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［摘　要］　为了研究胸腺五肽基因的免疫增强作用，根据ＧｅｎＢａｎｋ收录的新城疫病毒（ＮＤＶ）犉基因序列，设计

１对特异性引物，其中上游引物含有胸腺五肽（Ｔｈｙｍｏｐｅｎｔｉｎ，ＴＰ５）的基因序列。以 ＮＤＶＺ株犉基因的重组质粒为

模板进行ＰＣＲ扩增，扩增产物与真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ重组，构建了真核共表达质粒ｐｃＤＮＡ犜犘

５ＮＤＶ犣犉。将重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉、ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉分别以１００μｇ／只的剂量免疫小鼠，用间接ＥＬＩＳＡ法和

ＭＴＴ法检测其免疫原性。结果表明，重组质粒均能在小鼠体内诱导相应的体液免疫和细胞免疫，其中ｐｃＤＮＡ犜犘

５ＮＤＶ犣犉的作用较ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉更为显著。说明共表达胸腺五肽基因可增强机体对ＤＮＡ疫苗的免疫反应。
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种急性、高度接触性传染病［１］，免疫接种是目前大多

数国家控制新城疫的主要手段，但由于常规疫苗易

受母源抗体干扰，常常造成免疫失败。核酸疫苗与

常规疫苗不同，它能在自身细胞中产生外源性蛋白，

其递呈过程与自然感染十分相似，因此核酸疫苗将

诱导机体产生相当于对天然抗原的免疫应答反应，

使用时不会受到母源抗体的影响［２］。

胸腺五肽（犜犘５）是胸腺生成素Ⅱ（Ｔｈｙｍｏｐｏｉｅ

ｔｉｎ）第３２～３６位的氨基酸残基片断，其基本序列为

ＨＡｒｇＬｙｓＡｓｐＶａｌＴｙｒＯＨ，是由５种氨基酸组成

的多肽，具有与胸腺生成素Ⅱ相同的全部生理功能，

即有双向调节免疫系统的功能［３］。胸腺五肽的主要

生理作用是诱导Ｔ细胞的分化、增殖和成熟，增加

Ｔ细胞的前体库。一方面，它可选择性地诱导Ｔｈｙ

１的前胸腺细胞转化为Ｔｈｙ１′的Ｔ细胞，其作用机

理是通过提升细胞内ｃＡＭＰ水平介导；另一方面，

是它对成熟的外周血Ｔ细胞的作用，即通过激发其

细胞内ｃＡＭＰ水平
［４］，活化或调节不同Ｔ细胞亚群

的数目和功能，实现对整个机体免疫系统的双向调

节。

为提高ＤＮＡ疫苗的免疫应答水平，基于胸腺

五肽的免疫调节作用，本试验将胸腺五肽的基因序

列与ＮＤＶ犉 基因共同构建真核共表达质粒ｐｃＤ

ＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，用该质粒免疫小鼠，探索共表达

胸腺五肽基因是否能增强机体对ＤＮＡ疫苗的免疫

反应。现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　试验动物　４周龄雌性昆明小鼠３０只，质

量（２０±２）ｇ，购自山东米歇尔生物制品有限公司。

１．１．２　菌种和质粒　ＮＤＶＺ株犉基因的重组质粒

ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉（核酸序列号：ＧＩ：４９２９１０８），由山东

农业大学动物科技学院微生物研究室保存；大肠杆

菌ＤＨ５α菌株，由山东省畜禽疫病防治工程技术研

究中心提供；真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５Ｈｉｓ

ＴＯＰＯ，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．３　主要试剂　辣根酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ

（Ｈ＋Ｌ），购自北京鼎国生物技术有限责任公司；

ＲＰＭＩ１６４０，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 产 品；四 氮 唑 盐

（ＭＴＴ）、刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）和二甲基甲酰胺

（ＤＭＦ），均为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　引物设计与合成

根据ＮＤＶ犉基因序列，设计１对引物，并在上

游引 物 ５′端 加 胸 腺 五 肽 基 因 序 列 （５′ＣＧ

ＣＡＡＡＧＡＣＧＴＧＴＡＣ３′）。引物由上海生工生物

工程有限公司合成，序列如下。

上游引物（Ｐ１）：５′ＧＡＴＡＴＧＣＧＣＡＡＡＧＡＣＧＴ

ＧＴＡＣＡＴＧＧＧＣＴＣＣ３′；

下游引物（Ｐ２）：５′ＣＧＧＣＴＧＣＡＧＡＣＴＣＴＧＴ

ＧＴＴＣＡＧＡＴＴ３′。

１．３　含ＮＤＶ犉基因重组质粒ＤＮＡ的提取与扩增

将含有 ＮＤＶＺ株 犉 基因的重组质粒 ｐｃＤ

ＮＡＮＤＶ犣犉转化大肠杆菌ＤＨ５α菌株感受态细胞，

增殖培养后提取质粒ＤＮＡ。以上述质粒ＤＮＡ为

模板进行 ＰＣＲ 扩增。ＰＣＲ 反应体系为５０μＬ：

ＭｏｄｅｌＤＮＡ０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／μＬｄＮＴＰｓ４μＬ，

１０×Ｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，ＭｇＣｌ２４．０μＬ，上、下游引物各

２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３２μＬ，犜犪狇ｅｎｚｙｍｅ０．５μＬ。反应程

序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５０℃退

火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０

ｍｉｎ后，置４℃保存。

１．４　重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉的构建

取４μＬ回收纯化的ＰＣＲ产物，与１μＬ真核表

达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ 在２２～２３℃连

接３０ｍｉｎ，构建重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，然

后转化大肠杆菌ＤＨ５α菌株感受态细胞。挑选阳性

质粒，增殖培养后提取质粒，用犓狆狀Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双

酶切，筛选阳性克隆，并将其送上海生工生物工程有

限公司进行ＤＮＡ序列测定，序列在ＧｅｎＢａｎｋ网站

（Ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行比较。

１．５　重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉免疫原性的初

步检测

１．５．１　试验动物的免疫检测　取４周龄雌性昆明

小鼠３０只，分为３组，每组１０只。先在小鼠后肢骨

胳肌注射２５０ｇ／Ｌ灭菌蔗糖溶液１００μＬ，次日于相同

部位注射质粒。第１组注射提取纯化的重组质粒

ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，剂量为１００μｇ／只；第２组注射

提取纯化的重组质粒ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉，剂量为１００

μｇ／只；第３组注射真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５Ｈｉｓ

ＴＯＰＯ，剂量为１００μｇ／只。２周后加强免疫１次。

１．５．２　抗ＮＤＶ抗体的间接ＥＬＩＳＡ法检测　分别

于初免后２周（４２日龄），加强免疫后２ｄ（４４日龄）、

７ｄ（４９日龄）断尾采血，分离血清。将血清按体积比

１∶１００进行稀释，利用间接ＥＬＩＳＡ法按常规步骤

检测ＮＤＶ抗体。包被抗原为ＮＤＶ毒种接种９～１０

日龄鸡胚尿囊腔，于４８～７２ｈ后收集并经纯化的尿

囊液。经间接ＥＬＩＳＡ反应后，用酶标仪检测各样品
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孔的犗犇４５０值，计算出Ｐ／Ｎ（即样品孔犗犇４５０值／阴性

