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免疫增强剂CVC1302调控体细胞高频突变的机制研究
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摘要 为探究CVC1302调控生发中心B细胞发生体细胞高频突变的免疫机制，本研究将 4-羟基-3-硝基苯

乙酰基耦联鸡卵白蛋白（NP-OVA）混合免疫增强剂CVC1302后，利用 ISA206乳化获得疫苗。BALB/c小鼠分

为 2组，分别后腿肌肉注射NP-ISA206和NP-CVC1302-ISA206，每只 50 μg NP-OVA，免疫后 14 d，利用流式分

选获得生发中心B细胞，利用巢氏PCR扩增B细胞免疫球蛋白序列可变区VH186.2，Western blot检测诱导活化的

胞苷脱氨酶（AID）、Pax5 表达水平，β-actin 作为内参，比较组间 AID、Pax5 表达差异；利用荧光定量 PCR 检测

AID、Pax5基因转录水平。试验结果显示：CVC1302显著诱导生发中心 B 细胞免疫球蛋白序列 VH186.2突变频

率，试验组W33L突变频率为 62.2%，而对照组仅为 20.25%；CVC1302可提升AID蛋白、Pax5蛋白表达水平，其

中试验组AID蛋白相对表达水平为 0.72，对照组仅为 0.16，试验组Pax5蛋白相对表达水平为 0.62，对照组仅为

0.26；CVC1302增强 AID基因、Pax5基因转录水平，相较于对照组分别提高 2.36、4.13倍。推断 CVC1302依赖

Pax5介导AID表达，调控生发中心B细胞发生体细胞高频突变。
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机体感染病原体或者接受免疫后，引流淋巴结

内抗原特异性 B 细胞被激活迁移至初级淋巴小结，

并在该处快速克隆增殖，进而形成生发中心（germi‐
nal center，GC）［1］。组织学上，生发中心分为暗区和

明区［2］。暗区是 GC B 细胞迅速增殖分裂并进行体

细胞高频突变（SHM）的场所，明区则是 GC B 细胞

接受滤泡树突状细胞（FDC）和滤泡辅助性 T 细胞

（Tfh）帮助，进行命运选择的场所。GC B 细胞经过

SHM，产生各种B细胞克隆，且B细胞受体（BCR）的

亲和力各不相同。其中表达高亲和力受体的B细胞

竞争性结合 FDC 递呈的抗原抗体复合物，并递呈至

Tfh，依赖 CD40-CD40L 配接，促进抗凋亡转录因子

B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）和 B 细胞超大淋巴瘤（Bcl-
XL）的表达，使其免于凋亡［3］。GC B细胞发生 SHM
依赖于诱导活化的胞苷脱氨酶（activation-induced 
cytidine deaminase，AID），AID 与单链 DNA 上的胞

嘧啶结合，使其脱氨后转变为尿嘧啶，随后经过错配

修复和碱基切除修复，导致原位 C∶G 发生处发生点

突变、插入或删除，影响抗体亲和力成熟［4-5］。AID
的表达主要由活化B细胞的CD40信号调控，其次也

可进一步由CD4+ T细胞分泌的 IL-4及Toll样受体

（TLR）信号正向调控［6］。一系列胞内信号转导通路

整合引起AID动态调控，其中包括正向调控因子，如

配对盒蛋白（Pax5）、同源框C4（HoxC4）、核转录因子

E47和干扰素调节因子8（IRF8）；负向调控因子，如B
淋巴细胞诱导成熟蛋白 1（Blimp1）和DNA结合抑制

蛋白 2（Id2）［7］。AID 基因含有 4 个主要的顺式调控

原件，其中区域 2 位于 AID 的第 1 个内含子区，包含

Pax5、E2A、Myb 和 E2F 等转录因子结合位点。研

究［8-9］发现，利用 TLR4激动剂 LPS作用于小鼠脾脏

B 细胞，Pax5 mRNA 水平于第 2 天快速提升，并且

AID 开始表达，第 4 天 Pax5 mRNA 水平呈下降趋
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势，同时伴随着AID表达降低。

免疫增强剂 CVC1302 组分包含 TLR 和 NOR
激动剂。前期研究［10-12］发现，CVC1302 配伍 NP-
OVA 模式抗原免疫小鼠，相较于 NP 免疫组小鼠，

