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摘 　要 　为研究猪 IL22 真核表达质粒对乳酸杆菌载体口蹄疫 VP1 DNA 疫苗 ( L actobacillus acidophilus SFMD21)猪

体免疫的分子佐剂效应 ,通过 RT2PCR 方法从猪的肠系膜淋巴结克隆猪 IL22 基因 ,基于 pRc/ CMV2 载体 ,构建编

码猪 IL22 的真核表达质粒 pCSIL2 ,以 RT2PCR 方法分析了该质粒转染 PK15 细胞以后的 mRNA 表达。结果显示

预期的 429 bp IL22 带仅出现在 pCSIL2 转染细胞。试验猪单独免疫 L . acidophilus SFMD21 或者联合免疫 pCSIL2

质粒 ,后者能够增强 FMDV2VP1 特异的 T 细胞和 B 细胞反应 ,免疫后 5 周 ,单独免疫组和联合免疫组的抗体水平

分别为 1150 和 1166 ;免疫后 6 周 ,抗体水平分别上升到 1183 和 2128 ;在 T 细胞增殖试验中 , L . acidophilus SFMD2
1 单独免疫组和 pCSIL2 联合免疫组的刺激指数 (SI)分别为 2100 和 2170。结果表明 ,联合应用 IL22 真核表达质粒

是改进乳酸杆菌载体口蹄疫 VP1 DNA 疫苗免疫原性和效能的有效方法。
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Lactobacillus as a carrier in DNA vaccination against FMDV VP1 induce immune

responses in swine which is enhanced by co2administration with swine IL22

Li Yungang1 ,2 , Tian Fulin2 , Zhou Kaifeng2 , Gao Fengshan1 , Li Xinsheng1 , Ma Huiling2 , Xia Chun1

(1. College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China ;

2. Shandong Provincial Husbandry & Veterinary Service Station , J inan 250022 , China)

Abstract 　In this p ap er , we studied the molecular adjuvant effect of IL22 on DNA vaccine agains t FMDV VP1 ( Lacto2
bacillus acidophilus SFMD21) in swine . Swine IL22 gene was cloned from mes entery lymph node by RT2PCR method ,

then it was ligated to eukaryotic expression plasmid pRc/ CMV2 to produce pCSIL2. The expression of mRNA was ana2
lyzed in transfected PK15 cells by RT2PCR with sp ecific primers . The predicted 429 bp band of IL22 gene was app eared

only in cells transfected with the pCSIL2 . Swine were immunized with L . acidophilus SFMD21 or co2adminis tration with

pCSIL2 . Anti2FMDV2VP12sp ecific antibody titers were meas ured by the indirect ELISA method. Co2delivery with pCSIL2

plasmid was able to enhance both VP12sp ecific T cell and B cell respons e . Three weeks post primary immunization ,

swine vaccinated with L. acidophilus SFMD21 alone and co2delivery with pCSIL2 groups reached 1150 and 1166 , and

then ros e to 1183 and 2128 on three weeks of booster , resp ectively. In the MTT ass ay , the s timulation index (SI) of

L. acidophilus SFMD21 immunization alone and co2delivery group reached 2 . 00 and 2 . 70 , resp ectively. Res ults clearly

demonstrate that co2adminis tration of IL22 eukaryotic plasmid is a promising strategy for improving immunogenicity and

efficacy of FMDV2VP1 DNA vaccine bas ed on Lactobacillus as a carrierl.
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　　口蹄疫 ( FMD) 是哺乳动物最严重的传染病之

一 ,以免疫接种常规方法预防 FMD 应用广泛[1 ] 。

以编码病原结构基因的 DNA 疫苗进行免疫是预防

包括 FMD 在内诸多传染病的新方法[2 3 ] ,其主要限

制因素是免疫反应相对较弱。应用细菌作为 DNA

疫苗的载体更高效地将抗原靶向免疫系统[4 ] ,不需
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要免疫大量的质粒 ,可以刺激天然免疫系统提供足

