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　 　 摘要:　 探讨原核表达的重组脑膜炎球菌外膜蛋白 ＰｏｒＢ 对猪伪狂犬弱毒活疫苗免疫的增强效果ꎮ 将 ＧｅｎＢａｎｋ
公布的脑膜炎球菌外膜蛋白 ＰｏｒＢ 基因克隆到原核表达载体 ｐＱＺ Ⅲ中ꎬ命名为 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ 质粒ꎬ转入大肠杆菌 ＢＬ２１
中表达重组蛋白ꎮ 采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 技术和 Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 柱鉴定并纯化重组蛋白ꎮ 将每份含 １００ μｇ 剂量

的重组 ＰｏｒＢ 蛋白与猪伪狂犬弱毒疫苗混合后分别滴鼻免疫 ３ 日龄仔猪和肌肉注射免疫 ５０ 日龄猪ꎬ同时设 ＰＢＳ 对

照组和免疫前对照组ꎮ 免疫 ２８ ｄ 后测定 ＩｇＧ 和 ＩｇＡ 抗体水平、猪外周血淋巴细胞增殖情况以及细胞因子( ＩＦＮ￣γ、
ＩＬ￣１０、ＩＬ￣６)的表达水平ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 结果表明ꎬＰｏｒＢ 基因在大肠杆菌中表达ꎬ表达的重组 ＰｏｒＢ 蛋白

是可溶性的ꎬＮｉ２＋ ￣ＮＴＡ 柱能够有效纯化重组蛋白ꎮ 重组 ＰｏｒＢ 蛋白不但能够刺激免疫猪在较短时间内产生的较高

血清 ＩｇＧ 抗体、黏膜 ＩｇＡ 抗体和中和抗体ꎬ而且可以通过诱导机体产生 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣６ 来促进细胞免疫反应ꎮ 在猪伪

狂犬弱毒疫苗免疫中ꎬ重组 ＰｏｒＢ 蛋白可以作为一种优良的免疫增强剂ꎮ
关键词:　 脑膜炎球菌 ＰｏｒＢ 蛋白ꎻ 猪伪狂犬弱毒疫苗ꎻ 免疫增强
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ Ｎｉ￣ＮＴＡ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. Ｔｈｅ
ＰｏｒＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ( １００ μｇ) ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
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　 　 蛋白体是脑膜炎奈瑟氏双球菌的外膜蛋白ꎬ是
多个孔道蛋白形成的大小不同的囊泡样毫微粒结构

体ꎬ具有疫苗投递载体和免疫增强剂的特征ꎮ 蛋白

体作为免疫增强剂主要表现在 ４ 个方面ꎬ第一ꎬ有助

于黏膜表面疫苗的摄取ꎬ可加速 Ｍ 细胞对微粒的上

皮转运ꎬ并诱导树突状细胞向滤泡相关上皮迁移ꎬ使
上皮树突状细胞捕获抗原和蛋白体ꎬ并将其呈递给

其他免疫细胞ꎮ 第二ꎬ能激活 Ｂ 细胞和其他抗原提

呈细胞ꎬ上调抗原提呈细胞表面的共刺激分子 Ｂ７￣２
(ＣＤ８６)表达量ꎬ作用于 ＴＬＲ２ꎬ发挥天然免疫应答和

适应性免疫应答作用ꎮ 第三ꎬ刺激 Ｂ 细胞的分化和

成熟ꎬ产生抗体ꎮ 第四ꎬ蛋白体￣抗原复合物可诱导

外周单核巨噬细胞系分泌 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣６[１]ꎮ
蛋白体主要由 ＰｏｒＡ、ＰｏｒＢ 和 ４ 类孔道膜蛋白 ３

