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　 　 摘要：　 为探讨以霍乱毒素 Ｂ 亚单位为载体制备口蹄疫亚单位疫苗的可行性，利用 Ｅ． ｃｏｌｉ 表达 ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 嵌

合基因，用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析目的基因的表达及表达产物的可溶性，利用神经节苷脂（ＧＭ１）为抗原鉴定重组蛋白五

聚体的形成。 将目的蛋白浓度调整为 ２００ μｇ ／ ｍｌ，以白油佐剂乳化制备疫苗，免疫健康仔猪，免疫后利用 ＥＬＩＳＡ 测

定特异性抗体水平，评价免疫后体液免疫反应，利用淋巴细胞增殖实验评价细胞免疫水平。 结果表明嵌合基因在

Ｅ． ｃｏｌｉ 中获得高效表达，重组蛋白可溶，并能够形成五聚体；Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 结果显示重组蛋白能够与口蹄疫病毒

（ＦＭＤＶ）阳性血清发生反应；以每头仔猪 ２００ μｇ 免疫，试验猪产生较高的抗体水平与细胞免疫反应。
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　 　 口蹄疫 （Ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ） 是由口
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蹄疫病毒 （Ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ） 引

起的一种烈性动物传染病，为一类动物疫病［１⁃５］。
ＦＭＤＶ 属于小 ＲＮＡ 病毒科口蹄疫病毒属，有 ７ 种血

清型，包括 Ａ、Ｏ、Ｃ、Ａｓｉａ １ 和 ＳＡＴ １、ＳＡＴ ２、ＳＡＴ ３，
血清型之间没有交叉保护现象［６⁃８］。 ＶＰ１ 蛋白是

ＦＭＤＶ 的主要结构蛋白，含有能够被宿主免疫细胞

识别的主要抗原表位［９⁃１０］。 ＶＰ１ 蛋白第 １４０～１６０ 位

氨基酸残基（ＧＨ ｌｏｏｐ）凸起存在于 ＦＭＤＶ 粒子表

面，是 ＦＭＤＶ 最重要的抗原表位，已被认定为引发

中和性抗体的主要免疫原性位点，也是研制口蹄疫

表位疫苗的首选靶标［１１⁃１３］。 包含有该段多肽的口

蹄疫合成肽疫苗已获得批准，并能产生良好的免疫

应答［１４⁃１５］。
霍乱肠毒素（ＣＴ）是霍乱弧菌致病的主要毒力

因子，同时也具有很强的免疫原性。 ＣＴ 具有 ２ 个亚

单位，１ 个 Ａ 亚单位（ＣＴＡ）和 ５ 个 Ｂ 亚单位（ＣＴＢ）
以氢键和盐桥连接在一起，形成紧凑而稳定的 ＡＢ５
型圆桶状六聚体蛋白，并能以高亲和力与表达于所

