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揖Abstract铱 In order to prove the adjuvant effect of CpG DNA recombinant plasmid, the total antibodies and their

IgG2a subtype induced by antigen of Cysticercus cellulosae, and content of IL鄄4 and IFN鄄酌 secreted from splenic cell of
mouse immunized were measured. The recombinant plasmids showed an adjuvant effect, and CpG2 was the best adjuvant
among the plasmids. It is proved that the CpG DNA possesses a synergistic effect with Al(OH)3 and 206 adjuvant, and
is an effective Th1 type adjuvant in mice.
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揖提要铱 用 CpG基序寡核苷酸的重组质粒渊CpG DNA冤与猪囊尾蚴抗原制备疫苗免疫小鼠袁 检测小鼠抗囊尾蚴总抗体
和 IgG2a抗体亚类以及体外诱导免疫脾细胞分泌白介素鄄4渊IL鄄4冤和干扰素鄄酌 渊IFN鄄酌冤的含量袁 观察其免疫佐剂效应遥 发现
CpG DNA重组质粒中无论插入 CpG基序多或少都能增强小鼠抗囊尾蚴总抗体和 IgG2a抗体亚类含量袁 都具有免疫佐剂
效应袁 但其免疫强度有差别袁 其中 CpG2的佐剂效应最强曰 此外袁 CpG DNA重组质粒能与铝胶尧 206佐剂配伍发挥免疫
增强协同作用遥
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揖研究简报铱

目前袁 国内外已有用人工合成且进行硫代修饰的含 CpG
基序的寡核苷酸序列渊CpG ODN冤或从其他低等生物中提取含
CpG基序的基因组 DNA袁 作为疫苗新型佐剂袁 证明免疫增强
效果好袁 具有替代传统佐剂的优势袁 但人工合成的 CpG ODN
很容易被降解袁 而硫代修饰的序列费用太高曰 低等生物的基因
组 DNA虽含有未甲基化的 CpG基序袁 但有可能引入有害基因
或物质到机体袁 盲目性较大 咱1袁圆暂遥 因此袁 本研究通过构建含
CpG基序序列的重组质粒即 CpG DNA作为疫苗的免疫佐剂袁
首先开展猪囊尾蚴抗原疫苗的免疫增强试验袁 以明确其免疫佐
剂效应袁 现报道如下遥

1 材料与方法

1.1 实验动物 4耀5周龄昆明小鼠 30只 渊雌雄各半冤袁 由兰
州生物制品研究所动物室提供遥
1.2 试剂 猪囊尾蚴小鼠抗体 ELISA检测试剂盒渊本实验室配

制冤袁 RPMI1640培养基 渊美国 Invitrogen公司生产冤袁 小鼠白细
胞介素鄄4渊IL鄄4冤和干扰素鄄酌渊IFN鄄酌冤的 ELISA检测试剂盒渊美国
Bioscience公司冤袁 酶标板渊丹麦 Nunc公司冤遥
1.3 抗原与佐剂 猪囊尾蚴抗原 渊本实验室制备冤袁 206佐剂
渊法国 Seppic 公司提供冤袁铝胶渊Al冤渊兰州生物制品所惠赠冤袁 3
种 CpG DNA重组质粒渊简称 CpG1尧 CpG2和 CpG3袁 均由本实
验室研制冤遥
1.4 CpG DNA佐剂效应及其配伍形式试验 共分 11组袁 分
别设空白对照组尧 抗原垣空载体组尧 抗原垣CpG1 组尧 抗原垣
CpG2组尧 抗原垣CpG3组尧 抗原垣Al+CpG1 组尧 抗原垣Al+CpG2
组尧 抗原垣Al+CpG3组尧 抗原垣206+CpG1组尧 抗原垣206+CpG2
组尧 抗原垣206+CpG3组遥 先将纯化的囊尾蚴抗原稀释到 2 mg /ml,
按 200 滋g/只的剂量与等体积的佐剂配合袁 其中每份疫苗各含
206佐剂 100 滋l袁 铝胶 0.135 mg袁 CpG DNA佐剂质粒 100 滋g遥
在免疫前和免疫后第 15尧 30尧 60尧 90和 120 d袁 分别剪尾采血
分离血清袁 进行猪囊尾蚴抗体 ELISA检测遥
1.5 CpG DNA 重组质粒的最佳剂量及其毒性试验 共分 6
组袁 分别设空白对照组尧 抗原垣Al 组尧 抗原垣206 组尧 抗原垣
CpG2鄄20 滋g 组尧 抗原垣CpG2鄄100 滋g 组和抗原垣CpG2鄄200 滋g
组袁 其中每头份疫苗各含抗原 400 滋g袁 206佐剂 200 滋l袁 铝胶
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3 讨论

