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摘要! 为了研究无乳链球菌*:S6J&53+嵌合核酸疫苗对罗非鱼链球菌病的免疫保护作用!本研究

通过5-$和重叠延伸拼接技术 %*",:=G&获得融合基因 A-&:N<6@9!连接至真核表达载体

SD3%&/11% C&制备3%&疫苗!通过背鳍肌肉注射方式免疫吉富罗非鱼!免疫后第 9$20 天取样!采

用5-$及$M65-$方法检测 SD3%&6*:S6J&53+在各个组织%包括肌肉$脑$头肾$脾脏$鳃和肝脏&

中的表达情况" 采用,')*&$$>906?:8>5-$法和体外攻毒法分别分析各实验组不同时间血清抗体

效价$免疫基因%Q+H$QI:1

!

和!@0&表达变化规律和相对保护率!研究该嵌合性疫苗对吉富罗非鱼

的保护效果" 结果显示!实验组在免疫接种第 9 和第 20天时!注射点周围的肌肉$脑$头肾$脾脏$鳃

和肝脏均能检测到嵌合性质粒!实验组罗非鱼血清抗体效价均高于对照组并于 21 E 时达到峰值

%1E4 3:7&#T5-$数据表明!实验组鱼体胸腺$头肾和脾脏的 Q+H$QI:1

!

和 !@0 基因的 8$%&表达

量均出现了上调!并且在胸腺$头肾和脾脏中的表达量分别在免疫后第 12 和第 40 N 达到峰值#免疫

后 42 E 进行人工攻毒后计算免疫保护率为:/1/@" 以上研究结果表明!本研究构建的无乳链球菌

*:S6J&53+嵌合核酸疫苗在罗非鱼链球菌病防治中具有潜在的应用价值"

关键词! 无乳链球菌# 罗非鱼# *:S6J&53+# 嵌合基因# 核酸疫苗# 免疫保护率

中图分类号! *:41555555555555 文献标志码'&

55无乳链球菌 # A")#&"%3%3321(+(.(3"-(#$为革

兰氏阳性菌"可引起鱼类脑膜炎"奶牛乳腺炎"新

生儿败血症等疾病"是为数不多的几种人兽鱼共

患的病原菌之一
*1 6/+

) 近几年"我国罗非鱼养殖

区暴发了大规模的链球菌病"罗非鱼一旦感染此

病"短期内将大量死亡"目前缺乏有效的防治措

施
*4+

) *:S 是一种表面免疫相关蛋白 # IFBC9D>

:88F=/G>=:DSB/?>:="*)5$"在 7群链球菌#JB/FS

7A")#&"%3%3321"J7*$多种血清型菌株中均有表

达"对细菌的粘附和定植以及逃避宿主免疫方面

具有重要作用"因而成为无乳链球菌候选疫苗靶

基因之一
*8+

) 在前期的工作中已证实构建的 *:S

核酸疫苗对罗非鱼抗链球菌病具有良好的保护作

用
*7+

) J&53+是糖酵解过程中一种非常关键的

酶"它不仅在细胞能量代谢过程中扮演重要角色"

而且还具有作为疫苗候选抗原的潜力"近年来的

研究表明"J&53+蛋白作为抗微生物和寄生虫

感染的疫苗具有良好的免疫原性
*9+

)

随着分子生物学的发展"通过人工合成或重

叠延伸等方法可将几个不同的基因片段相互拼接

起来形成嵌合基因"表达不同蛋白质的融合体"同

时展现不同来源蛋白质的活性和功能"甚至可以
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获得协同效应
*0+

) 核酸疫苗因其具有传统灭活

疫苗所不具备的稳定性(安全性(高效性及长时

性"而成为近期开发的热点"此外核酸疫苗还可构

建多价疫苗"使其发展前景较为广阔
*:+

)

本研究以 SD3%&/11# C$为载体"利用重叠

延伸 5-$技术将两个有效的疫苗靶位点嵌合"构

建了 SD3%&6*:S6J&53+核酸疫苗"通过肌肉注

射方式免疫吉富罗非鱼#>)#%3')%0-1$-.%"-321$"

