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摘　要:目的　研究 O型口蹄疫病毒中 VP２１Ｇ３３肽段能否增强 VP１１４１Ｇ１６０肽段的免疫原性及其可能的免疫机制.方

法　分别构建两种新的含有 VP１和 VP２的重组质粒 (PcDNA３．１ＧVP１、PcDNA３．１ＧVP２),并将重组质粒制备成纳米颗粒,检
测其体外转染效率.然后将上述纳米颗粒作为基因疫苗免疫Balb/c小鼠,PBS及空载质粒作为对照.液相阻断 ELISA方法

检测不同时间小鼠血清中抗体情况;流式细胞术和免疫组化染色的方法分析免疫小鼠外周血、脾脏和腹股沟淋巴结中 CD４＋ 、

CD８＋ T淋巴细胞的差异;淋巴细胞增殖实验检测免疫２８d后小鼠外周血中淋巴细胞的增殖能力.结果　对重组质粒进行鉴

定,结果显示重组质粒(PcDNA３．１ＧVP１、PcDNA３．１ＧVP２)构建成功;体外转染实验结果显示该纳米颗粒体外转染效率约为

２８％,具有较高的转染效率.ELISA检测显示 VP１与 VP２共同免疫小鼠血清中的抗体滴度均在初次免疫后的第２１和２８d
达到最高,并显著高于对照组(F＝４．６２５,P＜０．０５);流式和免疫组化染色结果分析发现 VP１与 VP２共同免疫小鼠血液、淋巴

结和脾脏中CD４＋ 、CD８＋ T淋巴细胞数均显著高于对照组;淋巴细胞增殖实验结果显示 VP１与 VP２共同免疫小鼠淋巴细胞

增殖能力均显著高于对照组(F＝１２．７３,P＜０．０５).结论　O型FMDVVP２的１Ｇ３３肽段能增强 VP１的１４１Ｇ１６０肽段的免疫

原性,其可能通过激活细胞免疫和体液免疫实现.
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Abstract:WeinvestigatedwhethertheVP２peptidecouldincreasetheimmuneresponsesbyVP１peptideandthepossible
immuneＧmechanism．TwoconfirmedconstructswerenamedPcDNA３．１ＧVP１andPcDNA３．１ＧVP２separately．Theplasmids
DNAcoatednanoparticlesofcalciumphosphatewereprepared．ThetransfectionoftheHEK２９３cellswiththeDNAentrapped
intocalciumphosphatenanoparticlesorinfreeformwascarriedoutwiththefluorophorproteincodingplasmidDNACaPiＧPcDＧ
NA３．１ＧGFP．Theefficiencyoftransfectionof２９３HEKcellsbythenanoparticleentrappedDNAwasmarkedlyhigherthanthe
controlgroup．BALB/cmiceweredividedintofourgroupsrandomly．GroupAwasvaccinatedwith２００μLsterilityPBSasconＧ
trol．GroupBwasvaccinatedwith２０μgCaPiＧPcDNA３．１vectorascontrol．GroupCwasvaccinatedwith２０μgCaPiＧPcDNA３．
１ＧVP１．GroupDwasvaccinatedwith２０μgCaPiＧPcDNA３．１ＧVP１＋２０μgCaPiＧPcDNA３．１ＧVP２．Theserumantibodyofmice
afterimmunizedwasmeasuredbyLPBＧELISA．AntibodytitersofVP１andVP２treatedgroupmaintainedhighlevelson２８th
dpiandsignificantlyhigherthanothergroups(F＝４．６２５,P＜０．０５)．ThenumbersofCD４＋ andCD８＋ TlymphocytesinVP１

andVP２treatedgroupwerebothhigherthanothergroups．

Lymphocyteproliferationassayshowedthatthestimulation

index(SI)in VP１and VP２treatedgroupwassignificantly

higherthanothergroups(F＝１２．７３,P＜０．０５)．TheVP２

peptideofFMDV “O”couldenhancetheimmuneresponses

inducedbyVP１peptide．MechanismstudysuggestedthatVP２

９８６



peptidecouldenhancetheimmuneresponsewithVP１peptidebyactivatingthecellarandhumoralimmune．
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　　口蹄疫(footＧandＧmouthdisease,FMD)是一种

由口蹄疫病毒(footＧandＧmouthdiseasevirus,FMＧ
DV)引起的主要感染偶蹄动物的热性、急性、高度传

染性疾病.该病可直接或间接地造成严重的经济损

失,被世界动物卫生组织(OIE)列为 A 类传染病之

首[１Ｇ４].疫苗接种是当前预防口蹄疫最可靠和有效

的方法之一.基因疫苗具有稳定性高、保存时间长、
易于生产且能够诱导机体产生免疫应答等优点,具
有广阔的应用空间[５Ｇ６].

