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表达重组猪瘟病毒 !"#$多肽的干酪乳杆菌口服免疫特性及诱导特异性
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摘 要 经 [H3扩增获得约 =$1.编码猪瘟病毒 A细胞表位 N!&$多肽基因片段，克隆至表达载体 .[TM’[!中 ’[!基因 #\端上
游，命名为 .[TM’[!MN!&$，电转化干酪乳杆菌，构建了表达猪瘟病毒 N!&$多肽的重组乳酸菌系统。口服免疫 ]>V]^4鼠和新西
兰兔，检测诱导小鼠和兔体内产生特异性抗猪瘟病毒 N!&$多肽 UET水平，并对 N!&$多肽的 HAV活性进行检测，同时对免疫兔
进行猪瘟病毒攻毒实验，检测 N!&$多肽抗体对免疫兔的保护作用。构建的重组猪瘟病毒 A细胞表位的干酪乳杆菌具有良好
的免疫性，口服免疫后的小鼠和兔血清中均检测到了较高水平的抗 N!&$多肽抗体 UET，且能诱导小鼠机体产生抗猪瘟病毒的
特异性 HAV反应，亦证实猪瘟病毒 N!&$免疫兔能够抵抗猪瘟病毒的攻击。
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猪瘟是由猪瘟病毒（!"#$$%!#" $&%’( )(*(+ *%+,$，
-./0）引起的猪的一种急性、亚急性、慢性及典型、
非典型的疾病过程，病毒经口、鼻等黏膜感染是其主

要感染途径［1］。由于猪瘟的高传染性和高致死性，

严重威胁着养猪业的发展，给养猪业造成巨大的经

济损失［2，3］，被国际兽疫局（456）列为 7类动物传染
病［8］。

疫苗免疫接种是预防本病的主要措施［9 : ;］，猪

瘟弱毒疫苗在控制猪瘟疾病的过程中起到了重要的

作用，亦是目前应用最为广泛的 -./0 疫苗［<］。然
而，猪瘟弱毒疫苗接种存在与野毒重组或自然突变

而造成毒力返强，并通过动物机体排散病毒，加之家

畜和畜产品的贸易检疫等原因，使其应用受到一定

的限制。另外由于猪瘟弱毒疫苗干扰猪瘟的血清诊

断，难以区分感染猪和免疫猪，欧洲许多国家已禁止

使用猪瘟弱毒疫苗，而采用扑杀感染猪和猪瘟血清

阳性猪来控制和消灭猪瘟。因此研究和开发新型猪

瘟疫苗是十分必要的。

已证明 -./0非结构基因 =.2>3编码的 62?@多
肽（ABA0C=60D0BE/FF），是辅助性 G细胞和细胞
毒性 G细胞抗原表位，在诱导特异性细胞免疫和体
液免疫中发挥着重要作用［? : 1@］。因此，该表位是研

制猪瘟表位疫苗的首选目标表位。

本研究选择能在肠道中定植的食品级微生物干

酪乳杆菌作为递呈抗原物质的载体［11 : 13］，构建了重

组猪瘟病毒 62?@多肽的干酪乳杆菌表达系统，并进
行了动物免疫试验、62?@多肽诱导的 -GH反应试验
以及免疫后的动物攻毒保护试验等相关研究，以期

获得 -./0口服活菌疫苗，达到预防本病的作用。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株、病毒株和细胞
分泌型表达载体 IJK>0J2（含有猪细小病毒

0J2基因）由本实验室构建保存；干酪乳杆菌
!"#$%&"#’(()* #"*+’3?3 荷兰 L5C4研究所惠赠；猪瘟兔
化弱毒疫苗，购自齐鲁动物保健品有限公司；J<19
细胞由本实验室保存。

