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摘　要:为研究杆状病毒系统表达的人透明带 ZP3 的 B 细胞表位嵌合肽 ( BCP) 的免疫原性及其抗血清与人透

明带的免疫交叉反应, 重组 z3bcp 病毒用于感染 sf9 细胞以表达 BCP。 Tricine_SDS_PAGE用于分离感染液中的小相

对分子质量表达产物, 表达产物用于免疫小鼠制备抗血清, 免疫细胞化学试验用于检验抗血清与人卵泡透明带

的交叉反应性 。结果显示, sf9细胞被 z3bcp 病毒感染后, 培养液中分离出一条相对分子质量约为 6 000 的特异

带, 而正常 sf9 细胞中没有等同的带。免疫细胞化学试验结果显示, 该特异肽的抗血清能与人透明带特异结合,

表明人透明带 BCP嵌合肽在杆状病毒系统中成功表达, 表达产物具有抗原性, 抗血清能与人透明带特异结合。
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　　卵透明带( ZP)是卵子外表的一层半透明的酸

性糖蛋白基质。透明带在精卵识别和受精过程中有

重要的作用 。哺乳动物透明带由 3种糖蛋白组成;

人透明带 ( hZP) 的 3 种糖蛋白为 hZP1 、 hZP2 、

hZP3, 其中 hZP3是 424 个氨基酸的糖蛋白, 含有

初级精子受体, ZP3的抗血清可阻止精卵结合和受

精, 由于透明带是仅存在于卵泡组织中的非常特异

的成分, 因此, 是发展透明带避孕疫苗的理想抗

原。

但发展透明带避孕疫苗有两个主要的问题。一

是人透明带来源很有限, 二是透明带主动免疫后会

诱发卵巢的自身免疫反应 。随着对人透明带基因结

构和序列的认识, 用基因工程方法表达生产重组透

明带蛋白可以解决透明带抗原的来源问题。

用透明带免疫后破坏卵泡的发生的副作用成为

发展透明带避孕疫苗的一个致命的障碍 。如用小鼠

ZP3作同种免疫, 会诱发自身免疫疾病, 产生卵巢

炎, 抑制卵泡发生
[ 1]
。Paterson等

[ 2]
用在 CHO 细胞

中表达的重组人 ZP3 ( rhZP3) 免疫绒猴, 初次免疫

产生1∶10 000的抗体滴度, 一些猴强化免疫后滴度

达1∶100 000。但 rhZP3引的免疫反应也引起卵巢功

能紊乱, 循环血液中的雌激素持续下降 。这主要是

ZP3上的 T细胞表位激活了 T 细胞毒作用。

一种理想的透明带疫苗应该能诱发足够的抗体

反应而不激活病理性的 T细胞反应, 即能诱发足够

滴度的抗透明带抗体并产生明显的避孕效果而又不

至于引起卵巢自身免疫疾病 。因此制备含有ZP3的

B细胞表位而不带人 T 细胞表位的肽段, 对制备透

明带疫苗至关重要 。

Bagavant等
[ 3]
把合成的人透明带 ZP3 第 334 ～

341肽段 hZP3p和外源辅助性 T 细胞表位串联组成

嵌合肽 hCP1。用 50 nmol L 的 hCP1 免疫两只猴,

单次注射后第 14 天血清出现抗 hCP1 和 hZP3p 抗

体 。这些抗体也结合人透明带, 表明天然 B_细胞

表位也存在于hZP3p上 。

Paterson等
[ 2]
用合成的 hZP3 341 ～ 360肽段免疫

猴, 获得滴度达 1∶5 000的抗体。强化后可维持在

这一水平 。抗血清也能识别 rhZP3。受免疫的 3只

猴分别导致 19 、 19 和 27 周的不育。由此可见,

hZP3的 334 ～ 360肽段对精卵结合是重要的。

利用hZP3的 334 ～ 360序列和外源辅助 T 细胞

表位序列, 我们设计了人透明带 B 细胞表位嵌合

肽 ( BCP) 并合成了编码该肽段的 DNA
[ 4]
, 利用该

DNA构建了重组基因和重组病毒 z3bcp
[ 5]
。本研究
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将用该重组病毒感染昆虫细胞体外表达该嵌合肽,

