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要"作者对
(

型口蹄疫病毒"

)*+,

#

,-"

双拷贝
.

细胞表位"

//#"!0&

#&

1

细胞表位"

//"0"!"'&

#融合蛋白

#&#&!#&#&,-"

及其与肠毒素大肠杆菌肠毒素融合后蛋白
#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

进行了免疫分析'动物

试验表明!用
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3%

种融合蛋白分别免疫动物!免疫动物血清中均可产

生针对
)*+,

的抗体'免疫豚鼠在低浓度
)*+,

刺激下能够产生特异性
.

淋巴细胞增殖反应!说明
%

种融合蛋

白都能诱导机体产生
)*+,

特异性细胞及体液免疫反应'

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

融合蛋白免疫雌鼠能

够抵抗大肠杆菌强毒株攻击!免疫保护率如下$

#&#&!1!#&#&'&4

(

"56*7+

!

#&#&!1!#&#&!2.3"&&4

(

"56*7+

'

#&#&!1!#&#&!2.3

免疫血清中具有
2.3

中和抗体!且融合蛋白不具
2.3

毒性'
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结果显示!

#&#&!1!#&#&

和

#&#&!1!#&#&!2.3

能与霍乱毒素"

:;<=>?/@<ABC

#

D.1

抗体特异性结合'结果表明!

#&#&!1!#&#&!2.3

具有开发成为

口蹄疫及肠毒素大肠杆菌疫苗的应用价值'
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口蹄疫病毒"

)<<I!/CI!H<U@;IBL>/L>[B?UL

!

)*+,

#引起的口蹄疫"

)<<I!/CI!H<U@;IBL>/L>

!

)*+

#与产肠毒素大肠杆菌"

8C@>?<@<AB

K

>CB:=3",>

&'(",($"+5(

!

8.8D

#引起的幼畜腹泻均为危害畜牧

业发展的主要疾病'

)*+,

结构蛋白包括
,-"

&

,-#

&

,-%

和
,-0

'一般认为
,-"

起着重要的抗原

作用!其
#"!0&

肽能促进机体产生细胞免疫反应)

"

*

!

而
"0"!"'&

肽能引起机体的体液免疫反应)

#

*

'产肠

毒素大肠杆菌产生的肠毒素分为耐热性肠毒素
1

亚单位"

;>/@!L@/\=>>C@>?<@<ABC

!

2.

#和热敏性肠毒

素"

;>/@!=/\B=>>C@>?<@<ABC

!

7.

#

#

种'耐热性肠毒

素对热稳定!可分为
2.3

与
2.33#

种亚型!相对分

子质量较小!免疫原性弱!与大分子偶联可产生免疫

原性)

%!0

*

%热敏性肠毒素对热敏感!由
9

&

1#

个亚单

位组成!其中
9

是毒素的活性部分!

1

是免疫的主

要受体结合区!其本身没有毒性)

6!'

*

'

!!

作者运用基因工程技术!表达了
%

种融合蛋白$

#&#&!#&#&,-"

!含有
(

型口蹄疫病毒
,-"

双拷贝

#"!0&

与
"0"!"'&

表 位 肽%

#&#&!1!#&#&

是
#&#&!

#&#&,-"

与肠毒素大肠杆菌热敏性肠毒素
1

亚单

位"

7.1

#的融合蛋白%

#&#&!1!#&#&!2.3

是
#&#&!

#&#&,-"

与
2.3

及
7.1

的融合蛋白)

G!F

*

'作者拟

对
%

种融合蛋白的免疫原性进行分析和比较!以期

为预防口蹄疫与幼畜腹泻疾病生产安全高效的基因

工程疫苗提供试验依据'

)

!

材料与方法

)K)

!

菌株及融合蛋白

!!

产肠毒素大肠杆菌强毒株
DE%F&#

"

ÊE/:

!

2.

_

!

7.

_

#为实验室保存%

DE%F"'

"

2.

_

#购自中国

兽医药品监察所%融合蛋白
#&#&!#&#&,-"

)

G

*

&

#&#&!

1!#&#&

)

E

*和
#&#&!1!#&#&!2.3

)

F

*

!作者实验室表达并

保存'

)K!

!

;L5,H

检测融合蛋白
L*+

反应原性

!!

取
#&#&!1!#&#&!2.3

及
#&#&!1!#&#&

纯化蛋白

各
#

#

K

+

H7

`"包被
87329

板!设立
)*+,#&#&!

#&#&,-"

纯化蛋白对照!

