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. 引言
基因免疫或核酸免疫是应用基因工程技术!将编码某种

抗原蛋白的外源基因与载体重组后直接导入动物体内!利用
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!!!作为第三代疫苗!核酸疫苗具有易操作"低成本等优点!但是其内在危险性还有待进一步研究和排除!在其制备过程中可能
掺入的细菌内毒素就是影响因素之一# 细菌内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁外膜结构中的脂多糖!体内释放后会引起发热"休克等

多种病理变化$ 国外已有体外实验证明内毒素会对小鼠的生殖系统产生影响!本研究旨在通过在体实验探讨内毒素对免疫小鼠的

存活率和产仔率的影响$ 采用常规方法%碱裂解法&"试剂盒 / 种方法!提取 0 种 12345678%* 质粒%0 种质粒的区别在于是否去除
内毒素!其浓度和纯度均经过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度法分析和控制&!作为核酸疫苗对小鼠进行免疫’全程统计免疫小鼠

的存活率和产仔率!同时注射灭菌 --90: 作为对照$分子生物学实验结果显示!所制备疫苗具有适宜的浓度和较高的纯度’免疫实
验和数字统计结果显示!未去除内毒素实验组小鼠较去除内毒素组的存活率由 ;4<下降到 =><"产仔率由 =?5@<下降到 4@5?<!

而去除内毒素组却与对照组没有明显差异$ 总之!核酸疫苗制备过程中掺入的细菌内毒素会对免疫小鼠造成较大不良影响!特别

是生殖系统!体现在产仔率大幅降低$

!!基因疫苗’内毒素’存活率’产仔率
A;4;5;B !!!! !!!B...7?=@?%0..;&B@7..>>7.>

收稿日期" LYYPVYSVYR
作者简介" 张艳萍!研究方向为动物细胞工程!电子信箱"4’&*+(PXPZGXF>.,:

!"#$%&"’( )* +,’-(./,$ 0"1)-)2/"
)" 3%.4/4,$ 5,-( ,"1 +/.-6 5,-&
)* 7("(-/’ 899%"/:&1 ;/’(
[\J]@ ^9+3&+)

’!() *+!)"+) ,$--).)/ 0!".12$ 3.&!+4-%4&2- 5"!#)&6!%78
0!".12$ 9::;<=/ ,>!"2

研究论文%!%$C’D)#&

>> 科技导报 0..;!0?%B@&

C M Y K



注!! 和 " 为 #$%&’()*+, 的 *-./0123/ 双酶切片段"4 为 51! 分子量标准
123678 ! -9: " -+6 ;+-<=6937 2; #$%&>(?*+, :@<6736: A@3B *-. /

-9: 123 /C 4 @7 51! .-::6+

免疫原基因在宿主体内表达出的抗原蛋白引起机体的免疫

应答!以达到预防和治疗疾病的目的" 经外源基因重组的载
体质粒称为核酸疫苗! 它不存在像活苗那样的内在危险!又
称为第三代疫苗!制作技术相对简单!符合最佳疫苗的条件"
递送外源基因到哺乳动物体组织或器官内的方法主要是肌

肉注射!通常接种量为 DE!FEE !<G(H!一般单剂量注射即可引
起较强的细胞和体液免疫反应!加强免疫#大剂量注射 51!
疫苗以及多点注射能增强免疫反应 GFH"
细菌内毒素是核酸疫苗中潜在的不安全因素!由于从细

