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摘　要：分泌性蛋白Ａｇ８５Ｂ、ＭＰＢ６４和ＥＳＡＴ６为犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊的主要保护性抗原，在诱导机体免疫反应

和抵抗感染中发挥重要作用。本研究以ｐｃＤＮＡ３．１（＋）为载体，构建了由上述３种抗原基因构成的不同疫苗：３基

因融合（ｐｃＤＮＡ－ＭＰＢ６４－Ａｇ８５Ｂ－ＥＳＡＴ６，ｐＣＭＡＥ）ＤＮＡ疫苗和三价（ｐｃＤＮＡ－Ａｇ８５Ｂ＋ｐｃＤＮＡ－ＭＰＢ６４＋

ｐｃＤＮＡ－ＥＳＡＴ６）ＤＮＡ疫苗，评价各种ＤＮＡ疫苗诱导的体液免疫、细胞免疫及以ＢＣＧ攻毒后的免疫保护水平。

试验结果表明，多基因融合ＤＮＡ疫苗免疫后的小鼠血清抗体水平、淋巴细胞增殖（ＳＩ值）、ｇａｍｍａｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ（ＩＦＮ

γ）和ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２（ＩＬ２）水平明显高于其他各组（犘＜０．０５），攻毒保护效果也优于多价ＤＮＡ疫苗，达到了ＢＣＧ疫

苗的免疫保护水平，表明本研究制备的融合ＤＮＡ疫苗具有良好的应用前景。
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ＡＴ６，ｐｃＤＮＡＭＡＥ）ａｎｄｔｒｉｖａｌｅｎｔｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ（ｐｃＤＮＡＡｇ８５Ｂ＋ｐｃＤＮＡＭＰＢ６４＋ｐｃＤＮＡ

ＥＳＡＴ６）．ＴｈｅｉｍｍｕｎｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｔｈｅＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｓｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙｔｉ
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ｅｖａｌｕａｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄｓａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓ．Ｔｈｅｄａｔａｄｅｍｏｎｓｔｒａ

ｔｅｄｔｈａｔｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｆｕｓｉｏｎＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓ（ｔｈｒｅｅｇｅｎｅｓ）ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｓｅ

ｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｓ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（ＳＩ）ｖａｌｕｅｓ，ＩＦＮγａｎｄＩＬ２ｌｅｖｅｌｓｔｈａｎｉｍｍｕｎｉｚａ

ｔｉｏｎｗｉｔｈｐｏｌｙｖａｌｅｎｔＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓ（犘 ＜０．０５）．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｆｕｓｉｏｎＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｐｒｏｖｉｄｅｄｓｕ

ｐｅｒｉｏｒｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｔｈａｎｐｏｌｙｖａｌｅｎｔＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＢＣＧｃｈａｌｌｅｎｇｅ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｉｃａｃｙ

ｏｆｔｈｅｆｕｓｉｏｎＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｗａｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｔｈａｔｏｆｔｈｅＢＣＧｖａｃｃｉｎｅ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｆｕｓｉｏｎ

ＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｐｒｏｖｉｄｅａｐｒｏｍｉｓｉｎｇａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆＢＴ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊；ｆｕｓｉｏｎＤＮＡｖａｃｃｉｎｅ；ｐｏｌｙｖａｌｅｎｔＤＮＡｖａｃｃｉｎｅ