0a

过夜'

%Ga

封闭
";

后加入
D.1

抗体"

D/=\B<:;>H

#

%Ga

作用
";

'二

抗蛋白
9

(

S

浓度为
"b'&&&

!

%Ga

作用
%&HBC

!

.*1

显色
"6HBC

后加入
#H<=

+

7

`"硫酸终止液!

在
06&CH

下读取
?@

06&CH

值'

)K%

!

,*5

生物毒性检测

!!

融合蛋白
#&#&!1!#&#&!2.3

的
2.3

生物毒性检

测$采用乳鼠灌胃试验检测
2.3

生物毒性'新生

1971

(

:

乳鼠"

"

$

%

日龄#!购自第二军医大学实验

动物中心!随机分
%

组!每组
6

只!分别以
"

&

#

#

K

纯

化的
#&#&!1!#&#&!2.3

及
-12

灌胃!

#6a

放置
0;

后取出肠段!称量肠质量和去肠鼠体质量!计算肠质

量(去肠鼠体质量"

S

(

D

#的比值!

S

(

D

"

&5&F&

为

2.3

毒性阳性!

S

(

D

#

&5&E%

为
2.3

毒性阴性)

'

*

)K$

!

动物免疫

!!

实验动物购自第二军医大学实验动物中心!动

物试验均在上海农业科学院进行'

!!

'

只家兔分为
%

组!每组
#

只!分别肌内免疫

#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

'

%

周后二免'二免后
%

周采集血清进行乳鼠灌胃中

和试验&

)*+,

细胞中和试验及乳鼠保护试验'

!!

E

只豚鼠分为
0

组!每组
#

只!试验组肌内注射

免疫
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!

2.3

'

%

周后二免'对照组
#

只不免疫'二免后
0

周提取淋巴细胞进行
.

淋巴细胞增殖试验'

!!

0&

只
'

$

E

周龄
1971

(

:

雌鼠分
0

组!每组
"&

只!腹 腔 注 射 免 疫'试 验 组 分 别 注 射
#&#&!

#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

!

%

周后

二免'对照组
"&

只不免疫'二免后
%

周进行肠毒

素强毒株
DE%F&#

攻毒试验'

)KM

!

融合蛋白的
L*+

%

,*5

免疫原性检测

"565"

!

攻毒试验
!

取过夜培养的大肠杆菌强毒株

DE%F&#

培养物腹腔注射
'

$

E

周龄
1971

(

:

雌鼠!

观察死亡情况!测定
DE%F&#

培养物毒性'选用最

小致死量"

*7+

#和
"56*7+

的
DE%F&#

培养物剂

量腹腔注射免疫组及对照组雌鼠'

FE%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
0&

卷
!

"565#

!

2.3

中和试验
!

取
DE%F"'#0;

培养物上

清给乳鼠灌胃!测定
"

个鼠活性单位的
2.3

肠毒素

量!与等量
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!

#&#&!2.3

免疫兔血清混合!

%Ga

中和
";

!设立健

康兔血清对照'采用乳鼠灌胃试验测定中和物
2.3

生物毒性'

S

(

D

"

&5&F

为中和结果阴性!

S

(

D

#

&5&E%

为中和结果阳性!进而评价免疫兔血清中和

抗体的中和效果'

)KN

!

融合蛋白的
!"!"D!"!"

免疫原性检测

"5'5"

!

.

淋巴细胞增殖试验
!

用不同稀释度的

)*+,

抗原刺激免疫组二免后
0

周的豚鼠!提取脾

脏淋巴细胞!设立培养液阴性对照孔'

%G a

&

64

D(

#

&饱和湿度条件下培养
G#;

'加入终浓度为
&5#

H

K

+

H7

`"与
6&

#

H<=

+

7

`"

c..

(

-*2

!继续培养'

测定各孔
?@

'%&CH

值'

"5'5#

!

细胞中和试验
!

对照组健康兔血清购自上

海鼎国'采用固定血清
!

稀释病毒方法测定免疫组

兔血清的中和抗体效价)

"&

*

!血清中和抗体滴度
d

试

验组
7+

6&

(对照组
7+

6&

'判定标准$滴度大于
6&

为

阳性!

"&

$

6&

为可疑!小于
"&

为阴性'

"5'5%

!

乳鼠保护试验
!

#

$

%

日龄乳鼠皮下注射免

疫组及对照组兔血清!

#0;

后
)*+,

攻击!

G#;

后

观察保护情况'

!

!

结
!

果

!K)

!

;L5,H

检测

!!

肠毒素大肠杆菌
7.1

与霍乱毒素"

:;<=>?/

@<ABC

#

D.1

抗原性相似!两者的抗血清有交叉中和

作用'经
D.1

抗体检测!

