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虾过敏 ＤＮＡ疫苗的设计和构建
王进军，薛　藩

（扬州大学环境科学与工程学院，江苏扬州２２５１２７）

　　摘要：通过“一珠一化合物”方法筛选虾过敏的抗原表位，加上免疫元件构建重组真核表达质粒。取对虾过敏患
者的血清，纯化抗体。用所得抗体从耦联氨基酸多肽库中筛选出不同长度的多肽２０个。在每个多肽前后加入免疫元
件（ＫＯＺＡＫ序列、Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ、ＣｐＧ１、Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ、ＣｐＧ２、ｔＰＡ前导序列、多肽加尾信号），根据密码子表和ＪＣＡＴ网站选
出适宜在小鼠内表达的ＤＮＡ序列。按重叠ＰＣＲ的方法设计６个２０ｂｐ的核苷酸链，通过ＰＣＲ获得全长片段，双酶切
连接入真核表达载体，构建重组表达质粒。经测序分析，证明成功构建虾抗原表位的重组表达质粒 ｐＣＩｎｅｏ－ＴＭ。本
研究为虾过敏抗原表位在真核系统的表达以及已建立的虾过敏小鼠动物模型奠定了良好基础，可为虾过敏的治疗提

供新的方法。
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　　虾作为海产品的主力军，其味道鲜美闻名于世，但不少人
因对虾过敏而无法享用。目前，还没有针对虾过敏的治疗方

法。虾过敏的主要原因是虾中存在过敏原。随着免疫学、临

床医学和食品生物化学等学科和分子生物学技术的发展，不

同品种的虾过敏原的性质被研究，结果表明不同品种的虾主

要过敏原均为分子量３６ｋｕ组分，而且其氨基酸的组成和顺
序很相似，都是肌肉中的原肌球蛋白［１－２］。这种蛋白质存在

于肌原纤维中，和肌钙蛋白一起，结合在 Ｆ－肌动蛋白上，形
成细丝。进一步研究表明，虾过敏原的抗原表位，即能引起过

敏反应的最小单位，通常为几个氨基酸的多肽或者肽段，如棕

虾的抗原表位为９个肽段，这９个肽段有两大重叠区域［３－７］。

ＤＮＡ疫苗即基因疫苗，是在分子生物学技术基础上发展
起来的第３代新型疫苗，指的是将编码外源性抗原的基因插
入到含真核表达系统的质粒上，然后将质粒直接导入人或动

物体内，让其在宿主细胞中表达抗原蛋白，诱导机体产生免疫

应答。抗原基因在一定时限内的持续表达，不断刺激机体免

疫系统，使之达到防病的目的［８－９］。

本研究通过基因克隆技术构建虾过敏原抗原表位的

ＤＮＡ疫苗，通过“一珠一化合物”的分析方法获得虾过敏抗原
表位的多肽的氨基酸序列，通过真核表达载体 ｐＣＩｎｅｏ为骨
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架，加上免疫相关的因子，从而构建完整针对刀额新对虾过敏

的ＤＮＡ疫苗［１０－１１］，为后续的动物试验打下坚实基础，也为探

索新的海产品，尤其虾过敏的治疗提供良好方案。

１　材料与方法

１．１　虾过敏蛋白抗体的纯化
虾过敏蛋白主要是原肌球蛋白特异性抗体，收集虾过敏

史的患者血清，用结合重组蛋白 Ｍｅｔｅ１的溴化氰活化亲和层
析凝胶 ４Ｂ（ＣＮＢｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ，ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，
Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）进行纯化获得。
１．２　多肽链文库的筛选
１．２．１　封闭　从４个（氨基酸肽链长度分别为８、９、１２、１５个
氨基酸）“一珠一化合物”随机任意组合的氨基酸文库中取

２５０００～３００００珠子，装入小层析柱。用含有０．１％吐温－２０
的５％封闭液进行封闭。
１．２．２　非特异性珠子的去除　用碱性磷酸酶耦联的抗人的
二抗（１∶５０００ＩｇＧ－ＡＰ或１∶３０００ＩｇＥ－ＡＰ）４℃孵育１ｈ，
ＰＢＳＴ洗３遍，用碱性磷酸酶反应底物ＢＣＩＰ显色，非特异性反
应的珠子会呈现出蓝色，挑出去除，层析柱留下无色的珠子。

