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摘要　目的:研究抗动脉粥样硬化核酸疫苗的安全性。方法:观察该质粒在小鼠组织中的分布和急性毒性 ,并在正常给药的
情况下对新西兰大白兔进行 6个月毒性试验。采用肌肉注射 20μg/只和 100μg/只 , 用 PCR法检测外源基因在小鼠组织的分布和

存留时间;同样采用肌肉注射 , 对最高剂量达到 50mg/kg 体重的小鼠进行急性毒性试验。结果:实验证明该核酸疫苗在注射部位
可存留时间为 8周 , 其他组织如心 、肝 、脾 、肺 、肾 、脑和生殖器官也有低水平分布 ,急毒试验显示 , 在剂量达到有效剂量的 60 倍的

情况下 ,无可观察到的毒性反应发生 , 小鼠血液学和生化指标亦无异常;新西兰大白兔毒性观察 , 体内生化指标以及解剖学研究
结果表明 ,该药无可观察到的毒性反应发生。结论:该核酸疫苗无可观察到的明显毒性反应 , 安全性良好。
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ABSTRACT Objective:To evaluate the safety of the DNA vaccine against the atherosclerosis.Methods:80 ICR mice were divided

into low dosage group(n=30 , DNA vaccine 20μg each), high dosage group(n=30 , DNA vaccine 100μg each), and control group(n=20 , nor-
mal saline);15 New Zealand white rabbits were randomly divided into three groups:normal saline control group , DNA plasmid group and DNA

vaccine group , equally.The vaccine' s tissue distribution and acute toxicity in mice were investigated , and its toxicity on New Zealand white rab-
bit was also evaluated in our studies.Plasmid DNA was detected by PCR in doses of 20μg and 100μg IM.Its dose was up to 1000μg in the acute

toxicity.The toxicity on the New Zealand white rabbits was observed in the normal dose.Results:The muscle tissue distribution was kept for

eight weeks , which was longer than other tissues , such as liver , spleen , lung , kidney and brain.The acute toxicity showed that when the maxi-
mum dose was 60 times as much as the normal dose , there was no toxicity influence on the hematology and biochemical indicators of the mice and

the rabbits.Conclusion:In our studies , it is suggested that the DNA vaccine is safe for the atherosclerosis treatment.

Key words:DNA vaccine;Atherosclerosis;Safety evaluation;Acute toxicity

　　把编码免疫原或与免疫原相关的外源基因克隆到真核质

粒表达载体上 ,然后将重组的质粒 DNA直接注射到动物体内 ,

使外源基因在动物体内表达 , 产生的抗原激活机体的免疫系

统 ,引发免疫反应[ 1] , 本实验室构建的核酸疫苗免疫机体后能

激发机体产生抗 CETPC抗体 ,该抗体与内源 CETP结合后抑制

其活性 ,调节体内胆固醇的分布与代谢 , 减少动脉粥样斑块的

形成;抗动脉粥样硬化核酸疫苗在药效学研究中取得不错的

结果 ,给药组与对照组相比病斑面积有显著性降低 , 结果显示

该核酸疫苗的基因免疫可明显抑制兔主动脉内壁上脂质斑块

的形成 ,起到抗动脉粥样硬化作用。为评价该疫苗的安全性 ,

实验主要进行了核酸疫苗在小鼠组织中的分布及存留时间 ,

以及急性毒性和新西兰大白兔正常给药情况下的毒性观察和

组织切片研究 ,为该疫苗进入临床试验提供依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

清洁级 ICR小鼠 , 15 ～ 18g , 雌雄各半 , 由扬州大学比较医

学实验动物中心提供。许可证号:SCXK(苏)2002-0009。

新西兰大白兔 ,雌性 ,平均体重约为 1.5kg , 购自江苏省农

科院种兔场。

1.2　实验仪器

PCR扩增仪(美国), 高速冷冻离心机(Kendro), 核酸检测

仪(南京大学), 752 紫外分光光度计(上海第三分析仪器厂),

恒温振荡器(国华企业), Beckman LX-20 全自动生化分析仪

(美国), 雅培 CD1400Cell-Dyn 血球分析仪(美国)。

1.3　药物和剂量

本实验室已完成抗动脉粥样硬化核酸疫苗 pCR-X8-

HBc-CETP构建[ 3] 。该 DNA 疫苗的提取方法是经典的提取质

粒方法[ 4]并经过纯化 , 质检证明其纯度 、DNA 蛋白比值 、酶切

分析等均符合标准 , 使用前用生理盐水配成所需浓度 ,混合注

射。

1.4　改进的基因组 DNA 的提取方法

经典的提取基因组 DNA 方法[ 4] , 简化步骤 , 优化提取方
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法。如下:取出一样本 , 每管加入 0.5ml的分离缓冲液 , 用灭菌

