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［摘　要］　为了研究鲤Ⅰ －ＩＦＮ－γ的免疫效果，根据鲤Ⅰ －ＩＦＮ－γ的 ｍＲＮＡ基因序列（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ），构建真核表达质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ，重组表达质粒与不同剂量的转染试剂 Ｅｎｄｏ

ＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ混合后转染鲤鱼肌肉细胞，通过荧光倒置显微镜观察，重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－

Ⅰ－ＩＦＮ－γ在细胞中成功表达。以多种免疫剂量的重组表达质粒与ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１混合对鲤鱼进

行肌肉注射，每周免疫一次，共免疫三次，免疫前采血，收集血清，通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检

测抗体水平。结果表明：于第三次免疫后两周，抗体水平达到最高，联合免疫与单独免疫核酸疫苗

ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１相比，抗体水平明显升高，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。鲤Ⅰ －ＩＦＮ－γ作为锦鲤疱疹

病毒的免疫佐剂具有一定的免疫效果。
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（ＥＬＩＳＡ）．Ｔｗｏｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｔｈｉｒｄｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｒｅａｃｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ

ｌｅｖｅｌ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐＩＲＥＳ － ＯＲＦ８１ａｌｏｎｅｉｍｍｕｎｅ，ａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ，ｂｕｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ（Ｐ＞０．０５）．ＳｈｏｗｔｈａｔｃａｒｐⅠ －ＩＦＮ －γ
ｈａｖｅｃｅｒｔａｉｎｉｍｍｕｎｅｅｆｆｅｃｔａｓｋｏｉｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｉｍｍｕｎｅａｄｊｕｖａｎｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ⅰ－ＩＦＮ－γ；ｋｏｉｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ；ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｖａｃｃｉｎｅｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１；ｉｍｍｕｎｅｅｆｆｅｃｔ

　　锦鲤疱疹病毒（ＫｏｉＨｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，ＫＨＶ）能够引

发鲤鱼发生高致病性的锦鲤疱疹病毒病（Ｋｏｉ

ＨｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓＤｉｓｅａｓｅ，ＫＨＶＤ），病毒传播迅速，致死率

极高。世界动物卫生组织（ＯＩＥ）已经将 ＫＨＶＤ列

为必需报告的疾病［１］。目前仍然没有治疗该病的

特效药物，只能通过相关免疫手段对其进行预防，

接种疫苗被认为是水产病毒性疾病预防和治疗的

最适当方法，单一疫苗对鱼的免疫效果并不能达到

预期目标。因此，利用佐剂或免疫刺激剂来增加疫

苗功效是一种新的途径。

干扰素（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）是一种重要的细胞因

子，可作为生化制剂类免疫佐剂，具有抗病毒功效，

能在病毒感染后迅速起效［２］。细胞和机体通常需

要病毒、核酸、细菌内毒素等刺激才能产生干扰素。

Ⅰ型干扰素 γ（Ⅰ －ＩＦＮ－γ）是发展先天免疫反应

的重要组份［３］。它可激活 ＩＦＮ刺激因子（ＩＳＧｓ）转

录，编码不同的抗病毒蛋白，释放抗病毒物质，干扰

病毒复制、增殖，调节机体细胞分化［４］、生长［５］。

尽管在鱼类的干扰素活性很久以前就被人所知，

但直到２００３年三种鱼的Ⅰ－ＩＦＮ－γ才被克隆，分别为

斑马鱼［６］（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ），大西洋鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）［７］和河

豚鱼。目前已经在部分硬骨鱼中克隆到了Ⅰ型ＩＦＮ基

因，其 中 包 括，鲶 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）［８］，虹 鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）［９］， 黑 鲈 （Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ

ｓａｌｍｏｉｄｅｓ）［１０］，三棘鱼（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）［１１］，牙鲆

（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［１２］，舌 齿 鲈 （Ｄｉｃｅｕｔｒａｒｃｈｕｓ

ｌａｂｒａｘ）［１３］，鲤（Ｃａｐｒｉｕｓｃａｒｐｉｏ）［１４］，石斑鱼（Ｅｐｉｕｅｐｈｅｌｕｓ

ｓｅｐｔｅｍｆａｓ－ｃｉａｔｕｓ）［１５］，大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）［１６］

