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摘 　要 　以寻求有效 DNA 疫苗黏膜免疫途径为目的 ,利用带有负电荷的具有黏膜粘附性多糖- 壳聚糖来包裹口蹄

疫 DNA 疫苗 pcD- VP1 形成纳米级颗粒 ,用此颗粒经滴鼻、口服、直肠和生殖道 4 种黏膜免疫小鼠 ,检测小鼠的针

对口蹄疫的体液和细胞免疫水平。结果显示 :壳聚糖/ pcD - VP1 滴鼻免疫小鼠 ,抗体的高峰来临比只免疫 pcD -

VP1 提前 2 周 ,直肠免疫处理中也呈现如此效果 ;经口服和生殖道途径的免疫 ,均没有呈现比 pcD- VP1 免疫组更

好的抗体水平。但壳聚糖/ pcD- VP1 在生殖道和直肠免疫途径里均比 pcD- VP1 免疫组 P. P. 结的 T 细胞增殖水平

高。所以 ,除口服途径以外 ,在滴鼻、直肠和生殖道免疫中 ,壳聚糖对质粒的包裹均一定程度上提高了 DNA 疫苗黏

膜免疫的效果。
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Abstract 　The aim of our inves tigation was to improve the effectiveness of DNA vaccines agains t foot2mouth dis eas e

virus (FMDV) infection on mucos al immnunization. We us e chitos an —a cational polymer as mucos al immunization a2
gent . To s ee if chitos an2DNA vaccine could effectively prevent development of foot2mouth dis eas e virus ( FMDV) ,

FMDV DNA vaccine pcD2VP1were us ed at this res earch. Chitos an2pcD2VP1 ( chi2pcD2VP1) vaccine were prep ared by

complexing chitos an with pcD2VP1 DNA and adminis trated to Kunmingbai mice nas ally , orally , rectally and vaginally

with 150μg DNA at 14 days intervals , 50μg DNA each time one Mice . The res ult shows that vaginal IgA of intranas al

and intralrectum immunized chitos an2DNA mice were advance higes t level about 2 weeks . P. P. T cell proliferation

shows significant enhanced at rectum and vaginal vaccined chitos an2DNA groups .

Key words 　mucos al immunization ; chitos an ; DNA vaccin

　　口蹄疫是畜牧业的烈性传染病 ,现已经开发出

各种疫苗 ,其中 DNA 疫苗以安全、稳定、可同时激

发体液和细胞免疫等众多优点成为研究的热点[1 ] 。

口蹄疫病毒主要通过消化道及呼吸道的黏膜感

染动物。经肌肉注射的疫苗很难激起黏膜部位的

IgA 抗体 ,只有黏膜免疫才能够较好地激起机体黏

膜系统的免疫水平 ,但是由于黏膜系统对外来物质

的清除及降解作用致使疫苗不能有效进入机体 ,从

而制约了黏膜免疫的发展[2 ] 。为了解决此难题 ,研

究者利用各种物质包裹疫苗以防止降解和增进吸

收 ,例如重组微生物载体、化学共聚体微囊等[3 ] 。

壳聚糖是带正电荷的类似纤维素的多糖 ,它可

以包裹质粒 DNA ,形成对 DNA 的保护[4 ]并具有良

好的黏膜粘附性质[5 ] 。20 世纪 90 年代就已有许多

研究证明壳聚糖确可在体外将质粒 DNA 带入细胞

内 ,使其在细胞内表达[6 7 ] ,已经证明壳聚糖包裹
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DNA 疫苗通过滴鼻途径可很好地提高免疫效果[8 9 ] 。

