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摘  要：【背景】鸭疫里默氏菌(Riemerella anatipestifer, RA)是造成禽养殖业损失的重要病原体，可

引起鸭等多种禽类浆膜炎和败血症。疫苗存在反应弱、免疫原性低、使机体产生抗体水平低等问

题。【目的】探究 pUC18-CpG 佐剂的免疫反应及保护作用，为 CpG 佐剂疫苗预防鸭浆膜炎提供依

据。【方法】通过鸭外周血淋巴细胞增殖试验和实时荧光定量 PCR 试验确定最优序列。构建重组

质粒 pUC18-CpG，并与 CpG ODN 进行免疫原性比较。以灭活 RA-GH5 为抗原，pUC18-CpG 重组

质粒为佐剂，分别皮下免疫雏鸭 2 次，检测其血清抗体滴度和细胞因子水平；以 RA-GH5 肌肉注

射攻毒，观察组织病理学变化及免疫保护率。【结果】筛选出免疫刺激活性最佳序列 CpG-3，含

CpG-3 的 pUC18-CpG重组质粒与 CpG-3 的免疫原性无明显差异。与 RA 疫苗相比，添加 pUC18-CpG
重组质粒组显著提高了血清抗体滴度以及 IL-2 和 IL-4 细胞因子水平。80 μg pUC18-CpG 佐剂疫苗

对鸭的免疫保护率为 70%，20、40 μg pUC18-CpG 佐剂疫苗均为 60%。【结论】pUC18-CpG 佐剂

与 RA-GH5 灭活疫苗联用能够引起更强的体液免疫和细胞免疫应答。 
关键词：鸭疫里默氏菌；CpG ODN；pUC18-CpG；佐剂 
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Abstract: [Background] Riemerella anatipestifer (RA), a major pathogen that causes losses in 
the poultry industry, can cause serositis and septicemia in ducks and other birds. The available 
vaccines generally have weak reaction and low immunogenicity and induce low antibody levels. 
[Objective] To explore the immune response and protective effect of CpG adjuvant and provide 
evidence for the prevention of duck serositis with CpG adjuvant. [Methods] The proliferation 
test of lymphocytes in duck peripheral blood and real-time fluorescence quantitative PCR were 
employed to determine the optimal sequence. The recombinant plasmid pUC18-CpG was 
constructed and compared with CpG ODN for immunogenicity. Ducklings were immunized via 
subcutaneous injection twice with inactivated RA-GH5 as the antigen and pUC18-CpG as the 
adjuvant, and then the serum antibody titer and cytokine level were determined. The ducklings 
were then challenged by RA-GH5 strain through intramuscular injection, and the 
histopathological changes and immune protection rate were examined. [Results] The optimal 
sequence CpG-3 was screened out. The immunostimulatory activity of pUC18-CpG containing 
CpG-3 was not significantly different from that of CpG-3. Compared with RA vaccine alone, 
the addition of pUC18-CpG significantly increased the serum antibody titer and the levels of 
interleukin-2 (IL-2) and IL-4. The immune protection rates of 80 μg, 20 μg, and 40 μg 
pUC18-CpG to the ducklings were 70%, 60%, and 60%, respectively. [Conclusion] The 
combination of pUC18-CpG and RA-GH5 inactivated vaccine can induce stronger humoral and 
cellular immune responses. 
Keywords: Riemerella anatipestifer; CpG ODN; pUC18-CpG; adjuvant 

