytes in the mesenteric lymph nodes of SD rats，and explore the possibility of using IL⁃15 to improve the immune effect of gene
vaccine. Methods：SD rats were immunized with nasal spray of the periodontitis gene vaccine pVAX1⁃HA2⁃FimA/IL⁃15（group A），

pVAX1⁃HA2⁃FimA（group B），and normal saline（group C）. Then mesenteric lymph node B cells were isolated and purified by magnetic
bead sorting method，the number of B cells was detected by CCK8 method，the relative expression level of CKs2 gene was detected by RT⁃
qPCR，and the expression level of specific IgA in culture medium was detected by ELISA. Results：The proliferation level of B
lymphocytes in group A was higher than those in group B and group C（P < 0.05）. The relative expression level of CKs2 mRNA of B
lymphocytes in group A was higher than that in group B，but the difference was not statistically significant（P > 0.05）. The level of
specific IgA secreted by B lymphocytes in group A was higher than those in groups B and C（P < 0.05）. Conclusion：IL⁃15 is an effective
gene vaccine adjuvant to promote the proliferation of B cells and increase the expression level of specific IgA antibodies in the
periodontitis gene vaccine constructed by our team.
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第三代基因疫苗能够诱导机体的细胞免疫与

体液免疫［1］。有关研究报道，基因疫苗已在多种疾

病动物模型进行了效果效价观测［2-3］，但截至目前，

研究阶段的基因疫苗产生的免疫反应和检测指标

均未通过 FDA对疫苗的认证标准。一般的基因疫

苗设计中包括载体、抗原基因和佐剂，现阶段对完

善疫苗设计的热点集中在如何提高疫苗的效价，进

而加强其免疫原性［4］。白细胞介素⁃15（interleukin⁃
15，IL⁃15）是一种免疫调节细胞因子，许多学者将其

作为抗肿瘤与抗病毒的基因疫苗佐剂进行了研究

并得到预期的效果［5-6］。大量研究表明，IL⁃15是具

有强大治疗潜能和免疫调节功能的多功能分子，其

中促进B细胞的增殖和B细胞归巢、增强 T细胞免

疫应答、调节组织修复和激活自然杀伤（NK）细胞等

生物学潜能对基因疫苗在机体内发挥免疫学作用

非常有利［7］。

本研究中的牙周炎基因疫苗以HA2和FimA作

为抗原基因，以细胞因子 IL⁃15为疫苗佐剂，前期研

究观察到其抗原基因及细胞因子可在真核细胞中

正确表达，免疫SD大鼠后能够成功诱导共同黏膜免

疫系统产生免疫应答反应，在唾液中产生特异性

IgA抗体。本实验观察疫苗佐剂 IL⁃15对SD大鼠肠

系膜淋巴结B淋巴细胞增殖的影响，初步探讨用 IL⁃
15提高基因疫苗免疫效应的可能性。

1 材料和方法

1.1 材料

牙周炎基因疫苗：pVAX1⁃HA2⁃FimA和pVAX1⁃
HA2⁃FimA/IL⁃15（本课题组构建保存）。RPMI 1640
完全培养基、青链霉素（北京索莱宝公司），胎牛血

清（江苏恩莫阿赛生物技术有限公司）；FimA蛋白和

HA2蛋白（课题组前期分离提纯）；FimA抗体、HA2
抗体、二抗（Abcam公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组

18只 4~6周龄健康雄性 SD大鼠购于重庆市实

验动物质检中心，许可证号：SCXK（渝）2017⁃0005，
随机分为 3组：A组（实验组）：鼻黏膜 pVAX1⁃HA2⁃
FimA/IL⁃15滴注；B组（阴性对照组）：鼻黏膜pVAX1
⁃HA2⁃FimA滴注；C组（空白对照组）：鼻黏膜生理盐

