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摘　要：为了研究猪ＩＦＮγ和ＩＬ４对疫苗的免疫佐剂效应，用ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４的重组质粒

与口蹄疫双价疫苗配伍免疫小鼠，检测小鼠抗口蹄疫抗体水平和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比值的动态变化，观察其免

疫佐剂效应。结果表明ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４重组质粒都能显著提高小鼠抗口蹄疫抗体水平（犘＜

０．０１），其中ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ提高亚洲Ⅰ型ＦＭＤ抗体水平的佐剂效应较ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４的显著（犘＜０．０１），而

ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４提高Ｏ型ＦＭＤ抗体水平的佐剂效应显著高于ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ（犘 ＜０．０１），ｐｃＤＮＡ３．１也显示

出了一定的佐剂效应；免疫后不同时间ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４组ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比值显著高于

其他组（犘 ＜０．０１），且第２１天与第７、４５天的差异极显著（犘 ＜０．０１）。
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　　疫苗接种一直是人类预防和控制传染性疫病的

主要手段，但是某些疫苗免疫的效果一直不太理想，

研究和开发安全高效的疫苗佐剂来增强疫苗效果已

成为当前急待解决的问题。细胞因子是机体内免疫

细胞或免疫相关细胞产生的一组具有广泛生物学活

性的蛋白类物质，能有效地激活和调节机体免疫能

力。曾有人把细胞因子作为佐剂与疫苗联用，结果虽

然显示其具有免疫增强作用，但由于其半衰期太短且

价格昂贵而未能广泛应用。后来研究发现，将细胞

因子基因在体内表达作为佐剂的免疫增强效果优于

细胞因子［１３］。ＩＦＮγ和ＩＬ４是重要免疫调节因

子，具有多种生物学活性［４］。ＩＦＮγ是由活化的 Ｔ

细胞和ＮＫ细胞产生的一种Ｔｈ１型细胞因子，具有

抗病毒、抗寄生虫及抑制细胞增殖等多种生物学活

性，其中最主要的活性是免疫调节作用［５］，可诱导机

体免疫反应向Ｔｈ１型转化。ＩＬ４是由活化的 Ｔｈ２

型细胞产生的一种细胞因子，可增强Ｂ细胞和Ｔ细

胞的相互作用，促进体液免疫应答，特别是ＩｇＥ分

泌，还可诱导单核巨噬细胞表达 ＭＨＣⅡ类分子，调

节造血细胞的增殖及分化［６］，诱导ＣＤ＋４ Ｔｈ幼稚前

体细胞定向分化为Ｔｈ２型细胞。近年来有研究发

现，重组的ＩＬ４和ＩＦＮγ作为疫苗佐剂能特异性地

增强疫苗的免疫效果。为了明确ＩＬ４和ＩＦＮγ免

疫增强作用，进而开发新型、安全、高效的疫苗佐剂，

本研究通过构建猪ＩＦＮγ、ＩＬ４基因的重组质粒（即

ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４）作为疫苗的

免疫佐剂，在实验动物上开展了这两种重组质粒对

猪口蹄疫双价灭活疫苗的免疫增强效果的研究。

１　材料与方法

１１　实验动物

　　４～５周龄昆明小鼠５０只（雌雄各半），由兰州

生物制品研究所动物室提供。

１２　试剂

　　Ｏ型、亚洲Ⅰ型口蹄疫液相阻断ＥＬＩＳＡ检测试

剂盒，由国家口蹄疫参考实验室提供；商品口蹄疫双

价（Ｏ型和亚洲Ⅰ型）灭活疫苗由中农威特生物股份

公司提供；酶标板（丹麦 Ｎｕｎｃ公司）；ｐｃＤＮＡ３．１／

ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４重组表达质粒均由本实

验室构建。

１３　疫苗配制、免疫及其抗体检测方法

　　试验分别设空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、口蹄疫疫苗

组（Ｖａｃｃｉｎｅ）、口蹄疫疫苗＋空载体组（Ｖａｃｃｉｎｅ＋

ｐｃＤＮＡ３．１）、口蹄疫疫苗 ＋ ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４ 组

（Ｖａｃｃｉｎｅ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４）和口蹄疫疫苗＋ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＦＮγ组（Ｖａｃｃｉｎｅ＋ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ），每

