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载体介导的猪瘟病毒囊膜蛋白疫苗的研制现状

李文桂，陈雅棠

（重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所，重庆４０００１６）

【摘要】　猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）是一种常见的猪场感染病毒，常引起猪瘟，其防治疫苗研制备受关注。囊膜蛋白是一种有效

的疫苗候选分子，本文综述伪狂犬病毒（ｒＰＲＶＥ２）、鸡痘病毒（ｒＦＰＶＥ０／Ｅ２）、Ｓｅｍｌｉｋｉ森林病毒（ｒＳＦＶＥ２）、水疱性口炎

病毒（ｒＶＳＶＥ２）、猪痘病毒（ｒＳＰＶＥ２）、腺病毒（ｒＡｄＶＥ２）、牛痘病毒（ｒＶＶＥ２）、猪繁殖和呼吸综合征病毒（ｒＰＲＲＳＶ

Ｅ２）、杆状病毒（ｒＢｕＶＥ２）、猪霍乱沙门氏菌（ｒＳｃＥ２）、鼠伤寒沙门氏菌（ｒＳｔＥ２）、干酪乳杆菌（ｒＬｃＶＰ２Ｅ２９０／Ｅ２Ｔα１）、根

癌农杆菌（ｒＡｔＥ２）和酵母（ｒＰＰＥ２）等载体介导的ＣＳＦＶ囊膜蛋白疫苗的构建及其免疫机制等方面研制现状。
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猪瘟病毒（犆犾犪狊狊犻犮犪犾狊狑犻狀犲犳犲狏犲狉狏犻狉狌狊，ＣＳＦＶ），又称猪霍乱