　　牛结核病作为一种人畜共患病，给畜牧业尤

其是养牛业带来了巨大的经济损失，并威胁着人

类的健康。因此，控制牛结核病具有重大的公共

卫生学意义。对于该病的控制措施，目前大多数

国家采用检疫后扑杀的策略，即进行牛结核菌素

皮试试验，淘汰阳性牛。欧美等一些发达国家已

通过该策略有效地控制了牛结核病。但该策略并

不适用于所有的国家和地区，尤其是经济比较落

后的发展中国家，难以承受该策略带来的经济负

担。自疫苗问世以来，其在传染病的预防控制中

发挥了重要作用，然而目前仍没有一种疫苗可用

于牛结核病的预防。许多学者正致力于这方面的

研究，目前正在研究的牛结核病疫苗包括减毒活

疫苗、重组卡介苗（ｒＢＣＧ）、亚单位疫苗和ＤＮＡ疫

苗等，但效果均不是特别理想［１］。因此研制有效

的牛结核病疫苗迫在眉睫。

　　 本研究以牛分枝杆菌分泌性抗原犪犵８５犫、

犿狆犫６４和犲狊犪狋６基因为基础，分别构建了多价和多

基因融合ＤＮＡ疫苗，通过对ＤＮＡ疫苗免疫指标的

测定和免疫攻毒保护的比较研究，综合评价融合及

多价ＤＮＡ疫苗的免疫效果，旨在为牛结核病新型

疫苗的研制奠定基础。

１　材料和方法

１１　材料

１．１．１　菌种　牛分枝杆菌（犕．犫狅狏犻狊）ＶａｌｌｅｅＩＩＩ菌

株购自中国药品检定所。

１．１．２　实验动物　６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自哈

尔滨医科大学第二医院。

１．１．３　主要试剂　限制性内切酶、连接酶为 ＭＢＩ

公司产品；ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ、ＦＩＴＣ标记的

山羊抗兔ＩｇＧ、ＲＰＩＭ１６４０液体培养基为Ｓｉｇｍａ公

司产品；脂质体２０００为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＯＰＤ

购自华舜生物工程有限公司；小鼠ＩＦＮγ和ＩＬ２

ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自北京晶美生物工程有限公

司；ＭＴＴ购自上海华舜生物工程有限公司；犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊ＢａｃｉｌｌｅＣａｌｍｅｔｔｅＧｕｅｒｉｎ（ＢＣＧ）Ｐａｓ

ｔｅｕｒ疫苗株和犕．犫狅狏犻狊Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

（ＰＰＤ）购 自 中 国 兽 医 药 品 监 察 所；重 组 蛋 白

ＭＰＢ６４Ａｇ８５ＢＥＳＡＴ６（ｒＭＡＥ）由作者实验室制

备，作为检测血清抗体的ＥＬＩＳＡ包被抗原及诱导脾

淋巴细 胞 增 殖 分 化 的 刺 激 原，其 浓 度 为 ０．６５

ｍｇ／ｍＬ。兔抗ＰＰＤ血清由作者实验室制备，将牛

分枝杆菌ＰＰＤ与矿物油混合制成疫苗进行动物免

疫，抗原含量为２ｍｇ／ｍＬ，每只兔注射１ｍＬ，采用

背部多点注射，共免疫３次，每次间隔２周，琼脂扩

散试验检测抗体效价后备用。

１２　方法

１．２．１　目的基因的ＰＣＲ扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ中

发表的序列设计特异性引物，引物序列见表１。

　　根据ＤｅｌＰｏｒｔｉｌｌｏ等
［２］提供的方法提取牛分枝

杆菌ＶａｌｌｅｅＩＩＩ菌株基因组（见文献［３］），以该基因

组ＤＮＡ 为模板，分别以ａ、ｂ及ａ、ｃ为引物扩增

犿狆犫６４基因；以ｄ、ｇ及ｅ、ｆ为引物扩增犪犵８５犫基因；

以ｈ、ｊ及ｉ、ｊ为引物扩增犲狊犪狋６基因。然后以

犿狆犫６４和犪犵８５犫ＰＣＲ产物（均含ｌｉｎｋｅｒ序列）为模

板，以ａ、ｇ为上下游引物，利用重叠延伸技术（ＳＯＥ）

扩增犿狆犫６４犪犵８５犫融合基因片段。

１．２．２　重组质粒的构建　将犿狆犫６４、犪犵８５犫和犲狊犪狋

６基因（含起始密码子和终止密码子）ＰＣＲ产物胶回

收后用犓狆狀Ⅰ／犈犮狅ＲⅠ双酶切，与同样双酶切处理

的真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）连接，转化大肠杆

菌感受态细胞ＴＧ１，挑取单个菌落接种于含氨苄青

霉素的ＬＢ液体培养基中培养，抽提质粒用犓狆狀Ⅰ／

犈犮狅ＲⅠ双酶切鉴定。阳性重组质粒分别命名为

ｐｃＤＮＡＭＰＢ６４（ｐＣＭ）、ｐｃＤＮＡＡｇ８５Ｂ（ｐＣＡ）和

ｐｃＤＮＡＥＳＡＴ６（ｐＣＥ６）。同样方法将犲狊犪狋６基因

（含犅犪犿ＨⅠ位点和终止密码子）ＰＣＲ产物连接

７６４
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表１　犿狆犫６４、犪犵８５犫和犲狊犪狋６引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犿狆犫６４，犪犵８５犫犪狀犱犲狊犪狋６犵犲狀犲狊