分析各实验组鱼体血清抗体效价"免疫相关基因

表达变化以及免疫保护率"研究该嵌合疫苗对罗

非鱼的保护效果"为抗链球菌核酸制剂的研究提

供理论依据)

15材料与方法

!"!#实验材料

实验动物及菌株55吉富罗非鱼#体质量为 133

G 左右$采自湛江东海岛养殖基地"健康(有活力)

并参照黄锦炉等
*13+

方法"随机取 13 尾实验鱼的脑(

肝脏和肾脏组织"采用三重 5-$法对其进行快速检

测"实验结果均为阴性) SL3106M.>D?/B购自

M9O9$9公司) 大肠杆菌 3+8

#

"质粒 SD3%&/11

# C$(无乳链球菌强毒株 YA3:13

*11+

(SL3106A-&

*7+

和 SL3106N<69@

*12+

均为本实验室保存)

实验试剂55限制性内切酶 =(0+)(A(.)(

M4 3%& 连 接 酶 和 5B:8> *M&$

ML

+* 3%&

S/0H8>B9I>均购自 M9O9$9公司#日本$%T5-$试

剂为 &7)公司产品%小鼠抗 +:I6M9G 单克隆抗体(

辣根过氧化物酶 #+$5$标记羊抗鼠 )GJ和显色

底物 3&7均为武汉博士德产品 #中国$%细菌基

因组 3%&提取试剂盒为天根生化科技#北京$有

限公司产品 #中国 $"质粒小量提取试剂盒为

MN>B8/ *D:>=?:C:D公司产品 #美国 $" ,=E/6(B>>

509I8:E L9W:O:?无内毒素大提质粒试剂盒为

"L,J&公司产品"MB:U/0为 )=2B:?B/G>= 公司产

品( D3%&第一链合成试剂盒 #北京全式金生物

技 术 有 限 公 司 $" &=?:6M:09S:9# >)#%3')%0-1

$-.%"-321$ )GL 8/=/D0/=909=?:</EH 购 自 英 国

&TF9?:D3:9G=/I?:DI'?E 公司)

!"$#实验方法

细菌基因组 3%&提取及 *:S!J&53+基因

扩增55按照天根生化科技 #北京$有限公司细

菌基因组 3%&提取试剂盒说明书提取无乳链球

菌基因组 3%&"根据 J>=79=Z 上已登录的 A-&(

N<6@9基因序列#,)L 7:79311(,)L9127711$"

应用 5B:8>B813 软件"设计两对引物 51452(5/454

分别用于扩增准备进行融合的基因"该引物中引

入了柔韧性较好的 #J0H

4

*>B$

/

氨基酸多肽作为

0:=Z>B序列#表 1 斜体部分$链接 2 个基因"并在

51454 引物中分别引入酶切位点 =(09)与 A(.

)"由生工生物工程#上海$股份有限公司合成#表

1$) 以 SL3106A-& 和 SL3106N<69@质粒为模

板"采用引物 51452" 5/454 分别扩增 A-& 和

N<6@9基因) 5-$体系为"模板 2

!

'"上(下游

引物各 1

!

'"E%M5L:W?FB>4

!

'"5B:8>*M&$

ML

+*3%& S/0H8>B9I>318

!

'"8 =5B:8>*M&$

ML

7FCC>B#LG

2 C

S0FI$ 13

!

'"EE+

2

" /118

!

') 5-$

反应条件为 :4 P预变性 4 8:=%:4 P /3 I"73 P4

89 P #*:S4J&53+$ /3 I"92 P :3 I"共 /4 个循

环"再 92 P延伸 13 8:=) 5-$产物经 1@琼脂糖

凝胶电泳检验后切胶回收"然后克隆入 SL3106M

载体"菌落 5-$鉴定后将阳性克隆送生工生物工

程#上海$股份有限公司测序)