本实验室筛选和构建的 CpG DNA重组质粒与猪囊尾蚴抗
原制备疫苗免疫小鼠发现袁 无论插入 CpG基序多或少都能增
强抗囊尾蚴抗体的水平袁 但其强度有差别袁 其中 CpG2佐剂效
应最好袁 与本实验室以前报道的 CpG ODN 结果相一致 咱5暂遥
Yoshitsugu等 咱3暂报道用多 CpG 基序构建的 DNA质粒能够显著
增强 HIV鄄1 DNA疫苗的细胞免疫和体液免疫效果袁 而且发现
CpG 基序越多其免疫增强效果越好遥 李江凌等 咱6暂在抗猪囊尾
蚴疫苗以及许洪林等咱7暂在抗 HBsAg疫苗中都证实这一结论遥 另
外试验发现 3种 CpG DNA重组质粒均可与铝胶尧 206佐剂配
伍发挥协同作用袁 其中 CpG2无论作为单一或联合佐剂其免疫

增强能力都较高袁 其配伍效果与 206佐剂最强袁 其次是铝胶佐
剂袁 说明其与其他佐剂配伍能发挥免疫增强协同作用遥

Rankin等咱4暂报道 CpG ODN具有较好的安全性袁 使用剂量
低袁 无毒副作用遥 剂量和毒副作用试验发现>20 滋g/只的 CpG
DNA重组质粒就能达到较好的免疫佐剂效应袁 其免疫增强能
力优于常规佐剂袁 在 200 滋g免疫剂量时未发现任何不良反应遥
通过检测各免疫佐剂剂量组所诱导产生的 IgG2a抗体亚型的含
量发现院 随着免疫剂量的变化袁 其诱导产生的免疫反应类型即
发生改变袁 低剂量时主要以体液免疫为主袁 高剂量时 IgG2a的
含量增加即细胞免疫反应随之增强袁 在 200 滋g剂量时既表现
为较高的体液免疫又表现为较高的细胞免疫遥 已有资料表明袁

图 1 CpG2不同剂量间的免疫增强效果

0.27 mg袁 CpG2分别按 20尧 100和 200 滋g添加袁 接种剂量为
400 滋l/只曰 小鼠随机分组袁 每组 5只袁 均为雌性曰 在免疫前和
免疫后 19尧 30尧 60和 90 d分别剪尾采血袁 分离血清进行猪囊
尾蚴总抗体和 IgG2a含量 ELISA检测袁 以确定 CpG DNA佐剂
的最佳剂量及其毒性遥
1.6 CpG DNA重组质粒增强抗体产生与分泌细胞因子的关系
试验 以筛选的最佳 CpG DNA为试验佐剂袁 共分 4组袁 小鼠
随机组群袁 8只/组袁 雌雄各半遥 分别设空白对照组尧 单一抗原
组尧 206佐剂组和 CpG DNA佐剂组曰 疫苗配制方法同前袁 在
第 1次免疫后袁 第 25天和 63天各加强免疫 1次曰 在免疫前和
免疫后第 15尧 34尧 75和 85天分别剪尾采血袁 分离血清进行猪
囊尾蚴抗体 ELISA检测遥 同时在上述试验第 猿 次免疫后 7 d袁
每组随机处死小鼠 3只袁 取脾脏袁 分离脾细胞袁 在细胞培养板
上每孔加 100 滋l袁 3 个重复孔袁 加 2 板曰 分别用囊尾蚴抗原
100 滋g刺激袁 37 益袁 CO2培养箱中培养 24 h 后袁 分别用小鼠
IL鄄4和 IFN鄄酌的 ELISA检测试剂盒检测其含量咱3袁4暂遥

2 结果

2.1 最佳单一 CpG DNA 重组质粒佐剂的选择 猿 种 CpG
DNA 重组质粒增强囊尾蚴抗原产生抗体能力强弱顺序是院
CpG2 的最强袁 其次是 CpG3 和 CpG1袁 但都明显高于空载体

组袁 排除了载体的影响作用遥
2.2 CpG DNA 重组质粒的配伍试验及最佳配伍形式 猿 种
CpG DNA与铝胶配伍增强囊尾蚴抗原产生抗体能力的顺序是
CpG2 最强袁 其次是 CpG3袁 最低是 CpG1遥 3 种 CpG DNA 与
206佐剂配伍增强囊尾蚴抗原产生抗体能力的顺序仍是 CpG2
最强袁 其次是 CpG1袁 最低是 CpG3遥 同时 CpG2无论作为单一
或联合佐剂与囊尾蚴抗原共同免疫小鼠袁 其免疫增强能力都最
强袁 在免疫 120 d后仍具有较高的抗体水平袁 其配伍效应的关
系是 CpG2与 206佐剂配伍效果最强袁 其次是与铝胶佐剂袁 单
一 CpG2佐剂较联合配伍的效果差遥
2.3 CpG DNA重组质粒的剂量及其毒性试验结果 3种剂量
的 CpG2单一佐剂的免疫增强能力均较铝胶尧 206佐剂强袁 其
中 20 滋g剂量组最高袁 其次是 200 滋g和 100 滋g剂量组遥 而在
CpG2诱导 IgG2a产生能力方面袁 200 滋g剂量组最高袁 其次是
100 滋g剂量组袁 20 滋g剂量组最低遥 另外袁 在 200 滋g 剂量免疫
时小鼠也未出现任何不良反应渊图 1冤遥
2.4 CpG DNA重组质粒增强抗体产生与分泌细胞因子的关系
试验结果 通过 3次免疫袁 CpG DNA重组质粒诱导的小鼠抗
囊尾蚴抗原的抗体水平与 206佐剂相当袁 两者明显高于无佐剂
抗原组遥 而 CpG DNA重组质粒诱导免疫脾细胞产生的IL鄄4含
量较 206佐剂低袁 但诱导的 IFN鄄酌含量较 206佐剂高渊图 2冤遥