!"# 主要试剂
兔抗猪瘟血清由本实验室制备保存；BCJ标记

的羊抗鼠 5MK、BCJ标记的羊抗兔 5MK购自北京中杉
公 司；丝 裂 霉 素 -、-NOPGPQ?RC =P’>C#S%P#!O%*(
-NOPOPQ%!%ON 7$$#N 试剂盒购自 J+PT(M#公司；62?@多
肽：ABA0C=60D0BE/FF，由上海生物工程有限责
任公司合成，纯度大于 ?9U；+V5H>2购自北京瑞得合

通药业有限公司。

!"$ 实验动物
W7HWX!鼠和新西兰兔均为清洁级，购自哈尔滨

医科大学第二临床医院实验动物中心。

!"% 重组猪瘟病毒 &细胞表位的干酪乳杆菌的构
建及诱导表达

根据猪瘟病毒非结构蛋白 =.2>3的辅助性 G细
胞表位及杀伤性 G细胞表位 62?@序列，设计出一对
寡核苷酸引物进行 62?@基因的 J-C合成。引物序
列如下：上游引物 J1：9Y>K-7KK7G--7GK777-7-7
77KGK7KK77GK77KG77GKKG- >3Y，下游引物 J2：9Y>
G-KKKG7--KG-7G-777--7KGKK7--7GG7-GG-7G
G--G>3Y。J-C反应体系：上游引物 J1 2Z9!H、下游
引物 J2 2Z9!H、G#[ F=7聚合酶 2Z9!H、S=GJ 9Z@!H、
1@ \ W,))(+ 9Z@!H、SSB24 32Z9!H。反应程序为：

;@]，9T%’；23]，9T%’；3;]，3@T%’；最后 ;@]，
1@T%’。J-C产物经引入的酶双切后插入分泌型表
达载体 IJK>0J2 中 0J2基因的 9Y端上游，电转化感
受态干酪乳杆菌 ! ^ #"*+’ 3?3，将转化子涂布于 DC.
（含 1@!MXTH 氯霉素）固体培养基，3;]厌氧培养
3RV，挑选阳性菌落，重组质粒命名为 IJK>0J2>62?@。
将重组干酪乳杆菌 IJK>0J2>62?@X! ^ #"*+’3?3

接种于 DC.液体培养基中，3;]活化培养，取培养
菌以 1 _1@比例接种于 2@TH含 2U乳糖的 DC.培养
基中进行诱导。将诱导表达上清液浓缩，.F.>J7K6
及 E($O(+’ ‘"PO分析融合蛋白的表达，同时以诱导表
达上清液作为抗原 6H5.7 方法测定针对猪瘟病毒
62?@多肽的表达情况。
!"’ 实验动物分组及免疫

R a <周龄 W7HWX!小鼠分成 3组，每组 19只：实
验"组每只小鼠口服接种 1@@!H 1@1@ -/bXTH的 重
组干酪乳杆菌 IJK>0J2>62?@X! ^ #"*+’3?3；实验#组
口服同等剂量的 IJK>0J2X! ^ #"*+’3?3；实验$组口
服 1@@!HJW.溶液。
健康、体重相近的 ?只新西兰兔分成 3组：实验

"组攻猪瘟弱毒、实验#组口服免疫 1@TH 1@11 -/bX
TH重组干酪乳杆菌 IJK>0J2>62?@X! ^ #"*+’3?3后攻
猪瘟弱毒、实验$组为正常对照组（不进行免疫和攻
毒组）。

免疫程序：免疫 3 次，每次免疫时间间隔为 2
周，每次连续免疫 3S，每天 1次。
!"( 免疫鼠和兔血清中抗 )#*+特异性 ,-.抗体的
测定

采集初次免疫后第 8S、1<S、32S、3<S、8RS小鼠血
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液，同时采集初免疫后第 !"、#$"、%&"、’#"兔血液。血
液经 %!(促凝 #)，’(静止过夜，’***+,-./离心 &-./，
收集血清。以合成的 0#1*多肽作为免疫原包被 12
孔 03456反应板，’(反应过夜，用含有 &7脱脂乳的
895液 %!(封闭 #)，分别以采集的免疫小鼠和兔血清
为一抗（相应的未经免疫的阴性血清作为对照），%!(
反应 $)，相应加入 $ : #*** 稀释的 ;<8 标记羊抗鼠
4=>和羊抗兔 4=>，%!(反应 $)，加 ?8@A;#?# 底物显