等，并发现其中鲤、石斑鱼、舌齿鲈的Ⅰ型ＩＦＮ－γ基因

在鱼体抗病毒过程中起到重要作用。鱼的Ⅰ－ＩＦＮ－γ
有独特的基因组，５个外显子，４个内含子结构，这点是

有别于其它物种的关键［１７］。

在病毒感染鱼的初期，Ⅰ－ＩＦＮ－γ是发展先天免

疫反应重要组份［３］。通过病毒感染细胞产生和释放

Ⅰ－ＩＦＮ－γ导致ＩＦＮ刺激因子的（ＩＳＧｓ）激活和转录，

编码不同的抗病毒蛋白，通过抗病毒物质干扰病毒

复制，抗增殖和免疫调节活动［１８］。关于Ⅰ－ＩＦＮ－γ
反应在鱼类异疱疹病毒科中了解比较少［１９］。在体外

研究中，ＣｙＨＶ－３有能力抑制源于鲤鱼脑细胞

（ＣＣＢ）的成纤维细胞中Ⅰ－ＩＦＮ－γ反应，在头肾白细

胞（ＨＫＬ）中并无此现象。但如果先用多聚肌苷酸胞

苷酸（ｐｏｌｙＩ：Ｃ）刺激 ＣＣＢ细胞，激活Ⅰ－ＩＦＮ－γ反

应，通过细胞单层培养，发现这样能够减缓ＣｙＨＶ－３

传播速度。体外研究发现，ＣｙＨＶ－３感染时，皮肤和

肠中ＩＦＮ编码的基因表达上调［２０－２１］。

本研究选择构建ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ真

核表达质粒，研究 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ与

ＰＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１核酸疫苗组成的联合制剂的免疫原

性，为ＫＨＶＤ疫苗的研制提供新的思路。

１　材 料

１．１　动物　１５０条健康鲤鱼，体重为１５０～２００ｇ，

购自新立湖的渔场，在２５℃水族箱饲养２周后再进

行试验。

１．２　质粒和病毒　重组质粒 ＰＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１由本

试验室保存［２２］，ＫＨＶ阳性血清由本试验室

保存［２３］。

１．２　主要试剂　焦磷酸二乙酯（ＤＥＰＣ），北京鼎国

公司；反转录试剂，ＴａＫａＲａ；ＤＬ５０００Ｍａｒｋｅｒ，ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ，ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，限制性内切酶，Ｔ４ＤＮＡ

连接酶，ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒，Ａｘｙ

Ｇｅｎ公司；质粒转染试剂 ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎＴＭ－Ｍａｘ，长春

维尔特科技有限公司；羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ，上海信然

生物技术有限公司；抗鲤鱼 ＩｇＭ单克隆抗体，Ａ

ＱＵＡＴＩＣＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＬｔｄ。
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２　方 法

２．１　鲤Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因的引物设计与合成　根

据ＧｅｎＢａｎｋ上登录的鲤Ⅰ －ＩＦＮ－γ基因序列，用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒｓ５．０软件设计引物，上游引物Ｐ３序

