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Abstract : In order to clarify the feasibility of adenovirus vector2based multivalent genetic engi2
neering vaccine of Rotavirus ( RV) , we investigated the immune responses induced by t he adeno2
viruses expressing serotype G2 or G3 V P7 of group A rotavirus on the basis of our p revious re2
port s. Balb/ c mice were immunized wit h recombinant adenovirus rvAd G2V P7 or rvAd G3V P7 ,

which expressing G2 or G3 type V P7 ,respectively , via int ranasal or oral route for 3 times and se2
rum antibodies , mucosal antibodies as well as t he level of related cytokines were determinated.

The result s demonst rated t hat immunizing with t he adenoviruses expressing serotype G2 or G3

RV V P7 int ranasally or orally could induce st rong rotavirus2specific immune response in mice , in2
cluding humoral immunity , cell2mediated immunity , muco sal immunity as well as p rotective neu2
t ralizing antibody. The result s also implied t hat Th22like response t riggered by the immunization

is p robably t he primary response compared to Th12like response. In summary , this st udy laid a

foundation for the develop ment of novel rotavirus genetic engineering vaccine.
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摘要 : 为探索以非复制型腺病毒为表达载体的多价轮状病毒 (Rotavirus , RV)基因工程疫苗的可行性 ,在前期工作

的基础上 ,对表达我国 G2和 G3型 RV流行毒株 v p7基因的重组腺病毒的免疫效果进行了研究。分别用表达 G2

和 G3型 v p7基因的重组腺病毒 rvAd G2VP7、rvAd G3V P7经滴鼻和灌胃两种途径免疫Balb/ c小鼠 ,对免疫后小鼠

的血清抗体、黏膜抗体和相关的细胞因子水平进行了检测和比较。结果表明 ,用表达 G2和 G3型 v p7基因的重组

腺病毒经滴鼻和灌胃两种途径免疫小鼠后 ,均可诱导机体产生较强的 RV特异性免疫反应 ,包括体液免疫、细胞免

疫和黏膜免疫 ,并能产生中和抗体。但免疫反应以 Th2类为主 , Th1类反应也占有相当的比例。本研究为新型 RV

基因工程疫苗的深入研究奠定了基础。
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　　A组轮状病毒 ( Rotavirus , RV)是引起全世界

婴幼儿腹泻的最重要病原。据世界卫生组织

(W HO)统计 ,每年有近 1. 2亿例腹泻是由 RV引起

的 ,在发展中国家 ,每年因RV感染发生死亡的儿童
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高达 870 000人[1 ]。鉴于 RV危害严重且无有效的