种成分组成ꎮ ＰｏｒＡ( Ｉ 类外膜蛋白)是分子质量为

４１ ０００~４６ ０００的热稳定蛋白ꎬ是脑膜炎奈瑟菌的保

护性抗原ꎬ是血清亚型分型指标或保护性抗原[２]ꎮ
ＰｏｒＢ(ＩＩ 类外膜蛋白)是分子质量为３８ ０００~ ４１ ０００
的热稳定蛋白ꎬ是所有蛋白体共有的成分ꎬ约占其组

成的 ６０％ꎬ在体内体外都能提高抗原呈递细胞中 Ｔ
细胞协同刺激分子的活性ꎬ也是蛋白体免疫增强剂

中最有效的免疫增强剂蛋白[３]ꎮ ４ 类孔道膜蛋白

(Ⅲ类外膜蛋白)是分子质量为３４ ０００~ ３６ ０００的热

稳定蛋白ꎬ很少有研究报道其功能和应用[４]ꎮ ＰｏｒＢ
是脑膜炎球菌外膜蛋白体的主要成分ꎬ也是蛋白体

中最有效的免疫增强剂成分ꎮ 近几年ꎬ国内外把蛋

白体和从蛋白体中提取 ＰｏｒＢ 蛋白作为黏膜免疫增

强剂ꎬ应用在很多疫苗的研制中[５]ꎬ主要用于鼻内

接种疫苗ꎬ并且具有实质性进展ꎬ但还未见关于利用

基因工程方法表达 ＰｏｒＢ 来免疫增强弱毒疫苗的相

关报道ꎮ
猪伪狂犬病( ＰｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓꎬＰＲ)是由伪狂犬病

病毒(Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ＶｉｒｕｓꎬＰＲＶ)引起的一种急性传

染病[６￣７]ꎬ是«国际动物卫生法典»中 ＯＩＥ 法定报告

的 Ｂ 类动物疫病ꎬ也是中国法定的二类动物疫病ꎮ
猪伪狂犬病的防治主要以疫苗免疫为主ꎬ中国大部

分猪伪狂犬活疫苗是 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 株ꎬ为 ｇＥ 自然基

因缺失株[８]ꎮ 由于近些年猪伪狂犬病毒发生变异ꎬ
Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 株已不能起到保护作用ꎮ 因此ꎬ不仅要