的牙签将组织搅碎 , 加入 150μl SDS , 40μl 5mg/ml蛋白酶 K , 摇

匀 ,室温每 8h 摇匀一次 , 共 48h;12000r/min 高速离心 1min , 取

出200μl上清 , 加入等体积的酚:氯仿:异丙醇(25:24:1), 反应

15min;4000r/min 离心 3min , 取上清 100μl , 加入 200μl 无水乙

醇 ,很快就会有絮状物出现 , 12000r/min 离心 1min , 弃去上清 ,

干燥。过夜 ,加入蒸馏水 , 即可进行 PCR操作。

1.5　PCR检测

本实验室构建质粒 DNA ,该疫苗的抗原表位编码区以胆

固醇酯转移蛋白 C-末端 26 肽基因为核心 ,另在质粒载体骨

架中插入由多个 CpG 基元组成的免疫刺激序列 , 质粒选择特

异的序列设计引物。

CMV正义扩增引物:5-CGTTGACATTGATTATTGAC-3

反义引物:5-GACCTCCCACCGTACACGCC-3。

引物由上海博亚合成。

1.6　小鼠组织质粒分布实验[ 5]

1.6.1　样本清洁级的 ICR小鼠 , 80 只 , 雌雄各半 , 18 ～ 22g , 低

剂量 30 只 , 给予 DNA 疫苗 20μg/只;高剂量组 30 只 , 给予

100μg/只;和对照组 20 只 ,给予生理盐水。每组均于小鼠右后

肢胫前肌肌注注射各组均为 0.1ml。低剂量组于接种后 1 , 2 , 4

和8 周 , 高剂量组于接种后2 , 4 , 8和 12 周 ,两组分别各处死 5 ,

5 , 10 和10只动物 , 对照组于上述时间点各处死 4 只。全部动

物摘取心 、肺 、肝 、脾 、肾 、生殖器官 、脑 、注射部位肌肉 , 样本置

于-80℃保存待测。

1.6.2　电泳分析 PCR检测进行 PCR扩增 , 反应液组成为:.