组１０只小鼠，共５组；疫苗按２００μＬ／只加入１００

μｇ／只重组质粒或５０μＬ／只稀释液配制，免疫剂量

为２５０μＬ／只，分别于两后肢股内侧肌肉注射。在

免疫前和免疫后第７、１４、２８、４５、６０和９０天，分别剪

尾采血分离血清，进行口蹄疫抗体ＥＬＩＳＡ检测。

１４　免疫小鼠犆犇４
＋／犆犇８＋犜细胞的检测

　　在免疫后第７、２１和４５天，每组随机处死２只

小鼠，取脾脏，分离脾细胞，调节细胞浓度至１×

１０７／ｍＬ。取上述脾细胞悬液１００μＬ至１．５ｍＬ灭

菌离心管，后向每管中加入１０μＬＣＤ４
＋／ＣＤ８＋双

色标记的抗体，同时设非免疫对照管；室温避光静置

１５～２０ｍｉｎ，１６００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，用ＰＢＳ悬浮洗

涤细胞沉淀２次，用０．５ｍＬＰＢＳ悬浮细胞，用流式

细胞仪（ＣｏｕｌｔｅｒＥＰＩＣＳＸＬ）检测。

１５　统计学处理

　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处理，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２１　重组质粒佐剂对抗体水平的增强效果

　　用Ｏ型、亚洲Ⅰ型口蹄疫液相阻断ＥＬＩＳＡ试

剂盒检测ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４重

组质粒的免疫增强作用。结果显示，除第４５天疫苗

对照组和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ组的亚洲Ⅰ型抗体水

平差异不显著外（犘＞０．０５），其余时间段 ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４组的亚洲Ⅰ型抗

体水平显著高于（犘＜０．０１）疫苗对照组和ｐｃＤ

ＮＡ３．１组；除第９０天疫苗对照组与ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ

４组Ｏ型抗体水平差异不显著外，其余时间段ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４组的 Ｏ 型抗体

水平均与疫苗对照组和ｐｃＤＮＡ３．１组的差异极显

著（犘＜０．０１）（图１、２）。此外，ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ增

强亚洲Ⅰ型抗体水平的佐剂效应显著高于ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＬ４（犘＜０．０１），而ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４增强Ｏ

型抗体水平的佐剂效应显著高于ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ

（犘＜０．０１）。

２２　不同免疫组小鼠犆犇４
＋／犆犇８＋犜细胞的动态

变化

　　各组中不同阶段免疫小鼠ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋Ｔ细胞

的含量差异明显，如图３、４和５分别为ｐｃＤＮＡ３．１／

１４２１
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图１　不同免疫组抗亚洲Ⅰ型犉犕犇抗体变化

犉犻犵．１　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾犪犵犪犻狀狊狋狊犲狉狅狋狔狆犲犃狊犻犪

Ⅰ犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀

图２　不同免疫组抗犗型犉犕犇抗体变化

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾犪犵犪犻狀狊狋狊犲狉狅狋狔狆犲犗

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀

图３　免疫后第７天犞犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇犖犃３．１／犐犉犖γ组

小鼠脾脏中犆犇４＋、犆犇８＋犜细胞的散点图

犉犻犵．３　犜犺犲狉犪狋犻狅狅犳犆犇４
＋，犆犇８＋犮犲犾犾犻狀犿狅狌狊犲狊狆犾犲犲狀

犪狋７犱犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳狏犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇

犖犃３．１／犐犉犖γ狆犾犪狊犿犻犱

ＩＦＮγ组不同时间段ＣＤ４
＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞的百分

含量分布图。ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比值的动态平衡

反映了机体免疫调控状态和免疫水平。由图可知，

免疫 后 不 同 时 间 段 ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ 和 ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＬ４组ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比值显著高于