治疗手段 ,W HO 已将 RV 疫苗列为最优先发展的

疫苗项目之一。目前正在研制的候选 RV疫苗包括

重配或减毒疫苗、灭活疫苗、病毒样颗粒 ( VL P)疫

苗、亚单位疫苗、转基因植物疫苗和 DNA 疫苗等 ,

动物实验表明这些疫苗的免疫保护效果差异较

大[2～4 ]。美国 Wyet h 公司生产的四价人 - 猴 RV

重组疫苗是第一个被批准上市的 RV 疫苗 ,但因怀

疑引起儿童肠套叠而被暂停使用[1 ]。因此 , RV 新

型疫苗的研究仍在探索之中。

与国外策略不同 ,我们拟以非复制型腺病毒载

体表达 RV的 V P7 等重要结构蛋白作为口服或滴

鼻疫苗。由于 A组轮状病毒血清型众多 ,单价疫苗

恐怕难以取得较全面的保护效果。疫苗研究的实践

表明 ,对于基于中和性抗原的疫苗 ,多价疫苗的效果

要好于单价疫苗 ,而我们对我国 A 组 RV 感染状况

的调查结果显示 ,绝大部分为 G1型 (89. 5 %)感染 ,

少数为 G2和 G3型 (6. 1 % , 2. 8 %)感染[5 ]。因此 ,

我们的疫苗设计方案主要包括 G1、G2 和 G3 型 3

种不同的 V P7抗原。此前 ,我们利用表达我国 RV

主要流行株 G1型 V P7的非复制型重组腺病毒免疫

小鼠 ,获得了较好的效果[6 ,7 ] ;随后我们又制备了表

达我国 G2 和 G3 型流行株的重组腺病毒

rvAd G2V P7 和 rvAd G3V P7[8 ]。在前期工作的基

础上 ,本文对 rvAd G2V P7 和 rvAd G3V P7 的免疫

效果进行了研究 ,以期为新型 RV 基因工程疫苗的

研究提供依据。

1　材料和方法

1 . 1　细胞和病毒

293细胞购自美国 A TCC , MA104细胞为本室

保存。人 RV RV25株 ( G2型) 、Wa 株 ( G1 型)和猴

RV SA11株 ( G3型) 均由美国 N IH Kapikian博士

惠赠。重组腺病毒 rvAd G2V P7 和 rvAd G3V P7 为

本室构建[8 ]。

1 . 2　免疫学试剂

辣根过氧化物酶 ( HRP)标记的羊抗鼠和兔抗

羊 Ig G均为美国 Santa Cruz 公司产品 , HRP标记

的羊抗鼠 IgA为美国 Sigma 公司产品 ;山羊抗 RV

抗体为美国 Chemicon International公司产品 ;小鼠

Ig G1/ Ig G2a抗体检测试剂盒为美国 Southern Bio2
technology Associates产品 ;小鼠 IL24 和 IFN2γ定
量检测试剂盒为瑞典 Amersham Biosciences产品 ;

