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摘要:【目的】以减毒鼠伤寒沙门菌( Salmonella typhimurium aroA strain SL7207，SL7207) 为载体携带可表达

呼吸道合胞病毒(Human respiratory syncytial vrius，RSV) 密码子优化的融合蛋白(Fusion glycoprotein，F) 的

真核表达质粒，探讨不同黏膜免疫途径及密码子优化对免疫效果的影响。【方法】通过对 RSV 野生型 F 基因

(Fwt) 进行密码子优化，获得密码子优化的 F 基因(Fsyn) ，并构建可表达 Fsyn 的真核表达质粒 pcDNA3. 1 /
Fsyn，转化 SL7207 得 到 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn。分 别 经 滴 鼻 和 灌 胃 途 径，免 疫 BALB / c 小 鼠，采 用 间 接

ELISA 方法比较免疫 效 果。【结 果】与 灌 胃 组 相 比，滴 鼻 组 诱 导 小 鼠 产 生 了 更 高 水 平 的 血 清 IgG 和 黏 膜

SIgA，获得了更好的免疫效果(P ＜ 0. 05)。与野生型相比，密码子优化的 F 蛋白具有更好的免疫原性 (P ＜
0. 05)。【结论】经滴鼻途径免疫和密码子优化能够提高以 SL7207 为载体的 RSV DNA 疫苗免疫效果。
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人 呼 吸 道 合 胞 病 毒 ( Human respiratory
syncytialvirus，RSV) 广 泛 分 布 于 世 界 各 地，是 引 起

婴幼儿下呼吸道感染最重要的病毒性病原体，发病

高峰期在出生后的 6 周至 6 个月
［1］。鉴于 RSV 危

害严重，病毒感染机体后的免疫保护机制尚未明确，

也无有效的预防疫苗。世界卫生组织有关 21 世纪

疫苗报告中将 开 发 RSV 疫 苗 列 为 最 优 先 发 展 的 疫

苗项目之一。
减毒伤寒沙门菌作为 DNA 疫苗的载体，通过口

服途径已被成功用于多种传染性疾病的预防研究。
我们的前期研究结果表明，采用减毒鼠伤寒沙门菌

SL7207(Salmonella typhimurium aroA strain SL7207，

SL7207) 携 带 真 核 表 达 质 粒 pcDNA3. 1 /F( SL7207 /

pcDNA3. 1 /F) 经灌胃途径免疫能够获得较好的免疫

效果和免疫保护作用，但同时也发现该疫苗形式诱

导 产 生 的 呼 吸 道 黏 膜 分 泌 型 IgA ( Secretary IgA，

SIgA) 和血清 IgG 滴 度 较 低
［2 － 3］。我 们 分 析 产 生 这

种结果的原因可能与免疫途径和免疫原性有关。
有研究报道以减毒伤寒沙门菌为载体的疫苗，

经滴鼻途径 免 疫 能 诱 导 产 生 比 口 服 免 疫 更 好 的 效

果
［4］。另外，RSV 主要保护性抗原 F 蛋白在同义密

码子的使用上，采用的是与人基因组完全不同的富

含 A + T 的稀有密码子
［5］。研究表明，通过 对 野 生

型 F 基因进行密码子优化，选用人类偏好的具有高

G + C 含量、以 G 或 C 结尾的密码子，同时采用可增

加翻译效率的 Kozak 序列及双终止密码子等方法可
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提高 F 蛋白的表达水平，并增强其免疫原性和免疫

保护作用
［6 － 7］。

鉴于以上考虑，我们设想首先通过优化 F 基因

密码子、添加可增强翻 译 效 率 的 Kozak 序 列 及 双 终

止密码子等方法提高 F 蛋白的真核细胞表达水平，

然后 用 SL7207 携 带 真 核 表 达 质 粒，经 滴 鼻 途 径 免

疫，以期获得理想的免疫效果。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 质 粒、菌 株、细 胞: 减 毒 鼠 伤 寒 沙 门 菌

SL7207 由 上 海 第 二 军 医 大 学 戚 中 田 教 授 馈 赠，E．
coli DH5α、质粒 pcDNA3. 1、HEp-2 细胞、HEK293 细

