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① 微小隐孢子虫CP15 ö60 -D NA 滴鼻免疫小鼠
诱导的粘膜与系统免疫反应

何宏轩3 　张西臣　尹继刚　李建华　杨 举
(解放军军需大学 动物科技系,长春 130062)

摘　要　为了观察微小隐孢子虫表面蛋白基因的重组质粒 pcDNA 3215ö60诱导机体产生的免疫应答情况,用

重组质粒经鼻粘膜接种BALB öc小鼠,采用淋巴细胞转化实验、流式细胞仪、EL ISA 和免疫组化染色法检测

了其诱导的系统和粘膜免疫反应,并在免疫后经口接种微小隐孢子虫卵囊。结果为免疫小鼠淋巴细胞增殖反

应二免后 S I 均大于 2 (P < 0. 01) ; 免疫后, CD +
4 T 细胞增加了 (32. 42±2. 19) % (P > 0. 5) , CD +

8 T 细胞增加了

(26. 73±3. 33) % (P < 0. 5) ;小肠粘膜 IgA 分泌型浆细胞数增加了 94. 3±6. 3;血清中 IgG和小肠液中 IgA 滴

度分别提高了 0. 68±0. 06和 0. 77±0. 05 (P < 0. 01) ; 实验组小鼠排出卵囊减少了 2. 2倍,排卵时间缩短了

4. 5 d (P < 0. 5)。研究表明重组质粒诱导机体产生多种免疫反应,并且产生了保护力。
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M ucosa l and System ic Imm une Respon se Induced in BAL B öc M ice

by In tranasa l Imm un iza tion w ith CP15 ö60 -D NA

H e Hongxuan　Zhang X ichen　Y in J igang　L i J ianhua　Yang Ju
(Facu lty of A nim al Science, the Q uarterm aster U niversity of PLA , Changchun 130062, Ch ina)

Abstract　To study the imm une respon se induced by pcDNA 3215ö60 p lasm id exp ressing su r2
face p ro tein CP15ö60 gene of C ryp tosp orid ium p a rvum spo rozo ites, the th ree w eek o ld of

BALB öc line m ice w ere inocu la ted in tranasally w ith the recom b inan t p lasm id, and the an i2
m als w ere then infected w ith C. p a rvum oocysts by mou th. T he m uco sal and system ic im 2
m une respon se w ere valued by the lymphocyte t ran sfo rm at ion test, FA CS, indirect EL ISA

and imm unoh istochem ical sta in ing m ethod du ring experim en ta l period. T he resu lts show ed

that the st im u la t ion index (S I) of lymphocyte w ere mo re than 2 after the second imm un iza2
t ion (P < 0. 01) ; the num ber of CD +

4 and CD +
8 T cell increased (32. 42±2. 19) % (P > 0. 5) and

(26. 73±3. 33) % (P < 0. 5) respect ively; the IgA an t ibody secret ing cells in the lam inap rop ria

of sm all in test ina l m uco sa in the experim en t group s increased 94. 3±6. 3; the t iters of specif ic

an t ibody IgG in serum and IgA in sm all in testenal f lu id increased 0. 68±0. 06 and 0. 77±

0. 05 (P < 0. 01) , ind ividually. In addit ion,Oocysts num ber of imm un ized m ice w ere 2. 2 t im es

of con tro l group s (P < 0. 5) and the shedding t im e sho rted 4. 5 days compared w ith the con2
t ro l. T he above resu lts suggested that the CP15ö602DNA can induce severa l k inds of imm une
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隐孢子虫病是一种重要的人畜共患肠道寄生性原虫病,仅次于人和动物的肠道轮状病毒