图 2 CpG DNA对囊尾蚴抗原诱导机体产生 IL鄄4和 IFN鄄酌的能力
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CpG 基序主要诱导 T淋巴细胞 1型渊Th1冤免疫反应即细胞免疫
反应袁 以诱导产生 IgG2a为主遥 但机体免疫反应类型的改变是
否与剂量有关袁 未见报道袁 需进一步研究证实遥

大量试验证实 CpG ODN是一种有效的 Th1型免疫佐剂袁
可直接促进树突状细胞渊DC冤尧 巨噬细胞和脾细胞等专职抗原呈
递细胞的成熟和活化袁 分泌 IL鄄12尧 IL鄄18和 IFN鄄酌等 Th1型细
胞因子袁 从而增强抗原诱导特异性的 CTL应答遥 目前认为 IFN鄄酌
和 IL鄄4含量的高低是衡量 Th1和 Th2型免疫反应的重要指标袁
本试验通过免疫脾细胞分泌 IFN鄄酌和 IL鄄4细胞因子的检测以验
证 CpG DNA重组质粒所诱导免疫反应的特点咱3袁4暂遥 从抗猪囊尾
蚴抗体水平看袁 CpG DNA重组质粒作为佐剂诱导的抗体与 206
佐剂相当袁 而从诱导脾细胞分泌的细胞因子的水平看袁 CpG
DNA诱导分泌的 IFN鄄酌高而 IL鄄4低袁 正好与 206佐剂相反袁 即
本试验进一步证实了 CpG DNA重组质粒的 Th1型佐剂效应性遥
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关于召开野全国寄生虫种质资源共享与利用学术交流会冶通知
由中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所主办和中国农业科学院兰州兽医研究所承办的 野全国寄生虫虫种资源标准化整

理尧 整合和共享学术交流会及相关技术培训会议冶袁 将于 2006年 8月在兰州召开遥
1援 会议主题院 淤种质资源共享理论与实践曰 于寄生虫病原鉴定新方法与新技术曰 盂寄生虫样本/标本的采集尧 固定及保存技

术曰 榆媒介昆虫 渊蚊子冤 的采集及标本的制作曰 虞常见寄生虫标本的染色方法曰 愚寄生虫生物材料 渊遗传资源尧 血清或抗体尧 制
备物如抗原等冤 采集和保藏曰 舆各类寄生虫病数据库的构建与共享曰 余其他与寄生虫种质资源共享与利用有关内容遥

2援 出席对象院 淤特邀作专题报告的国内相关领域著名专家和学者曰 于各省 渊自治区尧 直辖市冤 高等医药院校尧 科研院所尧 医
疗尧 防治机构及检疫部门等从事人体尧 兽医尧 植物等寄生虫学研究和寄生虫种质资源分类整理的专家尧 学者尧 科技人员和师生遥
凡投稿后被录用准备在会议上交流者遥

3援 征文要求: 凡未在国内外学术刊物或会议上发表过的与本会议主题有关论文均可投稿遥 论文符合国家和各单位保密规定袁
文责自负遥 论文经评审后发录用通知遥 请于 2006年 6月 15日前将论文电子版寄或发给中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制
所陈韶红同志收遥

4援 时间与地点:2006年 8月 4日至 6日 渊8月 3日报到冤 在兰州举办遥 会议资料费院 300元/人 渊含资料费尧 证书费冤遥 食宿代
为安排袁 费用自理遥

5援 论文证书和继续教育学分:本次会议征集的论文经会议组委会专家审评录用者袁 将编印成论文集袁 将发给论文证书遥 本次会
议授予中华预防医学会 I类继续教育学分 4分遥

6援 联系人和联系方式院 中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所 陈韶红曰 地址院 上海市瑞金二路 207号曰 邮编院 200025曰
电话院 021-64377008-1207曰 传真院 021-64332670曰 E-mail:chensh637@yahoo.com

中国疾病预防控制中心

寄生虫病预防控制所
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