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DNA瘦苗及其在水产养殖中的应用研究进展
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1990年. Wolff等l'发现将质粒D NA(裸露的D NA)ií射给小鼠能.，1起外搬去在因的长期表达，接着
CIm町等出世一步证实将嗣毒蛋白基因注射给功物能.，1赳免疫反应，使诞生了D NA免疫技术。 此后研
究证明，编码病毒、细菌阳寄生虫等不同种类抗原基闲的质粒D:'iA能.，1起鸡、鼠、牲畜、灵长类和1鱼等物
种强烈而持久的免使反应.它成为继减毒疫苗、灭活疫苗、亚单位疫苗扣重组多肤位苗之后又) 新型疫
苗。

1 DNA疫商

1.1 DNA疫苗的作用机制
D到A疫前且称核酸疫苗和基因疫苗，它通过编码免疫IJ;(、或与免疫原相关的D NA( 有时也时是 R NA)

由宿主细胞表达抗原量白，达到免疫效果。 与其它免疫方式相似，O NA免疫可导致两种免疫类型，体液
免疫租细胞介导免疫。 前者由抗w:激活B细胞产生特丹抗体，后者则是诱导广生细胞毒素T淋巴细胞
(口1.，，)。 抗体可中和病原体，而CTls可杀死病原细胞或通过非细胞榕解}j式控制感染，因此Clli更为
重要，它能有放防范特定的病原体，在抗病毒和抗胞内菌感染中，它是真正 有效的免疫效应细胞r

1.2 DNA疫苗的组成
DNA疫苗最草本的成分是质粒DNAo 质粒绝大多数来概于细菌，是细胞质中的 类强v.-f蓝色体

的能自主草制的遗传成份，由环理双链D NA组成。 用F构建DNA疫苗的质粒通常由5个部分组成，1])
细菌的复制起占，用f复制大量的质粒DNA;③抗性选择基因，如抗氨下青霉素墓因或抗卡那霉素基
因，用作筛选的标记，③编码抗原置白或多肤的基因，这些保护性抗原编码基因llf以是一组革因，也可以
是单基因的cDNA.还μJ以利用关键性抗原者位的一段耐基序列。 一般选择嗣原体表面糖蛋白编码基因
(如乙肝病毒基因疫苗)构建DNA疫苗。 融在达的蛋白质可在宿主体内糖基化，诱导对病原体的免疫反
应，有些岛亚异的捕毒，如A型感冒病毒，则可以选择不同亚型之间共 有的核心蛋白保守D NA序列作为
疫苗基闷，产斗跨株革的免疫保护反戚，以避免昂变异病毒可能产1'.的免使逃避问题。 ④转录调控因
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子，如启胡子、内含子和 增强于等用于提高基因的者达量c 常用的质粒载体启动F多月来掘j病毒基因
组的启动子，具有 增强转录作用。 ⑤最后是 多罪腺嘿峙序列用作m R:'{A的转;j{终止信号。 大多数质
粒在大肠杆菌中复制后纯化而获得。 最近有人报道:J，4]用携带DNA在达1虽肺的减毒细菌作为载体感
挠宿主后将质粒带人体内，也能产生免疫效果。

1.3 DNA疫苗的优点及存在的问题
自1993年DNA疫苗问世至今仅短短的7年时间，但发展异常迅速。1jl' D :>!A疫前免疲的报道大

量涌现，被称之为第二代疫苗。 1996年美同颁布了有关基闲免疫技术的操作守则及使用意见，问年批
准在健康人身上进行预防艾滋病的基因疫苗的I期临床试验c 许多事因疫苗的临床试验随即也获准开
始 ，其中一些已进入 H 期临床试验。 与传统的蛋白质疫苗相比 ，DNA疫苗具布 以下优点 ①D'!A疫苗制
备方法简单，成本低，适合大批量生产。 与蛋白质相比，质粒DNA非常稳定，岛j一贮存和运输。 ⑦DNA
疫苗的抗原基因能在体内长期表达，不断剌激机体的免疫系统达到免疫妓果。 ③具有弱毒疫苗的免疫
h良性，能激发体模免疫和细胞介守的免疫反应，即能导致细胞毒性T淋巴细胞激活而诱导细胞免疫，何
不存在减毒疫苗毒力回升的危险。 ④可组成多价疫苗 ，即 种幕因疫苗能诱宇产生针对多个抗原在位
的免疫保护作用。 作为一类新咽的疫苗.D ::-JA技前压有 且4、完善的地Ji，在实际应用中也存在 些
问题有待解决c 其中最引人关注的是安全问题，人们担也、DNA 凌苗门J能会整合到街主的监色体上造成
插入贯变。 不过目前的动物实验尚辛发现有插入贯蛮的证据。

2 DNA疫苗在水产养殖中的应用研究

负类DNA疫苗的研究工作起步较晚，11 l'要集中在蛙蝉例贯的传在性造血器官坏死病毒(IHNV)
和病毒性出血败血症柑毒(VHSV)疫苗的研究上，但已取得了令人鼓舞的成就lsj 已有实验军对鱼进行
在毒试验结果显示 DNA疫苗Jt传统的灭活疫苗具有更有效的保护作用「60

最早有关鱼类DNA疫苗的报道见于19%年。 Anderson等7J和Gomdz-Chiari等'81的实验分别证明
了J�l鱼体注射带制原基囚的 DNA疫苗能引起鱼体户牛免使反应， ，叫咽，n哼9给虹蹲注射吉1íllINV 
嗣毒椭蛋白基问的质粒 DNA，使虹蜡对IHNV产生抗性。

