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ＰＲＲＳ聚乳酸乙醇酸微粒ＤＮＡ疫苗的制备
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摘　要：为增强ＤＮＡ疫苗的免疫效果，采用溶媒挥发法制备聚乳酸乙醇酸［ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ－ｃｏ－ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）（ＰＬＧＡ）］微

粒，将猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５吸 附 到 该 微 粒 表 面，检 测ＰＬＧＡ微 粒 对ＤＮＡ的 吸 附 量、

体外释放情况以及在小鼠体内的免疫原性。结果表明在６ｈ内ＰＬＧＡ微粒的ＤＮＡ吸附量可达到０．９％，在体外的

释放情况受到ＣＴＡＢ含量、ＰＬＧＡ分子量、ＰＬＧＡ浓度和内水相体积等诸多因素的影响。与裸ＤＮＡ疫苗同时免疫

小鼠后，发现ＰＬＧＡ微粒可显著增强所吸附ＤＮＡ疫苗诱导的体液免疫和细胞免疫，显示其作为载体递送ＤＮＡ疫

苗方面具有较好的应用前景。
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　　ＤＮＡ疫苗已在动物疾病预防中使用多年，具有

制备周期短、针对性强、安全性高、可同时诱导机体

产生细胞免疫和体液免疫的优势。但与其它疫苗相

比，其免疫效果相对较差，且需要多次、大剂量的注

射，极大地限制了ＤＮＡ疫苗的广泛应用［１－２］。猪繁

殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是严重危害养猪业且极难
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有效 防 治 的 重 要 传 染 病 之 一。目 前 研 究 表 明，

ＯＲＦ５是猪繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒（ＰＲＲＳＶ）主 要

的保护性抗原基因，其中ＯＲＦ５编码的ＧＰ５囊膜糖

蛋白是诱导中和抗体和细胞免疫重要的靶蛋白，但

基于ＯＲＦ５构建的ＰＲＲＳ　ＤＮＡ疫苗往往存在免疫

效价低和保 护 性 不 高 等 问 题。为 提 高ＰＲＲＳ　ＤＮＡ
疫苗的免疫效果，首先可以通过修饰载体以增强目

标抗原的表达量；其次，将ＤＮＡ疫苗与佐剂联合使

用；第三，可以改变ＤＮＡ疫苗的递送方式。采用在

生物 体 内 可 降 解 的 高 分 子 聚 合 物 作 为 载 体 递 送

ＤＮＡ疫苗，这不仅有助于提高ＤＮＡ疫苗的免疫效

价，还能大大减少ＤＮＡ疫苗的接种量和接种次数，
为ＤＮＡ疫苗的使用提供新的思路［３］。

聚乳酸－乙 醇 酸（ＰＬＧＡ）是 一 种 生 物 可 降 解 的

高分子聚合物，具有良好的生物相容性，被广泛应用

于制药，特别是作为大分子药物 递 送 载 体 方 面［４－５］。
由ＰＬＧＡ制备的表面带正电荷ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒

可以有效地吸附并保护ＤＮＡ，通过缓慢释放能够提

高所 吸 附 ＤＮＡ 疫 苗 在 体 内 的 半 衰 期 和 免 疫 效

果［６］。目前在人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）和口蹄疫病

毒（ＦＭＤＶ）的研究中已证实，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒可

显著增强ＤＮＡ疫 苗 所 诱 导 的 免 疫 应 答［７－８］。本 研

究首先采 用 溶 媒 挥 发 法 制 备 表 面 带 正 电 荷 的ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，再将ＤＮＡ疫苗吸附到其表面，然

后检测所制备ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒对ＤＮＡ的

吸附量和 体 外 释 放 情 况，免 疫 小 鼠 后 检 测ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ微粒对ＰＲＲＳ　ＤＮＡ疫 苗 的 免 疫 增 强 效 果，
这将为开发新型的ＤＮＡ疫苗递送系统提供重要的