病毒（犺狅犵犮犺狅犾犲狉犪狏犻狉狌狊，ＨＣＶ），是一种常见的猪场感染病毒，

常引起猪瘟，临床以高热稽留、皮肤和黏膜大量出血点为特征，

常接种灭活疫苗、减毒疫苗、亚单位疫苗、核酸疫苗、标记疫苗、

嵌合疫苗等进行防治［１］。灭活疫苗需要大剂量接种，但诱导的

保护力较差；减毒活疫苗可诱导较好的保护力，但存在毒力不

稳、毒性较大和返祖等缺陷；亚单位疫苗需要大剂量注射，成本

较高，但接种效果并不稳定；ＤＮＡ疫苗可诱导全面的免疫应

答，但有整合入宿主基因组的风险，常出现基因沉默或不表达

等问题；标记疫苗和嵌合疫苗存在增殖缓慢和滴度较低等问

题，因此，亟需研发新型疫苗。

ＣＳＦＶ的基因组大小为１２．３ｋｂ，含有一个开放阅读框

（ＯＲＦ），可编码４种结构蛋白：衣壳蛋白 Ｃ（ｐ１４）、Ｅ０（Ｅ
ｒｎｓ 或

ＧＰ４８）、Ｅ１（ＧＰ３３）和Ｅ２（ＧＰ５５）以及７种非结构蛋白。Ｅ０蛋白

的氨基酸序列较为保守，是病毒吸附、进入敏感细胞的必需蛋

白，与宿主的嗜性有关，可诱导宿主产生中和性抗体［２３］，Ｅ１蛋

白为囊膜糖蛋白，可诱导有效的保护力［４］，Ｅ２蛋白由
６９０
Ａｒｇ

至１０６０ｌｅｕ之间的３７０个氨基酸组成，存在Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ这４个抗

原区，其中Ｂ区和Ｃ区是抗原决定簇的所在区。该蛋白易发生

抗原变异，是主要的保护性抗原，常以同源或异源二聚体的形

式存在于感染细胞的表面，刺激宿主产生中和性抗体［５］，提示

Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２等囊膜蛋白可作为靶抗原进行开发。

病毒和细菌是人类常见的病原体，经过减毒改造后可作为

疫苗载体使用。这些载体介导的疫苗具有灭活疫苗和活疫苗

的优势，能主动感染宿主的细胞，协助外源基因进入细胞，产生

细胞因子和趋化因子，从而诱导长期的免疫应答。目前伪狂犬

病毒、鸡痘病毒、ＳｅｍｌｉｋｉＦｏｒｅｓｔ病毒、水疱性口炎病毒、猪痘病

毒、腺病毒、牛痘病毒、猪繁殖和呼吸综合征病毒、杆状病毒、沙

门氏菌、干酪乳杆菌、根癌农杆菌和酵母等载体的减毒株，均可

以开发为疫苗载体进行探索。本研究拟概述这些载体介导的

ＣＳＦＶ囊膜蛋白疫苗的构建及其免疫机制等方面研制现状。

１　病毒作为表达载体

１．１　伪狂犬病毒　伪狂犬病毒（ＰＲＶ）的基因组较大，可插入

＞４０ｋｂ的外源基因，是一种优良的病毒载体
［６］。首先，提取

ｐＧＥ２Ｓ作为模板克隆Ｅ２的编码基因，插入ｐＴＫ２．５得ｐＴＫ

Ｅ２，与ｐＧＥＭＧＦＰ连接得ｐＴＫＥ２ＧＦＰ，加 ＰＲＶ 的 ＨＳ９３０４
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株转染幼仓鼠肾细胞株（ＢＨＫ２１），进行筛选和培养，通过免疫