#&#&!#&#&,-"

融合蛋白

与
D.1

抗体无特异识别!

#&#&!1!#&#&!2.3

及
#&#&!

1!#&#&

融合蛋白能够被
D.1

抗体识别"表
"

#!证明

融合蛋白中
7.1

能够被
7.1

抗体识别'

表
)

!

!"!"D+D!"!"D,*5

!

!"!"D+D!"!"L*+

反应原性的
;L5,H

检测

*EI?4)

!

;L5,H/4-48-91274>.?->1<-34<.>912

C

71-492>!"!"D+D!"!"D,*5E2/!"!"D+D!"!"

包被量("

#

K

+

H7

`"

#

D</@BC

K

/H<UC@

#&#&!1!#&#&!2.3 #&#&!1!#&#& )*+,#&#&!#&#&,-"

# # # 6 "& "6 #&

?@

06&CH

平均值
"5%"#6 "5%EG6 &5&'0 &5&GE &5&GE &5&G' &5&'E

!K!

!

融合蛋白的
,*5

生物毒性检测

!!

"

&

#

#

K

#&#&!1!#&#&!2.3

免疫动物没有发现任

何生理异常!表明该融合蛋白对动物没有生物毒性!

肠质量(去肠鼠体质量值分别为
&5&6'%

和
&5&6G0

!

与
-12

组的
&5&'%0

差异不显著!表明融合蛋白未

残留
2.3

生物毒性'

!K%

!

大肠杆菌强毒株攻毒保护试验

!!

选用
"

和
"56*7+

剂量的
DE%F&#

菌液腹腔

注射雌鼠!对照组鼠全部死亡%免疫
#&#&!#&#&,-"

组小鼠全部死亡!而
#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!

2.3

免疫获得较好的保护"表
#

#'

"56*7+

免疫剂

量下!

#&#&!1!#&#&

免疫组保护率为
'&4

!而
#&#&!

1!#&#&!2.3

免疫组保护率为
"&&4

'

!K$

!

,*5

毒性中和试验

!!

健康兔血清及
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和

#&#&!1!#&#&!2.3

免疫兔血清分别与
"

个鼠活性单

表
!

!

攻毒保护试验

*EI?4!

!

(71-48-9121<966.29O4/6984<716?4-3E?/1>41<;*;B

注射剂量

D;/==>C

K

>I<L>

对照组存活情况

D<C@?<=

免疫组存活情况

2U?[B[<?L

(

RUH\>?<XHB:>BCBHHUCB]>I

K

?<U

Y

#&#&!#&#&,-" #&#&!1!#&#& #&#&!1!#&#&!2.3

"*7+ &

(

6 &

(

6 6

(

6 6

(

6

"56*7+ &

(

6 &

(

6 %

(

6 6

(

6

位
2.3

量等体积混合!感作后进行乳鼠试验!结果

见表
%

!

#&#&!1!#&#&!2.3

免疫组乳鼠
S

(

D

值
#

&5&E%

!而健康兔血清&

#&#&!#&#&,-"

和
#&#&!1!

#&#&

免疫组乳鼠
S

(

D

值
"

&5&F

!说明只有
#&#&!

1!#&#&!2.3

能够诱发兔体产生
2.3

肠毒素中和抗

体'

&F%
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表
%

!

免疫兔血清对
,*5

毒素的中和作用

*EI?4%

!

P4.-7E?9OE-9121<,*5I

0

>47E1<966.29O4/7EII9->

处理组
.?>/@H>C@

乳鼠数
RUH\>?<XLU:MBC

K

HB:> S

(

D

平均值
9[>?/

K

>[/=U>

2.3_

健康兔血清
6 &5&F"6

2.3_#&#&!#&#&,-"

免疫组兔血清
6 &5&F"&

2.3_#&#&!1!#&#&

免疫组兔血清
6 &5&F"%

2.3_#&#&!1!#&#&!2.3

免疫组兔血清
6 &5&'EE

!KM

!

*

淋巴细胞增殖试验

!!

二免后
0

周豚鼠
.

淋巴细胞增殖试验结果表

明!

#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!

2.3

免疫组豚鼠在
"

(

6&

&

"

(

"&&

及
"

(

#&&

稀释度的

)*+,

抗原刺激下有明显的增殖反应!而对照组豚

鼠淋巴细胞在
)*+,

抗原刺激下无明显增殖'说

明构建的
%

种融合蛋白均可以诱导豚鼠产生有效的

抗
)*+,

细胞免疫反应'

!KN

!