胞和纯化的 RSV 为本室保存。pcDNA3. 1 /Fwt 质粒

为本实验室构建。
1. 1. 2 主要试剂:HRP 标记的羊抗小鼠 IgG 抗体、
HRP 标记的羊抗小鼠 IgA 抗体、HRP 标记的兔抗山

羊 IgG 抗体购自北京中杉金桥生物有限公司。质粒

小提试剂盒购自 TaKaRa 公司。脂质体转染试剂盒

Lipofectamine 2000 购 自 Invitrogen 公 司。ECL 检 测

的鲁米诺试剂盒氧化剂钩子 Pierce 公司，硝 酸 纤 维

膜购自 Amersham 公司。NCL-RSV3 为 Novocastra 公

司产品，羊 抗 RSV(AB1128) 多 抗 购 自 Chemicon 公

司。小鼠淋巴细胞分离液为深圳达科为生物技术有

限公司产品。RPMI l640 为 Gibco 产品，BSA 为四季

青产品。TMB 为美国 Promega 公司产品。其它主要

生化试剂均为进口或者国产分析纯。
1. 1. 3 实 验 动 物:6 － 8 周 龄 雌 性 BALB / c 小 鼠 购

于维通利华公司，饲养于军事医学科学院动物中心。
1. 2 pcDNA3. 1 /Fsyn 构建

根据国外文 献 报 道 的 方 法
［7 － 8］，全 基 因 合 成 密

码子优化并含 Kozak 序列及双终止密码子的 RSV F
基因(Fsyn) ，采 用 Hind Ⅲ和 EcoRⅤ 双 酶 切 后，与

Hind Ⅲ和 EcoRⅤ 双酶切 pcDNA3. 1 以 T4 DNA 连

接酶连接，转化，酶切鉴定正确后，送测序公司测序

鉴定，获得 pcDNA3. 1 /Fsyn。
1. 3 Western blot 分析重组质粒中 F 蛋白的表达

pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn 转 染

HEK293 细胞转染 48 h 后收集细胞于 10 mL 离心管

中，2700 × g 离 心 5 min。取 细 胞 沉 淀 与 100 μL 细

胞 裂 解 液 混 匀，反 复 冻 融 3 次，13000 × g 离 心

30 min。取上 清 液 与 loading buffer ( 不 含 DDT) 煮

样，行 SDS-PAGE 电 泳、转 膜、封 闭，用 羊 抗 RSV 多

抗为一抗孵育 2 h，洗涤 4 次;鼠抗羊-HRP 为二抗孵

育 2 h，洗涤 4 次;在暗室中按每平方厘米 0. 125 mL
的用量标准及膜的大小，等体积混合用于 ECL 检测

的鲁米诺试剂和氧化剂，可见到膜上出现绿色荧光

条带。对 X 光片曝光 30 s，经显影定影处理后晾干

保存。
1. 4 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 和 SL7207 /pcDNA3. 1 /
Fsyn 的 制 备 及 鉴 定: 采 用 电 转 化 的 方 法 将

pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn 转 化 进 SL7207
感受态菌，挑选重组子，摇菌，以碱裂解法小量提取

质粒，并使用 Hind Ⅲ和 EcoRⅤ双酶切鉴定，经电泳

鉴定条带大小正确后，送测序公司测序，比对序列正

确 后，获 得 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 和 SL7207 /
pcDNA3. 1 /Fsyn。
1. 5 重组减毒沙门氏菌的体外稳定性实验

为了检 测 重 组 质 粒 pcDNA3. 1 /Fsyn 电 转 入 减

毒沙门氏菌 SL7207 后在细菌内的稳定传代情况，将

携带质粒 pcDNA3. 1 /Fsyn 的重组减毒沙门氏菌( 重

组菌) 分别在含有或不含有氨苄培养基中培养5 天，

每隔 12 h 取等体积菌液铺板计数，通过计数在两种

培养基中 的 菌 落 数 量 来 计 数 稳 定 性
［9］。即 用 含 氨

苄的培养基中生长的菌落数量除以不含氨苄的培养

基中生长的菌落数量，再换算成百分比。从含有氨

苄的 平 板 上 随 机 挑 取 10 个 单 菌 落，提 质 粒 进 行

Hind Ⅲ和 EcoRⅤ双酶切鉴定。
1. 6 动物分组与免疫

24 只 6 － 8 周 龄 雌 性 BALB / c 小 鼠 随 机 分 为

SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 和 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 滴