荧光提示重组病毒能够呈现融合蛋白的分子。以ｐＣＤＥ２为

模板 扩 增 Ｅ２ 基 因，插 入 ｐＢＳＬＲＧＦＲ 得 ｐＢＳＬＲＥ２，加

ＰＲＶ
Δ
ＴＫ株转染猪肾细胞株（ＰＫ１３），筛选培养后，常规提取

重组病毒中的ＤＮＡ用作模板，采取ＰＣＲ技术能扩增出长度１．

２ｋｂ的Ｅ２基因片段。随后，分别以ｐＣＤＥ２和ｐＳｄｔｋＧＰ５为

模板扩增Ｅ２／ＧＰ５基因，插入ｐＭＤ１８Ｔ得ｐＭＤ１８ＴＥ２／ＧＰ５，

与ｐＨｇＡｌａｃｚ连接得ｐＧＰ５Ｅ２ｌａｃｚ，加ＰＲＶ的 ＴＫ

ｇＥ

株转化

非洲绿猴肾细胞株（Ｖｅｒｏ），筛选培养后借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示

患者血清可结合重组病毒表达的５１ｋｕ的Ｅ２和３４ｋｕ的ＧＰ５

蛋白。提取ＣＳＦＶ的Ｃ株总 ＲＮＡ为模板扩增Ｅ２基因，插入

ｐＥａｓｙｂｌｕｎｔ得ｐＥａｓｙＥ２，与ｐＭＤＵＳ６ＵＳ７ＥＧＦＵＳ２连接得

ｐＭＤＵＳ６ＵＳ７Ｅ２ＵＳ２，加ＰＲＶ的ＢＥ株转染ＰＫ１５细胞株，

筛选培养后，通过免疫荧光提示重组病毒能够呈现融合蛋白的

分子。后将Ｅ１插入ｐＨＢ
Δ
２．４得ｐＨＢ

Δ
２．４Ｅ１，加ＲＲＶ的减毒

株转化ＳＫ６细胞株，筛选和培养后，借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示患

者血清可结合重组病毒表达的５０ｋｕ的Ｅ１蛋白。通过肌肉注

射将２×１０
７
ＰＦＵ重组病毒接种１２周龄的仔猪，在第１次注射

后４周重复１次，显现血清的中和抗体滴度在第１次注射后４

～９周提升，在第１次注射９周达较高水平，此时采用肌肉注射

将１０
２
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒的 ＨＣＶ株进行感染攻击，在攻击后１

周发现血清的病毒滴度明显降低，评估免疫组和对照组的免疫

效果，存活率分别为１００％（４／４）和０（０／４）
［７１１］。Ｗａｎｇ等

［１２１４］

将重组ＰＲＶ疫苗肌肉注射仔猪也可对抗猪瘟病毒的石门株的

感染攻击。

１．２　鸡痘病毒　鸡痘病毒（ＦＰＶ）仅感染禽类，在哺乳动物的

体内呈一过性感染，是一种非复制型的病毒载体，基因组较大，

可容纳２５ｋｂ的外源基因，仅在胞浆中复制，是构建多价疫苗

的理想载体［１５］。将ｐＭＤ１８Ｅ０作为模板扩增 Ｅ０基因，插入

ｐＦＰＶＰ１１得ｐＦＰＶＥ０，与ｐＦＰＶＰｓｙ连接得ｐＦＰＶＰｓｙＥ０，加

ＦＶ２８２株转化鸡胚成纤维细胞株（ＣＥＦ），筛选培养后提取重组

病毒中的ＤＮＡ用作模板，可扩增出长度０．７ｋｂ的Ｅ０基因片

段；通过肌肉注射将１×１０
８
ＰＦＵ重组病毒注射２月龄的仔猪，

在第１次注射后１和２周重复２次，在第１次注射后４周采用

肌肉注射将１００ＬＤ５０ 猪瘟病毒的石门株进行攻击，在攻击后

１０ｄ评估免疫组和对照组的免疫效果，存活率分别为７５％（６／

８）和０（０／６）。将重组ＦＰＶＥ０／Ｅ２疫苗接种仔猪也可部分对抗

猪瘟病毒的石门株的攻击感染［１６１８］。

１．３　Ｓｅｍｌｉｋｉ森林病毒　Ｓｅｍｌｉｋｉ森林病毒（ＳＦＶ）衍生的

ＤＮＡ／ＲＮＡ载体具有病毒传代快，ＲＮＡ复制和表达水平高，可

表达许多外源蛋白［１９］。将ｐＣＤＳＴ用作模板扩增１．２ｋｂ的Ｅ２

基因，插入ｐＳＦＶ１ＣＳ得ｐＳＦＶ１ＣＳＥ２，转化ＢＨＫ２１细胞株，筛

选培养后借助免疫荧光发现重组病毒能呈现融合蛋白的分子；

通过肌肉注射将１００μｇ重组质粒接种５周龄的仔猪，在初次注

射后３周重复１次，在初次注射后５周显现血清ＩｇＧ提升，此

时采用肌肉注射将１０
６
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒的石门株进行攻击，在

攻击后９ｄ提示血、脾、肾和淋巴结的病毒负荷明显降低，计数

免疫组和对照组的存活率，结果分别为１００％（５／５）和３３．３％

（１／３）；接着通过肌肉注射将６００μｇ质粒接种８周龄的仔猪，在

初次注射后３和６周强化２次，在初次注射后１０周显示血清

