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猪口蹄疫病毒 DNA 疫苗与常规灭活苗的比较

黄桂菊，罗满林，刘镇明

(华南农业大学兽医学院，广东广州 51凶42)

摘要:以含有 FMDV VP1 基因和 VP1 基因主要抗原位点 141 -160 及 2∞ -213 位的氨基酸的真核表达质粒 pcDNA­

VP1 和 pcDNA-F 与常规 O 型 FMD 灭活疫苗分别免疫 6 -8 周龄的 BALB/c 小鼠和愿鼠，同时设生理盐水为阴性对

照，以肌肉注射，间隔 2 周 3 次免疫的方式进行通过脾脏 T淋巴细胞增殖(Mπ) 、T 淋巴细胞亚群、中和抗体、抗

病毒能力的检测和病理组织学观察等方面比较 DNA 疫苗与常规灭活苗的免疫效果.结果发现 pcDNA-VP1 和 pcD­

NA-F 能够诱导细胞免疫和体液免疫反应，pcDNA-F 可使小鼠和豚鼠产生一定程度的抗 FMDV 感染的保护性免疫，

但与常规灭活苗比较还存在差异.
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Comparison of EfTects of FMDV DNA Vaccines 
and Conventional Vaccine 

HUANG Gui-ju , LUO Man-lin , UU Zhen-ming 

(College of Veterinary Medicine , South China Agric. Univ. , Guangzhou 51凶42 ， China) 

Abstract:six to eight-week-old BALB/c mice and guinea pigs were immunized with eukaryotic plasmids 

and normal FMDV type 0 vaccine by intramuscular i时ection ,respectively for 由ree times , and immuniza­

tion interval was two weeks. The F fr，咱nent codes for 由e amino acids at sites 140-160 and 2∞-213 ，也e

major antigenic epitopes of FMDV type O. The immune effects of DNA vaccines were compared with 由at

of conventional vaccine at Mπ ， T lymphcyte subgroup , neutralizing antibody , resistance ωFMDVand 

histopathology. The results showed that DNA vaccines pcDNA-VPl and pcDNA-F could induce humoral 

and cellular immunity. BALB/c mice and guinea pigs immuned with pcDNA-F could were resistant to 

FMDV , but there were difference with conventional vaccine. 
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口蹄疫(fj∞t-and-mouth disease , FMD) 广泛存在

世界各地，严重影响着养猪业的发展，一直是猪病研

究的热点之一. FMD 的防控主要以免疫预防为主.

目前用于 FMD 的疫苗主要有弱毒活疫苗和灭活疫

苗 2 种，寻找更为安全、有效、实用的新型疫苗是现

在 FMDV 研究的主要方向. DNA 疫苗以其免疫原性

好、免疫效果持久、制备简便、安全等优点成为疫苗

研究领域的热点之一[1] 有关 FMDV DNA 疫苗的研

究已有报道[2-4] 本试验比较了自行构建的 FMDV

收稿日期 :2∞5- 10-09 

DNA 疫苗与常规灭活苗进行免疫的效果，探讨 DNA

疫苗与常规灭活苗的差异，为 FMDV DNA 疫苗的研

制奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 质粒与菌株 DH 50.为华南农业大学传染

病实验室保存，质粒 pcDNA-VPl 和 pcDNA-F 为华南

农业大学传染病实验室构建.
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1. 1. 2 试验动物 豚鼠购自广东省军事医学研究

所. BALB/c 小鼠购自南方医科大学.

1.1. 3 试剂 CD4、 CD8a~ CD3e 单抗购自 eBio­

SClence 公司， RPMll640 培养液购自 GIBCO 公司.

PBA~M'町、 ConA~普鲁卡因、多聚甲醒等购自鼎国

公司.

1.2 方法

1000 r/min 离心 5 min，轻轻倾斜试管，将上清液一次

迅速甩出，用吸水纸沾去孔边缘部多余液体;以冷

PBA 2 mL混乱1 棚内m离心 5 min ，弃上清液;:110

人 0.5 mL w=l%多聚甲醒，置流式细胞仪(FACS)测

试管，4 't:避光保存，待上流式细胞仪检测.