ConA为美国 Sigma公司产品。

1 . 3　病毒培养

按常规方法培养 293 细胞和 MA104 细胞 ,分

别用于重组腺病毒 rvAd G2V P7、rvAd G3V P7 和

RV的增殖 ,具体方法见文献[9 ]。

1 . 4　动物实验

SPF级 RV抗体阴性 6～8周龄雌性 Balb/ c小

鼠购自军事医学科学院实验动物中心 ,随机分为 3

组。实验组分别经滴鼻和灌胃途径接种重组腺病毒

rvAd G2V P7 (以下简称 G2组)或 rvAd G3V P7 (以下

简称 G3 组) ,对照组为野生型 5 型腺病毒 (以下简

称 Ad5组) ,每种途径均接种 10只小鼠。鼻腔接种

剂量为 100μL 1×107荧光形成单位 (if u)腺病毒 ,灌

胃组的接种剂量为 200μL 1×107 if u腺病毒。在初

次免疫后第 4、第 6 周进行加强免疫并采集血清。

第 3次免疫 7d后 , 每组分别取 5 只小鼠眼球采血

后处死 ,取脾分离脾淋巴细胞 ,测定 IL24 和 IFN2γ。
同时制备肺、肠匀浆液和肺灌洗液 ,用于 RV特异性

黏膜免疫反应的检测。具体方法参见[6 ,7 ]。

1. 5　RV特异性抗体的测定

以培养的 RV为抗原 ,用间接 EL ISA法测定 RV

特异性 IgG和 IgA抗体水平 ,具体方法参考文献[10 ]。

小鼠血清中 IgG1/ IgG2a的测定参见文献[11 ]。

1. 6　小鼠脾淋巴细胞分泌 IL24 和 IFN2γ含量的测
定

无菌操作摘取小鼠脾脏 ,制备脾淋巴细胞悬液 ,

用 1640完全培养液调细胞数至 1 ×106 细胞/ mL ,

加入 96孔 U 型细胞培养板 ,每孔 100μL ,做 3个复

孔 ,每孔再加入 100μL 含有 ConA 的 1640 培养液
(ConA终浓度为 5μg/ mL) 。CO2 培养箱内 37℃培

养 24h后 ,每孔无菌吸出 100μl 培养液 ,2 000r/ min

离心 10min ,收集上清用于 IL24 的测定 ;细胞继续

培养至 72h ,同样方法收集上清用于 IFN2γ测定。
IL24 和 IFN2γ的测定按试剂盒说明书进行。
1 . 7　中和试验

在 MA104细胞上进行 ,具体方法参见文献[ 12 ]。

2　结果

2. 1　重组腺病毒免疫小鼠后可诱导产生 RV特异

性血清抗体

以免疫 Ad5组的小鼠血清为阴性对照 ,将重组

腺病毒 rvAd G2V P7 和 rvAd G3V P7免疫的小鼠血

清进行 1 000 倍稀释后 ,对其抗 RV G2 或 G3 型

V P7抗体的产生情况进行了检测 ,表明重组腺病毒

可有效诱导针对 G2、G3型 RV的 Ig G抗体 ,结果见

图 1、图 2。
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图 1　重组腺病毒免疫后小鼠血清 Ig G抗体的阳转率

Fig. 1 　Seroconversion rates of rotavirus specific Ig G in

mice immunized with different recombinant adeno2
viruses

G2 : Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 : Immunized wit h rvAd
G3VP7 ;in : int ranasal ;is : oral

图 2　重组腺病毒免疫后小鼠血清 IgA抗体的阳转率

Fig. 2 　Seroconversion rates of rotavirus specific IgA in

mice immunized with different recombinant adeno2
viruses

G2 : Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 : Immunized wit h rvAd G3VP7 ;
in : int ranasal ;is : oral .

2. 2　重组腺病毒免疫小鼠可诱导产生 RV特异性

黏膜免疫

由于黏膜免疫在 RV感染的免疫保护作用中发

挥重要作用 ,因此我们对小鼠肺灌洗液及肺、肠匀浆

液中的 RV 特异性 Ig G和 sIgA 抗体进行了检测。

将上述标本用 PBS溶液 100倍稀释后进行测定 ,结

果见图 3 ,图 4 ,表明重组腺病毒可诱导 RV 特异性

黏膜免疫。

2. 3　重组腺病毒免疫小鼠可诱导产生 RV特异性

血清中和抗体

图 3　重组腺病毒免疫后小鼠 Ig G抗体的阳转率

Fig. 3　Positive rates of rotavirus specific Ig G in mice inoc2
ulated with different recombinant adenoviruses

Note :Li ,L ung lavage ;L hf ,Lung homogenate fluid ; Inf , Intestine ho2
mogenate fluid. G2 , Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 , Immunized
wit h rvAd G3VP7 ;in ,int ranasal ;is ,oral .

图 4　重组腺病毒免疫后小鼠 sIgA抗体的阳转率

Fig. 4　Positive rates of rotavirus specific sIgA in mice inoc2
ulated with different recombinant adenoviruses

Note : G2 , Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 , Immunized wit h
rvAd G3VP7 ;in , int ranasal ; is ,oral . Li , Lung lavage ; L hf , Lung ho2
mogenate fluid ; Inf , Intestine homogenate fluid.

根据血清抗体检测结果 ,我们从不同免疫组中

分别取一支抗体阳性血清 ,检测其对不同 RV 毒株

的中和活性。结果表明 ,经过 3 次免疫后免疫组小

鼠血清均能产生较高滴度的中和抗体 (表 1) ,在细

胞培养上可阻止同型 RV 感染 ,但对异型病毒感染

没有阻断作用 ,这与预期结果相符 ,也证实了多价疫

苗的必要性。滴鼻组和灌胃组小鼠血清针对鼠 RV

的中和抗体滴度没有明显区别。
表 1　重组腺病毒免疫小鼠诱导的轮状病毒血清中和抗体

分析

Table 1　Titers of neutralizing antibody against rotavirus in

sera f rom different mice group s immunized with

recombinant adenoviruses

Rotaviruses
G2

in　　　is

G3

in　　　is

Ad5

in　　　is

RV25 ( G2) 1 :1600 1 :800 ND ND ND ND

SA11 ( G3) ND ND 1 :800 1 :800 ND ND

Wa ( G1) ND ND ND ND ND ND

Notes : G2 group , Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 group , Immu2
nized wit h rvAd G3VP7 ;Ad5 group , Immunized wit h wild adenovirus
type 5. in : int ranasal ;is : oral ; ND : not detectable.

