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BC02佐剂增强老年小鼠水痘带状疱疹病毒

gE蛋白特异性免疫应答研究*

李军丽,李效池,都伟欣,魏家正,苏城,沈小兵,赵爱华**

(1.中国食品药品检定研究院,北京
 

102629;2.国家药品监督管理局生物制品质量研究与评价重点实验室;

3.药品监管科学全国重点实验室)

【摘要】 目的 评估BC02佐剂配伍gE蛋白在老年小鼠模型中的免疫效性能,为优化老年群体带状疱疹疫苗设计提供

实验依据。 方法 将青年(6~8周龄)和老年(13月龄)BALB/c小鼠随机分为PBS组、gE+AS01B组和gE+BC02组

(n=6/组),间隔4周,经大腿肌肉注射免疫2次(间隔4周)疫苗。采用ELISA检测血清gE特异性IgG及其亚类抗体

水平,ELISpot分析脾淋巴细胞IFN-γ、IL-2和IL-4分泌能力,流式细胞术检测CD4+T细胞亚群(IFN-γ+、IL-2+、IL-
4+、IL-17+)及记忆T细胞(IFN-γ+、IL-2+)比例。 结果 gE+BC02组在青年和老年小鼠中均诱导了显著升高的gE
特异性IgG、IgG1和IgG2a抗体,且抗体水平无年龄差异。细胞免疫应答方面,老年小鼠中,gE+AS01B组诱导的IFN-
γ+

 

CD4+(0.188±0.08
 

vs
 

0.086±0.06)和IL-2+
 

CD4+(0.448±0.07
 

vs
 

0.338±0.07)T细胞比例为gE+BC02疫苗的

2.19和1.33倍;而青年小鼠gE+BC02组IL-17+CD4+(0.144±0.03
 

vs
 

0.092±0.023)T细胞比例则为gE+AS01B组

的1.57倍。记忆T细胞应答分析显示,gE+BC02组老年小鼠IFN-γ+ 和IL-2+ 记忆T细胞比例较青年组显著降低

53.94%(0.456±0.14
 

vs
 

0.99±0.37)和41.83%(0.356±0.12
 

vs
 

0.612±0.24),其余无显著性差异。 结论 BC02
佐剂可有效激活老年小鼠的体液免疫应答,但其诱导的Th1型细胞免疫应答稍弱于AS01B佐剂,且均存在年龄相关差

异。本研究为开发适合老年人群的带状疱疹疫苗提供了重要实验依据,提示未来可通过优化BC02佐剂配方来增强Th1
型免疫应答。
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the
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of
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adjuvant
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enhancing
 

the
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immune
 

response
 

to
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protein
 

of
 

Varicella-zoster
 

virus
 

in
 

aged
 

mice
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【Abstract】 Objective To
 

evaluate
 

the
 

immune
 

performance
 

of
 

the
 

BC02
 

adjuvant
 

in
 

combination
 

with
 

gE
 

protein
 

in
 

an
 

elderly
 

mouse
 

model,and
 

to
 

provide
 

experimental
 

evidence
 

for
 

optimizing
 

the
 

design
 

of
 

herpes
 

zoster
 

vaccines
 

tailored
 

for
 

the
 

elderly
 

population. Methods Young
 

(6-8
 

weeks
 

old)
 

and
 

elderly
 

(13
 

months
 

old)
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

three
 

groups:the
 

PBS
 

group,the
 

gE+AS01B
 

group,and
 

the
 

gE+BC02
 

group
 

(n=6
 

per
 

group).
 

The
 

vaccine
 

was
 

administered
 

via
 

intramuscular
 

injection
 

into
 

the
 

thigh
 

at
 

a
 

four-week
 

interval
 

for
 

two
 

doses.
 

Serum
 

levels
 

of
 

gE-
specific

 

IgG
 

and
 

its
 

subclass
 

antibodies
 

were
 

measured
 

using
 

ELISA.
 

The
 

secretion
 

capacities
 

of
 

IFN-γ,IL-2,and
 

IL-4
 

by
 

splenic
 

lymphocytes
 

were
 

assessed
 

via
 

ELISpot.
 