有有核细胞细胞膜上的神经节苷酯（ＧＭｌ）结合。 霍

乱毒素也被证实可诱导树突状细胞成熟，但是由于

霍乱毒素具有毒性，在实验和未来的临床应用中必

将受到限制［１６⁃１７］。 但霍乱毒素 Ｂ（ＣＴＢ）为霍乱毒素

的无毒亚单位，是一种良好的免疫佐剂和输送抗原

载体，将其与目的抗原偶联或表达成融合蛋白后，可
使机体产生较强的系统免疫应答和局部黏膜免疫应

答。 ＣＴＢ 结合神经节苷脂（ＧＭ１）的功能，可使连接

的抗原蛋白更易与黏膜作用，进而引起一系列生理

生化反应，产生更强的免疫效果［１８⁃１９］。 Ｓｕｎ 等发现

ＣＴＢ 在黏膜免疫中的机制： （１）促进抗原通过黏膜

屏障；（２）加强抗原被树突状细胞（ＤＣ）和其他抗原

提呈细胞的提呈作用；（３） 增强抑制性 Ｔ 细胞分泌

ＴＧＦ⁃β。 近年来，人们以 ＣＴＢ 作为展示外源抗原表

位的载体蛋白进行了广泛的研究［２０］。 Ｍａｘｉｍ 等将

ＨＩＶ⁃１ ｇｐ１２０ 蛋白的 Ｖ３ ｌｏｏｐ 表位插入到 ＣＴＢ 中，利
用获得的嵌合五聚体免疫实验小鼠获得高水平的针

对 ＨＩＶ ｇｐ１２０ 蛋白的 ＥＬＩＳＡ 抗体及 ＨＩＶ 特异性中

和抗体［２１］。 Ｌｕｃｉ 等研究发现阴道途径免疫接种

ＣＴＢ⁃ＯＶＡ 可诱导 ＭＨＣ⁃Ⅰ类细胞毒反应，分泌黏膜

抗体，促进黏膜局部 ＤＣ 摄取抗原［２２］。 本研究利用

ＣＴＢ 作为载体展示口蹄疫病毒的主要保护性抗原

表位，将 ＧＨ ｌｏｏｐ 表位暴露于 ＣＴＢ 形成的 ５ 聚体的

表面以更有利于向免疫系统递呈，为研究口蹄疫病

毒亚单位疫苗进行前期探索。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 载体、细菌与试验动物 　 含有 ＦＭＤＶ ＶＰ１
ＧＨ ｌｏｏｐ 与霍乱毒素 Ｂ 亚单位（ＣＴＢ）的嵌合基因的

优化及合成由上海英骏生物技术有限公司完成，目
的基因克隆入 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体中，基因两端酶切位点

分别为 ＮｄｅⅠ与 ＢａｍＨⅠ。 原核表达载体 ｐＱＺ 由国

家兽用生物制品工程技术研究中心构建、保存。
ＤＨ５ａ 及 ＢＬ２１ 大肠杆菌感受态细胞购自北京全式

金生物技术有限公司。 试验猪购自江苏省丹阳市云

立生态牧业有限公司，试验前利用上海优耐特公司

生产的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 抗体为阴性。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂　 限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＰＣＲ
试剂及 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体购于 ＴａＫａＲａ 公司，ＤＡＢ 显色

试剂盒购于武汉博士德生物技术有限公司，质粒提

取试剂及胶回收试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ 公司产品，猪抗

ＦＭＤＶ 多克隆抗体购自美国 ＶＲＭＤ 公司，ＨＲＰ 标记

羊抗猪抗体为 ＫＰＬ 公司产品，ＧＭ１ 神经节苷脂及

ＣＴＢ 多克隆抗体均购自 Ｓｉｇｍａ 公司，淋巴细胞分离

液为上海华精生物高科技发展公司产品，含有 Ｏ 型

口蹄疫病毒 ＶＰ１ 蛋白 ＧＨ ｌｏｏｐ 的多肽由上海吉尔生

物科技有限公司合成，蛋白质定量试剂盒购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司，商品疫苗猪 Ｏ 型口蹄疫合成肽疫苗为

上海申联生物科技有限公司产品，用于检测 ＦＭＤＶ
多肽抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海优耐特生

物科技有限公司，用于检测口蹄疫液相阻断抗体的

试剂盒购自中国农业科学院兰州兽医研究所，其余

试剂均为国产或进口分析纯。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 重 组 表 达 载 体 的 构 建 　 利用 Ｎｄｅ Ｉ 与

ＢａｍＨ Ⅰ双酶切重组质粒 ｐＭＤ１８⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ，获得

目的基因，通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将目的基因定向克

隆入相同方法处理的表达载体 ｐＱＺ 中，获得重组表

达载体。 用 Ｎｄｅ Ｉ 与 ＢａｍＨ Ⅰ双酶切鉴定，阳性克

隆命名为 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 重组表达菌的构建　 将重组表达质粒 ｐＱＺ⁃
ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 转化大肠杆菌 ＢＬ２１，涂布含氨苄青霉

素的 ＬＢ 平板，挑取单菌落，得到重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃
ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１。 将空质粒 ｐＱＺ 按照相同的方法转化

感受态大肠杆菌 ＢＬ２１，得到对照菌株 ｐＱＺ ／ ＢＬ２１。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 重组菌的诱导表达　 挑取重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃
ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 单菌落，接种 ５ ｍｌ 含氨苄氯霉素的 ＬＢ
液体培养基中，３７ ℃ 振荡培养过夜，作为种子液。
次日将种子液按 １ ∶１００ 比例转接含新的氨苄氯霉素

的 ＬＢ 液体培养基，３７ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １􀆰 ５ ～
２􀆰 ０ ｈ（ＯＤ６００达 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ６），加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），１５ ℃诱导 ２４ ｈ，收
获细菌进行鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析　 各取 １ ｍｌ 诱导后对照菌

株的全菌和重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导后

全菌，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集菌体，用
２００ μｌ ＰＢＳ（ ｐＨ７􀆰 ２）缓冲液重悬，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳。
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组蛋白可溶性鉴定 　 取 １０ ｍｌ 诱导后菌

