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〔摘 要 〕 为 了研究鼠疫 疫苗
一

质粒的安全性
,

试验运用
一

电泳和琼脂糖电泳

等方法检测 了鼠疫 疫苗
一

质粒的纯度
,

并 以小鼠为动物模型进行 了质粒
一

的急性

毒性和长期毒性试验
,

用 方法检测外源基因在小 鼠组织中的分布情 况
,

用
、

方法检测 了其 自

身的免疫反应
。

结果表明
,

提取的质粒
一

未检测到核酸及菌体蛋白污染 注射初期质粒
一

主要分布于注射部位的肌肉组织
,

其他组织有散在分布 小 鼠接种 周后
,

质粒 卜 仅分布于注射部位
。

小鼠注射
一

质粒后未产生明显的毒副反应及 自身免疫损伤
,

也未检测到 自身抗体
。

初步证明鼠疫

疫苗
一

安全性 良好
,

为鼠疫菌新型 疫苗的应用奠定了基础
。
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鼠疫耶尔森氏菌是肺型及腺型 鼠疫的病原体
,

在历史上曾经引起 次世界性的鼠疫大流行
。

现在

由于监控措施得当及抗生素的应用
,

鼠疫的发病率

与病死率大大降低
。

但近十几年来
,

鼠疫的发病率有

明显上升趋势
,

而且多重耐药性鼠疫耶尔森氏菌的

出现也给鼠疫的治疗带来了困难
,

因此 鼠疫 已被世

界卫生组织列为重新抬头的疾病川
。

鼠疫耶尔森氏

菌灭活苗和弱毒苗曾被批准用于人体免疫接种
,

但

后来因反应强烈
、

对肺鼠疫无效等原因而停用川
,

故

现在世界上还没有可应用于临床的鼠疫疫苗
。

鼠疫耶尔森氏菌的免疫保护性抗原主要由两种

成分组成
,

一种是鼠疫荚膜蛋白抗原 蛋白
,

其毒

性弱而抗原性强
,

并含有多个抗原决定簇
,

在体内具

有抗细胞吞噬的作用
,

可诱导机体产生荚膜抗体
。

有

研究川表明
,

当动物或人感染鼠疫菌后
,

可 以在

体内大量表达而起到保护性抗原的作用
。

另一种是

鼠疫表面抗原 蛋白
,

是鼠疫耶尔森氏菌在低

环境下分泌的一种蛋 白
,

该蛋白毒性弱而抗原性强
,

除具有抗吞噬作用外
,

还能促进鼠疫耶尔森氏菌在

单核细胞内的繁殖
,

在 型分泌系统中起着重要的

调节作用川
。

和 抗原是鼠疫耶尔森氏菌的重要

保护性抗原
,

具有属间保守性
,

且二者在免疫原性和

免疫保护性上具有叠加效应川
。

以 和 蛋白抗

原为材料的鼠疫重组亚单位苗和 疫苗是鼠疫

新型疫苗研究的重点
。

等川已经通过小鼠

动物模型证明了
一 , ,

等亚单位疫苗的有效

性
,

其中以 卜 融合蛋白效果较好 等川研

究表明
,

鼠疫 疫苗也有一定的保护效果
。

军事医学科学院微生物流行病研究所免疫室以

从 株鼠疫耶尔森菌质粒中扩增出 和 抗

原基因为材料
,

构建了质粒
一 ,

小鼠免

疫试验证明其具有较好的保护效果阁
,

但并未对其

安全性进行检测
。

为此
,

本试验研究了质粒
一

急性毒性和长期毒性
,

并探讨了其在小鼠组织

中的分布情况及其能否诱导特异性 自身免疫反应
,

以期了解 鼠疫 疫苗
一

在小 鼠模

型中的安全性
,

从而为鼠疫 疫苗

的应用奠定基础
。

材料与方法

试 剂

聚合酶
,

质粒 提取试剂盒
,

基

因组 提取试剂盒
,

限制性内切酶 沉
,

和 皿等均购 自大连宝生物公司 」 试

剂盒购 自美 国 公 司 酶联免疫斑点实验
一 ,
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试剂盒购自 公司 琼脂糖
、