鸭疫里默氏菌(Riemerella anatipestifer, RA)
是危害世界水禽业的重要致病菌之一 [1]。感染

RA 后的鸭以败血症为特征，死亡率可高达

75%，RA 对多种抗生素耐药[2-5]，通过疫苗预

防 RA 感染是目前的重要手段。灭活疫苗主要

是通过人工培养野毒菌株并灭活后加入适当佐

剂制成，主要包括油乳剂灭活苗、氢氧化铝胶灭

活苗和蜂胶灭活苗等。邓舜洲等[6]通过培养血清

2 型鸭疫里默氏菌研制氢氧化铝胶灭活苗，于  
5 日龄进行免疫，免疫后 5、10 和 15 d 攻毒，保 

护率在 50%−60%。杨灵芝等[7]以血清 10 型鸭疫

里默氏菌为菌株制备油乳剂灭活疫苗免疫 3 日

龄雏鸭，免疫后 7 d 攻毒，保护率为 70%。马光

强等[8]以血清 2型鸭疫里默氏菌为菌株制备蜂胶

灭活苗，二免后 7 d 攻毒，保护率为 70%。 

CpG 基序 (CpG motif)是指以非甲基化的

CpG 二核苷酸为核心，左右各有 2 个碱基构成

的 六 核 苷 酸 。 未 甲 基 化 寡 聚 脱 氧 核 苷 酸

(cytosine-phosphate-guanine oligodeoxynucleotide, 
CpG ODN)是体外人工合成的含有 CpG 基序的
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寡聚脱氧核苷酸链。CpG ODN 的免疫增强作用

能够用于防控多种动物疾病[9]，但是在家禽疫病

防控方面的报道较少。CpG ODN 对禽类 TLR-21
识别并结合，提高促炎因子分泌和固有免疫细胞

募集，从而激活固有免疫应答[10-11]。 
为研究核酸佐剂 CpG ODN 增强鸭疫里默

氏菌 RA-GH5 灭活疫苗的免疫原性，本研究通

过筛选不同结构类型的 CpG ODN，构建了重

组质粒 pUC18-CpG，在鸭体内评估其增强 RA
免疫原性，以期为 RA 佐剂研究提供科学参考

数据。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和血清 

大肠杆菌 DH5α 购自天根生化科技有限公

司；鸭疫里默氏菌 GH5 (RA-GH5，血清二

型)、RA-GH5 阳性血清为四川农业大学动物微

生物与免疫研究室保存。 

1.2  实验动物 
一日龄健康北京鸭购自成都克里莫育种有限

公司。所有鸭子都被安置在四川农业大学的动物

设施中。本研究由四川农业大学实验操作规程和

动物福利委员会批准(批准文号为 XF2014-18)。 

1.3  主要试剂、仪器和培养基 
2×Taq PCR Master Mix、琼脂糖凝胶回收

试剂盒、质粒小提试剂盒、细胞 RNA 提取试剂

盒和增强型 HRP-DAB 底物显色试剂盒，北京

天根生化科技有限公司；IPTG，Sigma 公司；

DNA 分子量标准 Marker、氨苄青霉素和 BCA
蛋白定量试剂盒，上海碧云天生物技术公司；琼

脂、甘氨酸、Tris-HCl (pH 8.0)和鸭外周血单个

核细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)
分离试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；IL-2
和 IL-4 ELISA 试剂盒，江苏酶免实业有限公司。  

常规离心机、CO2细胞培养箱、大容量冷冻离心

机，赛默飞世尔科技公司；酶标仪，Bio-Rad 公司。 
胰蛋白胨肉汤培养基和 LB 肉汤培养基，生

工生物工程(上海)股份有限公司。 

1.4  序列的设计与合成 
由于目前对鸭敏感基序方面的报道较少，

所以本研究主要参考了已经证实对鸭敏感的

CpG ODN (B2006)为模板和阳性对照[12-13]设计

了 5 条 CpG ODN (表 1)。此外还设计了一条阴

性对照序列 GC。序列由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。 

使用 Oligo 6.0 设计实时荧光定量 PCR 扩增

引物(表 2)，由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。 
 

表 1  CpG ODN 序列 
Table 1  The sequence of CpG ODN 
名称 
Name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

GC TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT 
1 TCGTCGAACGTTCGAGATGAT 
2 TCGTCGTCGAACGTTCGAACGTT 
3 TCGTCGGTCGTTTTGTCGTTGAT 
4 TCGTCGTTGTCGTTTTGTCGTT 
5 TCGTCGTTTTGTCGTTGGCGCGCGCCG 
6 (Control) TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 

 

表 2  引物信息 
Table 2  The information of primers 
引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