列：５’－ＧＡＧＣＴＣＡＡＴＴＴＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＴＣＧＴＡＡＣＡＡＡ

－３’；下游引物 Ｐ４序列：５’－ＡＡＧＣＴＴＡＡＴＴＴ

ＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＴＣＧＴＡＡＣＡＡＡ－３’；划线部分依次为

限制性酶切位点ＳａｃⅠ和ＨｉｎｄⅢ，送去生工（上海）

公司合成引物。

２．２　Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因的扩增　试验所用器材需

提前用ＤＥＰＣ水处理，取新鲜鲤鱼头肾样品及脾脏

样品充研磨成粉末状待用，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＲＮＡ

并进行反转录。产物用于 ＰＣＲ扩增，基因扩增体

系为２５ｕＬ，用梯度 ＰＣＲ仪摸索最适退火温度，确

定ＰＣＲ反应条件为：９５℃ 预变性５ｍｉｎ，９４℃ 变

性 ３０ｓ，６１．５℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸 １ｍｉｎ，３５个

循环，７２℃ １０ｍｉｎ，反应结束 ４℃ 保存。

２．３　Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因的克隆及鉴定　将回收的

Ⅰ－ＩＦＮ－γ目的基因连接至 ｐＭＤ－１８Ｔ克隆载

体，将连接产物转入大肠杆菌 ＤＨ５α菌种，向含

Ａｍｐ的固体 ＬＢ平板中涂１００μＬ上述菌液，恒温

（３７℃）过夜培养，挑取的白色单个菌落接种于液

体培养基中，碱裂解法提取质粒，用 ＳａｃⅠ和 Ｈｉｎｄ

Ⅲ进行双酶切鉴定，阳性质粒送到生工（上海）进行

基因测序，命名为ｐＭＤ１８－Ｔ－Ⅰ－ＩＦＮ－γ。

２．４　构建重组质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ　将目

的基因Ⅰ－ＩＦＮ－γ与ｐＥＧＦＰ－Ｎ１载体１６℃过夜连

接。转入 ＤＨ５α感受态细胞内，向含 Ｋａｎａ液体 ＬＢ

培养基内加入挑取的单菌落，１６０ｒ／ｍｉｎ震荡培养

（３７℃，１２～１４ｈ），碱裂解法提取质粒经ＰＣＲ鉴定、

双酶切鉴定，选取阳性质粒命名为ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－

ＩＦＮ－γ并送至生工（上海）进行测序。

２．５　重组质粒的体外表达

２．５．１　重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ的大

量提取与纯化　将ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ质粒

的菌液进行划线培养，挑单一白色菌落至液体培养

基中振荡培养至对数生长期，之后进行菌液的扩

摇，收集菌体进行质粒大量提取，采用质粒大提试

剂盒，方法参照 ＡｘｙＧｅｎ质粒大量说明书。使用分

光光度计测定重组表达质粒在２６０ｎｍ波长时的吸

光值，根据重组表达质粒的浓度计算公式：质粒浓

度（μｇ／μＬ）＝ＯＤ２６０×稀释倍数×５０μｇ／ｍＬ。

２．５．２　重组质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ的转染　

将重组表达质粒、ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ试剂和Ｌ－１５

培养基静置使之升至室温。用 Ｌ－１５培养基分别

稀释重组表达质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ和转

染试剂ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ，稀释后室温静置５ｍｉｎ。

将稀释后的重组质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ于

不同浓度的转染试剂 ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ充分混

匀，室温静置 ５～２０ｍｉｎ形成 ＤＮＡ－ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎ

ＴＭ复合物。向每个细胞培养孔中逐滴加入

ＤＮＡ－ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭ复合物，边滴加边轻柔前后

晃动培养板。操作时，应避免把转染试剂直接滴在

细胞生长的位置．在２６℃培养箱中孵育细胞，转染

２４ｈ后在荧光倒置显微镜下观察转染情况并采集

图片。分别提取细胞（转染后）总 ＲＮＡ，方法与提

组织ＲＮＡ相似，再进行ＲＴ－ＰＣＲ及ＰＣＲ。

２．６　重组质粒与核酸疫苗联合免疫体内试验　免

疫试验前，随机挑选１１尾试验鱼进行 ＫＨＶＤ的检

测，ＰＣＲ检测呈阴性后，将鱼分 ６组，每组 １０尾

（表１）。注射剂量均稀释为２００μＬ／尾，三次免疫间

隔１４ｄ。
表１　鲤鱼免疫分组及免疫剂量

重组质粒

组别
ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１

ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ＋
ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１（１μｇ）

ＰＢＳ

１ －－－－ －－－－ －－－－

２ －－－－ －－－－２００μＬ

３ １０μｇ －－－－ －－－－

４ １０μｇ ５μｇ －－－－

５ １０μｇ １０μｇ －－－－

６ １０μｇ ２０μｇ －－－－

２．７　重组表达质粒诱导鲤的免疫效果检测　尾静
脉采血于免疫前，在一免及二免后第一周，三免后

一到三周。标记的灭菌 ＥＰ管中贮存采取的血液，
静置（３７℃，２ｈ），４℃过夜，隔天离心６０００ｒ／ｍｉｎ
（４℃，１５ｍｉｎ），收集血清后贮存于 －２０℃，用于
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ＥＬＩＳＡ检测。在９６孔酶标板中，用包被液将纯化
后的病毒液稀释，每孔１００μＬ，４℃放置一夜洗涤
后加入封闭液（新鲜配制的脱脂牛奶），置于２２℃，
孵育２ｈ后，再次洗涤，然后加入待测血清２２℃孵
育３ｈ；洗涤５次后加入单克隆抗体２２℃孵育１ｈ；
洗涤５次后加入酶标二抗２２℃孵育１ｈ；再次洗涤
５次，加入１００μＬ底物溶液，２２℃孵育１０ｍｉｎ；再
加入５０μＬ终止液；最后将酶标板放入酶标仪中，
测定在ＯＤ４５０ｎｍ时的ＥＬＩＳＡ数据，记录结果。
３　结 果

３．１　Ⅰ －ＩＦＮ－γ的 ＰＣＲ扩增　分别以提取的鲤
鱼头肾ＲＮＡ及脾脏 ＲＮＡ为模板，反转录为 ｃＤＮＡ
后，再分别以Ⅰ－ＩＦＮ－γ的 Ｐ１，Ｐ２序列为引物，通
过ＰＣＲ扩增得到５５２ｂｐ的预期大小的目的片段，
如图１所示。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１－３：ＰＣＲ产物（Ⅰ－ＩＦＮ－γ）；４：阴性对照

