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� � 疫苗及其预防接种是控制动物病原疾病、保障养殖业持

续发展的重要手段。半个世纪以来, 学者们也努力进行着各

种鱼类病原体疫苗的研究。鱼类疫苗可分为灭活苗、减毒活

疫苗、重组活疫苗、基因工程疫苗以及 DNA 疫苗五大类[ 1] ;

十年前已有一些细菌苗商品化[ 2] , 但病毒苗还很少, 而寄生

虫疫苗几乎没有[3]。因为鱼类疫苗存在免疫保护力、生产成

本和安全性等问题, 大部分疫苗停留在实验室使用阶段, 还

未商品化生产[4, 5]。

1993年以来, DNA疫苗以其高免疫保护率受到了广泛关

注。DNA疫苗是指直接把带有目的抗原基因的重组质粒转

染或注射到动物体内,使之表达出天然抗原物质。与传统疫

苗相比, DNA 疫苗的制作相对简单, 成本低廉, 运输保存容

易,不存在毒力返强的现象。并且, 必要时可对 DNA 疫苗加

以改进, 在同一质粒 DNA中表达成多价疫苗, 以进一步减少

费用。同时 , DNA 疫苗可通过免疫激活 NDA 序列( ISS)触发

非特异性免疫应答, 以及通过表达抗原、有效地刺激特异性

体液和细胞免疫应答。DNA疫苗的作用机理如同活疫苗, 却

没有活疫苗返强导致感染的危险。与灭活苗和亚单位疫苗

相比, DNA 疫苗的效果更好。1996 年, Anderson 等首次将鱼

传染性造血器官坏死症病毒( IPNV)的 G 糖蛋白基因插入真

核表达质粒制成 DNA 疫苗,并免疫虹鳟鱼, 发现能够诱导其

产生强烈的保护性免疫应答,抵抗 IPNV 病毒的攻击[6, 7]。迄

今为止, 大量学者进一步进行了鱼类 DNA疫苗的研究 ,并取

得了新的进展。鱼类生活在水中,与陆上动物相比在对病原

疾病的预防接种方法上存在较大差异。为了促进鱼类 DNA

疫苗在我国的研究与应用, 本文对鱼类 DNA 疫苗的研究技

术及其最新进展予以综述。

1 � 表达质粒的设计与改进

1� 1� 表达质粒的设计

鱼用 DNA 疫苗表达质粒的设计前提是目的基因的密码

子必须适用于在鱼类细胞中表达。表 1 中总结了在鱼类

DNA疫苗研究中所使用过的目的基因。主要包括数种鱼类

重要病原的宿主保护性抗原基因以及几种报告基因。就目

的基因所用的密码子而言,表达一些细菌和寄生虫基因时存

在密码子的使用问题; 而表达病毒基因时则不存在此类问

题,因为病毒的基因本来就能在鱼类细胞中利用细胞器进行

表达。例如在� 白点病�病原多子小瓜虫的抑动抗原基因序

列中,UAA 和UAG均编码谷氨酰胺, 而在许多动物和鱼类中

该密码子则作为终止密码子使用[ 9]。因此, 要在鱼类细胞中

表达多子小瓜虫的抑动抗原基因, 就必须将 UAA 或 UAG 突

变成CAA或 CAG。另外,在表达质粒的设计时还必须确认目

的基因中是否还含有多余的内含子, 并且此内含子在鱼类细

胞内是否影响外显子转录成 mRNA 后的剪接。目前已有报

道表明鱼类细胞并不能正确加工所有哺乳动物的内含子[ 10]。

表达外源基因的质粒载体通常含有真核表达载体的组

件。在鱼类 DNA疫苗的研究中, 已经测试了许多启动子的

使用效果(表 1)。结果显示不同的启动子差异很大。相对而

言,巨细胞病毒早期启动子 ( CMV�IEP)在鱼类 DNA 疫苗中的

使用效果最好。并且, CMV�IEP序列中已经包括了 CMV 的增

强子序列。此外, 特定的 DNA 疫苗载体在不同的动物体内

也呈现出一定差异。Hepell 等报道 pcDNA3 真核表达质粒在
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鱼体的表达效果高于在鼠中的表达[11]。