黏膜免疫途径包括经由口腔黏膜、呼吸道黏膜、

消化道黏膜、生殖道黏膜等多种途径进行免疫[10 ] 。

本研究旨在研究何种黏膜免疫途径可使壳聚糖包裹

的 DNA 疫苗能够最有效地在预防口蹄疫类疾病中

发挥作用。

1 　材料与方法

111 　材料

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgA 为 Promega

公司产品 (美国) ;酶标板为 NUNC 公司生产 (美

国) ,生化试剂购自北京化学试剂公司 ;口蹄疫 DNA

疫苗 pcD- VP1 由本实验室构建[11 ] ;口蹄疫灭活疫

苗 (后简称 146S) 购自中国农业科学院兰州兽医研

究所 ;三级昆明雌性白小鼠 (6～8 周) 由北京协和医

科大学动物中心提供 ;壳聚糖购自大连新蝶壳聚糖

公司 ,脱乙酰度 > 80 % (质量分数) 。

112 　方法

1)壳聚糖/ pcD- VP1 颗粒物的制备。根据文献

[4 ,12 ]方法稍做改动。将脱乙酰度大于 80 %的壳

聚糖溶解于 NaAc 溶液中 ( 0101 mol/ L NaAc

p H517)制备成 0107 % (质量分数) 壳聚糖溶液。pcD

- VP1 质粒用无水乙醇重沉后溶于 Na2 SO4 溶液

(0102 mol/ L)中制成 0101 % (质量分数) 质粒溶液。

2 种溶液分别加热至 55 ℃,1∶1 混合均匀 ,室温静置

30 min ,成为壳聚糖/ pcD- VP1 颗粒复合物。

2)壳聚糖/ pcD- VP1 颗粒包裹效果的检测。根

据文献[ 12 ]用 1 % (质量分数) 的琼脂糖凝胶电泳检

测包裹效果。通过扫描电子显微镜 ( SEM) 观察上

述包裹后颗粒大小及状态[10 ] 。此工作完成于新疆

大学理化测试中心。

3)小鼠免疫。将上述壳聚糖/ pcD - VP1 颗粒

(chi2pcD2VP1)经过口服、滴鼻、直肠和生殖道免疫

昆明白小鼠 ,50μg 质粒/ 只 ,裸 DNA 免疫组 (pcD -

VP1)和未免疫小鼠为对照 (6 只/ 组) 。分别在初免

后 14 和 28 d 加强免疫 ,对照未免疫。在初免后第

7、14、21、28 和 35 天用 100μL PBS 冲洗小鼠生殖

道 15 次以上 ,将得到的洗液立即用做抗体检测。在

初次免疫后第 35 天处死小鼠 ,取小鼠小肠用 2 mL

PBS 清洗 ,洗液用于 EL ISA 法检测小肠 IgA 和脾脏

及 P. P. ( Peyer’s patches)结 T 细胞增殖。

4) IgA 抗体检测。EL ISA 法检测小鼠生殖道洗

液及小肠洗液 IgA 抗体含量参照文献[ 11 ]。

5) T 细胞扩增。免疫后 35 d 处死小鼠 ,无菌取

脾及小鼠小肠 P. P. 结制成单个细胞悬液 ,参照文献

[ 11 ]进行 T 细胞增殖试验。

2 　结 　果

211 　壳聚糖/ pcD - VP1 纳米颗粒复合物的包裹

效果

经上述过程[4 ]用壳聚糖包裹口蹄疫 DNA 疫苗

质粒 pcD- VP1 后 ,为检测包裹效果 ,经 1 % (质量分

数)琼脂糖电泳检测 (图 1) 。在裸质粒 pcD- VP1 泳

道 ,质粒显示出明显的条带 ,而在壳聚糖/ pcD- VP1

组胶上看不出条带 ,质粒存留在加样孔中。说明壳

聚糖已经包裹了质粒 ,使其不能通过琼脂糖胶的

孔径。

1. 裸 pcD- VP1 ; 2. 壳聚糖/ pcD- VP1

图 1 　壳聚糖包裹 pcD- VP1 效果检测

Fig. 1 　1 % agarose test chitosam/ pcD- VP1

当琼脂糖胶电泳检测结果表明壳聚糖将 pcD -

VP1 质粒有效包裹后 ,利用扫描电子显微镜观察包

裹后颗粒的大小及包裹状态 (图 2) 。在扫描电子显

微镜放大 80 000 倍下 ,观察到壳聚糖已将 pcD- VP1

质粒包裹形成直径 100 nm 左右的圆球形颗粒。

图 2 　壳聚糖包裹 pcD- VP1 电镜观察( ×80 000)
Fig. 2 　Scanning Electron Microscopy of

chitosan/ pcD- VP1 ( ×80 000)

212 　IgA抗体的检测

为了解壳聚糖/ pcD - VP1 纳米颗粒的免疫效
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果 ,用其经由滴鼻、口服、直肠和生殖道途径免疫了