鼻 组 以 及 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 和 SL7207 /
pcDNA3. 1 /Fsyn 灌胃组，6 只 /组。取 1 × 108 CFU 重组

菌稀释至 50 μL PBS 中滴鼻免疫小鼠。经滴鼻免疫

前，先用 0. 4% 戊巴比妥钠经腹腔注射麻醉(40 mg /kg
体重)。取 1 ×108 CFU 重组菌稀释至100 μL PBS 中灌

胃免疫小鼠。于灌胃前 4 h 禁水禁食，灌胃前 30 min
给予 100 μL 10% NaHCO3 中和胃酸。
1. 7 血清抗体检测

24 只小鼠(6 只 /组，共 4 组) 分 别 在 免 疫 后 2、
3、4、5、6 周采 集 小 鼠 血，5000 × g 离 心 15 min 分 离

血清，－ 20℃ 保存备用。采用间接 ELISA 检测小鼠

血 清 IgG［2］，用 1 ∶ 5000 稀 释 纯 化 的 RSV 抗 原

100 μL /孔包被酶标板，4℃ 过夜;用含 10% 胎牛血

清的 PBS-T 作为 37℃ 封 闭 1 h;加 入 经 适 当 稀 释 的

免疫小鼠血清，100 μL /孔，于 37℃ 孵育 1 h 后;HRP
标记 的 羊 抗 小 鼠 IgG 做 为 第 二 抗 体 每 孔 100 μL，
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37℃ 孵育 1 h;每孔加入 100 μL TMB 底物，37℃ 避

光 孵 育 15 min，每 孔 加 入 50 μL H2 SO4 ( 浓 度 为

2 mol /L) 终止显色反应，在酶标仪上读取 A450 值，以

P ＞ 0. 2，P /N≥2. 1 为 阳 性 ( P 为 实 验 组 标 本 所 测

A450 值，N 为 对 应 的 小 鼠 未 免 疫 前 的 血 清 标 本 所 测

A450 值)。
1. 8 以免疫后血清作为一 抗 和 Western blot 分 析

方法证 实 重 组 菌 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 的 体 内

表达

具体方法参见 1. 2. 2，抗原为纯化 RSV，一抗为

经滴鼻途径免疫后小鼠按 1:50 稀释的免疫后血清，

其余步骤同 1. 2. 2。
1. 9 支气 管 肺 泡 灌 洗 液 (Bronchoalveolar lavage，

BAL) 中 RSV 特异性 SIgA 间接 ELISA 测定

24 只小鼠(6 只 /组，共 4 组) 分别在免疫后第 6
周，脱臼处死小鼠，切开颈部皮肤与肌肉层，在气管

的上部用 眼 科 剪 做 一 V 字 型 切 口，注 意 勿 切 断 气

管，将一医用连接软管向下插入气管，软管的另一端

连上内含 1 mL PBS 的 2. 5 mL 注射器，并将 PBS 推

入小鼠肺部，反复冲洗小鼠肺部 3 － 5 次，获得小鼠

肺腔内的分泌 物，10000 × g 离 心 5 min，收 集 上 清，

检 测 SIgA［2］。用 碳 酸 盐 缓 冲 液 ( 0. 01 mol /L，

pH9. 6) 按 1∶ 5000 稀释纯化的 RSV 包被 96 孔酶标

板，100 μL /孔，4℃ 过夜，用含 0. 05% Tween 的 PBS
(PBS-T，pH 7. 4) 洗涤 3 次后，用含 10% 胎牛血清

的 PBS-T 作 为 封 闭 液，200 μL /孔，37℃ 孵 育 1 h，

PBS-T 洗涤 3 次后，加入经 1 ∶ 1，1 ∶ 10，1 ∶ 50 稀 释 的

支气管肺泡灌洗液，100 μL /孔，于 37℃ 孵育 1 h 后，

PBS-T 洗涤 3 次。然后加入 1 ∶ 2000 稀释的 HRP 标

记的羊抗小鼠 IgA，于 37℃ 孵育 1 h 后，洗板 6 次，每

次 5 min。每 孔 加 入 100 μL TMB 底 物 ( 浓 度 为

100 μg /mL) ，置 37℃ 避 光 孵 育 15 min，每 孔 加 入

50 μL H2 SO4 ( 浓度为 2 mol /L) 终止显色反应，在酶

标仪上读取 A450 值。以 PBS 作为空白对照组。
1. 10 RSV 中和抗体检测

24 只小鼠(6 只 /组，共 4 组) 分别在免疫后第 6
周，在无菌条件下分离小鼠血清，用病毒维持液以 2
倍倍比 稀 释 后，每 个 稀 释 度 的 血 清 与 RSV 病 毒