抗
=QF'

细胞中和试验

!!

细胞中和试验结果表明$健康兔血清中和后

)*+,7+

6&

为
"&

`05E%%

+

"&

#

7

`"

!

#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

免疫组兔血清中

和后病毒
7+

6&

分别为
"&

`#5E%%

+

"&

#

7

`"

&

"&

`#''G

+

"&

#

7

`"和
"&

`"5E%%

+

"&

#

7

`"

!中和效价分别为
"&&

&

"0'

和
"&&&

!说明构建的融合蛋白均能诱发兔体产

生有效的体液免疫反应!产生的抗体能够中和
)*!

+,

对
1P !̂#"

细胞的毒性'

!KR

!

乳鼠保护试验

!!

乳鼠保护试验结果显示!对照组动物在
"&

`%

$

"&

`6

)*+,

攻击下全部死亡!在
"&

`'病毒攻击下有

半数死亡!说明健康兔血清对乳鼠没有保护作用%

#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

免

疫兔血清保护乳鼠在
"&

`6

$

"&

`'病毒攻击下全部

存活!在
"&

`0

)*+,

攻击下分别有
G64

&

G64

和

"&&4

的保护率"表
0

#!说明免疫兔血清对乳鼠有较

好的保护作用!证明融合蛋白能够诱导兔体产生抗

)*+,

中和抗体'

表
$

!

免疫兔血清对乳鼠的保护能力

*EI?4$

!

(71-48-9121<>47E1<:E8892E-4/7EII9-><17>.8S92

@

6984<716=QF'83E??42

@

4

血清

2>?UH

只数

RUH\>?<XHB:>

)*+,

稀释度

+B=U@B<C<X)*+,

G#;

存活数

RUH\>?<XLU?[B[<?L/X@>?G#;<U?L

0

"&

`%

&

健康兔血清
0

"&

`0

&

2>?/<X:<C@?<=?/\\B@ 0

"&

`6

&

0

"&

`'

#

#&#&!#&#&,-" 0

"&

`%

&

免疫兔血清
0

"&

`0

%

2>?/<X#&#&!#&#&,-" 0

"&

`6

0

[/::BC/@>I?/\\B@ 0

"&

`'

0

#&#&!1!#&#& 0

"&

`%

"

免疫兔血清
0

"&

`0

%

2>?/<X#&#&!1!#&#& 0

"&

`6

0

[/::BC/@>I?/\\B@ 0

"&

`'

0

#&#&!1!#&#&!2.3 0

"&

`%

"

免疫兔血清
0 "&

`0

0

2>?/<X#&#&!1!#&#&!2.3 0

"&

`6

0

[/::BC/@>I?/\\B@ 0

"&

`'

0

"F%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
0&

卷
!

%

!

讨
!

论

!!

,-"

是
)*+,

的主要抗原蛋白!其中的
#"!0&

肽是一重要
.

细胞表位!

"0"!"'&

肽则是一主要
1

细胞表位!并且将不同的表位串联起来会增强其免

疫效果!因此作者构建的融合蛋白中带有双拷贝

#"!0&

表位肽和
"0"!"'&

表位肽!但中间没有任何连

接肽段'因为蛋白质空间构象的关系!这种直接相

连
#&#&!#&#&

可能会对其免疫原性产生一定的影

响'试验证明!融合蛋白
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!

#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

能诱导豚鼠产生有效的抗

)*+,

细胞免疫反应!并能诱发兔体产生有效的体

液免疫反应!产生的抗体能够中和
)*+,

对
1P !̂

#"

细胞的毒性!同时能够对乳鼠产生较好的保护作

用'比较试验数据发现!融合蛋白
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

免疫兔所产生抗

体的中和效价分别为
"&&

&

"0'

和
"&&&

!乳鼠保护率

也相应增加!说明肠毒素大肠杆菌
7.1

插入到双拷

贝
,-"#"!0&!"0"!"'&

肽中可以有效地增强其免疫

活性!肠毒素大肠杆菌
2.3

接入后!融合蛋白的免

疫活性进一步增强!这可能是因为融合蛋白的相对

分子质量增加&融合蛋白中
#&#&

和
7.1

&

2.3

物种

差别大或融合蛋白空间构象更有利于抗原决定簇发

挥作用'

!!

大肠杆菌热敏性肠毒素
7.1

是免疫的主要受

体结合区!耐热性肠毒素
2.3

相对分子质量较小!