病。该病可引起腹泻和隐性感染, 加速M D 肿瘤的发生, 与人的爱滋病有着密切的联系[1 ]。

DNA 疫苗是 90年代发展起来的一项新型疫苗。目前有针对多种病原体的DNA 疫苗,并在多

种实验动物中取得了有效结果[2 ]。因为隐孢子虫病目前尚无有效的防治方法,国内外尚无开展

该病核酸疫苗的系统研究[3 ] , 基于本室已经成功克隆微小隐孢子虫子孢子表面蛋白基因

CP15ö60 [4 ] ,并且构建了真核表达的重组质粒 pcDNA 3215ö60 [5 ] ,所以本研究旨在观察用重组

质粒 pcDNA 3215ö60诱导BALB öc小鼠产生的免疫应答,为研究高效的隐孢子虫核酸疫苗提

供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

微小隐孢子虫 (C ryp tosp orid ium p a rvum )卵囊,来源于自然感染隐孢子虫的犊牛,经黑白

花奶牛犊牛继代; BALB öc小鼠,体重 18～ 22 g, 3周龄,购自长春生物制品所; HR P 酶标羊抗

鼠 IgA 抗体 (美国BRL 公司) ; pcDNA 3215ö60质粒 (含 C. p a rvum 子孢子表面蛋白CP15ö60

基因)为本室构建。[ 523H ]T dR 购自中国原子能科学研究院同位素研究所;抗CD 4CD 8 mA b 购

自北京大学医学部;羊抗鼠 IgG2HR P,购自华美生物工程公司;流式细胞仪 (FA CS) ,美国Bec2
ton2D ick in son 公司生产; D G30022A 型酶联免疫检测仪,国营华东电子管厂制造; FJ 22101 双

道液体闪烁计数器,西安电子仪器厂制造。

1. 2　方法

1. 2. 1　动物免疫　BALB öc小鼠 30只,随机分成 2组,实验组用 pcDNA 3215ö60质粒和司本

甘油溶液 (司本 4. 5% ,甘油 1% )以 1∶5比例混合,按 100 Λgö100 ΛL 剂量于小鼠鼻腔粘膜滴

注,间隔 3周加强免疫 2次,共 3次,对照组以 PBS用同样方法接种。分别于每次接种前和最

后一次接种后 2周剖杀 3只,取静脉血、脾脏、小肠和小肠液进行免疫学实验。

1. 2. 2　淋巴细胞转化实验　以3H 2胸腺嘧啶核苷掺入法检测淋巴细胞增殖反应。具体方法是
无菌采取小鼠静脉血 0. 5～ 1. 5 mL ,按每毫升血加入肝素 125 U 抗凝。吸取 0. 1 mL 抗凝血注

入含 1 mL R PM I1640培养液的培养瓶内,加刀豆蛋白A (ConA ) ,使终浓度为 2. 5 ΛgõmL - 1。

于CO 2 培养箱中在 37 ℃ 5% CO 2 条件下培养 48 h 后加 25 ΛC iömL 3H 2T dR 20 ΛL ,继续培

养 24 h,液闪测定。

1. 2. 3　CD 4
+ öCD 8

+ T 淋巴细胞计数　取脾细胞悬液 0. 1 mL ,加 5 mL PBS, 1 500 rõm in - 1离

心 5 m in。将细胞洗 2次,在 0. 5 mL PBS悬液中分别加入 F ITC 标记的CD +
8 抗体和 PE 标记

的CD +
4 抗体各 20 ΛL ,置 4 ℃ 30 m in,取出后经荧光洗液洗 2 遍后,加入 0. 5 mL 荧光保存

液,用流式细胞仪检测。

1. 2. 4　小肠粘膜 IgA 抗体生成细胞的检测[6, 7 ]　取小肠固定于 10%甲醛溶液中,用免疫组化

染色法对肠粘膜固有层中 IgA 分泌型浆细胞进行定性和定量测定。 IgA 分泌型浆细胞定量采

取染色后光镜 (400×)下观察 20个视野,计数每 5个视野中阳性细胞数。
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1. 2. 5　小鼠血清 IgG 和肠液 s IgA 测定　以原核表达的CP15ö60重组蛋白作为包被抗原,按

常规间接EL ISA 方法步骤进行。以小鼠阳性血清和阴性血清作为对照。具体操作为:用重组的

CP15ö60蛋白 1 Λg包被酶标板, 37 ℃ 4 h,然后 4℃冰箱过夜,次日用 200倍稀释的被检血清

或 100倍稀释的小肠液 37 ℃作用 2 h,接着用 3 200倍稀释的羊抗鼠 IgG2HR P 或 1 000倍稀

释的羊抗鼠 IgA 2HR P 作用 2 h,最后用O PD 2H 2O 2 避光处理 20 m in,用酶标仪检测。

1. 2. 6　保护性实验　免疫后 2周每只小鼠经口接种 106 个卵囊,攻虫后检测卵囊排出情况。

即每日采粪便 1 g,用饱和硫酸锌浮集法收集卵囊,将卵囊溶于 6 mL 水中,搅匀,用血细胞计

数器计数。

1. 3　统计学处理

将各组测定值计算均数、标准差,进行显著性检验 (t检验)。

2　结　果

2. 1　免疫小鼠淋巴细胞转化

各组小鼠分别于接种前和攻虫后采取眼静脉血进行淋巴细胞转化实验。由表 1可以看出

实验组免疫前和首免的S I 值小于 2,以后不同时间的S I 大于 2,而对照组不同时间S I 均小于

2 (P < 0. 01)。

表 1　免疫小鼠淋巴细胞转化反应

分组 免疫次数 ConA +

(cpm )
ConA -

(cpm )
刺激指数

(S I ) 分组 免疫次数 ConA +

(cpm )
ConA -

(cpm )
刺激指数

(S I )