1�2 � 表达质粒的改进

改进表达质粒的方法包括加载 T 细胞表位、共线性表

达细胞因子基因、加载共刺激分子序列以及 CpG 免疫刺激基

元序列等。这些措施可促进鱼类的免疫应答和减少 DNA 疫

苗的使用剂量。

表达质粒中如含有免疫激活作用的非甲基化六碱基

DNA序列即 CpG 基元( Motif)时能够刺激 B 细胞、单核细胞、

巨噬细胞和树突状细胞的活性[ 40]。Kanellos 等[12] 研究结果

显示适用于哺乳动物如老鼠的 CpG 基元序列并不一定适用

于鱼类, CpG基元具有种属特异性。目前应用于鱼类 DNA 疫

苗研究的质粒载体都含有一定数量的 CpG基元。因此,寻找

新的鱼类 CpG 基元以及确定其最佳数量将有助于改进鱼类

DNA疫苗。

细胞因子如干扰素、白介素等是机体免疫系统的调节因

子,在 DNA疫苗的研究中常作为免疫佐剂基因加载于真核

表达质粒。2000 年, Yin 等[ 13] 将重组鲤鱼白介素 IL�1�作为

免疫佐剂与嗜水气单胞菌灭活苗共同免疫、取得了良好的效

果。这表明细胞因子可以作为鱼类疫苗的免疫佐剂。此外,

将抗原基因与细胞域子基因共线性表达或分别表达、联合使

用可增进鱼类 DNA 疫苗的免疫效果[14]。此外, Kanellos 等[ 12]

的研究结果显示鼠的细胞因子 GM�CSF 也能作为鱼类 DNA

疫苗的免疫佐剂,即将其与含抗原编码基因的表达质粒共同

注入金鱼体内可增强细胞免疫应答。

2 � 目的基因的表达

2�1 � 表达的时间与效果

目的基因的表达可从表达的时间、效果以及表达位点两

方面分析。迄今为止, 还难以确定抗原基因在 DNA 表达质

粒中表达后到底需要多长时间能诱导鱼类产生最强的免疫

应答。因为持续性表达抗原蛋白也许将导致组织坏死或者

免疫耐受。重组质粒 DNA的持续表达可能对人类食品构成

不安全因素。所以有必要首先确定重组质粒 DNA 及其编码

的抗原蛋白在鱼类细胞中的存在时间。Anderson 等[ 7]用 10�g

和25�g的 pCMV�Luc(荧光酶)分别注射 1g 和 50g 的鱼, 7d 后

均测到了最大的荧光酶活性。其中, 1g 鱼在 115d 后荧光酶

活性下降到了 10% ; 50g 鱼的荧光酶活性在 28d 时仍有 50% ,

至63d时仍有十倍于本底水平的荧光酶活性。因此, 在转染

重组质粒 DNA 的鱼类肌肉细胞中, 抗原有可能长期表达。

而在上述实验过程中, 并没有观察到组织异常, 也没有出现

免疫耐受等现象。有报道证实将含 lacZ 报告基因的纯质粒

DNA注射入虹鳟肌肉后并不引起永久性的组织损伤, 可是在

注射部位出现了炎症细胞, 但没有坏死症状[ 16]。另外, DNA

疫苗在使用中还未观察到如油佐剂疫苗引起的内脏粘连、生

长延滞等副作用[17]。尽管这些结果显示 DNA疫苗对鱼并没

有多少负面影响, 但是从生物安全的角度考虑, 尽量要限制

DNA疫苗在机体组织中留存的时间。

2�2 � 表达的位点

重组质粒 DNA 注射入肌肉后, 根据鱼体大小, 外源基因

表达的组织与器官明显不同。对于较大的鱼, 报告基因的表

达位点似乎仅限于注射部位,包括肌肉细胞和渗透在肌肉组

织、毛细血管附近的上皮细胞[21]。重组质粒 DNA 转染非肌

肉组织,尤其是抗原提呈细胞, 将有助于增强免疫应答。对

小鱼来说, 肌肉注射后重组质粒 DNA 可在不同的器官(鳃、

脾、肾)中表达,尤其在肌肉中表达量最大[ 31]。

Anderson 等[7]用 25�g�200�L 的 pCMV�Gal注射 50g 的鱼

后,在接种位点附近的肌肉组织中能检测到报告蛋白活性;