水滴注。本研究经校动物实验伦理委员会批准，批

准号：遵医伦审［2015］2⁃029号。

1.2.2 动物免疫及样本采集

100 μg/次鼻腔黏膜滴注免疫各组大鼠，1周加

强免疫1次，共免疫3次。首次免疫后第3周处死实

验大鼠，取肠系膜淋巴结，制备淋巴细胞悬液。

1.2.3 大鼠B淋巴细胞的处理与培养

用 RPMI 1640 完全培养基（含 10%胎牛血清、

1%青霉素链霉素混悬液）将细胞密度调整为 1.5×
106个/mL，取 1 mL细胞悬液加入24孔细胞培养板，

取 100 μL细胞悬液加入96孔培养板，将实验组、阴

性对照组、空白对照组细胞悬液分为两部分，分别

加入纯化的 FimA蛋白和HA2蛋白，使细胞悬液抗

原终浓度均为 1 μg/mL，将上述 B 淋巴细胞置于

37 ℃、5% CO2的培养箱中48 h。
1.2.4 CCK⁃8法检测B细胞的增殖

采用磁珠分选法分离纯化肠系膜淋巴结 B细

胞，流式细胞术检测CD45R磁珠分选后获得的B淋

巴细胞阳性率，台盼蓝染色法检测细胞活性，显微

镜下计数，将细胞密度调整为1.5×106个/mL，将各组

细胞悬液分为两部分，取100 μL细胞悬液加入96孔
培养板，加入 FimA 或 HA2 蛋白（1 μg/mL），置于

37 ℃、5% CO2的培养箱中 48 h。加入 CCK⁃8溶液

（10 μL/孔），细胞培养箱中培养 6 h后酶标仪测定

450 nm处的吸光度值。

1.2.5 RT⁃qPCR法检测CKs2 mRNA的相对表达量

引物由上海生工有限公司设计合成（表 1），提

取培养 48 h 各组的细胞悬液总 RNA，逆转录为

cDNA，25 μL反应体系，退火温度 58 ℃，用 2-ΔΔCT计

算目的基因相对表达量。

1.2.6 ELISA法检测细胞培养上清液中特异性 IgA
的表达水平

HA2和 FimA蛋白包板，将各组细胞悬液离心

后取上清作为样本，顺序加入100 μL样本、一抗、二

抗、显色液和终止液，测定吸光度值（450~570 nm）。
1.3 统计学方法

实验数据用 SPSS18.0进行统计分析。所有数

据以均数±标准差（x ± s）表示。多组之间比较采用

单因素方差分析，两组之间比较若方差齐用LSD检

验，若不齐用Tamhane检验，P＜0.05表示差异有统

表1 内参和CKs2引物

Table 1 Primers of internal reference and CKs2
引物名称

β⁃actin⁃F
β⁃actin⁃R
CKs2⁃F
CKs2⁃R

引物序列（5′→3′）
TCAGGTCATCACTATCGGCAAT
AAAGAAAGGGTGTAAAACGCA
AAGAGGAGTGGAGGAGACTTGGTG
AATATGCGGTTCCGGCTCATGGATC
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鼠肠系膜淋巴结B淋巴细胞（图1）。
2.2 B细胞增殖水平

A组增殖水平D（450 nm）值高于B组与C组，且

差异具有统计学意义（P < 0.05）；B组增殖水平 D

（450 nm）值高于 C组，差异具有统计学意义（P <
0.05，图2）。

2.3 CKs2基因相对表达量比较

经HA2或 FimA蛋白处理后，A组和B组的 SD
大鼠肠系膜淋巴结B淋巴细胞CKs2 mRNA相对表

达量均高于C组，但差异无统计学意义（P＞0.05），A
组CKs2 mRNA相对表达量高于B组，差异也无统计

学意义（P＞0.05，表2）。

2.4 特异性 IgA抗体表达水平

A组B淋巴细胞分泌的特异性 IgA水平均高于

B组和C组，且差异具有统计学意义（P＜0.05）；B组

B淋巴细胞分泌特异性 IgA水平高于C组，且差异具

有统计学意义（P＜0.05，图3）。
3 讨 论

基因疫苗的设计包括载体、抗原基因和佐剂的

选择，现阶段对疫苗的研究工作中，如何提高其效

价成为疫苗研发的瓶颈。IL⁃15的免疫调节功能包

括促进B细胞的增殖和归巢、增强T细胞免疫应答

HA2
FimA

*▲*▲
* *

D（
450

nm）

0.4
0.3
0.2
0.1
0 A组 B组 C组

与生理盐水组（C组）比较，*P＜0.05；与阴性对照组（B组）比较，
▲P＜0.05（n=6）。

图2 大鼠肠系膜淋巴结B淋巴细胞增殖水平

Figure 2 B lymphocyte proliferation level in rat mesenter⁃
ic lymph nodes

计学意义。

2 结 果

2.1 B淋巴细胞的活细胞比率

大鼠肠系膜淋巴细胞悬液经CD45R免疫磁珠

分选后，A组B淋巴细胞阳性率92.7%，B组90.4%，C
组 94.2%。红色区域表示被Anti⁃Rat CD5R⁃FITC标

记B淋巴细胞发出荧光，该结果提示正确分选到大

表2 CKs2 mRNA相对表达量

Table 2 Relative expression of CKs2 mRNA

分组

A组

B组

C组

P值

HA2
1.73 ± 0.12
1.57 ± 0.08

＞1.00
＞0.05

FimA
1.55 ± 0.08
1.51 ± 0.11

＞1.00
＞0.05

（2-ΔΔCt，x ± s，n=6）

图1 肠系膜B淋巴细胞阳性率

Figure 1 Positive rate of mesenteric B lymphocytes
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与生理盐水组（C组）比较，*P＜0.05；与阴性对照组（B组）比较，
▲P＜0.05（n=6）。
图3 肠系膜淋巴结B淋巴细胞培养上清液特异性 IgA抗体

水平

Figure 3 Level of specific IgA in mesenteric lymph node
B lymphocyte culture supernatant

等，这些生物学功能使其可以作为提高基因疫苗在

机体内发挥免疫学作用的候选基因。

在机体免疫应答过程中，IL⁃15通过调节T细胞

促进B细胞向 IgA+B细胞的分化，黏膜相关淋巴组

织中的 Thy⁃1 T细胞能够诱导 B细胞分化为 IgA+B
细胞［8-10］。研究发现，IL⁃15促进B细胞的增殖，可能

与促进B细胞的成熟和发育作用有关［11-12］，因此，本

文推测这些调节机制可以提高牙周炎基因疫苗的

免疫原性。

在共同黏膜免疫应答中，IgA发挥最主要作用，

有研究指出，其占黏膜相关淋巴组织产生的所有抗

体的 80％［13］。由固有层浆细胞产生的是血清 IgA，

二聚体由 J链连接，当其通过黏膜或浆膜上皮细胞

向外分泌后，可以与上皮细胞产生的分泌片结合形

成完整的 IgA，分泌至膜表面发挥免疫功能［14］。

从本实验的结果可以观察到，IL⁃15在体外实验

中促进了B细胞的增殖，鼻滴免疫基因疫苗pVAX1⁃
HA2⁃FimA/IL⁃15的 SD大鼠肠系膜淋巴结B细胞培

养上清液中特异性 IgA抗体的表达水平高于pVAX1
⁃HA2⁃FimA组，证明本课题组构建的牙周炎基因疫

苗中，IL⁃15是一种有效的基因疫苗佐剂，在本课题

组构建的牙周炎基因疫苗中能够促进B细胞增殖，

进而提高特异性 IgA抗体的表达水平。
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