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摘　要：为提高犬瘟热病毒（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）重组质粒的免疫应答水平，合成４条ＣｐＧ寡脱氧核苷酸

（ＣｐＧｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｅｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＣｐＧＯＤＮ）；通过体外淋巴细胞增殖试验确定１条刺激活性最显著的ＣｐＧＯＤＮ，序列

为５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ３′。将３０只健康毕格犬随机均分为２大组，每大组再分为５小组，分

别以不同的剂量肌肉注射ＣＤＶ附着蛋白（Ｈ）重组质粒ｐｃＤＮＡＨ和选定的ＣｐＧＯＤＮ。在免疫后的第２、４、６周分

别测定各组动物的抗ＣＤＶ中和抗体和γ干扰素水平。结果表明选定的ＣｐＧＯＤＮ对提高抗ＣＤＶ中和抗体效价

和干扰素水平具有一定作用，且与对照组差异显著（犘＜０．０５）；但不同剂量的质粒ｐｃＤＮＡＨ和ＣｐＧＯＤＮ的效果

不同，其中以３０μｇ／只的ＣｐＧＯＤＮ和５０μｇ／只的ｐｃＤＮＡＨ的剂量组合效果最佳。以选定剂量的ＣｐＧＯＤＮ和

ｐｃＤＮＡＨ免疫５只健康毕格犬，同时以质粒ｐｃＤＮＡＨ与生理盐水作为对照；４周后所有动物均接种ＣＤＶ组织匀

浆毒。结果发现试验组动物均未出现犬瘟热临床症状，且攻毒后第３周ＣＤＶ检测为阴性，而ｐｃＤＮＡＨ对照组和

生理盐水对照组动物的ＣＤＶ检测阳性率为２／５和５／５；这表明ＣｐＧ能够明显促进重组质粒ｐｃＤＮＡＨ的免疫保护

作用。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣｐＧＯＤＮｓ；ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒ；ｎｕｃｌｅｉｃｖａｃｃｉｎｅ；ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｅｆｆｅｃｔ

　　犬瘟热病毒（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｔｅｒｖｉｒｕｓ）是犬科动

物的重要病原，主要损害呼吸系统、消化系统，进而

扩散到中枢神经系统［１］。犬瘟热的免疫预防主要依

赖于弱毒疫苗，但弱毒疫苗在一定程度上可损害神

经系统，甚至造成免疫抑制；因此，寻求更为安全有

效的疫苗是国内外研究的热点［２３］。目前，国外学者

对ＣＤＶ核酸疫苗的研究已取得了一定的进展，与

传统疫苗相比更具安全性［４７］；但不足的是刺激机体

产生的抗体水平多不如传统疫苗［８］；因此寻求能增

强核酸疫苗免疫效果的佐剂是解决问题的途径之

一。作者在构建了含有ＣＤＶ附着蛋白（Ｈ）基因的

重组质粒，在动物体内进行基因免疫并取得成功的

基础上［８９］，进一步研究了非甲基化的硫代胞嘧啶

磷酸鸟嘌呤（ＣｐＧ）寡脱氧核苷酸（ＣｐＧｏｌｉｇｏｄｅ

ｏｘｙｎｕｅｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＣｐＧＯＤＮ）对ＣＤＶ基因免疫增强

作用，从而为ＣＤＶ的预防拓宽了思路。

１　材料和方法

１１　重组质粒

　　含犬瘟热病毒扬州分离株（ＣＤＶＹＺ０１０１）附着

蛋白（Ｈ）的重组质粒 ｐｃＤＮＡＨ 为本实验室构

建［８］，宿主菌为ＤＨ５α。以无热源 ＱＩＡｇｅｎｐｌａｓｍｉｄ

ｍｅｇａｋｉｔ（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司产品）制备和纯化重

组质粒ＤＮＡ，最后溶解于无菌水中；用紫外分光光

度计测定ＤＮＡ浓度以及鲎试剂凝胶法测定内毒素

含量后，以 ５％ 葡萄糖注射液调整浓度至 １００

μｇ／ｍＬ，－２０℃冻存备用。

１２　犆狆犌犗犇犖序列

　　经硫代修饰的不含内毒素（ＬＰＳ）的非甲基化

ＣｐＧＯＤＮ 序 列 分 别 为 ５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＡＡ

ＧＴＣＧＴＴＡＡＧＴＣＧＴＴ３′、５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴ

ＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ３′、５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＣＧＴＣＧＴ

Ｔ３′和５′ＡＴＡＡＴＣＧＡＣＧＴＴＣＡＡＧＣＡＡＧ３′，均

由上海生工生物工程有限公司合成。

１３　主要试剂

　　聚乙烯亚胺（ＰＥＩ，ＭＷ２５０００）为美国Ｓｉｇｍａ公

司产品，其溶液参照Ｂｏｕｓｓｉｆ等报道的方法配制
［１０］，

使用时与ＤＮＡ的比例为１∶１（体积比）；鲎检测试

剂为厦门鲎试剂实验厂有限公司产品；淋巴细胞分

离液购自中国医学科学院血液学研究所；ＲＰＭＩ１６４０

培养液与胎牛血清为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品；３Ｈ胸腺

嘧啶（３ＨＴｄＲ）购自中国科学院上海原子能所；犬

ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒为美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司产

品；ＲＮＡ抽提试剂盒（ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ）为

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＲＴＰＣＲ试剂为上海生工生

物工程公司产品，其余试剂均为国产分析纯。

１４　犚犜犘犆犚引物

　　参照已发表的ＣＤＶ核衣壳蛋白（Ｎ）基因序列

（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． ＡＦ３７８７０５、ＥＦ４１８７８３、ＥＦ３７５６１９、

ＡＦ１６４９６７、ＥＦ０４２８１９），设 计 引 物 ＰＮＦ （５′

ＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＴＡＧＡＣＧＡＣＣＣＴＧＡＴＧ３′） 与

ＰＮＲ （５′ＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＴＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＣＴ

３′），用于ＣＤＶ感染的检测，由上海生工生物工程公

司合成。

１５　动物与细胞

　　普通级毕格犬（体质量均为８ｋｇ左右），由扬州

大学比较医学中心提供，经ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ（北

京世纪元亨动物防疫技术有限公司的 ＣＤＶ 抗体

ＥＬＩＳＡ试剂盒）检测未感染ＣＤＶ且抗体阴性。前

肢静脉无菌采集健康毕格犬抗凝血５ｍＬ，参考相关

文献 制备犬外 周血 淋 巴 细 胞［１１］。用 含 有 １００

ＩＵ／ｍＬ青链霉素和１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培

养液调整细胞密度至１×１０７／ｍＬ。

１６　犆狆犌犗犇犖的选定

　　将犬外周血淋巴细胞分装于９６孔细胞培养板

中（１００μＬ／孔），分别加入不同ＣｐＧＯＤＮ（终浓度

１０μｇ／ｍＬ）至总体积为２００μＬ；同一ＣｐＧＯＤＮ的

试验组共设置３个重复孔。将细胞放入３７℃，５％

ＣＯ２培养箱继续培养７２ｈ后，加适量
３ＨＴｄＲ（１．８５
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×１０３Ｂｑ／孔）继续培养１６～２０ｈ。按参考文献［１２］

检测每分闪烁次数并计算刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎ

ｄｅｘ，ＳＩ），选定刺激活性最显著的ＣｐＧＯＤＮ用于下

一步试验。

１７　动物分组和免疫

　　将３０只健康毕格犬随机均分为二大组，每大组

再分为５小组，按照表１分别肌肉注射质粒ｐｃＤ

ＮＡＨ（与ＰＥＩ等体积混合）和ＣｐＧＯＤＮ。

１８　血清样品的采集

　　各组动物均于免疫后的２、４、６周以前肢静脉采

血，离心分离血清。

表１　动物分组及其免疫方法

犜犪犫犾犲１　犃狊狊犻犵狀犿犲狀狋犪狀犱犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犪狀犻犿犪犾狊 μｇ／只

