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表达H5亚型禽流感病毒HA基因的DNA疫苗免疫保护效力研究

              姜永萍，于康震，邓国华，田国斌，乔传玲，陈化兰

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所农业部动物流感重点开放实验室/兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨 150001)

    摘要:表达高致病力禽流感病毒分离株 /̂Goose/Guangdong/1/96(HSN1)  (GD/1/96 (HSN1)]HA墓因的DNA疫

苗质粒pCIHA5具有良好的免疫保护性，为了将其开发并应用于实际，对其免疫保护效力进行了进一步的研究。结

果表明，用10. 40, 70. 100和150 Ng pCIHA5和油苗1次免疫后，其免疫保护率分别为12. 50%(1/8) . 58. 3%(7/12),

72.7%(8/10. 50.0%(6/12), 66.7%(8/12)和100%(12/12)，其中70和100 ttg荆量组的病毒分离结果为1/8和2/6;

用剂量为5 , 20 , 35和50 Vg pCIHA5分别免疫2次，免疫保护率分别为45.5%(5/11), 58.3%(7/12), 58.3%(7/12)

和91. 7%(11/12), 5 Itg的病毒分离结果为1/5，其余组未分离出病毒;pCIHA5免疫后AGP抗体均未检出，油苗免疫

后其HI抗体虽高，但AGP抗体也呈阳性。结果显示，加强免疫应为DNA疫苗质粒pCIHA5的安全免疫方式，DNA疫苗

质粒pCIHA5虽具有较为稳定的免疫原性和免疫保护性，但有必要进一步提高其在肌肉组织中的有效表达水平和抗

体反应水平。

    关键词:禽流感病毒;血凝素基因;DNA疫苗;免疫保护效力

Protection Efficacity of DNA Vaccine Encoding Hemagglutinin of H5

                Subtype Avian Influenza Virus

JIANG Yong-ping, YU Kang-zhen, DENG Guo-hua, TIAN Guo-bin, QIAO Chuan-ling, CHEN Hua-lan

(Animal Influenza Laboratory of the Ministry Agriculture and National Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, Harbin Veterinary

                        Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150001)

    Abstract: The DNA vaccine pCIHA5 encoding hemagglutinin can protect SPF chicken against lethal 1-15N1 avian

influenza virus challenge. The more characters about its protection efficacity were studied. The protective rates in 10,40, 70,

100 and 150 pg groups which immunized pC134A5 were 12.5% (1/8),58.3% (7/12),72.7% (8/11),50.0% (6/12) and 66.7% (8/12),

respectively. The protective rates in 5, 20, 35 and 50 pg groups were 45.5%(5111), 58.3% (7/12), 58.3% (7/12) and 91.7% (1l/
12),respectively. The 70, 100 and 5 1tg groups have virus shedding with 1/8, 2/6 and 1/5. Though the inactived oil-

emulsion vaccine has high HI antibody titers and 100% protective rate, the AGP antibody could be detected after vaccination,

Results show that the pCIHA5 is fit to boost by intramuscular injection. This would be useful to the study on gene

engineering vaccine of avian influenza virus.

    Key words: Avian influenza virus; Hemagglutinin; DNA vaccine; Protection efficacity

    1997年香港流感事件中有18人感染了H5亚型

禽流感病毒(AIV)A/Hongkong/156/97 (H5N1)

(HK156)，有6人因此死亡[','I, H5亚型禽流感病毒

可直接感染人。继H5N1感染人以后，1999年2月，

郭元吉等于香港首次分离出2株感染人的H9N2禽流

感病毒[”〕，这一事件的发生，无疑又增加了禽流

感病毒可直接感染人并致病的佐证。自此，禽流感

病毒己具有全新的公共卫生意义。在中国大陆的一

些地区也相继分离到了不同亚型的AN，对养禽业造

成了很大的经济损失[[4, 5]。虽然我国已开展了针对

主要流行亚型的油乳剂灭活疫苗的研究，并己取得

了良好的区域试验效果，但由于无法区分疫苗免疫

和自然感染抗体，而可能给我国禽流感的流行病学

调查和疫病监测带来一定干扰。在此前提下，开展禽
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流感基因工程疫苗的研究，为禽流感的防制提供