菌发酵产物中提取质粒 51! 时可能会混入少量的细菌内毒
素 G&H" 细菌内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁外膜结构中的脂多
糖!细菌在生活状态时并不释放内毒素!只有当菌体自溶或
用人工方法使细胞裂解后才释放出来!是革兰氏阴性菌$I)
菌%引起发热#休克#器官损伤等多种病理变化和各种并发症
的主要因子 GJH" 微量的细菌内毒素一旦进入人$或动物%血液
系统!就会在很短时间内导致昏迷和高烧!若不及时抢救!很
可能危及生命GDH" 国外研究表明!卵子体外成熟培养液中存在
的内毒素使得卵母细胞多精子入卵率明显上升 GKH&体外培养
卵母细胞时!热激会干扰细胞分裂时的细胞核形成和导致细
胞凋亡!这很可能是导致卵细胞受精能力和受精后早期胚胎
发育能力下降的机理GLH!而内毒素会引发动物机体的发热#休
克等反应" 国内研究多集中在内毒素的检测#去除及与疾病
的关系! 而体内实验和对核酸疫苗掺入的内毒素研究较少
见" 本实验使用常规碱裂解法#试剂盒 F 种方法制备了核酸
疫苗并对小鼠进行免疫!全程统计小鼠的死亡数量和产仔数
量!通过计算存活率和产仔率的变化探索内毒素对免疫小鼠
的不良影响和影响程度!为进一步改进和推进核酸疫苗临床
化提供一定参考"

! 材料与方法
!"! 材料!试剂和仪器
普通成年昆明白雌性小鼠$F 月龄%!购于北京大学医学

部&大肠杆菌菌株 5MD-$实验室保存%#质粒 #$%&’N?*+, 和
#$%&>N$实验室保存%&O9:2P+66 Q.-7=@: 46<- R@3$S/!IO1%#
%9-76$#+2=6<-%#*-. / 和 123 /$4"/%#其他无机试剂为进口或
国产分析纯"

!"# 方法
!"#"! 检测实验室保存 $%&’"!()*+的活性状态
经过质粒活化#转化和常规碱裂解法 GTH小量提取后!进行

双酶切和 Q$% 检验" 根据 #$%&>N?*+, 的限制性内切酶图谱
建立 FE !U双酶切体系!依次加入 ::MFV (D !U#"W;;6+ F !U#
#$%&>(?*+, F !U#123 /$(E XY!UZ和 *-. /$NE XY!UZ各 E>D !U"
Q$% 反应选择 DE !U 反应体系! 依据多次 51! 电泳和 Q$%
实验的效果!控制模板 51! 加入量为 N>E !U!其他试剂的比
例按照 Q$% 的标准反应体系G[H加入&Q$% 仪上的扩增程序是’
[J"预变性 J =@9![J" N =@9 &E 7!K[" N =@9!LF" F =@9!共
进行 &E个循环!最后于 LF"延伸 L =@9" 由于 #$%&>N是构建

#$%&>N?*+, 的来源!并且是商品化的质粒载体!所以实验中
没有对它进行详细的检测!但后面质量控制部分中的电泳图
可以显示质粒的基本活性"

!"#"# 核酸疫苗的制备和质量控制
采用常规碱裂解法# 试剂盒 F 种不同方法分别对两种质

粒进行大量提取!主要区别在于是否去除内毒素" 常规碱裂
解法没有去除内毒素 & 试剂盒使用 S@-<69 公司 O9:2P+66
Q.-7=@: 46<- R@3提取!具有去除内毒素步骤" 核酸疫苗需要
一定的浓度和纯度" 本实验对核酸疫苗的质量控制包括电泳
粗略测定和分光光度计测定! 最后根据质粒在 FKE 9= 的吸
光值 V5FKE确定浓度!由 V5FKEYV5FTE确定纯度" 最后将多次提
取的所有质粒混合并将其浓度稀释为适宜浓度"