其高亲和力 NP 特异性抗体水平显著提升。在兽医

领域中，免疫增强剂多停留于研制层面，对其作用

机制的研究甚少。体细胞高频突变加之 Tfh细胞阳

性选择是抗体亲和力成熟的关键，因此，本试验探

究 CVC1302 介导高亲和力抗体的免疫机制是否依

赖于 Pax5 表达介导 AID 表达进而诱导体细胞高频

突变，旨在研制新型免疫增强剂以促进 GC B 细胞

产生体细胞高频突变，分泌高亲和力抗体提升疫苗

效力，为机体提供免疫保护力。

1　材料与方法

1.1　试验材料

5 周龄 BALB/c 雌性小鼠购自扬州大学；NP-
OVA购自美国Bioscience Technologies公司；免疫增

强剂 CVC1302 为笔者所在团队制备所得；Mon‐
tanideTM-ISA206购自上海Seppic特殊化学品有限公

司；RNA提取试剂盒和Real-time PCR mix购自武汉

ABclonal 有限公司；anti-GL-7-PE 荧光抗体购于上

海优宁维有限公司；单克隆抗体 AID和 Pax5购于华

安生物有限公司；HRP-羊抗兔 IgG购自武汉博士得

有限公司；高敏性 ECL 发光试剂盒购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司。

1.2　免疫抗原制备

本研究参照文献［10］制备疫苗，NP-OVA（4-羟
基-3-硝基苯乙酰基耦联鸡卵白蛋白）利用磷酸缓冲

液（PBS）溶解后，与CVC1302混合制备水相（50∶1），

涡旋混匀后利用 ISA206 进行乳化（1∶1），即获得疫

苗并命名为NP-CVC1302-ISA206。
1.3　小鼠免疫试验

将 10 只小鼠随机均分为 2 组，分别免疫 NP-
ISA206 和 NP-CVC1302-ISA206，肌肉注射，50 μg 
NP-OVA/只，1 μL CVC1302/只。

1.4　GC B细胞分选

免疫后 14 d，采集小鼠腹股沟淋巴结，用PBS冲

洗 3 次，将淋巴结置于 70 μm 滤网上进行研磨，获得

单个淋巴细胞。细胞先利用B细胞负选磁珠进行初

次分选，随后用 anti-GL-7-PE进行染色，用流式分选

仪分选获得GC B细胞，一部分细胞提取RNA，利用

Real-time PCR检测AID转录水平；一部分细胞利用

试剂盒提取蛋白，利用 Western blot 检测 AID 表达

水平。

1.5　巢氏PCR及VH186.2突变频率分析

分选获得的 GC B 细胞利用试剂盒提取基因组

DNA，通过巢氏PCR扩增VH186.2片段，引物见表1。
外部引物PCR程序为：95 ℃ 5 min，95 ℃ 1 min，

55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共进行 25 个循环；72 ℃延伸

10 min。内部引物 PCR 程序为：95 ℃ 5 min，95 ℃ 
1 min，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共进行 25 个循环；72 ℃
延伸 10 min。跑胶回收扩增的 VH186.2 片段并连接

到 pMD18-T 载体（Takara）上利用 T7 引物进行测

序；测序结果利用 IgBlast（NCBI）进行分析统计。

1.6　GC B细胞AID和Pax5转录水平检测

将分选获得的 2组GC B细胞分别用Trizol提取

RNA，反转为 cDNA 后，利用 Real-time PCR 分别检

测基因AID和Pax5转录水平，以 β⁃actin作为内参基

因，试验所涉及的基因引物见表 2。程序为：95 ℃ 
10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，共进行 40
个循环。

1.7　GC B细胞AID、Pax5表达水平检测

取相同数目分选的GC B细胞置于冰上，加入蛋

白裂解液，冰上裂解约 30 min，每 10 min 在震荡仪

上混匀涡旋1次。将样品置于离心机4 ℃ 12 000 r/min
离心 10 min，取上清，加入 5×SDS 上样缓冲液，

100 ℃作用 10 min，进行SDS-PAGE和Western blot。
分别利用AID、Pax5一抗37 ℃作用1 h；PBST洗涤后，

HRP-羊抗兔 IgG 37 ℃作用1 h，洗涤3次后，将高敏型

ECL化学发光试剂滴加至目的条带大小处，利用化学

发光成像仪观察拍照。图片利用 Image J进行灰度分

析，比较组间AID条带灰度值/β-actin条带灰度值和

Pax5条带灰度值/β-actin条带灰度值。

表1　巢氏PCR用引物对序列

Table 1　Sequences of primers for nested-PCR

目的基因

Target gene

VH186.2

引物名称

Primer name

外部引物-F
Outer primer-F

外部引物-R
Outer primer-R

内部引物-F
Inner primer-F

内部引物-R
     Inner primer-R

引物序列（5′-3′）
Primer sequences （5′-3′）

GTGACAACAAT‐
GATTAGACCCCTG

AGCTCTATCAT‐
GCTCTTCTTGGCA

GTGACAACAAT‐
GATTAGACCCCTG

AGATGGAGGCCAGT‐
CAGGGAC
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1.8　统计与分析