试验分组

Ｇｒｏｕｐ

第Ⅰ组ＧｒｏｕｐⅠ 第Ⅱ组ＧｒｏｕｐⅡ

ＣｐＧＯＤＮ ｐｃＤＮＡＨ ＣｐＧＯＤＮ ｐｃＤＮＡＨ

试验组１ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅠ １０ ５０ ３０ １０

试验组２ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅡ ２０ ５０ ３０ ２５

试验组３ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅢ ３０ ５０ ３０ ５０

试验组４ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅣ ４０ ５０ ３０ １００

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ － ５０ １００

１９　犆犇犞中和抗体的监测

　　以固定病毒稀释血清法
［１１］检测抗ＣＤＶ抗体的

中和效价。用ＤＭＥＭ 培养液将血清作倍比稀释，

分别加入等量的以ＤＭＥＭ 培养液配置的病毒悬液

（２×１０３ＴＣＩＤ５０），于２５℃感作２ｈ后接种到Ｖｅｒｏ

细胞单层；５ｄ后判定结果，如出现多核巨细胞则作

为未保护，同时设阳性血清、阴性血清对照。

１１０　血清犐犉犖γ的测定

　　按试剂盒说明采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法测定

采集血清中的ＩＦＮγ含量。具体步骤为将包被抗

体加入ＥＬＩＳＡ板（１００μＬ／孔），然后加入待测样品、

对照和倍比稀释的标准品（５ｎｇ／ｍＬ、２．５ｎｇ／ｍＬ、

１．２５ｎｇ／ｍＬ、６２５ｐｇ／ｍＬ、３１２ｐｇ／ｍＬ、１５６ｐｇ／ｍＬ、

７８ｐｇ／ｍＬ），最后加入酶标抗体（１００μＬ／孔）并显

色，通过绘制标准曲线计算ＩＦＮγ含量。

１１１　动物攻毒试验

　　另选取１５只健康毕格犬随机分为３组（试验组

５只，ｐｃＤＮＡＨ 对照组５只，生理盐水对照组５

只）。试验组以剂量３０μｇ／只的 ＣｐＧＯＤＮ 和５０

μｇ／只的ｐｃＤＮＡＨ通过肌肉注射进行免疫，同时以

等量ｐｃＤＮＡＨ和等量生理盐水分别接种对照组动

物。于动物免疫后第４周，采用点眼和滴鼻方式接

种ＣＤＶ组织匀浆毒（ＣＤＶＹＺ０１０１，经２代盲传后，

病毒ＴＣＩＤ５０为１０
－５．０／ｍＬ，原代毒经毕格犬复壮获

得）。观察动物表现，于攻毒后第３周扑杀所有动

物，检查各脏器组织病变；采集肺脏与淋巴结，以

ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ抽提ＲＮＡ后，使用设

计的引物以ＲＴＰＣＲ法检测ＣＤＶＮ基因
［１３］，从而

确定动物的带毒情况。

２　结　果

２１　狆犮犇犖犃犎的纯化与检测

　　限制性内切酶消化及琼脂糖凝胶电泳表明纯化

的重组质粒即ｐｃＤＮＡＨ（图１）；鲎试剂凝胶法显示

所制备的质粒样品中内毒素含量为５０ＥＵ／ｍｇ，符

合 ＷＨＯ标准，能够用于体内注射并可忽略内毒素

对ＣｐＧＯＤＮ的干扰。

Ｍ．ＬａｍｂｄａｐＵＣ相对分子质量标准；１． 重组质

粒的犓狆狀Ⅰ单酶切产物（７．４ｋｂ）；２．犈犮狅ＲⅠ和

犓狆狀Ⅰ双酶切产物（５．４和２．０ｋｂ）

Ｍ．ＬａｍｂｄａｐＵＣｍｉｘｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｄｉ

ｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犓狆狀Ⅰ（７．４ｋｂ）；２．Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｄｉ

ｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犓狆狀Ⅰ（５．４ａｎｄ２．０ｋｂ）

图１　重组质粒狆犮犇犖犃犎酶切鉴定结果

犉犻犵１　犚犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲

犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊狅犳狆犮犇犖犃犎
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２２　犆狆犌犗犇犖的刺激指数

