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表达嵌合体蛋白ＰＡｃＰ／ＣＴＢ的转基因番茄防龋疫苗口服免疫大白兔的研究
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　　［摘要］　目的　观察表达嵌合体蛋白ＰＡｃＰ／ＣＴＢ转基因番茄防龋疫苗的免疫原性和免疫反应性。方法　 用ＰＡｃ标
准蛋白制作标准曲线，ＥＬＩＳＡ法检测番茄果实ＰＡｃＰ／ＣＴＢ蛋白的浓度。实验动物按完全随机分组法分为３组，实验组喂食
３个剂量（ＰＡｃＰ／ＣＴＢ蛋白量相差１．５倍）的转基因番茄汁，阴性对照组喂食非转基因番茄汁，阳性对照组喂食变异链球菌
灭活全菌疫苗。每周免疫１次，免疫４周，ＥＬＩＳＡ法检测大白兔唾液和血液样品中抗变异链球菌ＰＡｃ的ＩｇＡ、ＩｇＧ抗体效价
水平。结果 　 转基因番茄中ＰＡｃＰ／ＣＴＢ嵌合蛋白的浓度为９．３７μｇ／ｍＬ。疫苗免疫动物后实验组与阳性对照组大白兔唾
液和血液中的特异性抗ＰＡｃ抗体升高，抗体水平可维持数周，而阴性对照组抗体水平变化不明显。结论 　 表达嵌合体蛋
白ＰＡｃＰ／ＣＴＢ的转基因番茄免疫新西兰大白兔后，能有效的诱导唾液和血液中特异性抗体的产生，其具有较好的免疫
原性。

　　［关键词］　 防龋疫苗；龋病；转基因番茄；变异链球菌；大白兔
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　　变异链球菌（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）是重要致龋菌之一，表面
蛋白ＰＡｃ在细菌的蔗糖非依赖性粘附过程中起到了
非常重要的作用，被认为是Ｓ．ｍｕｔａｎｓ主要的毒力因子
和粘结素。在 ＰＡＣ的结构中，富含脯氨酸的 Ｐ区
（ＰＡｃＰ）在介导Ｓ．ｍｕｔａｎｓ与牙齿表面获得性膜结合中
发挥了重要的作用，此区域富集 Ｔ、Ｂ细胞表位［１］，被

认为是研制防龋疫苗的主要候选抗原。有研究表明，

当Ｓ．ｍｕｔａｎｓ毒力因子ＰＡｃ作为抗原免疫动物后，能激
发机体体液免疫和黏膜免疫应答产生特异性的抗体，

初步证明利用 ＰＡｃ免疫动物后能够有效地抑制细菌
对牙面的粘附作用，从而降低患龋率［２］。

　　在课题组前期构建了携带表面蛋白 ＰＡｃ粘附相
关肽段基因 ｐａｃＰ与霍乱毒素 Ｂ亚单位（ＣＴＢ）基因
ｃｔｘＢ的转基因番茄防龋疫苗的基础上［３］，观察转基因

番茄植株及非转基因番茄植株栽培后的各项农艺性状

的变化，发现本课题组培养的转基因番茄植株在株高、

茎粗和最大叶宽等农艺性状上发生了不同程度的改

变［４－５］；并对外源目的基因的拷贝数进行检测，证明本

课题组构建的转基因番茄植株属低拷贝的转基因植

物，具有较好的稳定性［６］。通过对小鼠、大鼠的免疫

实验已证实其可以激发机体的体液免疫和黏膜免疫应

答产生特异性的抗体［７］，本研究观察课题组构建的转

基因番茄防龋疫苗免疫新西兰大白兔是否会激发动物

产生体液免疫和黏膜免疫应答，从而产生特异性的抗

体，旨在为新型防龋疫苗的研制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　转基因番茄防龋疫苗（含ＰＡｃＰ／ＣＴＢ蛋白）［３］，红抗２１９番
茄（山西豪丰种苗有限公司）。

１．２　实验动物与菌株
　　满６～８周龄新西兰大白兔２０只，体质量２０００ｇ（第三军
医大学野战外科研究所实验动物中心），重庆市实验动物质检

中心质检［许可证号为 ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５］。Ｓ．ｍｕｔａｎｓ
ＵＡ１５９（血清ｃ型）由四川大学华西口腔医学院口腔疾病研究
国家重点实验室提供。

１．３　主要试剂
　　Ｓ．ｍｕｔａｎｓ表面蛋白 ＰＡｃ抗原（本课题组前期制备）、辣根

过氧化物酶标记羊抗兔 ＩｇＡ、ＩｇＧ（美国 Ｇｅｎｅｔｅｘ公司）、牛血清
白蛋白（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）、植物蛋白提取液［聚乙烯吡咯烷
酮６ｇ，１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ４５ｍＬ（ｐＨ＝８），甘油 ７５ｍＬ，定容
３００ｍＬ］、抗原包被液（Ｎａ２ＣＯ３０．３２ｇ，ＮａＨＣＯ３０．５８６ｇ，ＮａＮ３
００４ｇ，ｄｄＨ２Ｏ定容至２００ｍＬ，ｐＨ９．５）。

