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轮状病毒 DNA疫苗经不同途径接种诱导体内免疫应答研究 

张 静 ，王宁遂 ，邓 兵 ，朱 静 

(1．重庆医科大学儿科学院心内科；2．重庆医科大学儿科研究所，重庆 400014) 

【摘 要】目的：通过研究不同途径接种轮状病毒DNA疫苗所诱导的体内免疫应答，寻找其适合的免疫途径：方法：轮状病毒 

基因疫苗 pcDNA1／VP7经肌肉注射及鼻粘膜两种途径免疫 BALB／c小鼠，利用 ELISA方法对其诱导产生的体液免疫应答进 

行测定。结果：经肌肉注射及鼻粘膜两种途径接种轮状病毒 DNA疫苗后，均在 BALB／c小鼠体内诱导产生了病毒特异性 IgO 

增高(P<0．05)，而病毒特异性 IgA与对照组相比无显著性差异。结论：肌肉注射及鼻粘膜两种途径均能作为轮状病毒 DNA 

疫苗的候选接种途径。 
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Induction of immune responses against rotavirus by intramuscular and 

intranasalimmunization with rotavirus DNA vaccine 

Zt-I~NGJing，et al 

(Department of Cardiology，College ofPediatrics，Chongqing Medical Universit3 ) 

【Abstract】Objective：To search for the efficient immune routes for rotavirus DNA vaccine by evaluating efficacy in inducing irnmune 

responses to rotavirus．M ethods：In this study BALB／c mice were immunized by intramuscular and intran asal routes with rotavirus 

DNA vaccine，pcDNA 1／、，fy7，then rotavirus specific systemic immunity was measured ．Results：Serum rotavirus specific IgG but not 

IgA titers of mice immunized by both routes were significantly higher than that of the unimmunized controls．G97wlusion：Both intra— 

muscular and intranasal routes are candidates for rotavirus DNA vaccine． 
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轮状病毒是引起全世界婴幼儿严重 胃肠炎的主 

要病原，估计全球每年发生 140000000病例，导致发 

展中国家 600，000到 870，000例死亡⋯1。居全球儿 

童死亡病因的第二位。在我国的发病率高达 30％ 
～ 40％，严重威胁我国婴幼儿身体健康和生存质量， 

同时造成社会经济和医疗资源的巨大损失。由于目 

前尚无特效治疗方法 ，且改善卫生 ，水源等条件对控 

制轮状病毒流行收效甚微，故疫苗被认为是控制轮 

状病毒感染的最大希望_2j。近年来，DNA疫苗的出 

现 ，为解决这一难题提供了新的契机。本文对轮状 

病毒DNA疫苗经不同免疫途径诱导体内产生的免 

疫应答进行了研究 ，报告如下。 

1 材料与方法 

作者介绍：张 静(1973一 )，女，讲师，博士， 

主要研究方向：轮状病毒感染的预防。 

1．1 实验动物 

BALB／c小鼠，健康雌性，6～8周龄，体重 18～20g，随机 

分组，由重庆医科大学动物实验中心提供。 

1．2 质粒 pcDNA1／EDIM7 

由 Anthony HC．Choi(Division of Infectious Diseases，Chil— 

dren S Hospital Medical Center，Cincinnati，Ohio 0H，USA)惠 

赠 3-，根据《分子克隆》操作规程提取、纯化质粒 DNA： 

1．3 动物免疫 

BALB／c小鼠随机分组，4～6只俚 ，戊巴比妥钠麻醉 

(30~45mg／kg)后，分别免疫(0，2，4周各免疫一次)。 

第 1组：质粒 pcDNA1／VP7(50／xg)+鼻内免疫(i．n) 

第 2组：质粒 pcDNA1／~ (100Fg)+肌肉注射(i．m) 

第 3组：空质粒载体(50t~g)+鼻内免疫(i．n) 

阴性对照组：小鼠未经免疫 

1．4 血清 IgO，IgA检测 

小鼠在第二次加强免疫完成后四周，取尾静脉血，1000 

-- 2000r／min离心，吸取血清，置一20℃保存待测。 

包被：轮状病毒抗原用碳酸缓冲液(pH9．6)稀释，包被 
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96孔酶标板，4℃湿盒内过夜一PBS—T(pH7．4)洗板四次一 

封闭：PBS—T—B液 37℃孵育 1h一冼板4次一加样：血清样 

品用 PBS—T—B液稀释 20倍后加入酶标扳中(双复孔)， 

37℃孵育 1h一洗板 4次一二抗：Biotin标记的山羊抗小鼠 

IgG，IgA(Southern Biotechnology Associates，Inc．)以 1：5000 

稀释后加入酶标板中，37℃孵育 2h一洗板 4次一HRP— 

streptavdin(Vector)：用 PBS—T—B稀释至3t*g／ml加入酶标 

板中，37℃孵育 1h一洗板 4次一显色反应：加入 TBM底物 

显色液(Sigma)，37℃孵育 15～30min一终止反应：加入终止 

液(0．5M H2SO4)一()D值检测：全 自动酶标仪(Tecan A一 

5082 Austria)在 450rim波长下测定 5n。 

1．5 统计学处理 

血清轮状病毒特异性 IgG，IgA滴度用各 自 50j±S表 

示，各组均数与对照比较采用完全随机设计方差分析(SAS 

6．12)，P<0．05有统计学意义。 

2 结 果 

高(P<0．05)，而空质粒载体滴鼻组血清轮状病毒 

特异性 IgG与阴性对照组相比无显著性差异(P> 

0．05)。见表 1，图 1。 

2．2 血清轮状病毒特异性 IgA滴度测定 

质粒 DNA无论经鼻内还是肌注接种小鼠后， 

均未能诱导血清轮状病毒特异性 IgA水平的升高 

(见表 2)。 

_ 

2．1 血清轮状病毒特异性 IgO滴度测定 

小鼠免疫后 4周，质粒 DNA肌注组和滴鼻组 图1 小鼠免疫后4周血清特异性抗轮状病毒 IgC滴度 

血清轮状病毒特异性 IgG均较阴性对照组有明显增 ( s。)直方图 

表 1 小鼠免疫后 4周血清特异性抗轮状病毒 IgG滴度( 5o) 