而用 10�g�200�L 的 pCMV�Cal注射 1g的鱼后,在沿着注射针

径周围 5mm 以内的肌肉组织中可检测到活性, 并且不同的

组织中检测到的报告蛋白的量和活性是不同的, 最高的活性

还是在沿着接种途径的肌肉细胞中, 鱼类的两种主要的淋巴

器官(头肾和脾)中也能检测到报告蛋白活性。因此, 用 DNA

疫苗免疫小鱼时有必要确定究竟哪种细胞被转染。另外, 在

肌肉注射后重组质粒 DNA 转染的肌细胞中, 重组质粒 DNA

呈不能复制的超螺旋状态, 也没有发现质粒 DNA 整合进宿

主基因组中的现象。

3 � 鱼类 DNA疫苗的接种方式

鱼类疫苗的免疫接种方法主要包括注射、浸泡、口服和

基因枪接种四种方式。注射免疫尽管存在动物的应激和人

工劳动强度大等问题, 但却能使鱼类免疫接种取得较好效

果[32]。目前,大部分的鱼类 DNA 疫苗均采用的是注射免疫

(表 1)。即将纯化的重组质粒 DNA 溶液从鱼的背鳍附近的

侧面以肌肉注射的方式进行接种。另外还有一些其他的注

射部位。但是从鳃部注射难以检测到报告基因产物, 而从腹

腔注射得到的结果差异较大[21]。

基因枪接种是注射接种的替代方法, 在鱼类 DNA 疫苗

研究中常有报道[23, 26, 27]。即将重组质粒 DNA与金颗粒、亚精

胺混合, 使 DNA 包被于这些微颗粒的表面, 再经过离心、乙

醇洗涤、超声波处理等步骤制成附有重组质粒 DNA 微颗粒

载体, 通过基因枪发射将 DNA 微颗粒导入鱼的表皮内。从

已有报道的结果分析, 基因枪接种勉疫后, 报告基因的表达

水平和效果都不如注射接种。基因枪接种也因成本高和操

作繁琐,不能广泛应用于养殖场。

浸泡免疫是将动物放于一定有效浓度的疫苗液中或用

疫苗溶液以喷雾的方式接种动物。虽然浸泡免疫效果不如

注射接种,然而因其工作量小、且适用于很小的鱼, 是将来鱼

类疫苗接种免疫的发展方向之一[1]。Alonso等[ 22]将携带绿

色荧光蛋白基因( GFP)和用含病毒出血性败血症病毒G 糖蛋

白基因( VHSV�G)的质粒 DNA分别与超声波、脂质体、微载体

联用浸泡免疫接种虹鳟鱼。结果显示, 在虹鳟鱼的鳍细胞中

能检测到荧光酶活性。荧光酶表达的时间越长, 相应的用含

VHSV�G 质粒 DNA 免疫鱼的效果就越好。DNA 疫苗与低强

度短脉冲的超声波联用是获得高水平抗体免疫应答和免疫

保护率的有效方法。有关超声波诱导重组质粒DNA转染虹
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表 1� 主要的鱼类 DNA疫苗实验

Tab. 1 � List of fish DNA vaccine experiments

实验动物 基因a 启动子b 接种部位c 接种方法d 参考文献

金鱼 ��Gal1 CMV�IEP10 肌肉 注射 [ 18]

��Gal� GM�CSF CMV�IEP 皮内、肌肉、腹腔 注射 [ 12]

虹鳟 IHNV G 糖蛋白2 CMV�IEP 肌肉 注射 [ 19]

SHRV G糖蛋白3

SVCV G糖蛋白4

IHNV核衣壳N 蛋白 CMV�IEP 肌肉 注射 [ 20]

P 磷蛋白

M 基质蛋白

NV 非毒粒蛋白

VHSV G糖蛋白5 CMV�IEP 肌肉 注射 [ 21]

皮肤 浸泡 [ 22]

GFP6 CMV�IEP 皮肤 浸泡 [ 22]

CAT7 CMV�IEP 肌肉 基因枪 [ 23]

SV40�EP11

Luc8 CMV�IEP 肌肉 注射 [7]

鲤鱼�肌动蛋白

鼠瘤病毒糖皮质激素应

答启动子

IHNV G糖蛋白 CMV�IEP 肌肉、腹腔、皮肤 注射、基因枪、浸泡 [ 24]

