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要!本文开展了检测小鹅瘟病毒"
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#

%.+

基因的实时荧光定量
),-

"

./0),-

#方法的建立和基因枪轰击不

同剂量"

!

&

+

和
$

!

1

#

()*0%.+

基因疫苗"
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#在
+&

日龄四川白鹅体内"心&肝&脾&肺&肾&法氏囊&

胸腺&哈氏腺&十二指肠&空肠&回肠&直肠&盲肠&胰腺&血液&脑及注射部位皮肤#分布规律的研究'结果表明$

"

建

立的
./0),-

特异性强&灵敏度高&重复性好!核酸模板数与
./0),-

测定的
,7

值相关系数达到
&#888

!具有很好

的直线相关性%
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各剂量免疫雏鹅
!9

即可在各组织中检测到!其中注射部位含量最高!肝&肾&

淋巴器官"脾&法氏囊&胸腺&哈氏腺#含量较高%

$

到免疫后
"!:;

时!

!
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1

组免疫雏鹅各个组织器官内仍检测到
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的存在!但多数组织器官中的含量比
!9

时约少了
'

个数量级!其中免疫部位减少了
:

个数量

级%

%

血液中
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的含量较少!且免疫后
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各时间点的差异不显著"
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不同剂

量
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免疫雏鹅各组织中的含量呈现的总体规律为
$
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组
$

+
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1

组
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1

组!但差异不显著"

.
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#'因此!
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是定量检测
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在免疫雏鹅体内含量的可靠方法!
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免疫雏

鹅后
!9

时可分布至雏鹅体内各组织器官中并持续存在
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小鹅瘟病毒"

(OOTK

2

HXNONIXMT

!
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#感染是

危害养鹅业的主要传染病之一!目前免疫预防小鹅

瘟主要是使用弱毒疫苗免疫种鹅!使下一代雏鹅获

得被动免疫保护!或直接对雏鹅注射特异血清提供

被动免疫保护+

!

,

!这种免疫手段无法区别
()*

自

然感染和人工免疫产生的特异抗体!为预防乃至消

灭小鹅瘟的危害造成一定的困难!而基因疫苗技术

为解决此难题提供了可行途径+

"

!

+

,

'基因疫苗是将

编码某种抗原蛋白的外源基因直接导入机体细胞

内!通过宿主细胞的转录系统合成抗原蛋白!转录合

成的抗原蛋白可诱发机体产生保护性中和抗体!达

到预防和治疗疾病的目的!具有制作简单&价格低

廉+

'

,等优点'

*)+

是
()*

主要的免疫原性蛋白!

是用于构建
()*

基因疫苗的理想基因+

%

,

!本实验

室以
%.+

基因为目的基因构建了小鹅瘟病毒
%.+

基因疫苗"

2
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#并建立了能够特异检

测
2
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的
AH

_

QHL

探针实时荧光定

量
),-

"

./0),-

#'本文用
./0),-

方法检测

2

34560()*0*)+

以不同剂量通过基因枪轰击
+&

日龄四川白鹅后在鹅体内的动态分布规律!以期为

进一步研究和阐明
2

34560()*0*)+

免疫发生机

理&免疫持续期提供基础数据'

&

!

材料与方法

&B&

!

材料

!<!<!

!

质粒与菌株
!2

3456+<!

"

`

#质粒!

PL0

NI7XO

1

KL

产品%大肠杆菌
BQ!&8

由本实验室保存%

2

34560()*0*)+

!为
()*

的
%.+

基因正向插入

2

3456+<!

"

`

#多克隆位点中的真核表达质粒!由

本实验室构建'

2

34560()*0*)+

按常规方法转

化
BQ!&8

得到重组菌株!参照文献+

$

,采用碱裂解

法大量制备并经聚乙二醇
0Q

1

,J

"

法纯化'

!<!<"

!

实验动物
!

+&

日龄健康四川白鹅!由四川

农业大学家禽繁殖育种实验场提供!免疫扩散反应

检测
()*

抗体为阴性'

!<!<+

!

仪器设备和试剂
!

荧光实时定量
),-

仪

"

?IO0-H;

!

I,

W

3JKXI/

#!基因枪"

)4=!&&&

*

RK=

W

T0

7KG

型!

