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［摘　 要］ 　 为研究实验室构建的两株水貂阿留申重组核酸疫苗（ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ 和 ｐｃＤＮＡ３．１－

ＡＤＶ－４２８－４８７）对水貂的免疫原性，将其经肌肉注射接种到水貂体内进行免疫，免疫完成后对水貂

进行攻毒，然后每隔两周对水貂进行指尖采血。 应用流式细胞术检测全血中的 ＣＤ８＋ 淋巴细胞亚

群，用间接 ＥＬＩＳＡ 法检测血清中的抗体水平，用血清蛋白电泳检测血清中 γ 球蛋白占总蛋白的百分

比以及应用聚乙二醇沉淀比浊法检测水貂血清中抗原抗体复合物的含量，以对两株核酸疫苗的免

疫效果进行初步评估。 试验结果表明，ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ 和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 的各项数

据都优于对照组，且 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 的保护效果优于 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８，两种核酸疫

苗都展现了良好的疫苗潜质。
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ｍｉｎｋ ｂｏｄｙ ｉｍｍｕｎｅ（ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７）． Ｍｉｎｋ ｗｅｒｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗｈｅｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｔｈｅｎ ｅｖｅｒｙ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｋ ｆｉｎｇｅｒｔｉｐｓ． Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ
ｂｌｏｏｄ ＣＤ８＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ＥＬＩＳＡ； ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ γ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｎｋ，
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ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｗｏ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ ｗｅｒｅ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８， ｔｗｏ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｖａｃｃｉｎｅｓ ｈａｄ ｓｈｏｗｎ ｇｏｏｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｉｎｋ Ａｌｅｕｔｉａｎ ｄｉｓｅａｓｅ；ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｖａｃｃｉｎｅ； ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ；ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｍｐｌｅｘ；γ ｇｌｏｂｕｌｉｎ；
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

　 　 核酸疫苗是将编码某种能引起保护性免疫反

应的抗原基因直接导入机体内，经宿主细胞表达出

抗原蛋白，诱导宿主产生全面的免疫应答，以期达

到防治疾病的目的［１－３］。 由于水貂阿留申病特殊的

致病机理以及抗原抗体复合物的沉积作用［４］ 使得

针对水貂阿留申病疫苗的研制一直是动物医学界

难以解决的一大问题。 核酸疫苗以其既能诱导宿

主产生体液免疫同时也能引起宿主细胞免疫［５］ 的

优势逐渐引起人们的重视，针对水貂阿留申病核酸

疫苗的研究也越来越多。 目前，水貂阿留申病疫苗

的研究主要有关于 ＡＤＶ （ Ａｌｅｕｔｉａｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＡＤＶ）全基因、ＮＳ１、ＶＰ２ 以及 ＶＰ２ 截断序列的研

究［６］，这些研究虽然都表现出了一定的保护效果，
但都无法完全预防水貂阿留申病。 本研究以两株

前期构建并已证明具有良好反应原性的核酸疫苗

为实验对象，进行本体动物攻毒保护实验，研究其

对水貂的免疫原性及免疫效果。
１　 材料与试剂

１．１ 　 重组真核质粒以及实验动物 　 重组质粒

ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ 和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７
为本实验室构建保存，ＡＤＶ 全基因切除 ４２８－４４６
序列进行重组然后与真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（ ＋）
进行连接构建了 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８。 ＡＤＶ 全基

因同时切除 ４２８－４４６ 和 ４８７－５０１ 序列后进行重组

然后与真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（ ＋）进行连接构建

了 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７。
实验动物来自黑龙江帽儿山水貂养殖场的六

月龄阿留申病阴性雌貂。
１．２　 主要试剂　 １０×红细胞裂解液购自美国 ＢＤ 公

司；ＦＩＴＣ 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 和纯化的小鼠 ＩｇＧ 购自

ＤＡＫＯ 公司；小鼠抗牛 ＩＦＮ － γ 干扰素购自 ＡｂＤ

Ｓｅｒｏｔｅｃ公司；固定剂、破膜剂购自北京四正柏公司；
ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ Ａ、ｉｎｏｍｙｃｉｎ、ＰＮＡ、Ｓａｐｏｎｉｎ 以及小鼠抗人