(50 pfu /孔) 混合后，铺在生长 HEp-2 细 胞 的 96 孔

板上，100 μL /孔，每 个 样 设 3 个 复 孔，并 设 立 对 照

孔
［7］。于室温孵育 1 h 后，弃培养液;各孔加 200 μL

用完全 培 养 液 DMEM 配 制 的 1% 甲 基 纤 维 素，在

37℃ 孵育 4 d 后，甩去培养液;95% 的冰乙醇 4℃ 固

定 30 min;含 5% 脱脂牛奶的的 PBS( pH 7. 4) ，37℃

封 闭 30 min; 加 NCL-RSV3 单 抗 ( 1 ∶ 500 稀 释 ) ，

100 μL /孔，37℃ 孵育 1 h;加 HRP 标 记 的 羊 抗 小 鼠

IgG 第二 抗 体，100 μL /孔，37℃ 孵 育 1 h;加 底 物 显

色液，每个孔加 100 μL TMB，室温暗处 10 － 15 min，

用水冲洗掉显色液，干燥后在倒置显微镜下计数每

孔蚀斑数。中和抗体效价以计数的斑点数比未加抗

体的病毒一半减少的血清最高稀释度表示。
1. 11 统计分析

实验数据的 统 计 学 分 析 正 态 分 布 使 用 t 检 验，

非正态 分 布 使 用 t' 检 验，P ＜ 0. 05 判 断 为 差 异 显

著性。

2 结果

2. 1 pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn 体 外 表

达水平

图 1 Western blot 分 析 真 核 质 粒 表 达 的 RSV F 融

合蛋白

Fig． 1 Expression of RSV F gene in HEK293 cells analyzed by

Western blot． 1:Marker7708; 2:HEK293; 3:pcDNA3. 1 /Fwt;

4:pcDNA3. 1 /Fsyn．

pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn 转 染 HEK-
293 细胞 48 h 后，裂解细胞。通过 BCA 测定蛋白质

含量，保持所有 泳 道 的 上 样 量 一 致 ( 为 34 μg /孔)。
用不含 DDT 的 loading buffer 煮样，行 SDS-PAGE、转
膜，分别用羊 抗 人 RSV 多 克 隆 抗 体 和 HRP-鼠 抗 山

羊 IgG 单克隆抗体进行 Western blot 分析，以检测表

达产物。同时取 HEK293 细 胞 裂 解 液，作 为 阴 性 对

照。3 － 4 泳道观察到约为 140 kDa 和 175 kDa 的目

的蛋白( 图 1)。
2. 2 重组菌 SL7207 的增殖培养特性

质粒 pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn 分别转

化 SL7207 感 受 态 菌，涂 布 含 氨 苄 抗 生 素 50 g /mL
LB 平板，37℃ ，18 h，转 化 菌 SL7207 的 平 板 上 菌 落
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界限清楚，周围没有卫星菌落。
2. 3 两种质粒转化 SL7207 后的酶切鉴定

挑选转化了 pcDNA3. 1 /Fwt 和 pcDNA3. 1 /Fsyn
的 SL7207，摇菌后提取质粒，Hind Ⅲ和 EcoRⅤ双酶

切获得目的条带，测序鉴定正确，图 2。

图 2 两种质粒转化 SL7207 后的酶切鉴定

Fig． 2 Identification of recombinant plasmids from S．

typhimurium aroA strain SL7207． 1:DL15000 DNA marker; 2:

pcDNA3. 1 /Fwt; 3: pcDNA3. 1 /Fsyn．

2. 4 重组菌的体外稳定性实验

连续培养 120 h 后，重 组 菌 的 体 外 稳 定 性 实 验

结果显示，有 89% 以上的质粒仍稳定存在于重组菌

内( 图 3)。从含有氨苄的平板上随机挑取 10 个单

菌落，提 质 粒 进 行 Hind Ⅲ和 EcoRⅤ双 酶 切 鉴 定。
酶切后电泳结果显示 10 个质粒均可切下和 Fsyn 片

段大小一致的 片 段，证 明 重 组 菌 培 养 120 h 后 仍 可

稳定携带质粒( 图 4)。

图 3 重组减毒沙门氏菌的体外稳定性实验结果

Fig． 3 Stability of pcDNA3. 1 /Fsyn and pcDNA3. 1 in SL7207

cultured for 120 h with antibiotic or antibiotic-free medium．

2. 5 间接 ELISA 测定血清 RSV 特异性 IgG
采用间接 ELISA 方法检测血清 IgG，结果显示，

同灌胃组相比较，随着免疫后时间的持续，SL7207 /
pcDNA3. 1 /Fsyn 滴鼻 组 血 清 RSV 特 异 性 IgG 水 平

均明显提高 (P ＜ 0. 05) ，如 图 5;在 滴 鼻 免 疫 组，与

SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 相比较，SL7207 /pcDNA3. 1 /
Fsyn 诱导 更 强 的 RSV 特 异 性 IgG 水 平 (P ＜ 0. 05)

如图 6。
2. 6 重组菌 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 体内表达分

析

为了解 Fsyn 在体内的表达情况，我们使用重组

菌 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 免 疫 后 的 血 清 作 为 一

图 4 减毒沙门氏菌携带的重组质粒酶切鉴定结果

Fig． 4 Identification of the recombinant plasmids by restriction endonucleases of Hind Ⅲ and EcoR

Ⅴ ． M: DL2000 DNA marker; 1 － 10: The recombinant plasmids extracted from 10 randomly picked

SL7207 / pcDNA3. 1 /Fsyn colonies survived on Ampicill plate for 120 h．

抗，并通过 Western blot 方法分析予以证实。将纯化

RSV 加入不含 DDT 的 loading buffer，行 SDS-PAGE、
转膜，使 用 小 鼠 单 次 免 疫 五 周 的 血 清 为 一 抗 (1:50
倍稀释) ，HRP-山 羊 抗 小 鼠 IgG 单 克 隆 抗 体 为 二 抗

进行 Western blot 分 析。同 时 取 HEp-2 细 胞 裂 解

液，作为阴性对照( 第 2 泳道)。结果显示在第 3 泳

道观察到约为 140 kD 的目的蛋白( 图 7) ，同时说明

SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 在免 疫 的 小 鼠 体 内 成 功 实

现了表达。
2. 7 间接 ELISA 分 析 BAL 中 RSV 特 异 性 SIgA
的间接 ELISA 测定

于免疫后第 6 周处死小鼠，获取小鼠 BAL，间接
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图 5 SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 分 别 经 不 同 免 疫 途 径

诱导 RSV 特异性 IgG 水 平 比 较 ( 图 中 数 据 为 均 值 ±
标准误，n = 6 只小鼠 /组)

Fig． 5 Comparison of serum RSV-specific IgG levels induced via

intranal or intragastic route with SL7207 / pcDNA3. 1 /Fsyn． data

are average ± SEM，n = 6 mice per group．

图 6 两种含不同质粒的重组 SL7207 经滴鼻免疫小

鼠诱导血清 RSV 特 异 性 IgG 水 平 比 较 ( 图 中 数 据

为均值 ± 标准误，n = 6 只小鼠 /组)

Fig． 6 Comparison of serum RSV-specific IgG levels induced

by two strains of recombinant SL7207 immunized intranasally．

Data are average ± SEM，n = 6 mice per group．

ELISA 检测 BAL 中 RSV 特 异 性 SIgA。结 果 显 示，

各实验组均产生了 RSV 特异性的 SIgA，同灌胃组相

比较，SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 滴 鼻 组 的 RSV 特 异

性抗体 SIgA 水平显著提高(P ＜ 0. 05)。与 SL7207 /
pcDNA3. 1 /Fwt 相 比 较，SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 滴

