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不同剂量 CpG 序列对仔猪的免疫增强效果

田兴山，张玲华， tß哲师，陈 薇，李健雄
(广东省农业科学研究院农业生物技术研究所，广东广州到064D)

摘要:以伪狂犬病毒为模式病毒，按照仔猪体质量分别将 1∞、 10 、 1 [lg1kg CpG 序列同猪伪狂犬疫苗联合免疫接种仔

猪，检测仔猪的体液及细胞免疫反应.试验结果表明:不同浓度的 CpG序列均能显著提高仔猪的特异性抗体滴度、

白细胞介素(正)-2 诱生活性以及淋巴细胞增殖反应，证明 CpG序列能显著增强仔猪对常规疫苗的免疫应答能力.
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Effect of different dosages of CpG motifs on immune respons臼 in piglets 

TlAN Xing-shan , ZHANG ling-hua , KUANG Zhe吐!Î， CHEN Wei , U Jian-xong 

(Bi o-T，优h Research Institute , Guangdong Academy of Agricultural Sciences , Guangzhou 51 064D, China) 

Abstract: Piglets were inoculated wi由 CpG motifs and pseudorabies attenuated vaccine simultaneously ，出e

CpG motifs inoculation dosages were 1∞， 10 , 1μgI峙， respectively. The tÏter of specific antibodies to pseu­

dorabies attenuated vaccine , the proliferation of lymph∞ytes and induced 11-2 activities were assessed. 咀le

results showed 由t 由e above-mentioned immune response of 出e piglets to vaccine 明白 different dosages of 

CpG motifs added was significantly stronger than conventional immunization. 
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胞暗脏鸟瞟岭二核昔酸 (CpG)序列称为免疫剌

激序列( immunostimulatory DNA sequence ，巴S) ，是具

有免疫剌激功能的 DNA 短序 (CpGOND) ，一种非甲基

化具有回文结构的六聚体，一般为 5'-瞟岭-瞟岭-CG­

暗院-暗院-3' (如 5'-GACGTC-3' , 5'-AGCGCT-3' , 5'­

AACGTT-3') .近来大量免疫学研究证实:含 CpG 基

序的 DNA 分子具有以下免疫效果: (1)诱导 B 细胞增

殖、分化、成熟和分泌免疫球蛋白; (2)抗诱生的细胞

凋亡; (3)诱导单核细胞分泌白细胞介素(11) -12 及其

他细胞因子; (4)活化自然杀伤(NK)细胞的裂解活性

和干扰素(lFN-γ) 分泌.从而既能诱导强的体液免

疫，又可以诱导细胞免疫和细胞毒性 T 淋巴细胞

(CTL)反应，唤醒机体先天性的免疫保护机制，国际

上被称为第三代非特异性免疫增强剂 [1 - 3] 目前国

内外多数以小鼠和豚鼠作为研究对象，为了探讨不

同剂量 CpG 序列对仔猪常规疫苗(如伪狂犬疫苗)的

免疫增强效果，本试验人工合成了 CpG 序列，以伪狂

犬病毒为模式病毒，研究了不同剂量 CpG 序列对仔

猪免疫系统和免疫应答的佐剂效应，为进一步研究

畜禽常规疫苗的新型高效安全免疫佐剂奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1. 1 CpG 序列 自行设计具有 ISS 重复序列的 90

bp 的 CpG 序列，同时设计了扩增这一序列的 PCR 引

物(由上海博亚生物技术公司合成) ，用 PCR 体外扩

增合成的 CpG.

1.1. 2 试验动物仔猪， 1 日龄，大白×长白二元杂

交猪，体质量 1 kg，广东省农业科学院良种猪育种中

心提供.
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1.1. 3 主要试剂 RPM1-1640 培养基( Gibco 公司，

Cat NO: 1120708) ，植物血凝素 (PHA，广州医药研究

所，批号 :2∞21010) ，淋巴细胞分离液(上海华精生物

高科技发展公司，批号: 20021107) ，伪狂犬病毒抗体

检测试剂盒 (IDEXX ， Ser NO: 04-01452-03 )，伪狂犬

病活疫苗(中国科学院哈尔滨兽医研究所，批号:

细胞悬液，加入 P血， 37 "C，体积分数为 5% CO2 培
养箱中培养 24 h，离心沉淀，收集上清， - 20 "c冻存

备用.在 96 孔板中每孔加 100 [1L 不同稀释度的 1L-2

待测样品，培养液对照和不同单位 (U)IL-2 标准品对

照，均做 3 复孔.向各孔内加入 l∞[1L 检测细胞

(CTLL-2 每孔细胞数 1 X 104
) , 37 "C，体积分数为 5%

2∞21∞3) ， MTf(四甲基偶氮瞠盐， Sigma 公司，编号 CO2 温箱中培养 21 h，每孔加入 10 [1L Mπ(5 mglmL, 

m2128) . 恪于灭菌生理盐水) ，继续培养 1 h ，加入 1∞ [11 酸化

1.2 方法 SDS(质量分数为 10% SDS 溶于 0.01 moνL HCl)，充

1. 2.1 动物接种 大白 x 长白二元杂交仔猪 50 只， 分?昆匀，以溶解甲腊颗粒.用酶标仪检测 570 nm 波

随机分成 5 组，每组 10 只.采用滴鼻免疫仔猪. a 长处吸收值.减去培养液对照的 DS7011ll1值，用 log2 稀

组:生理盐水组 ;b 组:伪狂犬病活疫苗组; c 组: 1∞ 释度(X) 和各稀释度对应的 DS70 1l11】值 ( y) 作直线回

[1g1kg CpG 序列+伪狂犬病活疫苗组 ;d 组 :10μglkg 归.按概率单位分析法计算待测样品的 1L-2 活性单

CpG 序列+伪狂犬病活疫苗组; e 组: 1μglkg CpG 序 位.样品 1L-2 活性 (U/mL) = (样品稀释度/标准品稀

列+伪狂犬病活疫苗组.接种第 21 d( 除 a、 b 两组 释度) x 标准品的且-2 活性单位[4J

外)按照每组要求再次注射相应剂量的 CpG 序列(不 回p\J }J'7~\/J' 2 结果
再注射伪狂犬病活疫苗) . 

1.2.2 血样收集 分别在第 1 、 3 ， 7 ， 14 、 21 、 28 、 35 d 2.1 免疫仔猪血清中的抗原特异性抗体滴度测定

抽取血样，用于检测血清中的特异性抗体.接种前从 结果
每组仔猪中随机挑选 5 只，接种后按计划从每组仔 仔猪免疫前及免疫后按计划静脉取血，分离血

猪中随机选取 5 只，于前腔静脉取血，分离血清，

- 20 "c冻存，备用.

清，作适当稀释后，用伪狂犬病毒抗体检测试剂盒测

定抗体滴度(表1).

1. 2.3 血清中抗原特异性抗体;高度的测定 按照 由表 l 可知，仔猪在免疫 3 d 后， b ， c ， d 、 e 组均

IDEXX公司的伪狂犬病毒抗体检测试剂盒 (Pseudora- 检测到特异性抗体的滴度;抗体水平的趋势均是在

bies Virus Antibody Test Kit)说明书进行. 第 3 d 就达到较高水平，到第 7 d 抗体滴度达到最

1.2.4淋巴细胞增殖反应试验元菌条件下用淋巴 高.用 CpG 序列联合免疫仔猪在第 7 d 的抗体平均
细胞分离液分离淋巴细胞，离心收集细胞，洗涤 2 次 水平是伪狂犬病活疫苗单独免疫组的 3-5 倍，其中

后，用完全 RPM1-1640 培养液悬浮细胞，细胞计数后，

调节细胞数为 1x106 mL- 1 . 将制备的仔猪淋巴细

胞，加到 96 孔培养板中，每孔加 100μL (细胞数为 1

x 1 <Ý)， 向各孔内加入 PHA 至终质量浓度 10μglmL，

37 "c、体积分数为 5% CO2 培养箱中培养 21 h，每孔

加人 10 μL MTf(5 mglmL，洛于灭菌生理盐水) ，继续

培养 1 h，加入 100μL 酸化 SDS(质量分数为 10% SDS 

溶于 0.01 moVL HCl) ，充分混匀，以榕解甲腊颗粒.

用酶标仪以检测波长 570 nm 测定 D570 nm值，减去培

养液对照 DS70 mrn值，即为待测样品 DS70 nm值.以剌激

指数作为判断淋巴细胞转化程度的参数.剌激指数

=试验孔 DS70 nm均值/对照孔 DS70 nm均值[4J

1.2.5 1L-2 活性测定 无菌条件下用淋巴细胞分离

液分离淋巴细胞，离心收集细胞，洗涤 2 次后，用完

全 RPM1-1640 培养液悬浮细胞，细胞计数后，调节细

胞数为 lx106 mL- 1 . 于 96 孔培养板中，加人 100μL

不同 CpG 序列的接种剂量，其免疫增强效果亦不同;

10 [1g1kg CpG 序列联合免疫组的抗体滴度水平最高.

在第 21 d 用 CpG 序列对 c ， d 、 e 组进行二免后，该 3

组的特异性抗体滴度再一次提高，而对照组和伪狂

犬病活疫苗组的抗体均保持较低.由此可见， CpG 序

列能有效地剌激猪伪狂犬抗原特异性抗体的表达.

