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"摘要#

!

目的
!

用表达变异链球菌表面蛋白
3453

和霍乱毒素
6

亚单位融合蛋白的转基因番茄免疫
78

大鼠!检测其免疫原

性!探索研制安全%有效的可食用防龋疫苗的可能性&方法
!

选择雌性
78

大鼠
$/

只!建立龋齿模型!随机分成
'

组"

!9)

$!分别

为转基因番茄组"实验组$%变异链球菌灭活全菌免疫组"阳性对照组$%非转基因番茄组"阴性对照组$!免疫方式为灌胃免疫!每周

免疫
$

次!连续免疫
0

周&分别于首次免疫前
$!

和每次免疫
$

周后采集血液%唾液样品!用酶联免疫吸附实验法检测血清中免疫

球蛋白
:

"

;

<

:

$%唾液中分泌型免疫球蛋白
4

"

7;

<

4

$抗体水平#鼠龄
-%!

时处死动物!并取上下颌骨进行龋齿计分&结果
!

免疫

后!实验组和阳性对照组大鼠血清中
;

<

:

%唾液中
7;

<

4

抗体水平与阴性对照组比较差异有统计学意义"

"

$

%&%2

$#实验组和阴性

对照组在
8=

级外的各级差异有统计学意义"

"

$

%&%2

$&结论
!

转基因番茄防龋疫苗具有免疫原性!能够诱导实验动物产生有效

的免疫应答!降低龋齿的发生&
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龋病是人类最常见的细菌感染性疾病之一)就病因而言#

细菌是龋病发病的主要因素#变异链球菌$

7&DEA@,+

&表面蛋

白
345

是被认为重要的毒力因子)

345

的
3

区是脯氨酸富集

区#

3

区多肽片段中含有
6

细胞表位#具有免疫原性和免疫反

应性'

$

(

)防龋疫苗经历了包括细菌活载体疫苗'

1

(

*亚单位疫

苗'

'

(

*合成肽疫苗'

0

(

*

8V4

疫苗'

2.)

(等阶段)转基因植物疫苗

可以通过直接口服给药#显示出广阔的应用前景)本课题组前

期获得含编码
7&DEA@,+

表面蛋白
3453

和霍乱毒素
6

亚单位

()$'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'%$)%%/)

&%贵州省第
)

批科技创新团队资助项目'黔科合人才团队$

1%$'

&

0%1)

号(%贵州省高等

学校重点学科建设项目$

7WXY.1%$1%-.%0

&)

!

作者简介!顾瑜$

$(/%Z

&#副教授#硕士#主要从事龋病的病因及预防研究)现工作单位为遵义医学

院珠海校区)

!

#

!

通讯作者$

Q.D@#I

!

$'%/-/($%%$

!

$)'&5"D

)



融合基因的转基因番茄'

-

(

#并对本研究所用的番茄进行了鉴

定'

/

(

)本研究利用该转基因番茄免疫
78

大鼠#检测其免疫原

性#探索研制安全*经济的可食用防龋疫苗的可行性)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

78

大鼠'雌鼠#许可证!

7NXY.

$军&

1%%1%%-

&(%变

异链球菌
[4$2(

$血清
N

型#四川大学华西口腔医学院口腔疾

病研究国家重点实验室提供&%辣根过氧化物酶标记的羊抗大

鼠免疫球蛋白
:

$

;

<

:

#

4D?C+5"

公司#美国&#辣根过氧化物酶

标记的羊抗大鼠
;

<

4

$

:C,CAC=

公司#美国&#

7&DEA,@+

表面蛋

白抗原
345

$武汉大学口腔医学院樊明文教授馈赠&#酶联免

疫检测仪$

;,+A?EDC,A+&;,5

#型号
QR=/%%

#美国&%体视显微镜

$

RC#5@

#瑞士&)

A&B

!

方法

A&B&A

!

植物疫苗的准备
!

取本课题组前期获得的表达含编码

7&DEA@,+

表面蛋白
3453

和霍乱毒素
6

亚单位融合基因的转

基因番茄果肉
$

<

#加液氮研磨后#加入植物蛋白提取液并混

匀#

%\

放置
0F

%离心#将上清液置
$%%\

内煮沸
2D#,

)用蛋

白质定量试剂盒$

6N4

法&测定出总蛋白的浓度为
'&('

D

<

"

DR

)配制目的蛋白梯度标准液#用酶联免疫吸附实验

$

QR;74

&法测定目的蛋白浓度#测得线性方程为
%9%&%%(1

0]%&%(0)

)转基因番茄的蛋白提取样本光密度$

EF

&值为

%&$2(-

#其对应浓度为
-&%/

"

<

"

DR

%根据浓度计算出外源目

的蛋白在总蛋白所占的比例为
%&$/̂

)

A&B&B

!