鼻免疫能诱导机体产生更强的 RSV 特异性 SIgA 水

平(P ＜ 0. 05) 如图 8。
2. 8 中和抗体测定

免疫后第 6 周 分 离 小 鼠 血 清，检 测 中 和 抗 体。
检测结果显示，SL7207 /pcDNA3. 1 /Fsyn 滴鼻组的中

图 7 以免疫后血清为基础的 Western blot 分析证 实

Fsyn 的体内表达

Fig． 7 The in vivo expressed Fsyn confirmed by Western blot

based on the sera from the immunized mice． 1:Marker7708; 2:

HEp-2; 3:purified RSV．

图 8 间 接 ELISA 分 析 BAL 中 RSV 特 异 性 SIgA ( 图 中

数据为均值 ± 标准误，n = 6 只小鼠 /组)

Fig． 8 RSV-specific SIgA in BAL analyzed by indirect-ELISA ( data

are average ± SEM，n = 6 mice per group) ．

1: SL7207 / pcDNA3. 1 /Fwt administered intranasally; 2: SL7207 /

pcDNA3. 1 /Fsyn administered intranasally; 3: SL7207 / pcDNA3. 1 /

Fsyn administered intragastrically．

和 抗 体 效 价 为 1:10，SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 滴 鼻

组、SL7207 /pcDNA3. 1 /Fwt 灌 胃 组 和 SL7207 /
pcDNA3. 1 /Fsyn 灌胃组均未能产生可检测的中和抗

体，各组均为 6 只小鼠。

3 讨论

以 SL7207 等细菌为载体的 DNA 疫苗经黏膜途

径可诱导机 体 产 生 有 效 的 系 统 免 疫 和 黏 膜 免 疫 应

答，其主要机制是减毒沙门氏菌具有强大的免疫佐
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剂作用(LPS、鞭毛及 CpG 序列等) ，可直接活化并将

抗原携带 至 抗 原 呈 递 细 胞 ( antigen presenting cells，
APCs) ，诱导产 生 强 大 的 Th1 型 免 疫 应 答。常 用 的