IFN-α-F CACGACATCCTTCAGCACCTCTT 
IFN-α-R GTTGAGGAGGCTTTGGCGTTGG 
IL-2-F GCCAAGAGCTGACCAACTTC 
IL-2-R ATCGCCCACACTAAGAGCAT 
IL-6-F TTCGACGAGGAGAAATGCTT 
IL-6-R CCTTATCGTCGTTGCCAGAT 
IL-10-F ACCTGCTGCTGAGCCTGAAG 
IL-10-R ATCGCCTTGTAGATGCCGTTCT 
GAPDH-F ATGTTCGTGATGGGTGTGAA 
GAPDH-R CTGTCTTCGTGTGTGGCTGT 
TLR-21-F CAACCTCAGCCTCCTCCACCTC 
TLR-21 R CCTTCAGCTTCTGGCACACCTTC 
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1.5  CpG ODN 筛选 
1.5.1  鸭外周血淋巴细胞增殖试验 

根据鸭 PBMC 分离试剂盒说明书对北京鸭

的抗凝全血进行分离获得鸭外周血单个核细胞

(PBMC)，用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 细胞

培养液将其重悬。试验组：RPMI-1640 将各 CpG 
ODN稀释成 20 μg/mL，加 100 μL淋巴细胞悬液；

阳性对照组：刀豆蛋白 A (ConA, 20 μg/mL)，加

100 μL 淋巴细胞悬液；阴性对照组：RPMI-1640，
加淋巴细胞悬液；空白对照组：RPMI-1640。试

验组和对照组均于 490 nm 处读数。刺激指数

(stimilation index, SI)CpG ODN=(ODCpG ODN‒OD 空白对照)/ 
(OD 阴性对照‒OD 空白对照)[13]。 
1.5.2  实时荧光定量 PCR 

检测在不同 CpG ODN 刺激下 IL-2、IL-6、
IL-10 及 TLR-21 的 mRNA 水平相对表达量。外

周血淋巴细胞在 CpG ODN 刺激 24 h 后，根据细

胞 RNA 提取试剂盒说明书提取 RNA，再反转

录成 cDNA 进行实时荧光定量 PCR。反应体系

(25 μL)：TB Green Premix Ex Taq Ⅱ 12.5 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各1.0 μL，cDNA溶液2.0 μL，
灭菌水 8.5 μL。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃   
5 s ， 60 ℃ 30 s ， 40 个循环；熔化曲线

