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［摘　 要］ 　 为评价共免疫 ｒＦＳＡ１ 和 ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１ 对于猫跳蚤过敏性皮炎（ＦＡＤ）的预防免疫保护效

果，用人工合成的跳蚤唾液抗原（ＦＳＡ１）基因，分别构建原核表达质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 和真核表达质

粒 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１。 ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 转化 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，诱导表达纯化 ＦＳＡ１，获得 ｒＦ⁃
ＳＡ１。 １２ 月龄以上猫共免疫 ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１，第 １４ 天实施二免后，进行跳蚤叮咬，连续 ４ 轮，跳
蚤叮咬结束后，统计皮炎评分。 结果显示，第 ４ 轮攻跳蚤后共免疫 ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１ 组的猫皮炎

评分远远低于 ＦＡＤ 对照组，说明共免疫 ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１ 能抑制 ＦＡＤ 症状，对跳蚤叮咬猫引起

的过敏性皮炎有显著保护效果，可以作为预防猫跳蚤过敏性皮炎的良好办法。
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－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｒＦＳＡ１ ａｎｄ ｐＶＡＸ －ＦＳＡ１． Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＴ２８ａ － ＦＳＡ１ ａｎｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＰＥＴ２８ａ －ＦＳＡ１ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＳＡ１ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｒＦＳＡ１． Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １２ ｍｏｎｔｈｓ
ｏｌｄ ｃａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１， ａｎｄ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａ ｓｅｃｏｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ２ ｗｅｅｋｓ． Ａｆｔｅｒ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ， ｃａｔｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ ｆｌｅａｓ ａｎｄ ｓｕｍ ｏｆ ｃａｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｔｉｍｅｓ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏ－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ＦＡＤ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｔ ４ｔｈ ｆｌｅａ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ． Ｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｃｏ－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ－ＦＳＡ１ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ
ＦＡＤ， ａｎｄ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ＦＡＤ． Ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｇｏｏｄ ｗａｙ ｏｆ ａｎｔｉ－ｆｌｅａ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏ－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ； ｆｌｅａ ａｌｌｅｒｇｙ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ； ｆｌｅａ ｓａｌｉｖａｒｙ ａｎｔｉｇｅｎ １
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　 　 猫桎首蚤分布很广，寄生于动物体表，以吸血

为生，是对犬猫造成严重危害的蚤类。 跳蚤过敏性

皮炎（Ｆｌｅａ ａｌｌｅｒｇｙ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ， ＦＡＤ）是由跳蚤叮咬吸