有优秀的伪狂犬疫苗ꎬ还要有优秀免疫增强剂ꎮ 目

前ꎬ关于猪伪狂犬病活疫苗免疫增强剂的报道并不

多ꎬ严琳等[９] 以 ｒＩＬ￣２ 为免疫增强剂在小鼠模型中

免疫伪狂犬病毒弱毒活疫苗ꎬ认为 ｒＩＬ￣２ 在小鼠模型

中对猪伪狂犬活疫苗具有一定的免疫增强效果ꎮ 张

玲华等[１０将人工合成的 ＣｐＧ ＤＮＡ 作为伪狂犬病活

疫苗的免疫增强剂直接滴鼻接种初生仔猪ꎬ结果表

明 ＣｐＧ ＤＮＡ 可促进猪对伪狂犬病活疫苗的体液和

细胞免疫应答ꎮ 由于毒力返强、持续感染、隐性感

染、带毒综合症共存等原因ꎬ造成免疫失败ꎬ而且伪

狂犬病毒发生变异ꎬ现有的疫苗毒株已起不到保护

作用ꎮ 传统的免疫方式(如肌肉、皮下及皮内注射)
在诱发全身免疫应答的同时却不能产生有效的黏膜

局部免疫应答ꎬ不能有效控制黏膜感染ꎮ 因此ꎬ开发

新的免疫途径和免疫增强剂来增强疫苗免疫效果是

未来预防猪伪狂犬病的重要研究方向ꎮ 基因工程方

法表达的重组 ＰｏｒＢ 蛋白作为猪伪狂犬弱毒疫苗的

稀释液[１１]ꎬ可以增强疫苗免疫效力ꎬ对于猪伪狂犬

病的预防和净化具有重要的意义ꎮ 本研究拟实现

ＰｏｒＢ 蛋白在 Ｅ.ｃｏｌｉ 中的可溶性表达并增强猪伪狂犬

弱毒疫苗的免疫效果ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

表达载体 ｐＱＺ ＩＩＩ 为本实验室保存ꎬ胶回收试剂

盒、限制性内切酶、Ｔ４ 连接酶和 ＰＣＲ 试剂均购于

ＴａＫａＲａ 公司ꎬ质粒提取试剂盒购于 Ｇｅｎｅｒａｙ 公司ꎬ
Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α、ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购于 ＢｉｏＭｅｄ
公司ꎬ高压破碎仪购于美国 ＡＴＳ 公司ꎬＨＲＰ 标记的

羊抗鼠酶标抗体购于生兴公司ꎬＤＡＢ 显色试剂盒购

于武汉博士德公司ꎬ ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购于

Ｖａｚｙｍｅ 公司ꎬＮｉ２＋ ￣ＮＴＡ 镍离子亲和树脂购于 Ｎｏｖａ￣
ｇｅｎ 公司ꎬ猪伪狂犬弱毒疫苗购于海博莱公司ꎬ细胞

因子检测试剂盒购于晶美生物工程(深圳)有限公

司ꎬ猪伪狂犬病毒 ｇＢ 抗体的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂
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盒(阻断法)购于武汉科前公司ꎬＰＲＶ 强毒株由本实

验室分离鉴定ꎮ
１.２　 重组表达质粒的构建

将含有密码子优化的 ＰｏｒＢ 基因重组质粒 ｐＵＣ￣
ＰｏｒＢ 和表达载体 ｐＱＺ ＩＩＩ 分别用 Ｎｄｅ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶

切ꎬ酶切产物经 １％琼脂糖电泳鉴定后胶回收ꎬ回收

产物于 １６ ℃下经 Ｔ４ 连接酶连接过夜ꎬ将连接产物

转入 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ涂氨苄 ＬＢ 平板ꎬ
３７ ℃恒温箱培养 １２ ~ １６ ｈꎮ 挑取单菌落接种于含

氨苄的液体 ＬＢ 中培养ꎬ提取质粒酶切鉴定ꎬ阳性质

粒命名为 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢꎮ
１.３　 重组表达质粒的表达

１.３.１　 重组菌的构建　 将质粒 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ 和空质粒

ｐＱＺ ＩＩＩ 转入大肠杆菌 ＢＬ２１ 中ꎬ分别涂氨苄氯霉素

和氯霉素的 ＬＢ 平板ꎬ得到重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１
和对照菌 ｐＱＺⅢ/ ＢＬ２１ꎮ
１.３.２　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的表达与鉴定　 挑取重组菌

ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ 和对照菌 ｐＱＺ ＩＩＩ / ＢＬ２１ 单菌落ꎬ接
种于含氨苄青霉素的 ５ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃
振荡培养过夜(１２.０~ １６􀆰 ０ ｈ)ꎬ作为母液(ＯＤ６００ ＝
８.０~１０􀆰 ０)ꎮ 将母液按１ ∶ ５０ 比例转接含新的氨苄

青霉素的 ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养

１.５~２􀆰 ０ ｈ(ＯＤ６００ ＝ ０.６~０􀆰 ８)ꎬ取 １ ｍｌ 作为诱导前对

照ꎬ加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的异丙基硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)ꎬ１５ ℃诱导 ２４ ｈꎬ收获菌液ꎬ利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析目的蛋白表达情况ꎮ
１.４　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的可溶性分析

取 １０ ｍｌ 诱导后菌液ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎꎬ 收 集 菌 体ꎬ 用 ５ ｍｌ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉ￣ＨＣｌ
(ｐＨ７􀆰 ５)缓冲液重悬ꎬ于冰水浴中超声波破碎细菌ꎮ
破碎后 ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ分离上清与

沉淀ꎬ沉淀用 ５ ｍｌ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣Ｃｌ(ｐＨ７.５)缓冲液

重悬ꎬ５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、１００ ℃ 下煮样 １０ ｍｉｎꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 鉴定重组 ＰｏｒＢ 蛋白的可溶性ꎮ
１.５　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的纯化和定量

按照 Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 柱纯化说明书纯化ꎬ按照 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒(Ｖａｚｙｍｅ)说明书测定标准蛋

白的 ＯＤ５７０值ꎬ制备出标准曲线ꎬ根据标准曲线计算

重组 ＰｏｒＢ 蛋白的浓度ꎮ
１.６　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白对 ＰＲＶ 弱毒疫苗免疫增强效

力鉴定

１.６.１　 动物免疫　 调整纯化后的重组 ＰｏｒＢ 蛋白浓

度为 １ ｍｇ / ｍｌꎬ按照每份含 １００ μｇ 的剂量添加到伪

狂犬疫苗稀释液中ꎮ 滴鼻免疫 ３ 日龄的 ＰＲＶ 抗原

抗体阴性猪和肌肉注射免疫 ５０ 日龄的 ＰＲＶ 抗原抗

体阴性猪(表 １)ꎮ

表 １　 试验动物分组与免疫

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

分组
免疫

增强剂
剂量
(μｇ) 疫苗 免疫途径

动物数量
(头)

Ｇ１ － － ＰＲＶ 弱毒疫苗 滴鼻 ８

Ｇ２ ＰｏｒＢ １００ ＰＲＶ 弱毒疫苗 滴鼻 １２

Ｇ３ － － ＰＢＳ 滴鼻 ９

Ｇ４ － － ＰＲＶ 弱毒疫苗 肌注 ２０

Ｇ５ ＰｏｒＢ １００ ＰＲＶ 弱毒疫苗 肌注 ２０

Ｇ６ － － ＰＢＳ 肌注 ２０

１.６.２　 试验猪血清 ＩｇＧ 水平检测　 免疫 ２８ ｄ 后采

集所有试验猪的血样ꎬ利用科前生物科技有限公司

的 ＰＲＶ ｇＢ 抗体阻断 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测免疫猪血清

中 ＰＲＶ 抗体水平ꎮ
１.６.３　 试验猪黏膜抗体水平检测　 利用棉绳收集 ３
日龄滴鼻免疫 ２８ ｄ 后试验猪的唾液ꎬ利用科前生物

科技有限公司的 ＰＲＶ ｇＢ 抗体阻断 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检

测猪唾液中 ＰＲＶ 抗体水平ꎮ
１.６.４　 中和抗体检测　 根据参考文献[１２]ꎬ采用固

定病毒稀释血清法进行检测ꎮ
１.６.５　 细胞免疫反应测定　 免疫 ２８ ｄ 后采集所有

试验猪的血样ꎬ用淋巴细胞分离液分离淋巴细胞ꎬ每
个样品 ３ 次重复ꎬ试验组:细胞＋抗原＋ＲＰＭＩ￣１９６４０ꎬ
细胞对照组:细胞＋ＲＰＭＩ￣１６４０ꎬ空白对照组:细胞＋
免疫前＋ＲＰＭＩ￣１６４０ꎮ ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养

４４ ｈꎬ每孔加入 ５ μｇ / ｍｌ ＭＴＴ １０ μｌꎬ继续培养 ４ ｈꎮ
除去上清ꎬ每孔加入 １００ μｌ 的 ＤＭＳＯꎬ充分振荡 １０
ｍｉｎꎬ测定 ＯＤ５７０ꎬ取 ３ 个值的平均值计算刺激指数