65−95 ℃，增量 0.5 ℃/5 s。每个基因做 3 个平

行。采用 2−ΔΔCq 法计算相对表达量[14]。 

1.6  CpG ODN 重组质粒的构建与鉴定 
以 1.5筛选出对鸭PBMC具有较好刺激性的

CpG 序列为核心，设计含 5 次重复的 CpG 序

列，并在其两侧加入 Hind III 和 EcoR I 酶切位

点，由有康有限生物公司合成并克隆入 pUC18
载体中，对获得的重组质粒进行酶切鉴定和测

序鉴定。 

1.7  pUC18-CpG 定量与内毒素检测 
含 pUC18-CpG 质粒的 E. coli DH5α 在 LB

肉汤(含 100 μg/mL Amp)中于 37 ℃、160 r/min

摇床中振荡培养过夜。3 000 r/min 离心 10 min
收集菌体，使用无内毒素质粒大提试剂盒抽提质

粒。将提取的 pUC18-CpG 质粒通过 NanoDrop
微量分光光度计进行定量。根据定量结果，使用

鲎试剂测定 pUC18-CpG 质粒的内毒素。 
1.8  pUC18-CpG与 CpG ODN的免疫刺激

作用比较 
1.8.1  鸭 PBMC 增殖能力检测 

参照 1.5.1，检测 CpG ODN 以及 pUC18-CpG
重组质粒刺激鸭外周血淋巴细胞后细胞增殖情

况，计算两者的刺激指数，对其免疫刺激效果进

行比较分析。 
1.8.2  细胞因子的相对表达量 

参照 1.5.2，通过实时荧光定量 PCR 检测

CpG ODN 以及 pUC18-CpG 重组质粒刺激鸭外

周血淋巴细胞后各细胞因子在 mRNA 水平上的

相对表达量。 

1.9  动物免疫保护试验 
1.9.1  动物免疫试验 

将 1日龄北京鸭饲养至 4日龄，并随机分为

6 组，每组各 10 只。于 4 日龄首次免疫，疫苗

组分别注射 0.5 mL 疫苗。在 14 日龄，用相同剂

量的疫苗加强免疫。对照组和空白组同时注射

无菌 PBS 0.5 mL。在第 1、14、21 和 28 天收集

血清。详细试验设计见表 3。 
1.9.2  血清抗体水平检测 

间接 ELISA 检测血清抗体水平。RA 抗原

以 8 μg/mL 于 4 ℃包被过夜。依次经 5%脱脂奶

粉封闭，待检测血清和HRP山羊抗鸭IgG按体积比 
1:3 000 作用后，避光加入 50 μL TMB 底物溶液，

15 min 后加入 2 mol/L H2SO4 终止反应，酶标仪

检测 OD450。检测雏鸭免疫前(0 d)血清 RA 抗

体，呈阴性，将其作为阴性血清。当待测血清

OD450 (P)与阴性血清 OD450 (N)比值(P/N)≥2.1，
判定为阳性[15]。 
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表 3  试验设计 
Table 3  Experimental design 
组别 
Names 

抗原 
Antigens 

免疫佐剂添加量 
Dose of adjuvants 

免疫剂量 
Immunizing dose (mL) 

动物数量 
Animal numbers 

A RA-GH5 4.5 mL inactivated vaccine and 0.5 mL pUC18-CpG (0.4 mg/mL) 
mixed emulsification 

0.5 10 

B RA-GH5 4.5 mL inactivated vaccine and 0.5 mL pUC18-CpG (0.8 mg/mL) 
mixed emulsification 

0.5 10 

C RA-GH5 4.5 mL inactivated vaccine and 0.5 mL pUC18-CpG (1.2 mg/mL) 
mixed emulsification 

0.5 10 

D RA-GH5 4.5 mL inactivated vaccine and PBS mixed emulsification 0.5 10 
Control PBS None 0.5 10 
Blank PBS None 0.5 10 
 
1.9.3  细胞因子检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书检测血清 IL-2 和

IL-4 水平。根据标准曲线计算各组鸭血清中的

IL-2 和 IL-4 含量[16]。 
1.9.4  攻毒试验 

加强免疫两周后，对免疫组和对照组的雏

鸭进行 10 LD50 (1×107 CFU)肌肉注射攻毒，空

白组肌肉注射等剂量的 PBS。观察并记录 7 d 内

雏鸭的临床症状和死亡情况。 
1.9.5  组织病理学检查 

各试验组鸭的心、肝脏、脑组织样品用 4%
多聚甲醛(pH 7.4)固定，通过石蜡包埋制成病理

切片，再利用苏木精-伊红(hematoxylin-eosin, HE)
染色，使用数字扫描仪分析组织病理变化[17]。 

1.10  统计学分析 
使用 SPSS27.0 进行统计学分析，利用独立

样本 t 检验(student’s two-tailed unpaired t test)和
单因素方差分析(one-way ANOVA)分别比较两

组及多组之间的统计学差异，P<0.05 具有统计

学意义。 

2  结果与分析 
2.1  不同序列 CpG ODN 刺激鸭 PBMC 增

殖能力检测结果 
如图 1 所示，与对照组 GC 相比，CpG-3 

(SI=2.80)和 CpG-6 (SI=2.58)免疫刺激活性显著

性增强(P<0.01)。 

2.2  细胞因子 mRNA 的相对表达量 
IL-2、IL-6、IL-10、IFN-α 和 TLR-21 的 mRNA

表达水平在 CpG-3 序列刺激下作用最高，且与

GC 组差异显著(图 2)。 

2.3  重组质粒酶切鉴定 
以筛选出对鸭 PBMC 具有良好刺激性的

CpG 序列为核心，经 5 次重复，在两端加入

Hind III 和 EcoR I 酶切位点，合成并构建获得重

组质粒 pUC18-CpG。对重组质粒进行酶切鉴

定，结果获得约 100 bp 的目的片段，符合预期

大小，进一步测序鉴定证明构建成功(图 3)。 

 
图 1  淋巴细胞增殖试验测定各 CpG ODN 刺激指数   
Figure 1  The stimulation index of CpG ODN 
measured by lymphocyte proliferation experiment. *: 
P<0.05; **: P<0.01. 
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图 2  CpG ODN 作用下各基因的相对表达量   
Figure 2  The relative expression of genes 
stimulated by CpG ODN. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

 
 

图 3  酶切鉴定   M：DNA 分子量标准 Marker 
(100−5 000 bp)；1：pUC18-CpG；2：pUC18-CpG EcoR 
I 单酶切；3 ：pUC18-CpG EcoR I 和 Hind III 双酶切 
Figure 3  Enzyme digestion identification. M: DNA 
marker (100−5 000 bp); 1: pUC18-CpG; 2: 
pUC18-CpG identification with EcoR I; 3: 
pUC18-CpG identification with EcoR I and Hind III. 
 