口蹄疫病毒是口蹄疫的致病原,口蹄疫病毒属

小RNA 病毒科口蹄疫病毒属,分为 Asia１、SAT１、

SAT２、SAT３、O、A 和 C７个血清型,各型间没有

交叉反应[７Ｇ８].FMDV 抗原位点由４种结构蛋白构

成,分别为:VP１、VP２、VP３和 VP４,其中 VP１蛋白

是结构蛋白中最重要的,它是唯一能够产生保护性

中和抗体的结构蛋白[９Ｇ１０].目前研究证明,口蹄疫

病毒中至少３个中和抗原位点位于 VP１上;从FMＧ
DV中分离出来的 VP１蛋白可以诱导动物产生中

和抗体,因此,VP１作为最主要的抗原位点,具有诱

导动物产生中和抗体从而保护机体的作用[１１].所

以在FMD新型疫苗的研究中,VP１蛋白受到高度

重视.在真核表达质粒载体中插入 VP１基因,并将

载有 VP１基因的真核载体转染到受体细胞中,则外

源基因产物就会被部分受体细胞表达出来.目前对

VP２的研究较少,虽已有研究发现在 A型口蹄疫病

毒中 VP２的１Ｇ３３位氨基酸序列编码的蛋白能够增

强 VP１肽段的免疫原性[１２],但对于 O 型口蹄疫中

VP２肽段能否增强VP１肽段的免疫原性还未见报道.

DNA转染宿主细胞的效率是影响基因疫苗免

疫作用的一个关键问题[１３].传统的DNA转染系统

包括病毒载体系统和非病毒载体系统[１４].由于磷

酸钙颗粒具有良好生物相容性、成本低、易配置和毒

性低等优势,可作为一种安全有效的非病毒载体具

有广阔的应用前景[１５].此外,磷酸钙纳米颗粒保存

时间长,同常用的载体阳离子脂质体相比,其制作简

单,节约成本[１６].
虽然口蹄疫基因疫苗的免疫应答机理还未研究

清楚,但已有研究发现,载体质粒 DNA 可刺激机体

CTL反应,而这是在蛋白疫苗的免疫反应中无法诱

导的,并且还发现当抗原基因被翻译并通过递呈细

胞递呈到免疫系统时,在基因疫苗的免疫中还出现

B细胞反应和 T细胞反应[１７].
本实验分别构建两种分别含有 VP１和 VP２基

因的重组质粒,并用磷酸钙将其包裹成纳米颗粒,作
为基因疫苗免疫小鼠,分别应用ELISA方法检测小

鼠血液中的中和抗体的变化,应用流式细胞术、免疫

组化、MTT等方法检测小鼠各组织及血液中淋巴

细胞的变化情况.从而发现各组小鼠之间细胞免疫

水平和体液免疫水平的变化差异,来研究 O 型口蹄

疫中 VP２肽段能否增强 VP１肽段的免疫原性及其

可能的免疫机制.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　２０只６周龄雄性BALB/c小鼠

[批准文号:SCXK(川２００８Ｇ２４)],体重约为２５g,购
自达硕生物科技有限公司;饲养于 SPF 级别动物

房,温 度:２０ ℃,湿 度:７０°,小 鼠 自 由 饮 水 采 食.

HEK２９３细胞由四川大学生物治疗国家重点实验室

馈赠.口蹄疫 O型液相阻断ELISA 抗体检测试剂

盒购于兰州兽医研究所;CD４、CD８免疫组化抗体购

于 Abcam 公司,CD３、CD４、CD８流式抗体购于 BD
公司.

