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［摘　 要］ 　 为获得对猪具有免疫刺激活性的含 ＣｐＧ 序列的重组质粒，设计合成了 １１ 条 ＣｐＧ 序列，
应用 ＭＴＳ 比色法测定合成 ＣｐＧ ＯＤＮｓ 刺激猪 ＰＢＭＣ 增殖的能力，结果有 １０ 条 ＣｐＧ ＯＤＮ 对猪 ＰＢＭＣ
具有刺激活性（ＳＩ ＞ ２）；以对猪 ＰＢＭＣ 具有较高刺激活性的 ＣｐＧ０６ 和 ＣｐＧ０８ 为核心，分别合成含 ６
次重复序列的重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８，并检测其对猪 ＰＢＭＣ 的刺激活性，结果重组质粒

ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 对猪 ＰＢＭＣ 的刺激指数分别可达 ４． ９７ 和 ５． ３２，并可刺激猪 ＰＢＭＣ 产生较高水平

的 ＩＬ － ４。 研究获得的重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 对猪 ＰＢＭＣ 具有较好的刺激活性，可为猪用 ＣｐＧ
佐剂的研究提供参考。
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ｔｅｎ ＣｐＧ ＯＤＮｓ ｈａｓ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｔｈｅ ＰＢＭＣ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ（ＳＩ ＞ ２）． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＣｐＧ０６ ａｎｄ
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ＰＢＭＣ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＩ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＣｐＧ０６ ａｎｄ ｐＣｐＧ０８ ｗａｓ ４． ９７ ａｎｄ ５． ３２，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ － ４ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ＰＢＭＣ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＣｐＧ０６ ａｎｄ ｐＣｐＧ０８ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ＰＢＭＣ，
ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＣｐＧ ａｄｊｕｖａｎｔｓ ｆｏｒ ｐｉｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＣｐＧ ＯＤＮ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ； ａｄｊｕｖａｎｔｓ

　 　 近年来发现的宿主细胞受体和先天免疫反应

激活中的“危险信号” （存在于细菌、病毒和真菌

中）的作用改变了我们对免疫学的理解［１］，在已知

的激活机体先天免疫反应的 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ）中，
Ｔｏｌｌ 样受体 ９（ＴＬＲ９）能够识别细菌和病毒 ＤＮＡ 中

的非甲基化寡聚核苷酸（ＣｐＧ ＯＤＮ）基序，并通过诱

导炎性细胞因子和 Ｉ 型干扰素（ＩＦＮ）产生以 Ｔｈ１ 型

为主的免疫应答和 ＣＤ８ ＋ 细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞应

答［２］。 与细菌或病毒 ＤＮＡ 相似，人们发现合成的

ＣｐＧ ＯＤＮ 能够模拟天然 ＣｐＧ ＯＤＮ 的免疫刺激活

性，诱导 Ｂ 细胞和浆细胞样树突状细胞的增殖，分
泌多种细胞因子、趋化因子和 ＩｇＭ［３ － ４］，从而激活人

类、灵长类动物和其他动物的先天性免疫系统［５］。
不同种类动物的 ＴＬＲ ９ 不同，与 ＣｐＧ ＯＤＮ（Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｐ 型 ＣｐＧ ＯＤＮ）作用后诱导的信号通路有所差异，
因此，ＣｐＧ ＯＤＮ 发挥免疫活性具有种属特异性。
Ｋａｍｓｔｒｕｐ 等研究表明，使用同样的 ＣｐＧ ＯＤＮ 可以

诱导猪外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中 ＩＬ －６ 和 ＩＬ －１２
的表达和增殖［６］，但在小鼠实验中未观察到这种刺激

作用［７］。 诸多研究表明，ＣｐＧ ＯＤＮ 在猪传染性疾病的

预防和治疗方面具有潜力［８］。 本研究对筛选构建的

ＣｐＧ 重组质粒对猪 ＰＢＭＣ 的免疫刺激活性进行研

究，为新型猪用疫苗分子佐剂的研制提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料　 ＩＭＤＭ 细胞培养液购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司（批号：１９６７３３９）；胎牛血清（批号：ＴＢＤ３１ＨＢ）和
猪外周血淋巴细胞分离液 ＫＩＴ（批号：ＬＤＳ１１０８）均
购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司；ＣｏｎＡ
购自上海研生实业有限公司（批号：１２２Ｈ０３５）；ＭＴＳ