2.4  pUC18-CpG 定量与内毒素检测结果 
pUC18-CpG 质粒经 NanoDrop 微量分光光

度计定量为 1.77 mg/mL。经检测内毒素含量低

于 50 EU/mg，符合标准。 

2.5  pUC18-CpG 质粒和 CpG-3 的淋巴刺

激指数 
如图 4 所示，将 pUC18-CpG 质粒和 CpG-3

分 别 刺 激 鸭 外 周 血 淋 巴 细 胞 ， 结 果 显 示

SIpUC18-CpG=2.79，SICpG-3=2.88，但差异不显著。 

2.6  pUC18-CpG 质粒和 CpG-3 的细胞因

子相对表达量 
如图 5 所示，与对照组相比，pUC18-CpG 和

CpG-3 的相对表达量有显著差异(P<0.001)，但是

pUC18-CpG 和 CpG-3 两者之间差异不显著。 

2.7  动物免疫保护试验结果 
2.7.1  血清抗体水平检测结果 

如图 6 所示，在整个试验期内，对照组鸭血

清始终未检测到抗体。在第 21天和第 28天，与

A、B 和 D 组相比，C 组血清中 IgG 滴度更高且

差异性显著(P<0.05)。在第 28 天，A、B、C 和

D 组平均抗体滴度分别是 9.98、11.31、12.98 和

9.64。 
2.7.2  细胞因子水平 

如图 7 所示，与对照组相比，所有疫苗组血 
 

 
 

图 4  淋巴细胞增殖试验测定的各 CpG ODN刺激

指数   
Figure 4  The stimulation index of CpG ODN 
measured by lymphocyte proliferation experiment. ns: 
P>0.05. 

 

 
 

图 5  CPG ODN 作用下各基因的相对表达量   
Figure 5  The relative expression of genes 
stimulated by CpG ODN. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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图 6  免疫鸭组鸭抗体滴度(抗体滴度表示最高稀

释比 log2 值) 
Figure 6  Duck antibody titer of immunized groups. 
*: P<0.05; **: P<0.01.  
 
 

 
 

图 7  细胞因子水平    
Figure 7  Detection of the cytokine level in the 
serum of ducks. A: IL-2. B: IL-4. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P <0.001. 

清中细胞因子 IL-2 和 IL-4 水平显著升高，并且

C 组免疫产生的 IL-2 和 IL-4 显著高于 A、B 和

D 组。 
2.7.3  攻毒试验结果 

如图 8 所示，C 组的存活率为 70%，A、

B 和 D 组的存活率分别为 60%、 60%和

50% 。 对 照 组 鸭 均 表 现 食 欲 减 退 、 无 法    

站立、共济失调等病症，最后全部死亡。在

7 d 的观察期内空白组未发现临床症状，存活

率 100%。  
2.7.4  组织病理学分析 

如图 9 所示，对照组经 RA-GH5 感染后出

现明显的病理变化。肝细胞出现广泛性变性，

肝索结构不清晰，肝细胞细胞核溶解裂解、坏

死、皱缩，血管和窦状隙内充满红细胞。脑

部嗜酸性粒细胞增多，血管扩张充满红细

胞，神经细胞肿大变性。部分心肌细胞坏

死，部分大量中性粒细胞浸润。疫苗免疫组

鸭感染后虽然出现病理变化，但较对照组损

伤明显变轻。 

 

 

 
图 8  RA-GH5 攻击各组鸭的存活率 
Figure 8  The survival rate of ducks challenged with 
RA-GH5. 
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图 9  组织病理学分析   A：空白组. B：对照组. 
C：RA-GH5+20 μg pUC18-CpG 组. D：RA-GH5+  
40 μg pUC18-CpG 组. E：RA-GH5+80 μg pUC18-CpG
组. F：RA-GH5 组. b：细胞核溶解(黄色箭头)，肝