依据。

１　材料与方法

１．１　毒株、细胞、菌株和质粒

ＰＲＲＳＶ　ＹＡ１毒株和ＰＲＲＳＶ　ＯＲＦ５基因重组

真核表达质粒ｐＣＩ－ＯＲＦ５由华中农业大学动物病毒

室提供。大肠杆菌菌株ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）、绿猴肾

细胞（Ｍａｒｃ－１４５）由本实验室保存。ＰＲＲＳＶ　ＧＰ５蛋

白的原 核 表 达 重 组 质 粒ｐＫＧ－ＧＰ５由 本 实 验 室 构

建。

１．２　主要试剂

３种分子量分别 为２０、６０、１００ｋｕ的 聚 乳 酸－乙
醇酸（ＰＬＧＡ，乳酸与乙醇酸聚合比例为５０∶５０）购

于济南岱罡生物科技有限公司；二氯甲烷、十六烷基

三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）购自上海国药集团化学试剂

有限 公 司；ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０、小 牛 血 清 均 为Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产 品。ＨＲＰ标 记 的 羊 抗 鼠ＩｇＧ二 抗

为武汉爱博泰克生物科技有限公司产品。

１．３　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒的制备

称取０．５ｇ分 子 量 为６０ｋｕ的ＰＬＧＡ装 于５０
ｍＬ离心 管 中，加 入１０ｍＬ二 氯 甲 烷 轻 轻 振 荡，使

ＰＬＧＡ完全溶解，然 后 向 离 心 管 中 加 入１ｍＬ　ＰＢＳ
（ｐＨ７．４），超 速 匀 浆 机 混 匀３ｍｉｎ，形 成 油／水 的 微

球。再逐滴加入５０ｍＬ　０．５％ ＣＴＡＢ水溶液，再次

用超 速 匀 浆 机 混 匀５ｍｉｎ，形 成 水／油／水 的 微 球。

最后将混合物 置 于 敞 口 的１００ｍＬ三 角 瓶 中，室 温

下于磁力搅 拌 器 上 搅 拌 过 夜，完 全 去 除 二 氯 甲 烷。

将三角瓶中的混合溶液转移至５０ｍＬ离心管 中，４
℃１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１ 离 心１０ｍｉｎ，弃 上 清，无 菌

ｄｄＨ２Ｏ洗涤沉淀２次，于冷冻干燥机中冻干４８ｈ至

粉末状，即为表面带正电荷的ＰＬＡＢ／ＣＴＡＢ微粒。

１．４　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒对ＤＮＡ的吸附

称取１０ｍｇ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒装于１．５ｍＬ离

心管中，加入１００μＬ　ＰＲＲＳＶ　ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＣＲＦ５
（浓度为１μｇ·μＬ

－１），置于水平摇床上４℃轻微振

摇６ｈ，使ＤＮＡ吸附到ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒表面。４
℃１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，吸去上清，５００μＬ

ＴＥ洗涤一次，４℃１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，吸
尽上清，置于冷冻干燥机 中 冻 干３６ｈ至 粉 末 状，即

为ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒。

１．５　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒对ＤＮＡ吸附量的检测

将ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒置于１．５ｍＬ离心

管中，加入１ｍＬ　０．２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＯＨ溶液，充分混

匀，４℃静置１０ｈ，使ＰＬＧＡ降解，释放出所吸附的

ＤＮＡ，４℃１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心１０ｍｉｎ后 收 集 上

清，通 过 分 光 光 度 计 测 定 上 清 中 ＤＮＡ 含 量，计 算

ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒对ＤＮＡ的 吸 附 量（吸 附 量＝被

吸附ＤＮＡ质量／ＰＬＧＡ微粒质量×１００％）。

１．６　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 在 体 外 对ＤＮＡ缓 释

的检测

　　将ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒置于１．５ｍＬ离心

管中，向离心管中加入１ｍＬ　ＰＢＳ缓冲液，用封口膜

封住，置于３７℃温箱中，每隔１ｄ离心后取出上清，

通过分光光 度 计 检 测 所 释 放 的ＤＮＡ量，绘 制ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒对ＤＮＡ的缓释曲线，沉淀重

新用１ｍＬ　ＰＢＳ缓冲液重悬，置于３７℃温箱中直至

３０ｄ。
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１．７　小鼠免疫

将５～６周龄ＢＡＬＢ／ｃ（购自湖北省医学科学院

实验动物中心）随机分成６组，每组８只，其中Ａ组

接种ＰＬＧＡ，Ｂ、Ｄ组分别接种ＰＲＲＳＶ裸ＤＮＡ疫 苗

ｐＣＩ－ＯＲＦ５，Ｃ、Ｅ组分别接种ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ｐＣＩ－ＯＲＦ５
微粒；Ｂ、Ｃ两组接种ＤＮＡ量为１０μｇ·只－１，Ｄ、Ｅ两