１．４　灭活全菌体疫苗的鉴定及制备
　　ＴＰＹ液体培养基加入 ＵＡ１５９菌种，３７℃恒温培养１８ｈ；
ＭＳＢ固体培养基划板，３７℃培养１８ｈ。菌落革兰染色后常规
镜下形态学鉴定；将培养后的菌液离心后收集沉淀，０．９％生理
盐水洗去残留培养基，加入１００ｍＬ０．５％福尔马林生理盐水液
（体积比），３７℃恒温２４ｈ灭活；离心收集沉淀，加入０．１％福
尔马林生理盐水液后紫外分光光度计上比浊，使菌液浓度达

８×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时Ｄ（６００）为１．０。

１．５　转基因番茄果实ＰＡｃＰ／ＣＴＢ蛋白含量检测
１．５．１　转基因植物总蛋白的提取　　取番茄果肉１ｇ加入液氮
研磨成粉，加入预冷的植物蛋白提取液３．５ｍＬ，冰上静置４ｈ。
４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ×１５ｍｉｎ离心后取上清液，－２０℃保存备用。
１．５．２　目的蛋白浓度检测　　用抗原包被液、转基因番茄／非
转基因番茄蛋白提取液和 ＰＡｃ标准蛋白浓度梯度液包被酶标
板，４℃冰箱过夜；加入抗原包被液，室温３ｍｉｎ；加入封闭液，
３７℃ 温育２ｈ；洗板后加入一抗（自制兔抗），３７℃温育２ｈ；洗
板，加入ＩｇＧ抗体（二抗），３７℃温育１ｈ；洗板，加入底物反应
液３７℃暗反应１５ｍｉｎ，加终止液；全波长酶标仪上读取４９０ｎｍ
处样本的光密度值［Ｄ（４９０）］。

１．６　动物分组与免疫
　　２０只大白兔按完全随机分组法分为Ａ、Ｂ、Ｃ３组：Ａ组为实
验组（转基因番茄组，ｎ＝１２），包括３个剂量组，每组４只。Ａ１组：
７ｍＬ／ｋｇ剂量喂食（含ＰＡｃＰ蛋白６５．６μｇ）；Ａ２组：以１０ｍＬ／ｋｇ
剂量喂食（含ＰＡｃＰ蛋白９３．７μｇ）；Ａ３组：以１３ｍＬ／ｋｇ剂量喂
食（含ＰＡｃＰ蛋白 １２１．８７μｇ）。Ｂ组为阴性对照组，ｎ＝４，以
１０ｍＬ／ｋｇ剂量喂食红抗 ２１９番茄果汁；Ｃ组为阳性对照组，
ｎ＝４，喂食ＵＡ１５９灭活全菌疫苗（２ｍＬ／次）。免疫前所有实验
动物禁食、禁水１２ｈ，经口灌服０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３中和胃酸，
３０ｍｉｎ后免疫。每周１次，连续免疫４周。

１．７　样本采集
　　免疫前１ｄ和免疫后第１、２、３、４、５、６、７、８、１０、１２周收集实
验动物的血清和唾液。２％硝酸毛果芸香碱（０．２ｍｇ／１００ｇ）通
过颈部皮下注射入动物体内，收集全唾液后于高速离心机上

４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ，收集上清，－２０℃保存。采用耳缘
静脉取血法取血、离心后收集上清液，硝酸毛果芸香碱注射后

收集唾液，样本－８０℃冰箱保存备用。
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１．８　唾液和血清中特异性抗体的检测
　　ＥＬＩＳＡ法检测血清和唾液中特异性 ＩｇＡ、ＩｇＧ抗体。
１０μｇ／ｍＬ的纯化抗原ｒＰＡｃ包被酶标板，３０ｍＬ／Ｌ牛血清白蛋
白封闭，加入１００μＬ待测血清（１∶４０稀释）或唾液（１∶１稀释），
分别加入羊抗兔ＩｇＡ或 ＩｇＧ，加底物反应液和终止液后酶标仪
上测Ｄ（４５０）值，观察实验动物体内特异性抗体水平的变化。

１．９　统计学方法
　　特异性抗体检测的数据用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。

２　结果

２．１　转基因番茄混合果汁中外源蛋白的浓度
　　根据ＰＡｃ标准蛋白浓度梯度 Ｄ（４９０）的数据，得线性方程
Ｙ＝０．００１７Ｘ＋０．１４８０，相关系数０．９９０８，光密度值随蛋白浓
度增加而增大，呈线性关系。转基因番茄样本光密度值为

０１６４，根据线性方程外源蛋白浓度为９．３７μｇ／ｍＬ。

２．２　唾液中ＩｇＡ型抗ＰＡｃＰ抗体水平
　　实验组与阳性对照组在初次免疫后１周抗体开始出现上
升趋势，２～７周抗体水平较高，７周后逐渐下降。阴性对照组
抗体变化不明显（图１）。
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图１　免疫后各周大白兔唾液中ＩｇＡ型抗ＰＡｃＰ抗体水平