1. 2.4 免疫豚鼠血清中和抗体的检测 三免后 2

周豚鼠心脏采血分离血清，于 56 't:灭活 30 min ，作 2

1. 2.1 试验分组及免疫程序 32 只 BALB/c 小鼠 倍系列稀释，分别与 1∞ LD卸的 FMDV 混合，37 "c温

随机分成4 组，每组 8 只， 16 只豚鼠随机分成 4 组， 育 1 h，每个稀释度接种 4 只 3 -5 日龄的乳鼠，每只

每组4 只.在免疫前 3 d，后肢肌肉注射普鲁卡因 O. 1 r乱，计算出半数致死量.结果以中和指数(NI)

0.5 mglmL 50μL 预处理.局部麻醉3d后在同一位

置免疫试验动物免疫方案见表1.

表 1 试验动物的免疫方案

Tab. 1 Immunization prot配ols for experimental animals 

剂量 d明ge

方案1) 生理盐水 严DNA-VPl 质粒 pcDNA-F 质粒 FMD 灭活苗

严。tocols
physiological pcDNA-VPl pcDNA-F FMD Ìßactived 
回linel vector/ vector/ vaccinel 

(μ- 只 -1) (罔·只 1) (闻·只 -1 ) (抖L. 只 -1)

一免
l∞ l∞ 1∞ 50 

fust time 

二免
l∞ 150 150 50 

配ond time 

三免
l∞ 200 200 m 

third 由le

1)一兔后第 15 d 进行二兔，第 30 d 进行三兔

1. 2. 2 免疫小鼠脾脏 T 淋巴细胞增殖(MTf)试验

参照薛彬[5]报道的方法于三免后第 28 d 进行.

1. 2. 3 小鼠 T 淋巴细胞亚群的测定 三免后第

28 d ，小鼠断尾采血 1∞ μL;计数全血有核细胞数.

每管约加入 1 X 106 个有核细胞;加入荧光素标记的

细胞表面抗原单克隆抗体 2∞ μL，其中一组试管加

人用同样荧光素标记的小鼠 IgG 或 IgM(视抗体组成

而定，但一般为 IgG) 作为对照;室温避光30 min , 

表示 .NI=-lg(试验组 LD501阴性对照组 LD川，中

和指数即反映病毒中和抗体的滴度[6]

1.2.5 免疫豚鼠抗病毒能力的检测 三免后的第

21 d ，用 O 型 FMDV 进行攻毒以检测其抗病毒的能

力.采用划痕与注射相结合的方式接种病毒，每只豚

鼠后肢町部注射 0.2 mL 1∞ IDso 的病毒，另将两侧

面部划破，涂布病毒液.攻毒后继续饲养 2 周观察发

病情况，每天 2 次

1. 2. 6 免疫豚鼠病理组织学观察三免后的第35 d 

剖杀豚鼠，取心脏组织，用 ({J = 10% 中性福尔马林固
定，石蜡包埋，切片，苏木素-伊红染色，镜检，选取病

变部位拍照

2 结果

2.1 免症小鼠脾脏 MTf试验结果

三免后第 28 d 采取小鼠脾脏，分离脾淋巴细胞，

以 MTf法测定其细胞免疫水平，统计学 t 检验结果

显示所有的免疫组与对照组(生理盐水)相比差异显

著(P < 0.05) ，常规疫苗组与 pcDNA-VPl 、 pcDNA-F

免疫组相比差异显著(P < 0.05) ， pcDNA-VPl 免疫

组与 pcDNA-F 免疫组比较差异不显著(P >0. 05) , 

以上结果表明 DNA 疫苗组可诱导细胞免疫反应，但

远远低于常规灭活苗(表 2) . 