dNTPs 0.2mmol/ L , 引物 0.1μmol/L ,MgCL2 2.0mmol/L , 聚合酶

2.5U。 PCR 扩增条件为:94℃, 10min , 1 个循环;94℃, 60s ,

58℃, 60s , 72℃, 90s , 30 个循环;72℃, 10min , 1 个循环。 每次

PCR反应均设阴性对照(以对照组小鼠肝脏 DNA100ng 为模

板)和阳性对照(以纯质粒10ng为模板),取 15μl PCR产物进行

电泳分析。

1.7　安全性初步研究

1.7.1　急性毒性实验[ 6] 　在急毒试验中 ,小鼠按被分为 4组 ,

每组 20 只 , 雌雄各半 , 这些动物均采用肌肉注射 , 剂量分别

为 , 0 , 2000 , 10000 , 50000μg/ kg ,检测 14 天 , 检查死亡 , 观察各种

毒性反应症状以及记录体重。试验结束 , 我们进行尸检。试

验观察:给受试药物后观察 2 周 , 对每只动物仔细观察和详细

记录各种毒性反应出现和消失的时间。从动物体重 , 血管指

征 ,眼睑指征 ,呼吸指征 , 运动指征 , 皮肤(包括毛色), 胃肠指

征 ,肌张力 , 死亡时间 , 死亡症状等方面对动物进行观察。在

试验结束时 ,每组取动物十只 , 雌雄各半 ,取血 , 进行血液学和

体内生化指标的测定。

1.7.2　正常给药情况下的新西兰大白兔的毒性试验　选用

新西兰大白兔 ,随机分成 3组 , 每组 5只 , 分别为生理盐水对照

组 ,质粒载体对照组和核酸疫苗试验组。核酸疫苗或对照质

粒以灭菌生理盐水配成 0.5μg/ ml , 剂量 250μg/只。 分别于第

1 , 3 , 7 , 11 , 16 和 22 周各进行一次免疫 , 每次免疫时预免疫处

理 、接种方法及剂量均相同。 28 周后将处死的新西兰兔肾 、

脾 、肺和肝取出 ,经 10%甲醛溶液固定 , 常规取材 , 脱水 , 石蜡

包埋 , 制片(4μm 厚), 苏木精和曙红染色 , 在光学显微镜下阅

片 ,观察各组织病理学改变情况。体重每周称量一次 , 准确记

录 ,试验结束所有动物取血进行体内的血液生化指标测定。

2　结果

2.1　抗动脉粥样硬化核酸疫苗在小鼠组织中的分布和存留

时间

所有阴性对照小鼠组织均未检出特异性扩增产物;注射

疫苗 1周后 ,质粒在所有小鼠注射部位肌肉均可检测到 , 其他

组织也有部分检测到。 4周后 , 质粒在低剂量组部分小鼠注射

部位肌肉仍可检测到 , 而其他组织均检测不到 , 8 周后注射部

位肌肉组织检测不到外源基因。高剂量组小鼠质粒分布情况

与低剂量组相似 , 但注射部位肌肉组织 8 周后仍可检测到质

粒 ,只是检出率明显降低 , 反应减弱 , 12 周后注射部位肌肉组

织检测不到外源基因(表 1、2 , 图 1)。

Tab 1.The PCR analysis of the dist rabution of DNA plasmid in mice in low dos-

al.(The number of the positive / the number of the sum)

Time

(weeks)
Heart Liver Spleen Lungs Kidney Brain Gonads Muscle

1 2/5 2/5 1/5 2/ 5 2/ 5 1/ 5 2/ 5 5/ 5

2 2/5 2/5 1/5 2/ 5 1/ 5 0/ 5 1/ 5 5/ 5

4 1/ 10 0/ 10 0/10 0/10 0/ 10 0/ 10 0/ 10 2/ 10

8 0/ 10 0/ 10 0/10 0/10 0/ 10 0/ 10 0/ 10 0/ 10

Tab 2.The PCR analysis of the distrabution of DNA plasmid in mice in high

dosal.(The number of the positive / the number of the sum)

Time

(weeks)
Heart Liver Spleen Lungs Kidney Brain Gonads Muscle

2w 4/5 3/5 2/5 3/ 5 4/ 5 2/ 5 3/ 5 5/ 5

4w 2/5 1/5 2/5 2/ 5 1/ 5 2/ 5 1/ 5 5/ 5

8w 0/ 10 0/ 10 0/10 0/10 0/ 10 0/ 10 0/ 10 2/ 10

12W 0/ 10 0/ 10 0/10 0/10 0/ 10 0/ 10 0/ 10 0/ 10

A.20μg/ animal the distrabution of DNA plasmid in mice after two weeks;

B.100μg/ animal the distrabution of DNA plasmid in mice after four weeks;

C.100μg/ animal the distrabution of DNA plasmid in mice after eight weeks;

D.100μg/ animal the distrabution of DNA plasmid in mice after twelve weeks;

Fig 1.The PCR analysis of the distrabution of DNA plasmid in mice.

2.2　急毒试验结果

2.2.1　急毒试验的观察结果　在实验期间无动物死亡 , 也没

有观察到明显的毒性反应。小鼠雌雄两组在最大剂量组出现

过一次性短暂的体重减轻 , 体重减轻的动物也没有剂量依赖

性。在试验过程中出现竖毛 ,活动迟缓 , 运动无力 , 但无明显

的组间差别。在尸检中 , 在生理盐水组发现 1 只动物肺部肿
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胀 ,雄性(2000μg/kg)组 , 一只动物右侧肺下部水肿 , 其他动物

没有发现明显的毒性反应。我们根据以上的情况可以得出以

下结论:该药在达到理论有效剂量 60 倍的情况下 , 无明显的

毒性反应。

2.2.2　血液学检查　给药 14 天 , 处死前取血测血液学指标 ,

雄性高剂量组白细胞明显高于对照组(P<0.05), 但没有明显

的剂量依赖性 ,其他血液学指标和对照组相比无显著性差异

(P>0.05)。

2.2.3　体内生化指标检查　给药 14 天后 ,处死前取血进行血

液生化指标的检查 , 雄性高剂量组(50000μg/kg)的丙氨酸氨基

转移酶(ASL)明显高于对照组和低剂量组(P<0.05), 但没有

明显的剂量反应关系;高剂量组其他生化指标与对照组相比

无显著性差异(P>0.05);低剂量组所有指标与对照组无显著

性差异(P>0.05), 见表 3。

Tab 3.The biochemistry index of ICR mice injected with DNA vaccine

Item
Male(n=5) Female(n=5)

oμg/ kg 2000μg/kg 10000μg/ kg 50000μg/ kg oμg/ kg 2000μg/kg 10000μg/ kg 50000μg/ kg