(ＳＩ)ꎮ 以刺激指数( ＳＩ)作为判断淋巴细胞转化程

度的参数ꎬＳＩ ＝刺激孔 ＯＤ５７０值 /培养液对照孔 ＯＤ５７０

值ꎮ
　 　 细胞因子检测采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ按
照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测ꎮ
１.７　 数据统计与分析

所有数据用 ＳＰＳＳ１８ 软件统计分析、作图ꎮ

５５３石晓玉等:重组脑膜炎球菌 ＰｏｒＢ 蛋白对猪伪狂犬弱毒疫苗的免疫增强效力



２　 结 果

２.１　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果

经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ与对照菌 ｐＱＺ ＩＩＩ /
ＢＬ２１ 和未诱导的重组菌相比ꎬ在约３７ ０００处 １ 条蛋

白条带明显变粗ꎬ与预期结果相符(图 １)ꎮ 利用重

组蛋白末端携带的 Ｈｉｓ 标签进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ
说明重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ 在 ＩＰＴＧ 诱导下成功获

得表达ꎮ

１:蛋白质分子量标准ꎻ２:对照菌 ｐＱＺ ＩＩＩ / ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱导后全

菌ꎻ３:重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱导前全菌ꎻ４:重组菌 ｐＱＺ￣
ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱导后全菌ꎮ
图 １　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ.１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰｏｒＢ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的可溶性鉴定和纯化

收获诱导菌体后用超声 /高压破碎ꎬ对破碎后上

清和破碎后沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(图 ２)ꎮ 重组菌

ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ 破碎后取上清ꎬ用６Ｈｉｓ Ｎｉ￣ＮＴＡ亲和

层析法进行纯化ꎬ用不同浓度的咪唑洗涤杂蛋白并

洗脱目的蛋白ꎬ收集洗脱产物进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(图
３)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ(图 ４)鉴定ꎬ这些结果表明ꎬ重组

菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ 诱导表达产物在上清中ꎬ目的蛋

白以可溶的形式存在ꎮ
２.３　 重组 ＰｏｒＢ 对 ＰＲＶ 疫苗滴鼻免疫的免疫增强

效果

　 　 图 ５ 显示ꎬ纯化的重组 ＰｏｒＢ 蛋白经脱盐、脱内

毒素[１３]后作为疫苗稀释液与商品疫苗混合后ꎬ滴鼻

免疫 ３ 日龄阴性仔猪ꎬ免疫 ２８ ｄ 后ꎬ在存在较高的

母源抗体的前提下ꎬ疫苗＋ １００ μｇ ＰｏｒＢ 组产生了

８５％的 ＩｇＧ 抗体阻断率ꎬ可以保障仔猪血清中 ＰＲＶ
ｇＢ 抗体阻断率不下降ꎬ与阴性对照组差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ但是没有免疫前的 ＩｇＧ 抗体水平高ꎬ而单独

免疫疫苗的试验组抗体阻断率较低ꎬ仅 ５５％ꎬ与对

１:重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ ＩＰＴＧ 诱导后全菌ꎻ２:重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ
破碎后上清ꎻ３:重组菌 ｐＱＺ￣ＰｏｒＢ / ＢＬ２１ 破碎后沉淀ꎻ４:蛋白质分

子量标准ꎮ
图 ２　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白的可溶性鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰｏｒＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

１:蛋白质分子量标准ꎻ２~３:纯化的重组 ＰｏｒＢ 蛋白ꎮ
图 ３　 纯化重组 ＰｏｒＢ 蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰｏｒＢ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ

１:蛋白质分子量标准ꎻ２:纯化的重组 ＰｏｒＢ 蛋白ꎮ
图 ４　 纯化重组 ＰｏｒＢ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰｏｒＢ ｐｒｏｔｅｉｎ

照组差异不明显(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
　 　 图 ６ 显示ꎬ滴鼻免疫 ３ 日龄阴性仔猪 ２８ ｄ 后ꎬ
含 １００ μｇ ＰｏｒＢ 蛋白的疫苗组产生了 ８９％的 ＩｇＡ 抗
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图 ５　 ３ 日龄仔猪滴鼻免疫后血清 ＰＲＶ ＩｇＧ 抗体阻断率