表 2 免~小鼠M'IT、中和指鼓和抗病毒能力检测结果

T'ab.2 Th晴 testing resul臼 of immunized mice on M TI'. the index，筒。f neu仕aIiZing antibodies 皿d protective rates 

组别 groups DS70 nm 

对照组 control group 0.214 :t 0.019 

pcDNA-VPl 免疫组 pcDNA-VPl immunized 伊up 0.276 :t 0. 023 

pcDNA-F 免疫组 pcDNA-F immunized group 0.295 :t 0. 024 

常规疫苗组 nonnal vaccine gro叩 0.368 :t 0. 026 

1 )保护率=保护数/试验豚鼠数

中和指数 保护率1)

the indexes of neutralizing antibodies 

O. ∞ 

O. 72 

0.93 

2.38 

protective rat臼

0/4 

0/4 

114 

4/4 

2.2 小鼠 T 淋巴细胞亚群的测定

三免后第 28 d 断尾采血，分离淋巴细胞，上流式

细胞仪测定 CD4+、CD8+ 细胞百分数，统计学检验结

果显示 CD4 +%:所有免疫组与对照组(生理盐水)

相比差异显著 (P < 0.05) ，常规疫苗组与 pcDNA­

VPl 、pcDNA-F 免疫组相比差异显著 (P < 0.05) , 
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pcDNA-VPl 免疫组与 pcDNA-F 免疫组比较差异不

显著(P > O. 05 ). CD8 + %结果显示:pcDNA-F 免疫

组、常规疫苗组与对照组(生理盐水)相比差异显著

(P < 0.05) ，常规疫苗组与 pcDNA-VPl 免疫组相比

差异显著(P <0.05) ， pcDNA-VPl 免疫组与 pcDNA­

F 免疫组比较差异不显著(P >0. 05). 

2.3 免擅豚鼠血清中和抗体检测结果

三免后 2 周豚鼠心脏采血分离血清，计算血清

中和指数，结果见表 2.

2.4 免重豚鼠抗病毒能力检测结果

三免后的第 21 d ，用 O 型 FMDV 进行攻毒，检测

其对病毒的抵抗能力，每只注射 0.2 mLl∞ ID卸的病

毒，结果见表 2:对照组豚鼠全部发病;常规疫苗组都

没有发病，攻毒保护率为 4/4;pcDNA-VPl 免疫组全

部发病;pcDNA-F 免疫组有 3 只豚鼠发病，但其发病

时间推迟 1 -2 d、症状减轻，攻毒保护率分别为 0/4

和1/4.

2.5 免擅豚鼠病理组织学观察结果

对照组(生理盐水) :严重的心肌炎，大量的炎性

细胞浸润于心肌纤维间，心肌断裂;pcDNA-VPl 免疫

组:中度的心肌炎，少量的炎性细胞浸润于心肌纤维

之间，心肌细胞轻度坏死 ;pcDNA-F 免疫组:轻度的

心肌炎;常规疫苗组:心肌正常，无心肌炎变化.

3 讨论

关于 FMD 基因疫苗的研究，国内外学者进行了

大量研究，但到目前为止都没有取得很理想的效果.

在机体内容易被降解并且不易形成一定的立体构

型，且单独使用时因相对分子质量太小而元法有效

地诱发机体产生免疫应答，因此其免疫原性较差;本

试验所用表达载体 pcDNA3. 1 ( + )要求上游引物含
K。因k 翻译起始序列: (G/ A) NNATGG，在 -3 处必须

是 G 或 A ， +4 处是 G，但为了保证整个阅读框架的

正确性和双酶切位点克隆方便，质粒 pcDNA-VPl 和

pcDNA-F 均没有包含 Kozak 序列，因此，可能对表达

量有所影响;各研究者所采用的质粒载体表达效率

不同，表达的蛋白量不同，从而导致其剌激机体免疫

应答及免疫保护作用的差异.与传统疫苗比较，基因

疫苗仍然存在着较大的差距，可考虑选择好的表达

载体、用基因枪免疫、使用佐剂、增加免疫剌激序列

等影响基因免疫效果[国]的方法进行下一步的探索.
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