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　　摘　要：研究表达猪瘟病毒Ｅ０－Ｅ２基因重组腺病毒疫苗（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２）在兔体上的免疫原性，并确定其最
小免疫保护剂量。将ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２按１０倍梯度稀释为１０７．０　ＩＦＵ、１０６．０　ＩＦＵ、１０５．０　ＩＦＵ，分别免疫接种家兔，１４
ｄ后，用猪瘟脾淋苗对各组兔子进行攻毒。结果１０７．０　ＩＦＵ组和猪瘟脾淋苗组均未出现定型热反应（０／４），脾
重／体重指数比值分别为０．０５５％、０．０５％，脾组织切片均未见充血、淤血，用ＲＴ－ＰＣＲ和ＩＦＡ方法均未检测
到脾脏内有猪瘟脾淋苗病毒；１０６．０　ＩＦＵ组３／４出现定型热反应，脾重／体重指数比值为０．０７４％，脾组织切片

３／４可见充血、淤血，用ＲＴ－ＰＣＲ和ＩＦＡ方法可检测到３／４脾脏有猪瘟脾淋苗病毒；１０５．０　ＩＦＵ组和对照组全
部出现定型热反应（４／４），脾重／体重指数比值分别为０．０９９％和０．１０２％，脾组织切片充血、淤血严重，用

ＲＴ－ＰＣＲ和ＩＦＡ方法均可检测到兔子脾脏内有猪瘟脾淋苗病毒。结果表明与对照组均不保护和猪瘟脾淋
苗组全部保护相比，ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２在兔体的最小免疫保护剂量为１０７．０　ＩＦＵ，本研究成功完成了ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２在
兔体上的免疫原性分析。
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　　猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由黄病毒科
瘟病毒属的猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，

ＣＳＦＶ）引起的一种猪的高度接触性传染病，病死率
极高，给世界养猪业造成了巨大的经济损失。我国
面对这样的烈性传染病采用疫苗接种来预防其发

生，降低发病率和死亡率。猪瘟疫苗的发展经历了
早期的灭活疫苗、弱毒疫苗、基因工程疫苗。目前广
泛使用的是弱毒疫苗，我国批准使用的弱毒疫苗是
由中国兽医药品监察所研制的猪瘟兔化弱毒疫

苗［１］。长期以来，猪瘟兔化弱毒疫苗的普遍使用，使

ＣＳＦＶ野毒株及兔化弱毒抗原发生了变异，出现了
慢性感染、隐性感染等非典型流行形式，很难区分猪
群中的疫苗免疫猪和野毒感染猪，致使疫情难以控
制，或造成免疫失败，这不但影响猪群中猪瘟的净
化，而且给猪肉出口造成障碍［２－３］。为此，研制更安
全、更高效可以进行鉴别诊断的新型基因工程标记
疫苗是全世界养猪业的迫切要求。本实验室从

ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｅ０质粒、ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｅ２质粒中扩增编码

Ｅ０、Ｅ２基因，构建重组腺病毒穿梭质粒ｐＡｄ　Ｔｒａｃｋ－

Ｅ０、ｐＡｄ　Ｔｒａｃｋ－Ｅ２。通过ＰＥＴ３２ａ载体将Ｅ０和Ｅ２
基因串联，形成ＰＥＴ－Ｅ０－Ｅ２，然后再将Ｅ０－Ｅ２克隆
到腺病毒穿梭载体上得到重组腺病毒穿梭质粒ｐＡｄ
Ｔｒａｃｋ－Ｅ０－Ｅ２，转化到大肠埃希菌 ＢＪ５１８３感受态细
胞中，得到重组腺病毒骨架载体ｐＡｄ　Ｅａｓｙ－Ｅ０－Ｅ２，
转染人胚胎肾细胞（ＨＥＫ　２９３），获得了含有目的基
因的重组腺病毒（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２）［４－７］。通过对家兔接种
１０倍梯度稀释的ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２，１４ｄ后用猪瘟脾淋苗
攻毒，每隔６ｈ测兔体温，通过体温的变化、脾重／体
重指数比（％）、脾脏组织病理学变化、ＲＴ－ＰＣＲ和