Ｆｉｇ.５　 ＰＲＶ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｉｍ￣
ｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

体阻断率ꎬ与阴性对照组和免疫前差异显著 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 而单独免疫疫苗的试验组ꎬ抗体阻断率较

低ꎬ仅 ５０％ꎬ与对照组差异不明显(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

图 ６　 ３ 日龄仔猪滴鼻免疫后 ＩｇＡ ＥＬＩＳＡ 抗体阻断率

Ｆｉｇ.６ 　 ＩｇＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｓａｌｉｖａ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｎａｓａｌｌｙ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

２.４　 重组 ＰｏｒＢ 蛋白对 ＰＲＶ 疫苗注射免疫的免疫

增强效果

２.４.１　 ＩｇＧ 抗体　 ５０ 日龄 ＰＲＶ 抗体阴性仔猪肌肉

注射含有 ＰｏｒＢ 蛋白的 ＰＲＶ 弱毒疫苗ꎬ免疫 ２８ ｄ
后ꎬ图 ７ 显示ꎬ疫苗＋１００ μｇ ＰｏｒＢ 免疫组 ＩｇＧ 抗体阻

断率为 ７５％ꎬ单独免疫疫苗组的阻断率为 ４７％ꎬ差
异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明利用大肠杆菌表达的 ＰｏｒＢ
蛋白具有良好的免疫增强性ꎮ
２.４.２　 中和抗体　 采用微量中和试验检测 ５０ 日龄

ＰＲＶ 抗体阴性仔猪肌肉注射含有 ＰｏｒＢ 蛋白的 ＰＲＶ
弱毒疫苗 ２８ ｄ 后血清中特异性针对 ＰＲＶ 的中和抗

体水平ꎬ结果(图 ８)表明ꎬ疫苗＋１００ μｇ ＰｏｒＢ 免疫组

产生较高的中和抗体ꎬ中和抗体滴度的平均值为１ ∶
３２ꎬ明显高于 ＰＲＶ 疫苗免疫对照组产生的中和抗体

滴度ꎮ 该试验结果与用 ｇＢ 阻断法 ＥＬＩＳＡ 检测结果

图 ７　 ５０ 日龄仔猪注射免疫后 ＩｇＧ 抗体阻断率

Ｆｉｇ.７ 　 ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｒａｔｅ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ
ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

相符ꎬ表明 ＰｏｒＢ 作为免疫增强剂能刺激试验猪中和

抗体ꎮ

图 ８　 ５０ 日龄仔猪注射免疫后特异性中和抗体水平

Ｆｉｇ.８　 ＰＲＶ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｉｍｍｕ￣
ｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

２.４.３　 细胞免疫水平

２.４.３. １ 　 淋巴细胞增殖水平 　 为了探讨重组

ＰｏｒＢ 蛋白配合 ＰＲＶ 弱毒疫苗免疫仔猪后诱导特

异性针对 ＰＲＶ 的细胞免疫水平ꎬ本试验检测了

肌肉注射免疫仔猪的特异性外周血淋巴细胞增

殖情况ꎮ 由图 ９ 可知ꎬ含有 ＰｏｒＢ 蛋白 ＰＲＶ 弱毒

疫苗免疫组获得了较强的特异性淋巴细胞增殖

反应ꎬ其刺激指数达到 ２.５０± ０􀆰 １２ꎬ高于单独疫

苗对照组的刺激指数 (１.３０± ０􀆰 ０６) ꎬ明显高于

ＰＢＳ 组的刺激指数 (０.８０± ０􀆰 ０３) ꎮ 统计学分析

结果显示ꎬ疫苗＋１００ μｇ ＰｏｒＢ 免疫组与 ＰＢＳ 组所

引 发 的 Ｔ 细 胞 增 殖 反 应 强 度 差 异 明 显 (Ｐ<
０􀆰 ０５) ꎬ单独免疫疫苗的 Ｔ 细胞增殖反应与 ＰＢＳ
组所引发的 Ｔ 细胞增殖反应强度差异不明显(Ｐ>
０􀆰 ０５) ꎬ此结果表明ꎬＰｏｒＢ 作为免疫增强剂免疫