１．２　O型FMDV中 VP１和 VP２重组基因真核表

达载体的构建　在 GenBank中(AF３０８１５７．１)查询

猪 O型口蹄疫病毒的 VP１的１４１Ｇ１６０位和 VP２的

１Ｇ３３位氨基酸的核苷酸序列,并将 VP１与 VP２的

核苷酸序列用融合蛋白linker连接,并在已知核苷

酸序列中加入起始密码子 ATG、终止密码子 TAA
及EcoRⅠ和XhoⅠ的酶切位点GAATTC和CTCＧ
GAG,定义为基因 VP１ＧVP２(如表１所示),并将该

核苷酸序列委托公司合成,并重组到 PUC５７质粒

中,将重组质粒命名为PUC５７ＧVP１ＧVP２,并测序鉴

定.然后采用 PCR 方法分别扩增 VP１与 VP２基

因,并测序鉴定,然后同时用EcoRⅠ和XhoⅠ分别
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对扩增产物及真核表达载体 PCDNA３．１进行双酶

切反应,然后分别将酶切后的 VP１与 VP２基因与

PCDNA３．１连接,构建成两种新的重组质粒,并命

名为 PcDNA３．１ＧVP１和 PcDNA３．１ＧVP２.并分别

进行酶切验证,PCR验证及测序验证.VP１上游引

物:５′ＧTAGAATTCGGCACCATGACTAACAACＧ
GTGAGAGGＧ３.VP１ 下 游 引 物:５′ＧGGGCTCＧ
GAGTTAGGGCAGAGTTCTTTCＧ３′.VP２ 上 游

引 物: ５′ＧGGGGAATTCGCCACCATGGAＧ３′.

VP２ 下 游 引 物:５′ＧATCTCGAGTCAAGTCACＧ
CCCGACGCTAＧ３′.

表１　GenBank中查询的VP１１４１Ｇ１６０位和VP２１Ｇ３３位的

核苷酸序列及设计合成的VP１ＧVP２序列(５′Ｇ３′)

Tab．１　SequencesofpeptideVP１１４１Ｇ１６０andVP２１Ｇ３３of

FMDVserotypeOwerefromGenBankandthesequences
ofsynthesizedVP１ＧVP２

名称 序列

VP１
actaacaacgtgagaggcgaccttcaggtgctggct
cagaaggcagaaagaactctgccc

VP２
gacaagaagacggaagaaaccaccctcctcgaagac
cgaatattgaccacccgtaacggccacacgacctcg
acaacccagtctagcgtcggggtgact

VP１ＧVP２

gaattcgccaccatggacaagaagacggaagaaacc
accctcctcgaagaccgaatattgaccacccgtaac
ggccacacgacctcgacaacccagtctagcgtcggg
gtgactGGCGGCGGCGGCTCT GGCGGC
GGCGGCTCTGGCGGCGGCGGCTCTact
aacaacgtgagaggcgaccttcaggtgctggctcag
aaggcagaaagaactctgccctaactcgag

　　注:划线处为XhoI本科切位点

１．３　纳米颗粒制备及转染效率检测

１．３．１　磷酸钙纳米颗粒的制备　分别取１０μg上述

构建的重组质粒 PcDNA３．１ＧVP１,PcDNA３．１ＧVP２
及含有荧光标记的 PcDNA３．１ＧGFP质粒先与１５０

μL１２．５mmol/LCaCl２ 溶液混匀,静置５min后,
置于磁力搅拌器上,再分别逐滴加入１５０μL１２􀆰５
mmmol/LNa２HPO４ 溶液,用１０mmmol/L柠檬酸

钠溶液调pH 至７．２,磁力搅拌器搅拌３h.

１．３．２　纳米颗粒转染细胞　HEK２９３细胞,培养于

含１０％胎牛血清的DMEM 细胞培养基,置于３７℃
恒温培养箱中,待细胞长至７０％时,将细胞用胰酶

消化后,铺于２４孔板中,每孔细胞数为２×１０４.将

包裹完成的含 PcDNA３．１ＧGFP质粒的纳米颗粒按

照每孔２μg 质粒的量加入到细胞中,同时加５００

μL全培养基;并设立阴性对照组,对照组每孔加入

２μg没有包裹成纳米颗粒的裸露的质粒PcDNA３．
１ＧGFP,加入５００μL全培养基;１２h后,更换新全培

养基;转染４８h后,用荧光倒置显微镜检测两组细

胞转染效率.