2. 4　重组腺病毒免疫小鼠后诱导以 Th2类反应为

主的免疫应答

为了解重组腺病毒疫苗诱导的免疫反应类型 ,

我们对免疫后小鼠脾淋巴细胞分泌的 IL24 和 IFN2
γ水平进行了测定。结果表明 ,用同一抗原免疫的

小鼠滴鼻组分泌 IL24和 IFN2γ的水平高于灌胃组 ,

其中滴鼻免疫 G3组的 IL24和 IFN2γ含量最高 ,可

分别达 498. 3pg/ mL 和 3352 pg/ mL ,灌胃组小鼠分

泌的 IFN2γ量均低于 50 pg/ mL ,总体上看 IL24 的

水平要高于 IFN2γ(图 5、6) 。为进一步证实结果的

可靠性 ,同时我们还对小鼠血清中 Ig G1/ Ig G2a 进

行了测定 ,结果显示 ,免疫后小鼠血清中的 Ig G1 含

量均高于 Ig G2a ,未经任何免疫的正常对照小鼠两

者的值均很低 (表2) 。上述结果提示 ,重组腺病毒
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图 5　重组腺病毒免疫小鼠脾细胞分泌 IL24的测定

Fig . 5　IL24 secreted by spleen cells of mice immunized with

recombinant adenoviruses

G2 : Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 : Immunized wit h rvAd G3VP7 ;
Ad5 : Immunized wit h wild adenovirus type 5 ;in :int ranasal ;is : oral .

图 6　重组腺病毒免疫小鼠脾细胞分泌 IFN2γ的测定
Fig . 6 　IFN 2γ secreted by spleen cells of mice immunized

with recombinant adenoviruses

G2 : Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 : Immunized wit h rvAd G3VP7 ;
Ad5 : Immunized wit h wild adenovirus type 5 ; in : int ranasal ;is : o2
ral .
表 2　重组腺病毒免疫小鼠血清中 Ig G1、Ig G2a的测定

Table 2　Rotavirus2specific serum Ig G1 and Ig G2a detected

in mice immunized with recombinant adenoviruses

Group Ig G
G2

　in　　　is　

G3

　in　　　is　
ck

1 Ig G1 (pg/ mL) 1. 61 2. 01 1. 52 1. 18 0. 54

Ig G2a (pg/ mL) 1. 04 1. 12 0. 89 0. 15 < 0. 1

Ig G1/ Ig G2a 1. 58 1. 79 1. 71 7. 87 NA

2 Ig G1 (pg/ mL) 3. 26 3. 50 1. 63 2. 02

Ig G2a (pg/ mL) 0. 68 2. 51 0. 38 0. 75

Ig G1/ Ig G2a 4. 79 1. 39 4. 29 2. 69

3 Ig G1 (pg/ mL) 2. 97 2. 60 1. 51 2. 21

Ig G2a (pg/ mL) 2. 05 1. 02 0. 83 0. 93

Ig G1/ Ig G2a 1. 45 2. 55 1. 82 2. 38

4 Ig G1 (pg/ mL) 3. 23 3. 40 1. 52 1. 73

Ig G2a (pg/ mL) 1. 24 2. 44 0. 36 1. 01

Ig G1/ Ig G2a 2. 60 1. 39 4. 22 1. 71

Notes : G2 group , Immunized wit h rvAd G2VP7 ; G3 group , Immu2
nized wit h rvAd G3VP7 ; Ck ,Cont rol group . in : int ranasal ; is : oral ;
NA : not applicable.

