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黏膜免疫是机体免疫防御的第一道防线，在防

御细菌、病毒等病原体引起的肠道及呼吸道感染中

起主要作用；但黏膜表面特殊的理化性质，减弱了

黏膜免疫应答的强度，甚至导致免疫耐受。良好的

免疫佐剂能使少量的抗原诱导机体产生早期、高效

且持久的免疫应答。霍乱毒素(cholera toxin, CT)具

有较好的佐剂活性, 但又因其具有一定的毒性，所以

研究转向CT相关的无毒B亚单位(CTB)。本文就CTB

的黏膜免疫佐剂作用的研究近况作一简要综述。

1　CT 和 CTB 结构与作用机制

霍乱弧菌是由1个A 和 5个完全相同的B亚单

位所构成的多亚单位大分子。A 亚基是一条单链，

合成后常在194、195 位氨基酸残基间裂解为CTA1

与 CTA2，两者以二硫键连接。其中CTA1 具有ADP

一核糖基转移酶活性，与CT 的佐剂作用有密切关

系；CTA2 则连接 CTA1 和 CTB。5 个 CTB 亚单位

彼此以非共价键结合成五聚体，再通过 CTA2 环绕

CTA1形成AB5 结构[1]。CTB 能与大多数哺乳动物细

胞表面的神经节苷脂GM1特异性结合，诱导细胞膜

构型改变，并将 CTA 转移到受体细胞膜上或胞浆
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内，随后 CTA1 与 CTA2 解离。CTA 1 能激活 G 蛋