１．４　VP１和 VP２重组基因疫苗的免疫学研究

１．４．１　重组基因疫苗免疫　取２５只６周龄雄性

BALB/c小鼠随机分为５组,每组５只,分别为:

PBS对照组;PcDNA３．１空质粒对照组;PcDNA３．１Ｇ
VP１ 组;PcDNA３．１ＧVP２ 组;PcDNA３．１ＧVP１＋
PcDNA３．１ＧVP２组.PBS组每只小鼠每次肌肉注

射灭菌的PBS２００μL,其余各组小鼠肌肉注射相对

应的纳米颗粒包裹的基因疫苗,每只小鼠每次注射

质粒DNA２０μg(２００μL),共免疫３次,分别为第

０、７d和２１d,在第一次免疫后的第０、７、１４、２１、２８
d采血,收集血清,置于－８０℃保存.

１．４．２　中和抗体检测　小鼠于初次免疫后的第０、

７、１４、２１、２８d分别断尾采血１００μL,４℃３０００r/

min离心１０min,收集血清.用口蹄疫 O型液相阻

断ELISA 抗体检测试剂盒按照其说明书所述方法

检测所取血清中的抗体滴度.

１．４．３　流式细胞术　各组小鼠于初次免疫后的第

２８d,眼球摘除取血后颈椎脱臼处死.分别取各组

小鼠淋巴结组织、脾脏组织,一部分用于免疫组化分

析,另一部分制备成为单细胞悬液,１５００r/min离

心３min,弃上清,PBS重悬细胞沉淀.小鼠眼球摘

除取血,取２０μL抗凝的全血样本置于流式管内.
淋巴结、脾脏的单细胞悬液和外周血中加入流式抗

体CD３eＧPE、CD８aＧFITC、CD４Ｇprecp各１μL,冰浴

３０min后,外周血中加入２mL红细胞裂解液,室温

裂解５min后,３００g离心５min,弃上清,PBS洗两

次,再用５００μLPBS重悬,上机检测.先用空白细

胞调节流式细胞仪的前向散射(FSC)与侧向散射

(SSC),使细胞能集中分布于视野中央;再分析样品.

１．４．４　免疫组化分析　于小鼠初次免疫后的第２８
d,分别取各组小鼠淋巴结和脾脏组织置于４％的多

聚甲醛中固定２４h;然后脱水、透明包埋成蜡块,用
石蜡切片机４μm 连续切片.淋巴结和脾脏组织石

蜡切片分别用 CD４和 CD８抗体染色,然后用苏木

素染色细胞核.光学显微镜下观察阳性细胞,以细

胞膜出现黄棕色颗粒且染色强度明显高于背景的非

特异性染色为阳性细胞,在×１０目镜×４０物镜下,
每个组织随机选取５个视野,计数每个视野中的

CD４或者CD８阳性细胞数.

１．４．５　淋巴细胞增殖实验　小鼠免疫后第２８d,眼
球摘除取血后,颈椎脱臼处死.取全血并分离小鼠
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外周血单个核细胞(PBMCs).将 PBMCs接种至

９６孔板中,每孔５×１０４ 个细胞;再分别在每孔中按

１∶１００的量加入 FMDV 灭活疫苗,每孔设３个复

孔及对照孔,对照孔内只接种细胞,不加病毒抗原.
将９６孔板置于细胞培养箱中３７℃恒温培养４５h;
在终止培养前３h,每孔加２０μLMTT溶液(５mg/

mL),继续培养３h,终止培养后,９６孔板２５００r/

min离心２０min,小心吸除孔内上清液,每孔内加

入１５０μLDMSO,置于摇床上震荡２０min,使结晶

物充分溶解.比色:在酶标仪上选择５７０nm 波长

测定各孔光吸收值.结果判定:增殖结果用SI值表

示.SI值为致密孔细胞的光吸收值与其相对应空

白孔的光吸收值的比值.

１．５　统计学分析　实验数据均以均数±标准差(x
±s)表示,应用SPSS１６．０统计软件进行统计学分

析,率的比较采用方差分析,以P＜０．０５为有统计

学意义.

２　结　果

２．１　重组质粒PcDNA３．１ＧVP１和PcDNA３．１ＧVP２
鉴定　目的基因 VP１和 VP２ 片段分别用 PCR 扩

增后,再分别与真核表达载体连接转化,在涂有

Amp的琼脂糖平板上随机挑取菌落提取质粒 DNA
后做酶切分析鉴定.琼脂糖凝胶电泳结果显示在两

种新构建的重组质粒中可分别酶切出 VP１(８４bp)
或 VP２(１２３bp)片段,表明 VP１和 VP２片段已被

分别重组到真核表达载体PcDNA３．１中,即重组质

粒构建成功(图１B、D).为进一步确定是否将目的

基因 VP１ 和 VP２ 连接进入真核表达载体 PcDＧ
NA３􀆰１中,分别用设计好的两段基因的引物,在酶

切分析鉴定正确的质粒中用PCR方法扩增两段基

因,PCR结果显示,在酶切正确的两种质粒中可分

别扩增出 VP１或 VP２片段,即证明重组质粒构建

成功(图１A、C).为确定重组质粒中目的基因核苷

酸是否发生突变,取经鉴定为 VP１和 VP２阳性的

克隆送美吉公司测序,结果一致性为１００％,核苷酸

序列没有改变.