　　犬外周血淋巴细胞经不同ＣｐＧＯＤＮ作用４８ｈ

后，均表现为体积增大，但以５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴ

ＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ３′的作用效果最为明显。

３ＨＴｄＲ掺入法试验结果也显示该序列的 ＣｐＧ

ＯＤＮ刺激指数（ＳＩ）平均值为５．２，显著高于５′

ＴＣＧＴＣＧＴＴＡＡＧＴＣＧＴＴＡＡＧＴＣＧＴＴ３′（３．２）、

５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＣＧＴＣＧＴＴ３′（３．８）以及５′ＡＴＡ

ＡＴＣＧＡＣＧＴＴＣＡＡＧＣＡＡＧ３′（３．１）。因此选择

５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ３′用 于

后续的动物试验。

２３　犆狆犌犗犇犖对狆犮犇犖犃犎的免疫增强作用

２．３．１　ＣｐＧＯＤＮ对抗体产生的影响　固定病毒

稀释血清法测定结果（表２）显示，经不同ＣｐＧＯＤＮ

剂量（１０、２０、３０、４０μｇ／只）与相同ｐｃＤＮＡＨ 剂量

（５０μｇ／只）免疫健康毕格犬后，血清中抗ＣＤＶ抗体

中和效价均显著高于未使用ＣｐＧＯＤＮ的对照组，

且以３０μｇＣｐＧＯＤＮ 剂量组效果最佳。经相同

ＣｐＧＯＤＮ剂量（３０μｇ／只）与不同剂量ｐｃＤＮＡＨ

（１０、２５、５０、１００μｇ／只）免疫健康毕格犬后，血清中

抗ＣＤＶ抗体中和效价在一定范围内与质粒ｐｃＤ

ＮＡＨ剂量具有正相关性，但不总是随剂量增加而

升高，如１００与５０μｇ剂量组的免疫刺激效果相当；

同时该组试验同样揭示了ＣｐＧＯＤＮ的免疫增强作

用。研究表明以剂量３０μｇ／只的ＣｐＧＯＤＮ和５０

μｇ／只的ｐｃＤＮＡＨ组合效果最佳。

表２　犆狆犌犗犇犖对抗犬瘟热病毒中和抗体的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狆犌犗犇犖狅狀狋犺犲狀犲狌狋狉犪犾犻狕犪狋犻狅狀犪狀狋犻犫狅犱狔狊狆犲犮犻犳犻犮狋狅犆犇犞

试验分组

Ｇｒｏｕｐ

不同ＣｐＧＯＤＮ剂量组 不同ｐｃＤＮＡＨ剂量组

２ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ ６ｗｅｅｋｓ ２ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ ６ｗｅｅｋｓ

试验组１ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅠ １０－１．１２ａ １０－１．２３ａ １０－１．３４ｂ １０－１．２３ａ １０－１．５２ｂ １０－１．６５ｃ

试验组２ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅡ １０－１．２５ａ １０－１．６５ｃ １０－１．７６ｃ １０－１．３３ｂ １０－１．６７ｃ １０－１．８８ｃ

试验组３ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅢ １０－１．４５ｂ １０－１．７５ｃ １０－２．２４ｄ １０－１．４１ｂ １０－１．８１ｃ １０－２．２６ｄ

试验组４ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅣ １０－１．５０ｂ １０－１．８６ｃ １０－２．２１ｄ １０－１．４４ｂ １０－１．９２ｃ １０－２．２３ｄ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １０－１．０９ａ １０－１．１８ａ １０－１．２８ａ １０－１．１９ａ １０－１．２９ａ １０－１．４０ｂ

表中数据分别为３只动物该指标的平均值；同一列数据标有不同字母者表示差异显著（犘＜０．０５），下表同

Ｔｈｅｄａｔｕｍｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｉｓｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｏｆｔｈｅ３ａｎｉｍａｌｓｉｎｏｎｅｓｕｂｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄａｔａｉｎ

ｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｓｖａｒｉａｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２．３．２　ＣｐＧＯＤＮ对干扰素产生的影响　通过对

各组免疫动物不同时间段采集的血清进行ＩＦＮγ

检测，结果表明单独使用ｐｃＤＮＡＨ对照组的ＩＦＮ

γ的含量为１０．１～１３．８ｐｇ／ｍＬ，而所有使用ＣｐＧ

ＯＤＮ的试验组动物血清中ＩＦＮγ的含量为５０．１～

５５．６ｐｇ／ｍＬ，组内差异不显著（犘＞０．０５），但与对照

组相比，差异显著（犘＜０．０５）（表３）。

表３　犆狆犌犗犇犖对γ干扰素水平的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狆犌犗犇犖狅狀狋犺犲犾犲狏犲犾狅犳犐犉犖γ

试验分组

Ｇｒｏｕｐ

不同ＣｐＧＯＤＮ剂量组 不同ｐｃＤＮＡＨ剂量组

２ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ ６ｗｅｅｋｓ ２ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ ６ｗｅｅｋｓ

试验组１ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅠ ５０．１ｂ ５１．２ｂ ５１．８ｂ ５４．８ｂ ５５．１ｂ ５５．４ｂ

试验组２ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅡ ５２．３ｂ ５３．２ｂ ５４．２ｂ ５４．２ｂ ５２．１ｂ ５５．３ｂ

试验组３ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅢ ５１．３ｂ ５５．６ｂ ５３．４ｂ ５３．４ｂ ５３．９ｂ ５４．６ｂ