ＩＦＡ方法对猪瘟脾淋毒攻毒兔进行检测和分离鉴定
等技术共同判断说明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２在兔体的免疫保护
效力以及最小免疫保护剂量。分析表达猪瘟病毒

Ｅ０－Ｅ２基因重组腺病毒疫苗（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２）在兔体的
免疫原性，确定出最小免疫保护剂量［８］。

１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　试验用病毒、疫苗、细胞、实验动物　猪瘟重
组腺病毒疫苗（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２），≥２×１０７．０　ＩＦＵ／ｍＬ［９］，
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其毒价测定采用ＩＦＡ方法［１０－１１］得到，由青岛易邦生
物工程有限公司技术中心（山东省动物疫苗重点实
验室）冻干保存，作为试验样品稀释接种家兔；猪瘟
活疫苗（兔源）简称猪瘟脾淋苗，批号２０１４０１，２０头
份／ｍＬ，由青岛易邦生物工程有限公司冻干苗车间
生产，用于作为本试验的阳性对照；ＳＴ细胞，由本
实验室液氮罐保存；１．５ｋｇ～３ｋｇ健康易感ＳＰＦ家
兔购自青岛康大兔业发展有限公司。

１．１．２　主要试剂及仪器　双抗、１×ＰＢＳ、８０％冷丙
酮、５００ｍＬ／Ｌ甘油，柱式动物 ＲＮＡｏｕｔ提取试剂
盒，北京天恩泽公司产品；两步法ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、

Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，ＴａＲａＫａ公司产品；体温计，
上海鹿得医疗器械贸易有限公司产品；玻璃研磨均
浆器，涿州市琦瑞玻璃制品厂产品；电子天平
（ＪＡ１１０３型），上海民桥精密科学仪器有限公司产
品；核酸电泳仪（ＹＹＤ－８Ｃ型），北京六一仪器厂产
品；ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），爱普拜斯应用生
物系统贸易（上海）有限公司产品；ＢＩＯ－ＲＡＤ　Ｇｅｌ
Ｄｏｃ　ＸＲ＋ 凝胶成像系统，美国伯乐产品；ＣＯ２ 培养
箱（ＲＣＯ３０００Ｔ－５－ＶＢＣ），ＲＥＶＣＯ 产品；荧光显微
镜，Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　免疫前后体温测定　购回兔子的第３天开
始上下午各测体温１次，连续测３ｄ，从２８只兔子中
挑选体温波动不大（±０．５℃）的２０只，随机分成５
组，每组４只，１、２、３组按照１０７．０、１０６．０、１０５．０ＩＦＵ／只
剂量肌肉注射ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２疫苗；４组肌肉注射每头
份１５０倍稀释的猪瘟脾淋苗；５组为生理盐水对照。
同时上、下午各测体温１次，连续测３ｄ。

１．２．２　攻毒前后体温测定　免疫后第１４ｄ攻毒，
用无菌生理盐水将每头份猪瘟脾淋苗稀释１５０倍，
通过耳静脉注射给每组家兔，攻毒剂量为１ｍＬ／只，
攻毒前２ｄ和攻毒当天上、下午各测体温１次，攻毒

２４ｈ后，每隔６ｈ测体温１次，连续测３ｄ至体温恢
复正常。

１．２．３　攻毒后脾重／体重指数　将攻毒后体温恢复
正常的家兔称重、解剖取脾脏称重，计算脾重／体重
指数比（％），通过图表说明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２受保护组与
未受保护组的差异情况，同时做脾脏切片，观察脾脏
的病理变化。

１．２．４　ＲＴ－ＰＣＲ检测脾脏中猪瘟脾淋毒　取各组
家兔脾脏用匀浆器充分研磨，按柱式动物ＲＮＡｏｕｔ
提取试剂盒提取ＲＮＡ，以猪瘟脾淋苗特异性引物进
行ＲＴ－ＰＣＲ检测脾脏中的猪瘟脾淋疫苗毒，进一步
证明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２的保护效力［１２－１４］。