液，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃ 离心 １０ ｍｉｎ，收集菌体，用 １０
ｍｌ ＰＢＳ（ｐＨ７􀆰 ２）缓冲液重悬，于冰水浴中超声波破

碎细菌。 破碎后 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，分
离上清与沉淀，沉淀用 １ ｍｌ ＰＢＳ（ｐＨ７􀆰 ２）缓冲液重

悬，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定重组蛋白的可溶性。
１􀆰 ２􀆰 ６　 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 鉴定　 取诱导后对照

菌全菌和重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导后全

菌，破碎上清及沉淀，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，之后转 ＰＶＤＦ
膜。 将转印有目的条带的 ＰＶＤＦ 转移膜用 ５％脱脂

乳 ４ ℃封闭过夜。 次日弃去脱脂乳，ＰＢＳＴ 洗膜 １０
ｍｉｎ，用含有 ２％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 溶液稀释猪 Ｏ 型

ＦＭＤＶ 阳性血清（１ ∶ ２００），３７ ℃ 孵育 １ ｈ，随后用

ＴＢＳＴ 充分漂洗 ５ 次，每次洗涤 ８ ｍｉｎ，再用含 ２％
ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 缓冲液稀释 ＨＲＰ 标记的羊抗猪二抗

（１ ∶５ ０００），３７ ℃孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 缓冲液充分漂洗 ５
次，每次 ８ ｍｉｎ，按照 ＤＡＢ 试剂盒说明书显色。
１􀆰 ２􀆰 ７　 重组蛋白五聚体形成鉴定　 用每孔 １００ μｌ
神经节苷脂 ＧＭ１（２０ μｇ ／ ｍｌ） 的包被缓冲液（５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸钠⁃碳酸氢钠缓冲液，ｐＨ ９􀆰 ６） 包被 ９６
孔酶标板，４ ℃过夜，弃去包被液。 每孔用 ＰＢＳＴ 洗

涤 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入含有 ２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ（ｐＨ
７􀆰 ４） 封闭液，４ ℃满孔封闭过夜。 弃去封闭液， 每

孔分别加入： 重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导后

裂解液上清，以天然的 ＣＴＢ （Ｓｉｇｍａ 公司产品） 与大

肠杆菌表达的重组 ＣＴＢ 作为阳性对照，以空菌破碎

上清为阴性对照， ３７ ℃孵育 ２ ｈ。 弃去蛋白质，每
孔用 ＰＢＳＴ 洗涤的 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 洗涤后，每孔

加入 １ ∶２ ０００ （含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ） 稀释鼠抗 ＣＴＢ

阳性血清 １００ μｌ，３７ ℃孵育 １ ｈ。 弃去一抗，每孔用

ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 洗涤后，每孔加入

ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ １００ μｌ （含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ
液） 稀释，３７ ℃ 孵育 １ ｈ，弃去酶标二抗，每孔用

ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 洗涤后，每孔加入 １００
μｌ ＴＭＢ 底物液，３７ ℃ 反应 １５ ｍｉｎ 后，每孔加入 ２
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ ５０ μｌ 终止反应， 用酶标仪测定每孔在

４９２ ｎｍ 的吸光值。
１􀆰 ２􀆰 ８　 重组蛋白免疫原性鉴定

１􀆰 ２􀆰 ８􀆰 １　 疫苗的制备与免疫　 大量制备重组 ＣＴＢ⁃
ＧＨｌｏｏｐ 蛋白，超声波破碎后离心取上清，获得重组

抗原。 利用 ＢＣＡ 试剂盒测定重组大肠杆菌破碎后

上清中总蛋白质质量，利用薄层扫描分析确定目的

蛋白 表 达 量。 将 目 的 蛋 白 的 浓 度 调 整 为 ２００
μｇ ／ ｍｌ，重组蛋白与油佐剂乳化制备疫苗，按照表 １
所示分组肌肉注射免疫 ４０ ～ ４５ 日龄的口蹄疫阴性