ＩｇＧ的滴度为１∶８，此时采取肌肉注射将１０
６
ＰＦＵ猪瘟病毒的

石门株进行攻击，在攻击后１６ｄ提示血清ＩｇＧ的滴度为１∶

１０２４
［２０２２］。通过初次免疫加强方案可诱导高水平的记忆性Ｔ

细胞，提高免疫应答的效果［２３］，孙元等［２４］采取该方案获得了理

想的保护效果。

１．４　水疱性口炎病毒　水疱性口炎病毒（ＶＳＶ）是一种疫苗载

体，可诱导粘膜型的免疫应答［２５］。抽提ＣＳＦＶ的Ｃ株基因组

ＤＮＡ为模板扩增１．２ｋｂ的Ｅ２基因，插入ｐＳＫＶＳＶ得ｐＳＫ

ＶＳＶＥ２，加ｐＳＫＮ、ｐＳＫＰ和ｐＳＫＬ等辅助质粒转化ＢＨＫ２１

细胞株，筛选培养后借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发现患者血清识别重组

病毒表达的９９．７２ｋｕ的二聚体蛋白；通过肌肉注射将１×

１０
７
ＰＦＵ重组病毒接种 ＢＡＬＢ／ｃ鼠，在注射后１月显现血清

ＩｇＧ的滴度为１∶２５６００，中和实验提示该血清在体外可抑制

ＣＳＦＶ有毒株对 ＰＫ１５细胞的侵袭。接着，将 Ｅ２基因插入

ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ得ｐＢＡＢＥＥ２，加ｐＶＳＶＧ辅助质粒转化ＰＫ１５细

胞株，筛选培养后提取重组病毒中的ＤＮＡ用作模板可扩增出

长度１．２ｋｂ的Ｅ２基因片段
［２６２７］。

１．５　猪痘病毒　猪痘病毒（ＳＰＶ）的毒力较弱，只有一个宿主，

可作为一种疫苗载体［２８］。首先，将Ｅ２基因插入ｐＳＰ１得ｐＳＰ１

Ｅ２，加 ＳＰＶΔＴＫ 株 转 化 ＰＫ１５ 细 胞 株，筛 选 培 养 后 采 取

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示患者血清识别重组病毒表达的１００ｋｕ的二

聚体 Ｅ２ 蛋 白。接 着，将 Ｅ２ 基 因 插 入 ｐＵＳＧ１１／Ｐ２８ 得

ｐＵＳＧ１１／Ｐ２８Ｅ２，加ＳＰＶ
Δ
ＴＫ株转化ＢＨＫ２１细胞株，筛选培

养后用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现重组病毒表达４５ｋｕ的Ｅ２蛋白

可被患者的血清所结合；采取肌肉注射将２×１０
６
ＴＣＩＤ５０ 重组

病毒接种仔猪，在初次注射后２周重复１次，在初次注射后５

周显现血清ＩｇＧ提升，血ＰＢＭＣ分泌大量ＩＦＮγ和ＩＬ４，此时

通过滴鼻将１×１０
５
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒的石门株进行攻击，在攻

击后２周发现血清的病毒滴度降低，肝脾肺肾组织的病变显著

减轻［２９３０］。

１．６　腺病毒　腺病毒（Ａｄｖ）具有宿主范围广、增殖快、可同时

表达多个基因和对表达产物进行翻译和修饰等优点，是一种安

全高效的疫苗载体［３１］。将Ｅ２基因插入ｐＪＪ３６２得ｐＪＪ４０８，加

ＰＡＶ
Δ
ＴＫ株转化ＰＫ１５细胞株，筛选培养后提取重组病毒中

的ＤＮＡ用作模板可扩增出长度５７０ｂｐ的Ｅ２基因片段；借助

皮下注射将１×１０
７
ＴＣＩＤ５０ 重组病毒接种５周龄的仔猪，在接

种后５周显示血清ＩｇＧ提升，此时采用皮下注射将１０
３．５
ＴＣＩＤ５０

猪瘟病毒 Ｗｅｙｂｒｉｄｅ株进行攻击，在攻击后２周提示临床症状

明显减轻。接着，通过口服途径将２×１０
６
ＴＣＩＤ５０ 重组病毒接

种５周龄的仔猪，在接种后６周显现血清ＩｇＧ提升，此时采用

口服将１０
３
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒的石门株攻击，在攻击后１２ｄ计数

免疫组和对照组的存活率，结果分别为６０％（３／５）和０（０／５）。

随后，将 ｐＣＤＳＴ 与 ｐｓｈｕｔｔｌｅＣＭＶ 重组得 ｐＳＣＥ２，电转含

ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态，筛选ｐＡｄｖＥ２，转化人胚肾细胞