１．２．５　ＩＦＡ分离鉴定脾脏中猪瘟脾淋毒　 取各组
家兔脾脏加ＰＢＳ（含双抗）低温下充分研磨，组织悬
液离心后经０．２２μｍ滤器过滤。同时，将猪睾丸细
胞系（ＳＴ细胞）铺平于６孔板中，当细胞长到８０％
单层时，接种过滤的悬液，盲传３代。将ＳＴ细胞用
冷丙酮２℃～８℃固定３０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤３次，
将１∶３００稀释的猪瘟病毒特异性抗体加到固定好的

ＳＴ细胞上，３７℃孵育１ｈ，１×ＰＢＳ洗涤３次，再加

１∶５００稀释的ＦＩＴＣ标记的兔抗猪ＩｇＧ，３７℃孵育

１ｈ，１×ＰＢＳ洗涤３次，６孔板中每个孔加适量５００
ｍＬ／Ｌ甘油，在荧光显微镜下观察试验结果［１５］。

２　结果

２．１　免疫前、免疫后实际测温结果
按照１．１的方法进行实际测温，将结果绘制时

间－体温曲线（图１），从图１中可以看出，免疫前各组
家兔体温波动不大；用ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２（１０７．０、１０６．０、１０５．０

ＩＦＵ）免疫组家兔体温在正常范围内，用猪瘟脾淋苗
免疫组家兔出现兔体反应热（≥４０．５℃）与常规猪
瘟脾淋苗检测结果一致［１６］。

图１　免疫前后实际测温

Ｆｉｇ．１　Ａｃｔｕａｌ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

２．２　ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２对免疫兔的保护作用
免疫１４ｄ后，各组兔子用猪瘟脾淋苗攻毒，将

实际测温情况绘制时间－体温曲线（图２），从图２中
可以看出，攻毒前２ｄ各组免疫兔体温在正常波动
范围内（＜４０．５℃），攻毒后１０７．０　ＩＦＵ组（０／４）和猪
瘟脾淋苗组（０／４）均未出现定型热反应，１０６．０　ＩＦＵ
组（３／４）出现定型热反应，１０５．０　ＩＦＵ（４／４）出现定型
热反应，对照组（４／４）出现定型热反应［１７－１８］。

图２　用猪瘟脾淋毒攻毒后免疫兔产生的定型热反应

Ｆｉｇ．２　Ｆｅｖｅｒ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｒａｂｂｉｔｓ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｗｉｔｈ　ＣＳＦ　ｓｐｌｅｅｎ　ｖｉｒｕｓ
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２．３　攻毒后脾重／体重指数
经脾重／体重指数比分析发现（图３），１０７．０　ＩＦＵ

组与１０５．０　ＩＦＵ 组、１０７．０　ＩＦＵ组与对照组差异显著
（Ｐ＜０．０５）；猪瘟脾淋苗组与１０５．０　ＩＦＵ组、猪瘟脾淋
苗组与对照组异显著（Ｐ＜０．０５）；然而，１０７．０　ＩＦＵ组
与１０６．０　ＩＦＵ组、１０７．０　ＩＦＵ组与猪瘟脾淋苗组、１０６．０

ＩＦＵ组与１０５．０　ＩＦＵ 组、１０６．０　ＩＦＵ组与猪瘟脾淋苗
组、１０６．０　ＩＦＵ组与对照组、１０５．０　ＩＦＵ组与对照组差
异不显著（Ｐ＞０．０５）。

图３　脾重／体重指数比

Ｆｉｇ．３　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｓｐｌｅｅｎ　ｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙ　ｗｅｉｇｈｔ

２．４　脾脏病理组织学观察
将攻毒后体温趋于正常的兔子剖检，取脾脏做

石蜡切片，显微镜下观看脾脏病理组织变化（图４）。

１０７．０　ＩＦＵ组（图４Ａ）攻毒后脾组织切片未见充血、
淤血；１０６．０　ＩＦＵ组 （图４Ｂ）攻毒后脾组织切片未见
充血、淤血，而１０６．０　ＩＦＵ组 （图４Ｃ）攻毒后脾组织切
片充血、淤血严重；１０５．０　ＩＦＵ组（图４Ｄ）攻毒后脾组
织切片充血、淤血严重；猪瘟脾淋苗组（图４Ｅ）攻毒
后脾组织切片未见充血、淤血；对照组（图４Ｆ）攻毒
后脾组织切片充血、淤血严重。