实验组 免疫前 365±42 298±35 1. 2 对照组 免疫前 306±25 268±39 1. 2

第 1次 429±45 356±36 1. 2 第 1次 246±23 234±27 1. 0

第 2次 1 190±15 506±85 2. 4 第 2次 343±23 268±34 1. 3

第 3次 1 680±123 662±76 2. 5 第 3次 316±28 302±31 1. 0

攻虫 2 698±102 808±102 3. 3 攻虫 687±58 396±29 1. 7

　
2. 2　CD +

4 öCD +
8 T淋巴细胞数量

以流式细胞仪计数 2×104 个细胞中的CD +
4 öCD +

8 T 淋巴细胞个数为原始数据,经方差分

析CD +
4 变量显示实验组增加了 32. 42±2. 19,与对照组相比,差异无显著意义 (P > 0. 5) ; CD +

8

变量显示,实验组增加了 26. 73±3. 33,与对照组相比,差异显著 (P < 0. 5) ,说明 pcDNA 3215ö
60能够提高免疫小鼠的 T 淋巴细胞数量,增强免疫小鼠的细胞免疫水平 (表 2)。

表 2　免疫小鼠CD +
4 öCD +

8 T淋巴细胞 (% )和小肠粘膜 IgA 分泌型浆细胞数变化

分组 免疫次数 CD +
4 CD +

8
分泌 IgA
细胞数

分组 免疫次数 CD +
4 CD +

8
分泌 IgA
细胞数

实验组 免疫前 9. 94±0. 68 8. 35±1. 06 2. 3±0. 5 对照组 免疫前 10. 03±0. 69 9. 36±1. 25 0

第 1次 11. 65±0. 35 10. 26±1. 08 23. 0±2. 4 第 1次 9. 64±1. 36 10. 22±1. 23 5. 2±2. 3

第 2次 16. 06±2. 15 12. 26±2. 02 46. 6±3. 2 第 2次 11. 20±2. 68 8. 36±1. 52 3. 4±1. 6

第 3次 30. 12±3. 06 26. 36±2. 12 83. 4±1. 6 第 3次 10. 69±1. 09 9. 37±0. 86 1. 5±2. 6

攻虫 42. 36±2. 87 35. 08±4. 39 96. 6±6. 8 攻虫 16. 03±2. 04 15. 28±1. 49 38. 6±4. 60

　　
2. 3　小肠粘膜固有层中 IgA 分泌型浆细胞的消长

免疫组化染色,实验组小肠粘膜固有层中 IgA 分泌型浆细胞呈棕色, 大小不一, 呈多形
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性,有的可见核偏在一侧或呈车轮状结构,其消长见表 2。 IgA 分泌型浆细胞在接种前基本见

不到,免疫后逐渐上升,攻虫后达到高峰,增加了 94. 3±6. 3。对照小鼠仅偶见极少量 IgA 阳性

细胞。2组比较 P < 0. 01。

2. 4　血清中 IgG和小肠液中 IgA 的消长

实验组血清中 IgG 和小肠液中 IgA 滴度在首次接种前变化不大,二免后逐渐上升,攻虫

后最高,分别提高了 0. 68±0. 06和 0. 77±0. 05。对照组小鼠小肠液中 IgA 滴度变化不明显,

一直处于较低水平,攻虫后略有升高。2组比较 P < 0. 01 (表 3)。

表 3　免疫小鼠特异性抗体滴度变化情况

分　　组 免疫前 第 1次 第 2次 第 3次 攻虫

实验组 IgG 0. 18±0. 06 0. 21±0. 05 0. 50±0. 06 0. 72±0. 05 0. 84±0. 05

IgA 0. 05±0. 02 0. 19±0. 04 0. 38±0. 05 0. 68±0. 10 0. 82±0. 07

对照组 IgG 0. 17±0. 03 0. 16±0. 03 0. 17±0. 02 0. 18±0. 02 0. 33±0. 02

IgA 0. 07±0. 02 0. 10±0. 04 0. 07±0. 02 0. 08±0. 01 0. 34±0. 03

图 1　免疫小鼠对C. p a rvum 攻击的保护作用

　