Flow
 

cytometry
 

was
 

employed
 

to
 

determine
 

the
 

proportions
 

of
 

CD4+T
 

cell
 

subsets
 

(IFN-γ+,IL-2+,IL-4+,IL-17+ )
 

and
 

memory
 

T
 

cells
 

(IFN-γ+,IL-2+ ). Results The
 

gE+BC02
 

formulation
 

significantly
 

elevated
 

gE-specific
 

IgG,IgG1,and
 

IgG2a
 

antibody
 

levels
 

in
 

both
 

young
 

and
 

elderly
 

mice,with
 

no
 

significant
 

difference
 

observed
 

between
 

age
 

groups.
 

Regarding
 

cellular
 

immune
 

responses,in
 

elderly
 

mice,the
 

gE+AS01B
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

higher
 

proportions
 

of
 

IFN-γ+
 

CD4+T
 

cells
 

(0.188±0.08
 

vs.
 

0.086±0.06)
 

and
 

IL-2+
 

CD4+T
 

cells
 

(0.448±0.07
 

vs.
 

0.338±0.07),representing
 

2.19-fold
 

and
 

1.33-fold
 

increases,respectively,compared
 

to
 

the
 

gE+BC02
 

group.
 

In
 

young
 

mice,the
 

gE+BC02
 

group
 

showed
 

a
 

1.57-fold
 

increase
 

in
 

the
 

proportion
 

of
 

IL-17+CD4+

T
 

cells
 

(0.144±0.03
 

vs.
 

0.092±0.023)
 

relative
 

to
 

the
 

gE+AS01B
 

group.
 

Analysis
 

of
 

memory
 

T
 

cell
 

responses
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revealed
 

that
 

in
 

elderly
 

mice,the
 

proportions
 

of
 

IFN-γ+
 

and
 

IL-2+
 

memory
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

gE+BC02
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

young
 

mice
 

by
 

53.94%
 

(0.456±0.14
 

vs.
 

0.99±0.37)
 

and
 

41.83%
 

(0.356±0.12
 

vs.
 

0.612±0.24),respectively. Conclusion The
 

BC02
 

adjuvant
 

effectively
 

enhances
 

humoral
 

immune
 

responses
 

in
 

elderly
 

mice.
 

However,its
 

induction
 

of
 

Th1-type
 

cellular
 

immunity
 

is
 

relatively
 

weaker
 

compared
 

to
 

the
 

AS01B
 

adjuvant,and
 

age-
related

 

differences
 

are
 

evident.
 

This
 

study
 

provides
 

critical
 

experimental
 

evidence
 

for
 

the
 

development
 

of
 

herpes
 

zoster
 

vaccines
 

suitable
 

for
 

the
 

elderly
 

population,suggesting
 

that
 

future
 

vaccine
 

formulations
 

could
 

focus
 

on
 

enhancing
 

Th1-type
 

immune
 

responses
 

through
 

optimization
 

of
 

the
 

BC02
 

adjuvant.
【Keywords】 BC02

 

adjuvant;Varicella-zoster
 

virus;gE
 

protein;aged
 

mice;immune
 

response

  水痘带状疱疹病毒(Varicella-zoster
 

virus,VZV)
是一种嗜神经性和淋巴组织亲嗜性双链DNA病毒,
可引发水痘与带状疱疹(Herpes

 

Zoster,HZ)[1]。原

发感染多见于2~6岁儿童,经呼吸道飞沫或直接接触

传播[2]。病毒初次感染后潜伏于感觉神经节,当机体

免疫力下降时,病毒沿神经轴突下行至皮肤引发 HZ,
临床表现为单侧神经分布的成簇水疱,伴胸腰部或三

叉神经区域剧烈疼痛。约10%~30%的 HZ患者发

展为 带 状 疱 疹 后 神 经 痛 (postherpetic
 

neuralgia,

PHN),病程可持续数月至数年,显著影响患者生活质

量[3-5]。

HZ发病率随年龄增长呈指数上升,80岁以上人

群年发病率达11/1000人[6-7],免疫缺陷人群复发风险

亦显著升高[8-9]。因此,当前针对HZ的疫苗研发主要

聚焦于提升老年群体的免疫保护效力。Zostavax􀆿 作

为首款获批的减毒活疫苗,其 HZ预防效力随年龄增

长显著下降。临床试验数据显示,该疫苗在50-59岁

人群中 的 HZ 发 病 率 降 低69.8%(95%CI
 

54.1-
80.6),而在70岁以上人群中保护 率 仅 为37.6%
(95%

 