窦状隙充满红细胞(绿色箭头)，血管扩张充血(黑色

箭头)；h：淋巴细胞浸润(黑色箭头)，心肌纤维溶

解(黄色箭头)；n：血管扩张充血(黑色箭头)，嗜

碱性粒细胞增多(黄色箭头)，神经细胞变性(绿色

箭头) 
Figure 9  Histopathologic analysis of ducks. A: The 
blank group. B: The control group. C: The RA-GH5+ 
20 μg pUC18-CpG group. D: The RA-GH5+40 μg 
pUC18-CpG group. E: The RA-GH5+80 μg 
pUC18-CpG group. F: The RA-GH5 group. b: Nuclear 
lysis (yellow arrow), sinusoid space is filled with red 

blood cells (green arrow), vasodilation and hyperemia 
(black arrow); h: Lymphocytic infiltration (black arrow), 
myocardial fibrinolysis (yellow arrow); n: Vasodilation 
and hyperemia (black arrow), strongly basophilic chief 
cells (black arrow), enlargement of nerve cells (green 
arrow). 

3  讨论 
鸭传染性浆膜炎对我国禽类养殖业造成了

巨大的经济损失[18]。CpG ODN 能够增强多种疫

苗的免疫原性已被证实，其作用机理主要为与

细胞中 TLR-21 结合刺激机体固有免疫应答，从

而增强疫苗的保护效果[11]。CpG ODN 的免疫刺

激活性具有种属特异性，影响其免疫刺激活性

的关键结构是 CpG 基序和结构类型[19]。由于目

前对鸭敏感基序方面的报道较少，本研究主要

参考了已经证实对鸭敏感的 CpG ODN (B2006)
设计了 5 条序列。经鸭外周血淋巴细胞增殖试验

首先筛选出具有较好刺激性的 CpG-2、CpG-3
和 CpG-6，再通过实时荧光定量 PCR 最终筛选

出免疫刺激活性最佳的 CpG-3。CpG-3 的基序为

GTCGTT，和已报到有免疫作用的基序相同[20]。

可以通过改变CpG ODN的分子结构形成有序结

构相互作用来提高 CpG ODN 的免疫原性。未来

能以此为参考设计更强的鸭特异性 CpG ODN。 
CpG ODN 生产条件苛刻，需要高精度的

DNA 合成仪和纯度高的核苷酸，合成成本高，

难以在实际生产中应用，只能用于研究。有研究

证明在 pUC-18 载体中插入 CpG 基序仍具有免

疫刺激活性[21]。鉴于此，本研究选择 pUC-18 质

粒作为载体，将筛选对鸭具有较高免疫刺激活性

的 CpG-3 序列与载体连接，构建了 pUC18-CpG
重组质粒。pUC18-CpG 重组质粒的作用形式不

同于 CpG ODN，以质粒的形式通过细胞吞噬进

入胞内，然后与内质网上的 TLR-21 结合，刺激

机体的固有免疫应答[11]，所以在研究时需要考虑
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这些因素，为证明 pUC18-CpG 重组质粒也具有