rvAd G2V P7和 rvAd G3V P7 免疫小鼠诱导的免疫

是均衡的 ,既可诱导体液免疫 ,也可诱导细胞免疫 ,

但以 Th2类反应为主。

3　讨论

本研究在前期工作基础上 ,用表达人 RV G2型

和 G3型主要糖蛋白 V P7的非复制型重组腺病毒免

疫小鼠 ,获得了较好的免疫效果 : 在血清中能产生

高滴度并具有中和活性的抗体 ,同时也检测到了

IgA的存在 ;在黏膜组织及其分泌液中也检出了

RV特异性的 sIgA 和 Ig G。与滴鼻组相比 ,灌胃组

小鼠血清 Ig G和 IgA的滴度及阳转率均较低 ,这与

前期研究结果一致[ 6 ,7 ]。分析其原因 ,可能与灌胃

组小鼠胃内的胃酸对重组腺病毒的破坏作用 , 或/

和小鼠胃肠道其它肠道病原引起的非特异性小肠免

疫机制对重组腺病毒感染细胞造成干扰有关。因

此 ,可考虑采用其它增强免疫效果的方法将重组腺

病毒疫苗传递到小肠 ,如使用肠溶胶囊等[13 ]。

RV 的免疫保护机制除体液免疫和黏膜免疫

外 ,细胞免疫也起很重要的保护作用[14 ,15 ]。因此 ,

我们对免疫小鼠脾淋巴细胞培养上清中的 IL24 和

IFN2γ进行了测定 ,以确定免疫反应类型。结果发

现 ,同一小鼠 IL24 和 IFN2γ的上升是同步的 ,提示

重组腺病毒疫苗免疫小鼠后既产生体液免疫又产生

细胞免疫。由于分离培养小鼠脾淋巴细胞操作比较

繁琐 ,且样本数量较少 ,为此我们还同时测定了

Ig G1/ Ig G2a来推断免疫反应类型。若 Ig G1含量高

于 Ig G2a ,则以 Th2反应为主 ,通过其分泌的细胞因

子促进体液免疫反应 ;反之若 Ig G2a 含量高于

Ig G1 ,则推断以 Th1 反应为主 ,介导细胞免疫应

答[11 ]。本研究的 Ig G1/ Ig G2a 测定结果显示 ,免疫

组小鼠的 Ig G1均略高于 Ig G2a ,说明重组腺病毒表

达的 V P7 蛋白引起的免疫反应以 Th2 类反应为

主 ,但 Th1类反应也占有相当的比例 ,这与 IL24 和

IFN2γ测定所得出的结论一致。
宿主产生的针对腺病毒载体的细胞和体液免疫

是以腺病毒为表达载体的 RV基因工程疫苗应用的

最大障碍之一 ,但本研究和本课题组前期的研究均

发现用同型腺病毒载体再次免疫时 ,仍会取得较好

的增强效果 ,这可能是由于小鼠体内已存在的抗腺

病毒抗体与再次免疫的腺病毒抗原形成 ICOSOMS

(immune complex2coated bodies) ,分布于滤泡树突

状细胞 (DC) ,延长了 B细胞反应[16 ] ;也可能是腺病

毒载体转导途径与载体2A PC相互作用激活先天性

免疫的途径不同 ,腺病毒特异性抗体的存在提供了

其它摄取途径 ,如 Fc 受体介导的抗体2病毒相互作
用内化进入免疫系统[17 ]。Buge等用 5型非复制型

腺病毒表达猴免疫缺陷病毒 ( SIV) gp120 蛋白免疫

短尾猿 ,连续免疫 3次 ,仍能表现出对表达蛋白的明

显的免疫反应 ,证明已存在的腺病毒抗体不能清除

有效的免疫反应[18 ]。本研究实验结果再次证明 ,即

使机体已经存在针对腺病毒载体的免疫应答 ,粘膜

途径免疫也能产生对外源蛋白的免疫反应。
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综上所述 ,本研究的结果表明 ,与表达 G1 型

V P7的重组腺病毒一样 ,用表达 G2、G3 型 V P7 的

重组腺病毒免疫小鼠可以诱导机体产生以体液免疫

为主的包括细胞免疫和黏膜免疫的全面免疫应答 ,

获得了良好的免疫效果。这一工作为具有我国自主

知识产权的 RV基因工程疫苗的深入研究奠定了坚

实的基础。
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