新型的免疫预防途径是一种必然。许多研究表

明[6-141，表达AIV HA基因的DNA疫苗质粒可产生
有效的免疫保护反应。陈化兰等193报道，表达H5Nl

亚型高致病性禽流感病毒HA基因的DNA疫苗pCIHA5

不但可诱导产生较高的抗体反应，而且可抵御同源

强毒的致死性攻击，为了将其开发并应用于实际，为

我国AIV的防制提供技术储备，笔者对其免疫保护

效力进行了进一步的研究，结果如下。

1材料与方法

1.1 菌种及质粒
    E. coli JM109购自大连宝生物公司，由哈尔

滨兽医研究所农业部动物流感重点开放实验室保存。

质粒pCIHA5由该实验室克隆构建。

1. 2 SPF雏鸡和SPF鸡胚

    9-11日龄SPF鸡胚由哈尔滨兽医研究所SPF试

验动物中心提供;白色来杭近交系SPF雏鸡由哈尔

滨兽医研究所SPF试验动物中心提供，试验时饲养

于哈尔滨兽医研究所实验动物中心禽病感染实验室

的负压隔离器内。

1.3 毒株及H5亚型油苗
    HPAIV分离株 A/Goose/Guangdong/l/96(H5N1)

[GD/1/96 (H5N1)]及H5亚型油苗由哈尔滨兽医研

究所农业部动物流感重点开放实验室保存。

1.4 质粒pCIHA5的大量制备
    在JM 109中扩增PC工HA5，碱裂解法提取，聚

乙二醇纯化质粒DNA(参照《分子克隆实验指南)))紫

外分光光度计定量后溶于磷酸盐缓冲液(PBS)

(pH7. 2)中冻存备用。

1. 5  pC I HA5免疫保护效力研究
1.5.1  pCIHA5不同剂量单次免疫的保护效力研究
  试验分为7组，其中1-5组以pCIHA5免疫1次，

pCIHA5以200 pl体积腿肌2点注射;其免疫剂量
分别为10 (8只)、40 (12只)、70(11只)、100 (12

只)和150 Fg(12只)，第6组(12只)为油苗免疫
组，其免疫剂量为每羽0.3 ml，第7组(22只)为非

免疫对照组，仅注射200川 PBS溶液;4周龄SPF
鸡免疫后3周用HPAIV GD/l/96(H5N1)的10倍半数

致死剂量(10  LD50)以肌肉注射途径攻毒(每只
0. 2 ml);各组在免疫后每周及攻毒后2周均经翅

静脉采血并分离血清检测HI抗体和AGP抗体;在

攻毒后1周采集泄殖腔棉拭子，样品经无菌处理后

接种SPF鸡胚尿囊腔分离病毒，微量血凝法检测病

毒。

1.5.2  pCIHA5不同剂量加强免疫的保护效力研究

  试验设为5组，其中I一W组以PC工HA5免疫2次，

注射体积为200 F 1，其免疫剂量分别为5(11只)、

2002只)、35 (12只)和50 pg(12只)，V组(17
只)为非免疫对照组，仅注射200 Fl PBS溶液。4
周龄SPF鸡首免后3周以同样剂量和体积加强免疫，

2次免疫后2周以HPAIV GD/l/96(H5Nl)的50 LD5。肌
肉注射攻毒 (每只0. 2 ml)。各组在免疫后每周及

攻毒后每周均经翅静脉采血并分离血清检测HI抗体

和AGP抗体;在攻毒后1周采集泻殖腔棉拭子，样

品经无菌处理后接种SPF鸡胚尿囊腔分离病毒。

2 结果与分析

2. 1  pC I HA5不同剂量单次免疫的保护效力研究
    对照组在攻毒后2-8 d全部死亡。10, 40,

70, 100和150 erg pCIHA5免疫组及油苗免疫组的
免疫保护率分别为12. 5%(1/8), 58. 3% (7/12),
72.7%(8/11)、50.0% (6/12)、66.7% (8/12)和

100.0%(12/12)(表1、图1)0 10，g免疫组在免疫

后3周才有可检测的HI抗体水平，40, 70, 100和

150 gg pCIHA5免疫组在免疫后HI抗体水平无明显
差别，油苗免疫组在免疫后HI抗体水平明显高于其

它组。其中70 pg免疫组分毒结果为1/8, 100 gg
免疫组分毒结果为2/6. pCIHA5免疫组在免疫后未

检出AGP抗体，而油苗组在免疫后2周可检测出AGP

抗体。

2. 2 pC I HA5不同剂量加强免疫的保护效力研究
    对照组在攻毒后2一6d全部死亡，5 gg免疫

组的保护率可达45.5% (5/11), 20和35 Etg免疫组

的免疫保护率均为58.3%(7/12), 50 pg免疫组的保
护率可高达91. 7%(11/12) 0 5 pg免疫组的病毒分离
结果为1/5, 20和35 Hg免疫组的HI抗体水平在免
疫后有不同程度的升高，攻毒后有明显升高;首免

2周后50 pg免疫组的HI抗体平均水平明显高于其
它组，且在攻毒后其抗体水平变化不大;pCIHA5以
不同剂量免疫2次后其AGP抗体均为阴性(表2、图

2)。

3 讨论

    在DNA免疫中抗原表达水平是免疫成败的决定

因素[[is,161, AIV感染的防治也依赖于针对AIV HA
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表1  pCIHA5不同剂皿单次免疫保护效力研究

Table 1 The protection efficacy of different doses immunized with pCIHA5

组别 AGP抗体 HI抗体阳性率’)(阳性数/总数) 保护率(存活/总数) 病毒分离(阳性/存活)

Groups           The AGP antibody    The positive rate of HI antibody (positive八otal) The protection rate     The virus shedding

                      titers              1周 2周 3周 4周 5周 (survival八otal)     (positive/survival)

                                            lweeks          2 weeks     3 weeks   4 weeks   5 weeks

10 Pg免疫 一 0/8        0/8        1/8        3/82)        1/8 万「可丁5%歹— 一-.而万一一--一
10 pg immunized
40 gg免疫 一 。/12       6/12       7/12        7/12        7/12   7/12 (58.3%)              0/7
40 pg immunized
70 pg免疫 一 。/11       3/11       5/11        8/11        8/11   8/11 (72.7%)              1/8
70 pg immunized

100 jig免疫 一 。/12       6/12       6/12        6/12        6/12   6/12 (50.0%)              2/6
100 pg immunized
150 pg免疫 一 。/12       7/12       7/12        8/12        8/12   8/12 (66.7%)              0/8
150 pg immunized
油苗免疫 + 0/12      12/12      12/12       12/12       12/12   12/12(100.0%)            0/12
Oil-emulsion vaccine

非免疫对照 一 。/22       0/22       0/22 - 一 0/22(0.0%)           *3)
Unvaccinated control

') 1, 2, 3, 4, 5周分别为免疫后1,2,3周和攻毒后1, 2周:2，有2只攻毒后抗体阳转，但于攻毒后8d死亡;“)攻毒后2-8 d

1)1, 2, 3,

    positive

4 5 weeks mean after 1, 2, 3 weeks of vaccine and after 2 weeks of challenge; 2)

全死
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图1  PC IHA5不同剂f单次免疫的HI抗体平均水平

Fig.1  The HI antibody titers of different doses

        immunized with PCIHA5

图2  PC IHA5不同剂量加强免疫的HI抗体平均水平
Fig.2 The HI antibody titers of different doses

        boosted with PCIHA5

表2

Table

组别

Groups

PC IHA5不同剂纽加强免疫的保护效力研究

2  The protection efficacity of different doses boosted with PCIHA5

HI抗体阳性率n(阳性数/总数)AGP抗体

The AGP antibod

      titers The217
positive rate of HI antibody(positive/total)

2 weeks

3周

3 weeks

3/11

  4周

4 weeks

  5周

5 week

3/11 2/11 3八1

        保护率(存活/总数)

        The protection rate

  7周 (survival/total)

7 weeks

病毒分离(阳性/存活)

The virus shedding

(positive/survival)

1/55/11 5/11(45.5%)

0/7

0/7

7/12 (58. 3%)

7/12(58.3%)

0
‘

内
‘

7/

7/

门
‘

门
‘

7/

7/

7/l2

7/12

n
产
﹄

n
‘

盯

7/

叮

6/

5/

2/

5pg加强免疫

5 p g boosted
20pg加强免疫
20 p g boosted

35 p gulp强免疫
35 p g boosted
50pg加强免疫
50pg boosted
非免疫对照
Unvaccinated control

10/12     10/12      8/12

0/17      0/17      0/17

10/12 11八2 11/12

0/17 0/17

11/12(91卿

  0/17(0.囚

0/11

  *2)

