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以霍乱毒素重组B亚单位为佐剂

的流感抗原滴鼻免疫效果研究

刘吏婷1’2，江海燕2，颜 艳1，崔 平1，王希良2，王建华1

(1．西北农林科技大学动物科技学院。陕西杨陵71210012．军事医学科学院微生物流行病研究所。病源微生物生物

安全国家重点实验室，北京100071)

摘要：研究霍乱毒素重组B亚单位(recombinant cholera toxin B subunit，rCTB)为佐剂的流感抗原滴鼻免

疫小鼠后，小鼠的体液免疫和局部黏膜免疫反应。三价流感病毒灭活抗原及裂解抗原按比例与rCTB配伍，

滴鼻免疫小鼠，分析血清中IgG和IgM的动态变化，二免三周后，分析血清中HAI的变化，收集鼻、肺冲洗

液，分析IgG和sIgA的变化。结果表明：全病毒组及疋TB+裂解抗原组各项指标变化较明显，小鼠血清IgG

和IgM在二免三周后仍维持在较高的水平，而其他两组均呈下降趋势}全病毒组鼻、肺冲洗液lgG和slgA抗

体滴度以及血清HAI抗体滴度均高于rCTB+全病毒组(P<o．01)，而rCTB+裂解抗原组鼻、肺冲洗液IgG

和sIgA抗体滴度以及血清HAI抗体滴度明显高于裂解抗原组(P<0．01)。研究表明：以全病毒抗原及

rCTB+裂解抗原滴鼻免疫小鼠，均可诱导小鼠产生较强的系统免疫反应和局部黏膜免疫反应。rCTB与流感

裂解抗原配伍滴鼻，可提高抗原的免疫原性．增强机体的黏膜免疫应答反应。
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Abstract：To study the systemic and mucosal antibody response induced by i．n．trivalent whole influ—

enza virus(wFlu)and trivalent split influenza virus(sFlu)with rCTB．wFlu and sFlu was formulated

with rCTB，administered intranasal(i．n．)．Mice sera were collected from 0 day to 28 day post i．n．

Changes of serum IgG and IgM were observed，as well as the titres of hemagglutination inhibition

(HAI)and specific IgG and slgA in lung and nasal washes were determined．The result showed that

the mice i．n．with rCTB-wFlu and rCTl3-sFlu changed obviously．In brief，the wFlu and rCTB-sFlu

elicited high titres of serum IgG，and IgM and maintained high level post 28d，whereas the others de—

creased post 28d．In addition，i．n．with wFlu induced significant higher titres of HAI and specific IgG

and sIgA in lung and nasal washes than rCTB—wFlu，but the rCTB—sFlu induced significant higher tit-

res of HAI and specific IgG and sIgA in 1ung and nasal washes than sFlu．I．n．with wFlu or rCTB·

sFlu might elicit systemic and mucosal immunoresponse．And rCTB are a potent mueosal adj uvants for

split influenza vaccines．
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流行性感冒是一种主要发生于秋季和冬季的