表 !#C-&0F24G/融合基因扩增引物

&'("!#&31'.760+04'/0,*7-0.1-5,+C-&0F24G/

引物名称

=98>/CSB:8>BI

序列

I>TF>=D>

A-& 基因上游引物51 -J-JJ&M--&MJ&&&&MJ&&M&&&&&JJM&-M

A-& 基因下游引物52 F!5F!!F!!2!!F!!F!55!!F!!2!!F!!F!55!!2!!F!!2!!MMMJMM&&&MJ&M&-JMJ&&-J

N<6@9基因上游引物5/ FF5FF!FF5FF22F!FF!FF5FF!FF22F!FF!FF5FF!FF!2F!&MJJM&JMM&&&JMMJJM&MM&&-J

N<6@9基因下游引物54 &-J-JM-J&-MM&MMMMJ-&&MMMMMJ-&&&JM&MM

注!其中黑色加粗部分为互补的 0:=Z>B序列%下划线部分表示分别引入的 =(09)与 A(.)酶切位点

%/?>I!?N><09DZ6</BE>B>E :=E:D9?>I?N>I>TF>=D>/CD/8S0>8>=?9BH 0:=Z>B"9=E ?N>F=E>B0:=>E :=E:D9?>IB>I?B:D?:/= >=UH8>E:G>I?:/= /C=(09)

9=E A(.)

55 A-& 与 N<6@9 基 因 融 合 5 5 取 A-& 与

N<6@9回收产物各 2

!

'混合作为模板"5-$体

系为"A-& CN<6@9#2

!

'C2

!

'$"13 ='&7FCC>B

8

!

'"'&M9T 酶 1

!

'"E%M5L:W?FB>4

!

'"EE+

2

"

92:1
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') 5-$反应条件!:8 P / 8:=%:8 P /3 I"73

P 48 I"92 P / 8:="13 个循环%然后向 5-$管中

补加引物 51(54 和 '&M9T 酶各 1

!

'"继续进行

5-$循环 28 个"然后 92 P延伸 13 8:=) 反应结束

后"取 8

!

'产物用 1@琼脂糖凝胶电泳鉴定) 然

后克隆入 SL3106M载体构建"菌落 5-$鉴定后将

阳性克隆质粒 SL3106*:S6J&53+送生工生物工

程#上海$股份有限公司测序)

重组真核质粒构建及大量提取55按照质粒

提取试剂盒说明书方法提取 SL3106*:S6J&53+

和 SD3%&/11 # C$ 质粒"采用限制性内切酶

=(09)和 A(.)双酶切后"用 M4 连接酶连接"后

转入大肠杆菌 3+8

#

中"然后采用菌落 5-$方

法"从中挑选出阳性克隆菌扩大培养后"送往上海

生工测序部测序鉴定) 鉴定成功的阳性菌扩大培

养后按照无内毒素质粒提取试剂盒说明书进行质

粒 3%&提取"电泳检测后 623 P保存待用)

免疫实验鱼及血清效价测定55将健康无病

的罗非鱼随机分为 / 组"每组 103 尾 #设 / 个重

复"每个重复 73 尾鱼$以背鳍基部肌肉注射法对

鱼体进行免疫) 分组情况如下"实验组!肌肉注射

质粒 SD3%&6*:S6J&53+组%对照组 1!肌肉注射

空质粒 SD3%&/11 组%对照组 2!肌肉注射生理盐

水组) 其中对照组 2 注射 311 8'生理盐水"其余

各实验组鱼体按 2

!

G4G 鱼体质量注射各重组质

粒及空质粒#溶于 311 8'无菌生理盐水$) 在免

疫后第 9(14(21(20(/8(42 天以尾静脉取血的方

式"在各组免疫鱼中随机取 / 尾鱼的血清"室温放

置 2 N 后"4 P过夜"次日以 4 833 B48:="4 P离心

13 8:="取上清液" 603 P保存备用"采用间接

,')*&法分别测定其抗体效价)

罗非鱼体内 A-&:N<6@9的表达55分别在

免疫后第 9(20 天"取对照组和实验组罗非鱼注射

点周边肌肉(脑(头肾和脾脏组织"每组随机取 /

尾鱼) $%&提取采用 )=2B:?B/G>= MB:U/0试剂说明

书方法进行"总 $%&完整性和纯度通过凝胶电泳

进行检测"采用核酸微量分析仪进行 $%&浓度分

析"D3%&一链采用反转录试剂盒合成"采用海洋

动物基因组提取试剂盒提取各组织 3%&) 以采

用核酸微量定量仪将提取的鱼体组织 D3%&一链

和 3%&统一调整为 83 =G4

!