１．２．３　特异性珠子的初筛　用患者血清纯化的抗体作为一
抗（ＩｇＧ为１∶５０或 ＩｇＥ为１∶２０）４℃过夜孵育，ＰＢＳＴ洗３
遍，二抗用ＩｇＧ－ＡＰ（１∶２０００）或ＩｇＥ－ＡＰ（１∶３００）４℃孵育
１ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３遍，将珠子与低熔点琼脂糖胶（ＮｕＳｉｅｖｅＧＴＧ
Ａｇａｒｏｓｅ，ＣａｍｂｒｅｘＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅＲｏｃｋｌａｎｄ，Ｉｎｃ，Ｒｏｃｋｌａｎｄ，ＭＮ）混
合后转入平皿中，冷却１０～１５ｍｉｎ后，加入ＢＣＩＰ，用平板扫描
仪扫１遍。２ｈ后用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸终止反应，再用扫描仪扫１
遍。前后２次所得的图片通过软件分析，比较前后２次颜色
的差异。分离出颜色差异较大的珠子（即第１次扫描无颜色
或浅颜色的，第２次扫描深颜色）。
１．２．４　特异性珠子的确认　为进一步确认阳性结果，将所得
珠子用盐酸胍去除颜色后按“１．２．３”节方法重复１遍，然后
将含有不同多肽的珠子送至Ｅｄｍａｎ公司进行测序。
１．２．５　氨基酸序列的获得　从测序公司获得最终的多肽链
的氨基酸序列。

１．３　ＤＮＡ疫苗的构建
１．３．１　ＤＮＡ序列的获得　根据“１．２．５”节获得的氨基酸序
列，按照遗传密码子推导出ＤＮＡ的序列。
１．３．２　盒式片段ＤＮＡ的设计　该 ＤＮＡ疫苗设计考虑到免
疫学的需要，既要能保证正常有效地表达，又要能促进同源抗

原递呈细胞有效地识别，并发挥 ＴＨ１免疫识别效应。在原核
和真核穿梭表达载体 ｐＣＩｎｅｏ作为骨架，其中包含了 ＳＶ４０晚
期ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号，在此基础上加入了促进氨基酸分泌的
组织型纤溶酶原激活剂（ｔＰＡ信号序列）、Ｔ肽 Ｐ１８ｍｎ
（ＣＫＲＫＩＨＩＧＰＧＱＡＦＹＴ）、在 Ｔ肽的两侧加上 ２个 ＣｐＧ序列
（ＧＡＣＧＴＴ和ＧＡＡＣＧＴＣＧ）、泛ＤＲ辅助Ｔ细胞表位（ＰＡＤＲＥ）
和有助于翻译起始的Ｋｏｚａｋ序列［１２－１６］。

１．３．３　重叠 ＰＣＲ获得盒式片段　根据“１．３．２”设计获得全
长的氨基酸序列，根据网站ＪＣＡＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｃａｔ．ｄｅ／）优化
表达的 ＤＮＡ序列，并检测有无稀有密码子。总序列长
１９８ｂｐ，利用重叠ＰＣＲ的方法，依次设计６段６０ｂｐ左右，每
段两侧各有２０ｂｐ的重叠序列，在第１个片段外侧加上ＸｈｏⅠ

和最后 １个片段加上 ＸｂａⅠ的酶切位点。合成各核苷酸链
后，按相同的浓度加入 ＰＣＲ运行１０循环（９４℃ １０ｓ，６０℃
１５ｓ，７２℃１０ｓ）。然后用２个共同的引物（ＧＣＴＡＧＣＣＴＣＧＡ
ＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧ和ＧＣＣＣＧＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡ）在常规 ＰＣＲ条
件下扩增３０循环（９４℃ １０ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃１０ｓ），获得盒
式片段全长。

１．３．４　ＤＮＡ疫苗的获得　用“１．３．３”获得的 ＤＮＡ片段，用
ＸｈｏⅠ和 ＸｂａⅠ酶切后连接到 ｐＣＩｎｅｏ表达载体，转化进大肠
杆菌感受态ＤＨ５α，涂含氨苄青霉素的 ＬＢ平板，３７℃过夜培
养，挑选阳性克隆提取质粒，送测序公司测序确认。