购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司（批号：３１３５７５）；质粒提取试剂

盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司（批号：１６０１８ＫＡ１）；猪 ＩＬ － ４
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（批号：２０１９０７１６） 和猪 ＩＦＮ － γ
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（批号：２０１９０７１６）均购自北京索

莱宝科技有限公司；限制性内切酶 ＥｏｃＲⅠ（批号：
Ｋ２６０２ＡＡ）和 Ｈｉｎｄ Ⅲ（批号：ＡＨ５０８５８Ａ） 均购自

ＴａＫａＲａ 公司。
１． ２　 试验方法

１． ２． １ 　 ＣｐＧ ＯＤＮ 的设计与合成 　 根据对猪和人

具有较好刺激活性的 ＣｐＧ 基序 ＡＴＣＧＡＴ、ＧＴＣＧＴＴ
和 ＧＡＣＧＴＴ，设计并合成 １１ 条包含 ＣｐＧ 单元的序

列，其中，ＧＣ － ＯＤＮ 为不含 ＣｐＧ 基序的阴性序列，
全部 ＣｐＧ ＯＤＮ 的核酸骨架进行硫代修饰，由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成（表 １）。

表 １　 ＣｐＧ ＯＤＮｓ 序列

Ｔａｂ １　 ＣｐＧ ＯＤＮｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ＣｐＧ ＯＤＮ 序列 长度 ／ ｂｐ

ＧＣ － ＯＤＮ ＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＴＧＣＴＴＴＴＧＴＧ ２０

ＣｐＧ０１ ＴＣＡＴＣＧＡＴＡＴＣＧＡＴＴＴＡＴＣＧＡＴ ２２

ＣｐＧ０２ ＡＴＣＧＡＴＧＧＴＣＧＴＴＧＴＣＧＴＴＴＣ ２１

ＣｐＧ０３ ＴＣＡＴＣＧＡＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＡＣＧＴＴ ２４

ＣｐＧ０４ ＴＣＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＣＧＡＴＴＴＧＴＣＧＴＴ ２４

ＣｐＧ０５ ＡＡＣＧＴＴＣＡＴＣＧＡＴＡＴＣＧＡＴＧＴ ２１

ＣｐＧ０６ ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＡＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ ２４

ＣｐＧ０７ ＴＣＡＡＣＧＴＴＴＴＧＡＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ ２４

ＣｐＧ０８ ＡＴＣＧＡＴＴＴＧＴＣＧＴＴＡＴＣＧＡＴ ２０

ＣｐＧ０９ ＴＣＡＴＣＧＡＴＴＴＧＴＣＧＴＴＡＴＣＧＡＴ ２２

ＣｐＧ１０ ＴＣＴＡＣＧＴＴＴＴＣＡＧＣＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ ２４

ＣｐＧ１１ ＴＣＴＡＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ ２４
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１． ２． ２　 猪 ＰＢＭＣ 的分离和培养　 用 ７５％酒精消毒

４ ～ ６ 周龄健康未接种疫苗猪颈部皮肤，固定后从

前腔静脉无菌采血，用含肝素的无菌真空采血管收

集血液。 按照猪外周血单个核细胞分离液试剂盒

使用说明，分离获得猪 ＰＢＭＣ。 以 １ ｍＬ 的含 １０％
胎牛血清 ＩＭＤＭ 营养液重悬细胞，取 ９０ μＬ 重悬所

得的细胞并加入 １０ μＬ 台盼蓝染色液，轻轻混匀，
染色 ３ ｍｉｎ；吸取少量经过染色的细胞，在倒置显微

镜下观察并计算细胞数待用。
１． ２． ３ 　 不同序列的 ＣｐＧ ＯＤＮ 刺激猪 ＰＢＭＣ 增殖

能力检测　 使用含 １０％ 胎牛血清的 ＩＭＤＭ 营养液

将猪 ＰＢＭＣ 浓度调至 １ × １０６ ／ ｍＬ，接种于 ９６ 孔细胞

培养 板， 每 孔 １００ μＬ。 分 别 加 入 阴 性 对 照

ＧＣ － ＯＤＮ和设计合成的 １１ 条 ＣｐＧ ＯＤＮ 序列，ＣｐＧ
ＯＤＮ 的终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ；阳性对照孔加入 ＣｏｎＡ
溶液，加入终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ；空白组加入与 ＣｐＧ
ＯＤＮ 等体积的 ＰＢＳ，每组 ３ 个复孔。 将 ９６ 孔细胞

培养板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ３２ ｈ，培
养结束前 ４ ｈ，每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＳ 溶液，培养结束