?IO0-H;

#!台式高速冷冻离心机"

?K3ZGHL

,OMJ7KX6JJK

1

XH"!-

#!定量
),-

热启动酶"

AHaH0

-H@̂ AH

_

AQ -0),- *KXTIOL"<!

#&蛋白酶
a

&

=4=

&

AXIT

饱和酚等均购自大连宝生物公司!硅胶膜

型质粒
456

抽提试剂盒购自北京赛百盛基因技术

有限公司'

&B!

!

方法

!<"<!

!

引物&探针设计与合成
!

根据
DH;OXI

等

!88%

年发布的
()*?

株基因组全序列的
%.+

基

因片段作为扩增靶区!用
)XIGKXK̂

2

XKTT"<&

软件

设计引物和
AH

_

QHL

探针'上游引物$

%b0(A(,0

,(6A((6(A(((A66A0+b

%下游引物$

%b06,A0

(A(AAA,,,6A,,6AA((0+b

%

AH

_

QHL

探针$

%b0

.A,(,66A(,,66AAA,,,(6(()0+b

'

!!

扩增目的片段为
$&Y

2

!引物&探针由上海基康

生物有限公司合成'

!<"<"

!

AH

_

QHL

探针荧光定量
),-

检测
2

34560

()*0*)+

方法的建立

!<"<"<!

!

标准阳性模板的制备$将培养过夜含

2

34560()*0*)+

的
BQ!&8

使用硅胶膜型质粒

456

抽提试剂盒抽提
2

34560()*0*)+

'经核酸

%&"!
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蛋白检测仪测定和按文献+

:

,方法计算!提取质粒的

c4

"$&

*

c4

">&

$

!<>

!浓度为
"

!

1

*

!

E

"

"<:$d!&

!! 拷

贝*
!

E

#!

e"&f

保存备用'

!<"<"<"

!

反应条件的优化$对荧光定量
),-

反应

的探针浓度&酶量和
Q

1

"̀ 浓度进行筛选优化!以得

到最佳的反应条件'

!<"<"<+

!

特异性&灵敏性和重复性检测$特异性!对

本实验室保存的鸭瘟病毒"

4)*0=,!

株#&鹅细小病

毒"

()*0=,N

株#&空载体&正常鹅组织
456

和标

准阳性模板进行荧光定量
),-

%灵敏性!将已计算

出拷贝数的标准品按
!&

倍梯度稀释!荧光定量

),-

检测!计算出荧光定量
),-

所能检出的最低

模板拷贝数%重复性!对同一份标准品分别进行
%

次检测!对检测结果进行统计学分析'

!<"<"<'

!

标准曲线的建立$以
!&

倍梯度稀释已知

拷贝数的标准样品为模板!以优化好的反应条件进

行定量
),-

检测!由
I,

W

3JKXP/ c

2

7I3HJ4K7K37IOL

=

W

T7KG=OU7\HXK8

"

*KXTIOL+<!

#计算得到绝对定量

标准曲线'

!<"<+

!

动物的免疫接种及组织样品的采集
!

将
8&

只四川白鹅随机分为
%

组!

!>

只*组'第
!

组为大

剂量免疫组!每只基因枪注射
$

!

12

34560()*0

*)+

%第
"

组为中剂量免疫组!每只基因枪注射
+

!

1

2

34560()*0*)+

%第
+

组为小剂量免疫组!每只基

因枪注射
!

!

12

34560()*0*)+

%第
'

组为空载体

对照组!每只注射
!&&

!

1

空载体
2

3456+<!

"

`

#%

第
%

组为空白对照组!每只注射
!&&

!

E

生理盐水'

!!

在免疫后
!9

&

!"9

&

!;

&

+;

&

:;

&

"!;

&

+%;

&

$+

;

&

!&%;

和
"!:;

每组分别随机宰杀
"

只鹅!取心&

肝&脾&肺&肾&法氏囊&胸腺&哈氏腺&十二指肠&空

肠&回肠&直肠&盲肠&胰腺&血液&脑及注射部位皮肤

放入灭菌离心管中!

e"&f

保存备用'

!<"<'

!

模板
456

的提取
!

参照文献+

$

,报道的方

法进行血液和组织总
456

的提取$"

!

#组织样品$

取
&<%

1

样品放入离心管中!机械法捣碎!加入
A@

稀释!反复冻融
+

次!