名称

Ｎａｍｅｓ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰＣＲ产物大小／ｂｐ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犿狆犫６４上游引物（犓狆狀Ⅰ） ５′ＧＧＣＧＧＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＧＴＴＡＴＣＴＧＡＴＡＧＣＧＡＣ３′ａ ６８４

犿狆犫６４下游引物（犈犮狅ＲⅠ） ５′ＧＣＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＡＴＴＧＣＣＡＧＣＧＧＣＧＧＡＡＴＧ３′ｂ

犿狆犫６４下游引物（ｌｉｎｋｅｒ） ５′ＧＧＡＡＣＣＴＧＧＡＧＡ ＴＧＧＧＡＣＣＡＡＴＡＣＣＴＧ３′ｃ

犪犵８５犫上游引物（ｌｉｎｋｅｒ） ５′ＴＣＴＣＣＡＧＧＴＴＣＣＡＣＡＧＡＣＧＴＧＡＧＣＣＧＡＡＡＧ３′ｄ ９８６

犪犵８５犫上游引物（犓狆狀Ⅰ） ５′ＧＣＧＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＣＡＧＡＣＧＴＧＡＧＣＣＧＡＡＡＧ３′ｅ

犪犵８５犫下游引物（犈犮狅ＲⅠ） ５′ＧＴＧＧＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＣＣＧＧＣＧＣＣＴＡＡＣＧＡＡＣ３′ｆ

犪犵８５犫下游引物（犅犪犿ＨⅠ） ５′ＧＡＧＧＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧＡＧＣＣＧＧＣＧＣＣＴＡＡＣＧＡＡＣ３′ｇ

犲狊犪狋６上游引物（犅犪犿ＨⅠ） ５′ＡＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＡＡＴＴＣＣ３′ｈ ２８８

犲狊犪狋６上游引物（犅犪犿ＨⅠ） ５′ＡＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＡＡＴＴＴＣ３′ｉ

犲狊犪狋６下游引物（犈犮狅ＲⅠ） ５′ＧＣＣＧＡＡＴＴＣＣＴＡＴＧＣＧＡＡＣＡＴＣＣＣＡＧＴＧ３′ｊ

ａ、ｅ．含起始密码子，下划线为犓狆狀Ⅰ位点；ｂ、ｆ、ｊ．含终止密码子，下划线为犈犮狅ＲⅠ位点；ｃ．阴影部分为Ｌｉｎｋｅｒ序列；ｄ．阴影

部分为Ｌｉｎｋｅｒ互补序列；ｇ、ｉ．下划线为犅犪犿ＨⅠ位点；ｈ．含起始密码子，下划线为犅犪犿犎Ⅰ位点

ａ，ｅ．Ｔｈｅ犓狆狀Ⅰｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｉｎｉｔｉａｔｏｒｉｓｉｎｃｌｕｄｅｄ；ｂ，ｆ，ｊ．Ｔｈｅ犈犮狅ＲⅠｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｕｎ

ｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎｉｓｉｎｃｌｕｄｅｄ；ｃ．Ｔｈｅｌｉｎｋｅｒｉｓｓｈａｄｅｄ；ｄ．Ｔｈｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｌｉｎｋｅｒｉｓｓｈａｄｅｄ；ｇ，

ｉ．Ｔｈｅ犅犪犿ＨⅠｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ｈ．Ｔｈｅ犅犪犿ＨⅠｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｏｒｉｓｉｎ

ｃｌｕｄｅｄ

ｐＣＤＮＡ３．１（＋），再将犿狆犫６４犪犵８５犫融合基因连接

于犲狊犪狋６ 基因的下游，构 建重组质粒 ｐｃＤＮＡ

ＭＰＢ６４／Ａｇ８５Ｂ／ＥＳＡＴ６（ｐＣＭＡＥ）。

１．２．３　重组质粒在ＳＰ２／０细胞中的表达　将处于

对数生长期的ＳＰ２／０细胞于转染前一天接种于２４

孔细胞培养板，５％ＣＯ２、３７℃孵育至细胞融合度达

７０％～８０％时用脂质体２０００转染重组质粒ｐＣＭ、

ｐＣＡ、ｐＣＥ６和ｐＣＭＡＥ及空载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋），

转染７２ｈ后进行间接免疫荧光试验。用甲醇／丙酮

室温固定１５ｍｉｎ，加入１∶４０稀释的兔抗ＰＰＤ多

抗，３７℃湿盒内作用１ｈ，加入１∶１００稀释的含１％

伊文斯蓝的 ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ，湿盒内

３７℃作用１ｈ，洗涤后滴加碱性甘油，倒置显微镜下

观察结果。

１．２．４　ＤＮＡ免疫接种　６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠共５０只，随机分为５组（每组１０只），Ａ 组：

ｐＣＡ、ｐＣＭ和ｐＣＥ６三价疫苗免疫组，Ｂ组：ｐＣＭＡＥ

三基因融合免疫组，Ｃ组：ＢＣＧ免疫组，Ｄ组：ｐＣＤ

ＮＡ３．１（＋）空载体，Ｅ组：ＰＢＳ免疫组。

　　ＤＮＡ免疫采取双侧胫前肌注射，各组每只小鼠

免疫剂量均为１００μｇ，Ａ组组内各成分含量均等，Ｅ

组每只小鼠肌注１００μＬＰＢＳ。各组均免疫３次，每

次间隔２周，Ｃ组仅在初免时皮下接种１×１０６ＣＦＵ

的ＢＣＧ
［３］。

１．２．５　血清特异性抗体的检测　间接ＥＬＩＳＡ方法

测定抗体效价，即一免后每周断尾采血，分离血清，

用１０μｇ／ｍＬｒＭＡＥ蛋白包被酶标板，封闭后加入

１００倍稀释的待检血清，３７℃湿盒内作用１．５ｈ后

加入ＨＲＰ标记的抗鼠ＩｇＧ作用１．５ｈ，加入 ＯＰＤ

（邻苯二胺）显色１０ｍｉｎ后用２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止反

应，在 ＯＤ４９２处测定吸收值以确定免疫小鼠血清抗

体水平，共检测７周。

１．２．６　脾淋巴细胞增殖试验　分别于一免２周、二

免２周和三免２周后将小鼠脱颈处死，无菌采取脾

脏制备脾细胞悬液，调整细胞浓度为１×１０７／ｍＬ。

９６孔细胞培养板每孔加入脾细胞悬液５０μＬ，同时

设阴性对照。试验孔和阴性对照孔各设３个重复，

试验孔每孔加入５０μＬ１０μｇ／ｍＬ的ｒＭＡＥ蛋白，

阴性对照孔每孔加入５０μＬ１６４０培养液，置３７℃、

５％的ＣＯ２培养箱培养３６ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ

ＭＴＴ１０μＬ，继续培养３ｈ，然后每孔加１００μＬ终

止液（１０％ＳＤＳ０．０４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ），继续作用２ｈ终

止反应，测定ＯＤ５７０吸光值，计算刺激指数（ＳＩ），ＳＩ＝

ＯＤ（试验孔）／ＯＤ（阴性对照孔）。

１．２．７　ＩＦＮγ和ＩＬ２水平的测定　脾脏淋巴细胞

悬 液 制 备 同 １．２．６，计 数 后 调 整 细 胞 浓 度 为

８６４
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１×１０７／ｍＬ。同样制备ｒＭＡＥ蛋白活化的脾淋巴