够的细胞因子小环境和适量表达的共刺激分子[5 ] ,

减少 DNA 的降解等 ,因而可以部分地克服裸 DNA

疫苗的劣势。侵入性的致弱菌株 ,如福氏志贺菌

( S higella f lex neri) , 产单核细胞李氏杆菌 ( L isteria

monocytogenes) ,大肠杆菌 ( Escherichia coli) ,鼠伤寒

沙门氏菌 ( S al monella typhi m uri um ) 和伤寒沙门氏

菌 ( S al monella typhi)等均被用作发送外源 DNA 质

粒的载体[6 8 ] ,另外 ,为了避免这些致弱毒株可能存

在的毒力返强风险 ,以非病原的、食品级的共生乳酸

杆菌作为黏膜免疫载体成为新的研究方向。多种乳

酸杆菌表达系统业已构建 ,借以在菌体内表达外源

性抗原 ,如破伤风毒素 C 片断、HIV gp41E 和轮状

病毒表面蛋白等[9 11 ] 。为弥补由于乳酸杆菌原核表

达外源抗原蛋白而存在的不能适当进行翻译后修饰

等缺点、拓展 DNA 疫苗载体菌种范围 ,本课题组建

立了以乳酸杆菌为载体的 DNA 疫苗实验系统[12 ] 。

此外 ,应用免疫佐剂和 DNA 疫苗共同免疫是

增强和优化 DNA 免疫的有效途径。诸多研究表

明 ,DNA 疫苗的抗原特异性免疫可以通过共同发送

细胞因子得到加强[13 14 ] 。IL22 是 1515 ku 的糖蛋

白 ,它由活化的辅助性 T 细胞分泌 ,可发动、调节和

维持抗原特异免疫反应等[2 ] 。已有实验数据表明 ,

与特定的抗原共同发送编码 IL22 的真核质粒能够

增强抗原的体液和细胞免疫反应 ,但主要支持 Th1

型细胞分化[13 ] 。研究表明与 IL22 质粒共同免疫具

有免疫增强作用的病原主要包括 FMDV、HIV[13 ] 、

HBV [15 ] 、IBDV [16 ] 、PRRSV [17 ]和 BVDV 等。

建立乳酸杆菌为载体的口蹄疫 VP1 DNA 疫苗

( L . aci dophil us SFMD21) 能够在小鼠和猪体内刺

激 FMDV2VP1 特异的 B 细胞和 T 细胞反应[12 ,18 ] 。

本研究旨在评价猪 IL22 真核表达质粒在猪体免疫

中是否具有针对 L . aci dophil us SFMD21 的分子佐

剂的效能。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　质粒 ,细菌和培养条件 　pMD182VP1 质粒

带有 O 型 FMDV 分离株 ( O/ XJ1) 的 VP1 基因

(A Y373583) ,由中国农业大学生物学院王宾教授馈

赠。p EM68 质粒 ,带有 L . plantarum A TCC 8014

复制子基因 Rep . 8014 ,由西班牙 Asturias 乳产品研

究所 ( CSIC) Miguel A. Alvarez 博士惠赠。pRc/

CMV2 真核表达质粒购自 Invit rogen。 E. coli

J M109 菌株购自 Promega 公司。

L actobacill us aci dophil us SW1 ( L . aci dophil us

SW1) 分离自健康的 2 月龄长白仔猪。该分离株经

API 50 CHL 培养基鉴定 (bioMerieux , Inc , 法国) 。

L . aci dophil us SFMD21 是个重组的 L . aci2
dophil us SW1 菌株 , 含 有 pRc/ CMV22VP12Rep .

8014 真核表达质粒 ,以 pRc/ CMV2 真核表达质粒

为骨架 , 带有 FMDV 的 VP1 基因和来源于 L .