ＣＤ８＋ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＲＰＭＩ １６４０ 液体培养基、

胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；氨基黑 １０Ｂ 购自上海

源叶生物。
２　 方　 法

２．１ 　 实验动物的分组、免疫与攻毒 　 将经检验

无水貂阿留申病的六月龄雌性水貂随机分成 ５ 组，
每组 ３ 只。 分别为 Ａ：ｐｃＤＮＡ３． １ －ＡＤＶ － ４２８ 组；
Ｂ：ｐｃＤＮＡ３． １ － ＡＤＶ － ４２８ － ４８７ 组； Ｃ：灭活苗组；
Ｄ：空载体组；Ｅ：ＰＢＳ组。 两周后，对水貂进行免疫。
Ａ、Ｂ 两实验组分别取相对应的质粒进行 ４ ～ ５ 位点

的大腿内侧肌肉注射（５３３ μｇ ／只）３～４ 位点的低脊

背肌肉注射（２６７ μｇ ／只），Ｃ 组取灭活苗与等体积

的铝胶佐剂混合后，大腿内侧肌肉注射（５００ μＬ ／只），
所用灭活苗为实验室制备，Ｄ 组取空载体 ｐｃＤＮＡ
３．１（ ＋）质粒进行 ４ ～ ５ 位点的大腿内侧肌肉注射

（５３３ μｇ ／只 ） ３ ～ ４ 位 点 的 低 脊 背 肌 肉 注 射

（２６７ μｇ ／只）， Ｅ 组取 ＰＢＳ 大腿内侧肌肉注射

（５００ μＬ ／只），共免疫 ３ 次，每次间隔 ３ 周。
在最后一次免疫 １ 个月后对水貂进行攻毒，每

只水貂腹腔注射 １０５．０ ＴＣＩＤ５０的水貂阿留申病强毒

株 ＡＤＶ－ＤＬ１２５。 攻毒后每 ２ 周对水貂进行指尖采

血，收集各组水貂的全血和血清样本。
２．２　 水貂血清中抗 ＡＤＶ 抗体的检测 　 采用间接

ＥＬＩＳＡ 法检测各组水貂体内的抗体水平，以 ＡＤＶ
病毒包被，ＨＲＰ 标记兔抗水貂 ＩｇＧ 作为二抗。
２．３　 水貂血清中抗原抗体复合物的检测　 按照籍

玉林等［７］建立的聚乙二醇沉淀比浊法检测水貂血

清中抗原抗体复合物的含量。
将水貂血清稀释 ３０ 倍，取酶标板每只水貂样
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本取两孔，１ 孔加 ２０３ μＬ 硼酸盐缓冲液，２ 孔加

２０３ μＬ ＰＢＳ，两孔各加 ７ μＬ 血清。 ４ ℃作用 １ ｈ，室
温 ３０ ｍｉｎ。 ４５０ ｎｍ 下读数。 １ 孔的值减去 ２ 孔的

值即为该水貂血清中抗原抗体复合物的含量。
２．４　 水貂血清中 γ 球蛋白含量检测　 将醋酸纤维

素膜切成 ８×２ ｃｍ 的长条浸于巴比妥缓冲液中完全

浸透，用滤纸吸去多余液体，于无光面 １．５ ｃｍ 处呈

线状点样，血清渗入膜内后，将薄膜搭于滤纸桥上。
点样面朝下，点样端靠近负极。 电压 ９０ ～ １２０ Ｖ，电
流 ０．４～０．６ ｍＡ ／ Ｃｍ 通电 ４５～６０ ｍｉｎ，直至电泳带展

开 ２５～３５ ｍｍ。 将薄膜浸于染色液中，５～１０ ｍｉｎ 后

取出用漂洗液漂洗数次，至背景无色。 将洗完的薄

膜用滤纸吸干，剪下各蛋白带，分别浸于 ４ ｍＬ
０．４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液中，振摇数次，于 ５８０～６２０ ｎｍ
波长处测各光密度值。 蛋白带（由正极到负极）依
次为 Ａ、α１、α２、β、γ。 光密度综合为 Ｔ＝Ａ＋α１＋α２＋
β＋γ，γ 球蛋白（％）＝ γ ／ Ｔ×１００％。
２．５　 外周血 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞亚群检测　 取 ５００ μＬ
新鲜抗凝血加入 ５ ｍＬ １０ 倍稀释的红细胞裂解液，
３７ ℃作用 １０ ｍｉｎ，１０００ ｒ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上层红色

