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天 第
"'

天 第
(&

天 第
%'

天 第
A&

天 第
B'

天 第
#'&

天 第
#"&

天

联合免疫组
'$"#&

.b

'$(&(

.b

'$%A&

.b9

'$A&(

.b9

'$A%(

.b9

'$A'%

.b+

'$&&#

.b+

'$(&&

.b+

'$(!)

.b+

9LFXHKN[

=

]LO

*

h'$'#' h'$'#% h'$'#& h'$'#% h'$''B h'$'#( h'$'#A h'$'!' h'$'#%

疫苗组
'$"#%

:7

'$("%

:7

'$&!%

:7

'$%"%

:7

'$%""

:7

'$%"!

:7

'$(#!

:7

'$(#'

:7

'$""A

:7

8G++HKN

=

]LO

*

h'$'') h'$'## h'$'#( h'$''B h'$'#& h'$'#! h'$'#) h'$''% h'$'##

空载体组
'$'&A '$'&" '$'%& '$'&) '$'&" '$'&A '$'&% '$'&B '$'%(

8N+ZL]

=

]LO

*

h'$''( h'$''A h'$''( h'$''A h'$'') h'$''( h'$''& h'$''% h'$''B

空白对照组
'$'%) '$'&B '$'&# '$'%! '$'%" '$'%A '$'&' '$'%A '$'&%

9LKZ]LI h'$'#' h'$''A h'$''A h'$''& h'$'') h'$''% h'$'#' h'$'## h'$''%

.$

表示联合免疫组与空白对照组间在
'$'#

水平上差异极显著%

b$

表示联合免疫组与空载体组间在
'$'#

水平上差异极显著%

9$

表示联合免疫组与疫苗组间在
'$'#

水平上差异极显著!

+$

表示在
'$'&

水平上差异显著%

:$

表示疫苗组与空白对照组间在

'$'#

水平上差异极显著%

7$

表示疫苗组与空载体组间在
'$'#

水平上差异极显著!下表同

.$5ZGK[U_L]ZNUZGZ'$'#INPNI

"

.

#

'$'#

#

XNZVNNK+LFXHKN[

=

]LO

*

GK[+LKZ]LI

=

]LO

*

%

b$5ZGK[U_L]ZNUZGZ'$'#INPNI

"

.

#

'?'#

#

XNZVNNK+LFXHKN[

=

]LO

*

GK[PN+ZL]

=

]LO

*

%

9GK[+$5ZGK[U_L]ZNUZGZ'$'#INPNI

"

.

#

'$'#

#

GK[GZ'$'&INPNI

"

.

#

'?'&

#

XNZVNNK+LFXHKN[

=

]LO

*

GK[PG++HKN

=

]LO

*

!

]NU

*

N+ZHPNI

Y

%

:$UZGK[U_L]ZNUZGZ'$'#1NPNI

"

.

#

'$'#

#

XNZVNNKPG++HKN

=

]LO

*

GK[+LKZ]LI

=

]LO

*

%

7$5ZGK[U_L]ZNUZGZ'$'#INPNI

"

.

#

'$'#

#

XNZVNNKPG++HKN

=

]LO

*

GK[PN+ZL]

=

]LO

*

%

GUHU[NZN]FHKN[

VHZM,OK+GK

*

UFOIZH

*

IN2]GK

=

NZNUZ

!

ZMNUGFNGUXNILV

!P$

!

猪
()*!

真核表达质粒免疫猪对外周血
T

淋巴

细胞增殖活性的影响

从表
!

可知!联合免疫组猪的外周血
<

淋巴细

胞
6,

值高于疫苗组!

#

检验结果显示!两者间差异

达到显著水平"

.

#

'$'&

#&佐剂组和疫苗组均极显

著"

.

#

'$'#

#高于空载体组和空白对照组&

表
!

!

佐剂对猪外周血
T

淋巴细胞增殖的影响#

/G

值$

T?MDC!

!

(4;D8C49C3;?F

J

8K?4634

B

73D:;C7?6:343;

B

C7:

B

RC7?DTD

@

E

B

R39

@

6C53;

B

:

<

组别
>]LO

*

U

第
A

天 第
#&

天 第
"'

天 第
(&

天 第
%'

天 第
A&

天

联合免疫组

9LFXHKN[

=

]LO

*

'$#B"h'$'#&

.b+

'$!"'h'$''B

.b+

'$"#Ah'$'"!

.b+

'$"&"h'$'#&

.b+

'$""'h'$'('

.b+

'$!)Ah'$''A

.b+

疫苗组

8G++HKN

=

]LO

*

'$#%(h'$'#&

:7

'$#B%h'$'#!