0/12

0/12

0/12

    1,2,3周分别为首免后1,2,3周，4, 5周为加强免疫后1, 2周，6, 7周为攻毒后1, 2周;2’攻毒后2-6 d全死

1,  2,  3 weeks mean after 1,  2 and 3 weeks of vaccine,respectively.  4 and 5 weeks

6, 7 weeksmean after 1, 2 weeks of challenge, respectively 2' The chickens were

mean after 1 and 2 weeks of boost,respectively.

all died 2-6 days after challenge
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基因抗体的产生。许多表达HA基因的DNA质粒

免疫鸡体后在攻毒前不能诱导产生可检测的HI抗

体[s, 111. Suarez和Schultz-Cherry [15]曾报道用50

或100 pg含有H5亚型HA的质粒免疫时，有50%的
鸡可以检测到抗体，有60%的免疫鸡可以抵抗致死

病毒的攻击。有报道表明DNA疫苗以肌肉注射途经

免疫时，至少在鸡体，可以产生不同的免疫反应，陈

化兰等[[9l研究表明表达H5亚型HA基因的DNA疫苗

质粒pCIHA5，以50和100 pg肌肉注射免疫时，不
仅可以诱导免疫鸡产生高水平的HI抗体，而且可以

完全抵抗同源强毒的攻击。

    本研究进一步的试验表明，DNA质粒pCIHA5以

每次10 pg肌肉注射免疫后也可保护12.5%(1/8)的

试验鸡免于死亡，而当1次免疫的剂量加大至150 jig
pCIHA5时，其保护率仅为66.7%(8/12)，由此可见，

pCIHA5质粒1次免疫的效果欠佳，要达到坚实的免

疫保护必须进行加强免疫。而5 pg pC工HA5 2次免
疫 (累积10 Ng)后即可得到45.5%(5/11)的保护
率，50 pg pCIHA5的保护率可高达91.7%(11/12)。
在试验中，既使pCIHA5 2次免疫试验组的攻毒剂量

高于1次免疫试验组，但比较2次试验中免疫总量

相同的组时，2次免疫的效果要优于1次免疫，说

明DNA疫苗免疫后，抗原表达水平必须达到一定剂

量时才能诱导产生一定水平的抗体反应和完全有

效的免疫保护，这与前人的研究结果相一致「‘“，‘“〕。

因此，为了有效抵抗病毒攻击，加强免疫应为DNA疫

苗的安全免疫方式。

    在5pg加强免疫组、70和100 gg pCIHA5免
疫1次组的免疫耐过鸡中均有个别鸡病毒分离结果

为阳性，进一步分析表明，这些病毒分离阳性鸡在

免疫后未检测到HI抗体，而在攻毒后其HI抗体水

平明显上升很高;在10 pg pCIHA5免疫1次组中，
有2只试验鸡在攻毒后抗体明显阳转并且未能抵抗

病毒繁殖，只是减慢了病毒繁殖速度;有些免疫鸡

虽在免疫后未能检测到抗体，但仍能抵抗病毒攻

击;而在不同剂量的免疫组中，凡是在免疫后能诱

导并产生较高HI抗体反应的试验鸡均能完全抵抗强

毒的攻击，这些结果提示，当DNA疫苗质粒在肌细

胞中的表达量不足以诱导一定程度的体液免疫及细

胞免疫时，只可保护试验鸡免于死亡，而不能保护

其对强毒攻击后的感染。在20 pg pCIHA5首免后和
50 erg pCIHA5加强免疫后均发现有个别完全免疫鸡
的抗体水平出现降低现象，这可能与血清分离及未

能诱导稳定的抗体反应有关。

    总之，表达H5亚型 HA基因的DNA疫苗质粒

pCIHA5虽具有较为稳定的免疫原性和免疫保护性，

但其免疫后HI抗体产生水平明显低于油苗，而且

其免疫后抗体反应水平有一定的个体差异，因此，

进一步提高DNA疫苗在肌肉组织中的有效表达水平

和抗体反应水平，是今后研究的方向。
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