组别

group 

a 

b 

c 

d 

巳

表 1 不同免疫组仔猪血清中特异性抗体滴度

Tab. 1 TItres of 句就C自C 皿tibodi臼 in different 

groups of immunized piglets 

t/d 

O 3 7 14 21 28 

160 1∞ 80 50 50 50 

2∞ 4∞ 5∞ 2∞ 1∞ 1∞ 

160 2α)() 24∞ 1 2:∞ 4∞ 8∞ 

2∞ 1 8∞ 25∞ 1 6∞ 4∞ lα)() 

160 1α刀 1 6∞ 1α)() 3∞ 7∞ 

35 

50 

l∞ 

4∞ 

4∞ 

3∞ 
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2.2 免疫仔猪淋巴细胞增殖反应

试验结果如图 l 所示，在免疫的 0-21 d 内 CpG

序列联合免疫组 (c 、 d 、 e 组)淋巴细胞的剌激指数明

显高于对照组(a 组)和伪狂犬病活疫苗组 (h 组) ;在

免疫第 21 d 再次注射 CpG 序列，注射后的第 7 d 淋

巴细胞的剌激指数又出现 1 个高峰，而伪狂犬病活

疫苗组(b 组)在 14 d 后淋巴细胞的刺激指数与空白

对照组(a 组)非常接近，始终保持在较低水平;在试

验中使用不同接种剂量的 CpG 序列的免疫剌激效果

虽然不同，但都比较接近，其中效果最佳的是 C 组.
I. S 

~b 图 c 囚 d ~e 

3 7 14 21 28 35 
I/d 

因 1 不同免疫组仔猪淋巴细胞增殖反应

Fig. 1 Proliferation of 1严nph∞ytes in different groups of imm山世纪d

pigle恒

2.3 免疫仔猪淋巴细胞 IL-2 诱生活性的变化情况

免疫后每组仔猪淋巴细胞 1L-2 诱生活性情况统

计见图 2. 结果发现免疫仔猪淋巴细胞 1L-2 诱生活

性的变化情况与免疫仔猪淋巴细胞增殖反应比较相

似:在免疫的 0-21 d 内 CpG 序列联合免疫组 (c 、 d 、 e

组)且-2 的诱生能力明显高于对照组 (a 组)和伪狂犬

病活疫苗组(h 组) ;在免疫第 21 d 再次注射 CpG 序

列，注射后的第 14 d IL-2 出现了高峰，而伪狂犬病活

疫苗组(b 组)在第 14 d 后 11-2 水平与空白对照组 (a

组)非常接近，始终保持在较低水平;虽然 c ， d 、 e 组使

用不同接种剂量的 CpG 序列，但对 1L-2 的诱生能力

都比较接近，效果最佳的是 e 组.

~ .S1 1 400 r 口 a ~b 图 c []]d 园C

E 主
二 g 1 

主旦=:l
阳­

~E 
憋舌

o 3 7 14 21 28 35 
I/d 

因 2 不同免疫组仔猪淋巴细胞 IL-2 诱生活性

Fig. 2 Inducecl IL-2 activities in different groups of inm1Unizecl 

piglets 

3 讨论

早在 80 年代中期， Tokunaga 等 [5J发现牛分枝杆

菌卡介苗中分离的 DNA 有很强的抗肿瘤活性，这种

活性是通过 DNA 中具有特征性结构的免疫序列

(CpG 序列)激活多种免疫细胞的.近年来的研究证

实， CpG 序列能直接促进树突状细胞、巨噬细胞等抗

原提呈细胞的成熟与分化，以及 1L-2 ， 1L-12 、 1L- 18 、

IFN-2 等币11 型细胞因子的分泌，从而诱导特异性

CTL应答反应[6-7J CpG 序列是近年来众多学者研

究的热点，已证明是一种免疫佐剂，现多数将小鼠和

豚鼠作为研究对象，其应用研究主要集中于人类疾

病的 DNA 疫苗方面.本试验以伪狂犬病毒为模式病

毒，探讨了不同剂量的 CpG 序列对仔猪免疫活性的

影响.结果发现: 3 个联合免疫组的特异性抗体滴

度、淋巴细胞增殖反应和IL-2 诱生活性明显增强， 3

组的CpG 序列接种剂量虽然相差较大 (c 组接种剂量

高达 1∞ t1g1怜， e 组接种剂量低至 1μglkg) ，均能显

著提高仔猪对常规疫苗(伪狂犬病活疫苗)的体液和

细胞免疫应答.

本试验结果提示 CpG 序列有希望成为高效安全

的新型动物疫苗免疫增强剂.
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