２　结果与分析

２．１　“一珠一化合物”法获得多肽
根据图１试验过程，运用“一珠一化合物”的方法进行筛

选。由表１可知，阳性结果氨基酸测序，获得不同长度的多
肽，共２０个，肽链长度为８个氨基酸的多肽４个，肽链长度为
９个氨基酸的多肽 ５个，肽链长度为 １２个氨基酸的多肽 ７
个，肽链长度为１５个氨基酸的多肽４个。

２．２　ＤＮＡ疫苗关键盒式片段的获得
所得２０个多肽，以及相关的有助于 ＤＮＡ疫苗发挥更好

作用的元件的氨基酸序列，到 ＪＣＡＴ网站上按照表达模型偏
好选择正确的ＤＮＡ序列，设计引物，用重叠 ＰＣＲ（图２）后获
得完整片段（表２、图３）。
２．３　ＤＮＡ疫苗完整质粒构建

将ＰＣＲ产物和ｐＣＩｎｅｏ质粒分别酶切后过夜连接获得完
整的ＤＮＡ疫苗质粒，由表 ３、图 ４可知，该疫苗质粒包含了
ＫＯＺＡＫ序列、Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ、ＣｐＧ１、Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ、ＣｐＧ２、ｔＰＡ信
号序列、虾抗原表位和ＳＶ４０晚期 ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号，获得２０
个虾过敏抗原表位的ＤＮＡ疫苗质粒。

３　讨论

虾过敏蛋白主要是原肌球蛋白特异性抗体，该蛋白能引

起患者的过敏反应，常见的是皮肤反应，如荨麻疹和血管性水

肿，也有的引起胃肠道的不适反应，如恶心、呕吐、腹痛和痉

挛。过敏的症状因不同个体而有不同的差异，一般过敏的同
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表１　筛选所得的抗原表位氨基酸序列

序号 多肽序列 来源库

１ ＹＱＨＨＹＴＡＬ ８－ｍｅｒ
２ ＦＨＷＨＩＡＶＡ ８－ｍｅｒ
３ ＱＦＰＳＳＷＲＫ ８－ｍｅｒ
４ ＱＦＰＫＳＷＲＫ ８－ｍｅｒ
５ ＲＩＷＶＧＨＦＭＬ ９－ｍｅｒ
６ ＦＦＥＡＧＦＧＮＫ ９－ｍｅｒ
７ ＨＤＧＩＰＤＷＳＭ ９－ｍｅｒ
８ ＫＬＡＹＭＨＶＲＶ ９－ｍｅｒ
９ ＹＫＴＰＨＱＶＦＷ ９－ｍｅｒ
１０ ＮＴＭＤＲＫＮＮＨＡＲＧ １２－ｍｅｒ
１１ ＦＱＡＭＶＡＹＨＲＤＲＹ １２－ｍｅｒ
１２ ＶＬＹＫＧＳＧＰＰＹＴＧ １２－ｍｅｒ
１３ ＹＰＲＨＹＫＤＤＷＲＴＭ １２－ｍｅｒ
１４ ＲＲＨＹＩＫＴＹＭＹＱＥ １２－ｍｅｒ
１５ ＡＨＬＹＰＴＭＭＫＹＷＩ １２－ｍｅｒ
１６ ＩＱＫＫＲＷＮＦＫＭＶＥ １２－ｍｅｒ
１７ ＩＫＫＫＭＱＡＭＫＬＥＫＤＮＡ １５－ｍｅｒ
１８ ＫＭＱＡＭＫＬＥＫＤＮＡＭＤＲ １５－ｍｅｒ
１９ ＤＮＡＭＤＲＡＤＴＬＥＱＱＮＫ １５－ｍｅｒ
２０ ＭＤＲＡＤＴＬＥＱＱＮＫＥＡＮ １５－ｍｅｒ

