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摘要：【目的】利用干酪乳酸菌作为抗原传递系统来刺激机体产生黏膜免疫反应，从而研制有效的黏膜疫苗

预防 ETEC F41 的感染。【方法】重组菌在 MRS 培养基中进行表达，经 SDS-PAGE、Western blot 检测目的蛋白的

表达，间接免疫荧光分析及流式细胞术检测外源蛋白展示到菌体表面。将重组菌及空质粒菌株分别滴鼻接种 SPF

级 Balb/c 小鼠，采集血液样品测定小鼠产生抗 F41 的特异性 IgG，收集小鼠肺部冲洗液、肠道冲洗液、阴道冲洗

液及粪便样品测定小鼠产生抗 F41 的特异性 sIgA，并对小鼠进行攻毒保护性试验。【结果】重组干酪乳杆菌

pLA-F41/L.casei 免疫小鼠能够产生明显的抗 F41 的 sIgA 和 IgG 抗体水平，主动免疫组保护率在 85%以上，对照

组则全部死亡，被动免疫组新生幼鼠的保护率达 80%，对照组保护率仅为 5%。【结论】细胞表面锚定 ETEC F41 菌

毛蛋白的重组干酪乳杆菌 pLA-F41/L.casei 通过滴鼻途径免疫能够有效预防 F41 型 ETEC 的感染。 

关键词：ETEC F41；干酪乳酸菌；滴鼻免疫；保护率 
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Abstract: 【Objective】 The use of live Lactobacillus casei as an antigen delivery system elicit mucosal immunity and thus 
represents a promising strategy for mucosal vaccination to prevent ETEC F41 infection. 【Method】 The recombinant fusion proteins 
were detected by SDS-PAGE and Western blot. Surface localization of the fusion protein was verified by immunofluorescence 
microscopy and flow cytometry. Intranasal immunization of SPF Balb/c mice was performed with recombinant strain harboring 
pLA-F41/L. casei and pLA/L. casei. Specific anti-F41 IgG antibody in the serum and specific anti-F41 secret immunoglobulin A 
(sIgA) antibody in the lung, intestines, vigna fluid and feces of mice were detected by indirect ELISA after intranasal immunization. 
The mice intranasaly immunized with pLA-F41/L. casei and pLA/L. casei were challenged with standard-type ETEC F41(C83919). 
【Result】 Mice immunized with pLA-F41/L.casei could produce remarkable anti-F41 antibody level. More than 80% of mice 
survived after challenged with C83919 (2×103LD50). All the mice immunized with a control L. casei harboring pLA vector were died. 
Eighty-five percent of the pups survived after challenged with C83919, but only a 5% survival rate for pups that were either 
immunized with a control L. casei harboring pLA vector or unimmunized. 【Conclusion】 These results indicate that mucosal 
immunization with recombinant L. casei expressing ETEC F41 fimbriae protein on its surface provides an effective means for 
eliciting protective immune response against the ETEC F41. 
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0  引言 