急性呼吸道疾病，分别由甲、乙、丙三型流感病毒

引起。该病传染性强、爆发突然、蔓延迅速、波及

面广，严重危害人类身体健康。而且近年来，禽流

感突破物种的界线，直接传染给人类，给人类的生

命安全带来了严重的威胁n1：接种疫苗仍是当今

防治流感和禽流感发生及流行最有效、最主要的

手段。注射接种全病毒流感疫苗，易引起较多的

不良反应，对于小年龄组(12岁)以下的接种一直

未被批准[2]。目前，经口服和鼻腔进行接种的流

感疫苗越来越引起人们的关注。研究表明，鼻内

接种流感疫苗是一种既安全又有效的疫苗接种方

式，它适用于各年龄段人群，与肌肉注射相比，它

不仅可刺激机体产生系统免疫应答，而且能诱导

机体产生较强的黏膜免疫应答[3]。现以流感喷鼻

疫苗为冷适应株减毒活疫苗，用于5～17岁健康

少年儿童以及18～49岁健康成人，其存在的主要

问题是疫苗的遗传稳定性以及体质虚弱的老年人

接种疫苗的安全性和有效性[4]。霍乱毒素B单

位是近年来研究较多的一种新型黏膜佐剂，以它

作为口服和鼻内等途径免疫佐剂能诱导机体产生

较强的特异性、系统性免疫应答反应。本研究选

用rCTB为佐剂，与抗原配伍，滴鼻免疫Balb／c

小鼠，检测血清及鼻、肺冲洗液中的IgG、IgM及

HAl的动态变化，为流感黏膜疫苗的免疫学评价

提供实验依据。

1 材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 实验动物 Balb／c小鼠，6～8周龄，雌

性，购白军事医学科学院实验动物中心。

1．1．2抗原 三价流感全病毒灭活抗原由本课

题组制备。病毒在9日龄SPF鸡胚中培养48～

7Z h，收集尿囊液，甲醛灭活后超滤浓缩，经蔗糖

密度梯度离心，透析后，得单价病毒液。单向免疫

扩散实验分别测定单价病毒液HA含量，按一定

比例混合，使三价病毒液中，各种病毒的HA含

量达35 t．cg／mL。三价流感裂解抗原由华兰生物

制品公司提供。

1．1．3 佐荆 霍乱毒素B亚单位由军事医学科

学院生物工程所惠赠。

1．1．4 主要试剂HRP—Goat-anti-mouse IgG、

IgA、IgM购自美国BETHYL公司，霍乱弧菌滤

液(RDE)购自国家流感中心，其余试剂均为分析

纯。

1．2实验方法

1．2．1 实验分组及免疫方案 小鼠随机分为

PBS对照组、rCT—B+全病毒组、全病毒组、rCTB

+裂解病毒组和裂解病毒组，每组5只小鼠。乙

醚轻度麻醉小鼠，按每组每只30弘L进行滴鼻

(1／19 HA／10 pL)，阴性对照组以20弘L PBS滴

鼻，共免疫2次，间隔两周。

1．2．2 佐剂与抗原配伍 rCTB l HA=1：1

(m／m)。

1．2．3 ELISA检测小鼠血清抗体效价每次免

疫后一周断尾采血，末次免疫后3周眼球摘除取

血，分离血清，先用流感病毒三价裂解抗原包被酶

联板(包被浓度：2～8／比g／mL总蛋白)，4"C过夜；

用含2％牛血清白蛋白的TST进行封闭，100 I|L

／孔，37℃温箱，孵育2h；PB孓T洗3次，设置空

白、阴性对照，以PBS-T对血清进行倍比稀释，

37℃孵育1h后PB孓T洗3次；加HRP一羊抗鼠

IgG(稀释倍数：1：5000)、IgA(1：50000)、IgM

(1：50000)，50“L／孔，37℃孵育30 rain；PBS-T

洗3次，加入显色液50肛L／孔，室温避光显色10

min，加入2 mol／L H2SO。50肛L／孔终止反应；酶

标仪450 nm波长处测A值。实验孔A值／阴性

对照A值≥2．1者，判为阳性。

1．2．4 ELISA检测小鼠鼻、肺冲洗液抗体效价

末次免疫3周后处死小鼠，断头，暴露气管，摘

取肺脏，分别用0．6 mI。PBS冲洗鼻咽及肺部部，

收集冲洗液，于一20"C保存。用间接ELISA检测

冲洗液中的IgG、IgA和IgM，方法同上。

1．2．5 血凝抑制试验检测血清HAI效价4体

积RDE与1体积血清混合，37℃水浴17～18h，

而后56℃灭活1 h。设红细胞对照组和病毒对照

组，用生理盐水对RDE血清混合液从1；5开始

进行倍比稀释，25肛L／孔；分别加入等体积的单

价病毒液(4个血凝单位)，室温作用1 h；加入等

体积的1％鸡红细胞悬液，4℃作用30 min。观察

结果，以能完全抑制红细胞凝集的最高血清稀释

度的倒数为HAI抗体效价。

1．2．6 统计学方法 取以2为底抗体效价倒数

的对数，以平均数±标准差表示试验结果(几何均
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数)，统计学方法采用SAS8．0统计软件进行单因

素k水平方差分析。

2结果与分析

2．1小鼠血清IgG和IgM的测定

以rCTB三价流感抗原滴鼻免疫小鼠，初次

免疫后7 d，各组小鼠血清中均可检测到特异性抗

体，加强免疫后，抗体水平明显升高。结果见图

1，一免7 d后，各组抗体水平相当，至二免一周

时，全病毒组及rCTB+裂解病毒组的血清IgG
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明显高于rCTB+全病毒组(P<0．01)，至二免

