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　　猪繁殖与呼吸综合征 ( PRRS)自 1987年在美国出现以

来 ,对世界各国的养猪业造成严重危害 ,尤其是近年来集约

化养猪业发达的国家损失最为严重。虽然兽医科研人员和

养猪业者进行多方面的努力 ,采取了包括种源控制、疫病净

化、消毒隔离和早期断奶等防制措施 ,但仍不能禁绝该病的

发生和蔓延。对于该病的预防 ,目前常用的疫苗是灭活苗和

弱毒苗 ,由于灭活苗不能高效进入组织相容性复合体 (major

histocompatibility comp lex,MHC) I类途径 ,所以难于诱导产生

细胞毒性 T细胞 ( cytotoxic T lymphocyte, CTL ) ,而对于病毒

这类在细胞内繁殖的微生物来说 , CTL应答更显重要 ;活苗

虽然可以很好地刺激机体产生细胞免疫和体液免疫 ,但活苗

毕竟是一种活的微生物 ,具有潜在的危险 ,如发生返祖、核酸

重组等 ,而且通过常规的血清学方法一般与自然感染无法区

分 ,所以利用生物技术手段开发新型疫苗以取代现用的常规

疫苗势在必行。核酸疫苗作为疫苗家族的新成员 ,有着许多

优点 ,是当前研究的热点。核酸疫苗又称为 DNA疫苗 ,是指

将含有编码某种抗原蛋白基因序列的质粒载体作为疫苗 ,直

接导入动物细胞内 ,通过宿主细胞的转录系统合成抗原蛋

白 ,诱导宿主产生对该抗原蛋白的免疫应答 ,从而使被接种

动物获得相应的免疫保护。核酸疫苗的优势在于可以对动

物产生长程保护 ,可以激发很强的细胞免疫应答。但 DNA

疫苗效力的好坏也取决于许多因素 ,如抗原自身的特性、免

疫途径、是否使用佐剂或使用佐剂的类型等 ,所以现在人们

对影响 DNA疫苗效力的各种因素展开了研究。本文就

PRRS核酸疫苗的作用机理、种类和前景综述如下。

1　核酸疫苗的作用机理
目前普遍认为核酸疫苗诱导免疫系统的方式和病毒感

染所引起的免疫作用相似 ,包括疫苗的摄取、转运及表达 ;抗

原的加工和递呈 ;淋巴细胞的活化 ;免疫效应细胞和分子的

作用。首先 ,核酸疫苗进入机体后 ,被专职的抗原呈递细胞

( antigen - p resenting cell, APC)摄取 ,表达的蛋白质被细胞内

蛋白酶体复合物降解成若干抗原短肽 ,这些短肽因存在不同

的抗原表位 ,一方面与自身表达的 MHC - I类分子和 MHC -

II类分子相结合 ,运送到细胞表面 ,细胞内质网合成的 MHC

- II类分子的α、β链与抗原肽结合成抗原肽 MHC - II类分

子复合物后被递呈到 APC表面 ,特异地激活 CD4 + Th细胞 ;