'"作为 5-$反应模

板"采用 A-&:N<6@9特异性引物 51454#表 1$和

!

:(3"-$ 引物#表 2$进行 5-$扩增"反应体系与扩

增 *:S 与 J&53+时相同"将使用两对 5-$引物

扩增的产物进行混合上样"1@琼脂糖凝胶电泳

检测)

表 $#H+I%H=0!

!

%!G% 及
!

0(9"-$基因的扩增引物

&'("$#&31'.760+04'/0,*7-0.1-5,+H+I#H=0!

!

#!G% '*9

!

0(9"-$

引物名称

=98>/CSB:8>BI

序列

I>TF>=D>

基因登录号

J>=79=Z 9DD>II:/= =F8<>B

Q+H 1 8R6M&MMMJM-&J--MM-&--&JM6/R O(/3802/

Q+H 2 8R6&J-&-MMJJ&JM-MMJJMMJ&6/R

QI:1

!

1 8R6&&-&-MJ&-&J&&-&&-MJ-J&&-&6/R QL>33/473728

QI:1

!

2 8R6M-J-&JMMJMM-MJM-&JMJMMJMM6/R

!@0 1 8R6&MJJ&--&&&&&MJJ-MM-MJ6/R &7%800:/11

!@0 2 8R6J-MJ&&&J&M--&&MJ&&MM-6/R

!

:(3"-$1 8R6&&-&&--&-&-&--&-&-&MMM-6/R &7%800:/11

!

:(3"-$ 2 8R6MJM-M--MM-&M-JMM--&JMMM6/R

55攻毒及免疫保护率计算55免疫 42 E 后"从各

组实验鱼中随机取 :3 尾#每个重复随机取 /3 尾$"

采用加热棒将水温调整至 /2 P"正常饲料喂养) 将

制备好的 817 =13

0

DCF48'浓度的无乳链球菌活菌

悬液"腹腔注射入实验鱼体内"每尾 312 8') 另取

/3 尾未免疫的罗非鱼注射相同剂量的无菌 57*作

为对照组 /) 所有实验组均观察 14 E"同时记录各组

鱼的发病与死亡情况) 对濒临死亡的鱼进行解剖与

病原分离"确定其是否由活菌攻毒致死)

免疫 保 护 率 # B>09?:2>S>BD>=?9G>IFB2:290"

$5*$的计算公式参照 &8>=E#1:01$

*1/+

"$5*?

#1 6免疫组死亡率4对照组死亡率$ =133@)

T$M65-$分析罗非鱼免疫相关基因差异表达

55分别取免疫后各组罗非鱼 7 N(12 N(1 E(2 E(

/ E(4 E(9 E(14 E(20 E(42 E 的胸腺(脾脏(头肾组织

参照MB:U/0总$%&抽提试剂说明书提取总$%&"按

02:1
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照试剂盒方法反转录为 D3%&一链"以得到的

D3%&一链为模板"分别用
!

:(3"-$#内参$(Q+H(QI:

1

!

(!@0 作为引物#表 2$"采用 &7)9:33#美国$进行

$>906?:8>5-$) 2 =*X7$*>0>D?L9I?>BL:W 1218

!

'"正向引物 113

!

'"反向引物 113

!

'"D3%& 2

!

'"+

2

"018

!

') 反应条件!预变性 :8 P / 8:="

:8 P 13 I"88 P 18 I"92 P 23 I"每次延伸后采集荧

光信号) 应用 &7)9:33 自带软件"采用 2

6

%%

!

?法进

行结果分析) 采用 *5**1913 软件对所得实验数据

进行单因素方差分析) 文中
"

表示与同期对照组相

比差异显著#3131 D6D3138$"

""

表示与同期对照

组相比差异极显著#6D3131$)

25结果

$"!#74I>BGC-&0F24G/重组质粒的构建

通过重叠延伸技术"利用特异性引物进行

5-$体外扩增"得到一条长度为 2 /80 <S 的特异

性条带#图 1$"与预期相符"并经过克隆测序证实

其正确性) 通过双酶切连接到 SD3%&/11# C$载

体后"对连接产物进行双酶切"分别得到 2 条大小

约为 214 和 814 Z< 的条带"结合测序结果说明

SD3%&6A-&6N<6@9重组质粒已构建成功#图 2$)