猪后能够诱发较强的细胞免疫应答ꎮ

７５３石晓玉等:重组脑膜炎球菌 ＰｏｒＢ 蛋白对猪伪狂犬弱毒疫苗的免疫增强效力



图 ９　 ５０ 日龄仔猪注射免疫后淋巴细胞增殖反应

Ｆｉｇ.９　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｉｍ￣
ｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

２.４.３.２　 细胞因子　 为了更好地了解 ＰｏｒＢ 免疫增

强剂诱发体内产生细胞免疫类型ꎬ本文以 Ｔｈ１ 和

Ｔｈ２ 型细胞因子为靶点ꎬ比较试验猪免疫后 Ｔｈ１ 型

细胞因子(ＩＦＮ￣γ)、Ｔｈ２ 细胞因子(ＩＬ￣６)及抑制性 Ｔ
细胞因子(ＩＬ￣１０)的分泌水平ꎮ 结果(图 １０)显示ꎬ
与单独免疫疫苗对照组相比ꎬ疫苗＋ＰｏｒＢ 蛋白组增

加了淋巴细胞中 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣６ 细胞因子的含量ꎮ
但是对 ＩＬ￣１０ 细胞因子的产量没有明显影响ꎬ表明

重组 ＰｏｒＢ 蛋白作为 ＰＲＶ 弱毒疫苗稀释液ꎬ肌肉注

射免疫动物ꎬ没有产生抑制免疫应答的 ＩＬ￣１０ 细胞

因子ꎬ但增强了 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣６ 细胞因子的产量ꎬ即
诱导体内产生强烈的 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 混合型细胞免疫ꎮ

图 １０　 ５０ 日龄免疫猪特异性细胞因子检测结果

Ｆｉｇ.１０　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｓｗｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＶ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

３　 讨 论

猪伪狂犬病是目前危害规模化养殖猪健康生长

的主要传染病之一ꎬ给养猪业带来巨大的经济损失ꎬ
免疫接种是防治伪狂犬病的主要策略[１４]ꎮ 为了更

好地了解免疫增强剂对活疫苗的影响ꎬ用目前市场

上相对成熟的伪狂犬弱毒活疫苗来做试验ꎬ评价重

组 ＰｏｒＢ 蛋白对猪伪狂犬弱毒疫苗免疫增强效果ꎮ
黏膜免疫有别于其他免疫反应ꎬ最大的特点是

产生特异的分泌型 ＩｇＡ( ｓＩｇＡ) [１５]ꎮ 目前研究发现

ｓＩｇＡ 仅在黏膜区域表达ꎬ在黏膜反应中起着非常重

要的作用ꎮ 当黏膜淋巴细胞受到微生物和毒素分子

刺激时ꎬ则产生相应的 ｓＩｇＡ 阻止相关的有害微生物

和毒素分子对黏膜的攻击ꎮ 因此ꎬ黏膜免疫是保护

机体免于病原体侵犯的第一道屏障ꎮ 本研究对重组

ＰｏｒＢ 蛋白作为黏膜免疫增强剂的可行性进行初步

研究ꎮ 由 ＥＬＩＳＡ 抗体检测结果可知ꎬ重组 ＰｏｒＢ 蛋白

作为猪伪狂犬弱毒疫苗的稀释液滴鼻免疫 ３ 日龄初

生仔猪ꎬ可以诱导较强的黏膜免疫和体液免疫应答ꎬ
能够非常明显地增强局部黏膜免疫反应ꎬ提高 ｓＩｇＡ
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的产量ꎬ这与 ＰｏｒＢ 蛋白在人用疫苗中的相关报道结