试验数据表示为“平均值±标准差”，利用Graph 
Prism 软件进行数据分析、作图，以 P<0.01 和 P<
0.001表示差异极显著。

2　结果与分析

2.1　VH186.2片段突变频率分析

考虑到抗体亲和力成熟与体细胞高频突变相关

联，因此，小鼠免疫后 14 d，制备淋巴结细胞，流式分

选 GC B 细胞，并利用巢氏 PCR 对 VH186.2片段进行

测序分析。由图 1 可知，CVC1302 可显著影响

VH186.2及对应类似物Analogue家族在整体克隆内所

占的比例（图 1A），经统计分析发现，NP-CVC1302-
ISA206 组小鼠 VH186.2 片段 W33L 突变频率高达

62.20%，而 NP-ISA206组小鼠 VH186.2片段 W33L突

变频率仅为 20.25%（图 1B）。图 1C为VH186.2片段不

同氨基酸突变数目的比较，NP-CVC1302-ISA206组

小鼠氨基酸突变个数多为 0~2，占 56.25%；而 NP-
ISA206组突变个数多大于 5，占 50%，然而其突变氨

基酸多位于 FR 区。结果表明，CVC1302 可以诱导

GC B细胞发生显著的体细胞高频突变，进而使高亲

和力 GC B 细胞在 FDC 和 Tfh 细胞辅助下分化为浆

母细胞，随血液循环并定居于骨髓，转变为长寿浆细

胞，持续分泌高亲和力抗体。

2.2　CVC1302促进GC B细胞AID转录和表达

考虑到体细胞高频突变主要由 AID 介导，本研

究比较分析 NP-CVC1302-ISA206与 NP-ISA206对

照组诱导 AID 转录与表达水平。由图 2 可知，NP-
CVC1302-ISA206 组小鼠 GC B 细胞中 AID 转录水

平为 NP-ISA206 组小鼠的 2.36 倍，二者差异极显著

（P<0.001）；NP-CVC1302-ISA206组及NP-ISA206
组 AID 的相对表达水平分别为 0.721、0.161，二者差

异极显著（P<0.001，图 3）。结果表明，免疫增强剂

CVC1302 配伍 NP-OVA 免疫小鼠，GC B 细胞 AID
转录和表达水平得到显著提升。

2.3　CVC1302 促进 GC B 细胞中 Pax5 转录和

表达

小鼠免疫后 14 d，取腹股沟淋巴结，流式分选获

得 GC B 细胞，分别利用 Real-time PCR 和 Western 
blot 分别检测 Pax5 转录和表达水平。由图 4 可知，

A：VH186.2 片段占比；B：W33L 突变频率；C：VH186.2 片段氨基酸突变频率。A： The percentage of VH186.2； B： The mutation ratio of 
W33L； C： The mutation ratio of amino acid of VH186.2.

图1 CVC1302 诱导VH186.2片段突变

Fig.1 CVC1302 induced mutation of VH186.2

表2　实时荧光定量PCR用引物对序列

Table 2　Sequences of primers for real-time PCR

目的基因 Target gene

β⁃actin

AID

Pax5

引物序列（5′-3′） Primer sequences （5′-3′）

CACTGCCGCATCCTCTTCC/CAATAGTGATGACCTGGCCGT

GGAGAGATAGTGCCACCTCC/TCTCAGAAACTCAGCCACGT

CACAGTCCTACCCTATTGTCAC/TCCAGAAAATTCACTCCCAGG

退火温度/℃ Annealing temperature

53
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NP-CVC1302-ISA206 组小鼠 GC B 细胞中 Pax5 转

录水平为 NP-ISA206 小鼠的 4.13 倍，二者差异极显

著（P<0.001）；同时二者 Pax5 蛋白表达水平差异极

显著（P<0.01，图 5）。结果表明，CVC1302可显著提

升GC B细胞Pax5转录和表达水平。

3　讨 论

免疫增强剂的研制注重于抗体水平及其持续期

的检测，然而高亲和力的抗体可以更高效地识别并

中和病原体，以抵抗高毒力病原体感染。文献中关

于免疫增强剂调控 AID 也仅限于其表达量的变

化［13］，本研究利用模式抗原 NP-OVA 免疫小鼠，注

重分析免疫增强剂 CVC1302 如何调控 AID 表达进

而诱导高亲和力抗体。

A：AID蛋白表达；B：AID蛋白相对表达水平。A：AID protein 
expression； B： Relative expression level of AID protein.

图3 CVC1302处理下GC B细胞AID表达水平

Fig.3 CVC1302 regulates the expression level 

of AID in GC B cells

**表示P<0.01，差异极显著；***表示P<0.001，差异极显著。下

同。** represent extremely significant differences between 
groups （P<0.01）；*** represent extremely significant differences be‐
tween groups （P<0.001）.The same as below.

图2 CVC1302处理下GC B细胞AID基因转录水平

Fig.2 CVC1302 regulates the transcription level

 of AID in GC B cells

图4 CVC1302处理下GC B细胞Pax5基因转录水平

Fig.4 CVC1302 regulates the transcription level 
of Pax5 in GC B cells

A：Pax5蛋白表达；B：Pax5蛋白相对表达水平。A： Pax5 protein 
expression； B： Relative expression level of Pax5 protein.

图5 CVC1302处理下GC B细胞Pax5表达水平

Fig.5 CVC1302 regulates the expression level 
of Pax5 in GC B cells
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位于生发中心暗区的GC B细胞增殖分裂，与此

同时，AID作用于单链DNA，使GC B细胞重链和轻

链的 V 区基因发生 SHM。突变后的 GC B 细胞间

BCR亲和力存在差异，进入明区后，经过FDC和Tfh
细胞的双重辅助后，具有高亲和力 BCR 的 B 细胞分

化为浆细胞，其分泌的抗体对抗原具有高亲和力，此

现象为亲和力成熟［14］。抗体亲和力提升可以更高效

地识别并中和病原体，为机体提供高效体液免疫保

护力。AID的表达水平多依赖于转录过程中多种转

录因子的调控，研究发现，Pax5可促进 AID 的表达，

进而介导 SHM［15］。本研究发现，NP-CVC1302-
ISA206组小鼠中 GC B 细胞 VH186.2片段中 W33L突

变的频率显著提升，研究报道称第 33位氨基酸W突

变为 L，其抗体亲和力可提升 10 倍，表明 CVC1302
可显著提升抗体亲和力［16］，这一发现与笔者前期的

研究结果（高亲和力 NP 特异性抗体水平显著提升）

一致；此外本研究发现，CVC1302 可显著提升 Pax5
的转录及表达水平，进而促进 AID 的转录及表达，

后续将集中探究 CVC1302 提升 Pax5 表达所涉及的

相 关 信 号 通 路 。 本 研 究 利 用 NP-OVA 混 合

CVC1302 免疫小鼠，阐明 CVC1302 依赖于 Pax5 正

向调控 AID 使 GC B 细胞发生 SHM，提升抗体亲和

力抵抗强毒力病毒的感染，为机体提供高效的免疫

保护力。
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Abstract ISA206 was used to obtain the vaccine by emulsifying 4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl con‐
jugated chicken egg white protein （NP-OVA） with immunopotentiator CVC1302 to study the immune 
mechanism of CVC1302 regulating the occurrence of somatic hypermutation in germinal center B （GC B） 
cells. Six-week-old BALB/c female mice were divided into 2 groups and immunized with NP-CVC1302-
ISA206， NP-ISA206 in the hind leg muscles， with each mouse receiving 100 μL vaccine and 50 μg NP-
OVA. Germinal center B cells were obtained with flow cytometry after14 days of immunization， and the 
variable region VH186.2 gene sequence of immunoglobulin in GC B cells was amplified with nested-PCR. 
Western blot was used to detect the expression level of cytidine deaminase （AID） and Pax5 induced activa‐
tion， and the differences in the expression level of AID and Pax5 between groups were compared with β-ac‐
tin as an internal reference. The transcription level of AID and Pax5 in GC B cells was analyzed with fluo‐
rescence quantitative PCR. The results showed that immunopotentiator CVC1302 significantly induced the 
mutation frequency of VH186.2 in the immunoglobulin sequence of germinal center B cells， with a W33L mu‐
tation frequency of 62.2% in the NP-CVC1302 immunized group and only 20.25% in the NP immunized 
group. CVC1302 increased the expression level of AID protein and Pax5 protein in GC B cells. The rela‐
tive expression level of AID protein in the NP-CVC1302 immunized group was 0.72， while that in the NP 
immunized group was only 0.16. The relative expression level of Pax5 protein in the NP-CVC1302 immu‐
nized group was 0.62， while that in the NP immunized group was only 0.26. CVC1302 enhanced the tran‐
scription level of AID gene and Pax5 gene in the NP-CVC1302 immunized group， which was increased by 
2.36 and 4.13 times compared to that in the NP immunized group. It is indicated that CVC1302 relies on 
Pax5 mediated AID expression to regulate the occurrence of somatic hypermutation in germinal center B 
cells.

Keywords immunopotentiator CVC1302； somatic hypermutation （SHM）； immune-mechanism；

germinal center B （GC B） cells； AID； Pax5
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