昆明白小鼠。首先检测它的黏膜系统的体液免疫效

果 ,主要是通过 IgA 抗体水平来体现的。小鼠免疫

后 7、14、21、28 和 35 d 检测生殖道洗液 IgA ,由于检

测是在各周分别完成 ,会产生不同周检测操作的误

差 ,所以以空白对照组小鼠的生殖道洗液 IgA OD

值为基础 ,以实验组 OD450与对照组 OD450的比值反

映生殖道洗液 IgA 的含量 ,结果见图 3。在滴鼻和

直肠免疫实验中 ,生殖道洗液 IgA 检测显示 ,壳聚

糖包裹组免疫产生 IgA 抗体水平最高峰比对照组

提前 2 周左右。在口服免疫实验中 ,壳聚糖/ pcD -

VP1 纳米颗粒与裸 DNA 组小鼠生殖道 IgA 没有太

大差异 (图 3 (a) ) 。生殖道免疫实验中 ,壳聚糖/ pcD

- VP1 纳米颗粒抗体低于裸 DNA 组。

(a)经滴鼻和口服免疫

(b)经直肠和生殖道免疫

图 3 　小鼠经 DNA疫苗 pcD- VP1 和 pcD- VP1- CHI免疫

后生殖道 IgA抗体水平

Fig. 3 　Vaginal IgA of mice which vaccined pcD - VP1 and

chi2pcD2VP1 through nasal , oral , rectal , vaginal

　　图 4 显示 ,在滴鼻免疫实验中 ,壳聚糖/ pcD -

VP1 纳米颗粒免疫小鼠使小鼠小肠抗口蹄疫的特

异性 IgA 抗体显著增高 ,而在口服免疫途径中壳聚

糖/ pcD- VP1 纳米颗粒组和裸 DNA 组之间小肠

IgA 抗体水平没有显著差异 ,在直肠及生殖道免疫

实验中也是如此 ,壳聚糖/ pcD - VP1 纳米颗粒组的

小肠 IgA 抗体水平并不高于裸 DNA 组。

图 4 　小鼠经 DNA疫苗 pcD- VP1 和 CHI- pcD- VP1

免疫后小肠洗液 IgA抗体水平( 3 P < 0105)
Fig. 4 　Small intestine IgA of intranasal , oral , intrarectum

and intravaginal vaccined mice ( 3 P < 0105)

213 　T细胞增殖结果

为了解壳聚糖包裹 DNA 疫苗是否对细胞免疫

也有影响 ,在初次免疫 5 周后取小鼠的脾脏和小肠

P. P. 结做 T 细胞增殖实验 ,结果见图 5。在滴鼻和

口服实验中壳聚糖/ pcD- VP1 纳米颗粒组脾脏 T 细

胞增殖较裸 DNA 组稍有提高 ,但不具有显著差异

(图 5 (a) ) 。在直肠和生殖道免疫实验中 ,壳聚糖/

pcD- VP1 纳米颗粒组与裸 DNA 对照组脾脏 T 细胞

增殖结果也没有显著差异 ,各组 T 细胞增殖水平均

好于空白对照组 ;但是 ,小肠 P. P. 结进行的 T 细胞

增殖实验结果显示 ,壳聚糖包裹组小鼠 P. P. 结 T

细胞的活性高于裸 DNA 组且 T 检验结果表明 ,二

者间有显著性差异 (图 5 (b) ) 。

3 　讨 　论

1)本研究为寻找壳聚糖包裹 DNA 疫苗黏膜免

疫的最佳途径 ,用壳聚糖包裹了口蹄疫 DNA 疫苗

经过滴鼻、口服、直肠、生殖道 4 种黏膜免疫途径对

小鼠进行免疫 ,检测了免疫后小鼠体液和细胞免疫

指标。

包裹结果显示 ,壳聚糖对口蹄疫 DNA 疫苗

pcD- VP1 包裹效果比较好 ,形成大小约 100 nm 的

颗粒 (图 1 ,2) 。

抗体结果显示 ,在滴鼻免疫途经中壳聚糖/ pcD-

VP1 纳米颗粒组不仅使生殖道特异性 IgA 抗体的

最高峰产生时间比 pcD- VP1 组提前了 2 周左右 (图

3) ,并且在免疫 5 周时检测小肠的 IgA 抗体仍然保

持较高水平 (图 4) 。在 T 细胞增殖的检测中 ,壳聚

糖/ pcD- VP1 纳米颗粒组滴鼻途径的脾脏 T 细胞增

殖效果好于 pcD- VP1 组 , P. P. 结的 T 细胞增殖结

果由于污染未能得到 ,但是仍可以期待滴鼻免疫途
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(a) 滴鼻、口服、直肠、生殖道免疫小鼠 35 d (b) 直肠、生殖道免疫小鼠 35 d P. P.

脾脏 T 细胞增殖结果 结 T 细胞增殖结果

图 5 　小鼠免疫后 35 d T细胞增殖结果( 3 P < 0105)

Fig. 5 　T cell proliferation of mice vaccined 35 day( 3 P < 0105)