后立即用酶标仪检测各孔在 ４９０ ｎｍ 波长的 ＯＤ 值，
并计算刺激指数 （ ＳＩ 值）， ＳＩ 值计算公式如下：
ＳＩ ＝ （ＯＤ样品 － ＯＤ空白） ／ （ＯＤ阴性 － ＯＤ空白）。
１． ２． ４ 　 含 ＣｐＧ 基序重组质粒的合成和鉴定 　 以

１． ２． ３ 项中筛选出的对猪 ＰＢＭＣ 具有较好刺激活性

的 ＣｐＧ 序列为核心，设计含 ６ 次重复的 ＣｐＧ 序列，
并在其两侧分别加入 ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点，
两端含有酶切位点的双链 ＣｐＧ ＯＤＮ 由宝生物（大
连）有限公司合成并克隆入 ｐＵＣ１９ 载体中，对获得

的重组质粒进行酶切鉴定和测序鉴定。
１． ２． ５ 　 重组质粒刺激猪 ＰＢＭＣ 增殖能力检测 　
将提取的ＣｐＧ ＯＤＮ 重组质粒接种于含猪 ＰＢＭＣ 的

９６ 孔板，ＰＢＭＣ 浓度为 １ × １０６ ／ ｍＬ，每孔 １００ μＬ。
质粒终浓度分别为 １、２． ５、５ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ，同时设

阴性对照和空白对照，阳性对照孔加入 ５ μｇ ／ ｍＬ
ＣｏｎＡ 溶液。 按照 １． ２． ３ 项中方法测定各孔在 ４９０
ｎｍ 波长的 ＯＤ 值，并计算 ＳＩ 值。
１． ２． ６ 　 细胞因子 ＩＬ － ４ 和 ＩＦＮ － γ 检测 　 将猪

ＰＢＭＣ浓度调至 １ × １０６ ／ ｍＬ，接种于 ９６ 孔细胞培养

板，每孔 １００ μＬ。 将 ＣｐＧ ＯＤＮ 重组质粒分别加入

９６ 孔细胞培养板，质粒终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ，空白组

加入 ＰＢＳ，同时设不含 ＣｐＧ 基序的质粒作为对照，
每个样品设 ３ 个重复孔，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养

箱中培养 ２４ ｈ。 每孔收集上清 １００ μＬ，按照猪

ＩＬ － ４ 和 ＩＦＮ － γ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书的操作

步骤进行，根据标准曲线确定所测细胞因子的

浓度。
１． ２． ７　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ１１． ０ 软件进行统

计学分析，实验结果以平均值 ± 标准差表示，组间

均数比较采用完全随机试验方差分析的方法，检验

水准 α ＝０． ０５。
２　 结果与分析

２． １　 不同序列 ＣｐＧ ＯＤＮ 刺激猪 ＰＢＭＣ 增殖能力

检测　 结果见表 ２。 使用不同序列 ＣｐＧ ＯＤＮ 刺激猪

ＰＢＭＣ，除 ＣｐＧ０４ 外，其他 ＣｐＧ ＯＤＮ 的 ＳＩ 值均大于

２，其中 ＣｐＧ０６、ＣｐＧ０７ 和 ＣｐＧ０８ 的 ＳＩ 值分别为５． ８２、
５． ２７ 和 ５． ５８，对猪 ＰＢＭＣ 具有较好的刺激活性。

表 ２　 不同序列 ＣｐＧ ＯＤＮ 对猪 ＰＢＭＣ 刺激效果

Ｔａｂ ２　 ＣｐＧ ＯＤＮ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｐｉｇ ＰＢＭＣ
组别 ＯＤ 值 ＳＩ 值 组别 ＯＤ 值 ＳＩ 值