色液，%!(避光显色 $*-./，加终止液后，酶标测定仪
在波长 ’1*/-处测定每孔的光吸收值。
!"# 免疫兔攻击猪瘟兔化弱毒
实验!组口服免疫重组菌兔于第三次口服免疫

后第 B"与实验"组家兔一起攻猪瘟兔化弱毒疫苗，
每只兔经耳静脉注射 *CB-3猪瘟兔化弱毒疫苗（’*
头份,支的猪瘟兔化弱毒疫苗用 *C17生理盐水稀释
至 &-3）。攻毒后，三组兔同步每 2)测量体温 $次，
连续测 ’"，所得数据进行对比分析。
!"$ 特异性 %&’杀伤活性检测
断颈处死三免后第 B "小鼠，无菌条件下取脾，

分离脾细胞制备单细胞悬液。用 D+.EAF;’GH（D+.E
#C*2=，F;’GH !C’!=，定容至 $3）裂解红细胞，室温静
置 $&-./，# ***+,-./离心 $*-./，弃上清；再用不含血
清的 $2’*培养液洗细胞 #次，重悬于含 $*7血清的
<8I4 $2’*培养液中，调整细胞浓度至 $ J $*! 个,-3。
将 D细胞表位多肽 K;KL<F0LIL;MN@@作为

体外刺激原（终浓度 #&#=,-3），与正常小鼠的脾细
胞于 %!(、&7 G?# 培养箱共孵育 #)，加入丝裂霉素
G至终浓度为 ’*-=,3，培养 #)后用无菌 895洗细胞
’次，以除掉丝裂霉素，重悬于含 $*7血清的 <8I4
$2’*培养液中，调整细胞浓度至 $ J $*! 个,-3，即为
相应肽标记的刺激细胞。免疫小鼠的脾细胞和刺激

细胞各 $-3加入 2 孔细胞板，补加 #-3 <8I4 $2’*
培养液，#’)后，加入 +)43A# 至终浓度为 $**O,-3，继
续培养 &"。收集细胞，调整细胞浓度至 $ J $*!

个,-3，即为效应细胞。
培养的 8B$&细胞经计数后，加人 #&#=,-3 0#1*

多肽，%!( &7 G?# 培养箱共孵育 #)，与未经肽冲击
的 8B$&细胞一起作为靶细胞，以乳酸脱氢酶（3@;）释
放法检测 GD3的杀伤活性，效靶细胞的比例（0,D）分
别为 &*:$、#&:$和 $#C&:$，每组实验设 %个复孔，效靶
细胞在 %!(、&7 G?# 培养箱共孵育至少 ’)。具体操
作按试剂盒说明书进行，按下列公式计算杀伤率：杀