液体，用含有 １０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 营养液吹吸沉

淀，洗涤 １～２ 次，进行细胞计数。 取经计数的淋巴

细胞 ２×１０６ 个，用含 ０．２％血清及 ０．０２％叠氮钠的

ＰＢＳ（ＦＡＣＳ）洗涤两次，每次 ８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ。 用

１００ ｍＬ ＦＡＣＳ 重悬后每管加入 ５ μＬ １０ 倍稀释的鼠

抗人 ＣＤ８＋抗体，４ ℃孵育 １ ｈ，以小鼠纯化 ＩｇＧ 为同

型对照。 ８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，用 ＦＡＣＳ 洗涤两次。 用

１００ μＬ ＦＡＣＳ 重悬后每管加入 １０ μＬ １０ 倍稀释的

ＦＩＴＣ 标记兔抗鼠抗体，４ ℃孵育 １ ｈ。 用 ＦＡＣＳ 洗

涤 ２ 次后，加入 ３００ μＬ ＦＡＣＳ 吹打混匀过膜，经流

式细胞仪读数。
３　 结　 果

３．１　 水貂血清中抗 ＡＤＶ 抗体检测　 图 １ 为不同时

间段各组水貂血清中的抗体水平，攻毒当天各组血

清中抗体水平都比较低，而且 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８
组、ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组和灭活苗组抗体水

平都比两个对照组高。 随着时间增加各组水貂血

清中的抗体水平都显著增长，且灭活苗组的抗体水

平一直高于其他组。 在第 ２４ 周之前 ｐｃＤＮＡ３． １ －
ＡＤＶ－４２８ 组、ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组的抗体

水平一直高于空载体组和 ＰＢＳ 组，从 ２４ 周开始两

对照组的抗体水平超过两实验组。

∗表示与 ＰＢＳ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），∗∗表示与 ＰＢＳ 组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）

∗Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

∗∗ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１） ．

＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

＃＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）

图 １　 水貂抗体水平变化

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｎｋ ｃｈａｎｇｅ ｔｅｓｔ

３．２　 水貂血清中抗原抗体复合物的检测　 图 ２ 为

各组水貂血清中抗原抗体复合物的含量变化，攻毒

当天各组水貂血清中的抗原抗体复合物的含量都

比较低且灭活苗组明显高于其他组。 从第 ８ 周开

·３·
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始灭活苗组、空载体组、ＰＢＳ 组的抗原抗体复合物

含量开始显著升高，而 ｐｃＤＮＡ３． １ －ＡＤＶ－ ４２８ 组、
ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组一直处于缓慢增长的

趋势且 ３０ 周之前含量一直未超过 ０．３。

∗表示与 ＰＢＳ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），∗∗表示与 ＰＢＳ 组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）

∗Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

∗∗ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１） ．

＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

＃＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）

图 ２　 水貂血清中抗原抗体复合物含量变化

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＣＩＣ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｎｋ ｃｈａｎｇｅ ｔｅｓｔ

３．３　 水貂血清中 γ 球蛋白含量检测　 图 ３ 为各组

水貂血清中 γ 球蛋白的含量变化，免疫后各组水貂

血清中的 γ 球蛋白初始含量均在 １０％左右，随着攻

毒时间增长各组 γ 球蛋白含量也随之增长。 灭活

苗组、空载体组和 ＰＢＳ 组水貂血清中的 γ 球蛋白含

量在第 ８ 周开始显著增长且在第 １８ 周三组的 γ 球

蛋白的含量均超过了 ４０％。 而 ｐｃＤＮＡ３．１ －ＡＤＶ－
４２８ 组和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组水貂血清中

的 γ 球蛋白含量一直未超过 ４０％。

∗表示与 ＰＢＳ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），∗∗表示与 ＰＢＳ 组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）

∗Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

∗∗ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１） ．

＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

＃＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）

图 ３　 水貂血清中 γ球蛋白含量变化

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ γ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｎｋ ｃｈａｎｇｅ ｔｅｓｔ
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３．４　 外周血 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞亚群检测　 结果如图

４ 所示，攻毒当天各组水貂血清中的 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细

胞均在 ２０％左右，从第 ４ 周开始各组 ＣＤ８＋细胞含

量显著升高，到第 １２ 周为止各组一直处于增长趋

势。 第 １８ 周往后各组 ＣＤ８＋ 细胞含量呈缓慢下降

趋势。 在 ２４ 周之前 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＡＤＶ － ４２８ 组和

ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组中的 ＣＤ８＋细胞含量一

直低于其他三组。

∗表示与 ＰＢＳ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），∗∗表示与 ＰＢＳ 组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃＃表示与 ｐｃＤＮＡ３．１ 空载体组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）