Luc

ScAbs(VHSV) 9 CMV�IEP 肌肉 注射 [ 25]

斑马鱼 Luc CMV�IEP 皮内 基因枪 [ 26]

鲤鱼 CAT、��Gal SV40�EP 肌肉 注射 [ 27]

CAT 兔�心肌球蛋白重链 肌肉 注射

人MxA

大西洋鲑鱼 Luc 鲤鱼�肌动蛋白 肌肉 注射 [ 28]

鱼乳酸脱氢酶

比目鱼 CAT SV40�EP 皮内 基因枪 [ 29]

CMV�IEP

玻璃鲶鱼 Luc CMV�IEP 肌肉 注射 [ 30]

� � 注: 1���Gal�半乳糖苷酶; 2� IHNV传染性造血器官坏死症病毒; 3�SHRV乌鳢弹状病毒; 4�SVCV 鲤鱼春季病毒血症病毒; 5�VHSV病毒出血

性败血症病毒; 6�GFP绿色荧光蛋白; 7�CAT 氯霉素乙酰转移酶; 8�Luc 荧光酶; 9�ScAbs单链噬菌体抗体; 10�CMV�IEP巨细胞病毒早期启动子;

11�SV40�EP猴病毒 40早期启动子。

鳟鱼皮肤细胞的机制目前还不清楚, 然而已有研究证明超声

波能使得鱼体胞间空隙增大、破坏连接于表皮细胞间的桥

粒[33]。还有些其他的机制可能用来解释超声波在鱼类 DNA

疫苗中起作用的机理[34, 35] , 这些都还有待进一步证实。另外,

目前还没有鱼类 DNA 疫苗口服免疫接种的报道。

4 � DNA疫苗的免疫应答

4�1 � 体液免疫应答

鱼类体液免疫应答包括 B 细胞识别和吸附可溶性抗原、

产生和分泌特异性抗体等过程。实验结果显示 DNA 疫苗能

诱导鱼类产生特异性的免疫球蛋白。用含 ��半乳糖苷酶

( lacZ)基因的质粒 DNA注射免疫金鱼, 7d后在金鱼血清中能

检测到抗��半乳糖苷酶的抗体[ 36]。用含 VHSV�G 基因的质粒

DNA 注射虹鳟鱼, 23d 后能检测到抗 G 蛋白的抗体, 血清抗体

浓度在 3� 8 周间达到峰值,抗体形成的浓度维持高水平可达

数周之久[31]。Russell 等[37]证实肌肉注射含编码 ��半乳糖苷

酶基因的质粒 DNA后,金鱼比老鼠更易产生特异性抗体。与

高等哺乳动物相比,鱼类不发达的肌肉组织存在区室化,这使

得鱼类肌纤维更有利于 DNA质粒的转移, 增加了传播到其他

组织的可能性。如同哺乳动物, 鱼类的体液免疫应答也具有

抗原剂量依赖性。当用低剂量的 DNA 注射时, 血清抗体的产

生是不完全的[18]。在首次免疫后第三周进行 DNA疫苗的加

强免疫并不产生更强烈的或更快的体液免疫应答[ 6]。

Lorenzen 等[38]研究结果显示, 用含 VHSV�G 基因的质粒 DNA
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免疫接种虹鳟鱼,血清中和抗体的滴度在攻毒前和攻毒后并