CI
 

25.0-48.1)[10-13]。这种年龄相关的效力衰减

与其 诱 导 的 细 胞 免 疫 应 答(cell-mediated
 

immune
 

response,CMI)强度随时间下降密切相关。相较之

下,重组亚单位疫苗Shingrix􀆿 采用 VZV 糖蛋白 E
(gE)与AS01B佐剂配伍,针对50岁以上受试者总体

效力达97.2%,且在70~79岁及≥80岁年龄组中维

持同等保护水平[14-15]。
老年小鼠模型在 HZ疫苗临床前研究中备受关

注,免疫系统与老年人存在相似特征,如T细胞功能

下降、记忆B细胞减少等,可用于预测疫苗在老年人

群中的保护效力并降低临床试验失败风险;另一方面,
老年小鼠对传统佐剂反应较弱,其免疫应答数据有助

于优化疫苗剂量,平衡安全性与有效性。前期研究表

明,BC02佐剂与gE蛋白配伍可显著增强RAW264.7
细胞的免疫活性,其机制涉及抗原呈递效率提升及炎

性微环境调控[16]。此外,佐剂梯度剂量实验也证实,

BC02佐剂在青年小鼠中可诱导持久的 VZV特异性

CMI和体液免疫应答,免疫记忆效应可持续至接种后

27周[17]。

HZ疫苗针对老年群体的免疫策略需兼顾体液免

疫与细胞免疫的双重激活,本研究聚焦BC02佐剂在

老年小鼠中的免疫效性能。通过构建 VZV
 

gE蛋白

免疫模型,系统评估BC02佐剂对老年小鼠gE特异性

抗体水平、Th1/Th2型细胞因子表达、CD4+T细胞增

殖能力及记忆表型分化的影响。研究结果将为优化

BC02佐剂配方、制定老年群体个性化免疫策略提供实

验依据,具有重要临床转化价值。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 gE蛋白、CpG-DNA佐剂及带状疱

疹疫苗Shingrix由本实验室保存,Alhydrogel􀆿 铝佐

剂购自美国InvivoGen公司,gE蛋白多肽由湖北强耀

生物有限公司合成,小鼠IFN-γ、IL-2和IL-4
 

ELISpot
试剂盒购于瑞典 Mabtech公司,HRP标记羊抗鼠

IgG、IgG1和IgG2a抗体购于美国 Alpha
 

Diagnostic
 

International公司,CD28、CD49d单克隆抗体购于美

国BioLegend公司,CD3-APC-Cy7、CD4-FITC、CD44-
PE-Cy7、CD62L-PE、IFN-γ-APC、IL-2-PerCp/Cy5.5
等流式抗体购于美国BioLegend公司。

1.2 实验动物 SPF级BALB/c雌鼠(青年小鼠6~
8周龄,老年小鼠13月龄),由中国食品药品检定研究

院提供并饲养于动物实验中心。实验方案经本院伦理

委员会审批(批号:中检动(福)第2023(B)004号)。

2 方法

2.1 动物分组及免疫 青年及老年小鼠随机分为

PBS组、gE+AS01B组和gE+BC02组(每组6只)。
各组小鼠经大腿内侧肌肉注射50

 