图１　Ⅰ－ＩＦＮ－γＰＣＲ扩增产物

３．２　Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因克隆质粒的鉴定　用限制
性内切酶 ＳａｃⅠ和 ＨｉｎｄⅢ对 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ⅰ －ＩＦＮ
－γ阳性质粒进行双酶切鉴定。结果显示在５５２ｂｐ
位置有条带，同时有一条２０００ｂｐ以上条带。与预
期相符，说明ｐＭＤ１８－Ｔ－Ⅰ－ＩＦＮ－γ质粒构建成
功，如图２所示。
３．３　重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ鉴定　
分别用限制性内切酶 ＳａｃⅠ和 ＨｉｎｄⅢ对阳性重组
质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ进行双酶切鉴定。
结果显示的目的片段大小与预期结果相符，在

５５２ｂｐ位置有条带，同时各有一条片段大小为
４６４５ｂｐ的载体条带。进一步说明已经成功将
Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因克隆到ｐＥＧＦＰ－Ｎ１真核表达载体
上，如图３所示。

Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１：双酶切产物（ｐＭＤ１８－Ｔ－Ⅰ－ＩＦＮ－γ）

图２　双酶切鉴定ｐＭＤ１８－Ｔ－Ⅰ－ＩＦＮ－γ

Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１：ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ酶切结果

图３　酶切鉴定重组质粒ｐＥＧＦＰ－ＩＦＮ－Ｎ１－Ⅰ

３．４　重组表达质粒浓度　根据２．９．２中的计算方
法计算ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＩＬ－１０，ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －
ＩＦＮ－γ和 ＰＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１的浓度分别为 ０．８５、
０．９、０．８μｇ／μＬ。
３．５　重组表达质粒的转染　根据 ２．１中所述步
骤，将重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＩＬ－１０和 ｐＥＧＦＰ－
Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ转染至锦鲤鳍条细胞中，在倒置
荧光显微镜下可观察到有质粒成功转入细胞，如

图４所示。
３．６　ＲＴ－ＰＣＲ检测真核表达质粒的转染情况　
转染成功后的细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ裂解，提取细胞总
ＲＮＡ，ＲＴ－ＰＣＲ，以ｃＤＮＡ作为模板，用 Ｐ１，Ｐ２作为
引物进行ＰＣＲ检测。电泳位置在５５２ｂｐ处观察到
目的条带，说明ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ已转染
成功，如图５所示。
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１：重组质粒的ｐＥＧＦＰ－Ⅰ－ＩＦＮ－γ转染结果

图４　重组质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ的转染结果

Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１：阴性对照；２：Ⅰ－ＩＦＮ－γＰＣＲ产物

图５　Ⅰ－ＩＦＮ－γ基因的ＰＣＲ扩增结果

３．７　鲤鱼组织的 ＰＣＲ检测　在试验鲤鱼中随机
挑选任意 １１尾，模板：组织基因组，阳性对照：
ＫＨＶ，图６为试验结果，１１尾鱼的检测结果呈阴性，
可以进行下一步试验。