$"$#安全性及抗体效价检测

各组抗原以背鳍肌肉注射的方式注入鱼体

内"经观察"所有鱼都无异常现象出现"生命体征

状况良好"表明各组抗原是安全的"可以进行后续

实验) 分别在第 9(14(21(20(/8(42 天对免疫后

的罗非鱼进行采血"收集各组的血清"采用间接

图 !#C-&0F24G/基因的 HDR产物琼脂糖凝胶电泳图

L13'13333 分子量% 11A-&:N<6@95-$产物

=02"!#B2'-,51216.'7,+C-&0F24G/(; HDR

L13'13333 89BZ>B% 115-$SB/EFD?/CA-&:N<6@9

图 $#重组质粒 74I>BGV07G8BHIK酶切鉴定

=02"$#&3191/1-.0*'/0,*,+/31-14,.(0*'*/76'5.09

74I>BGV07G8BHIK(; 1*U;.1-15/-04/0,*

,')*&的方法测定抗体效价) 结果表明"罗非鱼

在接种疫苗后"发生了特异性免疫反应"各免疫组

与对照组均具有显著性差异#3131 D6D3138$"

在第 9 天即可检测到抗体的产生"在第 21 天抗体

水平达到峰值#1E4 3:7$#图 /$)

图 A#间接 Ô)VB法测定的免疫鱼抗体效价

=02"A#B*/0(,9; /0/1-5,+:'440*'/19+053

91/14/19(; Ô)VB

$"A#免疫保护率计算

使用活菌攻毒后"实验组及对照组罗非鱼在

14 E 内出现了不同程度的死亡"其死亡时间集中

在活菌攻毒后的 4 <0 E"之后基本稳定%发病鱼出

现了体表充血(眼球突出(角膜混浊"体色变深等

症状"解剖发病鱼具有肝脏淤血"出血"脾脏肿大"

肠腔积水等典型的链球菌病的发病症状"对病灶

组织进行病原分离鉴定"证实了发病鱼是由注射

的无乳链球菌而引发感染致死) 实验结果显示!

实验 组 SD3%&6*:S6J&53+ 的 免 疫 保 护 率 为

:/1/@"空质粒对照组 1SD3%&/11 组只有 /3@

的保护率%对照组 2 的实验鱼在 14 E 内则全部发

:2:1
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病死亡%而注射 57*的健康对照组 / 的罗非鱼在

14 E 内未出现死亡现象#图 4$)

图 N#免疫后的罗非鱼用无乳链球菌攻毒后的存活率

=02"N#V?-:0:'6-'/1,+/06'70' '+/1-(10*2

43'661*219@0/3C6(+(.(9"-(#

$"N#吉富罗非鱼体内C-&0F24G/嵌合基因的表

达情况

为确定所构建的重组质粒在罗非鱼组织中的

表达"分别在注射免疫 9(20 E 取实验组和对照组

肌肉(脑(头肾(脾脏(鳃和肝脏组织"经 5-$和

$M65-$检验分析该嵌合基因的表达情况) 无论

是在3%&水平还是$%&水平上 "实验组均能检

测到嵌合基因的表达"而对照组未检测到该基因

的表达"并且各重组质粒均可检测到内参基因的

存 在" 表 明 所 构 建 的 重 组 质 粒 SD3%&6*:S6

J&53+可在罗非鱼体内表达#图 8"7$)

表 A#嵌合疫苗免疫吉富罗非鱼后获得的累积存活率

&'("A# +̂+14/5,+430.1-04I>B:'440*1,*/31

5?-:0:'6-'/1,+J6$-.%"-9:8

注射无乳链

球菌后天数4E

E9HI9C?>B:=;>D?:/=

V:?N AF(+(.(3"-(#

累积存活率4@ IFB2:290B9?>

实验组 对照组 1 对照组 2 对照组 /

1 133 133 133 133

2 133 133 133 133

/ 133 133 133 133

4 133 133 133 133

8 :9 B/1/7 :3 B212/ 00 B3178 133

7

:/ B81/8

"

03 B1117

93 B71/1

"