组接种ＤＮＡ量为１００μｇ·只－１，采取后 腿 肌 肉 注

射，共免疫２次，每次间隔２周，分别在首次免疫后

２、４、６、８周采血分离血清。

１．８　ＰＲＲＳＶ　ＧＰ５蛋白ＥＬＩＳＡ抗体检测

将ＰＲＲＳＶ　ＧＰ５蛋 白 的 原 核 表 达 重 组 质 粒

ｐＫＧ－ＧＰ５转 化 大 肠 杆 菌ＢＬ２１（ＤＥ３），通 过ＩＰＴＧ
诱导表达，提取、纯化ＧＰ５蛋白作为包被抗原，检测

首免后２、４、６、８周血清中抗ＧＰ５蛋白的ＥＬＩＳＡ抗

体水平，所使用二抗为 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ，工

作浓度为１∶５　０００。

１．９　中和抗体检测

将首免后８周 分 离 的 血 清 于５６℃灭 活 后，在

９６孔细胞培养板中将血清作连续倍比稀释，从１∶２
至１∶２５６，每孔５０μＬ；用ＤＭＥＭ 将ＰＲＲＳＶ稀释

为１００ＴＣＩＤ５０，加 入 培 养 板 中，每 孔５０μＬ，３７℃，

５％ＣＯ２ 培养箱中作用１ｈ，再滴加 Ｍａｒｃ－１４５细胞

悬液１００μＬ（２×１０
５·ｍＬ－１），培 养 箱 中 培 养４～６

ｄ，逐日观察并记录细胞病变情况，按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
两氏法计算待检血清抗ＰＲＲＳＶ特异性中和抗体的

滴度。

１．１０　淋巴细胞增殖检测

于首免后８周无菌取出小鼠脾脏制成脾淋巴细

胞悬液，用含有１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基

（完 全 １６４０ 培 养 基）调 整 细 胞 浓 度 为 ４×１０６

·ｍＬ－１。取１００μＬ细 胞 悬 液 加 于９６孔 板 中，再 加

入２０μＬ完全１６４０培养基（空白对照）或纯化的经

紫外线照射灭活的ＰＲＲＳＶ作刺激原，各４个重复，
置于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱培养７２ｈ。然后每孔加

入２０μＬ四氮唑（ＭＴＳ），混匀后继续培养４～６ｈ，
用酶标仪测定ＯＤ４９２ｎｍ值，以刺激指数（ＳＩ＝试验孔

ＯＤ４９２ｎｍ均值／对照孔ＯＤ４９２ｎｍ均值）判断淋巴细胞增

殖滴度。

１．１１　数据分析

各免疫组小鼠产生的抗体水平和细胞免疫水平

的差异均采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，Ｐ＜
０．０５为差异显著，Ｐ＜０．０１为差异极显著。

２　结　果

２．１　吸 附 时 间 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 吸 附ＤＮＡ的

影响

　　将６份１１０μｇ质粒ＤＮＡ　ｐＣＩ－ＯＲＦ５分别与１０
ｍｇ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒混合，于吸附后０、１、２、４、６、

８ｈ分 别 检 测ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 对 ＤＮＡ 的 吸 附

量。结果显示，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 对ＤＮＡ的 吸 附

快速、有效，在１ｈ内吸附量可达到０．５％，随后吸附

速度逐渐变缓，吸 附 后６ｈ达 到 最 大，约０．９％（图

１）。

图１　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒对ＤＮＡ的吸附量随吸附时间的
变化

Ｆｉｇ．１　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉ－
ｃｌｅｓ　ｗｉｔｈ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｔｉｍｅ

２．２　ＣＴＡＢ含量对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒吸附ＤＮＡ的

影响

　　为 获 得 ＣＴＡＢ含 量 不 同 的 ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微

粒，磁力搅拌器搅拌过夜后用无菌ｄｄＨ２Ｏ分别洗涤

沉淀１、２、３、４次来制备ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒［９］，与质

粒ＤＮＡ　ｐＣＩ－ＯＲＦ５吸 附 后 分 别 检 测 其 对 ＤＮＡ的

吸附量和 缓 释 情 况。结 果 发 现 随 着 洗 涤 次 数 的 增

加，ＣＴＡＢ含量 的 逐 渐 减 少，洗 涤１次、２次 的ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 对 ＤＮＡ 吸 附 量 相 差 不 大，均 在