伤率（7）P（实验孔 ! 值 Q效应细胞自然释放孔 !
值 Q靶细胞自然释放孔 ! 值）,（靶细胞最大释放孔 !
值 Q靶细胞自然释放孔 ! 值）J $**7。

( 结果
("! 融合蛋白的诱导表达与鉴定
取过夜活化重组菌 R8>AL8#A0#1*," S #$%&’%1%

以 $ :$*比例接种于 #*-3含 #7乳糖的 I<5培养基
中进行诱导。诱导上清浓缩物中目的蛋白的表达鉴

定结果见图 $。

图 $ 诱导上清液经浓缩后表达
蛋白的 5@5A86>0鉴定结果

N.=S $ D)T ."T/U.V.WXU.Y/ YV TZR+TEET" R+YUT./ ./
WY/WT/U+XUT" EORT+/XUX/UE [\ 5@5A86>0 X/" MTEUT+/ [HYU

$：R+YUT./ -X+]T+（1!]@A$’]@）；#，%：+TWY-[./X/U EU+X./ ^XE ./"OWT" ，
TZR+TEET" R+YUT./ ./ U)T WY/WT/U+XUT" EORT+/XUX/UE ^XE ."T/U.V.T" [\ 5@5A
86>0；’，&：+TWY-[./X/U EU+X./ ^XE /YU ./"OWT"，U)T+T ^XE /YU U)T
./UT+TEU R+YUT./ ./ U)T WOHUO+T EORT+/XUX/UE；2：U)T +TEOHU YV MTEUT+/ [HYU
YV R+YUT./ TZR+TEET"；!：[+TWY-[./X/UEU+X./ /Y./"OWT"， U)T +TEOHU YV
MTEUT+/ [HYU ^XE /T=XU._TS

图 # 03456检测 0#1*多肽的表达
N.=S # 4"T/U.V.WXU.Y/ YV TZR+TEET"

0#1* RTRU."T [\ 03456

("( )(*+多肽的表达与鉴定
重组干酪乳杆菌经 #7乳糖进行诱导，以诱导

表达上清液为抗原包被 03456反应板，以兔抗猪瘟
血清为一抗，以抗体检测抗原的间接 03456结果表
明，猪瘟病毒 D细胞表位 0#1*多肽获得分泌表达，
见图 #所示。
(", 免疫鼠和兔血清中抗 )(*+特异性 -./抗体的
测定结果

合成的 0#1*多肽作为免疫原包被 12孔 03456
反应板，分别与口服重组干酪乳杆菌 R8>AL8#A0#1*,
" S #$%&’%1% 的免疫小鼠和兔血清为一抗、相应的
;<8标记羊抗鼠和羊抗兔 4=>为二抗，检测重组菌
口服免疫鼠和兔产生抗 0#1* 抗体 4=>水平。结果
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表明（见图 !），小鼠和兔体内均产生较明显的针对 "#$%多肽的特异性 &’(抗体（抗体效价 ) *+%%）。

图 ! 口服重组干酪乳杆菌免疫鼠和兔血清中特异性抗 "#$%多肽 &’(水平
,-’. ! /01-2"#$% &’( 34543 -0 164 7489: ;< :-=4 >0? 8>@@-17 ;8>33A -::90-B4? @A 84=;:@-0>01 ! . "#$%& !$!

/：:-=4；C：8>@@-17.

!"# 重组干酪乳杆菌免疫兔攻猪瘟弱毒体温变化
情况

实验!组口服免疫重组菌兔于初次免疫后第
!D?与实验"组家兔一起攻猪瘟兔化弱毒疫苗，攻
毒后，三组兔同步每 E6测量体温 )次，连续测 F ?，
所得数据进行对比分析，兔攻毒后的体温变化情况

见图 F。

图 F 攻毒后兔体温变化情况
,-’. F G64 =6>0’4 ;< @;?A 14:H48>1984 ;<

8>@@-17 >11>=I4? J-16 KL,M

结果如图 F所示：对照组（实验#组）兔的体温
保持恒定；直接攻猪瘟弱毒组（实验"组）兔的体温
上升比较明显，平均体温最高值接近 F)N，体温涨
幅较大，且高体温稽留时间较长；口服重组菌免疫后

攻猪瘟弱毒组（实验!组）兔的体温虽有上升，但比
较平缓，出现的高体温值小于直攻毒组且稽留时间

短，恢复时间快。

!"$ 特异性 %&’的体外细胞毒性实验结果
采用乳酸脱氢酶（OPQ）法检测，所得数据进行

统计分析，见图 +。效靶细胞比为 )#R+ *) S +% * )时，
诱导小鼠产生针对 KL,M G细胞表位的 TD)+细胞为
靶细胞的特异性 KGO杀伤活性，其杀伤率显著高于
未经肽冲击的 TD)+ 细胞的杀伤率（ ’ U %R%+），其
中，效靶比为 +% *)时杀伤率达 +#V。结果表明本研