血时引起动物的皮炎、剧烈瘙痒以及抓挠导致的二

次感染的过敏性皮肤病［１］。 因此，对猫桎首蚤的防

控及其导致的过敏性皮炎的防治显得尤为重要。
人们针对跳蚤叮咬引起犬猫过敏性皮炎的防

治方法有多种。 首先利用杀虫剂，宠物香波等进行

动物除蚤，然后采用药浴、涂抹激素类药物等对症

治疗，虽能取得一定的疗效，但是这种方法存在疗

效差、激素类药物副作用大等缺点，而且当跳蚤侵

扰时不能阻止跳蚤过敏性皮炎再次发生［２］。 也有

人尝试免疫脱敏疗法，该方法通过反复接种过敏

原，提高患病动物对变应原的耐受性，当动物再次

接触过敏原时，机体会大大减少炎症介质的释放，
从而减轻过敏性皮炎的发病程度，但该方法缺点是

疗程长，可能会造成动物皮肤损伤甚至导致过敏性

休克，效率也不稳定，重复性低［３－４］。
研究表明过敏性疾病的发生与 Ｔｈ１ 向 Ｔｈ２ 漂

移，Ｔｈ２ 处于优势地位有关［５］。 调节性 Ｔ 细胞可以

通过细胞因子网络影响 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 的平衡［６］，对防止

自身免疫性疾病发生，限制慢性炎症等具有重要作

用［７］。 共免疫 ｒＦＳＡ１ 和与之编码相匹配的质粒可

以诱导一群诱导性调节性 Ｔ 细胞 （ ｉｄｕｃｅｄ Ｔｒｅｇ，
ｉＴｒｅｇ），能够改善鼠和猫 ＦＡＤ 的症状［８－９］。 研究评

价了共免疫对猫 ＦＡＤ 的预防保护效果，旨在了解

共免疫是否能够有效预防过敏性疾病。
１　 材料与方法

１．１　 猫和跳蚤　 ４５ 只年龄大于 １２ 个月、体重超过

２ ｋｇ 的同一品种家猫购自北京市兴隆实验动物养

殖厂，猫桎首蚤由中国疾病预防控制中心提供。
１．２　 试剂与仪器　 ｐＥＴ２８ａ 载体，ｐＶＡＸ１ 载体购自

淼灵生物科技（武汉）有限公司，Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ５α，Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞购自天根生化科技（北京）
有限公司，限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ，
ＤＮＡ 连接酶， ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，ＤＬ１５０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 蛋白质分子质量标准，质粒抽提试剂盒等均

购自宝生物工程（大连）有限公司；ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；脂质体

转染试剂购自北京雷根生物技术有限公司；Ｎｉ －

ＮＴＡ 亲合层析柱填料购自北京诺博莱德科技有限

公司；Ｂｉｏｓａｆｅｒ１５０－９６ 超声波细胞破碎仪购自赛飞

（中国）有限公司；ＮａｎｏＤｒｏｐ® Ｌｉｔｅ 紫外分光光度计

购自北京兰博康斯科技有限公司；诺普星购自诺华

动物保健（上海）有限公司；鲎试剂购自湛江博康海

洋生物有限公司；其它试剂均为国产分析纯。
１．３　 ＦＳＡ１ 基因与引物的设计合成　 ＦＳＡ１ 基因与

引物均由上海生工生物工程有限公司合成。 参照

Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库发表的 ＦＳＡ１ 基因序列（登录号为

ＡＦ１０２５０２），设计扩增 ＦＳＡ１ 基因的引物 Ｐ１、Ｐ２ 和

Ｐ３， 核 酸 序 列 如 下 Ｐ１： ５ ＇ － ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧ⁃
ＧＡＡＧＡＴＡＴＴＴＧＧ－３＇；Ｐ２：５ ＇－ＣＧＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴ⁃
ＴＡＴＴＴＴＴＴＧＧ － ３ ＇； Ｐ３： ５ ＇ － ＧＣＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＴＴ⁃
ＴＡＴＴＴＴＴＴＧＧ－３＇。 Ｐ１ 为上游引物带有 ＥｃｏＲⅠ酶

切位点，Ｐ２、Ｐ３ 为下游引物分别带有 ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ
酶切位点。
１．４　 ＦＳＡ１ 基因的克隆

１．４．１　 原核表达质粒的构建及鉴定　 以人工合成

的 ＦＳＡ１ 基因为模板，以 Ｐ１、Ｐ２ 为引物，ＰＣＲ 扩增

基因片段，克隆至原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ，并转化 Ｅ．
ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，涂布于 ＬＢ 卡那抗性

平板，挑取单菌落，ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切并测序鉴

定，将鉴定正确的原核表达质粒命名为 ｐＥＴ２８ａ －

ＦＳＡ１，重组菌命名为 ＢＬ－ＦＳＡ１。
１．４．２　 真核表达质粒的构建及鉴定　 以 Ｐ１、Ｐ３ 为

引物，ＰＣＲ 扩增基因片段，克隆至真核表达载体

ｐＶＡＸ１，并转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞，涂布于

ＬＢ 卡那抗性平板，挑取单菌落，ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ双酶

切并测序鉴定，将鉴定正确的重组菌命名为 ＤＨ－

ＦＳＡ１。 鉴定成功的 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 参照脂质体转染

试剂盒说明书转染 ＢＨＫ 细胞，７２ ｈ 后收集细胞，提
取细胞总 ＲＮＡ，ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 在真

核细胞中的表达。
１．５　 共免疫疫苗的制备

１．５． １ 　 ｒＦＳＡ１ 蛋白制备与纯化 　 将重组菌 ＢＬ －

ＦＳＡ１ 接种于含有卡那霉素的 ＬＢ 液中培养，待
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ＯＤ６００ 值达到 ０．６～０．８ 时，将菌液分为 ４ 组，其中 ３
组分别以 ０． １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 １． ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＩＰＴＧ 浓度诱导，另一组不诱导作为对照，用 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 法分析 ４ ｈ 后重组蛋白表达量。 收集诱导表