健康仔猪。 免疫后 １４ ｄ 与 ２８ ｄ 采血，分离血清，对
疫苗免疫后体液免疫与细胞免疫进行评价。

表 １　 疫苗准备与试验动物分组

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ｆｏｒ ａｎｉ⁃

ｍａｌｓ

分组 抗原 ／ 剂量 免疫体积（ｍｌ） 佐剂 动物数量（头）

Ｇ１ ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ １００ μｇ ２ 矿物油 １５

Ｇ２ ＣＴＢ ／ １００ μｇ ２ 矿物油 １５

Ｇ３ Ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ １００ μｇ ２ 矿物油 １５

Ｇ４ 商品苗 ／ １ 份 ２ 矿物油 １５

Ｇ５ 空白对照（ＰＢＳ） ２ － １０

１􀆰 ２􀆰 ８􀆰 ２　 体液免疫反应的评价　 利用上海优耐特

生物科技有限公司的猪 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 多肽抗体

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测 ＦＭＤＶ 抗体水平，利用猪 Ｏ
型 ＦＭＤＶ 液相阻断试剂盒检测液相阻断抗体水平，
评价免疫后体液免疫反应。
１􀆰 ２􀆰 ８􀆰 ３　 Ｔ 淋巴细胞的增殖反应检测 　 在检测抗

体的同时，无菌采取抗凝血，用淋巴细胞分离液分离

淋巴细胞，以含 １０％ （ Ｖ ／ Ｖ） 新生牛血清的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 完全培养液调整细胞浓度约为 １ ｍｌ ２×１０７个，
加入 ９６ 孔细胞板内，每孔 １００ μｌ，每个样品做 ３ 次

重复。 向各孔内加入 ５ μｇ 人工合成的猪 Ｏ 型

ＦＭＤＶ ＶＰ１ ＧＨｌｏｏｐ 多肽作为刺激抗原，置 ３７ ℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养 ６０ ｈ。 再每孔加入 ５ μｇ ／ ｍｌ 噻
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唑蓝（ＭＴＳ） １０ μｌ， 继续培养 ４ ｈ。 测定 ＯＤ４９２值，取
３ 个平均值计算刺激指数（ＳＩ），以不加 ＧＨ ｌｏｏｐ 多

肽的营养液为对照。 以刺激指数作为判断淋巴细胞

转化程度的参数，ＳＩ ＝刺激孔 ＯＤ４９２值 ／培养液对照

孔 ＯＤ４９２值。

２　 结 果

２􀆰 １　 重组表达载体的鉴定

构建的重组表达质粒 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 用 Ｎｄｅ
Ⅰ与 ＢａｍＨⅠ双酶切，酶切产物经 １％琼脂糖凝胶电

泳、溴化乙锭染色后，在紫外线下可见约 ４５０ ｂｐ 大

小的目的条带，表明重组表达质粒构建成功 （图

略）。
２􀆰 ２　 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析结果

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析结果显示，与对照菌 ｐＱＺ ／
ＢＬ２１ 相比，ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 在约 ３􀆰 ６×１０４处

明显多出一条蛋白质条带（图 １），与预期结果相符，
说明重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 在 ＩＰＴＧ 诱导下

成功获得表达。

１：蛋白质分子量标准；２～ ６：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ ＩＰＴＧ
诱导后；７：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱导前。
图 １　 重组蛋白表达 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定图

Ｆｉｇ．１　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ

２􀆰 ３　 重组蛋白的可溶性分析

对重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导后全菌

进行超声波破碎，将上清和破碎后沉淀进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 鉴定。 结果 （图 ２） 显示，重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃
ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导表达产物均在上清中，目的蛋白

质以几乎完全可溶的形式存在。
２􀆰 ４　 重组菌表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析

取诱导后的对照菌 ｐＱＺ１ ／ ＢＬ２１、重组菌 ｐＱＺ⁃
ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ⁃ＰＡ３ ／ ＢＬ２１ 破碎后上清及沉淀，经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳后转膜，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 鉴定。 在目的

１：蛋白质分子量标准；２：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱

导后全菌；３：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 破碎后离心上清；４：
重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 破碎后离心沉淀。
图 ２　 重组蛋白的可溶性分析

Ｆｉｇ．２　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

条带大小位置出现 １ 条明显的棕色印迹，而对照菌

ｐＱＺ ／ ＢＬ２１ 对应泳道在相应位置则无颜色反应条带

（图 ３），说明表达产物可被 ＦＭＤＶ 多克隆抗体特异

性识别并结合，具有较好的抗原性。

１：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 破碎后沉淀；２：重组菌 ｐＱＺ⁃
ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１ 诱导后全菌；３：重组菌 ｐＱＺ⁃ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ ／ ＢＬ２１
破碎后上清；４：蛋白质分子量标准。
图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白针对 ＦＭＤＶ ＶＰ１ 蛋白的免疫