133

9 :/ B2121 70 B2144

43 B8184

"

133

0

:/ B/1/8

"

43 B113/ 23 B2121 133

:

:/ B2100

"

/2 B3122 3 133

13 :/ B1124 /2 B/12/ 3 133

11 :/ B/111 /2 B1177 3 133

12 :/ B2111

/2 B4187

"

3 133

1/ :/ B3121 /2 B31/7 3 133

14 :/ B1111 /2 B21:0 3 133

图 <#接种后 \%$% 9目的基因 C-&0F24G/在罗非鱼各组织中表达的 R&GHDR检测结果

#9$9 E 检测结果% #9R$阴性对照% # <$20 E 检测结果% # <R$阴性对照

L13'2333 89BZ>B% 11肌肉% 21脑% /1头肾% 41脾脏% 81鳃% 71肝脏% 91阳性对照

=02"<# F̂7-1550,*,+'0.1921*10*/055?15,++053,*\#$% 9';5(; R&GHDR

#9$ E>?>D?:/= B>IF0?/= 9 E9HI% #9R$ =>G9?:2>D/=?B/0% # <$ E>?>D?:/= B>IF0?/= 20 E E9HI% # <R$ =>G9?:2>D/=?B/0

L13'2333 89BZ>B% 118FID0>% 21<B9:=% /1N>9E Z:E=>H% 41IS0>>=% 81G:00% 710:2>B% 91S/I:?:2>D/=?B/0

3/:1
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图 S#接种后 \%$% 9目的基因 C-&0F24G/在罗非鱼各组织中表达的 HDR检测结果

#9$9 E 检测结果% #9R$阴性对照% # <$20 E 检测结果% # <R$阴性对照

L13'13333 89BZ>B% 11肌肉% 21脑% /1头肾% 41脾脏% 81鳃% 71肝脏% 91阳性对照

=02"S# F̂7-1550,*,+'0.1921*10*/055?15,++053,*\#$% 9';5(; HDR

#9$ E>?>D?:/= B>IF0?/= 9 E9HI% #9R$ =>G9?:2>D/=?B/0% # <$ E>?>D?:/= B>IF0?/= 20 E E9HI% # <R$ =>G9?:2>D/=?B/0

L13'13333 89BZ>B% 118FID0>% 21<B9:=% /1N>9E Z:E=>H% 41IS0>>=% 81G:00% 710:2>B% 91S/I:?:2>D/=?B/0

$"<#罗非鱼免疫相关基因差异表达的结果分析

实验采用实时荧光定量 5-$# T$M65-$$分

别对 Q+H(QI:1

!

和 !@0 基因在胸腺(脾脏和头肾

组织中"13 个时间点的表达情况进行了分析) 结

果显示"注射嵌合型核酸疫苗以后"罗非鱼体内

Q+H(QI:1

!

和 !@0 基因的 8$%&表达量均出现

了上调#6D3131$) 其中"免疫后 12 N"Q+H在胸

腺和头肾中表达量达到峰值#6D3131$"在免疫

后 40 N"Q+H在脾脏中的表达量迅速上调至峰值

#6D3131$"随着时间的延长"各组织中的 Q+H逐

渐降低到一个平稳水平"但仍高于对照组#图 9$%

QI:1

!

在胸腺(头肾和脾脏中的表达量在 12 N 即

可达到峰值#6D3131$ #图 0$%在胸腺(脾脏和头

肾组织中 !@0 的表达量均在 2 E 后达到峰值"随

后有一定下降但仍高于对照组水平 #6D3131$

#图 :$)

/5讨论

核酸疫苗又称 3%&疫苗"它是指将含有编

码抗原基因的真核表达质粒"通过注射或口服的

方式接种到动物体内"使得外源蛋白能够在动物

体内表达"刺激动物免疫应答
*12+

) 由于它能够表

达出免疫系统天然的抗原"诱导机体的细胞免疫

和体液免疫应答"并且生产便捷"成本低廉"因此

成为未来新型疫苗的发展方向之一"在由病毒和

细菌引起的疾病防治中有着良好的应用前

景
*14 619+

) 由无乳链球菌引起的罗非鱼链球菌病

给我国南方罗非鱼养殖业带来了巨大的经济损

失) 而现阶段缺乏对罗非鱼源无乳链球菌有效的

治疗药物"采用疫苗免疫的策略防控鱼类链球菌

病是最有效的途径"寻找有效的疫苗靶蛋白是研

制高效渔用疫苗的关键) 近年来的研究表明"