等其他

常用试剂由军事医学科学院试剂处提供
。

菌种
、

重组蛋白和质粒

菌
、

重 组 蛋 白 。 一

和 质 粒
一

均由军事医学科学院微生物流行病

研究所免疫室提供 周龄雌性 小 鼠
,

清洁

级
,

由军事医学科学院动物中心提供
。

重组质粒
一

的提取与纯化

用 质 粒 提 取 试 剂 盒 提 取 重 组 质 粒
一 ,

醋酸 钠 沉 淀法 纯 化浓缩
,

最 后 用

溶解配制成所需浓度
。

重组质粒
一

的检测

双酶切鉴定质粒中有无外源基因插入
,

并通过
一

琼脂糖凝胶电泳检测有无其他核酸成分污

染
, 一

蛋白电泳考马斯亮蓝染色检测残留

菌体蛋白
。

重组质粒
一

的急性毒性及长期毒

性检测川

急性毒性 取 周龄雌性 小鼠

只
,

分为 组
,

每组 雄 雌
,

分静脉注射和肌肉注

射质粒
一

注射质粒前先注射
沙

蔗糖 拌 , ,

剂量分别为
, , , 拌 只

。

接

种后观察饮食
、

临床表现并检测体重增加情况等
,

两

周后剖检
。

长 期毒性 将质粒
一

以

拼 只
·

次 的剂量肌肉注射免疫 周龄的

雌性小鼠 只
,

注射质粒前先注射 蔗糖

川
, ,

隔周 次
,

共免 次
。

其间大体观察临床表

现
、

体重及饮食情况等
。

最后 次免疫后
,

摘眼球

采血
,

分离血清 剖检
,

取脾脏制备脾细胞
,

采集脏器

并称重测脏器指数
。

抗质粒
一

抗体检测

检测 分离血清中的抗质粒

抗体
。

酶联板包被质粒
一

川
一

矛

稀释
,

冰箱过夜

脱脂奶粉室温封闭 血清用 含 脱脂

奶粉
、 一

稀释后每孔加

拌 ,

孵 育 后 用含
、

一

的 洗 遍 每孔加人 拌 ,

倍稀释的过氧化物酶标记兔抗鼠
,

孵育 后用含
』 、 一

的

洗 遍 室温放置 后
, 拼 显

色 一
,

显色后用 的 终止反

应
,

酶标仪 波长测定吸光度并利用

软件进行分析
。

脾盆整

抗自身抗体检测

脾细胞抗 和杭肌细胞抗体检测

细胞悬液用含 的 液调

细胞浓度为 。
“ ,

孔板分别用 拌 的肌

球 蛋 白
、 、

基 因 组
、

牛 胸 腺 双 链

包被 加人 拌 脾细胞后
, 、

体积分数

写
,

孵箱中孵育 洗 遍
,

加人碱性磷

酸酶标记 的兔抗 鼠
,

过 夜 显

色
,

后用水冲洗终止显色
,

于
、

显微镜

下计数
。

血清抗 和抗肌细胞抗体检测 如上

包被抗原
,

加人 。川 稀释的血清
, 、

体积分

数 孵箱中孵育
,

洗 遍
,

加酶标

兔抗 鼠
, 、 、

孵育
,

洗

遍
。

显色 一
, ,

‘

终止反

应
,

酶标仪 波长测定 吸光度并利用

软件进行分析
。

组织分布检测川

取 周龄雌性 。 小 鼠 只
,

试验组

只
,

对照组 只
,

试验组肌肉注射质粒

。拜 只 注射质粒前先肌肉注射 蔗糖
拼 只

,

对照组肌肉注射 拼 只
。

分别

于注射后
, ,

处死试验组小鼠 只
,

对照组

只
,

采集抗凝血
、

心
、

肝
、

脾
、

肺
、

肾
、

脑
、

注射部位肌

肉
、

淋巴结
、

生殖腺
,

提取其基因组
。

并以所提

基因组 为模板
,

扩增
一

基因片段
,

扩

增时的引物和扩增条件与质粒
一

构建

时相同
。

统计学分析

用 检验
,

以 尸 评价显著性
。

结果与分析

重组质粒
一

的双酶切鉴定

提取质粒的电泳结果呈单条带
,

双酶切出现插

入的
一

片段和 的 片段 图
。 一

蛋白电泳及考马斯亮蓝染色未出现

任何条带 图
,

表明所提质粒未受其他核酸及菌

体蛋白污染
。

急性毒性检测

试验期间各组动物外观
、

行为及饮食情况等未

见异常
,

无死亡且体重均有增加
,

剖检未发现明显病