原性分析

Ｆｉｇ．３　 Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ＦＭＤＶ
ＶＰ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ

２􀆰 ５　 重组蛋白五聚体形成鉴定结果

应用神经节苷脂⁃酶联免疫分析，对重组蛋白

ＣＴＢ 及 ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 进行霍乱毒素抗原测定，结果

（图 ４）为阳性，Ｐ ／ Ｎ 值均大于 ２􀆰 ４， 作为对照的含空

质粒的大肠杆菌为阴性。 说明表达的重组蛋白

ＣＴＢ⁃ＧＨ ｌｏｏｐ 形成了 ５ 聚体。
２􀆰 ６　 重组蛋白免疫动物体液免疫反应

由图 ５ 可见，免疫后 １４ ｄ，ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 与商品

多肽疫苗免疫均产生了可检测到的多肽特异性抗

体；免疫后 ２８ ｄ 两个免疫组的抗体水平明显升高，
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注：１：ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ；２：ｒＣＴＢ；３：阳性对照；４：阴性对照；５：载体

对照

图 ４　 重组蛋白五聚体形成鉴定

Ｆｉｇ．４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｐｅｎ⁃
ｔａｍｅｒ

ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 免疫组抗体水平明显高于商品多肽疫

苗免疫组。 由图 ６ 可知，ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 免疫组在免

疫后 １４ ｄ 就有 ２６􀆰 ７％（４ ／ １５）的试验猪产生合格的

液相阻断抗体，而此时商品多肽疫苗免疫组还未产

生合格的液相阻断抗体；免疫后 ２８ ｄ，ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ
免疫组有 ８０％（１２ ／ １５）的试验猪产生合格的液相阻

断抗体，明显高于商品多肽疫苗免疫组 ４０％（６ ／ １５）
的液相阻断抗体合格率。

注：１：ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ；２：商品苗对照；３：ＣＴＢ 对照；４：宿主大肠杆菌

对照；５：空白对照。 Ａ：免疫后 １４ ｄ；Ｂ：免疫后 ２８ ｄ。
图 ５　 试验猪特异性多肽抗体水平检测

Ｆｉｇ．５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｅｓｔｅｄ ｐｉｇｓ

２􀆰 ７　 淋巴细胞增殖检测结果

为了探讨构建的重组蛋白在免疫猪体内诱发特

异性针对 ＶＰ１ ＧＨｌｏｏｐ 的淋巴细胞增殖反应，检测了

免疫后 １４ ｄ 与 ２８ ｄ 试验猪的特异性脾淋巴细胞增

殖情况。 从图 ７ 中可以看出，以人工合成的猪口蹄

疫病毒 ＶＰ１ 蛋白 ＧＨｌｏｏｐ 多肽作为刺激原， ｒＣＴＢ⁃
ＧＨｌｏｏｐ 免疫猪获得了较强的特异性淋巴细胞增殖，
其在第 ２８ ｄ 增殖指数达到 ２􀆰 ７９±０􀆰 ０９，明显高于商

品多肽疫苗免疫组。 统计分析结果显示， ｒＣＴＢ⁃

注：１：ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ；２：商品苗对照；３：ＣＴＢ 对照；４：宿主大肠杆菌

对照；５：空白对照。 Ａ：免疫后 １４ ｄ；Ｂ：免疫后 ２８ ｄ。
图 ６　 试验猪口蹄疫液相阻断抗体水平检测

Ｆｉｇ．６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＥＬＩＳＡ

ＧＨｌｏｏｐ 免疫组与商品多肽疫苗所引发的 Ｔ 细胞增

殖反应强度差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 其他对照组只能

刺激免疫猪产生非常弱的 Ｔ 细胞增殖反应。 此结

果表明，重组蛋白 ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 免疫猪后能够诱发

较强的淋巴细胞增殖。

注：１：ＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ；２：商品苗对照；３：ＣＴＢ 对照；４：宿主大肠杆菌

对照；５：空白对照。 Ａ：免疫后 １４ ｄ；Ｂ：免疫后 ２８ ｄ。
图 ７　 试验猪特异性淋巴细胞增殖检测

Ｆｉｇ．７　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ｐｉｇｓ

３　 讨 论

ＶＰ１ 蛋白表面的 ＧＨ ｌｏｏｐ 是 ＦＭＤＶ 最重要的抗

原表位，它包含连续性 Ｂ 细胞抗原表位，该表位可

诱导机体产生高效价的中和抗体，是研制口蹄疫表

位疫苗的首选靶标。 目前的研究大多集中在结构蛋

白 ＶＰ１ 的第 １４０ ～ １６０ 和 ２００ ～ ２１３ 位氨基酸，这 ２
个抗原表位均位于突出、无序、柔性的 ＧＨｌｏｏｐ 中。
目前含有其中 １ 个或含 ２ 个以上表位的采用化学合