μL对应制剂疫苗,
共免疫2次,间隔4周。初次免后1周及加强免疫后

1周采集血液,末次免疫4周后安乐死(图1)。

2.2 小鼠脾脏淋巴细胞分离与计数 无菌条件下研

磨脾脏组织,5
 

mL脾细胞分离液冲洗后,15
 

mL离心

管中覆盖200~500
 

μL
 

RPMI-1640培养基,800
 

g离

心30
 

min分离淋巴细胞层;收集淋巴细胞后以10
 

mL
 

RPMI-1640洗涤(250
 

g,10
 

min),1
 

mL完全培养基重

悬,细胞计数仪测定活细胞数。
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图
 

1 小鼠免疫流程图

Fig.1 Schematic
 

representation
 

of
 

the
 

mouse
 

immunity
 

process

2.3 ELISpot检测细胞因子分泌脾淋巴细胞数 96
孔ELISpot板经PBS洗涤后以10%

 

FBS-RPMI
 

1640
封闭30

 

min,每孔加入5×105 脾淋巴细胞;实验孔加

入1
 

μg/mL
 

gE多肽,阳性对照孔加入刀豆蛋白A(1
 

μg/mL),阴性对照孔加入完全培养基;37
 

℃、5%
 

CO2
培养48

 

h后显色,使用全自动ELISpot仪(Cellular
 

Technology
 

Ltd)计 数 计 数 斑 点 形 成 细 胞 (spot
 

forming
 

cells,SFCs)。

2.4 间接ELISA检测血清结合抗体及亚类 1
 

μg/

mL
 

gE蛋白包被于96孔板(100
 

μL/孔,4
 

℃过夜),

PBST洗涤3次后以200
 

μL/孔封闭液(37
 

℃
 

1
 

h)封
闭;加入1∶200稀释血清(100

 

μL/孔,37
 

℃
 

2
 

h)后,
分别加入 HRP标记抗IgG(1∶5000)、抗IgG1(1∶
5000)和抗IgG2a(1∶10000)二抗(100

 

μL/孔,37
 

℃
 

1
 

h);TMB显色15-30
 

min后以2M
 

H2SO4 终止,测定

450
 

nm吸光值。

2.5 流式细胞术检测T细胞亚群及记忆T细胞功能

将2×106 个脾淋巴细胞/孔接种于96孔板,加入

CD28/CD49d共刺激抗体(1
 

μg/mL)和gE多肽(5
 

μg/mL)刺激6
 

h(37
 

℃,5%
 

CO2),其中后4
 

h加入

Brefeldin
 

A阻断蛋白转运。细胞经Live/Dead染料

染色后,分别进行表面标志物染色。CD4+T细胞亚群

分析使用CD3/CD4抗体,记忆T细胞检测采用CD3/

CD4/CD44/CD62L抗体组合。固定破膜后,CD4+T
细胞亚群检测IFN-γ、IL-2、IL-4和IL-17A表达,记忆

T细胞重点分析IFN-γ和IL-2分泌能力。所有样本

以含1%
 

FBS的PBS重悬,流式细胞仪采集数据,

FlowJo软件分析CD4+ 效应T细胞比例及细胞因子

分泌水平。

3 统计学分析

数据采用GraphPad
 

Prism
 

8.0.2进行单因素方

差分析(ANOVA)及Tukey事后检验,以均值±标准

误表示,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 gE特异性血清IgG抗体及亚类

与PBS组比较,gE+AS01B组和gE+BC02组在

初次免疫、加强免疫后1周及末次免疫后4周均能显

著诱导青年和老年小鼠产生血清IgG及其亚类抗体

(图2)。初次免后1周,两各疫苗组IgG和IgG1抗体

水平显著高于PBS组,与老年小鼠比较,除gE+BC02
组诱导的青年小鼠IgG1抗体水平升高(1.39

 

±0.04
 

vs
 

1.21±0.18,t=2.793,P=0.0467),其余均无显著

性差异。加强免疫后4周,所有免疫组IgG及其亚类

抗体水平显著升高并趋于稳定。

2 gE特异性脾淋巴细胞应答

末次免疫后4周,与PBS组比较,gE+AS01B组

和gE+BC02组诱导的gE特异性IFN-γ、IL-2和IL-4
 

SFCs均显著升高(图3)。在老年小鼠中,gE+AS01B
组与gE+BC02组间无统计学差异;青年小鼠中,与

gE+AS01B组比较,gE+BC02组IL-4
 

SFCs显著升

高(122.04±59.08
 

vs
 

57.74±30.88,t=3.442,P=
0.005)。与老年小鼠比较,其中gE+AS01B组gE特

异性IFN-γ(162.72±108.74
 

vs
 

46.16±19.81,t=
2.974,P=0.02)和gE+BC02组IL-4

 