【研究意义】产肠毒素性大肠杆菌（Entero- 
toxigenic E.coli，ETEC）能够引起人及新生幼畜（初

生仔猪、犊牛、羔羊及断奶仔猪）剧烈水样腹泻和迅

速脱水死亡。ETEC 首先通过黏附素性菌毛与小肠黏

膜上皮细胞绒毛边缘的特异性受体结合，然后发挥空

间阻遏作用，不被肠蠕动或分泌物的清洗而排除，最

后大量繁殖，并分泌肠毒素，引起水和电解质代谢紊

乱，从而导致腹泻，甚至死亡。依据 ETEC 经黏膜感

染的特点，选择安全无毒，无免疫原性，能表达和传

递抗原物质的干酪乳酸菌载体系统，并利用多聚谷氨

酸跨膜蛋白 pgsA 的锚定机制将外源蛋白 F41 不经过

修饰直接传递到淋巴系统[1-3]，产生黏膜免疫及其系统

免疫，为 ETEC 的防治和进一步研究黏膜免疫机制提

供物质基础。【前人研究进展】产肠毒素性大肠杆菌

（ETEC）能够引起人及新生幼畜（初生仔猪、犊牛、

羔羊及断奶仔猪）剧烈水样腹泻和迅速脱水死亡。该

病流行面广、危害严重，给畜禽养殖业造成了巨大的

经济损失。目前，国内外主要采用了灭活疫苗对其进

行预防和控制。但灭活疫苗保护期短；存在不安全因

素，会由于灭活不当造成疾病的传播；其疫苗只针对

某一血清型有效，但大肠杆菌易变异产生多种血清型

而导致免疫失败等等缺陷，致使灭活疫苗未能大面积

推广使用。因此，安全、有效、实用的新型活载体疫

苗是 ETEC 免疫预防研究的主要方向。【本研究切入

点】黏附素性菌毛与小肠黏膜上皮细胞的特异性受体

结合而定植于黏膜，这是 ETEC 引起疾病的先决条件，

针对其感染途径和黏膜免疫的重要性，滴鼻免疫不仅

能诱导鼻相关淋巴组织（NALT）免疫应答，而且能

诱导全部黏膜相关淋巴组织（MALT）部位及系统的

有效免疫应答，进而诱导产生系统免疫应答，对于黏

膜免疫乳酸菌传递载体比其它活疫苗载体（志贺氏菌

属，沙门氏菌，李斯特菌等）更具有吸引力[4-7]，因为

乳酸菌是人与动物肠道中常见的菌群，被公认为安全

级（generally recognized as safe，GRAS）微生物[8-12]，

不仅具有抗酸碱的能力，而且具有免疫佐剂的功能，

可提高某些免疫活性因子如 IL-2，TNF-α，INF 的分

泌，本身具有低免疫原性、安全、方便、廉价等特点，

这对本病的防治具有重要意义。【拟解决的关键问题】

本研究以食品级微生物干酪乳杆菌作为递呈疫苗抗原

的活菌载体，利用 pgsA 的锚定机制将 F41 展示到菌

体表面，从而使外源抗原递呈到淋巴组织刺激机体产

生黏膜免疫和系统免疫。将构建的表达 F41 蛋白的重

组干酪乳杆菌滴鼻免疫小鼠，测定其诱导黏膜和系统

免疫应答所产生的抗体水平，并进行攻毒试验，评价

该重组乳酸菌表达系统作为 F41 的活疫苗的潜在价

值，同时为进一步研究黏膜免疫机制奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒及主要试剂 
重组干酪乳杆菌 pLA-F41/L.casei 由黑龙江八一