J&53+和 *:S 均可作为疫苗开发的重要靶蛋白"

具有良好的免疫保护性
*8"10 623+

) 嵌合疫苗是在基

因水平上改造病原体"将病原体的两个或多个基

因片段用基因工程的方法以不同形式连接或置

换"构建一个能表达两种或多种抗原物质的重组

基因用于疫苗的制备
*21+

) 近年来此类疫苗的应

用范围逐渐扩大"大量的动物实验证明"嵌合疫苗

能够增强动物对外来抗原免疫应答反应"具有乐

观的应用前景) 因此本研究在前期工作的基础

上"选取无乳链球菌 YA3:13 株中保守的 A-& 与

N<6@9基因"成功通过重叠延伸拼接技术构建

了 A-&:N<6@9融合基因"并结合核酸疫苗的制备

方法成功构建了嵌合性核酸疫苗"这为探索该融

合性核酸疫苗的免疫原性提供有力的理论基础"

也丰富鱼类核酸疫苗的研究内容)

1/:1
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图 \#JR&GHDR检测注射 74I>BGV07G8BHIK后

罗非鱼主要免疫器官组织中 H+I基因

.R>B时空表达情况

=02"\#&1.7,-'61F7-1550,*,+H+I 0*.'],-0..?*1

,-2'*5,+J6$-.%"-9:8'+/1-74I>BGV07G8BHIK

43'661*21@'5.1'5?-19(; +6?,-1541*/

-1'6G/0.1R&GHDR

55本研究成功构建了嵌合性核酸疫苗"并采用

能够诱导宿主抗原基因持久表达的肌肉注射法作

为本实验的免疫方式
*22+

"对一定数量的吉富罗非

鱼进行免疫"从研究结果来看"无论在 3%&水平

还是 8$%&水平"罗非鱼肌肉(脑(头肾(脾脏和

肝组织中均能检测到目的质粒) 抗体效价 9 E 时

就明显高于对照组并于 21 E 达峰值"表明该核酸

疫苗能诱导罗非鱼产生较强的免疫应答"攻毒实

验发现各实验组的死亡率明显低于生理盐水和

SD3%&/11 空质粒对照组" 免疫保护率高达

:/1/@"高于曾经报道过的 SD3%&6*:S 核酸疫苗

:3@的免疫保护率
*7+

) 本研究结果佐证了嵌合疫

苗能够提高单价疫苗的免疫保护效果"证实了构

建的嵌合 3%&疫苗对无乳链球菌病的暴发可起

到一定的防治作用"也为 3%&疫苗的实际应用

提供了理论依据)

图 %#JR&GHDR检测注射 74I>BGV07G8BHIK后

罗非鱼主要免疫器官组织中 H=0!

!

基因

.R>B时空表达情况

=02"%#&1.7,-'61F7-1550,*,+H=0!

!

0*.'],-0..?*1

,-2'*5,+J6$-.%"-9:8'+/1-74I>BGV07G8BHIK

43'661*21@'5.1'5?-19(; +6?,-1541*/

-1'6G/0.1R&GHDR

2/:1
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图 Y#JR&GHDR检测注射 74I>BGV07G8BHIK后

罗非鱼主要免疫器官组织中 !G% 基因

.R>B时空表达情况

=02"Y#&1.7,-'61F7-1550,*,+!G% 0*.'],-0..?*1

,-2'*5,+J6$-.%"-9:8'+/1-74I>BGV07G8BHIK

43'661*21@'5.1'5?-19(; +6?,-1541*/

-1'6G/0.1R&GHDR

55)GL是硬骨鱼类中最常见的免疫球蛋白分

子"在体液免疫中发挥着重要的作用
*22+

"因此除

了检测血清中的抗体效价之外"对 Q+H 8$%&的

时空表达形式也应做相应的探索) 本研究选取了

罗非鱼的主要免疫器官及链球菌病的靶器官组织

进行相对定量分析"结果显示实验组罗非鱼 Q+H

的 8$%&表达量在免疫初期有轻微的下调趋势"