２．２　纳米颗粒转染效率　用制备好的含有 PcDＧ
NA３．１ＧGFP质粒的纳米颗粒转染 HEK２９３细胞,

４８h后,荧光显微镜下检测转染效率,每组细胞镜

下随机选取５个视野,计算每个视野的转染效率.
用磷酸钙纳米颗粒包裹的荧光质粒转染细胞的转染

率(２８±２．１)％,用裸露的荧光质粒转染细胞,荧光

显微 镜 下 观 察 不 到 荧 光,即 转 染 率 为 (１．７１±
０􀆰０５)％,见图２.

A和B:PCR及酶切分析鉴定的重组质粒 PcDNA３．１ＧVP１.箭

头处可见明显的 DNA条带.

C和 D:PCR及酶切分析鉴定的重组质粒 PcDNA３．１ＧVP２.箭

头处可见明显的 DNA条带.

图１　鉴定重组质粒PcDNA３．１ＧVP１和PcDNA３．１ＧVP２
Fig．１　PCRandrestrictionanalysisofrecombinantplasＧ

mids

A:纳米颗粒包裹的质粒PcDNA３．１ＧGFP转染结果;

B:裸露的质粒PcDNA３．１ＧGFP转染结果.

图２　磷酸钙纳米颗粒包裹质粒 PcDNA３．１ＧGFP转染

HEK２９３细胞

Fig．２　Transmissionfluorescencemicroscopy(magnificaＧ
tion４０×)ofHEK２９３cellstransfectedwithGFP

geneconstruct

２．３　VP２可提高免疫小鼠的中和抗体滴度　抗体

滴度是检测口蹄疫疫苗是否能够发挥保护作用的重

要指标.本实验在小鼠第一次免疫后的第０、７、１４、

２１、２８d分别采取小鼠外周血,收集血清,应用口蹄

疫 O型液相阻断ELISA抗体检测试剂盒检测小鼠

血清中的抗体滴度.
检测时设立４孔病毒抗原对照,阳性血清对照

与阴性血清对照.应用酶标仪检测每孔在４９２nm
下的吸光值.抗原对照的４孔中,弃去最高孔和最

低孔吸光值,将剩余两孔的平均吸光值除以２定为

临界值,表示阻断５０％反应的对照吸光值.将被检

血清吸光值大于该临界值的孔定为阴性孔,小于或
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等于临界值的孔定为阳性孔.阳性孔的最高稀释倍

数为被检血清的抗体效价.抗体效价大于等于１∶
６４(Log１０≥１．８)时,９９％ 以 上 保 护;小 于 １∶４
(Log１０＜０．６)时,不保护;介于１∶４和１∶４５之间

(Log１０在０．６与１．６５之间)时,５０％保护.

图３　各组小鼠初次免疫后第０、７、１４、２１和２８d血清中

抗体水平检测

Fig．３　Antibodyresponsesmeasuredatday２８afterimmuＧ
nizationbyLPBＧELISA(∗P＜０．０５)

实验结果如图３所示,VP１与 VP２共同免疫小

鼠在初次免疫后的第２８d,平均抗体效价大于１∶

６４(Log１０＞１．８),即对口蹄疫病毒有９９％以上的保

护;显著高于其他各组(F＝４．６２５,P＜０．０５).而

VP１单独免疫小鼠在初次免疫后的第７、１４、２１和

２８d外周血中的平均抗体滴度在１∶１６与１∶４５之

间,即该组小鼠免疫后对 O型口蹄疫病毒有５０％的

保护作用;VP２单独免疫小鼠及对照组小鼠０~２８
d外周血平均抗体滴度均小于１∶４即对于 O 型口

蹄疫病毒无保护作用.