农垦大学基因工程实验室构建并保存；兔源抗 F41 血

清由黑龙江八一农垦大学基因工程实验室制备保存；

HRP 标记的羊抗兔 IgG、HRP 标记的羊抗鼠 IgG 和

MRS 培养基均购自 Sigma 公司；FITC 标记的羊抗兔

IgG 购自中杉金桥生物技术有限公司；其它生化试剂

均为国产分析纯产品。 
1.2  试验动物 

SPF 级 Balb/c 小鼠，购自北京维通利华动物技术

有限公司，引入后在一级动物室内饲养繁殖，饲喂的

食物和水都是经过严格灭菌的。 
1.3  目的蛋白在干酪乳杆菌中的诱导表达及鉴定 

将重组菌 pLA-F41/L.casei接种于MRS 液体培养

基中，37℃培养活化，取活化菌按 1﹕5 比例接种于

10 ml MRS 培养基中进行诱导表达。诱导表达菌液以

3 500 r/min 离心 5 min，菌体沉淀用 10 mg·ml-1的溶菌

酶 37℃水浴作用 40 min，3 500 r/min 离心 5 min，弃

上清，加入 SDS-PAGE 样品缓冲液，混匀，沸水浴

10 min，在 10% SDS-PAGE 上进行电泳分析，同时通

过 Western blot，间接免疫荧光和流式细胞术的检测目

的蛋白的表达及在乳酸菌表面的锚定[13]。 
1.4  试验动物分组及免疫 

6～8 周龄 SPF 级 Balb/c 小鼠，将其以每组 60 只

随机分成 2 组，即含空质粒 pLA 对照组和重组菌

pLA-F41 试验组。滴鼻试验组和对照组分别以 2×109 

CFU/ml 菌悬液 20 µl/只滴鼻接种。 
免疫程序为在 0～2 d、7～9 d、21 d 和 49 d 将小

鼠麻醉进行滴鼻免疫。免疫程序及免疫方法的制定参

考 Lee 等[14]方法进行。 
1.5  免疫小鼠血清中特异性 IgG 的测定 

间接 ELISA 方法进行检测：分别于滴鼻免疫前、

初免后第 14、28、42、56、70 和 84 天采集小鼠血液，

4℃静止过夜，4 000 r/min 离心 10 min，收集血清。

以纯化的 F41 菌毛蛋白包被 96 孔聚苯乙烯微量板 4℃
反应过夜；用含有 5%脱脂乳的 PBS 37℃封闭 1 h；加
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入免疫小鼠血清，37℃反应 1 h；加入 1﹕8 000 稀释

的 HRP 标记羊抗鼠 IgG，37℃反应 1 h；加新鲜配制

的 TMB-H2O2，37℃避光显色 10 min，加终止液，用

酶标仪检测 OD450 值。 
1.6  小鼠肺部冲洗液、肠道冲洗液、阴道冲洗液及粪

便 ETEC F41 异性 sIgA 抗体检测 
于初免后 56，70，84d 处死小鼠，开胸暴露气管，

从气管中部剪断，用 PBS 从气管断端反复冲洗肺，收

集肺部冲洗液； PBS 反复冲洗小肠，收集小肠冲洗液；

PBS 反复冲洗阴道，收集阴道冲洗液。所有冲洗液    
2 000 r/min 离心 10 min，收集上清，置－20℃保存待

测。免疫前及免疫后每周收集小鼠粪便，每 0.1 g 粪便

加入 0.4 ml 提取液，置于振荡器上振荡 30 min，12 000 
r/min 离心 10 min，收集上清。按照 Lee 等[14]方法采

用间接 ELISA 进行检测 ETEC F41 特异性 sIgA 抗体

效价。 
1.7  血清中 IgG 亚类、IgA 杭体和 IgM 抗体的检测 

采集免疫后第 84 天的鼠血清，通过 ELISA 检测

IgG 抗体亚类、抗体 IgA 和 IgM，按照 Lee 等[14]方法

进行。 
1.8  攻毒保护性试验 
1.8.1  主动免疫攻毒保护性试验  根据 Nagy 等[15]

的方法按照不同的时间、不同的剂量对免疫后的小鼠

进行攻毒试验。将免疫后的小鼠分成 4 组，每组 12
只。分别于最后一次免疫后的 3 周（75 d）和 9 周（116 
d）对小鼠进行攻毒试验，攻毒的剂量为 2×103 LD50

（6×1011 CFU of C83919）。观察小鼠的发病及死   
亡情况，并进行记录，用 long rank test 统计小鼠保护

率。 
1.8.2  新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验  按照

Duchet-Suchaux neonatal ETEC challenge model[16-17]，

试验组小鼠滴鼻免疫重组乳酸菌 6～7 周后，将小鼠配

对，新生小鼠划分为 3 组，每组 20 只，出生后 24 h
喂养母乳，然后进行攻毒试验，剂量是 103 C83919/10 
µl。观察小鼠的发病及死亡情况，并进行记录，用 long 
rank test 统计小鼠保护率。 