另一方面 MHC - I类分子的α、β2M链与抗原肽形成抗原肽

MHC - I类分子复合物 ,递呈于细胞表面 ,激活 CD8 + T细胞 ,

递呈于 APC表面的抗原肽 MHC - II类分子复合物可被

CD4 + T细胞表面的 TCR /CD3所识别 ,在 IL - 4, IL - 12和

IFN -γ的共同作用下变成为活化的 Thl和 Th2。Thl细胞活

化后分泌一些细胞因子 ,激活迟发性过敏反应 ,而 Th2细胞

激活后产生多种细胞因子 ,刺激 B细胞产生特异性抗体 ,中

和相应的抗原 ,同时抗原肽 MHC - I类分子复合物被 CD8 + T

细胞上的 TCR /CD3所识别 ,在 IL - 2和 IFN -γ的作用下 ,

激活 CD8 + T细胞分化为细胞毒淋巴细胞 ( TCL)和记忆 T细

胞 ( Tm) ,攻击表达有特异抗原的靶细胞 ,使宿主生于靶细胞

内的病原体释放入血液 ,与体液免疫反应协同 ,完成对病原

体的彻底清除。有学者通过肌肉注射 DNA疫苗研究了 APC

在 DNA疫苗免疫所引起的 CTL反应中起的作用。APC可能

通过 3种途径参与抗原递呈 :肌肉内的 APC直接吞入质粒 ,

合成抗原蛋白 ,加工后进入 MHC - I类抗原递呈途径 ;质粒

免疫机体后 ,随血流进入外周淋巴器官 ,转染那里的 APC;肌

细胞内合成的抗原释放到细胞外 ,通过某种方式传递给

APC,而后进入 MHC - I类分子的抗原递呈途径。

2　PRRS核酸疫苗种类
211　单基因疫苗　单基因疫苗常指 ORF5单基因疫苗 ,是仅

将 PRRS的 ORF5保护性抗原基因或经过修饰、改造后克隆到

真核质粒表达载体上构建成的 DNA重组质粒 ,也包括在此基

础上插入各种细胞因子所构建的 DNA重组质粒。Pirzadeh等

制备了针对 PRRSV GP5蛋白的 DNA疫苗 ,经小鼠和猪体免

疫试验都证实 DNA疫苗诱导产生了病毒特异性的体液免疫

和细胞免疫 ,可使接种猪产生抗 ORF5的特异性中和抗体 ,随

后用 PRRSV IAF - Klop株攻毒 ,疫苗免疫猪没有出现广泛的

病毒血症 ,而且肺部病变比攻毒对照猪要轻得多。这项试验

证明 : GP5具有很好的免疫原性。Xue等用 PRRSV ORF5、

ORF7基因和编码猪细胞因子 IL - 2、IFN -γ的 cDNA构建了

p IRESorf5 / IFN -γ、p IRESorf5 / IL - 2、p IRESorf7 / IL - 2等真核

表达质粒联合免疫仔猪 ,诱导出了体液免疫和细胞免疫反应 ,

并使免疫猪抵抗了 PRRS强毒的攻击。

程安春等克隆了 PRRSV SC2株 ORF5基因 ,以 pcDNA311

为载体构建真核表达质粒 pcDNA - PRRSV - SC2 - ORF5,经

脂质体转染 Marc 145细胞后 ,第 26小时检测到疫苗蛋白的特

异性表达 ,第 56小时达到高峰。疫苗肌肉注射小鼠和仔猪后

能迅速分布到各组织器官中 ,未发现核酸疫苗与宿主细胞染

色体整合现象 ,且能使仔猪产生体液和细胞免疫应答 ,免疫期

持续 135天以上 ,结果表明 :构建的 PRRSV ORF5基因疫苗具

有良好的安全性和免疫原性。杨汉春等也开展了 PRRSV

DNA疫苗的研究 ,他们研制了针对 PRRSV BJ - 4株 GP5的

DNA重组质粒 ,经小鼠免疫和猪体免疫都产生了较高的体液

免疫和细胞免疫水平 ,并进一步将该 DNA重组质粒与表达 IL

- 4或 IL - 2的重组质粒联合免疫后 ,这 2种细胞因子佐剂均

可提高猪体抵抗 PRRSV感染的能力。该研究小组还制备了

泛素与 PRRSV GP5融合表达的 DNA重组质粒 ,经小鼠试验

证实泛素可明显提高机体的细胞免疫功能。

秦晓光等将 ORF5基因克隆至真核表达载体 pVAX1、

pV IR - IL - 18的 CMV启动子下游 ,构建成真核表达质粒

pVAX1 - ORF5和 pV IR - IL - 18 - ORF5,免疫 BALB /c小

鼠 ,结果表明 : pV IR - IL - 18 - ORF5实验组的 CD4和 CD8

阳性细胞的百分率明显高于 pVAX1 - ORF5组 ,说明 IL - 18
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既能提高动物的细胞免疫又能提高动物的体液免疫水平 ,但