株（２９３Ｔ），筛选培养后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示患者血清识别重

组病毒表达的５３ｋｕ的Ｅ２蛋白；借助肌肉注射将１０
８
ＴＣＩＤ５０

重组病毒注射大白兔，在注射后５周显现血清ＩｇＧ提升，在注

射后６周通过静脉注射将１００ＲＩＤ５０ 猪瘟兔化弱病毒株进行攻

击，在攻击后３ｄ提示脾组织的病毒负荷为０
［３２３４］。

猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）的 ＯＲＦ５基因编码

·６０１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２３年１月　第１８卷第１期

Ｊａｎ．２０２３，　Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．１



ＧＰ５蛋白（也称囊膜蛋白 Ｅ），该蛋白含有主要的中和抗体表

位，具有较好的免疫原性，ＩＬ２可促进淋巴细胞的增殖和分化，

是一种免疫佐剂［３５３６］。将重组病毒接种昆明鼠、大白兔和仔猪

均可对抗猪瘟病毒的石门株的攻击［３７４０］。

１．７　牛痘病毒　牛痘病毒（ＶＶ）的宿主范围广，可插入２５ｋｂ

的外源基因，外源蛋白的表达效率高，且能进行修饰［４１］。首

先，将 ｐＨＣＫ１１ 用作模板扩增 Ｅ２ 基因，插入 ｐＨＣ３．８ 得

ｐＨＣ３．８Ｅ２，与ｐＧＳ６２连接得ｐＧＳ６２Ｅ２，加牛痘病毒的 ＴＳ７

株转化ＣＶＩ细胞株，筛选培养借助Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交发现猪瘟病

毒的Ｅ２基因成功插入牛痘病毒的基因组中；通过腹腔注射将

２×１０
７
ＰＦＵ重组病毒接种仔猪，在注射后４周显现血清的中和

抗体滴度为１∶３２，此时采取滴鼻将５×１０
７
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒

ＡＬｆｏｒｔ株进行攻击，在攻击后５ｄ显现血清的中和抗体滴度为

１∶６４，计数免疫组和对照组的存活率分别为１００％（３／３）和０

（０／３）。接着，将重组病毒皮下注射仔猪也可得到较好的免疫

效果［４２４３］。

１．８　猪繁殖和呼吸综合征病毒　猪繁殖和呼吸综合征病毒

（ＰＲＲＳＶ）的转录调控序列（ＴＲＳ）主要参与亚基因组 ＲＮＡ的

转录，在 ＴＲＳ的５’端可插入外源基因进行转录
［４４］。提取

ＣＳＦＶ的基因组 ＤＮＡ为模板分别扩增Ｅ２２５６３３０ 和Ｅ２８２８８４２ 片

段，插入 ｐＦ１１２ＡＢＣＮＳＰ２
△
４８０６２０得 ｐＦ１１２ＡＢＣＥ２２５６３３０／

Ｅ２８２８８４２，与 ｐＦ１１２ＤＥＦ连接得 ｐＦ１１２Ｅ２２５６３３０／Ｅ２８２８８４２，转化

ＢＨＫ２１细胞株，筛选培养后借助免疫荧光发现重组病毒能呈

现融合蛋白的分子。采取肌肉注射将１０
５．０
ＴＣＩＤ５０ 重组病毒注

射４周龄的仔猪，在注射后４周显示血清的中和抗体提升，此

时通过肌肉注射将１０
５．５
ＴＣＩＤ５０ 猪瘟病毒的石门株进行攻击，

在攻击后３周提示肺脾肾组织的病变明显减轻
［４５４８］。

１．９　杆状病毒　昆虫杆状病毒表达系统能增加外源基因的表

达效率，可对表达产物进行修饰：比如糖基化、磷酸化和蛋白切

割等。将人工合成的Ｅ２ｓｙｎ基因插入ｐＦａｓｔＢａｃ１得ｐＦａｓｔＢａｃ

Ｅ２ｓｙｎ，转化 ＤＨ１０Ｂａｃ感受态，筛选重组ＢａｃｍｉｄＥ２ｓｙｎ，转化

ＳＦ９细胞，筛选培养后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示患者血清识别重

组病毒表达的５５ｋｕ的Ｅ２蛋白；采用皮下注射或肌肉注射将

重组蛋白加ＩＳＡ６６０ＶＧ佐剂接种仔猪或ＢＡＬＢ／ｃ鼠均可诱导

有效的保护力［４９５０］。

２　细菌作为表达载体

２．１　 猪 霍 乱 沙 门 氏 菌 　 猪 霍 乱 沙 门 氏 菌 （犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