'f!&&&&X

*

GIL

离心
%GIL

!

取上清加入
!

*

!&

体积
!&g=4=

&

!

*

!&&

体积蛋白酶

a

"

!&G

1

*

GE

#!于
%$f

消化过夜%酚
0

氯仿抽提!

"&

!

EA@

溶解核酸!

e"&f

保存备用'"

"

#血液样品$

取
!&&

!

E

抗凝全血与
&<8GEA@

混合%

!'&&&

X

*

GIL

离心
%&T

!去上清!沉淀用
&<8GEA@

悬浮!

离心洗涤
+

次%用
%&&

!

EA@

悬浮沉淀!其余步骤

同组织样品中模板
456

的提取'

!<"<%

!2
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在雏鹅体内各组织器官

中分布规律的检测
!

取
!<"<'

中提取的各组织

456

模板
"

!

E

进行定量
),-

检测!每次
),-

反

应均设阴性对照'获得模板的
,7

值!通过标准曲线

换算出
2

34560()*0*)+

拷贝数的平均对数值

"
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1

拷贝*
&<%

1

#'血液的检测结果为每
!&&

!

E

中

含
2

34560()*0*)+

拷贝数的平均对数值"
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拷

贝*
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!
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#'所得数据用
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进行统计学分
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!

!

!

结
!

果
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!
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D
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探针荧光定量
7FG

检测
H

.(I@9

678987$

方法的建立

"<!<!

!

反应条件
!

经优化和筛选!得到荧光定量

),-

的最佳条件$
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D
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*

!
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#
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E

!模板
"

!

E

!补灭菌超纯水至
"%

!

E

'

8%f

预变性
+GIL

%

8'f

变性
+&T

!

$&f

退火延伸
+&T

!共进行
'&

个循

环'

"<!<"

!

标准曲线
!

以
!&

倍梯度稀释已知拷贝数的

标准模板进行定量
),-

检测!结果见图
!

'标准品

!&

倍稀释定量
),-

扩增曲线的
,7

值之间的差异

为
+<+

左右!能够满足定量
),-

反应的要求'经计

算!标准曲线如图
"

所示!表达式为
=he+<+%+E

'̀!<&>'

!相关系数为
&<888

'
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$
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图
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实时荧光定量
7FG

法对
&"

倍系列稀释标准品

质粒的检测
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>
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!

方法的特异性&灵敏性和重复性
!

经检测!

该方法特异性&灵敏度和重复性均较好'

特异性$鹅细小病毒样品和标准阳性模板中出

$&"!
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期 黎
!

敏等$基因枪轰击不同剂量小鹅瘟病毒
%.+

基因疫苗在雏鹅体内的动态分布

图
!

!

实时荧光定量
7FG

标准曲线

J-

>

B!

!

L0+*;+1;.31M:451:+K90-,:J

N

97FG

>

:*:1+0:;

2

)

0=:-F

)

.K:1/450<+1:

现特异性扩增!而在鸭瘟病毒&空载体和正常鹅组织

对照组中均未出现扩增'

!!

灵敏性$能检测出
2

34560()*0*)+

的最低拷

贝数为
!&&

'

!!

重复性$对同一份标准品分别进行
%

次检测!变

异系数"

,*

#为
&<&!

'

!B!

!

H

.(I@9678987$

免疫后雏鹅的临床表现

!!

雏鹅基因枪注射
2

34560()*0*)+

后!行为&

精神&食欲未见异常'对免疫后不同时间各组雏鹅

进行剖解!各器官无眼观病变'

!B$

!

H

.(I@9678987$

在雏鹅体内的分布

!!2

34560()*0*)+

以不同剂量通过基因枪注

射
+&

日龄四川白鹅后在雏鹅体内的分布见表
!

'

免疫后
!9

&

"!:;

!各剂量免疫雏鹅的各组织器官

中均检测到
2

34560()*0*)+

!而空白对照组和空

载体对照组的各组织器官所有时间点未能检测到'

"<+<!

!2

34560()*0*)+

的组织分布规律
!

免疫

后
!9

时各剂量组各个组织器官内分布情况见表
!

'

!9

各剂量免疫组雏鹅各组织器官中
2

34560()*0

*)+

含量最多的组织依次为免疫部位&肝&肾和各

淋巴器官%其中免疫部位中
2

34560()*0*)+

的拷

贝数比其它组织器官多
!