12 N 后在上述各器官中均出现明显的上调现象"

实验组鱼胸腺和头肾中的表达量在 24 N 即可达

到峰值"达峰时间较快"而脾脏中的达峰时间相对

较长"需时 40 N) 由于脾脏是鱼体 7细胞成熟分

化的场所"浆细胞的产生需要抗原的刺激
*24+

"而

疫苗作为一种高效的胸腺依赖性抗原"能够在 M

细胞的辅助下有效的刺激 7细胞转化为浆细胞

并产生相应的抗体"因此实验组罗非鱼 Q+H

8$%&表达量达到最高值的时间有所延长"之后

有一定程度的下降但仍能维持在一个较高的水

平) )'61

$

又称淋巴细胞刺激因子"在较低浓度

时就可以参与机体免疫调节"协同刺激抗原提呈

细胞和 M细胞活化"促进 7细胞增殖和分泌抗

体"并且有研究称它在鱼类粘膜免疫应答的起始

阶段起到了重要作用
*28+

"因此探索疫苗是否能刺

激机体细胞产生该种细胞因子及其变化规律是非

常有必要的) 本研究结果表明"实验组鱼体 / 个

主要的免疫组织中的 QI:1

!

8$%&表达量在 7 N

时相对于对照组已经出现了上调并迅速升高"在

12 N 时达到最高"并在接下来的 42 E 内均维持在

较高的表达水平"这说明疫苗注入到鱼体内能够

促进细胞因子的表达从而发挥免疫调节作用"进

一步促进机体对抗原的免疫应答反应"这一研究

结果与 '>>等
*28+

采用 '5*刺激尼罗罗非鱼 QI:1

!

的表达情况相同) 机体的细胞免疫应答主要是在

M细胞的介导下完成的"近年来"一些参与 M细胞

活化的关键分子"如 M-$(-3/(-34(-30 等在鱼

类中相继被发现"说明鱼类可能具有类似于高等

脊 椎 动 物 的 M 细 胞 应 答 过 程) 此 外"

%:?N:ZF0V/B9V/=G 等
*27+

还克隆到了尼罗罗非鱼

M-$

$

的 D3%& 序列" 并通过 T$M65-$发 现

M-$

$

在胸腺中的表达水平最高"并且无乳链球

菌能诱导 M-$

$

显著上调表达"这说明罗非鱼很

可能具有与高等脊椎动物类似的(能为 M细胞活

化提供第一信号的受体) 刘冬
*29+

克隆了尼罗罗

非鱼 M细胞特异性分化抗原 -3/

&

4

)

(-34 和

-30

#

"发现三者都具有哺乳动物直系同源物的一

些典型结构特征"并在主要的免疫器官中的表达

量最高) 作为 M细胞活化的第一信号"以上分子

在罗非鱼细胞免疫过程中扮演着重要的角色"本

研究重点探讨了鱼体主要免疫器官中 !@0 分子

在疫苗免疫过程中的表达变化"结果表明"/ 个免

疫器官中"!@0 分子 8$%&表达量在 40 N 时达

到最高"随后稍有下降但仍维持在较高的水平"这

与刘东等
*29+

的研究结果相似"说明了该嵌合型疫

苗能有效激发鱼体的细胞免疫"能够更高效地清

//:1
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除病原从而达到防病抗病的作用)

45结论

本研究成功构建了罗非鱼源无乳链球菌嵌合

型核酸疫苗 SD3%&6*:S6J&53+"免疫吉富罗非

鱼后"在核酸和蛋白水平上均能检测到目的抗原

蛋白的表达"血清抗体效价可高达 1E4 3:7"并获

得了高达 :/1/@的免疫保护率) 实验组鱼主要

免疫组织中的 Q+H"QI:1

!

和 !@0 基因的 8$%&

表达量较对照组均有显著的上调) 以上数据说明

了使用此种疫苗接种吉富罗非鱼后"机体能产生

较强的免疫应答反应"该研究为鱼用核酸疫苗的

发展以及产业化提供了理论数据"并进一步丰富

了鱼类核酸疫苗的研究内容)
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