成的合成肽疫苗已经成功上市，免疫猪后能够引发

机体产生针对 ＦＭＤＶ 显著中和性及特异性抗体，并
能为攻毒试验猪提供 １００％ 保护［１４⁃１５］。 １９８２ 年

Ｂｉｔｔｌｅ 等［１３］首次报道了用化学合成的口蹄疫病毒短

５０６李图帅等：利用霍乱毒素 Ｂ 亚单位展示猪 Ｏ 型口蹄疫病毒 ＶＰ１ 蛋白主要抗原表位



肽免疫动物后获得成功，这一成果对研制新型 ＦＭＤ
疫苗具有里程碑意义。 此后，科学家以 ＦＭＤ 病毒主

要结构蛋白 ＶＰ１ 上的 １３５ ～ １６０ 和 ２００ ～ ２１３ 位氨基

酸区域作为 ＦＭＤＶ 的优势抗原表位进行了广泛研

究。 Ｔａｂｏｇａ 等用分别含有抗原位点 Ａ（Ｇ⁃Ｈ 环）、Ｔ
细胞表位、位点 Ａ 和 ＶＰ１ 的 Ｃ 末端及前三者均存在

的合成肽疫苗共免疫 １３８ 头牛，所有免疫动物均可

产生相应的高滴度中和抗体［２３］。 Ｋｕｐｒｉｉａｎｏｖａ 等应

用 ４４～ ６３ 个氨基酸，即 ＦＭＤＶ⁃Ａ２２ 株 ＶＰ１ 蛋白第

１３５～１５９、１７０ ～ １９０ 和 １９７ ～ ２１３ 位氨基酸所构建的

合成肽疫苗，通过免疫豚鼠和小鼠，证明了相对于含

有较少氨基酸的合成肽来说，其免疫效果有显著的

提高［２４］。 这说明研究基于 ＧＨｌｏｏｐ 抗原表位的口蹄

疫亚单位疫苗是可行的。
本研究将猪 Ｏ 型口蹄疫病毒 ＶＰ１ 蛋白 ＧＨ ｌｏｏｐ

表位插入到 ＣＴＢ 中，表达融合蛋白，借助于 ＣＴＢ 形

成的五聚体而将 ＧＨｌｏｏｐ 展示在五聚体的表面，与商

品化的口蹄疫合成肽疫苗相比，更有于维持口蹄疫

病毒抗原表的 ｌｏｏｐ 构象，以提高口蹄疫多肽的免疫

原性，动物试验的数据也验证了此设计的有效性。
重组嵌合蛋白免疫动物后 １４ ｄ 即产生明显的多肽

抗体，免疫后 ２８ ｄ 有 ８０％的试验猪液相阻断抗体水

平达到合格以上，明显优于商品合成肽疫苗。 ＭＴＴ
结果显示，ｒＣＴＢ⁃ＧＨｌｏｏｐ 免疫组能够刺激免疫猪产

生较强的特异性针对 ＦＭＤＶ ＧＨｌｏｏｐ 表位的 Ｔ 淋巴

细胞增殖，说明借助于 ＣＴＢ 的免疫佐剂效应，试验

动物对重组蛋白产生了细胞免疫反应。 试验结果证

明本研究构建的嵌合五聚体能够刺激试验猪产生良

好的体液免疫与细胞免疫应答。
本研究首次成功地利用霍乱毒素 Ｂ 亚单位形

成的五聚体作为骨架展示猪口蹄疫病毒 ＶＰ１ 蛋白

ＧＨｌｏｏｐ 表位的载体，并在大肠杆菌中成功表达出能

组装成五聚体的重组蛋白，重组蛋白免疫动物后能

够刺激机体产生针对 ＦＭＤＶ ＶＰ１ 蛋白特异性体液

免疫与细胞免疫。 因此本研究利用霍乱毒素 Ｂ 亚

单位 ＣＴＢ 展示口蹄病毒外源抗原表位为后续有效

地研制口蹄疫亚单位疫苗提供了一种新的思路和

可能。
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