细胞，３７℃５％ＣＯ２培养箱中培养７２ｈ后，吸取培养

上清离心收集后－２０℃保存。按照ＩＦＮγ和ＩＬ２

检测试剂盒制作标准曲线，对免疫小鼠脾细胞分泌

的ＩＦＮγ和ＩＬ２进行检测。

１．２．８　攻毒和检测　三免３周后剩余小鼠（每组

１０只）通过鼻腔接种１×１０６ＣＦＵ的ＢＣＧ
［４］。攻毒

３周后，无菌取肺脏进行荷菌量和组织病理学检测。

１．２．８．１荷菌数检测：无菌采取左全肺，置灭菌的组

织匀浆器中，加１ｍＬ无菌０．０５％ ＰＢＳ吐温８０进

行研磨。按１０倍进行梯度稀释，选取１０３、１０４、

１０５　３个稀释度的组织悬液１００μＬ，分别接种于３

个含改良罗氏培养基的试管斜面上，３７℃保湿培养

３周，计数菌落，计算每毫克肺组织的荷菌数
［４］。

１．２．８．２　组织病理学检查：取攻毒小鼠右上肺叶组

织，福尔马林固定，石蜡包埋，切片，常规 ＨＥ染色。

２　结　果

２１　重组质粒的体外表达

　　转染了各重组质粒的ＳＰ２／０细胞在倒置显微

镜下均可见到均质的蓝绿色荧光，表明重组质粒

ｐＣＭ、ｐＣＡ、ｐＣＥ６和ｐＣＭＡＥ在ＳＰ２／０细胞中均获

得了表达，所表达的蛋白可与兔抗牛分枝杆菌ＰＰＤ

多抗发生特异性结合，而ｐＣＤＮＡ３．１（＋）转染的

ＳＰ２／０细 胞 中 无 荧 光 出 现，表 明 牛 分 枝 杆 菌

犿狆犫６４、犪犵８５犫、犲狊犪狋６基因和 犿狆犫６４犪犵８５犫犲狊犪狋６

融合基因能通过体外转染途径进入细胞并表达目

的蛋白（图１）。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别为ｐＣＭ、ｐＣＡ、ｐＣＥ６、ｐＣＭＡＥ和ｐＣＤＮＡ３．１（＋）转染的ＳＰ２／０细胞

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ．ＳＰ２／０ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐＣＭ，ｐＣＡ，ｐＣＥ６，ｐＣＭＡＥａｎｄｐＣＤＮＡ３．１（＋）

图１　犿狆犫６４、犪犵８５犫、犲狊犪狋６基因和犿狆犫６４犪犵８５犫犲狊犪狋６融合基因转染狊狆２／０细胞的免疫荧光结果

犉犻犵１　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犿狆犫６４，犪犵８５犫，犲狊犪狋６犪狀犱犿狆犫６４犪犵８５犫犲狊犪狋６犵犲狀犲狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犻狀狋狅犛犘２／０犮犲犾犾狊

２２　血清特异性抗体的检测

　　以纯化的ｒＭＡＥ蛋白为包被抗原进行间接

ＥＬＩＳＡ试验检测免疫小鼠血清特异性抗体水平，结

果如图２所示：小鼠免疫后各疫苗组的抗体水平均

呈现上升趋势，其中以融合ＤＮＡ疫苗组（Ｂ组）抗

体水平上升最快，与组合 ＤＮＡ 疫苗组（Ａ 组）和

ＢＣＧ组（Ｃ组）相比差异显著（犘＜０．０５），Ａ和Ｃ组

之间也表现出显著差异（犘＜０．０５）。从一免后３周

开始Ａ～Ｃ组血清抗体水平与空载体对照组和ＰＢＳ

对照组相比均出现显著差异（犘＜０．０５），至第５周，

Ａ、Ｂ 组与２个对照组相比则差异极显著（犘＜

０．０１），而２个对照组之间差异不显著（犘＞０．０５）。

２３　免疫小鼠脾淋巴细胞增殖情况

　　从脾淋巴细胞增殖试验的结果来看（图３），各

疫苗组Ｔ淋巴细胞的增殖水平始终高于对照组。

一免２周后Ａ、Ｂ、Ｃ组之间无明显差异（犘＞０．０５）；

二免和三免后融合ＤＮＡ疫苗组（Ｂ组）的刺激值明

显高于ＢＣＧ组（Ｃ组）（犘＜０．０５），组合ＤＮＡ疫苗

图２　免疫小鼠血清抗体动态变化

犉犻犵２　犜犺犲犱狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾犻狀

狊犲狉狌犿犳狉狅犿犻犿犿狌狀犲犿犻犮犲

（Ａ组）ＳＩ值介于两者之间，Ａ～Ｃ组的ＳＩ值极显著

高于２个对照组（犘＜０．０１）。

２４　免疫小鼠脾淋巴细胞犐犉犖γ分泌情况

　　ＩＦＮγ检测结果（图４）表明，经ｒＭＡＥ蛋白诱

生后各疫苗免疫组小鼠脾淋巴细胞均可分泌较高水

平的ＩＦＮγ。一免２周后，各组之间差异不明显（犘

＞０．０５）；二免后，融合ＤＮＡ疫苗组（Ｂ组）小鼠分

９６４
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图３　小鼠脾脏淋巴细胞增殖情况（犛犐，珔狓±狊）