AST(U/L) 100±38 96±28 107±35 127±3＊ 87±24 87±8 95±56 94±57

ALT(U/ L) 36±5 41±7 34±15 37±4 40±8 41±9 43±6 35±7

ALP(U/ L) 144±6 163±4 154±13 167±25 145±43 157±34 145±34 166±32

BUN(mmol/ L) 7.68±1.5 8.52±1.2 9.11±1.5 8.23±1.3 8.12±1.4 9.97±0.5 8.12±1.4 9.41±1.5

Crea(μmol/ L) 24.9±3.2 23.1±2.4 18.4±3.1 17.4±1.2 22.8±2.4 27.1±1.4 26.1±0.4 23.1±0.6

TP(g/L) 42.1±2.1 40.5±1.6 41.3±1.6 41.2±1.3 40.5±1.8 41.4±1.9 42.1±0.6 40.1±0.7

Alb(g/ L) 14.1±0.1 15.3±0.6 14.2±0.8 16.1±1.4 15.1±1.6 14.2±0.1 15.2±0.5 17.2±0.1

Glu(mmol/ L) 5.43±1.7 6.82±1.5 6.73±1.3 5.24±1.7 6.21±1.5 6.64±1.6 6.74±1.9 6.85±1.1

T-BIL(μmol/L) 9.8±1.3 9.7±1.9 8.2±0.6 9.7±0.9 10.1±1.0 8.2±0.9 9.9±1.7 9.9±1.5

T-CHO(mmol/ L) 1.73±2.5 1.85±2.1 1.71±1.9 1.81±0.9 1.81±0.1 1.91±0.1 1.81±0.6 1.61±0.7

　　Compare with oμg/ kg , ＊P<0.05

2.4　新西兰大白兔毒性记录

2.4.1　实验动物体征的观察在兔药理学实验中 , 各组动物之

间的体重变化无显著性差异 , 每组动物中都出现了程度不同

的体癣和体重偏轻等体征变化。体癣的产生可能与饲养环境

和个体差异有关 ,因为在相同的饲养环境下 , 也有个别未免疫

的动物发生了较严重的体癣。但这也不能完全排除体癣是由

诱发的免疫反应所导致的可能性。

2.4.2　正常给药六个月后 , 处死取血。进行血液生化实验 ,结

果显示对照组和给药组无显著差异(P>0.05), 且无剂量依赖

型 ,结果如表 4

Tab 4.The biochemistry index of the New Zealand white rabbits injected with DNA vaccine.

Item Saline Control(n=5) Empty plasmid/ i.m(n=5) DNA vaccine/ i.m(n=5)