试验组４ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐⅣ ５４．１ｂ ５４．６ｂ ５５．２ｂ ５４．３ｂ ５５．６ｂ ５３．９ｂ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １３．３ａ １３．８ａ １３．５ａ １３．５ａ １３．８ａ １３．５ａ

２４　动物攻毒后的病理变化

　　试验组５只动物各脏器均未见肉眼和显微组织

病变；５只生理盐水对照组动物的脑、肺、肝、肠、脾

均有较为显著的病理变化，表现为肺泡壁毛细血管
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扩张充血，肺泡腔内可见较多浆液性渗出，并有中性

粒细胞和巨噬细胞及脱落的肺泡上皮细胞；肝细胞

肿大，胞浆疏松呈网状、半透明，严重区域肝细胞肿

大呈球状；小肠黏膜上皮细胞变性、坏死脱落，肠壁

水肿，有数量不等的炎细胞浸润；脾呈退行性变化，

小动脉鞘周围淋巴细胞逸失，脾红髓可见单核细胞、

嗜中性白细胞等炎细胞浸润，脾窦内可见含铁血黄

素；脑组织局灶性神经细胞核固缩、液化坏死，形成

染色较浅、质地疏松的筛网状病灶，部分区域神经细

胞水肿，胞质呈空泡状改变；５只ｐｃＤＮＡＨ对照组

未见肉眼病变，但有较为明显的组织显微病变。

２５　动物攻毒后的带毒情况

　　ＲＴＰＣＲ扩增结果显示，试验组动物于攻毒后

第３周均未检测到ＣＤＶ，而从生理盐水对照组动物

的组织样品中均能扩增出 ＣＤＶ Ｎ 蛋白基因约

１０００ｂｐ片段，与预计大小（１０６５ｂｐ）一致，ｐｃＤＮＡ

Ｈ对照组中有２个肺脏组织可以扩增出ＣＤＶＮ蛋

白基因（图１）。这表明重组质粒ｐｃＤＮＡＨ与ＣｐＧ

协同免疫动物后，可产生抵抗ＣＤＶ攻击的保护力。

Ｍ．ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ．ＣＤＶ（ＹＺ０１０１株）；１

～５．ＣｐＧ重组和质粒免疫的试验组动物；６～１０．

仅注射ｐｃＤＮＡＨ 的对照组动物；１１～１５．仅注射

生理盐水的对照组动物

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ．ＣＤＶ（ＹＺ０１０１株）；

１５．ＴｈｅａｎｉｍａｌｓｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣｐＧａｎｄｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ；６１０：Ｔｈｅａｎｉｍａｌｓｏｎｌｙｉｎｊｅｃ

ｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｃＤＮＡＨａｓｃｏｎｔｒｏｌ；１１１５．

Ｔｈｅａｎｉｍａｌｓｏｎｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｗａｔｅｒ

ａｓｃｏｎｔｒｏｌ

图１　动物攻毒后肺脏组织的犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵１　犚犜犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀犻狀犾狌狀犵狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱犪狀犻