1998年Boudinot等刚对鱼类DNA疫苗的作用机制作r较详细的研究。 采用真核表达载体pC【)'J，A
以B.Fi细胞病毒(CMV)启动F分别构建f飞丑5V和lHNV糖蛋白基囚的DN生疫苗，单独战联合给虹蹲
成鱼进行肌肉注射，以研究DNA疫苗的免使过程c 研究发现注射45灭后仍能在肌细胞里检测到质粒

D NA。 同时在注射部位的肌细胞中检测至'1病毒糖蛋白。 女验伺体内有特异性中和l抗体和保护抗体产
生。 实验迹发现，当两种疫苗联合注射时，{r，体产生两种特异性的中和忧体反应与分别ìUJ单一种疫苗
时相似，说明鱼的免疫系统能同时产生事种抗体，这为鱼类事功能D;\jA疫苗的R发开辟F道路已 他们
在疫苗注射部位还检测到M， 蛋白和主要组织相窑 性抗原(MH 巳) ß类分F的RN此 可X近山是 →种干

扰幸民导因子，其表达说明信?体产生F抗病毒的jë特异性免疫反JÆo MHC n妻分f只在巨噬细胞旦旦
树吏状细胞等专门的抗原呈递细胞在面才有，说明DN/\.疫苗引发r j1lf丰科异阶免位反应"

最近，Kim等l币用lHNV、生鱼忏状耐毒(SVCV)和i鲤春病毒(SHRV)等二种血清学七个相下的忏状耐
毒帽蛋白喜因构建成二种DNA疫ltf，免咬虹蜡后进行[HN\，的攻毒虫骑( 证明三种疫1'1'1均能使虹蹲对

lHNV产生免疫保护作用。 免疫30天后政毒，免疫任何 种DNA疫曲的二个实验组中仅有5%的正验
鱼死亡，对照组却有509毛以上的鱼死亡。 免疫 70五以后攻毒，IHKV疫苗免疫的虹蜡仅有12%的负处
亡，SHRV疫苗和SVCV疫苗免疫的鱼分别有68lì毛和76%夕01':. 用任何一种疫曲免疫过的虹蹲体内部
能检测到Mx蛋白俨 布趣的是所有用I丑NV疫苗免疫7天盯的虹蹲都已检测不到Mλ置口的存在.而j
SVCV和 SHRV疫苗免疫的虹蹲仍能检测到M丸 蛋 白 。 这些女 验结果冉次 证明.DNA技前先是民导鱼夹
产生干扰素类的非特异性抗病毒的保护作用后 ，才 产生特异性的免疫反院 已

在研究鱼类 DNA疫苗的用量方面，Corbeil等 n l 用 llINV糖蛋白 IlNA疫苗免疫虹蹲和蛙。 结 果表
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明l哼10 ng质粒DNA就能使虹蹲对71:环境中的IIINV产生抗性。 攻毒试验中，每尾鱼接种100吨质粒
DNA i'iJ产生理想的保护作用。 且DNA疫苗对来自日本、法国等处的IIINV菌株都有保护作用。

鱼类DNA疫苗的免疫方式目前大多来用肌肉注射。 该方法具用量少和免疫效果好的优点。但该
方法仅局限于中等大小的鱼种， 对鱼苗和经济价值较低的鱼类就不很适用υ Femandez-Alon町等[12]以表
达萤光置白的报告基因构建质粒，采用浸泡方式研究DNA疫苗对鱼类的免疫作用c 用lOmg'L-1脂质
体包理的萤光DNA疫苗浸泡0.2同O.5g的虹蜡15阳30 min.2 - 3士后能在尾鳝和鱼体其它部位检测到
萤光蛋白，该置白在体内主少存在10 J(以上。 说明通过程泡能使编码抗原基l坷的DNA疫苗进入鱼体

达到免疫作用。 但该实验浸泡液中DNA疫苗的吉量偏高，且需脂质体包埋，戚本较高。 鱼类DNA疫苗
浸泡技术因成本较高， 因而离生产还有 段距离，其方法和效率有待完善和提高。

近年来水产养殖业逐步向集约化、产业化发展，大规模高密度养殖租水环境的污染使水产养殖病害
日趋严重，特别是病毒性传染病所造成的损失非常惊人，已成为水产养殖业发展的主要障碍3 在鱼类细
菌性传染病害的防治中传统疫苗起着重要的作用c 伺仍有不少疾病特别是病毒性病害和寄生虫嗣害还
没有有姓的防治方法。 与传统的抗原疫苗相比，D�A疫的任免疫功能以及生产、保存上有着许多优点，
己受到行业内的关注。 几年辈，哺乳类、鸟类的DNA疫曲制作技术日煌成熟，应用效果令人鼓舞c 但这
些技术不圭适合于负类。 虽然，最近的研究表明， 鱼类对注射质粒DNA既能产生体液免疫反应而生成
抗体，也能产生细胞介导的免疫反应，但由于鱼类免疫系统的研究不够深入，鱼类D'IA疫苗作用机制有
待进一步的探索。 再者，获得合适的抗原编码基肉，是构建DNA疫的的 项重要I作。 在关鱼类病原
抗原基因的研究工作还不多， 在国内除时草包呼肠弧病毒、鲤在病毒有 足的研究外，我国佑费主要病

原表面抗原的分于生物学基础研究还很欠缺，亟待加强。 此排，优化DNA疫苗娃率、降低疫苗生产成
本、研究非注射方式接种疫苗，使之适合舰模化生f町用等郁是影响其所用前景的重要因素
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