2  结果与分析 

2.1  目的蛋白在干酪乳杆菌中的诱导表达及鉴定 
重组菌 pLA-F41 在 MRS 液体培养基中培养，离

心收集菌体，裂解物经 10% SDS-PAGE 鉴定，结果

表明有约 73 kD 的蛋白泳带，初步证明目的蛋白获得

了表达（图 1）。表达的蛋白转印 PVDF 膜，与兔源

抗 ETEC F41 血清作用，再经羊抗兔 IgG/HRP 二抗作

用，Western blot 分析，在预期位置出现明显的条带（73 
kD），与预计大小一致；含空质粒 pLA 对照未见此

条带，未见目的条带（图 1），说明表达的蛋白可被

F41 抗血清所识别。 
以含空质粒 pLA 的乳杆菌为对照，与含重组质粒

的干酪乳杆菌一同进行间接免疫荧光试验，分别用电

子显微镜的明视野和绿色荧光进行检测，试验结果表

明，重组干酪乳杆菌经荧光显微镜检查可见明显的绿

色荧光（图 2-a），含空质粒 pLA 的乳杆菌未见绿色

荧光（图 2-b）。明视野下可见到与荧光视野下相同

的细菌形态，由此表明，重组干酪乳杆菌表达了外源

融合蛋白 pLA-F41，同时也初步表明表达的重组蛋白

锚定于菌体表面。 
 

 
 
M：蛋白质 marker；1：空质粒 pLA 对照 8 h 表达的样品；2-4：重组质

粒分别在 4、6、8 h 的表达；5：anti-F41 Western blot 检测结果: pLA-F41 
6 h 取样；6：anti-F41 Western blot 检测结果:空质粒 pLA 对照 6 h 取样 
M: Protein marker; 1: The expression of pLA at 8 h as control; 2-4: The 
expression of pLA-F41 at 4 h, 6 h, 8 h respectively; 5: anti-F41 Western 
blot: pLA / L.casei at 6 h; 6: anti-F41 Western blot:pLA-F41 / L.casei at 6 h 

 

图 1  重组质粒 pLA-F41 在干酪乳杆菌中的表达 

Fig. 1  pLA-F41 expression in L.casei 

 
流式细胞计量术在数量上分析表面表达的融合蛋

白，含空质粒 pLA 的干酪乳杆菌为与含重组质粒的干

酪乳杆菌，经一抗和二抗标记后进行流式细胞检测分

析，结果表明，重组干酪乳杆菌的荧光信号强度明显

高于含有空质粒 pLA 的干酪乳杆菌阴性对照组（图

2-c），结果与免疫荧光检测结果相符，进一步证明抗

原蛋白大量表达在乳杆菌表面。 
2.2  重组干酪乳杆菌免疫鼠血清中抗 ETEC F41 特异

性 IgG 测定 

对滴鼻免疫前和免疫后各时间段断尾采集的血清
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a, b 免疫荧光结果，左边为明视野下的照片，右边为免疫荧光照片，在荧光视野下对照组未见绿色荧光而试验组可见明显的绿色菌体形态（a 右图）；

c 为流式细胞仪检测直方图，绿色阴影部分表示 pLA/L. casei 对照的荧光强度，空白曲线部分为试验组荧光强度，分别用抗 F41 抗体作为一抗，FITC
标记的抗兔 IgG 作为二抗检测 pLA/L.casei 和 pLA-F41/L. casei 
a, b: Representative immunofluorescence images of standard-type L.casei (control) and recombinant L. casei cells expressing pLA-F41. Bright-field images are 
shown on the left. c: Fluorescence-activated cell sorter histograms of L. casei (filled) and of the recombinant L. casei cells (open). The cells were probed with 
rabbit anti-F41 polyclonal antibodies, followed by anti-rabbit IgG antibody and fluorescein isothiocyanate-conjugated streptavidin 

 

图 2  免疫荧光和流式细胞仪检测重组蛋白 

Fig. 2  Immunofluorescence microscopy and flow cytometry analysis of the recombinant protein 