2. 5　动物保护性实验

小鼠粪便中卵囊排出情况 (图 1)显示,最

后一次免疫后 2周每只小鼠用 106 卵囊攻虫,

实验组与对照组相比排出卵囊减少了 2. 2倍,

排卵时间缩短了 4. 5 d (P < 0. 5)。

3　讨　论

3. 1　关于免疫接种途径

本研究对实验组和对照组的免疫指标进

行了检测,发现产生了系统和粘膜免疫应答,

表明经鼻免疫可有效诱导系统和粘膜免疫,证

实了共同粘膜免疫系统的存在,同时说明鼻粘膜是一个敏感有效、简便安全的免疫途径。由于

鼻粘膜相关淋巴组织中地址素 (addressin)和粘附分子的表达同时具有粘膜淋巴组织和外周淋

巴结的特性,使滴鼻免疫后效应细胞有效的归巢到不同粘膜部位和外周免疫部位,从而同时诱

导明显的粘膜和系统免疫反应[2 ]。动物保护实验表明实验组受到了一定的保护,小鼠卵囊的排

出数量和排出周期都缩短。并且在攻虫后小肠的抗体水平升高,进一步证实粘膜免疫和系统免

疫在抗隐孢子虫中的作用。

3. 2　关于重组质粒诱导机体产生的免疫应答

由实验结果可以看出,实验组淋巴细胞转化反应加强, CD +
4 T 淋巴细胞数量随着接种次数

的增加而增高,这些表明核酸疫苗诱导机体产生了细胞免疫。实验组小鼠小肠粘膜固有层中的

IgA 分泌型浆细胞随着接种次数的增加递增,小肠液中 IgA 的滴度增加,表明核酸疫苗诱导机

体产生了粘膜免疫,在抗隐孢子虫感染中起着重要作用。实验组小鼠血清中的 IgG 滴度随着

接种次数增加而递增,表明该疫苗诱导机体产生了特异性体液免疫。这正是核酸疫苗的特点所

在,结果与叙翠莉等的报道结果一致[8 ]。
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3. 3　关于产生粘膜免疫的机制

小鼠在首次免疫接种前,肠粘膜固有层中没有见到 IgA 分泌型浆细胞,小肠液中 IgA 滴

度变化也很小。我们认为这段时期为 IgA 抗体反应的感应阶段。在粘膜免疫反应中淋巴集结

起着至关重要的作用。淋巴集结仅以一层特化的上皮与肠腔相隔,这种上皮缺乏肠道上皮中常

见的杯状细胞,但含有一种特殊的微褶皱细胞 (m icrofo ld cell) ,它通过胞饮方式吸收抗原物

质,在抗原刺激下淋巴集结中的B 细胞大量增殖,成生发中心,完成 IgA 反应的感应阶段。在

二免后 IgA 分泌型浆细胞迅速增多,这是由于经致敏的 IgA 前体B 细胞由输出淋巴管迁出淋

巴集结,循淋巴回流,经胸导管进入血液循环,在血液循环中的 IgA 生成细胞最后特异性地回

到肠壁,成为固有层中的浆细胞。此过程称为肠道淋巴细胞的再循环,这种再循环的基础是肠

道粘膜组织的 IgA 生成细胞与肠道组织具有特异的亲和力,而来自周围淋巴结的淋巴细胞不

具有这种亲和力。这一过程称为反应阶段。致敏的B 细胞必须迁出淋巴集结才能分化为成熟

的浆细胞,它的再循环过程也是它的分裂成熟过程。由固有层中浆细胞分泌的 IgA 弥散至粘

膜上皮细胞内,与上皮细胞合成的分泌成分结合,形成分泌型 IgA (S IgA ) ,转移至上皮细胞表

面,经出胞作用被分粘膜固泌到肠液中,这段时期为粘膜免疫反应的效应阶段。我们发现小肠

液中的 IgA 与肠有层中的 IgA 分泌型浆细胞消长趋势相同。这是因为抗体由浆细胞分泌,且

由细胞内分泌至肠腔中需要一段时间。攻淋巴集结中的B 细胞大量增殖虫后我们观察到 IgA

和 IgA 分泌型浆细胞明显上升的趋势,这是由于虫体抗原刺激淋巴集结中的B 细胞大量增

殖,同时刺激肠道粘膜组织的 IgA 生成细胞分泌大量 IgA [2 ]。

4　结　论

1)重组质粒 pcDNA 3215ö60 经鼻粘膜接种BALB öc小鼠能够诱导机体产生系统和粘膜

免疫应答。

2)重组质粒pcDNA 3215ö60经鼻粘膜接种后能够使小鼠对C. p a rvum 卵囊感染产生一定

抵抗力。
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