犮犺狅犾犲狉犪犲狊狌犻狊）是一种胞内寄生菌，经过改造可以表达外源基

因［５１］，抽提ＣＳＦＶ的基因组 ＤＮＡ为模板扩增 Ｅ２基因，插入

ｐＶＡＸ１得ｐＶＡＸ１Ｅ２，电转猪霍乱沙门氏菌的Ｃ５００株，筛选

培养后提取重组菌中的ＤＮＡ用作模板可扩增出长度１０５０ｂｐ

的Ｅ２基因片段；通过口服或肌肉注射将１×１０
９
ＣＦＵ重组菌接

种家兔，在初次接种后２和４周重复２次，显现血清ＩｇＧ在第１

次接种后２～６周提升，在初次接种后６周达较高水平，此时借

助肌肉注射将２０ＩＤ５０ 猪瘟兔化弱毒株进行攻击，在攻击后１ｄ

计数定型热反应，评估口服组、肌注组和对照组的免疫效果，保

护力分别为６７％（２／３）、７５％（３／４）和０（０／４）
［５２］。ＩＬ１５可调节

免疫应答，是一种免 疫 佐 剂［５３］。将 ｐＣＢＭＥ２ＩＬ１５、ｐＣＣ

ＭＥ２ＩＬ１５和ｐＣＩＭＥ２ＩＬ１５分别电转猪霍乱沙门氏菌Ｃ５００

株，筛选重组菌；将重组菌口服家兔可对抗猪瘟兔化弱毒株的

静脉注射攻击［５４］。

２．２　 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 　 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 （犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿，Ｓｔ）是一种胞内寄生菌，具有粘膜免疫佐剂的作