plantarum A TCC 8014 株的 Rep . 8014 复制子基

因 ,本实验室构建。

L . aci dophil us SFMD21 过夜培养物以 1∶50 接

种于 MRS 培养基 ,在 37 ℃和 50 mL/ L CO2 条件下

培养至 D660为 016～018。6 000 g 5 min 离心收获细

菌培养物 ,并以 0101 mol/ L PBS (p H714)洗涤 1 次 ,

用无菌 PBS 制备成 5 ×1010个/ mL 菌液备用。

11112 　主要试剂 　O 型 FMDV 标准抗原 ,购自中

国农业科学院兰州兽医研究所 ; O 型 FMDV2VP1

EIA 猪试剂盒 ,购自美国 UB I 公司 ;O 型口蹄疫正

向间接血凝抗原 ( IHA) ,购自中国农业科学院兰州

兽医研究所 ,批号 060118 ;限制性内切酶 Hi nd Ⅲ、

N ot Ⅰ, T4 DNA 连接酶 , Ex TaqTM聚合酶 , dN TP ,

AMV 反转录酶 , DN ase Ⅰ均为 Ta KaRa 公司产品 ;

TRIZOL ÒReagent , Invit rogen 产品 ;Vigofect 转染试

剂购自威格拉斯生物技术 (北京) 有限公司 ; DNA

Marker 购自鼎国生物技术公司 ;质粒大提试剂盒购

自 TIAN GEN 生物技术公司。IL22 基因克隆用引

物合成及相关序列测定由上海生工生物工程技术公

司进行。

11113 　试验动物 　猪 IL22 克隆用组织材料采自北

京某屠宰场长白杂交猪肠系膜淋巴结。免疫试验用

长白杂交猪共 9 头 ,每只 40～50 kg ,购自山东省某

猪场 ,经 FMDV2VP1 EIA 猪试剂盒检测 ,FMDV 抗

体阴性。

112 　猪 IL22 基因克隆

11211 　猪肠系膜淋巴结总 RNA 的提取和反转录

　称取 100 mg 左右肠系膜淋巴组织 ,加入 1 mL

Trizol 试剂 ,按照说明书提取总 RNA。在 65 ℃下作

用 10 min 后立即放于 0 ℃左右 ,利用 Oligo dT 反转

录引物进行反转录。反应体系如下 :模板 RNA 1μL

(约 1μg) 、5 ×反转录酶缓冲液 4μL 、dN TP 混合物

(215 mmol/ L) 8μL 、RNase 抑制剂 (40 U/μL) 015

μL 、Oligo dT ( 15 T) 反转录引物 ( 100 pmol) 1μL 、

47
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AMV (5 U/μL) 1μL ,加 DEPC 处理水至 20μL ,室

温 10 min ,42 ℃1 h 后 ,冰浴作用 20 min。

11212 　RT2PCR 扩增 IL22 基因 　根据 GenBank

(NM - 213861)中猪 IL22 [19 ]的 mRNA 序列 ,设计引

物对 set 1 # ,即 5′2CGGGA TCCGCACCTACTTCA2
A GCTCTAC23′和 5′2A GTAA GCTTTCAA GTCA G2
TGTTGAGTAG23′,并在其上下游分别引入 Bam H Ⅰ