ＣｏｎＡ ０． ４７１ ± ０． ０２５ ５． ９２ ＣｐＧ０５ ０． ４５８ ± ０． ０４０ ４． ８９

ＧＣ － ＯＤＮ ０． ３４５ ± ０． ０３７ １． ００ ＣｐＧ０６ ０． ４８５ ± ０． ０３０ ５． ８２

空白对照 ０． ３１９ ± ０． ０４ – ＣｐＧ０７ ０． ４６９ ± ０． ０３４ ５． ２７

ＣｐＧ０１ ０． ４１２ ± ０． ０９１ ３． ３１ ＣｐＧ０８ ０． ４７８ ± ０． ０２０ ５． ５８

ＣｐＧ０２ ０． ３９５ ± ０． ００９ ２． ７２ ＣｐＧ０９ ０． ３７８ ± ０． ０８３ ２． １３

ＣｐＧ０３ ０． ４１２ ± ０． ０７５ ３． ６２ ＣｐＧ１０ ０． ４１３ ± ０． ０４２ ３． ３４

ＣｐＧ０４ ０． ３５７ ± ０． ０５７ １． ４１ ＣｐＧ１１ ０． ４２１ ± ０． ０５４ ３． ６２

·１６·
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２． ２　 ＣｐＧ ＯＤＮ 重组质粒酶切鉴定　 以对猪 ＰＢＭＣ
具有较好刺激活性的 ＣｐＧ０６ 和 ＣｐＧ０８ 为核心，经 ６
次重复，两端分别加入 ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点，
合成并构建获得重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８。 对

获得的重组质粒经酶切鉴定（图 １），结果分别获得

约 １８１ ｂｐ 和 １５８ ｂｐ 的目的片段，与预期大小相符，
构建的重组质粒经进一步测序鉴定证明构建正确。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１． ｐＣｐＧ０６ Ｈｉｎｄ Ⅲ单酶切；

２． ｐＣｐＧ０６ ＥｃｏＲＩ 单酶切；３． ｐＣｐＧ０６ Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切；

４． ｐＣｐＧ０８ Ｈｉｎｄ Ⅲ单酶切；５． ｐＣｐＧ０８ ＥｃｏＲ Ｉ 单酶切；

６． ｐＣｐＧ０８ Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０６ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲ；

２． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０６ ｂｙ ＥｃｏＲ Ｉ；

３． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０６ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲ ａｎｄ ＥｃｏＲ Ｉ；

４． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０８ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲ；

５． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０８ ｂｙ ＥｃｏＲ Ｉ；

６． Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣｐＧ０８ ｂｙ Ｈｉｎｄ Ⅲ ａｎｄ ＥｃｏＲ Ｉ

图 １　 重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ １　 Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＣｐＧ０６ ａｎｄ ｐＣｐＧ０８

２． ３　 ＣｐＧ ＯＤＮ 重组质粒刺激猪 ＰＢＭＣ 增殖能力检

测　 结果见表 ３。 重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 接

种猪 ＰＢＭＣ 后测得其 ＳＩ 值均大于 ２，且 ＳＩ 值随质

粒浓度的增加而升高。 当质粒浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ 以

上时，重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 的 ＳＩ 值分别大

于 ４ 和 ５，表明构建的重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８
对猪 ＰＢＭＣ 具有较好的刺激活性。

表 ３　 不同浓度 ＣｐＧ 重组质粒对猪 ＰＢＭＣ 刺激效果

Ｔａｂ ３　 Ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣｐＧ ｍｏｔｉｆ ｔｏ ｐｉｇ ＰＢＭＣ
组别 浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ＯＤ 值 ＳＩ 值

ｐＣｐＧ０６

１ ０． ３８４ ± ０． ０１７ ２． ８１
２． ５ ０． ４０２ ± ０． ０１２ ３． ５２
５ ０． ４０８ ± ０． ００５ ４． ３５
１０ ０． ４２７ ± ０． ０１１ ４． ９７

ｐＣｐＧ０８

１ ０． ３８５ ± ０． ０１１ ２． ８６
２． ５ ０． ４０４ ± ０． ０２３ ３． ６４
５ ０． ４２４ ± ０． ０３５ ５． １４
１０ ０． ４３４ ± ０． ０１９ ５． ３２

ＧＣ － ＯＤＮ

１ ０． ３４６ ± ０． ０１６ １
２． ５ ０． ３４６ ± ０． ００６ １
５ ０． ３４４ ± ０． ０２５ １
１０ ０． ３４５ ± ０． ０２３ １

ＣｏｎＡ ５ ０． ４２５ ± ０． ０１７ ５． ２２
空白对照 ＰＢＳ ０． ３２４ ± ０． ０２３ －

　 “ － ”：Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ＳＩ ｖａｌｕｅ

２． ４　 细胞因子 ＩＬ － ４ 和 ＩＦＮ － γ 检测　 用 ｐＣｐＧ０６
和 ｐＣｐＧ０８ 重组质粒分别刺激猪 ＰＢＭＣ ２４ ｈ 后，收
集上清，检测上清中 ＩＬ － ４ 和 ＩＦＮ － γ 含量。 图 ２
结果表明，ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 重组质粒能够促进猪