∗Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

∗∗ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１） ．

＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），

＃＃ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３．１ ｎｕｌｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）

图 ４　 水貂外周血 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞亚群含量变化

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＰＢＭＣ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｎｋ ｃｈａｎｇｅ ｔｅｓｔ

４　 讨论与总结

水貂阿留申病是由水貂阿留申病毒引起的一

种慢性的淋巴增殖性疾病［８］，病毒破坏水貂机体免

疫系统，降低水貂抵抗力［９］。 水貂机体在感染

ＡＤＶ 后产生的大量非中和抗体并不能中和病毒，反
而与病毒结合形成抗原抗体复合物［１０］，抗原抗体

复合物随血液在机体内循环到达肾小球壁和动脉

壁进行沉积引起水貂的动脉炎和肾小球肾炎［１１］。
目前，尚无可以有效防治水貂阿留申病的疫苗，该
病的防治只能采用定期检疫及时处死病貂的

手段［１２］。
水貂在感染水貂阿留申病毒后，体内的 ＣＤ８＋

Ｔ 淋巴细胞的含量显著升高［１３］；同时血清中 γ 球蛋

白的含量也会急剧增加［１４］，感染后 γ 球蛋白占总

蛋白的百分比往往会超过 ４０％。 所以检测 ＣＤ８＋淋

巴细胞和 γ 球蛋白的含量是判定水貂是否感染阿

留申病的重要指标。 除此以外考虑到抗原抗体复

合物在水貂机体内所引起的特殊反应，本实验所使

用的核酸疫苗在构建时切除了疑似介导抗原抗体

复合物产生的位点（４２８ ～ ４４６ 位点） ［１５］，所以对攻

毒后水貂血清中的抗原抗体复合物含量也进行了检

测，期望更全面的的评估所构建疫苗的防治效果。
从结果中我们可以看出，在水貂攻毒第 ０ 周

ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ 组和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７
组的水貂均已产生了抗体且含量都比空载体组和

ＰＢＳ 组高，说明两种核酸疫苗均能引起水貂的免疫

反应，且随着攻毒时间的增长抗体水平一直在稳步

提高；在抗原抗体复合物的检测中， ｐｃＤＮＡ３． １ －

ＡＤＶ－４２８组和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组的水貂

血清中的抗原抗体复合物的含量一直低于其他三

组，且增长的趋势比较缓慢，而且 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－

４２８－４８７ 组的含量一直略低于 ｐｃＤＮＡ３． １ －ＡＤＶ－

４２８ 组，说明核酸疫苗 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＡＤＶ － ４２８ 和

ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 对抗原抗体复合物的形

成有一定抑制作用；血清中 γ 球蛋白的检测结果显

示，在攻毒当天五组水貂的 γ 球蛋白含量均在正常

·５·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ５１ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

水平 １０％左右，随着时间增长灭活苗组、空载体组

和 ＰＢＳ 组最终 γ 球蛋白所占比例均超过了 ４０％，
而两核酸疫苗组一直维持在 ４０％以下且 ｐｃＤＮＡ
３．１－ＡＤＶ－４２８ － ４８７ 组的含量一直略低于 ｐｃＤＮＡ
３．１－ＡＤＶ－４２８组，说明两种核酸疫苗对水貂起到了

一定的保护作用；ＣＤ８＋ 淋巴细胞的检测中，各组

ＣＤ８＋淋巴细胞的含量都随着攻毒时间的增加而增

加，在第 ２４ 周之前 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＡＤＶ － ４２８ 组和

ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 组的 ＣＤ８＋淋巴细胞的含

量一直低于其他三组，但是在 ２４ 周之后 ｐｃＤＮＡ
３．１－ＡＤＶ－４２８ 和 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８－４８７ 两组的

ＣＤ８＋淋巴细胞含量开始略高于空载体组和ＰＢＳ 组。
总而言之，ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８ 和 ｐｃＤＮＡ３．１－

ＡＤＶ－４２８－４８７ 两种核酸疫苗，都对水貂有一定的

保护力，展现了良好的疫苗潜质，且 ｐｃＤＮＡ３． １ －
ＡＤＶ－４２８－４８７ 还要优于 ｐｃＤＮＡ３．１－ＡＤＶ－４２８，但
是通过以上实验分析还不能全面的评价两种核酸

疫苗的保护效果，还需要进一步的实验进行分析。
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