灭活全菌体疫苗的制备
!

复苏
7&DEA@,+

#

K3_

固体培

养基中厌氧培养
$/F

#镜下形态学鉴定)挑取典型单菌落#置

于
K3_

液体培养基中#在微需氧环境下大体积培养
0/F

后#

以
)%%%̀

<

离心
$%D#,

#弃上清液#生理盐水洗涤沉淀#加入

%&2̂

福尔马林生理盐水液$

M

"

M

&#

'-\

下放置
10F

灭活)生

理盐水洗涤#加入
%&$̂

福尔马林生理盐水液#比浊#调整

EF

)%%

9$&%

#使菌液浓度达
/̀ $%

/

Na[

"

DR

#

0\

保存)

A&B&C

!

动物模型建立分组及免疫
!

$/!

鼠龄的
78

大鼠#雌

性#断乳后饲以致龋饲料
1%%%

#

'

(

(

$蔗糖
2)̂

*精练奶粉

1/̂

*全麦粉
)̂

*酵母
0̂

*精练豆粉
0̂

*食用盐
1̂

&)鼠龄

1%!

时#致龋饲料中加入氯霉素*氨苄青霉素及羧苄青霉素#

药量为
$

<

"

O

<

#连续喂养
'!

#并采集幼鼠口腔标本#观察抗菌

药物灭菌情况)鼠龄
10

$

1)!

时#将细菌浓度为
$`$%

(

Na[

"

DR7&DEA@,+

菌液接种于牙面上#每天
'

次#

1%%

"

R

"次#

间隔
'%D#,

)鼠龄
'%!

时采集大鼠口腔及磨牙咬合面的细菌

标本#检测口腔
7&DEA@,+

感染情况)

模型建立后#将实验动物编号
$

$

$/

#采用抽签法随机分

组#将大鼠分为
'

组$每组
)

只&#分别为!转基因番茄组$实验

组&*变异链球菌灭活全菌免疫组$阳性对照组&*非转基因番茄

组$阴性对照组&)每组分别使用相对应的疫苗#按每
$%

<

体

质量予以
%&0DR

的剂量#通过灌胃的方式进行免疫)鼠龄
1/

!

开始免疫#采取灌胃免疫的方式#连续免疫
0

次#每次间隔

$

周)

A&B&D

!

样本采集
!

分别于首次免疫前
$!

和每次免疫
$

周后

取血清和唾液样本)鼠龄
-%!

时#断头#分离上下颌骨)

A&B&D&A

!

血清及唾液中
;

<

:

*分泌型免疫球蛋白
4

$

7;

<

4

&抗

体水平检测
!

酶标板中每孔加入
$%

"

<

"

DR

重组
345

蛋白缓

冲液#

0\

包被过夜%次日#弃液#磷酸盐缓冲液$

367

&洗板%每

孔加入
'̂

牛血清清蛋白$

674

&

2%

"

R

#置于
'-\

湿盒中温

育
1F

#弃液#加入血清$

$b0%

&或唾液$

$b0

&标本于反应孔中#

每孔
$%%

"

R

#湿盒温育
1F

#弃液#洗板)将按照
$b$%%%

稀释

的辣根过氧化物酶标记羊抗大鼠
;

<

:

或按照
$b2%%%

稀释的

辣根过氧化物酶标记羊抗大鼠
;

<

4

加到反应孔中#每孔
$%%

"

R

#温育
1F

#弃液#洗板)各反应孔中加入
$%%

"

R

四甲基联

苯胺底物使用液#蔽光显色后#加入终止液终止反应#测定各反

应孔的
EF

02%

值)

A&B&D&B

!

窝沟龋龋齿计分
!

-%!