（犘＜０．０１）其他组，且第２１天与第７天和第４５天

的差异极显著（犘＜０．０１）（图６）。这说明重组质粒

图４　免疫后第２１天 犞犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇犖犃３．１／犐犉犖γ

组小鼠脾脏中犆犇４＋、犆犇８＋犜细胞的散点图

犉犻犵．４　犜犺犲狉犪狋犻狅狅犳犆犇４
＋，犆犇８＋犮犲犾犾犻狀犿狅狌狊犲狊狆犾犲犲狀

犪狋２１犱犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳狏犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇

犖犃３．１／犐犉犖γ狆犾犪狊犿犻犱

图５　免疫后第４５天 犞犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇犖犃３．１／犐犉犖γ

组小鼠脾脏中犆犇４＋、犆犇８＋犜细胞的散点图

犉犻犵．５　犜犺犲狉犪狋犻狅狅犳犆犇４
＋，犆犇８＋犮犲犾犾犻狀犿狅狌狊犲狊狆犾犲犲狀

犪狋４５犱犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳犞犪犮犮犻狀犲＋狆犮犇

犖犃３．１／犐犉犖γ狆犾犪狊犿犻犱

免疫后始终以ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞效应为主，即标志

着机体处于保护性免疫应答状态。

３　讨　论

３１　重组质粒佐剂对抗体水平的增强效果

　　Ｋｉｍ等以ＩＬ４、ＩＦＮγ质粒分别与表达猴免疫

缺陷病毒ＳＩＶｇａｐ／ｐｏｌ蛋白的质粒、表达ＨＩＶｅｎｖ／

ｒｅｖ蛋白的质粒共同免疫，发现ＩＬ４、ＩＦＮγ能显著

增强抗原特异性Ｔ细胞介导的免疫反应，使免疫反

应倾向于Ｔｈ２型
［７８］。Ｉｓｈｉｉ等同样发现ＩＬ４增强

ＤＮＡ疫苗的Ｔｈ２型免疫反应，表现为ＩｇＧ１抗体水

平显著升高［９］。Ｇｅｉｓｓｌｅｒ等在研究 ＨＣＶ核心抗原
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图６　不同免疫组脾脏中犆犇４
＋／犆犇８＋犜细胞的变化

犉犻犵．６　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犆犇４
＋／犆犇８＋犮犲犾犾犻狀狊狆犾犲犲狀狅犳犱犻犳

犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀

ＤＮＡ疫苗时发现，质粒表达的ＩＬ４也能与ＩＬ２和

ＧＭＣＳＦ一样使血清阳转率明显增高，但对 ＣＴＬ

活性却呈抑制作用，并诱导 Ｔｈ细胞向 Ｔｈ０型分

化［１０］。Ｓｏｎｇ等同样发现ＩＬ４与ＣＥＡ 表达质粒共

免疫可诱导高水平的Ｔｈ２型免疫反应，但抑制ＣＴＬ

活性，因而不能产生抗肿瘤效应［１１］。陈欲晓等为了

研究重组ＩＬ４真核表达质粒是否增强日本血吸虫

组织蛋白酶ＢＤＮＡ疫苗对小鼠的免疫保护效果，

构建小鼠ＩＬ４的真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１，并联合

日本 血 吸 虫 组 织 蛋 白 酶 Ｂ 的 表 达 质 粒 ＤＮＡ

（ＶＲ１０１２Ｓｊ３１）肌注免疫小鼠，末次免疫３周后攻

击感染，用减虫率及减卵率表示保护力，结果证明重

组ＩＬ４能提高日本血吸虫组织蛋白酶Ｂ核酸疫苗

的抗血吸虫保护力，具有免疫佐剂的效应［１２］。在针

对免疫缺陷鼠的糖尿病、关节炎等疾病的基因治疗

中，ＩＬ４作为分子免疫佐剂也显示了一定的作用，

而且能增加免疫治疗的安全性［１３１４］。

　　Ｍｉｎ等在研究多种细胞因子对艾美耳球虫

ＤＮＡ疫苗的佐剂效应时发现，ＩＦＮγ基因可显著

抑制寄生虫的增殖［１５］。Ｐｅｒｔｍｅｒ等以ＩＦＮγ质粒

与流感病毒血凝素ＨＡＤＮＡ疫苗共同免疫幼鼠和

成鼠，发现ＩＦＮγ可促进记忆性脾细胞由分泌ＩＦＮ

γ和ＩＬ５转向只分泌ＩＦＮγ，在幼鼠模型中还观察

到以ＩｇＧ２ａ为主的抗体反应
［１６］。Ｃｈｏｗ 等报道，

ＩＦＮγ质粒与ＨＢＶＤＮＡ疫苗共免疫，可诱导显著

的Ｔｈ１型细胞免疫和高的ＩｇＧ２ａ抗体滴度以及极

其显著的ＣＴＬ活性，而明显抑制Ｔｈ２型免疫反应

和ＩｇＧ１的产生；此外，ＩＦＮγ还能增强ＣＥＡＤＮＡ

疫苗的抗肿瘤效应。除观察到高水平的 Ｔｈ１型免

疫反应和ＣＴＬ作用外，血清中ＩＦＮγ分泌量显著

增高而ＩＬ４显著降低，呈现保护性免疫反应，因而

不仅能抗肿瘤，而且能抑制转移性同源ＣＥＡ阳性

Ｐ８１５瘤细胞的生长
［５］。

　　本研究结果与上述报道一致。研究显示，ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４重组质粒佐剂诱

导的抗体水平明显高于空载体组和疫苗对照组，并

能使口蹄疫疫苗抗体在较长时间内保持高水平，但

两者对不同型抗体水平的增强作用存在一定差异，

这充分说明ＩＬ４和ＩＦＮγ可特异性地增强机体免

疫应答，使机体获得有效的保护。

３２　免疫小鼠的犆犇４
＋／犆犇８＋细胞的动态变化

　　Ｔ淋巴细胞表面抗原ＣＤ４、ＣＤ８分别是辅助性

Ｔ细胞及杀伤性Ｔ细胞的表面特异性标志。ＣＤ４＋

淋巴细胞通过分泌细胞因子来调节机体免疫功能，

具有辅助Ｔ淋巴细胞转变为效应细胞，辅助Ｂ淋巴

细胞生成抗体等作用，起到诱导和辅助细胞和体液

免疫的作用，称为辅助Ｔ细胞（Ｔｈ）。当免疫应答发

生时，静止的Ｔｈ细胞在识别由抗原递呈细胞递呈

的抗原后，先后发育为诱导性Ｔ细胞（Ｔｉ）、活化的

Ｔｈ细胞及效应Ｔｈ细胞，并使Ｔ细胞不断增殖分化

和成熟。ＣＤ８＋淋巴细胞主要参与直接杀伤靶细胞；

另有１个亚群具有抑制Ｔ细胞活性，抑制Ｂ细胞产

生抗体和细胞毒素等作用，起到抑制细胞和体液免

疫的作用，称为Ｔ抑制细胞（Ｔｓ），对免疫应答有负

调节效应。这些细胞亚群相互作用维持着机体正常

的免疫功能，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 比值表示着免疫功能的

平衡状态，反映了机体免疫调控状态和免疫水平，两

者的相互诱导和制约调节着机体的免疫功能平

衡［１７２０］。本研究结果表明，重组质粒免疫后始终以

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞效应为主，即标志着机体处于保护

性免疫应答状态。免疫后不同时间ｐｃＤＮＡ３．１／

ＩＦＮγ和 ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４重组质粒组间 ＣＤ４
＋／

ＣＤ８＋比值差异不显著，但免疫后第２１天和第４５天

的ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值明显高于第７天的，其中第２１

天ＣＤ４＋／ＣＤ８＋最高，且均高于其他组。对照组变

化趋势与免疫组相似的原因可能是每次人为操作不

完全一致造成的，但对ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ＩＬ４重组质粒的佐剂效应评价结果影响不

大。这说明ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＦＮγ和ｐｃＤＮＡ３．１／ＩＬ４

重组质粒的佐剂效应显著，能显著增强口蹄疫疫苗

保护性免疫作用，并使免疫期限明显延长。
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