达的菌体，冰浴条件下进行超声波破碎，以 １００００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心包涵体 １５ ｍｉｎ，取上清液和沉淀进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。
收集包涵体，用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 脲过夜搅拌溶解包涵

体，离心取上清液，通过 Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层析柱分离

目的蛋白，洗脱液（８ ｍｏｌ ／ Ｌ 脲、３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４、５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、ｐＨ８．０）洗脱目

的蛋白 ＦＳＡ１，重组蛋白：０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 精氨酸以 １ ∶ ２０
（Ｖ ∶ Ｖ）比例稀释复性，置于透析袋中透析 ３６ ｈ，每
１２ ｈ 更换一次透析液（ＰＢＳ）。 利用曲拉通去除内

毒素，将 １０％曲拉通 Ｘ－１１４ 按 １ ∶ ４ 体积比与 ｒＦ⁃
ＳＡ１ ／ ＰＢＳ 混匀，冰浴 １０ ｍｉｎ，然后 ３７ ℃ 水浴 １５
ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，吸出上层液，重复以

上步骤 ３ 次，按照鲎试剂使用说明书检测溶液内毒

素。 按照 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋

白浓度后，于－７０ ℃保存。
１．５．２　 真核表达质粒 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 的制备　 将重

组菌 ＤＨ－ＦＳＡ１ 接种于含有卡那霉素的 ＬＢ 液中，３７
℃过夜培养，按照文献［７］所述方法制备质粒 ｐＶＡＸ１

－ＦＳＡ１。 去除质粒溶液内毒素并检测内毒素含量。
用紫外分光光度计测定浓度，于－７０ ℃保存。
１．６　 免疫效力评价　 ４５ 只猫随机分为 ５ 组。 共免

疫组每只免疫 ５００ μｇ ｒＦＳＡ１ 蛋白＋５００μｇ ｐＶＡＸ１－

ＦＳＡ１ 质粒，载体对照组每只免疫 ５００ μｇ ｒＦＳＡ１ 蛋

白＋５００ μｇ ｐＶＡＸ１ 空载体；蛋白对照组每只免疫

５００ μｇ ＢＳＡ 蛋白＋５００ μｇ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 质粒，于腿

部肌肉注射。 二免后 １４ ｄ 开始攻跳蚤，每只猫每

轮攻 １００ 只跳蚤（新羽化未吸血的成蚤），每次攻跳

蚤 ４８ ｈ 后，饲喂诺普星（有效成分：烯啶虫胺）除

蚤，间隔 １２ ｄ 后开始下一轮攻蚤，总共攻四轮（攻 ４
轮跳蚤后猫 ＦＡＤ 皮炎评分能达到最高值，额外的

轮数并不会增加皮炎评分分值） ［６］。 ＦＡＤ 对照组

不免疫，采用相同的步骤攻四轮跳蚤和饲喂除蚤

药，空白对照组既不免疫也不攻跳蚤，但是饲喂诺

普星作为阴性对照。 由专业的兽医人员给猫皮炎

症状打分，评价共免疫对猫 ＦＡＤ 的保护效果。 本

次实验在跳蚤活跃季节夏、秋季实施，所有猫饲养

在铁笼里，笼具长 ９０ ｃｍ、宽 ６３ ｃｍ、高 ８２ ｃｍ，每日

打扫猫的排泄物，给予干净的水和猫粮，以提供舒

适的环境。 空白对照组猫在隔壁笼舍饲养，所有笼

舍通风良好。 猫实验分组情况见表 １。

表 １　 猫实验免疫分组

Ｔａｂ １　 Ｄｉｖｉｄｉｎｇ ｃａｔｓ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

数量
Ａｍｏｕｎｔｓ

免疫用品
Ｉｍｍｕｎｅ ｓｕｐｐｌｉｅｓ

免疫程序
Ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ

攻跳蚤
Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｆｌｅａｓ

评分
Ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅｓ

共免疫组 １０ ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１

载体对照组 １０ ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ１

蛋白对照组 １０ ＢＳＡ＋ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１

连续 ２ 次肌肉注射，每次
间隔 １４ ｄ，每次蛋白和质
粒各注射 ５００ μｇ

ＦＡＤ 对照组 １０ － －

二免后第 １４ 天攻跳蚤，
每只猫攻 １００ 只跳蚤，攻
跳蚤 ４８ ｈ 后饲喂诺普星，
每 １４ ｄ 一轮，攻 ４ 轮

每次攻跳蚤后第 ３
天给猫皮炎症状评
分

空白对照组 ５ － － 同时饲喂诺普星 同时皮炎评分

　 “－”代表不操作
　 ＂ －＂ ｏｎ ｂｅｈａｌｆ ｏｆ ｎｏｔ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ

　 　 ＦＡＤ 症状主要包括丘疹、结痂、脱毛。 每种皮

损评分从 ０ 分至 ３ 分：０ 分－没有发病症状；１ 分－发
病程度轻微；２ 分－中等程度的发病；３ 分－发病程度

严重。 各种皮损计分标准：丘疹 １～３ 个计 １ 分，４～

６ 个计 ２ 分，７ 个及以上计 ３ 分；脱毛面积大于或等

于 １ ｃｍ２ 且小于 ４ ｃｍ２ 计 １ 分，大于或等于 ４ ｃｍ２ 且

小于 ９ ｃｍ２ 计 ２ 分，大于或等于 ９ ｃｍ２ 计 ３ 分；结痂

１ 个计 １ 分，２ 个计 ２ 分，３ 个及以上计 ３ 分。 有 ３
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个部位的症状需要被观察：（１）颈背部，从头顶到尾

部的区域；（２）胸腔侧：从近肘部的胸腔到最后一根

肋骨出的区域；（３）跳蚤三角区，动物下腹部和两条

后肢根部组成的一个三角区。
关于皮炎计分标准是依据文献［９］ 所述方法进

一步细化得出的量化计分标准，有助于方便、准确

评估 ＦＡＤ 发病程度。
２　 结　 果

２．１　 ＦＳＡ１ 基因的克隆及鉴定结果　 ＦＳＡ１ 基因与

原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ 连接后构建 ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１，
质粒经 ＥｃｏＲⅠ＋ＸｈｏⅠ双酶切可产生 ５４００ ｂｐ 左右

的空载体条带和一条 ４８０ ｂｐ 的目的条带（图 １）；
ＦＳＡ１ 基因与真 核 表 达 载 体 ｐＶＡＸ１ 连 接 构 建

ｐＶＡＸ１－ ＦＳＡ１，质粒经 ＥｃｏＲⅠ＋ＸｂａⅠ双酶切可产

生 ３０００ ｂｐ 左右的空载体条带和一条 ４８０ ｂｐ 的目

的条带（图 ２）。 ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 与 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 测

序鉴定结果与预期相符。 将 ｐＶＡＸ１ － ＦＳＡ１ 转染

ＢＨＫ 细胞，采用 ＲＴ－ＰＣＲ 法测定重组质粒在 ＢＨＫ
细胞中的表达，结果表明重组质粒 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 转

染后能在 ＢＨＫ 细胞中稳定表达（图 ３）。

Ｍ１： ＤＬ１５０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２： ＤＬ２０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１：重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＦＡＳ１；２：重组质粒 ＥｃｏＲⅠ＋ＸｈｏⅠ双酶切产物

Ｍ１： ＤＬ１５０００ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２： ＤＬ２０００ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１： ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１； ２： Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒｏｍ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲⅠ＋ＸｈｏⅠ

图 １　 重组表达质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１

Ｍ１： ＤＬ１５０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２： ＤＬ２０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１：重组质粒 ｐＶＡＸ１－ＦＡＳ１；２：重组质粒 ＥｃｏＲⅠ＋ＸｂａⅠ双酶切产物

Ｍ１： ＤＬ１５０００ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２： ＤＬ２０００ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１： ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１； ２： Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒｏｍ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲⅠ＋ＸｂａⅠ

图 ２　 重组表达质粒 ｐＶＡＸ１－ＦＡＳ１ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：转染的 ＢＨＫ 细胞中表达的 ＦＳＡ１ 基因；

２：未转染的 ＢＨＫ 细胞

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓ

ｔｈｅ ＦＳＡ１ ｇｅｎｅ；２： ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ ｃｅｌｌｓ

图 ３　 ＦＳＡ１ 基因的 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＳＡ１ ｇｅｎｅ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ

２．２　 共免疫疫苗的制备

２．２．１　 蛋白制备　 重组菌 ＢＬ－ＦＳＡ１ 经 ＩＰＴＧ 诱导

后用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检 测， 结 果 表 明 在 ３７ ℃、
０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 的条件下诱导 ４ ｈ 能大量表达重