时#处死动物#取上下颌骨)

%&0̂

紫脲酸铵染液浸泡染色
$1F

后清洗掉多余染料#清洗#

干燥)用金刚砂片沿牙体矢状面作近远中向半切)体视显微

镜下观察患龋情况#龋坏部位呈现粉红色#而正常部位几乎不

着色或着色很浅)根据
YC

L

C+

经典评分按照龋坏的深度分为

0

级!龋坏仅发生于釉质层为
Q

级%龋坏达到牙本质外层
$

"

0

为
8+

级%龋坏达到牙本质厚度的
$

"

0

至
'

"

0

为
8D

级%龋损累

及牙本质厚度的
'

"

0

#甚至累及牙本质全层为
8=

级)

A&C

!

统计学处理
!

采用
7377$-&%

统计软件统计分析#计量

数据以
Lc@

表示#多组之间比较采用单因素方差分析#两组之

间比较若方差齐用
R78

检验#若不齐用
K@DF@,C

检验#检验

水准
%

9%&%2

#以
"

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

唾液中
7;

<

4

型抗体水平的观察
!

特异性
7;

<

4

抗体水

平在免疫前和免疫后第
$

*

1

周各组间比较差异均无统计学意

义$

"

%

%&%2

&%从免疫后第
'

周开始#阳性对照组
7;

<

4

抗体水

平明显升高#实验组次之)阴性对照组分别与阳性对照组和实

验组之间比较差异均有统计学意义$

"

$

%&%2

&#但阳性对照组

和实验组相比#两组差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&%免疫后第
0

周#各组的抗体水平进一步升高#

'

组间两两相比差异均有统

计学意义$

"

$

%&%2

&)

B&B

!

血液中
;

<

:

型抗体水平
!

在首次免疫后#阳性对照组抗

体水平较另两组率先升高#但
'

组间比较差异均无统计学意义

$

"

%

%&%2

&%从第
1

次免疫结束后#阳性对照组的
;

<

:

水平较

其余两组升高明显$

"

$

%&%2

&#实验组的
;

<

:

水平虽也有升

高#但与阴性对照组比较差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&%首次

免疫后第
'

*

0

周时#实验组和阳性对照组的
;

<

:

水平较阴性对

照组均明显升高$

"

$

%&%2

&#阳性对照组升高更为明显#但实

验组与阳性对照组在各时间点相比差异均无统计学意义$

"

%

%&%2

&)

表
$

!!

78

大鼠窝沟龋
OC

L

C+

计分%

Lc@

$分&

组别
!

OC

L

C+

评分等级

Q 8+ 8D 8=

阳性对照组
) 1&))-c$&0'2 %&($-c%&-(1 %&$)-c%&'/( %

实验组
) '&/''c$&(0) $&2/'c$&$)2 %&))-c%&(/2 %&$)-c%&'/-

阴性对照组
) )&%%%c$&-%)

@J

'&/''c$&/%$

@J

$&))-c$&'%'

@J

%&))-c%&--(

@

!!

@

!

"

$

%&%2

#与阳性对照组比较%

J

!

"

$

%&%2

与实验组比较)

B&C

!

78

大鼠窝沟龋
OC

L

C+

计分
!

在龋损各级的表现中阳性

对照组和阴性对照组相比差异均有统计学意义$

"

$

%&%2

&#实

验组和阳性对照组比较差异无意义$

"

%

%&%2

&#而实验组与阴

%-$'
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/
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性对照组只在
8=

级差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&#见表
$

* 图
$

)

!!

4

!大鼠磨牙
!

面窝沟
Q

级龋矢面观$

1̀2

&%

6

!大鼠磨牙
!

面窝沟
8+

级龋矢面观$

1̀%

&%

N

!大鼠磨牙
!

面窝沟
8D

级龋矢面观$

`12

&%

8

!大

鼠磨牙
!

面窝沟
8=

级龋矢面观$

1̀2

&)

图
$

!!

78

大鼠磨牙
!

面窝沟龋矢面观

C

!

讨
!!

论

!!

口服疫苗成功的关键是机体在接种疫苗后能否产生全身

免疫应答和黏膜免疫应答)全身免疫系统所产生的抗体以血

清
;

<

:

为主#

7F5FCIOE,"M

等'

$%

(构建出了含乙型肝炎病毒表面

抗原$

d6+4

<

&抗体和含有
&

型人类免疫缺陷病毒$

d;e.$

&两

种基因的双元载体#将其转化的番茄果实喂养小鼠#并在免疫

后
$0

*

1/!