和 Hi nd Ⅲ酶标位点 ,以便于克隆。建立如下总体

积为 50μL 的 PCR 反应体系 : 10 ×PCR 缓冲液 5

μL 、dN TP (215 mmol/ L) 4μL 、模板 cDNA (约 015

μg) 5μL 、上游引物和下游引物 (100 pmol/μL ) 各

015μL ,加蒸馏水至 4915μL 。瞬时离心混匀 ,加入

50μL 石蜡油。96 ℃热变性 5 min ,取出立即加入

015μL Ex Taq 酶 ,混匀 ,然后进入 PCR 循环 : 94 ℃

50 s ,57 ℃50 s ,72 ℃50 s ,5 个循环 ;94 ℃50 s ,54

℃50 s ,72 ℃50 s ,5 个循环 ;94 ℃50 s ,53 ℃50 s ,

72 ℃50 s ,26 个循环 ;72 ℃10 min 1 个循环。

11213 　IL22 基因阳性克隆鉴定及序列分析 　回收

以上 PCR 扩增产物。然后用 T4 DNA 连接酶与

p GEM2T easy 载体连接 ,转化 E. coli J M109 , 提取

质粒 ,用 B am H Ⅰ和 Hi nd Ⅲ双酶切和 PCR 扩增鉴

定阳性克隆 ,筛选带有猪 IL22 基因的重组质粒

p GEM2TIL2 ,随后进行序列测定。采用 GEN ET YX

软件对所测序列进行与参考序列进行同源性分析 ,

确定克隆的 IL22 序列的正确性。应用 SA KURA 系

统将克隆的基因登录入 DDBJ 基因库。

113 　真核质粒 pCSIL2 构建

p GEM2TIL2 和 pRc/ CMV2 载体用于 pCSIL2

质粒的构建。步骤如下 :首先 ,设计新的引物对 set

# 2 , 即 5′2TCGAA GCTTA TGGCACCTACTTCA

A GCTCTAC23′和 5′2TA TA GCGGCCGCTCAA GT2
CA GTGTTGA GTA GA TG23。其正向和反向引物分

别包括了 Hi nd Ⅲ和 N ot Ⅰ限制性位点 ,以 PCR 方

法自 p GEM2TIL2 亚克隆 IL22。PCR 产物用 Hi nd

Ⅲ和 N ot Ⅰ双酶切 ,429 bp 的 IL22 回收片断插入

pRc/ CMV2 载体的相应位点 ,然后通过酶切、PCR

分析和 DNA 序列测定证实序列和插入方向的正确

性 ,即构建了猪 IL22 基因真核表达质粒 ,命名为

pCSIL2。所有的构建体均转化 E. coli J M109 菌。

114 　pCSIL2 在 PK15 细胞的表达

P K15 细胞系和 Vigofect 转染试剂用于 pCSIL2

的体外转染试验 , 转染方法根据说明进行。以

MEM 培养液将 P K15 细胞培养传代于细胞瓶 ,在

37 ℃和 50 mL/ L CO2 条件下培养约 24 h ,至细胞密

度达到 40 %～60 %。此后转染 5μg pCSIL2 质粒和

2μL Vigofect 的混合物 ,对照细胞转染 pRc/ CMV2

质粒或者不转染 ,转染 48 h 后收获细胞 ,以 RT2PCR

方法分析 mRNA 的表达情况 ;倒掉细胞培养上清

液 ,收集细胞 , 用 Trizol 提取总 RNA , 随后加入

DN ase Ⅰ排除可能存在的残留 pCSIL2 质粒污染模

板。反转录合成 cDNA 后 ,以 IL22 特异性引物检测

IL22 mRNA 转录表达情况。

115 　免疫

猪的 免 疫 根 据 Shaw 和 Wong 等 方 法 进

行[2 , 10 ] :应用质粒大量提取试剂盒 , 从 E. coli

J M109 提取 pCSIL2 质粒 ,溶解于 PBS 液中 ,质量浓

度调节为 100 μg/ mL 。免疫用 L . aci dophil us

SFMD21 重组菌按 11111 节方法制备。9 头猪分成

3 组 ,常规圈养 ,随意采食和饮水 ,试验前隔离观察 1

周 ,整个试验阶段处于可控制的隔离环境之中。试

验处理 :前 2 组通过颈部肌肉注射分别给予 L . aci2
dophil us SFMD21 以及 L . aci dophil us SFMD21 +

pCSIL2 (100μg) ,设定野生型 L . aci dophil us SW1

为空白免疫组。免疫剂量为每头猪 5 ×1010个菌。

初次免疫后 3 周时加强免疫 1 次。在免疫后 0、3、5

和 6 周自猪耳静脉采血收集血清。

116 　FMDV2VP1 抗体的检测

应用 FMDV2VP1 EIA 猪间接 EL ISA 试剂盒检

测 FMDV2VP1 特异性抗体 ,试验步骤按照说明进

行。FMDV2VP1 特异性抗体水平 = 测定的样品

OD 值 (Sample , S) / 阴性对照血清 OD 值 ( Nega2
tive , N) 。

117 　T细胞增殖试验

试验根据 M TT 方法并进行适当调整[20 ] ,即加

强免疫后 14 d ,前腔静脉采血 ,以淋巴细胞分离液

(密度 11077 g/ mL) 通过密度梯度离心分离猪外周

血单核细胞 ( PBMC) ,重悬于含有 5 % (体积分数)