０．９％左右；而洗涤３次、４次的ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒

对ＤＮＡ的吸附量明显降低（表１）。通过高效液相

色谱（ＨＰＬＣ）检 测 洗 涤 不 同 次 数 制 备 的 ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ微 粒，证 实 随 着 洗 涤 次 数 的 增 加，ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ微 粒 中 ＣＴＡＢ的 含 量 逐 渐 减 少，说 明 ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微粒中的ＣＴＡＢ含量对ＤＮＡ的吸附有

较大影响。
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表１　ＣＴＡＢ含量对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒ＤＮＡ吸附的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＣＴＡＢ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｎ　ＤＮＡ　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ％

洗涤次数

Ｗａｓｈｉｎｇ　ｔｉｍｅｓ

ＣＴＡＢ含量

ＣＴＡＢ　ｃｏｎｔｅｎｔ

ＤＮＡ吸附量

Ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ａｂｓｏｒｂｅｄ　ＤＮＡ

１　 １．３０　 ０．９２

２　 ０．８３　 ０．８８

３　 ０．５１　 ０．７１

４　 ０．２４　 ０．４８

数值为２次试验的平均值

Ｖａｌｕｅｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ａ　ｍｅａｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ

２．３　ＣＴＡＢ含 量 对 ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放

ＤＮＡ的影响

　　将ＣＴＡＢ含量不同的ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒与质

粒ＤＮＡ　ｐＣＩ－ＯＲＦ５吸附后冻干，加入ＰＢＳ，于３７℃
每隔１ｄ检测所释放的ＤＮＡ量。由图２可以看出，
虽然４种ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 的ＣＴＡＢ含 量

不同，但均存在１周左右的ＤＮＡ爆发性释放，随着

洗涤次数 的 增 加，ＣＴＡＢ含 量 越 低，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－
ＤＮＡ微粒 的ＤＮＡ爆 发 性 释 放 越 早，释 放 量 越 大，
总的释放速度也越快。

图２　ＣＴＡＢ含 量 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放 ＤＮＡ
的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＣＴＡＢ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ
ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．４　ＰＬＧＡ分子量对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒释放

ＤＮＡ的影响

　　分 别 用 分 子 量２０、６０、１００ｋｕ的ＰＬＧＡ 制 备

ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，吸附ＤＮＡ后 冻 干，加 入ＰＢＳ，
于３７℃每隔１ｄ检测所释放的ＤＮＡ量。结果显示

ＰＬＧＡ分子量为２０ｋｕ时，在第１周ＤＮＡ就几乎被

完全释放；分子量为１００ｋｕ时则在第２周才开始释

放ＤＮＡ，大 约１周 内 释 放 完 毕；而 分 子 量 为６０ｋｕ
时在第３天开始释放ＤＮＡ，爆发性释放约２周，且

整个释放过程相对较为平缓（图３）。

图３　ＰＬＧＡ 分 子 量 对 ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ 微 粒 释 放

ＤＮＡ的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＬＧＡ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｌｅａｓｅ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．５　ＰＬＧＡ浓 度 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放

ＤＮＡ的影响

　　将 ＰＬＧＡ 分 别 配 制 成 浓 度 为２％、５％、１０％
（ｗ／ｖ）的二氯甲烷溶液制备ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，吸

附ＤＮＡ后冻干，加入ＰＢＳ，于３７℃每隔１ｄ检测所

释放 的 ＤＮＡ 量。结 果 发 现 ＰＬＧＡ 浓 度 分 别 为

２％、１０％时，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 对ＤＮＡ的 爆 发 性

释放分别集中在第１周和第２周，释放量分别达到

８０％、７０％，浓 度 为５％时，爆 发 性 释 放 约 持 续２周

（图４）。

图４　ＰＬＧＡ浓 度 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放 ＤＮＡ
的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＬＧＡ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｐｒｏ－
ｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．６　内 水 相 体 积 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放