两种黏膜免疫途径是口服及鼻内免疫，多数研究认

为鼻内免疫优于口服免疫，但也有不同的报道
［4，10］。

口服免疫和伤寒沙门菌的自然感染方式是一样的，

也是最友好、最安全的一种接种方法，但消化道内含

有的成分复杂，胃酸和各种消化酶可能会影响肠道

APCs 对减毒伤寒沙门菌的摄取。由 于 滴 鼻 免 疫 的

微环境中干扰因素比口服免疫少，激发的免疫作用

也比口服 免 疫 强。但 是 菌 体 成 分 对 机 体 有 一 定 毒

性，限制了重组菌的鼻内接种量，对免疫效果会有一

定影 响，以 SL7207 为 递 送 载 体、经 滴 鼻 途 径 开 展

RSV DNA 疫苗研究 至 今 未 见 报 道，另 外，作 为 RSV
主要的保护性抗原，RSV F 蛋白的免疫原性一直不

是十分理想，通过对 F 蛋白的密码子进行优化提高

F 蛋 白 的 表 达 量，是 增 强 其 免 疫 原 性 的 有 效 方

法
［7 － 8］。我们的研究结果显示，以 SL7207 为递送载

体经滴鼻途径 免 疫 可 表 达 密 码 子 优 化 的 RSV F 蛋

白的 DNA 疫苗能有效提高疫苗的免疫效果。
BALB / c 小鼠 体 内 实 验 结 果 表 明，与 灌 胃 途 径

相比，以 SL7207 为递送载体的可表达密码子优化的

RSV F DNA 疫苗 鼻 内 免 疫 能 诱 导 机 体 产 生 更 好 的

体液及黏膜免疫，该发现尚未见文献报道。我们也

将野生型 RSV F DNA 疫苗进行了鼻内免疫和灌胃

免疫比较，尽管没有产生显著差异(P ＞ 0. 05) ，但是

滴鼻组比灌胃组还是产生了较高滴度的血清 IgG 抗

体，我们分析原因可能有 2 个:一是野生型 F 蛋白的

免疫原性较弱;二是仅进行了一次免疫，存在一定的

操作 误 差 和 随 机 性。实 验 中 我 们 也 发 现 以 1 × 108

CFU 重组沙 门 菌 滴 鼻 免 疫 小 鼠 时 没 有 出 现 小 鼠 死

亡现象，但更高剂量滴鼻免疫小鼠时会产生安全性

问题( 结果 未 附) ，因 此，我 们 的 结 果 说 明 通 过 选 择

适当的剂量，滴鼻免疫不仅是安全的，而且可产生比

灌胃免疫更好的免疫效果;同时我们的结果也显示，

密码子优化的 RSV F 蛋 白 免 疫 学 效 果 优 于 野 生 型

RSV F 蛋白，密码子优化是提高 RSV F 蛋白免疫原

性的有效方法，该结果与已有的报道一致
［7 － 8］。

值得说明的是，除了小鼠体内实验外，我们也开

展了重组菌培养特性及体外稳定性实验，发现重组

菌有较好的增 殖 培 养 特 异 性，经 120 h 后 仍 可 稳 定

携带质粒，与 已 有 的 报 道 基 本 一 致
［9］。但 是，在 该

重组菌体外转基因表达实验中，经过体外感染多种

真核细胞系，通过 Western blot 分析等，我们未能发

现转基因的体外表达。分析原因可能是重组菌感染

真核细胞的效率较低及分析方法不够灵敏。为证实

该重组菌诱导机体产生的免疫应答确为转基因体内

有效表达引起，因此，我们取免疫后小鼠血清作为一

抗，用于 Western blot 分析纯化的 RSV，结果显示，该

免疫血清能特异性识别 F 蛋白，说明重组菌在体内

能有效表达，并足以诱导机体产生抗体应答。
单次滴鼻免疫后，在密码子优化的 F 蛋白实验

组，发现免疫后第六周的血清中仍能检测出中和抗

体，推测该组小鼠产生了具有中和作用的 IgG 抗体，

对 RSV 感染可 能 具 有 更 好 的 免 疫 保 护 作 用。而 野

生型滴鼻组、野生型灌胃组和密码子优化灌胃组免

疫后第六周的血清中均未能检测出中和抗体。
总之，我们的研究结果 表 明，以 SL7207 为 递 送

载体的 RSV DNA 疫 苗，滴 鼻 途 径 比 灌 胃 途 径 能 诱

导更好的体液及黏膜免疫应答，通过对 RSV F 蛋白

进行密码子优化可增强其免疫效果，并能诱导产生

中和抗体，我们认为滴鼻途径免疫以 SL7207 为递送

载体的人呼吸道和胞病毒 F 蛋白 DNA 疫苗能诱导

产生较好的免疫效果，为进一步研究其免疫保护作

用奠定了坚实的基础。
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Antibody responses induced by mucosal DNA vaccine
encoding the codon-optimized F protein of human
respiratory syncytial virus ( RSV ) delivered with
attenuated Salmonella typhimurium

Ming Cheng1，2，Jinsheng He2* ，Yuanhui Fu2，Wei Qiao1，Yueying Jiao2
1Department of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032，China
2 College of Life Sciences ＆ Bioengineering，Beijing Jiaotong University，Beijing 100044，China

Abstract:［Objective］ In order to investigate antibody responses by musosal DNA vaccines encoding the codon-optimized
F protein of human respiratory syncytial virus ( RSV ) delivered with attenuated Salmonella typhimurium aroA strain
SL7207 (SL7207) via intranasal or intragastric routes． ［Methods］After the codon-optimized F gene was synthesized，we
constructed eukaryotic expression plasmid pcDNA3. 1 /Fsyn and transformed it into SL7207 to get recombinant SL7207 of
SL7207 / pcDNA3. 1 /Fsyn． Then，SL7207 / pcDNA3. 1 /Fsyn was exploited to evaluate its immunogenicity in BALB / c mice
administered intranasally or intragastrically． The resultant serum and mucosal antibody responses were analyzed by indirect
ELISA． ［Results］Compared with intragastric immunization group，intranasal immunization group achieved higher level of
RSV specific serum IgG and secretion IgA (SIgA) (P ＜ 0. 05) ． Moreover，F protein expressed by the codon-optimized F
gene of Fsyn was of elevated immunogenicity，compared with wild type F (Fwt) (P ＜ 0. 05) ． ［Conclusion］ Intranasal
immunization and codon optimization approaches can improve antibody responses of RSV DNA vaccine delivered by
attenuated Salmonella typhimurium aroA strain SL7207．
Keywords: human respiratory syncytial virus，codon-optimized F gene，mucosal administration，attenuated Salmonella
typhimurium aroA strain SL7207
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