究所构建的重组干酪乳杆菌免疫可诱导 C/OCW=小
鼠产生针对 KL,M KGO表位的特异性杀伤效应，且
总 KGO杀伤效应显著增强。

图 + 乳酸脱氢酶法检测 KGO对 TD)+细胞的杀伤率
,-’. + G64 I-33-0’ 8>14 ;< KGO ;0 TD)+

=4337 ?414=14? @A OPQ >77>A

( 讨论
猪瘟以出血和发热为主要特征，呈急性或慢性

经过，是一种对猪危害性极大的传染病［)F］。在世界

许多国家和地区，传统疫苗接种是控制猪瘟的重要

手段。目前使用的传统疫苗主要是弱毒疫苗。#%
世纪 X% 年代后期，猪瘟的流行形式发生了很大变
化，地区散发性流行及非典型猪瘟症状的发生，猪瘟

免疫屡屡失败［)+］，研究和开发新型猪瘟疫苗是非常

必要的。

目前，在猪瘟的免疫防治中，主要利用其结构蛋

白 "807和 "#。T>93A等研究猪瘟病毒多肽时发现猪
瘟病毒非结构基因 YL#2!编码的一段多肽 "#$% 含
有猪瘟病毒的辅助性 G细胞和 KGO的抗原表位［$］。
本实验以乳酸菌作为抗原的传递系统，进行猪瘟病

毒重组表位口服疫苗的研制，对所构建的重组乳酸

菌表达系统进行诱导表达，间接 "O&L/检测表明，含
有 "#$% 多肽的重组蛋白能够与 KL,M全病毒制备

!!$徐义刚等：表达重组猪瘟病毒 "#$%多肽的干酪乳杆菌口服免疫特性及诱导特异性 KGO反应的研究



的抗血清发生反应，说明所构建的重组乳酸菌表达

系统能够有效的表达外源目的蛋白。

为探讨重组猪瘟病毒 !"#$多肽基因的乳酸菌
表达系统作为猪瘟活菌疫苗潜在的应用价值，本实

验以家兔和小鼠为试验动物，进行相关免疫学研究。

口服接种后不同时间分别测定了小鼠和家兔抗

!"#$多肽血清抗体产生情况，!%&’(检测结果表明
小鼠和家兔口服重组菌后，在其血液中检测到了血

清抗体，说明该重组系统可刺激机体产生系统的体

液免疫应答。

家兔不是猪瘟病毒的易感动物，猪瘟强毒接种

也不引起家兔发生任何反应。猪瘟兔化弱毒疫苗接

种家兔后，可引起明显的体温反应，但有特异性抵抗

力的家兔再接种猪瘟兔化弱毒就能抵抗其攻击，其

体温反应就不明显了。本实验依据这一原理，对免

疫重组菌的家兔进行猪瘟兔化弱毒的攻击，连续测

定其体温曲线变化，观察猪瘟 !"#$多肽刺激机体产
生的特异免疫力。实验结果表明，口服免疫重组菌

的家兔，对猪瘟兔化弱毒的攻击，无论是体温升高的

幅度还是持续时间均低于未免疫重组乳酸菌直接攻

毒组。实验结果充分证明，重组乳酸菌表达的猪瘟

!"#$多肽能够刺激机体产生有效的免疫保护作用。
细胞毒性 )淋巴细胞在抗病毒感染的细胞免疫

中发挥着关键性作用，本研究所设计的重组乳酸菌

*’+,表位疫苗可有效激发特异性 *)%反应，实验结
果充分说明构建的重组乳酸菌表达系统作为猪瘟口

服疫苗具有潜在的应用价值。
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