用，可诱导宿主产生粘膜免疫和全身免疫应答，可有效表达插

入的外源基因［５５］。将ｐＧＥＭＥ２作为模板克隆Ｅ２基因，插入

ｐＹＡ３３４１得ｐＹＡ３３４１Ｅ２，电转鼠伤寒沙门氏菌Ｘ３７３０株进行

甲基化修饰后，再电转Ｘ４５５０株，筛选培养后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

发现患者血清识别重组菌表达的４２ｋｕ的Ｅ２蛋白；采用口服

将２×１０
１１
ＣＦＵ重组菌接种仔猪，在初次口服后２周强化１次，

在初次口服后４周显现血清ＩｇＧ提升，血ＰＢＭＣ增殖
［５６］。

２．３　干酪乳杆菌　干酪乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犮犪狊犲犻）可定植肠

道，吸附粘膜，具有抗胆汁酸和免疫佐剂的作用，是一种可口服

的疫苗载体。猪瘟病毒的 ＮＳ２３基因编码Ｅ２９０多肽，该蛋白

含有ＴＨ和ＣＴＬ表位，在免疫应答中发挥作用，α１胸腺素

（Ｔｈｙｍｏｓｉｎα１，Ｔα１）是一种免疫佐剂
［５７５９］。将人工合成的

Ｅ２９０基因插入ｐＰＧＶＰ２得ｐＰＧＶＰ２Ｅ２９０，电转干酪乳杆菌

３９３株，筛选培养后借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示患者血清识别重组

菌表达的７０ｋｕ的 ＶＰ２Ｅ２９０融合蛋白；通过口服将１０
１２
ＣＦＵ

重组菌接种家兔，在初次口服后１、２、１４、１５、１６、２８、２９和３０ｄ

重复８次，在初次口服后３８ｄ显示血清ＩｇＧ提升，脾ＣＴＬ反应

增强，此时通过静脉注射将４０ＩＤ５０ 猪瘟兔化弱毒株进行攻击，

在攻击后４ｄ计数定型热反应，发现免疫组和对照组的保护力

分别为１００％（３／３）和０（０／３）；接着，将重组菌口服ＢＡＬＢ／ｃ鼠

也可得到类似结果［５０６３］。

２．４　根癌农杆菌　苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪）能够对表达蛋白进

行修饰，可保留蛋白的生物活性［６４］。将Ｅ２基因插入ｐＶＴＳ得

ｐＶＴＳＥ２，转化根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４株，筛选重组菌，转染苜

蓿的子叶，培育转基因植物，ＥＬＩＳＡ证实每克转基因苜蓿的子

叶含１０μｇ的 Ｅ２蛋白；采用口服将２５ｇ转基因苜蓿免疫

ＢＡＬＢ／ｃ鼠，在初次口服后３０ｄ重复１次，显现血清ＩｇＧ和粪

ＳＩｇＡ的滴度在初次口服后３０～４５ｄ提升，在初次口服后４５ｄ

达较高水平［６５］。

烟草（犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪）是常用的转基因植物反应

器［６６］。首 先，将 Ｅ２ 基 因 插 入 ｐＣＲ４ 得 ｐＣＲ４Ｅ２，与

ｐＶＸ６Ｈｉｓ２Ａｃｐ连接得ｐＶＸ６Ｅ２，转化根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４

株，转染烟草的子叶，培育转基因烟草；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发现

患者血清识别转基因烟草表达的３４ｋｕ的Ｅ２蛋白；采用皮下

注射将５００μＬ转基因烟草的抽提液（含５０μｇ的Ｅ２蛋白）加

弗氏佐剂接种大白兔，在初次注射后２１和４５ｄ重复２次，在初

次注射后 ６０ｄ显示血ＩｇＧ 提升。接着，将 Ｅ２ 基因插入

ｐＣＡＭＩＡ１３００得 ｐ１３００ＭＥＬＣＨ，转化根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４

株，转染烟草的子叶，培育转基因植物。采取肌肉注射将１００

μｇ纯化蛋白加ＩＭＳ１３１３佐剂免疫仔猪，在初次注射后２０ｄ重

复１次，在初次注射后３４ｄ显现血清ＩｇＧ提升，此时通过滴鼻

将１０
４
ＣＤ５０ 猪瘟病毒的ＹＣ１１ＷＢ株进行攻击，在攻击后２周提

示血清的病毒负荷为０
［６７６８］。

衣藻（犆犺犾犪犿狔犱狅犿狅狀犪狊狉犲犻狀犺犪狉犱狋犻犻）只有一个叶绿体，易于

转化［６９］。以ｐＧＥＭＥ２为模板扩增１０２０ｂｐ的Ｅ２基因，插入

ｐＡｔｐＸ得ｐＡｔｐＥ２，与ｐ６４Ｃ连接得ｐ６４ＣＥ２，基因枪轰击法转

化衣藻的叶绿体，培育转基因植物，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示患

·７０１·
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者血清识别转基因衣藻表达的５１ｋｕ的Ｅ２蛋白
［７０］。

莴苣（犾犪犮狋狌犮犪狊犪狋犻狏犪）是一种可食蔬菜，常用作植物反应

器［７１］。将ｐＧＥＭＥ２与ｐＢＩ１２１重组得ｐＢＩ１２１Ｅ２，转化根癌农

杆菌ＬＢＡ４４０４株，转染莴苣的子叶，培育转基因植物，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ发现每克根茎组织含０．２１～０．５３ｍｇ的Ｅ２蛋白；采用

口服将１００μＬ抽提物（含１０μｇ的Ｅ２蛋白）接种ＢＡＬＢ／ｃ鼠，

在初次口服后２、３和４周强化３次，在初次口服后８周显现血

清ＩｇＧ提升
［７２］。

水稻（犗狉犻狕犪狊犪狋犻狏犪）易于储藏和运输，可开发作为植物反

应器［７３］。将ｐＧＥＭＥ２与ｐＭＹＮ７５重组得ｐＭＹＮ７５Ｅ２，基因

枪轰击法转化水稻的子叶，培育转基因植物，ＳＤＳＰＡＧＥ提示

每克谷子含４．０～５．１ｍｇ的Ｅ２蛋白；通过口服将１０ｇ谷子

（含５ｍｇ的Ｅ２蛋白）喂食４周龄的仔猪，在初次口服后１０和

２０ｄ重复２次，在初次口服后３０ｄ显现血清ＩｇＧ１、ＩｇＧ２和粪

ｓＩｇＡ的滴度提升；ＥＬＩＳＰＯＴ 证实血 ＰＢＭＣ 中ＩｇＡ
＋／ＩｇＧ

＋

ＳＦＣＳ 的数目增加，血ＰＢＭＣ增殖，分泌大量ＩＬ８和ＣＣＬ２等

细胞因子［７４］。

百脉根（犾狅狋狌狊犮狅狉狀犻犮狌犾犪狋狌狊）是一种优良的豆科牧草，叶绿

体转化法以定点整合的方式导入外源基因可消除位置效应和

基因沉默，可以多顺反子的形式表达多个基因［７５７６］。将

ｐＧＥＭＥ２与ｐ１６ＡＰＴ重组得ｐ１６ＡＰＴＥ２，电转百脉根的叶绿

体，培育转基因植物；提取转基因植物中的ＤＮＡ用作模板可扩

增出长度９９９ｂｐ的Ｅ２基因片段
［７７］。

玉米（ｍａｉｚｅ）的种子可以表达外源蛋白
［７８］。将Ｅ２基因插

入ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 得 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００Ｅ２，转 化 根 癌 农 杆 菌