AST(U/L) 56±8 66±28 57±35

ALT(U/ L) 34±5 31±7 35±7

ALP(U/ L) 85±6 93±4 84±13

BUN(mmol/ L) 4.68±1.5 4.52±1.2 4.11±1.5

Crea(μmol/ L) 49.9±3.2 47.1±2.4 48.4±3.1

TP(g/ L) 56.1±2.1 50.3±1.6 55.7±1.6

Alb(g/ L) 14.5±0.1 16.3±0.6 15.1±0.8

Glu(mmol/ L) 9.43±1.7 9.82±1.5 8.73±1.3

T-BIL(μmol/L) 4.2±1.3 4.7±1.9 4.2±0.6

T-CHO(mmol/ L) 1.83±2.5 1.85±2.1 1.71±1.9

2.4.3　免疫后兔肝 、肾 、脾 、肺和胸腺的病理学检查　在核酸

疫苗免疫组(n=5)中 , 肝细胞排列呈索状 , 2 例肝细胞为轻度

水肿 ,其余 3 例肝细胞未见水肿;肝窦无明显扩张 , 肝小叶结

构完整 ,汇管区无炎细胞浸润及纤维结缔组织增生。肾脏中

肾小球细胞数未增多 ,毛细血管管腔无扩张 , 肾小管上皮细胞

无明显变性坏死 ,未见管型。肾间质内无明显充血 、水肿及炎

细胞浸润。脾脏中包膜无增厚 ,脾小体清晰可见 , 脾窦无明显

扩张 ,脾小梁未见增粗。肺脏中肺膜无明显增厚 , 肺泡腔内无

渗出物 ,支气管完好无损。胸腺小体清晰可见 , 间质血管无充

血及炎细胞浸润。结果表明基因免疫后兔的肝 、肾 、脾 、肺和

胸腺未发生明显病变 ,组织形态良好 ,说明肌肉注射该核酸疫

苗对兔无明显毒副作用。

3　讨论

核酸疫苗可经肌内注射 、静脉注射 、滴鼻 、粘膜接种 、皮内

注射及皮下注射等多种途径 , 但不同的接种方式不仅引起机

体产生不同的免疫效果 , 而且影响质粒在体内的分布及宿主

细胞对质粒的摄取。最近 , Chun[ 6]将质粒 DNA 通过粘膜免疫

动物 ,发现质粒在体内迅速而广泛地分布于全身各组织 , 而这

种传播机制似乎是通过血液进行的 , 因为在血浆中也检测到

质粒 DNA的存在。但免疫 8 周后 ,除接种部位外 , 其它组织均

未检测到质粒 DNA。这些结果也与本研究的结果一致 , 可见

核酸疫苗在接种的后期主要分布于接种部位 ,如肌肉 ,粘膜等

组织[ 7, 8] 。

(下转第 14页)
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相互之间的攻击性增强。有报道 , 磁场照射可影响动物的“下

丘脑-垂体-肾上腺皮质”轴(生物体面临紧张或应激时所涉

及的调节通路), 并改变动物血液中的皮质酮含量[ 8] 。“下丘

脑-垂体-肾上腺皮质”轴和皮质酮含量均与动物的应激 、紧

张相关 ,并可影响动物的活动性和学习记忆。本实验中 , 长期

65 高斯/50Hz 磁场处理损伤 Y-迷宫测试中的空间辨别能力 ,

提高旷场行为的活动性可能与此机理相关。

但是统计结果显示 , 同样强度的磁场照射未导致水迷宫

空间和非空间记忆的损伤 , 可能由于该水迷宫模型需要动物

学会躲避溺水的威胁 ,且水造成了较强的应激 ,从而干扰了磁

场对小鼠学习记忆的影响。

在本实验中 , 我们发现 , 低频磁场对小鼠的行为 , 包括某

些学习记忆和活动性是有影响的 , 并且这种影响是依赖于磁

场强度的。

据发现 ,小鼠头前部背侧中央处积聚了对磁场敏感的物

质 ,给小鼠磁场处理后 , 其空间记忆会受到影响。

随着科技的迅速发展 , 人类使用电器的频率已经越来越

高 ,使用的时间也越来越长。从而可能给人类带来一些负面

影响 ,比如移动电话 、计算机等电器产生的磁场也许会损伤人

类的健康 ,并可能造成人类认知障碍 ,并对学习记忆产生不良

影响。本实验较好的模拟了人类在日常生活中所受到的磁场

照射 , 因而为我们探讨磁场是否影响人类健康(包括认知功

能)这一争论不休的论题提供了一些实验数据 。

进一步的工作将探讨低频磁场对小鼠行为的影响的机

制 , 并寻找小鼠对磁场的敏感期 , 以助于我们探讨预防和治疗

磁场对人体的危害作用。
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　　此外 ,在急性毒性试验和对新西兰大白兔的毒性试验 , 本

研究结果显示 ,累积剂量的 60倍 , 未引起明显毒性反应 , 动物

生存率 、解剖检查 、体重 、血液生化和血液学等指标均无明显

异常。个别血液学 、血生化指标与对照组有差异 , 但未见有明

显的剂量反应关系 ,且未见与之相对应的病理学改变 , 因此认

为是偶发现象 ,与给药无关。这与国外其他裸 DNA 疫苗的安

全性试验结果基本一致[ 4 , 9] 。而且对新西兰大白兔给药 6 个

月后肝 , 肾 、脾等脏器的外观检查及切片检查 , 未发现会诱导

体内抗原抗体复合物在这些脏器中沉积 , 也未发现核酸免疫

对这些脏器产生明显的毒副作用 , 这为该核酸疫苗的安全使

用进一步提供了实验依据。
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