白，并随之激活腺苷酸环化酶(AC)，引起细胞内环

磷酸腺苷(cAMP)浓度升高，最终导致腹泻。而CTB

结合神经节苷脂GM1的功能，可使连接的抗原蛋白

更易与黏膜作用，进而引起一系列生理生化反应，

产生更强的免疫效果[2]。Sun等[3]发现CTB在黏膜免

疫中的机制： (1)促进抗原通过黏膜屏障；(2)加强

抗原被DC和其他抗原提呈细胞的提呈作用；(3) 增

强抑制性 T 细胞分泌 TGF-β。
2　CTB 黏膜免疫佐剂研究现状

2.1　天然CTB的免疫佐剂活性　Tamara等[4]用纯化

的流感病毒A/YR/8/34(PR8, HINI)血凝素(HA)单独或

HA+CTB 混合免疫小鼠，4 周后将其中的 2 组以HA

加强免疫，然后以致死量的病毒攻击并对免疫的小

鼠的血清和鼻腔冲洗液中的抗体水平和肺内的病毒

滴度进行测定。结果表明，HA+CTB 免疫组不论是

否进行加强免疫，其鼻腔中的IgA、IgG 抗体滴度



5 4 生命科学 第20卷

和血清中的HI 抗体水平均高于HA 单独免疫组，比

未加强免疫组分别高4、15 和 32 倍；加强免疫组

分别高50、300和256倍。Luci等[5]研究发现 阴道

途径免疫接种CTB-OVA 可诱导MHC-I 类细胞毒反

应，分泌抗体，促进黏膜局部DC 摄取抗原。高 玲

等[6]将 3周龄雌性NOD小鼠60 只随机分为磷酸缓冲

液(PBS)阴性对照、1mg 胰岛素阴性对照、CTB+ 胰

岛素100ug、CTB+ 胰岛素1mg 等 4 组。动态监测

小鼠尿糖、血糖。结果显示，与PBS组比较，CTB+

胰岛素100ug 和 CTB+胰岛素1mg两组能够减少NOD

小鼠糖尿病的发生，降低小鼠糖尿病的累积发病

率；后组的预防效果优于前组。

2.2　重组CTB 的免疫活性　关于CTB 免疫佐剂作

用，较多的研究是用从 CT 全毒素中纯化天然 CTB

进行的。但是由于该制剂中存在的微量 CT 污染，

故一直存在着争论。为澄清这一问题，一些研究者

用无CT污染的重组CTB(rCTB)进行了研究。Coccia

等[7]采用 SJL/J 小鼠建立黏膜炎症模型(TNBS)，实

验表明，口服rCTB在 TNBS诱导过程中可抑制TNBS

大肠炎的进展，造模后则可使炎症消散。ELISA 测

定肠黏膜固有层单核淋巴细胞分泌的IFN-γ和 IL-12

含量，rCTB明显降低TNBS小鼠LPMC的 IL-12 和

IFN-c分泌。 此项研究证实了CTB 抑制黏膜Th1细

胞，并且有望应用于CD的治疗。Isaka 等[8]以加或

不加rCTB的白百破(DPT)，对BLAB/c小鼠鼻腔免疫

第35天处死小鼠，收集血液及肺部、鼻腔和肠道洗

液，以及粪便、唾液和阴道分泌物，用 ELIS A 法

测定抗原特异性IgG、IgA 和 IgE 抗体水平，用细

胞培养法(CCM)测定血清白喉抗毒素滴度；用破伤

风毒素中和法( T T N )测定破伤风抗毒素滴度；用

Kaketsuken颗粒凝集法(KPA)测定破伤风和白喉抗毒

素滴度。结果显示，加rCTB 组的ELISA、CCM 和

KPA测定的血清白喉类毒素(DTd)特异性IgG水平均

高于未加 rCTB 组。证明 rCTB 对 DTd 具有很好的

佐剂作用。Holmgren等[9]发现rCTB具有促进抗原提

呈，诱导 Th2 细胞产生细胞因子，促进 B 细胞同

种型分化及诱导 T、B 细胞记忆效应等功能，推测

rCTB可能刺激小鼠淋巴细胞增殖和分化，分泌Th2

型细胞因子，诱导局部黏膜免疫以及全身免疫。

2.3　CT 突变体　运用定点突变，筛选出无毒但仍

保留 CT 佐剂性和免疫原性的分子，这是另一种分

离CT 佐剂性与毒性的思路。CTK 63 是 CT 突变体

之一，无毒，结构稳定，但是其佐剂性很弱。而

另一种 CT 突变体 CTS106 仅有 1% 的 CT 毒性，与

野生型CT 有相似的佐剂效果。CT 突变体的研究还

在深入进行之中。随着 CT 黏膜佐剂作用和免疫原

性研究的深入，特别是其亚单位和突变体的研究，

将为霍乱弧菌疫苗开发和黏膜免疫佐剂研究提供新

思路[2]。

3　霍乱毒素B亚单位的应用

3.1　载体蛋白　霍乱毒素B亚单位作为免疫载体的

应用受到广泛的重视。CTB 是霍乱毒素的无毒亚单

位，它与大肠杆菌热敏肠毒素B亚单位(LTB)一样，

具有结合神经节苷脂GM1的功能，可使毒性A 亚单

位紧密结合在肠道黏膜细胞表面，使融合蛋白更易

与消化道黏膜作用，进而引起一系列生理生化反

应，产生更强的免疫效果。CTB 还可以作为某些外

源多肽的稳定载体。当它与化学偶联或基因融合的

抗原同时进入体内之后，会激起融合表位抗原的免

疫原性，使机体产生强烈的免疫反应，有可能达到

免疫保护作用[5]。

3.2　免疫佐剂　肽疫苗是新一代疫苗，以其不含无

用成分、全无毒副作用而受到研究者们的重视。由

于合成肽相对分子质量小，所含 Th 抗原决定簇数

量少，因此免疫原性差，不能刺激机体产生较强的

保护性免疫效应以抵抗病原体感染。现在一般通过

形成环肽、与载体蛋白交联以及使抗原决定簇基因

与载体蛋白基因融合表达等方法提高肽疫苗的免疫

原性。霍乱毒素B 亚单位无毒性，具有很强的免疫

原性，能刺激产生黏膜IgA 和血清IgG 抗体，具有

能加强抗原表位的抗原性的特点，故B 亚单位常被

选作肽疫苗的佐剂。很多实验室证实了CTB可以作

为免疫佐剂，用于强化多糖、小肽等半抗原。刘吏

婷等[10]用三价流感病毒灭活抗原及裂解抗原按比例

与rCTB 配伍，滴鼻免疫小鼠，分析血清中IgG 和

IgM 的动态变化。三周后，分析血清中 HAI 的变

化，收集鼻、肺冲洗液，分析IgG和 sIgA的变化。

研究表明：以全病毒抗原及rCTB+ 裂解抗原滴鼻免

疫小鼠，均可诱导小鼠产生较强的系统免疫反应和

局部黏膜免疫反应。

3.3　口服免疫蛋白　口服疫苗的研究已成为许多流

行性疾病的预防研究中的一个重要组成部分，尤其

是某些只通过肠道免疫产生的分泌性IgA才能清除

已感染病菌的疾病口服疫苗的研究更显重要。研究

证实CTB能抑制黏膜Th1细胞，并可应用于克隆病

的治疗[7]。而 CTB 蛋白是用于疫苗口服的一种理想
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蛋白质，因为它不仅可以提高肠道对蛋白质的吸收

率，而且可以作为免疫佐剂，提高机体产生的抗体

效价。CTB 亚单位除了通过神经节苷脂 GM1 结合

而使得它协助口服疫苗进入细胞外，它还能特异地

影响小肠黏膜细胞间的联结或小带闭锁结构，增加

通透性，防止口服疫苗在小肠黏膜处被消化分解，

保持其抗原性，使机体产生良好的免疫反应。另

外，CTB 是很好的口服和鼻黏膜免疫剂，当用做口

服抗原时，它可以引起消化道黏膜产生分泌型抗

体，同时诱导出血清中的抗体。很多实验室证实了

CTB 既可以作为免疫试剂，又可作为免疫佐剂[3,7]。

4　研究方向

目前研究认为CT 具有很强黏膜佐剂性，但CT

的强毒性使其应用受限。作为未来的CT佐剂, CTB

是一种良好的免疫佐剂和输送抗原载体，通过黏膜

途径免疫其效果更佳。而将其与目的抗原偶联或表

达成融合蛋白后可增强其佐剂和载体作用，使机体

产生较强的抗特异性抗原的黏膜和系统免疫应答。

近期研究证明CTB 能下调Th1介导的自身免疫性疾

病，如炎症性肠病、类风湿性关节炎、糖尿病，

所以具有潜在的治疗作用，至于CTB如何连接到黏

膜上而诱导信号转导，其信号转导到是否作用所有

细胞，是否受限于免疫细胞群，其信号转导和转运

递呈功能是否有某种联系等问题有待进一步研究。
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