pV lR - IL - 18 - ORF5实验组 CD4 + /CD8 +低于 pVAX1 -

ORF5组 ,说明 IL - 18以增强细胞免疫为主。江云波等为了

提高 PRRSV ORF5基因 DNA疫苗的免疫效力 ,将通用型辅

助性 T淋巴细胞表位 ( PADRE)插入 ORF5的中和表位和覆

盖表位间 ,获得修饰后的 ORF5基因 ORF5M ,并进一步构建

ORF5M的真核表达质粒 pC I - 52M ,免疫 BALB /c小鼠 ,检测

免疫后的 EL ISA抗体和中和抗体 ,与未经修饰的 ORF5基因

真核表达质粒 pC I - 52进行比较 ,结果表明 :修饰后的 DNA

疫苗 pC I - 52M诱导的 EL ISA抗体和中和抗体均明显优于未

经修饰的 DNA疫苗 pC I - 52,是一种具有良好开发前景的

PRRS新型疫苗。

212　复合基因疫苗 　复合基因疫苗是将 ORF2、ORF3、

ORF4、ORF6、ORF7等基因与 ORF5基因组合构建成真核表

达质粒 ,共表达出融合蛋白 ,以增强 GP5蛋白的免疫原性。

赵永刚等利用重组 DNA分子技术成功构建了 p IRESorf5 /4、

p IRESorf5 /7、p IRESorf6 /5等真核表达质粒 ,进行本体动物的

基因免疫实验 ,经过免疫荧光、EL ISA、W estern - blot检测到

质粒在动物体内进行复制和表达 ,诱导机体产生特异性抗

体 ,引起体液免疫应答。用流式细胞术对免疫猪 T淋巴细胞

进行检测表明 :所构建的真核表达质粒可以诱导机体产生细

胞免疫应答。乐敏等利用 EcoR I、Spe I和 H ind III位点将

ORF7和 ORF5基因片段依次克隆到 pMD - 18T载体 ,构建

成重组质粒 pMD18NE,将串联的 ORF7和 ORF5基因亚克隆

到原核表达载体 pGEX - KG构建重组原核融合表达质粒

pGEX - KGNE,并且表达的融合蛋白 GST - NE具有免疫学

反应活性 ,这为猪繁殖与呼吸综合征血清学诊断方法的建立

及疫苗研究打下基础。 J IANG等构建了共表达 ORF5和

ORF7基因的真核表达质粒 pC I - ORF5 /ORF6,经小鼠和猪

体免疫 ,产生较高水平的 EL ISA抗体和中和抗体及淋巴细胞

增殖反应。

沈国顺等将 ORF5、ORF3基因插入真核表达载体

pVAX1、pV IR - IL - l8的 CMV启动子下游 ,构建成真核表达

质粒 pVAX1 - ORF5 - ORF3和 pV IR - IL - l8 - ORF5 -

ORF3,进行 BALB /c小鼠免疫试验 ,检测出 pV IR - IL - l8 -

ORF5 - ORF3免疫组的小鼠的 EL ISA抗体水平高于 pVAX1

- ORF5 - ORF3和 PRRS灭活苗免疫组 , CD8 + T淋巴细胞亚

群数量显著高于 pVAX1 - ORF5 - ORF3和 PRRS灭活苗组 ,

表明 IL - l8对猪的细胞免疫功能具有明显的促进作用。郑

其升等对 ORF5基因进行了改造 ,将 CpG序列和通用型辅助

性 T淋巴细胞表位插入 A表位与 B表位之间 ,并对 N33与

N51位糖基化位点进行了点突变 ,获得改造的 ORF5基因 ,在

此基础上构建了由两个 CMV启动子调控的共表达改造的

ORF5 (MORF5)与 ORF6基因的真核表达质粒 pcDNA - M5A

- 6A,免疫 6周龄 BALB /c小鼠 ,利用微量中和试验检测免

疫后的中和抗体 ,利用 MTT法检测免疫后淋巴细胞的增生

情况 ,并与未改造的 ORF5基因真核表达质粒 pcDNA - 5A -

6A、弱毒疫苗以及灭活疫苗的免疫效果进行比较 ,结果表明 :