 
样品进行间接 ELISA 检测，观测 IgG 抗体消长规律。

试验结果表明，滴鼻实验组 IgG 抗体效价都显著高于

相应对照组的抗体效价，在免疫后的第二周抗体水平

呈明显上升趋势（28 d，P＜0.01；70 d，P=0.001），

而对照组抗体效价始终变化不大（图 3）。 
2.3  重组干酪乳杆菌免疫小鼠抗 ETEC F41 特异性

sIgA 测定 
分别于初免后第 56、70 和 84 天采集鼠小肠冲洗 

液样品，肺部冲洗液样品及阴道冲洗液样品检测 sIgA 
 

 
 

图3  重组菌pLA-F41/L.casei滴鼻免疫小鼠血清中特异性

IgG 水平 

Fig. 3  Specific IgG level in serum of mice intranasally 

immunized with pLA-F4/L.casei recombinant strain 

抗体水平, 测定结果如图 4 所示，在免疫后 70 d sIgA
抗体水平达至最高，84 d 略有下降。分别于免疫前及

初免后每周采集鼠粪便检测 sIgA 抗体水平，测定结果

如图 5 所示，免疫后的第 14 天即可检出抗体，与对照

组相比呈明显的上升趋势，随后抗体水平一直升高，

在免疫后 77 d sIgA 抗体水平达至最高，84 d 略有下

降，但 P/N＞2.1。 
2.4  血清中 ETEC F41 IgA、IgM 和 IgG 抗体亚类的

检测 
 

 
 

图 4  特异性黏膜 IgA 抗体水平 

Fig. 4  Anti-F41 mucosal IgA antibody responses 
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图 5  重组菌 pLA-F41/L.casei 滴鼻免疫小鼠，粪便中 F41

菌毛特异性 IgA 水平 

Fig. 5  F41 fimbria-specific IgA responses in fecal pellets 

were induced after intranasal immunization of mice 

with a single dose of pLA-F41 and pLA vector as 

control 

 
采集免疫后第 84 天的鼠血清，通过间接 ELISA

检测 IgG 抗体亚类、抗体 IgA 和 IgM，结果表明各实

验组产生的 IgG 抗体亚类主要是 IgG1，其次是 IgG2a
和 IgG2b，且各组明显高于对照组。而 IgA 和 IgM 与

对照组相比没有明显差别（图 6）。 
 

 
 

图6  重组菌pLA-F4/L.casei免疫小鼠血清中特异性抗IgG

亚类及 IgA 和 IgM 的检测 

Fig. 6  Specific IgA，IgM and IgG subclasses level in serum of 

mice immunized with pLA-F41/L.casei recombinant 

strain 

 
2.5  小鼠的攻毒保护 
2.5.1  主动免疫攻毒保护性试验  分别于末次免疫

3 周和 9 周后进行攻毒，攻毒的剂量 2×103LD50（表

1，表 2），连续观察 20 d，对照组的死亡率为 100%，

免疫组的保护率为 100%（末次免疫 3 周后）和 85% 

（末次免疫 9 周后），差异均极其显著（P＜0.001）。 
2.5.2  新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验  小鼠出

生后 24 h 喂养母乳，然后按照 103C83919/10 µl 的剂

量进行攻毒，连续观察 10 d，结果如表 3 所示，来自

于免疫组鼠的新生小鼠免疫保护率达 80%，而对照组

小鼠保护率为 5%，结果表明 sIgA 能为新生幼鼠预防

ETEC F41 的感染提供被动免疫。 
 
表 1  小鼠 75 d 攻毒免疫保护试验 

Table 1  Survival of Balb/c mice immunized with pLA-F41/ 
L.casei challenged with C83919 on day 75 

 小鼠数量

Number of 
mice 

腹泻小鼠数量 
Number of 

diarrhea mice 

死亡小鼠数量

Number of 
dead mice 

保护率

Protection 
rate (%) *

免疫组

Inoculation 
12 0 0 100 

对照组 Control 12 12 12 0 

“ * ”用 long rank test 计算保护率。下同 
“ * ” Used long rank test. The same as below 

 