并研究该表达产物的抗原性及其与人透明带的免疫

交叉反应 。为发展透明带避孕疫苗探寻既可能诱导

特异抗体又可能排除卵巢自身免疫疾病的特异抗

原。

1　材料和方法

1.1　主要材料

z3bcp重组病毒前期工作制备, sf9细胞由中山

大学生物医药中心提供, 无血清昆虫细胞培养液为

Hyclone公司产品, 免疫组化试剂盒是 Boster 公司

产品 。

1.2　方　法

1.2.1　人透明带的 B细胞表位嵌合肽基因在杆状

病毒中的表达　挑选密度适中, 状态良好的 sf9细

胞, 每瓶中加入 1小滴重组病毒 ( z3bcp) 液, 27

℃培养 。用重组病毒感染昆虫细胞一定时间后, 取

细胞培养液上清, 加入蛋白酶抑制剂 PMSF, 5 000 g

离心取上清, 透析过夜, 冷冻干燥浓缩。取正常 sf9

细胞的培养液样品作对照 。

1.2.2　表达产物的 Tricine_SDS_PAGE分析　为了分

离小分子的表达产物, 采用了改进的 Tricine_SDS_

PAGE系统, 制作 3层不连续的梯度胶。制胶方法

为, 先注入小孔胶, 再覆盖以夹层胶, 然后铺浓缩

胶。制备好的病毒感染的昆虫细胞培养液上清样品

取10 μL, 加入 10 μL 上样缓冲液, 沸水浴 5 min。

在蛋白电泳装置 ( Bio_Rad) 的上槽加入负极电泳

液, 下槽加入正极电泳液, 按照设定的顺序点样,

进行恒流 ( 20 mA) 电泳 。电泳结束后, 用去离子

水洗 3 ～ 4次, 加入 5倍凝胶体积的 w=0.05%考马

斯亮蓝 R_250水溶液, 室温染色 1 h 。用脱色液洗

脱至出现清晰的条带 。

1.2.3　制备抗血清　PAGE胶用纯水漂洗 3次, 用

手术刀切下含感染液特异肽的相应条带的胶条, 研

磨成末。取PAGE胶上对照泳道的相应位置的胶条

研磨成粉。与加入卡介苗 ( BCG) 的完全弗氏佐剂

混合, 用玻璃匀浆器混匀, 边滴入边研磨直至形成

均一性的乳状液 。

小鼠随机分两组 。实验组:5只昆明鼠 ( No.1

～ 5) , 注射重组病毒感染液的特异肽的凝胶乳化

剂。对照组:5只昆明鼠 (No.6 ～ 10) , 注射电泳对

照泳道的等位凝胶条乳化剂。

免疫注射诱导抗血清 。免疫开始当天 (第 0

天) 分别腹腔注射 0.2 mL的完全弗氏佐剂乳化剂 。

第14, 21, 28及 35天分别皮下注射感染液特异肽

或空白凝胶条的不完全弗氏佐剂乳化液 1次 。第

35天后继续每周强化注射一次, 每次强化注射的前

一天眼眶取血制备血清 。通过免疫扩散试验检验抗

血清的产生 。

1.2.4　免疫细胞化学试验　临床取卵泡组织, 固

定, 脱水, 切片 。取人卵巢组织切片进行酶标免疫

细胞化学试验。用新配置的 φ=2%H2O2 PBS 溶液

中处理切片 30 min, 抑制内源性的过氧化物酶 。小

鼠抗血清用 10 mg mL BSA PBS 液稀释 15倍, 对照

小鼠的血清也同样稀释 15倍 。试验组切片用经稀

释的抗血清 (第一抗体) 孵育, 对照组切片用对照

血清室温孵育 30 min, PBS 洗涤后, 用 10 mg mL

BSA PBS稀释辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠

IgG ( IgG_HRP) 25倍, 用经稀释的 IgG_HRP 室温孵

育 30 min。PBS 洗涤后, 加入底物液 ( DAB_H202 )