&

"

个数量级%各肠段中

2

34560()*0*)+

的 含 量 无 明 显 的 差 异 "

.

#

&<&%

#%血液中含量最少!脑次之'

!"9

&

"!:;

!各

组织中
2

34560()*0*)+

含量随时间推移差距越

来越小'

表
&

!
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不同剂量免疫鹅后在各组织中含量的动态分布
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34560()*0*)+

的时间分布规律
!

+

个

剂量免疫组雏鹅除脑和血液外的所有组织器官在免

疫后
!9

时
2

34560()*0*)+

含量最高!脑在
!"9

时
2

34560()*0*)+

含量才达到最大值'随后的

时间段里所有组织中的
2

34560()*0*)+

拷贝数

逐渐降低!到
"!:;

时
!

!

1

组免疫组雏鹅的各个组

织器官内仍检测到
2

34560()*0*)+

的存在!但含

量比
!9

时约少了
'

个数量级%其中以
+0:;

期间下

降的速度较快!约下降了
!

个数量级%

2

34560()*0

*)+

在免疫部位拷贝数下降得最多!

!90"!:;

期间

下降了约
:

个数量级!

!&%;

时免疫部位中的含量是

各组织器官中最低的'血液中
2

34560()*0*)+

的含量一直较少!且数量降低不明显!差异不显著

"

.

#
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!

不同免疫剂量的
2

34560()*0*)+

在组织

器官中的含量
!

不同剂量免疫组各组织器官的含量

呈现的总体规律为
$

!

1

组
$

+

!

1

组
$

!

!

1

组!但

差异不显著"

.

#

&<&%
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$

!

讨论和小结

$B&

!

J

N

97FG

检测基因疫苗在体内动态分布的优

势

!!

./0),-

检测技术是在常规
),-

基础上发展

起来的核酸定量技术!被认为是目前对
456

模板

>&"!
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期 黎
!

敏等$基因枪轰击不同剂量小鹅瘟病毒
%.+

基因疫苗在雏鹅体内的动态分布

进行准确定量重复性最好的方法!具有特异性强&有

效解决
),-

污染问题&自动化程度高&灵敏度高等

优点+

:

!

>

,

'目前常用检测基因疫苗分布的方法主要

有原位杂交&免疫组化&常规
),-

&放射性或荧光标

记检测技术等!这些方法各有优势!但共同的不足是

不能对核酸进行准确定量'本试验数据表明此次建

立的
./0),-

具有特异性强&灵敏度高&重复性好

等特点!为定量检测
2

34560()*0*)+

在雏鹅体内

的动态分布规律提供了有效的实验手段'

$B!

!

H

.(I@9678987$

在雏鹅体内的分布规律及

其意义

!!

基因疫苗接种动物机体部位的组织结构和接种

途径对基因疫苗在动物体内的分布速度具有重要影

响!由于皮肤中富含能加强免疫反应的免疫活性细

胞!这类细胞可以进行高效抗原递呈加工和分泌细

胞因子!所以基因疫苗通过皮肤免疫后能迅速引起

较强的体液和细胞免疫应答!如
aHL

1

等+

8

,将质粒

456

局部直接涂抹皮肤和静脉注射免疫小鼠!结果

皮肤涂抹组各组织中的含量比静脉注射组高!质粒

456

能长时间表达蛋白而引起免疫反应!证明皮肤

是优于静脉的安全&高效&可靠的免疫部位'基因枪

是将基因疫苗导入动物机体的有效方法之一!基因

枪将吸附了
456

疫苗的金微粒直接轰击皮肤!简

单快捷!

+GIL

后
456

就可以从金微粒上解离转入

到树突状细胞等细胞中+

!&

,

!能克服皮内组织细胞转

染效率低的缺点!如
.

W

LHL

等+

!!

,等将含有甲型流感

病毒血凝素"

R6

#基因的基因疫苗免疫小鼠!比较

几种免疫途径的免疫保护效果!结果基因枪介导的

456

导入方法效率最高!是肌肉注射的
%&&

倍'本

研究发现!

2

34560()*0*)+

免疫后
!9

可分布至

雏鹅体内各组织器官!进一步证明基因枪轰击途径

用于免疫基因疫苗是有效的'

!!