SFCs(122.04
±59.08

 

vs
 

58.20±22.59,t=3.088,P=0.01)在青

年小鼠中显著升高。

图
 

2 免疫小鼠gE特异性血清IgG抗体及亚型水平

Fig.2 The
 

levels
 

of
 

gE-specific
 

serum
 

IgG
 

antibodies
 

and
their

 

subtypes
 

in
 

immunized
 

mice
 

were
 

analyzed
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图
 

3 免疫小鼠gE特异性IFN-γ、IL-2和IL-4
 

SFCs
Fig.3 Quantification

 

of
 

splenic
 

lymphocytes
 

producing
 

gE-specific
IFN-γ,

 

IL-2,
 

and
 

IL-4
 

in
 

immunized
 

mice

3 gE特异性CD4T淋巴细胞亚群

与PBS组比较,gE+AS01B组和gE+BC02组诱

导的 gE 特 异 性 IFN-γ+、IL-2+、IL-4+ 和 IL-17+
 

CD4+T细胞比例均显著升高(图4)。老年小鼠中,与

gE+BC02组 比 较,gE+AS01B 组IFN-γ+
 

CD4+

(0.188±0.08
 

vs
 

0.086±0.06,t=2.613,P=0.04)
和IL-2+

 

CD4+(0.448±0.07
 

vs
 

0.338±0.07,t=
2.705,P=0.03)T细胞比例显著升高;青年小鼠中,
与gE+AS01B组比较,gE+BC02组IL-17+

 

CD4+T
细胞比例显著升高(0.144±0.03

 

vs
 

0.092±0.023,t
=3.665,P=0.003)。与老年小鼠比较,gE+BC02组

IL-2+
 

CD4+T细胞比例在青年小鼠中更高(0.242±
0.05

 

vs
 

0.338±0.07,t=3.236,P=0.009)。

图
 

4 免疫小鼠gE特异性IFN-γ、IL-2、IL-4和IL-17
 

CD4+
 

T
淋巴细胞占总T淋巴细胞百分比

Fig.4 The
 

proportions
 

of
 

gE-specific
 

IFN-γ-,
 

IL-2-,
 

IL-4-,
and

 

IL-17-producing
 

CD4+
 

T
 

lymphocytes
 

among
 

the
 

total
T

 

lymphocyte
 

population
 

in
 

immunized
 

mice

4 gE特异性记忆T细胞应答

与PBS组比较,gE+AS01B组和gE+BC02组诱

导的IFN-γ+和IL-2+记忆T细胞比例均显著升高(图

5)。与gE+BC02组比较,gE+AS01B组IL-2+ 记忆

T细胞比例在老年(0.870±0.24
 

vs
 

0.356±0.12,t=
4.925,P<0.001)和青年小鼠(1.05±0.37

 

vs
 

0.612
±0.24,t=3.433,P=0.005)中均显著升高。与老年

小鼠比较,青年小鼠gE+BC02组的IFN-γ+(0.990±
0.37

 

vs
 

0.456±0.14,t=3.903,P=0.001)和IL-2+

(0.612±0.24
 

vs
 

0.356±0.12,t=2.578,P=0.04)
记忆T细胞比例显著升高,其余组间无统计学差异。

图
 

5 免疫小鼠gE特异性FN-γ
和IL-2记忆T细胞淋巴细胞占总T淋巴细胞百分比

Fig.5 The
 

percentages
 

of
 

gE-specific
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2-producing
memory

 