ＤＮＡ的影响

　　将 ＰＬＧＡ 溶 液 分 别 与０．５ｍＬ、１ｍＬ、２ｍＬ
ＰＢＳ超速匀浆制备ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，与ＤＮＡ吸
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附后冻干，加入ＰＢＳ，于３７℃每隔１ｄ检测所释放

的ＤＮＡ量。结果发现当内水相ＰＢＳ的体积增加到

２ｍＬ时于第２ｄ即可检测到ＤＮＡ释放，而分别减

少到１、０．５ｍＬ时，则在第４ｄ才能检测到ＤＮＡ释

放，但后者释放量相对较少。从图５可以看出，随着

内水 相 体 积 不 断 减 少，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 对

ＤＮＡ的释放逐渐变缓（图５）。

图５　内 水 相 体 积 对ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 释 放ＤＮＡ
的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｐｈａｓｅ　ｖｏｌｕｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅ－
ｌｅａｓｅ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉ－
ｃｌｅｓ

２．７　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的ＥＬＩＳＡ抗体

将ＰＬＧＡ、裸 ＤＮＡ 疫 苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５和 吸 附 到

ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒上的ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５分别

以不同剂量免疫小鼠，共免疫２次，每次间隔２周，
于首免后第２、４、６、８周 检 测 血 清 中 抗ＧＰ５蛋 白 的

ＥＬＩＳＡ抗体水平。从图６可以看出，无论采取低剂

量免疫（１０μｇ）还 是 高 剂 量 免 疫（１００μｇ），ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒在首免４周后诱导的ＧＰ５特异性

ＥＬＩＳＡ抗体均明显高于 相 同 剂 量 的 裸ＤＮＡ疫 苗，
差异极显著（Ｐ＜０．０１），且以低剂量（１０μｇ）免疫时

诱导了与高剂量（１００μｇ）裸ＤＮＡ疫苗相似水平的

ＥＬＩＳＡ抗 体。同 时ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微 粒 诱 导

的ＧＰ５特异性ＥＬＩＳＡ抗体在小鼠体内下降得较为

缓慢，可长时间维持在较高水平。

２．８　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的中和抗体

将 裸 ＤＮＡ 疫 苗 ｐＣＩ－ＯＲＦ５ 和 吸 附 ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ微粒表面的ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５分别以不

同剂量免疫小鼠，共免疫２次，于首免后８周检测各

试验小鼠的中和抗体水平。从图７可以看出，以相

同剂 量 的 ＤＮＡ 免 疫 时，在 首 免 后８周，ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒免疫组的中和抗体均高于裸ＤＮＡ
疫苗免 疫 组，差 异 显 著（Ｐ＜０．０５），且 以 低 剂 量

图６　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的ＥＬＩＳＡ抗体

Ｆｉｇ．６　ＥＬＩＳＡ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

（１０μｇ）免疫产生的中和抗体 滴 度 甚 至 超 过 了 高 剂

量（１００μｇ）的裸ＤＮＡ疫苗免疫组。

图７　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的中和抗体

Ｆｉｇ．７　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－
ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．９　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的淋巴细胞增殖

反应

　　将ＰＬＧＡ、裸ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５和吸附ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微粒表面的ＤＮＡ疫苗ｐＣＩ－ＯＲＦ５分别

以不同剂量免疫小鼠，共免疫２次，于首免后８周检

测小鼠的脾淋巴细胞特异性增殖。结果显示，以相

同剂 量 的 ＤＮＡ 免 疫 时，在 首 免 后８周，ＰＬＧＡ／

ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒免疫组均获得了更强的淋巴细胞

特异性增殖，差异极显著（Ｐ＜０．０１），说明吸附ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微粒表面的ＤＮＡ疫苗能够诱发更强的

细胞免疫应答（图８）。

３　讨　论

ＤＮＡ疫苗是随着现代分子生物学 技 术 发 展 出

现的一种新型疫苗，尽管具有诸多优点，但其难以诱

导机体产生较高的免疫应答。为了达到理想的免疫
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图８　ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ微粒诱导的淋巴细胞增殖反应

Ｆｉｇ．８　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ
ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ－ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