ＰＢＭＣ 高分泌细胞因子 ＩＬ － ４，而对 ＩＦＮ － γ 的分泌

没有明显影响。

图 ２　 ＣｐＧ 重组质粒刺激猪 ＰＢＭＣ 后 ＩＬ －４ 和 ＩＦＮ － γ分泌水平

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣｐＧ ｍｏｔｉｆ ｏｎ ＩＬ －４ ａｎｄ ＩＦＮ － γ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣ ｃｅｌｌｓ

·２６·
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３　 讨论和结论

在佐剂的研究中，人们逐渐认识到固有免疫对

获得性免疫的促进作用。 ＣｐＧ ＯＤＮ 是 ＴＬＲ９ 的激

动剂，能刺激人及哺乳动物的天然免疫应答，在作

为疫苗佐剂、抗病毒及抗肿瘤方面显示出应用前

景。 小鼠体内研究中已证实，ＣｐＧ ＯＤＮ 能通过激

活免疫反应抵抗广泛的病毒和其他微生物，如

ＨＢＶ、ＨＩＶ、ＨＳＶ、李斯特菌等的感染。 Ｃｏｌｅｙ 公司开

发的 Ｃ 型 ＣｐＧ ＯＤＮ １０１０１ 具有剂量依赖性地降低

ＨＣＶ 感染者血中病毒 ＲＮＡ 水平的作用，患者耐受

性良好［９］。 ＣｐＧ ＯＤＮ ７９０９ 用作乙肝疫苗佐剂的临

床试验显示，接种疫苗和 ７９０９ 混合物的受试者血

清中抗原特异性的抗体出现更早，滴度更高［１０］。

我国朱鸿飞等将设计合成的 ＣｐＧ 序列与 ｐＵＣ１８ 载

体链接，获得的重组质粒与猪繁殖与呼吸综合征

（ＰＲＲＳ）活疫苗联合使用，能够有效提高 ＰＲＲＳ 特

异性抗体和细胞因子水平，提高疫苗的免疫保护

效果［８］。

ＣｐＧ ＯＤＮ 能以 ＴＬＲ９ 依赖的方式刺激机体的

固有免疫应答，通常用于 ＴＬＲ９ 应答研究［１１］。 已有

报道表明，用不同 ＣｐＧ ＯＤＮｓ 体外刺激 ３ 种猪源细

胞，都能够使猪源细胞 ＴＬＲ９ 相关信号通路分子的

转录水平升高，分别可作为潜在的猪 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、Ｔｈ１

和 Ｔｈ２ 型免疫反应特异性诱生剂促进不同类型细

胞因子的表达［１２］。 本研究根据对猪和人具有较好

刺 激 活 性 的 ＣｐＧ 基 序 ＡＴＣＧＡＴ、 ＧＴＣＧＴＴ 和

ＧＡＣＧＴＴ，设计并合成 １１ 条 ＣｐＧ 序列，除 ＣｐＧ０４

外，其他 ＣｐＧ ＯＤＮ 的 ＳＩ 值均大于 ２。 其中 ＣｐＧ０６

和 ＣｐＧ０８ 的 ＳＩ 值最高，分别为 ５． ８２ 和 ５． ５８，对猪

ＰＢＭＣ 具有较好的刺激活性。 以 ＣｐＧ０６ 和 ＣｐＧ０８

为核心基序，分别合成 ６ 次重复序列，并连接入

ｐＵＣ１９ 载体，获得的重组质粒 ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８

对猪 ＰＢＭＣ 均具有较好的刺激活性，ＳＩ 值分别可达

４． ９７ 和 ５． ３２。 同时能够刺激猪 ＰＢＭＣ 产生较高水

平的 ＩＬ － ４，而对 ＩＦＮ － γ 的产生无明显刺激活性，

这与部分 ＣｐＧ 对免疫活性细胞的刺激作用研究结

果一致［１３］，而针对于其他细胞因子的促进作用仍

有待于进一步研究，进而确定其所适用的疫苗

类型。

总之，本研究获得的含 ＣｐＧ 基序重组质粒

ｐＣｐＧ０６ 和 ｐＣｐＧ０８ 对猪 ＰＢＭＣ 具有较好的刺激活

性，并可刺激猪 ＰＢＭＣ 产生较高水平的 ＩＬ － ４，为

ＣｐＧ 重组质粒作为疫苗佐剂的研究奠定了试验

基础。
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［２］ 　 Ｃｏｂａｎ Ｃ， Ｉｓｈｉｉ Ｋ Ｊ， Ｋａｗａｉ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｌｌ － ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ９