孔犗犇４５０值），当Ｐ／Ｎ＞２．１时判为阳性。

１．５．３　ＭＴＴ法检测淋巴细胞增殖功能　无菌采

取加强免疫后７ｄ的小鼠脾脏，将制备好的脾脏淋

巴细胞离心计数，用ＲＰＭＩ１６４０培养基配成２×１０６

ｍＬ－１细胞悬液。将上述已制备好的淋巴细胞加入

９６孔板中，每孔９５μＬ，每个样品８孔，其中４孔加５

μＬ质量浓度１００μｇ／ｍＬＣｏｎＡ，使终质量浓度为５

μｇ／ｍＬ；另４孔加培养液作对照组，每孔总量为１００

μＬ。另设４孔为空白对照组。将培养板置于３７

℃、体积分数５％ＣＯ２ 培养箱中培养４４ｈ后，于各

孔加入１０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，３７℃避光孵育４ｈ，

每孔加入 １００μＬ 体积分数５０％ＤＭＦ２００ｇ／Ｌ

ＳＤＳ，充分混匀，静置３０ｍｉｎ，待细胞代谢 ＭＴＴ形

成的甲肷充分溶解，用自动酶标仪测定犗犇５７０值，计

算刺激指数（犛犐），犛犐＝ＣｏｎＡ刺激孔犗犇５７０值／细胞

对照孔犗犇５７０值。

１．６　数据分析

试验数据用ＳＡＳ软件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉的构建

ＮＤＶＺ株犉基因经ＰＣＲ扩增后，得到的目的

片段与预期结果相符（图１）。取回收纯化的ＰＣＲ

产物，与真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ

连接，构建重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，转化大

肠杆菌ＤＨ５α菌株感受态细胞，挑选阳性质粒，用

犓狆狀Ⅰ和犡犺狅Ⅰ进行双酶切，经琼脂糖凝胶电泳，结

果表明有２条明显的条带出现，与目的片段（１．７

ｋｂ）和载体（５．５ｋｂ）大小相符（图２）。重组质粒

ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉与ＧｅｎＢａｎｋ中的源序列同源

性超过９９％，起始密码和终止密码未出现变异，也

无缺失突变，且目的基因两端为真核表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ片段，５′端为胸腺五肽编码

的序列，说明目的基因 ＮＤＶ犉基因已与真核表达

载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ连接，并成功扩增

了胸腺五肽编码的序列，真核共表达质粒构建成功。

图１　ＮＤＶＺ株犉基因ＰＣＲ扩增产物电泳图

１．２０００ｂｐＤＮＡ标样；２～４．ＰＣＲ产物（１．７ｋｂ）

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＮＤＶＺ犉ｇｅｎｅ

１．２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２－４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（１．７ｋｂ）

图２　重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉双酶切和ＰＣＲ鉴定结果

１．１５０００ｂｐ＋２０００ｂｐＤＮＡ标样；２．双酶切产物（５．５ｋｂ＋１．７ｋｂ）；

３．ＰＣＲ扩增产物

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎｄＰＣＲｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉

１．１５０００ｂｐ＋２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２．Ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ（５．５ｋｂ＋１．７ｋｂ）；

３．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．２　重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉的免疫原性检

测结果

根据间接ＥＬＩＳＡ结果判定标准（Ｐ／Ｎ＞２．１时

判为阳性），由表１可以看出，第１组和第２组小鼠

血清中抗体的阳性率为１００％，而第３组小鼠血清

中抗体的阳性率为０。于４４日龄和４９日龄采集的

血清中，第１组的Ｐ／Ｎ值均显著高于第２组（犘＜

０．０５），表明在体液免疫方面，ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉

质粒的免疫原性显著高于ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉质粒。

由图３可以看出，小鼠在初免后２周经再次加

强免疫后，体内抗体水平呈上升趋势，表明ｐｃＤ

ＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉可在小鼠体内持续表达。

３２第１２期 贾红梅等：ＮＤＶ犉基因和胸腺五肽基因真核共表达质粒的构建及其免疫原性检测



表１　小鼠ＮＤＶ抗体的检测结果（珡犡 ±犛犇）

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｏｆＮＤＶａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｍｉｃｅ（珡犡 ±犛犇）

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

Ｐ／Ｎ

４２日龄

Ｆｏｒｔｙｔｗｏｄａｙ

４４日龄

Ｆｏｒｔｙｆｏｕｒｄａｙ

４９日龄

Ｆｏｒｔｙｎｉｎｅｄａｙ

第１组Ｔｈｅｆｉｒｓｔｇｒｏｕｐ ２．２４±０．０３ ２．４５±０．０３ ２．７８±０．０３

第２组Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｇｒｏｕｐ ２．１９±０．０２ ２．３５±０．０１ ２．６５±０．０２

第３组Ｔｈｅｔｈｉｒｄｇｒｏｕｐ １．０３±０．０３ １．１１±０．０２ １．０８±０．０２

　　注：表示与第２组相比差异显著（犘＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｃｏｎｄｇｒｏｕｐ．

图３　小鼠体内ＮＤＶ抗体变化的柱形图

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＮＤＶａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｔｈｅｍｉｃｅ

由表２可知，３组间的犛犐值差异均极显著（犘＜

０．０１），说 明 质 粒 ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉 和 ｐｃＤ

ＮＡＮＤＶ犣犉均能诱导相应的细胞免疫应答，且第１

组的细胞免疫应答极显著高于第２组（犘＜０．０１），

进一步说明在细胞免疫方面，ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉

质粒的免疫原性极显著高于ｐｃＤＮＡＮＤＶ犣犉质粒。

表２　ＭＴＴ法脾脏淋巴细胞刺激指数的测定结果（珡犡 ±犛犇）

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｉｎｄｅｘｗｉｔｈＭＴＴ（珡犡 ±犛犇）

组别Ｇｒｏｕｐｓ 犛犐

第１组Ｔｈｅｆｉｒｓｔｇｒｏｕｐ １．８２±０．０１Ａ

第２组Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｇｒｏｕｐ １．５８±０．０２Ｂ

第３组Ｔｈｅｔｈｉｒｄｇｒｏｕｐ １．２２±０．０３Ｃ

　　注：不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｇｒｅａｔｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（犘＜０．０１）．

３　讨　论

核酸疫苗的诞生，为基因治疗和免疫学领域带

来了不可估量的前景。但核酸疫苗在诱导免疫应答

时的效率相对较低，影响了它的实际应用。为了提

高核酸疫苗的免疫应答水平，许多研究者将表达免

疫调节因子的ＤＮＡ质粒与含有病原的保护性抗原

质粒共同免疫，或将二者克隆到同一载体中，取得了

较好的试验结果［５］。

胸腺五肽制剂已在临床上得到了广泛应用，在治

疗恶性肿瘤、慢性肝炎、自身免疫性疾病等方面均表

现出了显著的免疫增强疗效［６］。胸腺五肽的免疫调

节作用主要是［７］：诱导Ｔ淋巴细胞分化并与成熟Ｔ

淋巴细胞特异受体结合，使胞内环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）

水平升高，从而诱发一系列胞内反应，达到调节免疫

功能的作用。本试验将胸腺五肽的基因序列编码到

ＮＤＶ犉基因中，构建出重组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，

使胸腺五肽以基因水平对动物机体的免疫应答进行

调控，较直接使用胸腺五肽制剂更为经济方便。

刘兆球等［８］构建了新城疫病毒犉基因的真核表

达质粒，并对其免疫原性进行了检测。本试验为了增

强新城疫核酸疫苗的免疫原性，在刘兆球等工作的基

础上，将胸腺五肽和新城疫病毒犉基因同时插入到真

核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯ中，构建了重

组质粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉，通过用其免疫小鼠，证

明ＮＤＶ犉的真核表达质粒能在小鼠体内诱导相应的

体液免疫和细胞免疫。其中在体液免疫方面，重组质

粒ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉 的免疫原性显著高于ｐｃＤ

ＮＡＮＤＶ犣犉 质 粒；在 细 胞 免 疫 方 面，ｐｃＤＮＡ犜犘

５ＮＤＶ犣犉 质 粒 的 免 疫 原 性 极 显 著 高 于 ｐｃＤ

ＮＡＮＤＶ犣犉质粒，说明在免疫增强方面ｐｃＤＮＡ犜犘

５ＮＤＶ犣犉质粒的细胞免疫强于体液免疫，原因可能与

犜犘５的免疫调节机制有关。由于病原体感染后具有

胞内和胞外两种生长寄生和繁殖方式，因此需要机体

产生不同的免疫应答来控制感染［９］。本试验证明，胸

腺五肽基因能诱导有效的细胞免疫应答，从而对控制

细胞内增殖病原微生物感染的疾病具有重要意义。

本试验通过对小鼠体液和细胞免疫水平的检测

可知，ｐｃＤＮＡ犜犘５ＮＤＶ犣犉核酸疫苗可在小鼠体内

表达并诱导相应的体液免疫和细胞免疫，从而为

ＮＤＶ核酸疫苗以小鼠作为试验动物模型提供了理

论基 础。但 本 研 究 仅 对 核 酸 疫 苗 ｐｃＤＮＡ犜犘

５ＮＤＶ犣犉在小鼠体内的免疫原性作了初步探讨，对

该核酸疫苗的保护作用及安全性还有待深入研究。

（下转第２９页）
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