论[１６￣１８]一致ꎮ
重组 ＰｏｒＢ 蛋白作为猪伪狂犬弱毒疫苗的稀释

液肌肉注射免疫 ５０ 日龄的保育仔猪ꎬ能够明显增强

ＰＲＶ 弱毒疫苗诱导的体液免疫与细胞免疫应答ꎮ
诱导机体内产生 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 混合型细胞免疫ꎬ与已

有研究结果[１９￣２０]一致ꎮ 疫苗＋ＰｏｒＢ 免疫组没有增加

ＩＬ￣１０ 细胞因子的含量ꎬ说明没有产生抑制型细胞免

疫反应ꎬ因为有研究结果表明 ＩＬ￣１０ 抑制 ＡＰＣ 的成

熟ꎬ可直接作用于初始 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞ꎬ通过抑制 Ｔｈ１
细胞亚群分泌 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣２ 来影响 Ｔ 细胞亚群的

分化与成熟[２１￣２２]ꎮ
ＰｏｒＢ 蛋白能够诱导体内产生较强的体液免疫

和细胞免疫ꎬ这可能和以下因素有关ꎬ１) ＰｏｒＢ 蛋白

是外膜孔道蛋白形成分子在细菌膜上的一个孔道ꎬ
外膜孔道蛋白分子在哺乳动物的膜上可以通过其形

成的离子渠道激活免疫细胞ꎮ ２) ＰｏｒＢ 蛋白主要通

过与 ＭｙＤ８８、ＴＬＲ￣２ 的相互作用ꎬ向上调节 Ｂ 细胞上

的 Ｔ 细胞共刺激分子 Ｂ７￣２(ＣＤ８６)和其他 ＡＰＣｓ 分

子的表达ꎮ ３) ＰｏｒＢ 蛋白还通过刺激专职抗原提呈

细胞ꎬ使其分泌细胞因子ꎬ刺激 Ｂ 细胞的增殖和免

疫球蛋白的产生[２３￣２４]ꎮ ４)ＰｏｒＢ￣ＣＴＡ 基因融合不仅

被 ＤＣ、巨噬细胞有效摄取ꎬ还被原始 Ｂ 淋巴细胞摄

取ꎬ刺激 Ｂ 细胞的分化和成熟ꎬ产生抗体ꎬ使抗体在

血液和黏膜表面发挥中和微生物毒力的作用[２５]ꎮ
本试验结果显示ꎬ重组 ＰｏｒＢ 蛋白作为弱毒疫苗

的稀释剂肌肉注射免疫 ５０ 日龄的伪狂犬阴性猪ꎬ能
刺激机体产生较强的系统免疫应答ꎬ滴鼻免疫 ３ 日

龄的仔猪ꎬ不但刺激机体产生系统免疫ꎬ而且产生了

较高的黏膜免疫水平ꎬ这说明 ＰｏｒＢ 重组蛋白能够有

效增强抗原的免疫原性ꎬ为 ＰｏｒＢ 重组蛋白作为黏膜

免疫增强剂使用奠定了基础ꎮ 本试验目前处于鉴定

ＰｏｒＢ 重组蛋白对疫苗免疫增强作用的初步阶段ꎬ而
免疫的最佳使用剂量、免疫持续期、攻毒保护期等还

需要后续的试验摸索ꎮ 本研究利用的重组 ＰｏｒＢ 蛋

白对 ＰＲＶ 弱毒疫苗具有良好的免疫增强效果ꎬ可以

诱导体内产生强烈的体液免疫和细胞免疫ꎬ说明重

组 ＰｏｒＢ 蛋白是一个具有良好发展前景的疫苗免疫

增强剂ꎮ
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