１：阳性对照；２－１２：鲤鱼组织ＤＮＡ的ＰＣＲ结果；

Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准

图６　鲤鱼组织ＰＣＲ检测结果

３．８　鲤鱼血清中抗体水平ＥＬＩＳＡ检测结果　注射
前要进行一次采血，再向不同试验组鲤鱼注射分别

注射对应的免疫剂，一免及二免后一周，三免后第

一至三周，尾静脉采血。通过间接ＥＬＩＳＡ法检测注
射免疫剂后鲤鱼血清中的抗体水平。通过平均数

和标准差的计算，最终得出表中数据。表 ２为
结果。

表２　鲤鱼血清抗体水平检测（ＯＤ４５０）

免疫时间

组别
免疫前 一免后一周 二免后一周 三免后一周 三免后两周 三免后三周

１ ０．２１０７±０．０１１ ０．２３２４±０．０１６ ０．２２０６±０．０１３ ０．２３５４±０．０１６ ０．２３５１±０．０１３ ０．２４１３±０．０１８

２ ０．２１１６±０．００８ ０．２３５５±０．０１１ ０．２４２３±０．０２３ ０．２３６２±０．０２３ ０．２４４１±０．００９ ０．２５７７±０．０１３

３ ０．２１７３±０．０１２ ０．３５７２±０．０２３ ０．４９１６±０．０３２ ０．７１２４±０．０２５ ０．９８３９±０．０３３ ０．９０４８±０．０４６

４ ０．２１３９±０．０２７ ０．３７８５±０．０２８ ０．５２４９±０．０３８ ０．７５３８±０．０３６ １．０２５１±０．０２２ ０．９４８２±０．０１２

５ ０．２２１７±０．０２１ ０．３９９４±０．０２３ ０．５４３５±０．０２６ ０．７４８４±０．０２５ １．１１２４±０．０４１ ０．９８７２±０．０２９

６ ０．２１８２±０．０２４ ０．３８３６±０．０３５ ０．５７２９±０．０２５ ０．７２１３±０．０３５ １．２４８７±０．０２９ １．０３５８±０．０３７

　　依表所见，除了 ＰＢＳ组和空白组，其它各组
鲤鱼血清中均能检测出 ＫＨＶ特异性抗体，免疫
次数增多抗体水平随之增加。三免后两周，抗体

水平达到峰值，之后趋于下降。增加质粒浓度抗

体水平稍有增加，但不明显。ＰＢＳ组和空白组这
两组与注射重组质粒组的抗体水平差异明显

（Ｐ＜０．０５）。
根据间接 ＥＬＩＳＡ检测试验结果绘制折线图

（图７），可知混合制剂ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ＋
ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１相比单一核酸疫苗 ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１
抗体水平有所升高，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

图７　各组的血清抗体水平折线图

根据间接ＥＬＩＳＡ检测试验结果，绘制各组的抗
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体水平的曲线，得出的免疫剂量为５μｇ时，就可达
到较好的抗体水平，随着免疫剂量的增加，抗体水

平有所升高。

４　讨论与小结
硬骨鱼的干扰素具种属特异性，某种鱼的干扰

素对其它鱼类抗病毒无作用。目前，已经鉴定了干

扰素Ⅰ型对许多病毒的反应［２４］。其中重组斑马

鱼、鲶鱼［２５］、草鱼、虹鳟［２６］的干扰素都具有抗病毒

的活性。在抑制病毒复制方面，干扰素Ⅰ型扮演了
重要角色，可诱导蛋白表达，抑制病毒ｍＲＮＡ翻译，
增加宿主细胞的抵抗力，并能够在感染早期限制病

毒传播和扩散。在机体抗病毒的非特异性免疫应

答中起重要作用。

以Ⅰ－ＩＦＮ－γ的上述特性为依据，为了探索其
是否适合作为免疫佐剂，与锦鲤疱疹病毒病的疫

苗联合使用，我们进行了体外细胞转染实验，以

探究目的蛋白是否能在体外锦鲤鳍条细胞中表达，

通过倒置显微镜观察和 ＲＴ－ＰＣＲ检测，重组质粒
ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ成功转入了锦鲤鳍条细胞
中，说明重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ－ＩＦＮ－γ能在细
胞中正确表达，为接下来的体内试验提供参考依据。

体内试验选用生长发育较快的幼鱼，意在降低

核酸疫苗的剂量，另外希望能让外源基因在宿主体

内大量表达。免疫的最佳用量可根据鱼的大小不

同进行调整。本试验采取肌肉注射的免疫方法，将

联合免疫制剂 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－Ⅰ －ＩＦＮ－γ＋ｐＩＲＥＳ
－ＯＲＦ８１注射入试验鱼体内，相比单一核酸疫苗
ｐＩＲＥＳ－ＯＲＦ８１，联合免疫制剂所产生的抗体水平
更高，免疫效果更好。
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ＨＰＬＣ－ＰＤＡ联合 ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦ法确证
硫酸卡那霉素注射液中的非法添加物

董玲玲１，曹 莹２，于晓辉１，王静文１，万仁玲１，顾进华１

（１中国兽医药品监察所 北京１０００８１；２上海市兽药饲料检测所 上海２０１１０３）

［收稿日期］２０１６－０６－１２　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０８－００１５－０５　［中图分类号］Ｓ８５９．８３

［摘　要］　确证１批硫酸卡那霉素注射液中的非法添加物。在对该批样品进行非法添加物常规筛

查时发现其含有未知色谱峰，且紫外光谱具有特征性，但与现有的紫外光谱库进行比对，无法确定

该未知物的结构。结合ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ法给出的未知物的分子量信息推导出疑似添加物，再用

ＨＰＬＣ－ＰＤＡ和ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦ两种方法进行验证，最终确证非法添加物。结果显示该批样品中的

非法添加物为尼可刹米。通过检查该批样品中的非法添加物，总结出确证非法添加物的一般模式，

从而为兽药处方外非法添加物的筛查与确证提供思路。

［关键词］　尼可刹米；非法添加

基金项目：“十二五”科技支撑计划（２０１５ＢＡＤ１１Ｂ０３－４）
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