胎牛血清的 RPM I 1640 液中 ,细胞计数 ,调整为 5 ×

105 个细胞/ mL 的悬液。培养 24 h 后 ,以终质量浓

度为 5μg/ mL 的 Con A、3μg/ mL 的 FMDV 抗原、2

μg/ mL 的 BSA 以及培养基分别刺激 48 h。每孔加

入 5 mg/ mL 的 M TT 5μL ,作用 4 h ,其后加入 150

μL 二甲基亚砜 (DMSO) ,在黑暗环境反应过夜。结

果数值以刺激指数 ( SI) 表示 ,即 3 孔的平均 OD 值

除以培养基刺激的对照细胞 OD 值。

57
　
　第 6 期 李云岗等 : IL22 真核质粒对乳酸杆菌载体口蹄疫 VP1 DNA 疫苗猪体免疫反应的分子佐剂效应



2 　结 　果

211 　猪 IL22 基因的克隆

应用特异性引物 ,以 RT2PCR 方法 ,从猪肠系

膜淋巴结中扩增出了大小约 420 bp 的片断 ,与预期

大小基本一致。回收 PCR 产物 ,将其插入 p GEM2T

easy 载体 ,转化并筛选阳性克隆 ,经 B am H Ⅰ和

Hi nd Ⅲ双酶切和 PCR 鉴定 ,初步确定了插入序列

的正确性 ,对该质粒命名为 p GEM2TIL2。对重组质

粒进行测序 ,表明克隆的猪 IL22 基因长度为 405

bp ,与参照序列同源性 99 %。有 2 处碱基突变 ,289

位 C 突变为 G ,355 位 C 变 A ;97 位氨基酸突变为缬

氨酸 ,119 位亮氨酸突变为蛋氨酸。将获得的猪 IL2
2 基因登录入 DDBJ 数据库 (登录号 :AB194099) 。

　(a) pCSIL2 质粒的酶切和 PCR 鉴定。M 为分子量标准 ; 1
为以 IL22 特异性引物对 pCSIL2 质粒进行 PCR 鉴定的结
果 ; 2 为 pCSIL2 经 Hind Ⅲ和 Not Ⅰ双酶切后的结果。

　(b) RT2PCR 分析 pCSIL2 在 PK15 细胞的表达情况。M 为
分子量标准 ;1 为 pCSIL2 转染细胞 ; 2 为 pRc/ CMV2 转染
细胞 ;3 为非转染细胞 ; 4 为 pCSIL2 转染细胞非反转录
RNA 提取物模板。
图 1 　pCSIL2 质粒鉴定及其在 PK15 细胞的表达分析

Fig. 1 　Identification of pCSIL2 plasmid and RT2PCR anal2
ysis of IL22 gene expression in PK15 cells