二周时，各组血清IgG均呈现下降趋势。rCTB

+裂解病毒组的血清IgM在一免一周时达到最

大值，之后一直呈现下降趋势；全病毒组血清IgM

在二免一周时达最大值，之后持平；而rCTB+裂

解病毒组及裂解病毒组在二免一周达峰值后迅速

下降，至二免二周时，血清内检测不到特异性

IgM。PBS对照组血清IgG及IgM始终为阴性，

图中未标明。

wFlu：whole influenza virus sFlu：split influenza virus

图1 rCTB三价流感抗原滴鼻免疫后小鼠血清抗体的动态变化

Fig．1 Serum antibodies titres of mice with rCTB-sFlu(i．n．)

lung wash lgG nasal wash IgG lung wash IgA nasalwash IgA

抗体类型Types ofantibodies

图2 rCTB三价流感抗原二免二周

后小鼠鼻、肺冲洗液抗体的变化

Fig．2 Washing antibody titre of

mice with rCTB-Flu(i．n．)

2．2小鼠肺冲洗液、鼻腔冲洗液IgG及sIgA的

测定

用rCTB三价流感抗原滴鼻免疫小鼠，二免

二周时，小鼠鼻、肺冲洗液特异性抗体检测结果如

图2所示。肺冲洗液IgG，以rCTB+全病毒组

最低，全病毒组最高，二者差异显著(P<0．01)。

鼻冲洗液slgA，以全病毒组最高，且显著高于其

余各组(P<O．01)。PBS对照组肺冲洗液、鼻腔

冲洗液IgG及sIgA始终为阴性，图中未标明。

HINl H3N2 B

抗体类墅Types ofantibodies

图3 rCTB三价流感抗原二免二周

后小鼠血清HAl抗体的变化

Fig．3 Serum HAl titres of mice with rCTB-Flu f i，n。j

2．3小鼠血清HAl抗体的测定

二免二周时，分别检测小鼠血清内抗H1N1、

H3N2及8型病毒的HAI抗体水平。结果如图
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3所示，3种HAl抗体水平变化基本一致，其中全

病毒组显著高于rCTB+全病毒组(P<0．05)，

rCTB+裂解病毒组显著高于裂解病毒组(尸<

0．01)，而全病毒组与rCTB+裂解病毒组之间差

异不显著(P>0．05)。PBS对照组血清HAl抗

体始终为阴性，图中未标明。

3 讨论

试验结果显示，以三价流感全病毒灭活抗原

及rCTB+三价流感裂解抗原滴鼻免疫小鼠，均

能刺激机体产生较高水平的特异性抗体，使机体

不但产生系统免疫应答，而且还诱导机体产生较

强的黏膜免疫反应。而以rCTB为佐剂的三价流

感全病毒灭活抗原滴鼻免疫小鼠，其抗体水平明

显低于全病毒组，说明rCTB与全病毒配伍时，不

但没有起到佐剂的作用，反而降低了全病毒的免

疫原性。这可能是因为rCTB与流感抗原结合

后，形成的抗原颗粒过大，当其进入机体后，大部

分抗原直接被吞噬细胞清除，因而不能刺激机体

的抗原提呈细胞对抗原进行加工。而全病毒成分

较为复杂，其中的某些成分可能具有佐剂作用，而

且其大小适中，免疫原性较强，进入机体后易被抗

原呈递细胞捕获，从而刺激机体的系统免疫应答

和局部免疫应答反应。Takada等用灭活的禽流

感全病毒滴鼻免疫小鼠，小鼠血清HAI及黏膜

sIgA显著升高[5]，这与本实验结果是一致的。

裂解抗原中主要含有的是小分子抗原，由于

分子量小，抗原表面决定簇少，故其免疫原性较

弱，不能刺激机体产生较强的免疫保护效应。

CTB是霍乱毒素的无毒亚单位，具有结合神经节

苷脂GMl的功能，可使毒性亚单位(A)紧密结合

在黏膜细胞表面，使蛋白更易与黏膜作用，进而引

起一系列生理生化反应，产生更强的免疫效果哺]。

本试验结果显示，以rCTB+三价流感裂解抗原

滴鼻免疫小鼠，可刺激机体产生一定水平的sI-

gA，较高水平的血清HAI，而单独以三价流感裂

解抗原滴鼻免疫小鼠，其系统免疫应答及局部黏

膜免疫应答远远低于含rCTB佐剂组。这可能是

因为rCTB具有促进抗原提呈作用、诱导Th2细

胞产生细胞因子、促进B细胞同种型分化及诱导

T、B细胞记忆效应等功能c7．8]，推测rCTB可能刺

激小鼠淋巴细胞增殖和分化，分泌Th2型细胞因

子，诱导局部黏膜免疫以及全身免疫。有研究报

道，以rCTB简单地与抗原混合进行免疫时，产生

的抗体效价远不及与抗原化学交联后进行免疫所

产生的抗体效价[9]。
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