ＬＢＡ４４０４株，转染玉米的子叶，培育转基因植物；提取转基因玉

米中的ＲＮＡ用作模板，ＲＴＰＣＲ提示７／２２株存在１．１ｋｂ的

Ｅ２基因片段
［７９］。

亚麻芥（犆犪犿犲犾犻狀犪狊犪狋犻狏犪）具有抗旱、抗寒、抗倒伏或耐盐

碱的优良特性，是一种较好的植物反应器［８０］。将人工合成的

Ｅ２Ｅ
ｒｎｓ基因插入ｐＵＣ５７得ｐＵＣ５７Ｅ２Ｅ

ｒｎｓ，与ｐＰＨＡＰ１３０１重

组得ｐＰＨＡＰ１３０１Ｅ２Ｅ
ｒｎｓ，转化根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４株，转染

亚麻芥的子叶，培育转基因植株；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示患者

血清识别转基因植株表达的７６ｋｕ的Ｅ２Ｅ
ｒｎｓ融合蛋白；采取灌

胃途径将２０μｇ重组蛋白接种ＢＡＬＢ／ｃ鼠，在初次口服后１周

重复１次，显现血清ＩｇＧ滴度在初次口服后４～８周提升，在初

次口服后６周达较高水平
［８１］。

２．５　毕赤酵母　毕赤酵母（犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊）和酿酒酵母

（犛犪犮犮犺犪狉狅犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲）是２种常见的酵母菌，利用其表面

展示系统可表达外源抗原［８２］。以ＣＳＦＶ的总 ＲＮＡ为模板扩

增 Ｅ２ 基 因，插 入 ｐＰＩＣ９Ｋ 得 ｐＰＩＣ９ＫＥ２，电 转 毕 赤 酵 母

ＳＭＤ１１６８株，筛选培养后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发现患者血清识别

重组酵母表达的５６ｋｕ的Ｅ２蛋白。随后，以ｐＶＥＸＥ２扩增２５５

ｂｐ的Ｅ２ＢＣ片段，插入ｐ１Ｖ５ＡＧ得ｐ１Ｖ５ＡＧＥ２ＢＣ，电转酿酒

酵母 Ｗ３０３株，筛选培养后借助免疫荧光提示重组酵母能够呈

现融合蛋白的分子［８３８４］。

３　结语

虽然大部分载体介导的猪瘟病毒囊膜蛋白疫苗接种宿主

后可产生一定的保护力，但它们诱导的保护性免疫应答的水平

较低，尚未达到预期水准；杆状病毒表达的重组蛋白活性较高，

但产量较低，生长周期长；病毒载体的自身蛋白及其双链ＲＮＡ

具有免疫佐剂效应，但病毒载体自身具有潜在的致癌和致病

性，人群普遍具有抗病毒的抗体，影响其免疫效果；重组乳酸菌

长期低剂量口服有可能产生免疫耐受现象；重组沙门氏菌苗的

表达产物与天然蛋白存在差异，表达水平较低；转基因植物疫

苗少被公众认可和接受；酵母菌表达的重组蛋白活性较低，不

易纯化。

随着科技的进步，对猪瘟病毒的基因组学、蛋白质组学、代

谢组学、转录组学以及表观遗传学进行进一步探索，从而阐明

猪瘟病毒囊膜蛋白的抗原结构与功能的关系，筛选新的抗原分

子，构建多价高效的复合基因疫苗或含有基因佐剂的混合基因

疫苗或多表位疫苗；探究这些疫苗的免疫原性、转化效率、

ＭＨＣ限制性以及能否长期在宿主体内表达；研究新型佐剂、疫

苗载体和制备融合蛋白，提高疫苗的免疫原性；在宿主体内准

确评估新型疫苗分子的保护性免疫机制；进一步探究猪瘟病毒

囊膜蛋白家族及其它相关蛋白生物学功能，提升疫苗的设计水

准；摸索纳米微粒技术引入新型疫苗是否可延长免疫应答的时

间，诱导记忆性Ｔ细胞的产生；阐明其机制可为载体介导的猪

瘟病毒囊膜蛋白疫苗研发提供理论基础。
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