T
 

cells
 

among
 

the
 

total
 

T
 

lymphocytes
 

in
 

immunized
 

mice

讨 论

全球人口老龄化进程加快,导致 HZ疾病负担持

续加重。流行病学研究显示,随着年龄的增长,40~50
岁之后约半数的 HZ患者会遗留PHN 等慢性并发

症[18-19]。这一与年龄相关的疾病风险陡增与免疫衰老

密切相关,包括胸腺退化导致初始T细胞生成功能下

降,记忆T细胞库多样性降低,抗原呈递细胞功能减

退等多种机制共同削弱了对潜伏病毒再激活的免疫监

视能力以及减弱疫苗接种个体对疫苗的反应[15,20]。
本研究通过老年小鼠模型系统评估BC02佐剂对gE
蛋白特异性免疫应答的调控作用,揭示该佐剂在克服

年龄相关免疫衰老方面的独特优势,为优化老年群体

HZ疫苗设计以及BC02佐剂的实际应用提供重要理

论依据。
本研究采用13月龄BALB/c小鼠构建的老年模

型,该模型优势在于老年小鼠与人类在免疫衰老机制

上的同源性,其TLR信号通路活性降低、生发中心形

成障碍以及滤泡辅助T细胞(Tfh)功能受损等特征可

有效预测疫苗在老年人群中的效力衰减趋势。疫苗对

照gE+AS01B组和gE+BC02组均可有效诱导小鼠

体液免疫与细胞免疫应答,尽管BC02佐剂组中老年

小鼠与青年小鼠所诱导的gE特异性IgG及其亚类抗

体水平无显著统计学差异,但在细胞免疫层面仍显示

出一定的年龄依赖性,老年小鼠组gE特异性IFN-γ、
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IL-2和IL-4分泌细胞数总体略低于青年小鼠组。同

时,IFN-γ和IL-2特异性记忆T细胞比例较青年组在

gE+AS01B组和gE+BC02组分别降低6.22%、

17.14%和53.94%、41.83%,这与临床观察到的老年

人CMI衰减特征具有一定的相似性。疫苗对照gE+
AS01B组配伍脂质体 AS01B佐剂,该佐剂由3-O-去
酰基-40-单磷酰脂质 A(MPL)和南美皂树(Quillaja

 

saponaria)提取物 QS21构成,激活先天免疫并可显

著诱导刺激CD4+和CD8+
 

T细胞免疫应答和抗原特

异性抗 体 反 应[14,21]。BC02 由 卡 介 苗 来 源 的 天 然

CpG-DNA和传统 Al(OH)3 佐剂构成,gE+AS01B
组和gE+BC02疫苗组均可诱导较强Th1应答,但后

者诱导Th2应答的能力强于前者,这在一定程度上归

因于Al(OH)3 佐剂的存在。但BC02佐剂在小鼠中

诱导 的IL-17+CD4+ T 细 胞 比 例 均 略 高 于 gE+
AS01B组,而有报道Th17应答在控制促进皮肤和粘

膜免疫应答,以及Th1和Th17
 

免疫应答通过互补可

实现对浅部皮肤癣菌病的最佳控制等[22],这也提示

Th17应答可能在控制VZV皮肤播散有潜在的益处。

BC02组的IFN-γ+CD4+T细胞比例在青年及老

年小鼠仅为gE+AS01B组的45.7%和48.3%,且青

年及老年小鼠IL-2特异性记忆T细胞比例显著低于

gE+AS01B组。这种Th1应答的相对不足可能源于

老年个体树突状细胞的共刺激分子CD80/CD86表达

缺陷,导致T细胞活化第二信号减弱。因此,针对当

前研究可增加BC02佐剂中CpG-DNA 含量以增强

Th1免疫偏移,研究可探索BC02与新型免疫增强剂

(如STING激动剂或IL-21)的协同作用,前者可通过

cGAS-STING通路直接激活Ⅰ型干扰素应答,后者可

特异性促进记忆B细胞分化,延长抗体应答持续时

间。此外,可在 VZV血清阳性老年模型中进一步验

证疫苗性能,更真实模拟临床老年群体的免疫背景。
本研究证实BC02佐剂在维持老年个体体液免疫

效能方面具有显著优势,但其诱导的Th1和Th17应

答强度仍存在年龄相关差异。通过整合新型佐剂系统

和个性化免疫策略,有望开发出适应不同免疫状态人

群的HZ疫苗,为构建VZV免疫防御体系奠定基础。
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