表 2  小鼠 116 d 攻毒免疫保护 

Table 2  Survival of Balb/c mice immunized with pLA-F41/ 
L.casei challenged with C83919 on day 116 

 小鼠数量

Number of 
mice 

腹泻小鼠数量 
Number of 

diarrhea mice 

死亡小鼠数量

Number of 
dead mice 

保护率

Protection 
rate (%)

免疫组

Inoculation 
12 2 1 85 

对照组 Control 12 12 12 0 

 

表 3  新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验 

Table 3  Intranasal immunization of Bal b/c female mice with 
pLA-F41/L.casei provided passive immunity to pups 
orally challenged with C83919  

 小鼠数量

Number of 
mice 

腹泻小鼠数量 
Number of 

diarrhea mice 

死亡小鼠数量

Number of 
dead mice 

保护率

Protection 
rate (%)

免疫组

Inoculation 
20 4 4 80 

对照组 
Control 

20 19 19 5 

未免疫组

Unvaccine 
20 19 19 5 

 

3  讨论 

产肠毒素性大肠杆菌（ETEC）引起的新生幼畜腹

泻病，由于其发病范围广、发病率及致死率高，已经

严重阻碍了畜牧业的发展，给中国乃至世界的畜禽养
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殖业带来了极大的危害，造成了巨大的经济损失。

ETEC 通过黏附素性菌毛与小肠黏膜上皮细胞的特异

性受体结合而定植于黏膜，这是 ETEC 引起大多数疾

病的先决条件。因为 ETEC 的复制主要发生在小肠绒

毛上，所以黏膜免疫是本病特异性免疫应答的主要特

征，黏膜免疫和其他抗原传输途径相比具有诸如方便、

廉价和可以引起局部和系统免疫的优势[18]。 
黏膜是机体抵御病原体的最大门户及首道防线，

机体 95%以上的感染发生在黏膜部位，研究细菌、病

毒、寄生虫等病原体的黏膜免疫对于防治感染性疾病

具有重要意义。黏膜免疫不仅激发产生大量的 sIgA，

而且也产生 IgG；在黏膜组织中免疫球蛋白总量的

80%是 IgA，特别是 sIgA，每天随分泌物排泄的 sIgA
可高达 10 g。黏膜抵抗感染的功能主要依赖于 sIgA 的

免疫屏障作用。一方面能防止微生物的毒素等小分子

的致病因子以扩散或渗透的方式穿越黏膜屏障，另一

方面能阻止大分子的致病因子和上皮细胞的受体结

合，从而封闭了它们粘附到黏膜上皮细胞、入侵机体

的致病途径。黏膜免疫系统是执行局部特异性免疫功

能的主要场所。上呼吸道黏膜是机体首先接触大量吸

入抗原的部位，鼻黏膜激发的黏膜局部和系统免疫对

于防御病原体进入机体至关重要。鼻腔内免疫后除了

在上呼吸道黏膜有强免疫应答出现，在下呼吸道、胃

肠道、泌尿生殖道等黏膜也有明显的免疫反应[19]。目

前，口服和鼻内给药是主要的黏膜免疫途径，许多研

究也证实这两种摄入途径均能诱导保护性免疫应答。

但有研究证实鼻内免疫比口服更有效，因为通过鼻内

免疫可提供对多种黏膜致病病原体侵袭的保护，鼻内

免疫在降低抗原量、提高使用安全性的同时，又能   
诱发多部位黏膜及系统免疫反应。鼻黏膜生理环境  
温和，鼻腔黏膜下层毛细血管丰富，易于抗原的摄  
取，诱发免疫反应的阈值低[19]，较胃肠道免疫途径更