２．５　ＲＴ－ＰＣＲ检测攻毒后免疫兔脾脏内猪瘟脾淋
毒病毒

　　以猪瘟脾淋苗特异性引物为模板进行ＲＴ－ＰＣＲ
扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测，结果表明，１０７．０　ＩＦＵ
组（０／４）和猪瘟脾淋苗组（０／４）攻毒后均未检测到猪
瘟脾淋苗病毒，对照组（４／４）均检测到猪瘟脾淋苗病
毒；１０６．０　ＩＦＵ 组（３／４）能检测到猪瘟脾淋苗病毒、

１０５．０　ＩＦＵ组（４／４）均检测到猪瘟脾淋苗病毒（表１）。

Ａ．１０７．０　ＩＦＵ；Ｂ．１０６．０　ＩＦＵ（保护）；Ｃ．１０６．０　ＩＦＵ（未保护）；Ｄ．１０５．０　ＩＦＵ；Ｅ．猪瘟脾淋苗；Ｆ．对照
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图４　不同组脾脏病理组织学观察结果（ＨＥ，２００×）

Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｐｌｅｅｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ，２００×）

表１　ＲＴ－ＰＣＲ检测猪瘟脾淋毒病毒
Ｔａｂｌｅ　１　ＲＴ－ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＳＦ　ｓｐｌｅｅｎ　ｖｉｒｕｓ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
疫苗

Ｖａｃｃｉｎｅ
剂量

Ｄｏｓｅ
保护比

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏ

１ ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２　 １０７．０　ＩＦＵ　 ４／４
２ ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２　 １０６．０　ＩＦＵ　 １／４
３ ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２　 １０５．０　ＩＦＵ　 ０／４

４
猪瘟脾淋苗

ＣＳＦ　Ｓｐｌｅｅｎ　ｖａｃｃｉｎｅ
１／１５０　 ４／４

５
生理盐水

Ｎｏｒｍａｌ　ｓａｌｉｎｅ
１ｍＬ　 ０／４

２．６　ＩＦＡ分离鉴定脾脏中猪瘟脾淋毒
间接免疫荧光（ＩＦＡ）结果显示，１０７．０　ＩＦＵ组（图

５Ａ）和猪瘟脾淋苗组（图５Ｅ）均未出现特异性绿色
荧光（０／４）；而对照组（图５Ｆ）均出现特异性绿色荧

光（４／４）；１０６．０　ＩＦＵ组（图５Ｂ）能起保护作用的兔子

ＩＦＡ检测未出现特异性绿色荧光（１／４），而１０６．０ＩＦＵ
组（图５Ｃ）没有能起保护作用的兔子ＩＦＡ检测出现
特异性绿色荧光（３／４）；１０５．０ＩＦＵ组（图５Ｄ）ＩＦＡ检
测出现特异性绿色荧光（４／４）。

３　讨论
本研究是在前期已经构建的表达猪瘟病毒Ｅ０－

Ｅ２基因重组腺病毒疫苗（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２）的基础上，以

ＳＰＦ家兔作为实验动物模型，通过测兔体定型热反
应、脾重／体重指数比、ＲＴ－ＰＣＲ、ＩＦＡ、病理组织学变
化等免疫学、病理学、分子生物学技术共同评价了

ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２在兔上的免疫保护效力。
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Ａ．１０７．０　ＩＦＵ；Ｂ．１０６．０　ＩＦＵ（保护）；Ｃ．１０６．０　ＩＦＵ（未保护）；Ｄ．１０５．０　ＩＦＵ；Ｅ．猪瘟脾淋苗；Ｆ．对照