:7

'$!("h'$'#)

:7

'$"'"h'$'#)

:7

'$!%"h'$'%A

:7

'$!&'h'$'#&

:7

空载体组

8N+ZL]

=

]LO

*

'$#!"h'$'!# '$##)h'$'#" '$#"'h'$'') '$#B"h'$')) '$#B'h'$'#! '$#AAh'$'#&

空白对照组

9LKZ]LI

'$#'Ah'$'#& '$#')h'$'#A '$##'h'$''% '$#"'h'$''% '$#('h'$'## '$#!"h'$''B

!PQ

!

猪
()*!

真核表达质粒免疫猪对猪外周血
2G

V

Q

细胞含量的影响

从表
"

可知!联合免疫组猪的外周血
9,

/

(

含量

均高于疫苗组!

#

检验结果显示!免疫后
Ag%'

天两

者间存在显著差异"

.

#

'$'&

#!免疫后第
A&

天!差

异达到极显著水平"

.

#

'$'#

#&联合免疫组和疫苗

组猪的外周血
9,

/

(

含量均极显著"

.

#

'$'#

#高于

空载体组和空白对照组&

!P1

!

猪
()*!

真核表达质粒免疫猪对猪外周血
2G

V

%

细胞含量的影响

从表
(

可知!联合免疫组猪的外周血
9,

/

)

细胞

含量高于疫苗组!免疫后第
"'

'

A&

天!联合免疫组猪

的外周血
9,

/

)

细胞含量与疫苗组间存在显著差异

"

.

#

'$'&

#%并在第
(&

'

%'

天后达到差异极显著水

平"

.

#

'$'#

#&联合免疫组和疫苗组猪的外周血

9,

/

)

细胞含量均极显著"

.

#

'$'#

#高于空载体组和

空白对照组&

%''#



!

B

期 希尼尼根等$猪
012!

真核表达质粒构建及对
344582647&

基因疫苗免疫佐剂作用的研究

表
$

!

佐剂对猪外周血
2G

V

Q

含量的影响

T?MDC$

!

(4;D8C49C3;?F

J

8K?46349346C463;2G

V

Q

:4

B

C7:

B

RC7?DD

@

E

B

R39

@

6C53;

B

:

<

f

组别
>]LO

*

U

第
A

天 第
#&

天 第
"'

天 第
(&

天 第
%'

天 第
A&

天

联合免疫组

9LFXHKN[

=

]LO

*

"%$#&h'$)A

.b+

"A$)#h!$A)

.b+

"A$'#h'$AA

.b+

"#$B(h#$&%

.b+

!)$%Ah'$)!

.b+

""$!'h'$&)

.b9

疫苗组

8G++HKN

=

]LO

*

!)$%'h!$!A

:7

"!$!(h'$&!

:7

!B$&(h#$#)

:7

!%$(&h#$#'

:7

!($&!h'$A"

:7

!A$&!h#$%)

:7

空载体组

8N+ZL]

=

]LO

*

#&$BBh!$'! !#$&!h!$#! !'$&Ah#$&! #)$!#h#$%# #B$!#h'$&# !'$&!h'$A(

空白对照组

9LKZ]LI

#"$""h'$(B #)$!(h#$A# !'$!Bh!$%B #($&)h!$'& #%$#&h#$"" #A$%&h"$%"

表
Q

!

佐剂对猪外周血
2G

V

%

含量的影响

T?MDCQ

!

(4;D8C49C3;?F

J

8K?46349346C463;2G

V

%

:4

B

C7:

B

RC7?DD

@

E

B

R39

@

6C53;

B

:

<

f

组别
>]LO

*

U

第
A

天 第
#&

天 第
"'

天 第
(&

天 第
%'

天 第
A&

天

联合免疫组

.[

^

OPGKZ

=

]LO

*

!#$"(h#$A'

.b

!#$#&h#$'!

.b

"#$%(h#$)"

.b+

"&$%&h#$(!

.b9

!B$("h#$%(

.b9

!"$%Bh'$B)

.b+

疫苗组

8G++HKN

=

]LO

*

!'$(#h'$%!

:7

#B$(Ah#$'A

:7

!&$(%h#$'!

:7

"'$!%h'$A(

:7

!($%"h'$%(

:7

#B$AAh#$#&

:7

空载体组

8N+ZL]

=

]LO

*

!'$"Bh'$)! #&$(#h#$&# #)$%#h#$(% !#$%)h'$%" !!$(Ah#$#& !'$&&h#$'#

空白对照组

9LKZ]LI

#)$!(h'$%( #&$)Bh'$)B #A$!%h'$(B !#$#)h'$A# !#$A#h'$AB #)$%#h'$&&

$

!