基因疫苗在接种动物机体内的降解速度对疫苗

免疫力的产生有直接影响!许多报道指出!不同的免

疫途径进入动物体内的质粒
456

会迅速大幅度降

解+

!"

!

!+

,

!其原因可能是质粒
456

被体内的
456

酶

降解并被肝脏摄取!如
5IT9IZH\H

等+

!'

,通过静脉注

射+"

)

标记的质粒
456

后放射性迅速从血浆中消

除!短时间后即检测不到!前
+GIL%&g

以上的放射

性集中在肝%

SHJ79KX

等+

!%

,通过基因枪注入
2

,Q*

!

质粒
456

!

%GIL

时在肿瘤细胞内有质粒的存在!

+&

&

$&GIL

含量达到最大!但其降解很快'本研究

用基因枪轰击
2

34560()*0*)+

免疫雏鹅!在肝&

肾&脾&淋巴器官等血流量高的器官和淋巴器官中所

含质粒的拷贝数比其它组织多!说明其分布可能和

淋巴&血液循环都有一定关系%在免疫初期!

2

34560

()*0*)+

下降的速度较快!特别在免疫部位表现

较为明显!这可能是由于皮肤具有的快速增殖和分

化特点导致外源基因丢失较多造成的'

!!

基因疫苗不易通过血脑屏障+

!$

!

!:

,

!本试验中!

2

34560()*0*)+

免疫雏鹅后
!9

在脑内的含量较

少!到
!"9

时才达到最大值!较其它组织器官出现

晚!而
!"9

后脑中的含量一直较高!说明血脑屏障

能阻止
456

疫苗的分布!但一段时间后!被激活并

含有核酸疫苗的
A

淋巴细胞能迁移到脑淋巴结并

穿过血脑屏障而导致脑中的含量较高+

!>

,

'

!!

基因疫苗在机体内相当于一个(抗原库)!不断

地表达!不断刺激免疫系统分泌抗体!产生长期的免

疫记忆!因此基因疫苗在体内的存在时间将决定其

免疫持续期的长短!这方面有不少资料可以借鉴!如

QOXXIT04O\MT

等的研究+

!>

,表明肌注
=.*

真核表

达质粒可在血中存在达
+

个月!在免疫部位中存在

达
>

个月%

,OKJ9O0,HT7KJO

等+

!8

,将
2

34560R3

2

$%

注射入小鼠体内后其至少存在了
$

个月!并认为

2

34560R3

2

$%

在体内不进行复制%

-H]

等+

"&

,通过

皮内接种流感病毒核蛋白"

5)

#的
456

疫苗!发现

产生的免疫反应可持续
!:

个月'本试验中!免疫

"!:;

后仍能在体内各个组织器官中检测到
2

340

560()*0*)+

的存在!且数量和
+%;

时差别不大!

推测
2

34560()*0*)+

将会有较长的免疫持续期'

!!

基因疫苗的免疫剂量对疫苗的分布部位和含量

有一定的影响!如豆文波等+

"!

,将
2

34560)--=*0

c-.%

肌肉注射
?6E?

*

3

小鼠!用
),-

方法检测到

基因疫苗在注射部位肌肉中存在的时间为
"&&

!

1

组
"&&;

!

!&&

!

1

组
!%&;

!

%&

!

1

组
!"&;

%

,OKJ9O0

,HT7KJO

等+

!8

,的试验中也证明质粒的分布部位与接

种剂量有关'本试验中
!

&

+

&

$

!

1

+

个剂量组
2

340

560()*0*)+

在雏鹅体内分布的速度和部位相似!

拷贝数在各时段各组织中的分布呈现出
$

!

1

组
$

+

!

1

组
$

!

!

1

组的规律'疫苗注射
!9

后各个剂量

组的所有器官中都能检测到
2

34560()*0*)+

!其

中脑&直肠&回肠&免疫部位&哈氏腺等器官差异较显

著"

.

%

&<&%

#!

$

!

1

组所含
2

34560()*0*)+

的拷

贝数比
!

!

1

组约大
!

个数量级%其它器官差异不显

著"

.

#

&<&%

#!说明基因疫苗的接种剂量与基因疫

苗在组织中存在的量有一定相关性!但非等比递增'

8&"!
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