没有明显的不同。一些结果也证实鱼类最强的体液免疫应答

是由单剂量的 DNA 疫苗诱导的。然而, 目前还没有关于在

DNA疫苗的免疫保护期内去评估加强免疫效果的报道。

4�2 � 细胞免疫应答

细胞介导的免疫应答包括 CD4 和 CD8T细胞分别识别由

MHC�和 MHC�分子呈递的抗原多肽激活细胞毒性 T 淋巴细

胞和ADCC T 淋巴细胞等过程。鱼类的种类多、免疫系统的差

别较大, 所以难以对鱼类的细胞免疫应答进行标准评估。

DNA疫苗免疫后, 在不同的时间分离鱼肾脏淋巴细胞进行转

化实验,结果显示用含特异抗原的重组质粒再次接种后可呈

现出 T 细胞增殖[36]。另外还有报道证实, 用编码抗原基因的

质粒 DNA 肌肉注射后, 鱼肌肉中Mx 基因被激活[ 31]。这表明

可能产生了干扰素。

此外,用 DNA 疫苗免疫鱼后 ,也有增强 MHC�分子表达

的报道[31] ,这表明 DNA 疫苗激活了与MHC�分子表达有关的

B 细胞,巨噬细胞和 T 细胞。用含非抗原性的荧光酶报告基

因和含 VHSV病毒的 G 糖蛋白基因的质粒联合注射鱼, 接种

后28d荧光酶活性大大降低[31] , 这一结果表明 VHSV�G 诱发

了鱼类特异的 CTL 反应。此外, 用含有 VHSV 病毒核衣壳 N

基因的 DNA 疫苗免疫鱼后,虽然不能在血清中检测到中和抗

体,但鱼类却能抵抗病毒的攻击[ 38]。这也进一步表明细胞免

疫应答提供了一定程度的免疫保护作用。

4�3 � 免疫效果评估

DNA疫苗在小规模攻毒实验中提供给鱼很好的免疫保护

力。用含传染性造血器官坏死症病毒 G 糖蛋白基因的 DNA

疫苗免疫虹鳟鱼, 攻毒实验显示存活率达到 75% [ 6]。用含

VHSV病毒 G糖蛋白基因的 DNA 疫苗免疫接种虹鳟鱼, 用同

源和异源病毒分别攻毒后, 虹鳟鱼存活率分别达到 97% 和

78% [31, 38]。此外, 用含 IHNV 或VHSV G糖蛋白基因的DNA疫

苗免疫成鱼后收集抗血清,将其被动免疫接种虹鳟幼鱼, 攻毒

后的存活率是 100% [ 21]。

5 � DNA疫苗的有效剂量和体积

从生物安全和疫苗成本的角度考虑, 确定 DNA疫苗的有

效剂量十分重要。DNA疫苗有效剂量取决于是否能够诱导鱼

类的有效免疫应答,该剂量也间接决定了 DNA 疫苗的转染效

率和抗原提呈的效率。因此不同 DNA 疫苗的免疫接种剂量

各不相同,即使是同种 DNA 疫苗也可因接种鱼的种类、途径

和方法的不同而导致较大差异。在实际操作中,鱼类 DNA疫

苗的免疫接种是批量进行的,因此小剂量使操作更方便, 费用

也更低廉。一般来说适用鱼类的 DNA 剂量为 1� 50�g、体积

为10� 50�L。也有报道显示较低剂量的 DNA 疫苗对鱼类也

有效。Hepell等[15]研究结果显示用0. 1�g�5�L质粒 DNA溶液注

射平均重量 1g的虹鳟鱼能够产生免疫保护。

注射越大剂量的 DNA 并不一定增加目的基因的表达水

平,因为 DNA可能仅被有限数量的细胞摄取。迄今为止没有

研究显示在不同尺寸和种类的鱼之间取得的结果有很大差

异,但年龄可能是一个重要因素, 如年龄较小, 生长快的草鱼

比年龄较大的草鱼能够表现更高水平的氯霉素乙酰转移酶

( CAT)报告基因活性[27]。最适剂量的 DNA 并不与免疫接种

的动物个体大小成正比, 为了测试 DNA 疫苗的免疫应答, 最

初使用剂量一般在 25� 50ug DNA之间就足够了。

注射每尾鱼的 DNA 溶液体积应尽量小。然而 Hepell

等[41]研究显示增加质粒 DNA 溶液的体积能使得检测到的个

体鱼间报告基因表达水平差异减小。Anderson 等测试了

100�L和 200�L 含相同剂量的质粒 DNA 溶液, 也得到了相同

的结论。DNA溶液的体积越小,测到的个体间的结果差异越

大,这是因为接种 DNA疫苗的器具精确度不高或接种操作时

DNA的损失造成的。当用小量体积 DNA 溶液注射鱼类肌肉