显色5 ～ 7 min, 蒸馏水洗涤终止反应, 再用 PBS洗

涤 。封片后显微镜观察 。

2　结　果

2.1　表达产物的分离

用重组病毒 z3bcp 感染 sf9细胞后, 细胞停止

分裂 、 变圆胀大 、 细胞内出现逐渐增大的病毒泡。

取细胞培养液电泳分析表达产物 。

由于ZP3嵌合肽相对分子质量很小, 用常规的

SDS_PAGE不能分辨出这种小分子肽, 采用特制的

Tricine_SDS_PAGE 不连续胶电泳后, 用重组病毒

z3bcp感染的实验组细胞培养液样品分离出相对分

子质量约为 6 000的条带 (图1剪头指示) , 而正常

细胞培养液中没有相对应的条带, 判断其为ZP3嵌

合肽基因的表达产物。

图 1　Tricine_SDS_PAGE 电泳图

Fig.1　 Infection medium by Tricine_SDS_PAGE

　　　　1:标准相对分子质量蛋白

　　　　2:重组病毒 z3bcp 感染液

　　　　3:正常 sf9细胞培养液

2.2　特异肽的抗血清

用电泳分离出的小分子特异肽免疫小鼠, 7周
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后取血制备血清, 进行双向免疫扩散试验, 实验组

1 、 3号鼠的血清出现一条沉淀线, 推测其已经产生

抗体, 其它小鼠以及对照组小鼠未能形成沉淀线,

未发现抗体产生 。

2.3　表达产物的免疫原性

分别用阳性血清和对照血清进行免疫细胞化学

试验 。人卵泡组织切片分别用对照血清和阳性抗血

清孵育后, 经辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠 IgG

反应后显色, 发现经小鼠抗血清孵育后染色的切

片, 在卵细胞和颗粒层细胞之间的透明带区有一条

棕黄色的带包绕卵细胞, 而周围组织和卵细胞内很

少或没有棕色 (图 2箭头指示) 。用对照血清孵育

的切片同样方法染色, 没有发现卵泡透明带区域有

特异的棕黄色 (图 3箭头指示) 。说明 1, 3号小鼠

的抗血清与人卵泡的透明带有特异性结合, 即小鼠

血清中产生了抗人透明带成分的抗体。

图 2　人透明带 (箭头指) 与

抗 BCP抗血清特异结合 ( 400×)

Fig.2　Human zona pellucida ( arrowhead) reacted

with mouse anti_BCP antiserum ( 400×)

图 3　与对照血清孵育的人透明带 (箭头指) ( 200×)

Fig.3　Human zona pellucida ( arrowhead)

incubated with control serum ( 200×)

3　讨　论

杆状病毒表达系统 ( BEVS) 是真核表达系统,

用杆状病毒系统表达真核生物基因具有原核表达系

统无可比拟的优越性, 如翻译后加工, 可使肽链产

生N-和O-糖基化 、 磷酸化等, 还可进行精确的

蛋白折叠, 更接近天然肽的结构, 合成的蛋白有与

天然蛋白相似的结构和活性
[ 6]
。

PharMingen 公司的杆状病毒表达转移载体

pAcGP67有一个杆状病毒多角体蛋白的强启动子。

ACNPV的多角体蛋白基因的强启动子可促进外源

基因的高效表达。该启动子的最大活性在感染的特

晚期, 即当病毒感染细胞后即将发生裂解时
[ 7]
。所

用的杆状病毒表达载体带有分泌信号肽序列, 表达

产物可分泌到细胞外, 容易从细胞培养液中分离。

作者自行设计和合成的人ZP3的B细胞表位嵌

合肽 ( BCP) DNA 经 EcoRⅠ和 BamH Ⅰ双酶切后,

与具有相同黏性末端的线形化转移载体pAcGP67连

接, 形 成重 组质粒 。重 组质 粒与 线性 化的

BaculoGold基因组 DNA共转染 sf9昆虫细胞, 得到

重组病毒 z3bcp。用该病毒进一步感染昆虫细胞可

表达重组的 BCP。

由于所设计的人BCP 嵌合肽只有49个氨基酸,

用常规定SDS_PAGE难于有效分离该小分子肽。改

用 Tricine_SDS_PAGE系统后, 利用 “小孔胶+夹层

胶+浓缩胶” 模式制作不连续的梯度胶, 对小分子

肽的分辨率明显提高。

用重组病毒感染的昆虫细胞培养液和正常细胞

培养液进行聚丙烯酰胺电泳, 通过相对分子质量大

小和对比分析, 重组病毒感染的细胞培养显示一条

特异带, 大小约为 6 000, 推断是重组基因的表达

产物 。但由于没有检测人透明带的免疫试剂盒, 不

能用Western blot方法验证 。本研究电泳分离重组

病毒感染液的特异蛋白, 并利用该特异蛋白免疫动

物制备抗血清, 通过与人卵巢切片的透明带的免疫

细胞化学试验来证实其免疫活性, 并因此确定是否

为透明带嵌合肽重组基因的表达产物 。

酶免疫细胞化学技术是一种特异性强 、灵敏度

高的新兴技术, 特别是后来改进的标记第二抗体的

方法已广泛用于免疫组化研究中, 其中辣根过氧化

物酶 ( HRP) 标记的抗体应用最为普遍。HRP 是一

种具有免疫原性的酶, HRP 与抗体结合成为具有免

疫活性和酶催化活性的结合物, 结合物与相应抗原

反应成为酶标记抗体抗原复合物, 这种复合物定位

于组织细胞中的特异抗原所在的位置, 而复合物上

的 HRP 与底物H2O2_二氨基联苯胺 ( DAB) 反应能

在光镜下呈鲜明而稳定的棕色沉淀物, 这样把组织

细胞中的抗原位置显示出来
[ 8]
。

当用阳性抗血清和对照血清分别孵育人卵巢组

织切片进行免疫细胞化学试验时, 阳性血清能与人

透明带发生反应, 使切片的透明带区域显示棕色,

其他区域没有明显的棕色。对照血清不能使人卵巢

切片的透明带区域特异显色 。

72 中山大学学报 (自然科学版) 第 42 卷　



但免疫小鼠只是在强化免疫 5次后才出现抗

体, 除了可能存在抗原分子内在结构的原因外, 可

能涉及以下原因:①抗原分子较小, 有可能影响其

免疫原性;②感染液经聚丙烯酰胺电泳后, 分离出

来的小分子蛋白质含量少, 切下胶带研磨后, 特别

是与弗氏佐剂混合后粘附多, 注射量难于控制;凝

胶粉末与佐剂混合后很容易水油分离, 不利于抗原

量的掌握, 达不到预想的免疫效果;③免疫小鼠的

个体差异性。

不过, 部分小鼠在强化注射免疫后产生了抗血

清, 免疫细胞化学试验结果表明, 抗血清能与人透

明带特异结合, 说明该特异肽具有抗原性, 能诱发

抗血清与人透明带特异结合。因此可以判断, 该小

分子肽是所设计的嵌合肽的重组基因的表达产物 。
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Abstract:To produce the recombinant B_cell epitope chimeric peptide ( BCP) of human zona pellucida 3 ( hZP3) and

study its immunogenicity and cross reactivity with human zona pellucida, recombinant virus ( z3bcp virus) containing

hZP3 BCP DNA fragment was used to infect sf9 cells to express BCP.Tricine_SDS_PAGE was performed to resolve the

specific product of small molecular mass.The antiserum against recombinant BCP was produced by immunization of mice.

Immunocytochemical assay was performed to test the cross_reactivity of BCP with human zona pellucida.After sf9 cells

were infected by the recombinant virus, a specific peptide band was separated from the medium of the z3bcp virus_

infected cells by PAGE.The molecular weight of the specific peptide is about 6 000, as compared to the standard

protein.No identical band was observed in the sample of the normal sf9 cells.Immunocytochemical assay showed that

antibody against the specific peptide is specifically bound to the zona pellucida on humans ovary sections.These results

suggest that the hZP3 BCP gene was successfully expressed in the sf9 cells.The recombinant BCP is antigenic in animals

to induce antibody cross reacted with human zona pellucida.

Key words:hZP3;chimeric peptide;immunocytochemistry;Baculovirus

73　第 5 期 曹佐武等:杆状病毒表达的 hZP3 B 细胞表位嵌合肽的免疫活性研究