犉犻犵３　犜犺犲狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犻狀犿犻犮犲

（犛犐，珔狓±狊）

泌的ＩＦＮγ量极显著高于其他各组（犘＜０．０１），组

合ＤＮＡ疫苗组（Ａ组）和ＢＣＧ组（Ｃ组）之间无显

著差别（犘＞０．０５）；三免后，Ｂ组仍显著高于其他疫

苗组，且Ａ组高于Ｃ组。

图４　狉犕犃犈蛋白刺激后脾淋巴细胞犐犉犖γ分泌量

犉犻犵４　犜犺犲犾犲狏犲犾狅犳犐犉犖γ狊犲犮狉犲狋犲犱犫狔狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿

狆犺狅犮狔狋犲狊犻狀犱狌犮犲犱狑犻狋犺狉犕犃犈狆狉狅狋犲犻狀

２５　免疫小鼠脾淋巴细胞犐犔２分泌情况

　　ＩＬ２检测结果（图５）表明，一免２周后经

ｒＭＡＥ蛋白诱生，各组小鼠脾淋巴细胞分泌的ＩＬ２

水平无明显差异（犘＞０．０５）；二免后融合ＤＮＡ疫苗

组（Ｂ组）分泌的ＩＬ２明显高于组合ＤＮＡ疫苗组

（Ａ组）和ＢＣＧ组（Ｃ组）（犘＜０．０５）；三免后，Ｂ组分

泌的ＩＬ２量极显著高于 Ａ和Ｃ组（犘＜０．０１）。Ａ

组分泌的ＩＬ２稍高于Ｃ组（犘＞０．０５）。

２６　肺组织荷菌数

　　ＢＣＧ组和ＤＮＡ疫苗组小鼠肺脏荷菌数明显低

于２对照组（犘＜０．０５），ＤＮＡ疫苗组间相比差异显

著（犘＜０．０５），Ｂ组荷菌数虽稍高于ＢＣＧ组，但两

者无明显差别（犘＞０．０５）。Ａ组荷菌数高于Ｂ组，

但明显低于对照组（Ｄ和Ｅ组）（表２）。

２７　肺组织病理变化

　 　ＨＥ染色检测以牛分枝杆菌ＢＣＧ攻毒后的肺

图５　狉犕犃犈蛋白刺激后脾淋巴细胞分泌犐犔２的量

犉犻犵５　犜犺犲犾犲狏犲犾狅犳犐犔２狊犲犮狉犲狋犲犱犱犫狔狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅

犮狔狋犲狊犻狀犱狌犮犲犱狑犻狋犺狉犕犃犈狆狉狅狋犲犻狀

表２　小鼠肺组织荷菌数（珔狓±狊）

犜犪犫犾犲２　犅犪犮狋犲狉犻犪犾犾狅犪犱狅犳犿狅狌狊犲犾狌狀犵狋犻狊狊狌犲（珔狓±狊）

组别Ｇｒｏｕｐｓ 荷菌量／（ＣＦＵ／ｍｇ）Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄ

Ａ．ｐＣＡ＋ｐＣＭ＋ｐＣＥ６ （０．７４±０．０７）×１０４ｃ

Ｂ．ｐＣＡＭＥ （０．６７±０．０５）×１０４ｂ

Ｃ．ＢＣＧ （０．６５±０．０６）×１０４ｂ

Ｄ．ｐｃＤＮＡ３．１（＋） （２．１４±０．１７）×１０４ａ

Ｅ．ＰＢＳ （２．３５±０．１９）×１０４ａ

不同字母表示犘＜０．０５

Ｄａｔａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，犘＜０．０５

组织，Ｄ组和Ｅ组表现出严重的病理变化，纤维素

性蛋白渗出和纤维素性肺炎；Ａ组的病理变化比Ｂ

和Ｃ组严重，但比Ｄ和Ｅ组轻，表现为肺泡隔充血

扩张，毛细血管显著扩张和纤维素性蛋白渗出；与

Ａ、Ｄ和Ｅ组相比，Ｂ和Ｃ组的病理变化较轻，毛细

血管扩张和轻微的纤维素性渗出。

３　讨　论

　　牛分枝杆菌是结核分枝杆菌群的成员之一，其

基因组存在多种保护性抗原成分。研究表明以ＥＳ

ＡＴ６、ＭＰＢ６４、Ａｇ８５复合物等编码基因构建的

ＤＮＡ疫苗可表现出一定的保护效果
［４６］。然而，不

同ＤＮＡ疫苗免疫效果差别很大，尤其是以单一的

靶抗原研制的牛分枝杆菌ＤＮＡ疫苗，对强毒攻击

后的保护作用不明显或者不能肯定［７８］。而牛分枝

杆菌多价及融合ＤＮＡ疫苗的免疫保护效果明显优

于单价ＤＮＡ疫苗
［９１０］。

　　本试验以牛分枝杆菌分泌蛋白基因 犿狆犫６４、

犪犵８５犫和犲狊犪狋６为基础构建了牛结核病三基因融合

ＤＮＡ疫苗ｐＣＭＡＥ和三价组合ＤＮＡ疫苗ｐＣＭ＋

ｐＣＡ＋ｐＣＥ６。通过对其免疫小鼠后的体液免疫和细

０７４
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胞免疫指标的检测评价了其免疫效果。在设计基因

融合时，为了增强各基因表达产物折叠的自由度，在

犿狆犫６４基因的下游引物引入了４个氨基酸的连接肽，

由于Ｐｒｏ残基的转角效应和Ｇｌｙ残基无侧链基团的

柔软效应，避免了形成α螺旋，使各目的蛋白能够保

持各自的空间结构和相对独立的生物学功能［１１］。

　　机体对牛分枝杆菌的免疫反应主要依赖于细胞

免疫应答，Ｔ细胞分泌的ＩＦＮγ和ＩＬ２等细胞因子

在抗结核免疫中具有极其重要的作用。ＩＦＮγ可以

诱导Ｔｈ０细胞向Ｔｈ１细胞分化，激活静止期的巨噬

细胞，以及调节其呈递组织相容性复合物Ⅱ类分子，

活化的巨噬细胞产生活性氮中介物（ＲＮＩ）、活性氧

中介物（ＲＯＩ）等毒性效应分子杀灭胞内分枝杆菌。

Ｔ细胞在牛分枝杆菌感染的潜伏期特别活跃，如果

在此期间用抗ＩＦＮγ抗体处理会使肺部细菌增长

１０倍。Ｖｏｒｄｅｒｍｅｉｅｒ等的研究表明ＩＦＮγ分泌水平

与疫苗的保护效果呈正相关［１２］。因此，ＩＦＮγ的分泌

水平已成为评价疫苗免疫效果的一个关键指标［１３］。

本研究对ＤＮＡ疫苗免疫小鼠后脾淋巴细胞增殖水平

及其分泌的ＩＦＮγ和ＩＬ２水平进行了检测，结果表

明，融合ＤＮＡ疫苗ｐＣＭＡＥ诱导细胞免疫应答的能

力明显优于三价组合ＤＮＡ疫苗和ＢＣＧ疫苗。

　　以 犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊ＢＣＧ攻击后，各疫苗

组肺脏荷菌数显著低于２对照组，融合ＤＮＡ疫苗

组小鼠肺脏荷菌量与ＢＣＧ组相似，明显低于多价

ＤＮＡ疫苗组（犘＜０．０５），且多价ＤＮＡ疫苗组肺脏

病变程度也比融合ＤＮＡ疫苗组严重。表明牛分枝

杆菌融合ＤＮＡ疫苗可有效抵抗牛分枝杆菌ＢＣＧ

菌株的攻击，其保护效果与卡介苗相当。

　　总体上，本试验构建的２种ＤＮＡ疫苗诱导免

疫应答的能力均优于ＢＣＧ疫苗，且融合ＤＮＡ疫苗

免疫效果明显优于组合 ＤＮＡ 疫苗。另外，融合

ＤＮＡ疫苗是将两种或多种抗原基因连接在同一载

体中，置于同一启动子下，以一种融合蛋白的形式在

体内表达，这比多价组合ＤＮＡ疫苗更易于生产和

产业化开发，不仅简化了生产过程，降低了生产成

本，而且这不必考虑各单价ＤＮＡ疫苗混合的比例

问题，便于标准化，具有较好的应用前景。
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