于小鼠的血清和粪便中均检测到了抗
d;e

和乙型

肝炎病毒的特异性抗体)而黏膜免疫系统所产生的抗体主要

是唾液中的
7;

<

4

#是机体抵御病原微生物入侵的第一道防线#

可诱导全身其他部位的黏膜产生
7;

<

4

#对局部提供防御#这是

黏膜免疫保护作用的主要机制#因此
7;

<

4

对于口服疫苗的免

疫反应很有价值'

$$.$0

(

)理论上含变异链球菌抗致龋疫苗就是

利用
7;

<

4

在黏膜表面形成的免疫防御屏障#提供局部防御)

防龋疫苗通过诱导黏膜产生特异性
7;

<

4

抗体#产生有效免疫

反应#可能通过减少和阻止致龋菌在牙面的聚集和黏附来达到

预防龋齿的作用%改变细菌表面的理化性质#刺激局部多核巨

细胞产生吞噬和杀灭作用%使细菌形成长链#使其易于被清除#

从而减少致龋潜力#最终降低龋病的发生*发展)本实验将表

达
3453

"

NK6

目的蛋白的转基因番茄果汁通过灌胃方式免疫

78

大鼠)本研究结果显示#自免疫后第
'

周起#无论是唾液中

的特异性
;

<

4

抗体抑或是血清中的特异性
;

<

:

抗体均迅速升

高#同阴性对照组两两比较差异有统计学意义$

"

$

%&%2

&)

能否通过口服的方式达到理想的免疫效应是可食用植物

疫苗必须要面对的问题)郑雨燕等'

$2

(用转基因番茄防龋疫苗

果实免疫小鼠#结果显示不论是口服喂养还是腹膜下注射均可

在其血清中检测到特异性抗
;

<

:

抗体#且血清样本中的抗
345

的
;

<

:

抗体口服组与注射组差异无统计学意义)本研究同样

采用了口服免疫的方法#利用植物细胞壁保护抗原#结果显示

用转基因番茄果汁灌胃的动物与非转基因番茄果汁灌胃动物

比较差异有统计学意义#证实口服免疫的有效性)本课题组田

源等'

$)

(用表达
3454

"

NK6

的转基因番茄免疫大白兔#结果显

示通过口服的方式可以诱导动物产生有效的系统免疫应答和

黏膜免疫应答)

在龋病的攻击实验中#龋齿的计分显示转基因番茄组与灭

活变异链球菌组没有明显差异#与非转基因番茄相比在
Q

级*

8+

级*

8D

级差异有统计学意义#说明转基因番茄对龋病的发

生有一定的抑制作用#提示口服免疫可能是转基因番茄防龋疫

苗的一种方便有效的免疫途径#可以诱导动物的保护性免疫应

答)但对于其最佳免疫剂量*最佳免疫方案及免疫耐受等问题

还需要进一步的研究)
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建霞'

$

(认为抗
NKR4.0

抗体与
h4Y1

抑制剂在提高荷瘤机体

的免疫能力方面可能发挥了协同效应)本组研究为发现#抗

NKR4.0

抗体与阿霉素可协同提高小鼠机体免疫能力)

阿霉素可直接嵌入
8V4

碱基对之间#来抑制
>V4

和

8V4

的合成#达到细胞凋亡的作用#而抗
NKR4.0

抗体主要通

过提高机体的抗体免疫能力起到肿瘤杀伤作用'

$'.$2

(

)本研究

发现#二者联用其促细胞凋亡作用增强#联合用药组肿瘤细胞

凋亡的阳性百分率显著高于其他组$

"

$

%&%2

&)肿瘤长到几

个立方毫米时处于缺氧状态#可分泌缺氧诱导因子促进
f8.

7N

的形成和
N80

]

K

细胞向
K?C

<

分化#分泌趋化因子和内皮

生长因子等诱导肿瘤血管生成#从而促进肿瘤细胞生长)联合

用药组
fe8

显著低于其他组#且单用抗
NKR4.0

抗体组和单

用阿霉素组肿瘤细胞凋亡的阳性百分率显著低于空白组和溶

剂组$

"

$

%&%2

&#提示联合用药可显著降低肿瘤
fe8

#达到抑

制肿瘤生长的目的#效果高于单一用药)

综上所述#联合抗
NKR4.0

抗体和阿霉素可在一定程度提

高小鼠机体免疫力#明显抑制乳腺癌小鼠肿瘤生长#促进肿瘤

微环境中肿瘤细胞凋亡#减少肿瘤微环境中微血管生成#效果

优于单一用药)
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