较强的免疫原性，通过检测 pUC18-CpG 重组质

粒和 CpG-3 对鸭外周血淋巴细胞的刺激指数，

以及 Th1 型、Th2 型细胞因子和 TLR-21 的相对

表达量。张进进等[21]报道，CpG ODN 重组质粒

对猪外周血淋巴细胞具有较好的刺激活性。本研

究也观察到了类似现象，pUC18-CpG 重组质粒

和 CpG-3 对鸭外周血淋巴细胞都有显著性刺激

作用，并且两者之间无差异。同时对细胞因子

IL-2、IL-6、IL-10、IFN-α 和 TLR-21 的相对表

达量也有显著的提高作用。但 pUC18-CpG 重组

质粒免疫原性略低于 CpG-3，可能原因是两者进

入胞内与 TLR-21 的结合通路有区别，或者两者

在体内的降解方式不同，还需要进一步的研究去

证实。 
以 pUC18-CpG 重组质粒作为佐剂，与

RA-GH5 灭活疫苗联用免疫北京鸭进行动物体

内免疫试验。本研究结果显示，与单独使用

RA-GH5 灭活疫苗相比，pUC18-CpG 佐剂能够

有效提升 RA-GH5 灭活疫苗诱导产生的血清抗

体水平以及 IL-2、 IL-4 水平，提示其对于

RA-GH5 灭活疫苗产生的体液免疫及细胞免疫

具有不同程度的促进作用。之前有研究显示，

CpG ODN 和 Al(OH)3 联合佐剂与猪轮状病毒亚

蛋白初免后，能够有效提高体液免疫应答和细

胞免疫应答[22]。本研究中 pUC18-CpG 同样也能

促进体液以及细胞免疫应答，我们的结果与之

相符。王长丽等[23]报道，CpG ODN 可显著增强

血清中 IL-2 和 IL-4 的水平。在本研究中也观察

到了类似现象，3 种不同浓度的 CpG ODN 免疫

鸭的 IL-2 和 IL-4 水平均显著增加，但相较于 A
组或 B 组免疫而言，C 组可诱导更高的 IL-2 和

IL-4 水平。 
体 内 免 疫 保 护 结 果 显 示 ， 单 独 使 用

RA-GH5 灭活疫苗的存活率为 50%，添加

pUC18-CpG 佐剂的 A、B 和 C 组分别为 60%、

60%和 70%的存活率。任肖[24]报道免疫全剂量

和 1/2 剂量 pUC18-CpG 疫苗可为鸭坦布苏病毒

提供 100%的保护，表明 pUC18-CpG 佐剂可以

提高疫苗保护率。本研究中疫苗组的存活率最

高仅为 70%。经分析，在本研究中存活率的 
原因可能有：(1) 甲醛浓度。在对鸭疫里默氏菌

灭活时，本文选择甲醛浓度为 0.03%，甲醛浓度

低，固化能力弱，导致部分菌体蛋白损失使疫苗

免疫原性降低。吕文君[25]报道甲醛浓度可能会

影响鸭疫里默氏菌的免疫原性，当甲醛浓度低于

0.1%时其保护效力会降低。(2) 攻毒菌株毒力和

攻毒剂量存在差异。本文攻毒菌株 RA-GH5 的

LD50 为 1.0×106 CFU，攻毒剂量为 10 LD50 

(1.0×107 CFU/只)，保护率为 50%。嵇辛勤等[26]

研究的攻毒菌株 LD50 为 5.893×107 CFU，攻毒剂

量低于 2LD50 (1.10×108 CFU/只 )，保护率为

87.5%。本文和嵇辛勤等的研究都使用血清 2 型

鸭疫里默氏菌攻毒，而本文攻毒菌株 LD50 更低、

攻毒剂量更大，可能导致疫苗保护率下降。(3) 

疫苗抗原含量。本文雏鸭接种的灭活疫苗抗原含

量为 1.0×109 CFU/mL，马光强等[8]研究的灭活疫

苗抗原含量为 3.8×109 CFU/mL，保护率为 70%。

疫苗抗原含量较低可能是本文保护率不高的原

因之一。(4) 重组质粒被降解。本文使用生理盐

水溶解重组质粒 pUC18-CpG 注入体内，并未对

质粒进行保护，重组质粒进入体内容易被各种酶

降解，影响其免疫活性。(5) pUC18-CpG 佐剂剂

量。本文 pUC18-CpG 最高免疫剂量为 80 μg。

Chu 等[27]应用 rOmpA+100 μg CpG ODN 免疫雏

鸭，与对照组相比，雏鸭病理损伤减轻了 90%，

推测添加更高剂量 pUC18-CpG 可能会有更好的

免疫效果。因此 pUC18-CpG 佐剂的最佳剂量还

需要进一步研究。  
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通过探究 pUC18-CpG 佐剂对 RA-GH5 灭活

疫苗免疫效果以及抗感染保护作用的影响，发现

不同浓度的 pUC18-CpG 均能有效增强 RA-GH5

灭活疫苗产生的体液与细胞免疫应答，高浓度的

pUC18-CpG 具有更高的免疫原性且具有显著性

差异。 

4  结论 
pUC18-CpG 佐剂与 RA-GH5 灭活疫苗联用

能够引起更强的体液免疫和细胞免疫应答。

pUC18-CpG 可用于增强疫苗的免疫原性，为

RA 疫苗研究提供了新的视角。 
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