２．４　VP２可显著增加免疫后小鼠的 CD８＋ 、CD４＋

T淋巴细胞　有研究发现,抗原进入机体后与淋巴

细胞最终是在外周淋巴器官内相遇,如淋巴结、脾以

及黏膜相关的淋巴组织;在骨髓和胸腺中发育成熟

但尚未接触特异性抗原的淋巴细胞不断地从血液循

环中挤过毛细血管壁的细胞间隙进入外周淋巴组

织,然后又通过淋巴管返回到血液,或在脾中直接回

到血液[１８].在口蹄疫的预防和治疗中,T淋巴细胞

反应起到了很重要的作用.在本实验中,通过流式

细胞术、免疫组化方法分析免疫后小鼠血液、脾脏和

腹股沟淋巴结组织中CD８＋ 、CD４＋ T淋巴细胞数.

A:外周血和腹股沟淋巴结中CD４阳性 T淋巴细胞百分数;

B:外周血、脾脏及腹股沟淋巴结中CD８阳性 T淋巴细胞百分数;

C:脾脏中CD８阳性细胞数;

D:腹股沟淋巴结中CD８阳性细胞数;

E:腹股沟淋巴结中CD４阳性细胞数;

F:免疫组化结果用方差分析方法进行统计学分析,与对照组比较,∗P＜０．０５.

图４　VP２可显著增加小鼠免疫组织的T淋巴细胞数

Fig．４　CD４＋andCD８＋ TlymphocytesweresignificantlyincreasedaftervaccinatedwithCaPiＧPcDNA３．１ＧVP１＋
CaPiＧPcDNA３．１ＧVP２

３９６８期 付丽新等:基于 O 型口蹄疫病毒 VP２１Ｇ３３肽段增强 VP１１４１Ｇ１６０肽段免疫原性的新型纳米颗粒疫苗研究



　　如图４(A)流式细胞术检测结果所示,小鼠免疫

２８d后,VP１和 VP２共同免疫组小鼠腹股沟淋巴

结、脾脏和血液中 CD８＋ T淋巴细胞数,与 VP１单

独免疫组,PcDNA３．１组和 PBS对照组相比,显著

增多(F＝３５．０７,P＜０．０５;F＝５４．９７,P＜０．０５;F＝
１２．６６,P＜０．０５);VP１和 VP２共同免疫组小鼠腹股

沟淋巴结和血液中CD４＋ T淋巴细胞数,与 VP１单

独免疫组,PcDNA３．１组和 PBS对照组相比,显著

增多(F＝４０．８４,P＜０．０５;F＝１７４．１,P＜０．０５).
流式细胞术分析后,取脾脏和腹股沟淋巴结进

一步进行免疫组织化学染色,分析各组小鼠脾脏和

淋巴结中CD４和 CD８阳性 T 淋巴细胞的差异,并
进行统计学分析.如图４(B)免疫组化结果所示,小
鼠免疫２８d后,VP１和 VP２共同免疫小鼠脾脏中

CD８阳性细胞数与 VP１单独免疫组,PcDNA３．１组

和PBS对照 组 相 比,显 著 增 多 (F ＝３０２．７,P ＜
０．０００１);VP１和 VP２共同免疫小鼠腹股沟淋巴结

中CD８阳性细胞数和CD４阳性细胞数与VP１单独

免疫组,PcDNA３．１组和 PBS对照组相比,显著增

多(F＝４６９．５,P＜０．０００１;F＝３７２．５,P＜０．０００１),
结果均有统计学差异;免疫组化实验结果与流式细

胞术实验结果一致.

２．５　VP２增强免疫小鼠的 T淋巴细胞增殖能力　
T细胞在接触抗原后可转化成 T淋巴母细胞,并可

以进一步的分化增殖成致敏 T淋巴细胞,执行细胞

免疫功能,不仅可以直接发挥免疫效应的功能,还可

通过产生细胞因子和表达粘附分子而与其他的免疫

细胞进行直接或者间接接触,发挥广泛免疫调节作

用.T淋巴细胞的增殖反应程度可以反映出 T 淋

巴细胞免疫功能状态.