保护效果，往往需要多次、大剂量的接种。为了克服

这些问题，本研究制备了ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒并以此

为载体来递送ＤＮＡ疫苗。ＰＬＧＡ本身并不能吸附

ＤＮＡ，必须首先与ＣＴＡＢ结合形成一种表面带正电

荷 的 ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ 微 粒 才 能 吸 附 ＤＮＡ。由 于

ＤＮＡ是吸 附 在ＰＬＧＡ微 粒 的 表 面，并 不 是 包 裹 到

ＰＬＧＡ微粒内部，因此可以避免ＤＮＡ发生变性、降

解，从而保持ＤＮＡ的 完 整 性［１０］。本 研 究 显 示ＰＬ－
ＧＡ／ＣＴＡＢ微粒在体外１ｈ对ＤＮＡ的吸附量就可

以达到０．５％，６ｈ内达到最大，说明这种ＤＮＡ装载

方式是高效、快速的。
通过 改 变 ＣＴＡＢ含 量、ＰＬＧＡ 分 子 量、ＰＬＧＡ

浓度和内水相体积来 制 备 不 同 的ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微

粒，发现其在体外对ＤＮＡ的吸附量、释放情况均有

明显不同。以分子量为６０ｋｕ、ＰＬＧＡ浓度 为５％、
内水相ＰＢＳ体积为１ｍＬ、无菌水洗涤２次制 备 的

ＰＬＧＡ微粒对ＤＮＡ吸附量可达０．９％，在体外２周

内的爆发性释放量接近８０％，总的释放时间超过３
周，整个释放过程较长较为平缓，因此被用于免疫小

鼠检测其 对ＰＲＲＳＶ　ＤＮＡ 疫 苗 的 免 疫 增 强 效 果。

ＣＴＡＢ含 量 不 同 的ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 对 ＤＮＡ 的

吸附量不同，主要是由于其表面所带电荷数不同，其
直径并 没 有 明 显 改 变（直 径 均 为１～１．５μｍ）

［１１］。
较高的ＤＮＡ吸 附 量 并 不 能 产 生 更 高 的 免 疫 反 应，
吸附量接近１％时 就 足 以 显 著 地 提 高 所 吸 附ＤＮＡ
诱导的免疫反应［７］。

ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒能显著地增强被吸附ＤＮＡ
疫苗所诱导的体液免疫和细胞免疫，一方面是由于

其能够控制ＤＮＡ缓慢释放，防止ＤＮＡ被体内的核

酸酶所 降 解；另 一 方 面 可 能 由 于 其 能 够 更 好 地 将

ＤＮＡ疫苗递送到抗 原 递 呈 细 胞（ＡＰＣ）。树 突 状 细

胞（ＤＣ）的 体 外 转 染 试 验 显 示，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒

能增强ＤＣ对ＤＮＡ疫苗的捕获、基因表达和抗原递

呈［１２］。而ＤＣ是免疫系统中最强大的ＡＰＣ，因此增

强ＤＣ对ＤＮＡ疫苗的抗原递呈，将能够提高ＤＮＡ
疫苗的免 疫 效 果。另 外，ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 被ＤＣ
吞噬后，进入内涵体中，其表面的正电荷可以促进内

涵体的破裂，进一步增强所吸附ＤＮＡ疫苗在ＤＣ中

的表达，显 示ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒 既 具 有 载 体 的 作

用，又可能具有部分佐剂的作用，虽然其佐剂的作用

机制目前还不完全清楚。
本试验中ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒虽然能够显著增

强所吸附ＰＲＲＳ　ＤＮＡ疫 苗 诱 导 的 免 疫 反 应，但 仍

未达到灭活或弱毒ＰＲＲＳＶ疫苗的水平，可 能 由 于

本试 验 仅 仅 以 单 基 因ＯＲＦ５进 行 免 疫，而 单 独 以

ＯＲＦ５基因构建的ＤＮＡ疫苗往往难以激发机体产

生较高的免 疫 应 答［１３］。在 后 续 的 试 验 中 将 分 别 构

建表达ＯＲＦ５基 因 和ＯＲＦ６基 因 的ＤＮＡ疫 苗，然

后同时装载ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，进一步提高机体对

ＰＲＲＳＶ的免疫力。目前已研究证实无论吸附一种

还是多种质粒ＤＮＡ的ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微粒，都可以

诱导比裸ＤＮＡ疫 苗 更 强 的 免 疫 反 应，为 机 体 提 供

更为 全 面 的 保 护［１２］，这 无 疑 为ＰＬＧＡ／ＣＴＡＢ微 粒

作为ＤＮＡ疫苗载体的应用提供更为广阔的前景。
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