讨
!

论

$P'

!

猪
()*!

真核表达质粒的构建

本试验利用
H$6S

#

'

G4$

#

酶切位点!构建了

猪
012!

基因
*

+,-."$#

"

/

#质粒重组体&从图
!

可以看出!猪
012!

真核表达重组质粒经
H$6S

#

'

G4$

#

双酶切后得到
#

个约
&''X

*

的片段!符合预

期片段大小!证明本试验成功构建了猪
012!

基因真

核表达质粒&

$P!

!

B

L=W*T*()*!

对仔猪接种
B

9GHI*+,,-.*

/,01

基因疫苗后血清抗体
(

<

L

的动态变化影响分

析

从表
#

可知!

*

+,-.2012!

与
*

+,-.2344582

59!2647&

都能诱导仔猪产生病毒特异性抗体!与

空载体和空白对照组相比!联合免疫组和疫苗组猪

的抗体水平差异极显著"

.

#

'$'#

#!其中佐剂组诱

导产生抗体的速度最快!且抗体水平最高&接种后

"'g#"&

天的
#

检验结果显示!联合免疫组猪的抗

体水平显著"

.

#

'$'&

#高于疫苗组&这说明
*

+,2

-.2012!

具有增强
*

+,-.234458259!2647&

基

因疫苗体液免疫应答的作用&这基本符合
RON

等+

#!

,的研究结果!为
3445

基因疫苗提供了一种良

好的免疫增强剂!其可能的体液免疫增强机理有待

进一步研究&

$P$

!

B

L=W*T*()*!

对仔猪接种
B

9GHI*+,,-.*

/,01

基因疫苗后外周血
T

淋巴细胞的增殖活性%

2G

V

Q

和
2G

V

%

细胞比例动态变化影响的分析

机体细胞免疫应答的效果与
<

'

b

淋巴细胞的

免疫应答以及多种免疫活性细胞的相互作用密切相

关+

#"

,

&在抗原及有丝分裂原
9LK.

和
135

的刺激

下!淋巴细胞转化为淋巴母细胞的效率是考察机体

免疫功能状态的重要指标之一+

#(

,

!

9LK.

诱导
<

淋

巴细胞增殖!

135

诱导
b

淋巴细胞增殖&由表
!

可

以看出!本研究用
*

+,-.2344582647&

基因疫苗

免疫仔猪后!发现不同时间仔猪外周血淋巴细胞对

9LK.

刺激反应明显!由表
!

"

(

可以看出!仔猪在

接种基因疫苗后!外周血
9,

/

(

'

9,

/

)

<

淋巴细胞数

明显高于对照组!说明基因疫苗能诱导机体产生良

好的细胞免疫&从表
!

还可以看出!联合免疫组外

周
<

淋巴细胞水平显著高于疫苗组"

.

#

'$'&

#!这

基本符合
TLK

=

等+

#&

,的研究结果!进一步证实了猪

012!

的细胞免疫增强作用!为
34458

基因疫苗的

A''#



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
")

卷
!

临床应用提供科学依据&

$PQ

!

猪
()*!

真核表达质粒作为基因疫苗佐剂的前

景

近年来随着分子生物学的发展!白细胞介素在

免疫学方面的应用逐步深入&如一些白细胞介素可

作为免疫佐剂提高疫苗的免疫效果!以及用于构建

新型基因工程苗&本试验通过构建猪白细胞介素
!

真核表达质粒
*

+,-.2012!

!研究其作为佐剂对

*

+,-.234458259!2647&

基因疫苗的免疫增强

作用!结果表明联合免疫组!无论是抗
34458

抗体

0

=

>

!还是
<

淋巴细胞亚群数量'

<

淋巴细胞的转化

功能!从整体上显著高于单独注射疫苗组"

.

#

'$'&

#!表明猪
*

+,-.2012!

在仔猪体内得到了表

达!并对基因免疫仔猪的体液免疫和细胞免疫功能

有显著的促进作用!也表明猪
*

+,-.2012!

可作为

佐剂与
*

+,-.2344582647&

基因疫苗共同作用

来提高
,-.

疫苗的免疫效果&这对于解决现有疫

苗免疫力不强或效果不稳定以及亚临床感染等问题

具有十分重要的意义&深入开展这方面的研究!将

会对
3445

的免疫预防产生深远的影响&
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