能有效的诱发系统免疫和强而广泛的黏膜免疫[20-21]。

在共同黏膜免疫系统（CMIS）作用下，滴鼻免疫不仅

能诱导鼻相关淋巴组织（NALT）免疫应答，而且能

诱导全部黏膜相关淋巴组织（MALT）部位及系统的

有效免疫应答，因此，滴鼻免疫是更为有效的免疫   
途径。 

由于 ETEC 的免疫保护性是抗体依赖型的[22]，传

统的疫苗由于被胃肠道改变了结构而不能提供免疫保

护，除非外源抗原（ETEC 菌毛等）不经过修饰直接

传递到淋巴系统，才能刺激机体产生黏膜免疫及其系

统免疫，本试验利用 pgsA 的锚定机制，将 F41 作为

锚定基展示 F41 来制备基因工程疫苗，从而使目的蛋

白 F41 通过 pgsA 展示到干酪乳酸菌表面，把外源抗

原不经过修饰直接传递到淋巴系统，产生黏膜免疫及

其系统免疫。并且产生了积极的、传统疫苗不可比拟

的效果。免疫印迹试验、间接免疫荧光试验和流式细

胞术均表明，所表达在乳酸菌表面的外源蛋白能够与

F41 免疫血清发生反应，重组蛋白与 F41 天然抗原一

样具有相同的抗原性。 
本试验构建的重组干酪乳杆菌，通过建立鼠模型，

探讨该重组干酪乳杆菌系统作为活菌疫苗潜在的应用

价值。笔者的研究结果表明，pgsA 膜蛋白能够将外源

抗原展示给免疫系统，而且展示在乳杆菌表面的重组

融合蛋白滴鼻免疫后，小鼠肺部冲洗液、肠道冲洗液、

阴道冲洗液及粪便中均检测到了特异性 sIgA，这可能

是由于外源抗原接触鼻黏膜后，由 NALT 部位 M 细

胞及树突状细胞加工处理后，激活抗原特异性的 IgA
抗体形成细胞从 NALT 诱导部位迁出，经过血循环或

淋巴循环归巢到远处的肠黏膜效应部位或生殖道黏

膜，在肠道和生殖道引起特异性免疫应答，与

Cawbxaura 等[23]的研究结果相符。同时在小鼠血清中

也检测到了较高的 IgG 抗体水平，证实活菌疫苗能够

诱导试验动物产生明显的系统免疫和黏膜免疫应答。

舒翠莉等应用不同免疫途径、不同抗原的试验比较证

明，在常规口服剂量 1/20 的小剂量条件下，鼻内免疫

既诱发系统 IgA、IgG 免疫反应，又诱导了多部位黏

膜的抗体反应[24-25]。本试验结果同舒翠莉等的结果类

似并且支持共同黏膜免疫系统的概念。为了证明攻毒

保护性是由于特异性免疫而不是由于宿主器官非特异

性细胞免疫反应提供的，末次免疫后 9 周笔者做了同

样的攻毒试验，同时被动免疫攻毒结果证明特异性

sIgA 或者 sIgA、IgG 两者能为新生幼鼠提供良好的免

疫保护力。在 IgG 亚类的检测中平均生成量 IgG1＞
IgG2a＞IgG2b，初步推测重组菌免疫诱导了偏向 Th2
型免疫反应，确定的话，需要进一步检测外周血中的

Th2 型细胞因子 IL-4、IL-10、IFN-γ 等的浓度，同时

血清中 IgA 和 IgM 抗体水平很低，说明免疫保护反应

是由胃肠道、肺支气管、生殖系统黏膜部位产生的

sIgA 提供的，这对 ETEC 的防治具有重要的意义[26-27]。

总之，重组干酪乳杆菌滴鼻免疫小鼠获得的黏膜抗  
体 IgA和血清抗体 IgG 能为动物机体提供良好的免疫

保护力，为抑制 ETEC F41 经肠道黏膜感染进而入侵

机体提供了保障。同时为进一步研究黏膜免疫奠定了

基础。 
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4  结论 

本研究构建的重组干酪乳杆菌表达系统既可诱导 
局部黏膜免疫应答，又可刺激机体产生系统的体液免

疫应答，为 ETEC 的防制和进一步研究黏膜免疫机制

奠定了重要的物质基础。 
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