·４·
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组蛋白 ｒＦＳＡ１，更高浓度的 ＩＰＴＧ 并不会增加目的

蛋白的表达量（图 ４）。

Ｍ：未预染的蛋白质分子质量标准；

１：ｐＥＴ２８ａ 未经 ＩＰＴＧ 诱导；２：ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 未经 ＩＰＴＧ 诱导；

３：ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 经 ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导；４：ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 经

０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导；５：ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ 经 １．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导

Ｍ： Ｕｎｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｐＥＴ２８ａ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ； ２： ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ；

３： ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ａｔ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；

４： ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ａｔ ０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；

５： ｐＥＴ２８ａ－ＦＳＡ１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ａｔ １．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

图 ４　 ＦＳＡ１ 基因诱导表达 ＩＰＴＧ 浓度的优化

Ｆｉｇ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｒｎｔｒａｔｉｏｎ

ｆｏｒ ＦＳＡ１ ｇｅｎｅ

　 　 收集裂解菌离心后的上清液和沉淀分别进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，可溶性分析表明 ｒＦＳＡ１ 主要以包涵体

形式存在；重组蛋白溶液通过曲拉通去除内毒素

后，经鲎试剂检测内毒素含量＜１．２５ ＥＵ ／ ｍＬ；重组

蛋白溶液经 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定浓度为

０．５ ｍｇ ／ ｍＬ。
２．２．２　 质粒制备　 将按照文献［１０］ 中方法提取的质

粒通过曲拉通去内毒素后，鲎试剂检测其内毒素含

量＜１．２５ ＥＵ ／ ｍＬ，质粒溶液经紫外分光光度计测定

浓度为 １．５ ｍｇ ／ ｍＬ。
２．３　 皮炎评分结果　 对各组猫每次攻跳蚤后第 ３
天给猫进行 ＦＡＤ 症状打分，计算丘疹、脱毛、结痂

各种皮炎总分。 随着各组攻跳蚤的次数增多，猫出

现多处丘疹，结痂，脱毛等临床病症，引起了严重的

过敏性皮炎。 ＦＡＤ 对照组（５．５ 分）在第 ４ 次攻跳

蚤后皮炎评分达到最高值，它与载体对照组（５． ７
分）和蛋白对照组（５．３ 分）得分接近。 共免疫组第

４ 次攻跳蚤后皮炎评分为 １．９ 分，与 ＦＡＤ 对照组、
载体对照组和蛋白对照组相比分值明显减小（图
５）。 以上结果说明对照组 ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ１ 和 ＢＳＡ＋
ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 对猫 ＦＡＤ 没有影响或影响较小。 而

共免疫 ｒＦＳＡ１＋ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 能显著抑制猫 ＦＡＤ，
因此可以成为预防猫 ＦＡＤ 的候选疫苗。 图 ６ 为猫