!"#"’ 小鼠的核酸免疫和交配实验
选择 F月龄的雌鼠! 注射质粒前 N 天在小鼠后趾处欲注

射部位多点注射普鲁卡因$E>FD\!N]] !U%进行预处理以提
高肌肉对质粒的吸收效率&N :后每只注射 N]] !U$在两条后
腿上分别注射 D] !U% 质粒进行核酸免疫! 即每只雌鼠注射
N]] !< 质粒进行免疫& 初次免疫以后! 每隔 N 周加强免疫 N
次!共免疫 & 次" 初次免疫之后第 J 周!以雌雄小鼠比例 J8N
开始交配实验!每天观察受精栓!直到所有受免疫雌鼠都接
受交配并受孕" 同时使用同剂量的灭菌 ::MFV对另一组母鼠
采用同样的方法进行免疫!作为本实验的阴性对照"

!"#", 核酸免疫后存活率和产仔率的统计
整个实验过程中全程统计免疫雌鼠的死亡数量和受孕

后的产仔数量"

# 结果与分析
#"! 保存质粒的活性检测结果
对质粒 #$%&’N)*+, 进行 *-. /^123 / 双酶切! 如图 N 中出

现了约 N>& _‘的 !"#片段&同时该质粒也能准确地扩增出 !"#
基因片段!如图 F 所示" 这说明实验室保存的真核生物表达

图 ! )-. /0123 / 酶切检测
456" ! &783*59352: ;56783 2< $%&’"!()*+ =+ )-. /0123/
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表 ! 比较免疫母鼠的存活率和产仔率
"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ -0+1,1#% +#2& #.3 $,+24 +#2& /(+ ,))0.,-&3 ),5&

疫苗类型 注射母鼠 合笼母鼠 产仔窝数
平均每窝

产仔数
存活率!" 产仔率!"

试剂盒的 #$%&’()*+,!去除内毒素"
常规碱裂解法的 #$%&-()*+,!未去除内毒素"
试剂盒的 #$%&-(!去除内毒素"
常规碱裂解法的 #$%&-(!未去除内毒素"

./
0/
1/
2/

./

.1
1/
0/

&0
(0
(3
1.

(/-.
2-0

((-0
4-4

(//
5.-/

(//
5&-&

53-0
&0-3
50
.5

图 6 *789:!;<+= >78 产物检测
?,@: 6 >78 +&-0%2 (/ *789:!;<+=

注!6 和 7 为 8$% 产物"9 为 :;6 分子量标准
;<=>?@ 6 ABC 7 A+> 8$% +>?DE=? <F #$%&-()*+,G 9 H? :;6 IA+J>+

! 讨论
核酸疫苗作为第 !代疫苗#虽然具有较好的应用前景#但

其安全性还需进一步验证才能认可#其中之一就是细菌内毒
素的影响$ 本实验在核酸免疫的过程中发现内毒素对小鼠造
成了不良的机体反应# 降低了其存活率 !#$%&-()*+, 组由
(//"降至 5."##$%&-( 组由 (//"降至 5&-&"" 和产仔率
!#$%&-()*+, 组由 53-0"降至 &0-3"##$%&-( 组由 50"降至

.5""特别是产仔率#同时平均每窝产仔数也出现了不同程度
的下降$ 产仔率的大幅下降和平均每窝产仔量的降低证明了
内毒素会影响雌性哺乳动物的生殖系统#进而降低其生殖能
力#同时使用两种不同的质粒得到相似的实验结果重复证明
内毒素的危害$ 这与国外研究发现的内毒素影响雌性动物生
殖内分泌系统结果一致 K2)3L#施振旦等 K(/L推断具体的机制包括

抑制卵泡发育%成熟和排卵#抑制或干扰发情表现和排卵时

注!6 和 7 为 #$%&-()*+, 质粒"$ 和 : 为 #$%&-( 质粒
;<=>?@ 6 ABC 7 A+> #$%&-()*+, #EA?IHC?G $ ABC : A+> #$%&-( #EA?IHC?