Ａ．１０７．０　ＩＦＵ；Ｂ．１０６．０　ＩＦＵ（Ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ）；Ｃ．１０６．０　ＩＦＵ（Ｕｎｐｒｏｔｅｃｔｅｄ）；Ｄ．１０５．０　ＩＦＵ；Ｅ．ＣＳＦ　ｓｐｌｅｅｎ　ｖａｃｃｉｎｅ；Ｆ．Ｃｏｎｔｒｏｌ

图５　不同组脾脏ＩＦＡ特异性鉴定（２００×）

Ｆｉｇ．５　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｌｅｅｎｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ｂｙ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ＩＦＡ（２００×）

　　通过以上方法比较分析发现，１０７．０　ＩＦＵ组和猪
瘟脾淋苗组均未出现定型热反应（０／４）；脾组织切片
未见充血、淤血；用ＲＴ－ＰＣＲ和ＩＦＡ方法均未检测
到兔子脾脏内猪瘟脾淋苗病毒，说明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２
（１０７．０　ＩＦＵ）在兔体的免疫攻毒保护试验中起到保护
作用（４／４）。１０６．０　ＩＦＵ组出现定型热反应（３／４）；相
对应的兔脾组织切片可见充血、淤血（３／４）；用ＲＴ－
ＰＣＲ和ＩＦＡ方法可检测到对应兔子脾脏内猪瘟脾
淋苗病毒（３／４），说明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２（１０６．０　ＩＦＵ）在兔体
的免疫攻毒保护试验中起到保护作用（１／４）。１０５．０

ＩＦＵ组和对照组全部出现定型热反应（４／４）；脾组
织切片充血、淤血严重（４／４）；用ＲＴ－ＰＣＲ和ＩＦＡ方
法均可检测到兔子脾脏内猪瘟脾淋苗病毒（４／４），说
明ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２（１０５．０　ＩＦＵ）在兔体的免疫攻毒保护
试验中没有起到保护作用（０／４）。以上结果进一步
分析表明，ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２可诱导机体产生猪瘟特异性
免疫，此抗体在最小免疫保护剂量是１０７．０　ＩＦＵ时对
猪瘟脾淋苗病毒攻击具有保护作用。试验中脾重／
体重指数比、ＲＴ－ＰＣＲ、ＩＦＡ、病理组织学变化检测结
果与家兔体温反应结果一致，四种试验方法检测结
果可以有效地对体温反应可疑或者轻热的家兔进行

判定，避免了体温反应结果产生的不确定性。本试
验结果的一致性为四种试验方法用于ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２
在家兔上的免疫原性分析提供有力依据。
根据中华人民共和国兽用生物制品规程（２０００

版）和中华人民共和国兽药典（２０１０年版）规定，现
行的猪瘟疫苗免疫效力检验主要依靠家兔或猪进行

动物试验［１９－２０］。因用猪进行检验成本太高、不易操
作、耗时长，故在生产实际中多采用兔体定型热反
应，但是兔体定型热反应仍然存在试验耗时、操作繁
琐、重复性较差、敏感性较低等缺点，且受试验动物
的个体差异、环境因素等多方面影响，因此本试验通

过比较ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２家兔体温反应热与脾重／体重指
数比、ＲＴ－ＰＣＲ、ＩＦＡ、病理组织变化检测结果的相关
性，给出了脾重／体重指数比、ＲＴ－ＰＣＲ、ＩＦＡ、病理组
织学变化等方法用于ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２在家兔上的免疫
原性分析的可行性。本研究依然采用家兔进行效
检，同时用以上四种方法进行验证，避免了传统方法
因家兔质量和环境等因素对体温检测结果的影响，
提高了检测结果的可靠性和可重复性。
本试验通过表达猪瘟病毒Ｅ０－Ｅ２基因重组腺

病毒疫苗（ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２）在兔体上的免疫原性分析，
不仅能够检验ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２的保护效力，还确定出最
小免疫保护剂量，有利于ｒＡｄ－Ｅ０－Ｅ２效力质量检测
应用，更对后期的大规模生产培养工艺优化具有积
极的评价指导作用，具有广阔的应用前景。
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