注： 与 negative control(阴性对照组)比较 P<0．05 

表2 小鼠免疫后 4周血清特异性抗轮状病毒 ZgA滴度( 50) 

注： 与阴性对照组比较 P<0．05 

3 讨 论 

轮状病毒腹泻是全球重大的医学和社会经济问 

题，WHO腹泻病疫苗指导委员会强调将轮状病毒 

疫苗的研制作为其第一重点。 

针对轮状病毒可能的免疫保护机制，研究者们 

开发了一系列疫苗，包括灭活疫苗，减毒活疫苗，基 

因工程疫苗等。然而，由于以上疫苗制备工艺复杂， 

成本较高，免疫效力不肯定，故需研究更加完善的疫 

苗。DNA疫苗由于具有能够有效地诱导全面免疫 

反应，性质稳定 、操作性强、可多价免疫，成本低廉等 

特点，引起了研究者的极大兴趣。此外 ，Ulmer等发 

现小鼠肌肉注射编码甲型流感病毒核蛋白(NP)的 

质粒载体后，可有效保护小鼠抵抗另一亚型流感病 

毒的攻击l4 J，提示 DNA疫苗还具有广泛的交叉保 

护作用，这对于那些流行型别经常发生变化的病原 

体的预防具有极其重要的意义。 

DNA疫苗可经多种途径进行免疫 ，Fynan EF 

等在对其免疫途径进行比较的研究中发现，在各种 
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免疫途径 中，就所需免疫 的 DNA量及所产生 的免 

疫应答而言，基因枪可谓是最有效的途径，然而需要 

特殊仪器，成本较高，不利于推广。目前 DNA疫苗 

最常采用的接种途径是经肌肉注射。但其免疫机理 

尚不清楚。有学者认为肌细胞参与 了抗原提呈L6 ， 

另一部分学者则认为抗原提呈 由专职提呈细胞完 

成 ，而无肌细胞 的介入 j。综合最近的研究结果提 

示其机制可能为 DNA疫苗在肌细胞内表达抗原， 

再被分泌或 自被损伤的细胞释放到组织间隙 ，进而 

被抗原提呈细胞(APC)捕获 ，加工 ，提呈给 T细胞， 

诱导免疫 应答 的产生。由于肌 细胞 一般不 表达 

MHCI1分子及激活 T细胞所必需的一些共刺激 分 

子，因此不能进行抗原提呈，抗原必须从肌细胞转移 

至专职APc才能刺激 T细胞的增殖，分化 。但 

肌细胞可能作为抗原储存库，保持长期持续低量抗 

原刺激，有利于免疫应答的放大和免疫记忆的形成。 

除肌细胞内表达抗原外 ，APC也可能直接摄取质粒 

DNA，表达抗原 ，以内源性抗原的加工 ，提呈方式诱 

导细胞和体液免疫应答。其 中，树突状细胞(den— 

dritic cell，DC)可能是参与 DNA免疫最重要的抗原 

提呈细胞 J。 

随着对免疫研究的深入，人们逐渐认识到粘膜 

免疫的重要性 ，特别对防御粘膜局部感染及起源于 

粘膜的全身感染尤为重要。Sasaki S et al～ {在对 

HIV DNA疫苗鼻内免疫的研究中发现此途径不仅 

能够诱导体液免疫反应，而且能够很好地诱导细胞 

免疫反应及粘膜免疫反应 ，研究结果显示呼吸道 、胃 

肠道及 生殖道均产 生 了 HIV特 异性分 泌型 IgA 

(SIgA)。引起这一结果的机制可能是 由于共同膜 

免疫系统的存在，在鼻部淋巴组织中被转染了DNA 

的抗原递呈细胞通过淋巴管和绒 血流播散到远处 

的淋巴组织如胃肠道及脾脏诱导产生免疫应答。由 

于鼻相关淋巴组织(NALT)具有生理环境温和，抗 

原摄取量大，诱发免疫反应阈值低等优点，使鼻粘膜 

成为最有前途的粘膜免疫途径之一。本研究 中，轮 

状病毒DNA疫苗经鼻粘膜接种 BALB／c小鼠，诱导 

产生了血清特异性 Ig6增高。而鼻粘膜表面在结 

构上具有与小肠系膜下集合淋 巴结(Peyer’s patch— 

es)组织学上相似的淋巴组织，其是否能够诱导产生 

肠道特异性粘膜免疫应答(特异性 SIgA)还有待于 

进一步研究。 

虽然 目前关于轮状病毒的免疫机制还不十分清 

楚，但已有的众多研究提示，轮状病毒特异性体液免 

疫对轮状病毒感染提供免疫保护中起重要作用一̈一。 

本研究选择肌肉注射及鼻内接种 DNA疫苗，均诱 

导产生病毒特异性血清 IgG升高，提示以上两种途 

径均能作为轮状病毒 DNA疫苗的侯选接种途径： 
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