小鼠免疫２８d后,取 CaPiＧPcDNA３．１ＧVP１＋CaPiＧPcDNA３．１Ｇ
VP２组,CaPiＧPcDNA３．１ＧVP１组,CaPiＧPcDNA３．１ＧVP２组,空

载质粒对照组 及PBS对照组小鼠外周血单个核细胞,并调整细

胞浓度至２．５×１０５cells/mL.灭活FMDV疫苗刺激细胞.与

对照组比较,∗P＜０．０５.
图５　小鼠外周血中T淋巴细胞增殖实验

Fig．５　Thestimulationindex(SI)differenceamongthe
differentgroups

如图５所示,淋巴细胞增殖实验结果发现 VP１
单独免疫小鼠的外周血的 T 淋巴细胞增殖率显著

高于 VP２单独免疫组及对照组;同时发现 VP１和

VP２共同免疫小鼠的外周血的 T 淋巴细胞增殖率

显著高于 VP１组(F＝１２．７３,P＜０．０５).T淋巴细

胞增殖率可以反映细胞免疫水平,说明 VP１和 VP２
共同免疫小鼠细胞免疫水平明显好于其他各组.

３　讨　论

基因疫苗具有免疫期长,安全性好,成本低,易
于构建等优点,尤其是基因疫苗既可诱导体液免疫

反应又可诱导细胞免疫反应,被认为免疫学的第２
次革命[１９].基因疫苗为细菌、寄生虫和病毒等变态

反应性疾病、肿瘤以及自身免疫病的治疗等提供了

新的方法.

FMDV 病毒衣壳由４种结构蛋白构成,分别

为:VP１、VP２、VP３和 VP４.VP１蛋白是结构蛋白

中最重要的,它是唯一能够产生保护性中和抗体的

结构蛋白[９].VP１位于病毒颗粒表面,被胰蛋白酶

处理后病毒粒子会失去感染敏感细胞的能力.目前

研究证明,口蹄疫病毒中至少３个中和抗原位点位

于 VP１上.因此,VP１作为最主要的抗原位点,具
有诱导动物产生中和抗体从而保护机体的作用.

VP１是最重要的抗原蛋白,所以在FMD新型疫苗

的研究中,VP１蛋白受到高度重视.在真核表达质

粒载体中插入 VP１基因,并将载有 VP１基因的真

核载体转染到受体细胞中,则外源基因产物就会被

部分受体细胞表达出来.在后期的研究中发现,

VP１中决定了免疫原性的主要的抗原表位是１４１Ｇ
１６０和２００Ｇ２１３位氨基酸残基[２０Ｇ２１].应用化学方法

合成的肽段仍具有免疫原性,并且如果将这些肽段

多拷贝串联后,其免疫原性增强.口蹄疫病毒的４
种结构蛋白中,VP２相对保守.因此用 VP２作为抗

原检测FMD抗体具有其自身的一些优点.目前对

VP２的研究较少,但已有研究发现在 A型口蹄疫病

毒中 VP２的１Ｇ３３位氨基酸序列编码的蛋白单独免

疫不具有免疫原性,但当与 VP１肽段共同免疫时能

够增强 VP１肽段的免疫原性[１２].
本实验构建的重组质粒 PcDNA３．１ＧVP１包含

O型口蹄疫病毒的 VP１的１４１Ｇ１６０位氨基酸序列,
重组质粒PcDNA３．１ＧVP２包含 VP２的１Ｇ３３位氨基

酸序列.分别用单独的重组质粒 PcDNA３．１ＧVP１,
或者重组质粒PcDNA３．１ＧVP１和PcDNA３．１ＧVP２,
共同免疫小鼠,检测小鼠各组织的免疫效应,从而探

讨是 VP２肽段能否提高 VP１肽段的免疫原性及其
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可能的免疫机制.
目前有研究认为,最能够有效地摄取外源基因

来表达抗原蛋白的组织是肌肉组织,肌肉组织具有

很多优点,如体积大、安全、免疫接种容量大等,因
此,基因疫苗免疫机体时常选用肌肉注射免疫方式.
为了简化免疫程序并能够有效地诱导免疫反应,本
实验选择肌肉免疫方式,根据用重组质粒免疫小鼠

后均能够诱导抗体反应和细胞免疫的结果,证明了

肌肉免疫的优势.也说明了本实验所构建的重组真

核表达载体质粒免疫动物后能够在体内表达 FMＧ
DV衣壳蛋白.

口蹄疫抗体滴度检测结果显示,ELISA 检测结

果发现 PcDNA３．１ＧVP１＋PcDNA３．１ＧVP２共同免

疫的小鼠血清中的平均抗体滴度均在初次免疫后的

第２８d达到最高,对口蹄疫病毒可产生９９％以上的

保护力,显著高于只用重组质粒PcDNA３．１ＧVP１免

疫的小鼠以及对照组小鼠的抗体滴度以及保护力水

平.由此可说明,在本实验中,VP２ 肽段可增强

VP１肽段刺激产生抗体水平的能力,抗体的产生与

B淋巴细胞的活化有关,而B淋巴细胞主要参与的

是体液免疫反应,即可说明 VP２肽段可增强 VP１
肽段的体液免疫反应.