时，患者血清中的ＩｇＥ水平也跟着升高。如果研制出虾过敏
的疫苗，很多人不会因为过敏而望虾却步。

ＤＮＡ疫苗作为一种新型的疫苗，克服了传统疫苗的成本
高、安全性差、效果不理想、适用范围不广等不足，其关键是抗

原表位的获得和合适的载体。本研究采用的“一珠一化合

物”化学筛选方法，特异性强、灵敏度高，能利用虾过敏病人

的血清纯化所得的抗体，从库中筛选出与其反应的抗原表位

多肽。

为了促进免疫反应的效果，在抗原表位的前后加入了

ＫＯＺＡＫ序列、Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ、ＣｐＧ１、Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ、ＣｐＧ２、ｔＰＡ信
号序列、ＳＶ４０多肽加尾信号等序列，使得ＤＮＡ疫苗更有效地
表达［８］。ＫＯＺＡＫ序列是在起始密码子 ＡＴＧ上下游的一串
ＤＮＡ序列，可增强抗原表位多肽的翻译效率，提高表达效
率［１２］。Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ为根据主要组织相容性复合物的结合特
性而人工合成的，辅助 Ｔ细胞表位特性的多肽，全长约为１３
个氨基酸，有助于γ干扰素的高效分泌［１６］。ＣｐＧ１和ＣｐＧ２作
为新型佐剂的一种，属于非特异性免疫增强剂，是核酸疫苗的

重要组成部分，具有强大的免疫刺激作用，促进Ｔｈ１型免疫应
答［１４］。Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ是Ｔ细胞辅助多肽，无主要组织相容性复
合物的限制，可在小鼠体内高效分化半抗原。组织型纤溶酶

原激活剂可以促进抗原表位多肽的分泌［１５］。ＳＶ４０晚期ｐｏｌｙ

表２　盒式片段完整序列

ＣＡＳＳＥＴＴＥ（ＸｈｏⅠ＋ＫＯＺＡＫ＋Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ＋ＣｐＧ＋Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ＋ＣｐＧ＋ｔＰＡ＋ＴＭ＋ＸｂａⅠ）
ＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＡＧＣＣＡＡＧＴＴＣＧＴＧＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＡＣＧＴＴＴＧＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＧＧＣＣＣＣＧＧＣＣＡＧ
ＧＣＣＴＴＣＴＡＣＡＣＣＧＡＡＣＧＴＣＧＴＡＴＧＡＡＧＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＧＧＣＣＴＧＧＣＣＴＴＣＣＣＣＣＴＧＣＣＣＧＡＣＣＡＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＧＣＡ
ＧＧＴＴＣＡＧＧＡＧＧＴＭＴＣＴＡＧＡ

表３　盒式片段重叠ＰＣＲ所用引物

编号 重叠ＰＣＲ所用引物的核酸序列（５′→３′）
片段１ ＡＧＣＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＡＡＡＧＴＴＣＧＴＣＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＣＴＣＴＣＡＡＡＧＣＣＧＣＣＧＣＣ
片段２ ＣＴＧＴＣＣＧＧＧＴＣＣＡＡＴＡＴＧＡＡＴＣＴＴＣＣＧＴＴＴＡＣＡＡＡＣＧＴＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＴＴＴＧＡＧＡＧＴＣＣＡ
片段３ ＡＴＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＣＣＣＧＧＡＣＡＧＧＣＣＴＴＣＴＡＣＡＣＣＧＡＡＣＧＴＣＧＡＡＴＧＡＡＧＣＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＣＴＧ
片段４ ＧＴＣＴＧＧＣＡＧＧＧＧＡＡＡＡＧＣＧＡＧＴＣＣＧＣＡＣＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＴＴＣＣＣＧＣＴＴＣＡＴ
片段５ ＴＣＧＣＴＴＴＴＣＣＣＣＴＧＣＣＡＧＡＣＣＡＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧＡＡＧＡ
片段６ ＧＣＣＣＧＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＡＧＡＧＣＧＧＴＧＴＡＧＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＡＴＣＴＴＣＴＧＡＡＣＣＴＴＣＣＧＴＧＡＡ
引物１ ＧＣＴＡＧＣＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧ
引物２ ＧＣＣＣＧＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡ
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（Ａ）加尾信号，对上游的虾过敏抗原表位的表达有一定的调
控作用［１７］。

　　选用的ｐＣＩｎｅｏ载体属于真核表达载体，有助于将虾过
敏的抗原表位多肽在小鼠的动物模型中高效地表达［１８］。该

ＤＮＡ疫苗的成功构建，为下一步动物试验提供了很好的试验
基础，也为虾过敏的治疗提供了一种新的方法。
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