ｍｅｄｉａｔｅｓ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｍａｌａｒｉａ ｐｉｇｍｅｎｔ

ｈｅｍｏｚｏｉｎ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００５， ２０１

（１）：１９ － ２５．

［３］ 　 Ｇｒａｓｓｉａ Ｇ， ＭａｃＲｉｔｃｈｉｅ Ｎ， Ｐｌａｔｔ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄ

ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ： ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ

ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ？ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ， ２０１３， １３７

（２）：１７２ － １８２．

［４］ 　 Ｏｋｕｄａ Ｋ， Ｗａｄａ Ｙ， Ｓｈｉｍａｄａ Ｍ． Ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｅ⁃

ｃｌｉｎｉｃａｌ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅｓ， ２０１４， ２（１）：８９ － １０６．

［５］ 　 Ｍｕｔｗｉｒｉ Ｇ Ｋ， Ｎｉｃｈａｎｉ Ａ Ｋ， Ｂａｂｉｕｋ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ

ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣｐＧ ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙ⁃

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ｒｅｌｅａｓｅ， ２００４， ９７ （１）：

１ － １７．

［６］ 　 Ｋａｍｓｔｒｕｐ Ｓ， Ｖｅｒｔｈｅｌｙｉ Ｄ， Ｋｌｉｎｍａｎ Ｄ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＣｐＧ － ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００１， ７８

（４）：３５３ － ３６２．

［７］ 　 Ｓｔｅｄｅ Ｙ， Ｖｅｒｄｏｎｃｋ Ｆ， Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｒｃｉｎｅ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＣｐＧ － ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ Ｂ － ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＨＣ － ＩＩ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ

Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ， ２００５， １０５（１ ／ ２）：１１５ － １２４．

［８］ 　 Ｇｕｏ Ｘ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｈｏｕ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ＣｐＧ ｍｏｔｉｆｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｌｉｖｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ２０１１， １４４（３ ／ ４）： ４０５ － ４０９．

［９］ 　 ＭｃＨｕｔｃｈｉｓｏｎ Ｊ Ｇ， Ｂａｃｏｎ Ｂ Ｒ， Ｇｏｒｄｏｎ Ｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈａｓｅ １Ｂ，
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ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ， ｄｏｕｂｌｅ － ｂｌｉｎｄ， ｄｏｓｅ － ｅｓｃａｌａｔｉｏｎ ｔｒｉａｌ ｏｆ ＣＰＧ １０１０１

ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ， ２００７，

４６（５）：１３４１ － １３４９．

［１０］ Ｃｏｏｐｅｒ Ｃ Ｌ， Ｄａｖｉｓ Ｈ Ｌ， Ｍｏｒｒｉｓ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＣＰＧ７９０９， ａｎ ｉｍｍｕｎｏ⁃

ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ＴＬＲ９ ａｇｏｎｉｓｔ ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｃｌｅｏｔｉｄｅ， ａｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｔｏ

Ｅｎｇｅｒｉｘ Ｂ ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔｓ： ａ ｄｏｕｂｌｅ ｂｌｉｎｄ ｐｈａｓｅ

Ｉ ／ ＩＩ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２００４， ２４（６）：

６９３ － ７０１．

［１１］ Ｂｌａｓｉｕｓ Ａ Ｌ， Ｂｅｕｔｌｅｒ Ｂ． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｏｌｌ － ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ．

Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１０， ３２（３）：３０５ － ３１５．

［１２］ 邓 慧，张丽琳，黎瑞巧，等． 不同 ＣｐＧ ＯＮＤｓ 对猪源细胞免疫

分子转录水平的影响 ［ Ｊ］ ． 动物医学进展，２０１８，３９ （ １ ）：

２２ － ３０．

Ｄｅｎｇ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｌ， Ｌｉ Ｒ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣｐＧ

ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２０１８， ３９（１）：２２ － ３０．

［１３］ 秦宏超， 芮程磊， 陈文艳， 等． ＴＬＲ９ 激动剂 ＣｐＧ ＯＤＮ 对

Ｂ 细胞分泌细胞因子的影响［ Ｊ］ ． 扬州大学学报， ２０１６， ３７

（２）： １７ － ２１．

Ｑｉｎ Ｈ Ｃ， Ｒｕｉ Ｃ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｗ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＬＲ９ ａｇｏｎｉｓｔ

ＣｐＧ ＯＤＮ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ Ｂ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１６， ３７（２）：１７ － ２１．
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