ＦＡＤ 发病的典型症状。

图 ５　 各组实验猫皮炎总评分

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ

·５·
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图 ６　 猫 ＦＡＤ 的典型症状

Ｆｉｇ ６　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ＦＡＤ ｉｎ ｃａｔｓ

３　 讨　 论

调节性 Ｔ 细胞是一类具有调节其他免疫细胞

功能的 Ｔ 细胞亚群。 调节性 Ｔ 细胞有多种免疫调

节机制，其中最重要的一种是通过分泌细胞因子发

挥调节作用。 研究人员发现共免疫可以诱导机体

产生一群 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ，这群 ｉＴｒｅｇ 具有

对特异性抗原的反应性，分泌 ＩＬ－１０ 和 ＴＧＦ－β 等

抑制性细胞因子，抑制炎症 Ｔ 细胞［８］。 靳津在治疗

猫 ＦＡＤ 的实验中进一步证明了共免疫可以减弱猫

对跳蚤提取物皮试反应、减少组织中肥大细胞的聚

集和抑制 Ｔ 细胞增殖，这与机体中过敏相关细胞因

子 ＩＬ－５ 的分泌减少，抑制性细胞因子 ＩＬ－１０ 的分

泌增加有关，从而改善了跳蚤过敏性皮炎的症

状［９］。 除了细胞因子途径以外，Ｔｒｅｇ 还可以通过细

胞溶解、代谢阻断、调节树突状细胞的成熟或功能

发挥抑制作用。 但目前尚不清楚共免疫诱导的

ｉＴｒｅｇ 调节免疫抑制是否有多种机制共同作用。 据

此我们推测，本研究利用共免疫预防保护猫 ＦＡＤ
具有上述类似的抑制机理。

在观察猫 ＦＡＤ 发病情况时，我们发现即使在

相同的环境下诱导 ＦＡＤ，猫 ＦＡＤ 的发病程度也会

存在差异。 为了说明本实验猫的发病程度，将 ＦＡＤ
对照组皮炎评分分值划为 ４ 个档次：０ 分为不发病；
１－３ 分为发病轻微；４－６ 分为中度发病；６－９ 分为严

重发病。 ＦＡＤ 对照组在攻完 ４ 轮跳蚤后有 ６ 只猫

严重发病，有 １ 只中度发病，有 ２ 只发病轻微，甚至

还有 １ 只没有任何症状。 我们认为 ＦＡＤ 组猫发病

程度差异较大与猫对跳蚤的敏感性存在个体差异

有关，即有的猫被少量跳蚤叮咬就能引起剧烈瘙

痒，产生明显的病症，但有的猫即使感染了大量跳

蚤只表现出轻微病症甚至不发病。 因此，人为诱导

猫 ＦＡＤ 发病是存在个体差异的，这与 Ｗｉｌｋｅｒｓｏｎ Ｍ．
Ｊ．诱导犬 ＦＡＤ 的发病程度存在差异的情况类

似［１１］。
本文提出的攻跳蚤和皮炎评分方法是由 Ｗｉｌｋ⁃

ｅｒｓｏｎ Ｍ Ｊ 等［１１］建立并用于评价犬 ＦＡＤ 发病程度，
后来靳津等［９］将这种方法优化后用于评价共免疫

对猫 ＦＡＤ 的治疗效果。 在本研究中，我们按照同

样的方法成功诱导了猫 ＦＡＤ 并进行皮炎评分，通
过四轮攻跳蚤后皮炎评分能达到最高值，该模型可

以对共免疫预防猫 ＦＡＤ 的效果进行客观评定。 靳

津通过建立猫 ＦＡＤ 模型后，利用共免疫治疗猫

ＦＡＤ，皮炎评分迅速下降，取得了显著治疗效果。
在我们的试验中通过预先共免疫，再进行诱导猫

ＦＡＤ，皮炎评分只是略微增加，远远小于 ＦＡＤ 对照

组的皮炎评分，证明了共免疫重组蛋白 ｒＦＳＡ１＋质
粒 ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 对猫 ＦＡＤ 具有显著的预防保护效

果。 为了排除其他 ＤＮＡ 和蛋白质组合诱导非特异

性免疫抑制的可能性，我们增加了免疫 ｒＦＳＡ１ ＋
ｐＶＡＸ１、ＢＳＡ＋ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 的猫作为载体对照组

和蛋白对照组，结果表明免疫非相关组合 ｒＦＳＡ１＋
ｐＶＡＸ１、ＢＳＡ＋ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 对猫 ＦＡＤ 没有保护效

果，只有共免疫 ｒＦＳＡ１ ＋ ｐＶＡＸ１ － ＦＳＡ１ 才能对猫

ＦＡＤ 起到保护作用，体现了该候选疫苗的特异性。
然而共免疫组（１．９ 分）与空白对照组（０．４ 分）相

比，仍有轻微的皮炎症状。 对此，我们猜测可能与

本研究的免疫方式或免疫剂量有关，在本研究中，
我们是每 １４ ｄ 免疫一次，共免疫 ２ 次，每次 ５００ μｇ
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ＢＳＡ＋５００ μｇ ｐＶＡＸ１－ＦＳＡ１ 于腿部肌肉注射，下一

步，我们计划通过改进免疫方式、免疫剂量以期得

到更好的保护效果。
本实验室首创利用共免疫生物制剂预防跳蚤

过敏性皮炎，经实验证明能取得较好的预防效果，
具有操作方便、疗程短的优点，且无副作用，是一个

安全性高、具有抗原特异性的方法。 总的来说，实
验结果已表明了共免疫预防猫 ＦＡＤ 的潜能，作为

候选疫苗具有良好的开发应用前景。 但如何提高

共免疫的预防保护效果需要进一步研究。
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