免疫原性弱!与大分子偶联可产生免疫原性'作者

表达的融合蛋白把
7.1

或(和
2.3

与
)*+,

,-"#"!0&!"0"!"'&

肽相连!结果表明!融合蛋白

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

中
7.1

能够被

D.1

抗体所识别!免疫动物血清中的抗体可以对乳

鼠产生抵抗大肠杆菌强毒株的保护作用!由于
2.3

的接入和蛋白相对分子质量较大的缘故!

#&#&!1!

#&#&!2.3

免疫血清的保护作用优于
#&#&!1!#&#&

'

融合蛋白
#&#&!1!#&#&!2.3

免疫血清可以中和

DE%F"'

培养物!说明免疫血清中具有
2.3

抗体'

乳鼠灌胃试验表明!融合蛋白
#&#&!1!#&#&!2.3

不

具
2.3

毒性'

!!

肠毒素大肠杆菌引起的幼畜腹泻与口蹄疫均为

危害畜牧业发展的重要疾病!目前易感动物均要用

疫苗进行免疫防治)

""

*

!基因工程疫苗是疫苗研究的

热点'国内外学者通过基因工程技术表达了系列带

有
.

细胞表位或(与
1

细胞表位的融合蛋白)

"

!

"#!"0

*

'

对于肠毒素大肠杆菌!目前国内外所作的研究主要

是研究
7.1!2.3

及与定居因子融合表达产物的免

疫活性)

0

!

'

!

"6!"E

*

'把口蹄疫病毒与肠毒素大肠杆菌

的相关免疫位点基因融合表达!制备抗
)*+,

(

8.8D

双重功能的疫苗为本文的创新之处!作者表

达出
#&#&!#&#&,-"

&

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!

2.3

融合蛋白!对它们的免疫原性进行了比较分析'

试验结果表明!

#&#&!1!#&#&

和
#&#&!1!#&#&!2.3

融

合蛋白可以同时诱导机体产生较好的抗
)*+,

及

8.8D

免疫应答反应!特别是融合蛋白
#&#&!1!

#&#&!2.3

!具有开发成为
)*+,

与
8.8D

基因工

程疫苗的应用价值'
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动物疫情快递

以色列发生新城疫

#&&F

年
%

月
%

日!以色列
*(2P8DP93*(,3.O

博士向
(38

报告了新城疫疫情'疫情始于
#&&F

年

%

月
#

日!于
%

月
%

日确诊'病原是新城疫病毒!疫区位于中央区佩塔提克瓦分区
W9*(. P92P9,3*

村!易感动物为家禽!涉及
"&

万只"

#

群分别为
6E

&

06

日龄#!病例
#&&

例!死亡
"&&

例!销毁
"

万只"剩余鸡拟

在
%

月
'

日前销毁#'此次疫情属临床发病!依靠怀疑&临床检查&实验室检测和尸检作出诊断!以色列南方

家禽疾病实验室"国家实验室#

#&&F

年
%

月
%

日的病原分离&血凝抑制试验结果为阳性!

B̂H?<C

兽医研究所

禽病和鱼病实验室"国家实验室#

-DW

结果为阳性'感染来源尚不清楚'以色列已采取国内限制移运措施!

目前在疫点周围
"&MH

半径范围内开展了监测!并禁止
%MH

半径范围内引进禽类!即将实施扑杀&筛检&紧

急免疫和染疫场区消毒'以色列上一次发生新城疫是
#&&E

年
'

月'

以色列发生猪瘟

#&&F

年
%

月
0

日!以色列
*(2P8DP93*(,3.O

博士向
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报告了猪瘟疫情'疫情始于
#&&F

年
#

月
"6

日!于
%

月
#

日确诊'此次疫情属临床发病!依靠怀疑&临床检查&实验室检测和尸检作出诊断!病原是

猪瘟病毒!疫区位于北部区
9DD(

地区
)922Q.9

村!易感动物是猪和野生动物!涉病猪有
6&&

只!病例
G&

例!死亡
#&

例!销毁
"

例%另在
)922Q.9

村周围
0MH

半径范围内发现
""

头死亡野猪!毒物学检测阴性!

抗原检测显示猪瘟病毒和牛病毒性腹泻病毒阳性!

B̂H?<C

兽医研究所用
-DW

证实饲养猪体内也有猪瘟病

毒'德国
P/C<[>?

兽医大学"

(38

参考实验室#的相关试验尚在进行中'感染来源不清楚!可能来自接触野

生动物和污染物'以色列已采取检疫&国内限制移运措施!即将实施控制野生动物&筛检&紧急免疫&染疫场

区消毒和改良扑杀'这是以色列首次发生猪瘟'

"摘译自
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