pcDNA - M5A - 6A不但能够刺激免疫小鼠在较短的时间内

产生更高水平的中和抗体 ,而且可以诱导产生更强烈的 T淋

巴细胞增殖反应。所构建的共表达 PRRSV改造的 ORF5基

因与 ORF6基因的 DNA疫苗 pcDNA - M5A - 6A,能够较好

地诱发小鼠产生较高的特异性针对 PRRSV的中和抗体和细

胞免疫应答 ,为研究能够更好地防制 PRRSV的新型疫苗提

供了新的思路。

213　与其他病毒基因联合构建的多联基因疫苗　将某些病

毒基因与 PRRS ORF5等基因共同插入真核表达质粒组建成

DNA疫苗 ,增强了 GP5的免疫效应 ,也为研究 PRRS多联疫苗

打下基础。赵武等将具有蛋白转导功能的牛疱疹病毒 1型

(BHV - 1) VP22基因插入到经过修饰具有更好免疫原性的

PRRSV修饰型 ORF5基因 (ORF5M )上游 ,构建 VP22和

ORF5M融合表达的真核表达质粒 pC I - VP22 - ORF5M,免疫

BALB /c小鼠 ,检测小鼠免疫后的 GP5特异性 EL ISA抗体、抗

PRRSV中和抗体和脾淋巴细胞增殖反应 ,并与非融合的真核

表达质粒 pC I - ORF5M进行比较 ,结果显示 ,融合表达 VP22

- GP5的 DNA疫苗 pC I - VP22 - ORF5M诱导的体液免疫和

细胞免疫反应均明显高于非融合表达的 DNA疫苗 pC I -

ORF5M,表明蛋白转导相关蛋白 BHV - 1 VP22能显著增强表

达 GP5的 PRRSV DNA疫苗的免疫效应 ,有效发挥了基因免

疫佐剂效应 ,这为研制 PRRSV高效 DNA疫苗提供了思路。

赵鸿雁等成功将猪圆环病毒 2型 ( PCV - 2) ORF2基因序

列和 PRRS ORF5基因序列共同组建成重组质粒 p IRES -

ORF2 /ORF5,为进一步研究 PCV - 2 ORF2及 PRRSV ORF5编

码蛋白的生物学活性及研究猪圆环病毒和猪繁殖与呼吸综合

征病毒二联核酸疫苗奠定了基础。郑其升等为探讨共表达

PRRSV保护性抗原基因的重组改良型痘苗病毒安卡拉株

(Modified Vaccinia V irus Ankala,MVA)的免疫效力 ,将 PRRSV

NJ - a株 ORF4、ORF5和 ORF6基因插入转移载体 pⅡLR中 ,获

得了三基因共表达的转移载体 pⅡLR - ORF5 /ORF6 /ORF4,通

过同源重组的方法获得重组病毒 rMVA - GP5 /M /GP4,免疫 6

周龄 BALB /c小鼠 ,首免后 3周可检测到特异性 PRRSV中和

抗体 , 8周后中和抗体效价可达 1∶25,并能继续维持 4周 ;淋巴

细胞增殖试验结果表明 ,重组病毒免疫小鼠产生强烈的特异

性细胞增殖反应 ,表明 rMVA - GP5 /M /GP4具有良好的免疫

原性 ,可作为预防 PRRS的候选疫苗进一步研究。

3　讨 论
总之 ,核酸疫苗作为一种新型的疫苗 ,在多种动物实验

中得以证实与第一、二代疫苗相比具有许多优势 :核酸疫苗

可诱导机体产生全面的免疫应答 ,免疫后 ,能产生体液免疫

和细胞免疫 ;采用同种不同株之间的保守核酸序列制成的核

酸疫苗 ,其保护性免疫应答对不同亚型的病原体具有交叉保

护作用 ;可将编码不同抗原的基因构建在同一个质粒中 ,或

将不同抗原基因的多种重组质粒联合应用 ,制备多价核酸疫

苗 ,增强疫苗的免疫效果 ;能表达经修饰的天然蛋白 ,能诱导

与天然分子相同的或更有效的免疫应答 ;核酸疫苗既有预防

作用 ,也有治疗作用 ,免疫具有持续性 ,一次接种可获得长期

免疫力 ;核酸疫苗仅仅是病原体某种抗原的基因片段 ,而不

是整个病原体的基因组 ,且利用质粒作载体 ,不涉及感染性

因子 ,免疫接种后 ,蛋白质抗原在宿主细胞内表达 ,因此无传

统疫苗因毒力返强或病毒之间核酸的重组而引发疾病的危

害 ;核酸疫苗的制备简单、省时省力、成本低、稳定性好、贮存
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和运输方便。正是因为核酸疫苗具有其它疫苗不可比拟的

优点 ,在疾病的防制中显示出巨大的潜力 ,成为研究疫苗的

一个新的发展方向。此外 ,核酸疫苗除了用于预防疫病外 ,

还可以制备各种高免抗血清、制备各种单克隆抗体和研究病

原的保护性抗原等方面。

尽管核酸疫苗有许多优点和现实意义 ,但是目前核酸疫

苗的理论分析和实际应用还有很大差距 ,如何增强核酸疫苗

的免疫应答并达到全面的保护作用 ,如何提高核酸疫苗的对

细胞的转染效果 ,如何控制目的基因在细胞中的表达等问题

都待进一步研究。核酸疫苗要想在临床上广泛应用还面临

许多挑战 ,这就要求我们对其从现象到机理进行深入研究 ,

弄清基因免疫后体内抗原的表达、提呈、加工、CTL细胞机

理 ,这些对新型高效核酸疫苗的设计、开发、生产将起到积极

深远的影响。总之 ,核酸疫苗一问世即成为免疫学领域的研

究热点 ,并以人们难以预料的速度迅猛发展 ,随着这方面研

究的不断深入 ,核酸疫苗将在疾病防制中发挥重要作用。
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