T细胞在接触抗原后可转化成 T淋巴母细胞,
并可以进一步的分化增殖成致敏 T淋巴细胞,执行

细胞免疫功能,不仅可以直接发挥免疫效应的功能,
还可通过产生细胞因子和表达粘附分子而与其他的

免疫细胞进行直接或者间接接触,发挥广泛免疫调

节作用.T淋巴细胞的增殖反应程度可以反映出 T
淋巴细胞免疫功能状态.常用的检测淋巴细胞增殖

反应强度的实验方法为 MTT法.细胞能量代谢水

平可采用 MTT法检测,活细胞特别是增殖期的细

胞能量代谢旺盛,MTT(四甲基偶氮唑盐)可被线粒

体在能量代谢中可产生琥珀酸脱氢酶由淡黄色还原

为蓝紫色结晶,沉积在细胞周围和细胞内,增殖细胞

数与结晶的形成成正比.本实验采用 MTT法检测

免疫后小鼠外周血中 T 淋巴细胞增殖情况.结果

显示淋巴细胞增殖实验结果显示PcDNA３．１ＧVP１＋
PcDNA３．１ＧVP２共同免疫的小鼠淋巴细胞增殖能

力均显著高于 PcDNA３．１ＧVP１免疫的小鼠以及对

照组小鼠.由此可说明 VP２肽段可增强 VP１肽段

所诱发的 T淋巴细胞增殖能力,T淋巴细胞主要参

与的是细胞免疫反应,即可说明 VP２肽段可增强

VP１肽段的细胞免疫反应.
有研究证明,在没有抗体的情况下,基因疫苗诱

导产生的细胞免疫反应具有抗病毒感染的作用.基

因免疫也可诱导体液免疫产生中和抗体,提供抗病

毒感染的保护作用.通过对本实验中接种重组基因

疫苗的小鼠血清中口蹄疫抗体水平和各免疫组织中

T 淋巴细胞增殖反应的结果分析,说明在基因疫苗

发挥免疫保护能力过程,除了能够产生特异性抗体

的体液免疫反应外,T淋巴细胞介导的细胞免疫反

应也发挥了重要作用.

CD４＋ T 淋巴细胞可被主要组织相容性复合物

(MHCⅡ)递呈的多肽抗原反应所激活,从而激活辅

助性 T细胞与 B细胞产生体液免疫反应;CD８＋ T
淋巴细胞可通过 MHCⅠ与抗原结合诱导机体产生

细胞免疫反应.本实验分别采用流式和免疫组化染

色方法检测免疫后小鼠的血液、脾脏和腹股沟淋巴

结中CD４＋T淋巴细胞和CD８＋T淋巴细胞的变化.
结果显示 PcDNA３．１ＧVP１＋PcDNA３．１ＧVP２共同

免疫的小鼠血液和淋巴结中CD４＋ 、CD８＋ T淋巴细

胞数、脾脏中的 CD８＋ T 淋巴细胞数均高于 PcDＧ
NA３．１ＧVP１免疫的小鼠以及空质粒对照组和 PBS
对照组小鼠.由此可推断 VP２肽段能够增强 VP１
诱发体液免疫和细胞免疫水平,其机制可能是 VP２
肽段通过激活机体免疫组织和血液中的 CD４＋ 、

CD８＋ T淋巴细胞而提高 VP１肽段的免疫原性.
本实验研究发现PcDNA３．１ＧVP１与 PcDNA３．

１ＧVP２共同免疫的小鼠细胞免疫水平和体液免疫水

平均显著高于用只含有 VP１肽段免疫的小鼠以及

空质粒对照组和 PBS对照组小鼠.说明相对于单

独的 VP１基因疫苗,无论是 VP１与 VP２两种基因

疫苗共同作用后能够诱发机体更强的免疫反应,提
示 O型FMDVVP２的１Ｇ３３肽段能增强 VP１的免

疫原性,其可能通过激活 CD４＋ 、CD８＋ T淋巴细胞

诱导的体液免疫和细胞免疫实现.
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