变
,

与对照组相 比差异不显著 尸
。
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图 重组质粒
一

的双酶切电泳图谱 图 质粒
一

残留蛋白
一

电泳检测

加 和 “ 酶切结果 ,, 和 酶切结果 质粒
一

提取样 低分子量标准蛋白

〕 标准分子量
一 一

、 一 一

一

·

矛 “

艺‘ 〕

长期毒性检测 比无显著差异 尸
。

试验期间未发现异常临床表现
,

剖检各主要器 质粒
一

在小 鼠组织分布的

官均未发现明显病理变化
,

脏器重量及脏器指数与 检测

对照组无显著性差异 尸
。

高剂量组偶见肾 所有的阴性对照组均未出现特异性扩增条带
。

脏轻微出血
,

个别注射部位肌肉出现脓肿
。

对照组病 由表 可知
,

注射后的第 和 天
,

在所有试验组

理变化与试验组类似
,

未发现与质粒相关的特征性 小鼠的注射部位肌肉及肝
、

脾等部分其他组织中
,

均

病变
。

能检测到
一

基因片段
。

注射后
,

只可在部分

抗质粒 及抗 自身抗体检测 试验组小鼠的注射部位肌肉和抗凝血中检测到

试验组均未出现明显的阳性结果
,

与对照组相 基因的存在
。

表 质粒 在试验组小鼠组织中的分布情况 阳性例数 检测例数

时间 心
日

卜

黑 肝 脾 肾 生
、夕

更腺 脑 肌肉

讨 论

目前
,

疫苗的免疫机制尚不清楚
,

疫

苗携带的外源基因存在整合到宿主基 因组 的可能

性
,

肌肉注射可能会使肌细胞和脾细胞中潜在的抗

原特异性 细胞
,

发生 自身免疫性肌炎和肾小球肾

炎
。

另外
,

目前尚不清楚质粒 的抗性基因对机

体是否有影响
。

因此
,

必须对 疫苗的安全性进

行检测
。

本研究结果显示
,

重复大量肌肉注射质粒
一

疫苗
,

不会引起明显毒性反应
,

动物生存率
、

解剖检查
、

体重
、

器官重量及脏器系数
、

病理组织学
、

抗核抗体等指标均无明显异常
。

个别实

验鼠与 对照 鼠稍有差异
,

但未见有明显的剂量

反应关系
,

且未见与接种 疫苗相对应的病理

学改变
,

因此作者认为这是偶发现象
,

与免疫接种质

粒
一

无关
。

这与国外其他裸 疫苗

的安全性试验结果厂
’‘, ” 基本一致

,

初步证明了鼠疫

疫苗
一

的安全性
。

质粒 在体内的分布和存留时间的检测
,

是评价 疫苗遗传毒性的重要内容
,

本试验用

法检测 了鼠疫 疫苗
一

肌肉

注射后
,

质粒 在小鼠体内的分布情况
。

结果显

示
,

质粒 主要分布于注射部位的肌肉组织中
,

可存留 周 其他组织也有散在分布
,

但存在时间较
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短
,

这与国外的报道结果基本一致 〕。 等 「
’“ 〕 解清除

,

因此存在时间较短
。

本研究结果表明
,

鼠疫

通过甲基化
、

酶切分析等研究发现
,

进入骨骼肌细胞

的质粒 以染色体外非复制闭合环状形式存

在
,

未发现复制和整合
。

等 「
” 〕研究认为

,

在

疫苗接种早期
,

其他组织能扩增出质粒
,

是由于质粒肌注后部分进人血液循环
,

随血液散布

所致
,

并非质粒 被摄取和存留在其他组织细

胞中而引起
,

这些细胞外的质粒 会很快被降

疫苗质粒
一

并不存在与染色体基

因组发生整合及诱导抗原和细胞因子的过度表达
,

从而导致免疫功能紊乱和免疫病理损伤等情况
,

这

一结果为鼠疫 疫苗
一

的安全性

提供了试验依据
。

需要说明的是
,

本试验仅对小鼠模

型做了初步的安全性检测
,

其他因整合及遗传毒性

的相关检测仍在进行之中
。
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