径能够产生较好的 P. P. 结 T 细胞增殖效果。

在直肠免疫途经中 ,壳聚糖/ pcD - VP1 组生殖

道部位抗体也显示类似滴鼻免疫途经结果。并且 ,

壳聚糖/ pcD- VP1 提高了 P. P. 结 T 细胞增殖水平

(图 5 (b) ) 。这显示在此免疫途经中 ,壳聚糖包裹后

的 DNA 疫苗不仅提高了体液免疫水平 ,还提高了

细胞免疫水平。

在口服和生殖道免疫途径中 ,壳聚糖/ pcD- VP1

纳米颗粒组生殖道和小肠的 IgA 都低于裸 DNA 对

照组 (图 3 ,4) 。壳聚糖溶于酸的性质使它对于消化

系统的酸液没有太好的抵御效果 ,而较好的黏膜表

面黏附性使其更容易被消化道的酸降解[13 ] ,这可能

是造成在口服组 ,有了壳聚糖的包裹抗体反而较低

的原因。生殖道的反复免疫与取样造成部分生殖道

免疫组试验的小鼠出现生殖道部位感染 ,这使得生

殖道 IgA 可能出现不可靠的结果。

2)这些结果初步显示 ,在壳聚糖包裹 DNA 疫

苗进行的免疫中 ,滴鼻免疫途径可能是提高黏膜免

疫效果最有效的免疫途径。Hopkins 等[14 ]对伤寒沙

门氏菌重组基因工程疫苗采用口腔、鼻腔、阴道和直

肠 4 种黏膜途径免疫激发小鼠的机体免疫 ,结果证

明 4 种免疫途径鼻腔免疫是机体产生保护性免疫的

最有效的免疫途径。在裸 DNA 疫苗的这 4 种黏膜

免疫中 ,滴鼻免疫可能是最有效的。徐薇等的试验

也证明了用壳聚糖 DNA 疫苗滴鼻免疫小鼠 ,使小

鼠产生了较高抗体 ,并且产生 CTL 活性 ,并且 ,攻毒

试验也证明具有保护作用[8 ] 。结果在此与前人是

一致的。

笔者认为 ,其他免疫途径中直肠免疫方式也有

可能成为比较有效的免疫途径。Kleanthous 等将幽

门螺杆菌疫苗通过直肠途径免疫小鼠得到与口腔、

鼻腔不同 ,但也同样有效的免疫结果[15 ] 。

对于口蹄疫这类快速经过黏膜系统传染和发病

的烈性传染病毒 ,提高疫苗在黏膜免疫的效果并且

迅速起效是这类疫苗的关键点之一。本实验中 ,壳

聚糖的包裹使口蹄疫 DNA 疫苗经过滴鼻和直肠免

疫途径免疫的小鼠生殖道特异性 IgA 抗体的最高

水平提前 2 周左右到来 ,这可能对突发性的烈性传

染性病毒的预防起着不可忽视的作用。口蹄疫等病

毒多通过口鼻黏膜感染动物 ,裸 DNA 疫苗组或壳

聚糖/ pcD- VP1 纳米颗粒疫苗组与空白对照组一

样 ,免疫后 1～5 周小鼠唾液中均未检测到 IgA 抗

体 ,这可能显示 DNA 疫苗激发口腔产生抗体的作

用仍然不好 ,因此壳聚糖/ DNA 用于黏膜免疫还需

要进一步研究。
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·实验室介绍·

中国农业大学国家动物海绵状脑病实验室

研究动物传染性海绵状脑病 ( TSE)这一危害动物和人类的重大传染病 ,对于保障国家政治、经济、社会

稳定具有重大战略意义。该病的病源是朊病毒。探讨动物朊病毒的转化的机制、与宿主的互作、种间屏障突

破和免疫耐受机制 ,不仅有助于阐明动物海绵状脑病发生的分子机制 ,而且可为持续控制该类疫病的发生提

供重要的理论依据和技术储备。因此 ,它是各国政府和科学家们重要的研究热点。

中国农业大学国家动物海绵状脑病实验室创建于 2001 年 ,是国家对动物海绵状脑病检测和研究的专业

实验室 ,其中包括 P3 实验室 (生物安全 - 3 级)和 2 个基础实验室 ;实验室现有专职工作人员 7 名和硕士、博

士研究生 22 名 ;目前承担国家级、部级有关研究项目 16 项 ;获国家、省市级科技成果奖 2 项 ,获国家专利 2

项 ;在国内外重要学术刊物上发表学术论文 80 余篇 ,其中多篇被 SCI 等国内外权威数据库收录 ;实验室成立

以来 ,与国内外同行保持着广泛的交流合作关系。

实验室主要研究方向为 : 1)明确 TSE 病原在机体内的转运机理 ,确定病原潜伏感染、传播途径和检测

部位 ,为此类疾病的监测提供科学依据 ; 2) 研究 TSE 宿主基因型与病原致病的关系及其抗病相关性 ,为揭

示动物传染性海绵状脑病潜伏感染机理提供依据 ,以及为持久抗病动物育种奠定理论基础 ; 3) TSE 诊断试

剂盒的研制。

实验室主要研究内容包括 : TSE 感染性实验、TSE 诊断技术研究、朊病毒的结构与功能 ;牛源组织为原

料的疯牛病感染因子检测。

本实验室负责黑龙江省、内蒙古自治区、辽宁省、吉林省和北京市 5 省 (区)市的 TSE 检测工作。近几年

对上述地区的牛脑组织样本 ,用病理组织学、免疫组织化学和免疫印迹方法持续开展了检测 ,积累了有价值

的数据资料。

(动物医学院 赵德明供稿)
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