质粒 #$%&-()*+,仍有较高的活性状态$
6:6 核酸疫苗的制备和质量控制结果
将两种方法制备的核酸疫苗分别混合后电泳# 图 &和图

.的琼脂糖凝胶电泳图初步显示两种质粒状态均良好& 之后
的紫外分光光度计检测#M:12/!M:15/值均为 (-4"/-(#说明纯度
符合要求&碱裂解法提取的质粒 12/ BI 的 M: 值约为 (1#即
浓度约为 /-2 !N!!O !对于双链 :;6#( M: 相当于 0/ !N!
IO"#试剂盒提取的浓度约为 . !N!!O#稀释至 ( !N!!O$
6:9 免疫小鼠存活率和产仔率统计结果
由表 (可看出#无论是哪一种质粒#未去除内毒素的产仔

率较去除内毒素的都出现了大幅的下降# 分别由 53-0P降至
&0-3"和由 50"降至 .5"&而就存活率而言#未去除内毒素的
仍然是最低的# 但与去除内毒素的差异明显低于产仔率&同
时平均每窝产仔量也有不同程度的下降$

图 9 碱裂解法大量提取的 *789:!;<+= 和 *789:!
?,@: 9 *789:!;<+= #.3 *789:! %#+@&%= &A2+#52&3 $=

#%B#%,.& %=-,-

图 C 试剂盒大量提取的 *789:!;<+= 和 *789:!
?,@: C *789:!;<+= #.3 *789:! %#+@&%= &A2+#52&3 $=

+&#@&.2 B,2

注!6 和 7 为 #$%&-()*+, 质粒"$和 :为 #$%&-( 质粒
;<=>?@ 6 ABC 7 A+> #$%&-()*+, #EA?IHC?G $ ABC : A+> #$%&-( #EA?IHC?
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间!甚至抑制胚胎的发育!并通过影响体温和免疫系统分泌
细胞因子对早期胚胎发育和排卵后黄体功能的建立产生不

良影响"
本研究中虽然取得了预期的实验结果!但是核酸疫苗中

的内毒素会不会对子代及雄性个体产生不良反应和影响程

度!还有待进一步研究和验证#另外!虽然使用常规碱裂解法
提取的核酸疫苗导致了较低的存活率和产仔率!但直接给与
小鼠微量的内毒素是否也会产生同样的结果!这是值得思考
的问题!也是本研究继续探究的方向之一"

! 结论
核酸疫苗制备过程中掺入的细菌内毒素会对小鼠机体

造成较大不良反应! 特别是雌性小鼠的生殖内分泌系统!体
现在产仔率的大幅降低"
在核酸疫苗的临床化进程中!根除细菌内毒素是必不可

少的步骤!目前出现了超滤和反渗透法 !""#等去除细菌内毒素

的方法" 随着各项生物技术的不断成熟和创新!相信核酸免
疫这一低成本$易操作又安全有效%经过优化后&的免疫方法
将会广泛应用于人类的疾病预防和治疗"
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!第 !届民间验方"诊疗技术学术
研讨会#征文

民间确有不少一技之长的中医药人员!掌握着不少中医"绝活#!创造了疗效独特的中医诊疗技术!总结出行之有效的单方$
验方!积累了比较丰富的临床经验% 为此!中华中医药学会拟于 !""# 年 $$ 月在北京召开&第 ! 届民间验方$诊疗技术学术研讨
会#!搭建一个交流与合作的平台%
征文内容包括’确有独特疗效的民间中医%绝活%的临床应用与推广研究!民间单方$验方的搜集整理与传承研究!中医诊疗

技术$民间单方$验方的理论研究!中医诊疗技术$民间单方$验方的临床研究!民间单方$验方$中医诊疗技术的实验研究!保护
民间验方与确有独特疗效的诊疗技术的思路$方法与政策建议等% 论文截稿日期为 !""# 年 & 月 ’( 日%
联系方式’北京市樱花园东街甲 ) 号中华中医药学会信息管理部($***!#) 庄乾竹!康宁!孙中强*电话’*$*+,)!-&,#-*传

真’*$*./)!$)#)&*电子信箱’0120134$*!5$!/6789%
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