犿犪犾狊犫狔犆犇犞

３　讨　论

　　ＣＤＶ减毒活疫苗的广泛使用大大降低了ＣＤ

发病率，但也存在许多不足，如可引起免疫抑制和中

枢神经的损害。此外，ＣＤＶ的宿主谱日趋扩大，可

引起许多陆栖和水生野生动物的发病和死亡，因此

对犬安全的活疫苗，也有可能给这些群体带来灭顶

之灾［１４１５］。目前，国外已经主要致力于犬瘟热基因

工程疫苗的研究，但刺激机体产生的抗体水平多不

如传统疫苗；因此，探索能够增强核酸免疫效果的佐

剂可能是重要的切入点。许多研究小组认为，犬瘟

热基因工程疫苗的构建中应优先选择野毒株，这样

才能增加预防的针对性，提高免疫效果［１６］。前期研

究发现我国分离株至少在 Ｈ 基因方面已显示出与

疫苗株存在着差异，因此，作者以本实验室分离克隆

的中国分离株（ＣＤＶＹＺ０１０１）为素材，将囊膜糖蛋

白 Ｈ基因定向插入真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（）

中，构建了重组质粒ｐｃＤＮＡＨ，这对保持 Ｈ的保真

性，提高重组质粒的免疫效果具有重大的意义。因

此，以忠于流行病学的毒株的Ｈ基因来构建用于核

酸疫苗的研究，不仅为研发具有针对性和自主知识

产权的ＤＮＡ疫苗做了初步尝试，而且可为将来揭

示犬瘟热病毒受体结合蛋白提供依据。

　　研究表明，ＣｐＧＯＤＮ可与 ＴＬＲ９受体结合，

激发天然免疫反应和获得性免疫反应，是一种良好

的免疫佐剂［１２，１７］。鉴于物种对ＣｐＧ的识别具有种

属特异性，通过对４条不同序列的硫代ＣｐＧＯＤＮ

刺激犬外周血淋巴细胞的试验，确定了１条具有较

为 理 想 的 ＣｐＧＯＤＮ 序 列 ５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴ

ＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ３′（３个 ＧＴＣＧＴＴ 基序以

ＴＴ连接）。通过不同剂量ＣｐＧＯＤＮ和不同剂量

重组质粒ｐｃＤＮＡＨ 的动物免疫试验，确定了适宜

的ＣｐＧＯＤＮ与ｐｃＤＮＡＨ剂量组合，从而为ＣＤＶ

的预防拓宽了思路，为进一步研究ＣｐＧ寡核苷酸在

犬用疫苗佐剂方面的应用提供了理论和实验依据。

ＬＰＳ是革兰氏阴性菌细胞壁的重要组成成分，其与

ＣｐＧ具有相似的免疫激活效应，因此，在本试验中，通

过ＱＩＡＧＥＮ公司的无热源质粒纯化试剂盒对重组质

粒ｐｃＤＮＡＨ中的ＬＰＳ进行了去除，并通过鲎试剂凝

胶法确定了ＬＰＳ含量在５０ＥＵ之内，这不仅可排除

ＬＰＳ干扰ＣｐＧ协同刺激ｐｃＤＮＡＨ在犬体内的免疫

反应应答，也可保护实验犬免受ＬＰＳ引起的发热、休

克或死亡等毒副作用，更保证了研究结果的可靠性。

　　ＤＮＡ免疫最常用的接种方式是裸ＤＮＡ肌肉

注射，然而裸ＤＮＡ易被组织液中的核酸酶降解，从

而降低ＤＮＡ的摄入量及转染效率。脂质体的应用

初步克服了这个难题，却因价格昂贵致使许多研究

只能停留在实验室水平。聚乙烯胺（ＰＥＩ）与核酸疫

苗的结合无疑给后者的研究推广带来了曙光［１８］，

ＰＥＩ能包裹大量ＤＮＡ，且具有较强的缓冲能力，可

确保外源性 ＤＮＡ 免受核酸酶的降解。此外，ＰＥＩ

１４７１
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作为转染介质，还有毒性小，转染效率高，价格低廉

等优点，受到广泛青睐。试验中，采用ＰＥＩ包裹的

方式将ＣｐＧ和重组质粒ｐｃＤＮＡＨ 包裹后，分组进

行注射，最终的结果证实用３０μｇＣｐＧ 与５０μｇ

ｐｃＤＮＡＨ的免疫刺激效果最好，在此剂量均可有

效刺激犬对犬瘟热 Ｈ蛋白产生良好的免疫应答，而

且避免了使用脂质体转染带来的昂贵费用，给进一

步研制犬瘟热核酸疫苗奠定了基础。

　　研究以犬瘟热病毒中国（扬州）分离株为素材构

建了重组质粒ｐｃＤＮＡＨ在此基础上，以其和ＣｐＧ

ＯＤＮ混合后注射毕格犬诱发了较高水平的病毒中

和抗体效价，细胞因子ＩＦＮγ的含量比对照组也有

大幅度的提高，这比Ｓｉｘｔ等
［５］构建的ｐＶＩＪＨ 采用

基因枪和肌注２种方法免疫小鼠，诱发的免疫应答

效果更为有效，提示本试验采取的方案确实可行，可

以为进一步研究犬瘟热核酸疫苗奠定基础。
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［１８］　ＮＧＵＹＥＮＤＮ，ＲＡＧＨＡＶＡＮＳＳ，ＴＡＳＨＩＭＡＬＭ，

ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｐｏｌｙ（ｏｒｔｈｏｅｓｔｅｒ）ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ｆｏｒＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙｂｙｂｌｅｎｄｉｎｇｗｉｔｈｐｏｌｙ（ｅｔｈ

ｙｌｅｎｉｍｉｎｅ）［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２００８，２９（１８）：２７８３

２７９３．

２４７１