２．３　血清中ＩｇＡ型抗ＰＡｃＰ抗体水平
　　实验组与阳性对照组在初次免疫后２周抗体开始出现上
升趋势，３～７周抗体水平逐渐升高，７周后逐渐下降。阴性对
照组抗体变化不明显（图２）。
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图２　免疫后各周大白兔血清中ＩｇＡ型抗ＰＡｃＰ抗体水平

２．４　唾液中ＩｇＧ型抗ＰＡｃＰ抗体水平
　　实验组与阳性对照组在初次免疫后２周抗体开始明显上
升，３～７周抗体水平逐渐升高，但较平缓，８周后逐渐下降。阴
性对照组抗体变化不明显（图３）。
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图３　免疫后各周大白兔唾液中ＩｇＧ型抗ＰＡｃＰ抗体水平

２．５　血清中ＩｇＧ型抗ＰＡｃＰ抗体水平
　　实验组与阳性对照组在初次免疫后１周抗体开始出现上
升趋势，２～７周抗体水平较高，１０周后明显下降。阴性对照组
抗体变化不明显（图４）。

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! " # $ %& %!

&'(

&'#

&')

&'"

&'*

&'!

&'%

&

!
!
"
)
&
"

#$%&'

+% '

+! '

+* '

($%&'

)*!",+"

图４　免疫后各周大白兔血清中ＩｇＧ型抗ＰＡｃＰ抗体水平

３　讨论

　　２０世纪７０年代就有通过免疫手段预防龋病的报
道，龋病的主动免疫研究经过了灭活死疫苗、减毒活疫

苗、纯化抗原亚单位疫苗、重组抗原疫苗、基因重组疫

苗以及核酸疫苗几个阶段，但是从研究结果来看，每种

方式都存在弊端，所以这些年研究进展很慢，有的途径

已经被放弃尝试。

　　随着生物技术的发展，通过基因工程改造的转基
因植物不断完善，比如对密码子进行优化、构建含

ＭＡＲｓ的表达载体、建立位点特异的重组体系等方法
可以提高外源蛋白的表达量；选择特异性启动子不但

提高植物中抗原的表达量，而且可以使重组蛋白在植

物中特定的器官或组织中表达。另外，用番茄作为的

生物反应器生产药用蛋白本身就具有很多优点，比如

南北方都可种植，产量高，是人民日常生活常吃的果
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蔬；植物表达系统可对表达产物进行翻译后加工使其

具有良好的免疫原性和生物活性；番茄中的药用蛋白

可以长期稳定的存在于植物组织中，这就便于运输和

保存；口服防龋的形式方便，易被人群接受等［８］。这

些优势使利用转基因番茄作为廉价的疫苗生产系统生

产防龋的药用蛋白成为可能，

　　国外很多研究表明，转基因植物疫苗作为抗原能
够有效地激发动物的体液免疫和黏膜免疫应答，并且

没有对实验动物产生不良副作用［９－１０］。ＭｃＧａｒｖｅｙ
等［１１］用转基因番茄表达狂犬病抗原并证实构建成功。

郑雨燕等［１２］用表达 Ｓ．ｍｕｔａｎｓ表面蛋白唾液粘附区蛋
白的转基因番茄口服免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，观察到小鼠
产生免疫反应。本课题组前期对小鼠、大鼠的口服试

验观察到了特异性抗体产生，田源等［１３］用含 ＰＡｃＡ的
转基因番茄口服免疫大白兔后也检测到了特异性的抗

体，这些研究基础说明利用口服植物疫苗预防龋病一

个可行的、有潜力的研究方向。

　　在本实验中，口服免疫大白兔后２～３周，血液和
唾液中都检测到了特异性抗ＰＡｃＰ的ＩｇＡ和ＩｇＧ抗体，
并且能高水平维持一段时间，这就提示转基因植物表

达的表面蛋白ＰＡｃＰ具有免疫原性。该研究结果说明
转基因番茄作为一种口服疫苗的形式可以有效地诱导

黏膜免疫反应，但是口服免疫的最佳剂量、免疫时间间

隔和疫苗安全性等问题有待于进一步研究。
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参考文献类型及标识

　　根据ＧＢ３４６９规定，以单字母方式标识以下各种参考文献类型：

参考文献类型 专著 论文集 报纸文章 期刊文章 学位论文 报告 标准 专利

文献类型标识 Ｍ Ｃ Ｎ Ｊ Ｄ Ｒ Ｓ Ｐ

　　对于专著、论文集中的析出文献，其文献类型标识建议采用单字母“Ａ”；对于其他未说明的文献类型，建议采
用单字母“Ｚ”。
　　对于数据库（ｄａｔａｂａｓｅ）、计算机程序（ｃｏｍｐｕｔｅｒｐｒｏｇｒａｍ）及电子公告（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｂｕｌｌｅｔｉｎｂｏａｒｄ）等电子文献类
型的参考文献，建议以下列双字母作为标识：

　　电子参考文献类型　　数据库　　计算机程序　　电子公告
　　电子文献类型标识　　　ＤＢ　　　　　ＣＰ　　　　　ＥＢ
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