212 　真核质粒 pCSIL2 的构建

如图 1 ( a) 所示 ,以引物 set2 # 扩增 p GEM2
TIL2 ,产生了含有 Hi nd Ⅲ和 N ot Ⅰ限制性位点的

IL22 基因新片断。Hi nd Ⅲ和 N ot Ⅰ双酶切 PCR 产

物并回收目标片断 ,将其插入 pRc/ CMV2 载体相应

的限制性位点 ,转化 E. coli J M109 ,筛选阳性克隆。

随后对其进行了酶切和 PCR 鉴定。以 Hi nd Ⅲ和

N ot Ⅰ双酶切阳性质粒 ,分别得到了 429 bp 的 IL22

小片断 ,以及 515 kb 的载体大片断 ;以特异性 PCR

引物扩增阳性质粒 ,得到了 429 bp 的 IL22 片断 (图

1 (a) ) ,并进一步通过测序证实了其序列和方向的正

确性。结果表明 ,已成功构建了 pCSIL2 真核质粒。

213 　pCSIL2 在 PK15 细胞的表达

提取细胞总 RNA ,以 RT2PCR 方法对 IL22 的

mRNA 进行分析。预期的 429 bp IL22 条带仅出现

在 pCSIL2 转染细胞 (图 1 (b) ) ,而没有相似大小的

条带出现在非转染细胞或 pRc/ CMV2 转染细胞。

此外 ,为了排除可能的质粒 DNA 污染 ,以 pCSIL2

转染细胞的非反转录总 RNA 提取物为模板 ,用 IL2
2 特异性引物进行 PCR 分析 ,无任何条带显现。结

果表明 ,pCSIL2 质粒可以在真核细胞有效地转录和

表达 IL22 基因。

214 　FMDV2VP1 抗体检测

为评价 pCSIL2 对 L . aci dophil us SFMD21 的

分子佐剂作用 ,检测了 FMDV2VP1 抗体动态变化

(图 2) 。在免疫后 3 周 , L . aci dophil us SFMD21 单

独免疫组和 pCSIL2 联合免疫组抗体水平分别为

1150 和 1166 ;免疫后 5 周 ,2 组抗体水平都出现下

降 ,在免疫后 6 周分别上升到 1183 ( L . aci dophil us

SFMD21 ) 和 2128 ( L . aci dophil us SFMD21 +

pCSIL2) 。应用 SPSS1210 生物统计软件分析表明 ,

在免疫后 6 周 ,pCSIL2 共同免疫组特异性抗体水平

高于 L . aci dophil us SFMD21 单独免疫组 ,且有显

著性差异 ( P < 0105) 。结果显示 ,联合免疫 pCSIL2

能够增加 L . aci dophil us SFMD21 的特异性体液免

疫反应。

图 2 　猪 IL22 对 L . acidophilus SFMD21 抗体反
应的分子佐剂效应

Fig. 2 　Molecular adjuvant effect of swine IL22 on antibody
responses of L . acidophilus SFMD21 vaccination

215 　T细胞增殖试验

加强免疫后 2 周 ,分离 PBMC 细胞 ,以 M TT 方

法测定了免疫猪的 T 细胞增殖反应。对野生型 L .

aci dophil us SW1 株免疫猪进行了同样的检测表明 ,

经特异性 FMDV 抗原刺激 ,pCSIL2 共同免疫组较

L . aci dophil us SFMD21 单独免疫组诱导了更高的

T 细胞免疫反应 ,刺激指数 (SI)分别为 2170 和 2100

(图 3) ,有显著性差异 ( P < 0105) 。2 个免疫组 SI

值均高于野生型对照组 ,差异显著 ( P < 0105) 。另
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外 ,2 个免疫组分别受 FMDV 抗原刺激后的刺激指

数均高于 BSA 刺激组 ,且差异极显著 ( P < 0101) 。

结果表明 pCSIL2 联合免疫能够增强 L . aci2
dophil us SFMD21 的特异性细胞免疫反应。

图 3 　PCSIL2 对 L . acidophilus SFMD21 诱导的 T
细胞增殖反应的影响

Fig. 3 　Effect of pCSIL2 on T cell proliferation response
to L . acidophilus SFMD21 in swine

3 　结论与讨论

尽管 DNA 疫苗在小鼠作用效果非常好 ,但是

在体格较大的杂交动物还没有发现特别有效的报

道[22 ] 。本研究证实 ,在猪体联合免疫猪 IL22 真核

表达质粒能够增强乳酸杆菌为载体的口蹄疫 VP1

DNA 疫苗诱导的特异性 T 细胞和 B 细胞免疫

水平。

1)乳酸杆菌为载体的 DNA 疫苗的优势。以减

毒细菌作为 DNA 疫苗载体已有广泛研究 ,但除本

研究建立的实验系统外 ,迄今尚没有建立其他以乳

酸杆菌为载体的 DNA 疫苗系统。以乳酸杆菌为载

体的 DNA 疫苗结合了非病原的、安全的、共生的乳

酸杆菌益生性能和 DNA 免疫的优势 ,如对免疫动

物安全 ,健康的促进作用 ,免疫佐剂能力 ,低廉的生

产成本 ,可预见的编码抗原在真核宿主内精确的蛋

白翻译后修饰[22 23 ] ,简化的生产程序等 ,达到了益

生和免疫预防相结合的双重功效。本研究评价了联

合免疫猪 IL22 基因真核表达质粒对其免疫效能的

影响 ,表明这种方法对改进乳酸杆菌为载体的 DNA

疫苗的免疫效能具有潜在应用价值。

2) IL22 的免疫促进作用。通过合理的疫苗设

计以及对共同发送免疫佐剂等方式不断进行改进增

加了 DNA 疫苗的效能。应用细胞因子作为潜在的

免疫佐剂的研究主要集中在 IL22 ,这不仅因为它能

够增强细胞介导的免疫 ,如产生 CTL ,活化自然杀

伤细胞 (N K) 及淋巴因子激活的杀伤细胞 (LA K) ,

诱导 T 细胞产生其他细胞因子 ,而且能够刺激活化

B 淋巴细胞增殖并诱导免疫球蛋白的分泌[24 ] 。一

些研究显示共同发送猪 IL22 真核质粒对提高口蹄

疫 DNA 疫苗免疫效力具有显著作用[2 ] 。在本研究

中 ,编码猪 IL22 基因的真核质粒与 L . aci dophil us

SFMD21 联合免疫 ,在初次免疫后 3 和 6 周产生了

较 L . aci dophil us SFMD21 单独免疫更高的抗体水

平和刺激指数。尤其在免疫后 6 周 ,pCSIL2 联合免

疫组抗体水平和刺激指数分别达到了 2128 和

2170 ,而 L . aci dophil us SFMD21 单独免疫组为

1183 和 2100 ,两者差异显著。根据 UB I FMDV2
VP1 检测试剂盒提供的有效免疫标准和计算所得

的临界值 ,加强免疫后 3 周 ,所有 3 头试验猪均达到

了有效免疫的标准 ,这与以前报道的 IL22 疫苗佐剂

效果一致[13 ] 。抗体反应在 FMDV、HIV、狂犬病病

毒以及 A 型流感病毒免疫保护中是一个重要因

素[2 , 7 ] 。已有数据显示 ,pCSIL2 联合免疫对改进猪

体免疫水平方面是有效的 ,另外 ,pCSIL2 联合免疫

组较 L . aci dophil us SFMD21 单独免疫组诱导了更

高的 T 细胞增殖反应。FMDV DNA 疫苗刺激的 T

细胞免疫反应可能与 FMDV 的保护性反应有关 ,这

些反应可能通过 Th 细胞 ,或者 CTL ,或者两者均发

挥作用[2 ] 。这个结果表明 ,联合免疫 pCSIL2 能够

增加 VP1 特异的 T 细胞和 B 细胞免疫。尽管 L .

aci dophil us SFMD21 免疫组、pCSIL2 联合免疫组在

初次免疫后抗体水平明显的上升 ,但是在加强免疫

后 2 周却出现了下降 ,随后持续上升。这可能与

DNA 疫苗接种动物后需要吸收、进入、翻译和表达

的过程有关 ,它需要足够时间再次刺激免疫系统。

传统的油佐剂疫苗可以缓慢地持续释放抗原以刺激

免疫系统[25 ] 。

3) IL22 的克隆方法。传统的 IL22 克隆需要细

胞培养 ,而且需要有丝分裂原 Con A 的刺激。在本

研究中 ,直接以肠系膜淋巴结为材料 ,提取总 RNA ,

成功地克隆了 1 个细胞因子。

DNA 疫苗免疫过程和诱导免疫的效能受许多

因素的影响 ,如对疫苗反应性上存在的个体差异 ,病

原性质 ,疫苗给予的途径 ,以及所使用的免疫刺激分

子等。本研究仅完成了猪体免疫试验的阶段性工

作 ,试验应用的免疫剂量、免疫间隔期、免疫途径等

涉及免疫程序的合理性还需要进一步探讨。

本研究将已有的乳酸杆菌载体 L . aci dophil us

SFMD21 运用于猪 ,与猪 IL22 真核质粒共同免疫 ,
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增加 VP1 特异的 T 细胞和B 细胞免疫反应 ,表明共

同发送 IL22 真核表达质粒是改进乳酸杆菌载体口

蹄疫 VP1 DNA 疫苗免疫原性和效能的有效方法。
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