时,尤其要防止 DNA溶液的流失。

6� 生物安全

质粒 DNA 注入鱼类后, 对鱼类消费者构成了潜在的威

胁;同时还存在 DNA 质粒整合到人类基因组等问题。但是,

迄今为止,还没有此类相关的报道,也没有表达质粒从鱼类性

腺或卵子中垂直传递的报道。表达质粒从肌肉注射进入鱼体

后,质粒 DNA存在的时间与在哺乳动物不同。注射到鱼体内

的质粒 DNA 更稳定, Southern blot 检测结果显示仅有少量降

解, 而将质粒 DNA 注入小鼠几小时后就开始降解[39]。

注射的质粒DNA最长的存在时间为63 d[7] 。PCR技术可

在注射后的 70d 内,从注入的肌肉中检测到质粒 DNA,其他组

织检测不到[36]。

7� 展望

虽然鱼类 DNA疫苗的研靠仍处于初期阶段,但已有不少

实验结果证实 DNA疫苗能诱发鱼类产生特异性的体液免疫

和细胞免疫应答, 尤其是可对目前尚没有常规疫苗的病毒病

进行免疫预防。此外, 最近 Lorenzen 等[25] 将编码抗病毒出血

性败血症病毒( VHSV)单链噬菌体抗体基因插入质粒载体后

注射虹鳟鱼后,表达了抗VHSV的中和抗体, 并在攻毒试验中

也取得了较好的结果。这类抗体基因工程结合 DNA 疫苗的

新尝试也许会拓宽鱼类疫病防治的新领域。如果在水产养殖

中大规模使用 DNA疫苗, 有些重更问题还尚待解决, 如肌肉

注射 DNA疫苗固然有效, 然而这种方法并不实用于鱼苗, 需

要寻找其他替代方法。对于鱼苗, 使用口服或浸泡免疫的方

法更为适用。

随着我国水产养殖业的快速发展, 将会促进有关部门对

疫病防治的投入。DNA 疫苗将以其独有的优势出现在鱼类疫

病的研究领域和实际应用中。目前在国内, 作者已分别将嗜

水气单胞菌溶血素基因和多子小瓜虫抑动抗原基因插入 pcD�

NA3 中, 采用肌肉注射的方式将重组质粒免疫接种鳗鱼和鲴

鱼,结果证实两种鱼均能产生针对溶血素和小瓜虫抑动抗原

的特异性抗体,然而实验表明鱼并不能抵抗嗜水气单胞菌的

攻击,但是免疫抑动抗原的鱼体内特异性抗体能够抑制小瓜

虫的运动,表明有一定的免疫保护效果。据作者所知,这是目

6期 陈振海等:鱼类 NDA疫苗研究的新进展 651��



前在国内首次同时进行的两项鱼类核酸疫苗实验, 为我国在

鱼类核酸疫苗的研究方面做一些有益的尝试。
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第十届国际轮虫学术研讨会概况

A Survey of X
th
International Rotifer Symposium

由国际轮虫学科学委员会发起的第十届国际轮虫学术研讨会于 2003年 6月 7日至 13日在奥地利伊梅

滋( Illmitz)召开。来自三十多个国家和地区的 113名专家和学者出席了这次大会。会议围绕着轮虫遗传学、

系统发育和进化,轮虫分子生态学、生物地理学和发育生物学, 轮虫的滞育、低湿生活( anhydrobiosis)和休眠

卵,轮虫形态学、超微结构和行为, 轮虫的摄食,轮虫种群生态学,轮虫的培养,轮虫生理学和生态毒理学等方

面内容进行了广泛而深入的研讨。60余名代表作了大会报告,另有 40余名代表以墙报形式展示了自己的

部分研究成果。

从本次大会所研讨的内容来看,当前国际轮虫学研究发展迅猛。这主要表现在: 一、轮虫学研究涉及的

范围有了进一步拓展。如轮虫的无性生殖与物种形成和自然选择研究, 蛭态类轮虫卵的发育研究以及臂尾

轮虫雄体的形态、休眠卵的发育等的研究均给轮虫进化和发育以及繁殖生物学的研究增加了新的内容。二、

轮虫学许多领域的研究深度得到进一步增加,如有关轮虫种群分化和物种形成的研究使得轮虫分子生态学

研究的深度进一步增加, 而轮虫老化( aging)的研究则由老化的过程研究发展到老化的分子机制研究等。

(安徽师范大学生命科学学院 � 席贻龙)

6期 陈振海等:鱼类 NDA疫苗研究的新进展 653��


