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摘要：【目的】研制猪伪狂犬病毒(PRV)和猪圆环病毒2型(PCV2)的二联活疫苗，并用猪IL-18作为免疫

佐剂。【方法】将猪IL-18基因插入到质粒pGO中，获得的重组转移质粒pGO18与猪PRV弱毒HB98株
DNA共转染ST细胞，并进行空斑筛选和纯化；RT-PCR和Western blot分别从转录和蛋白水平鉴定其表达

情况。将重组病毒PGO18和PGO、PRV弱毒株HB98、PCV2灭活商品苗和1640细胞培养基分别免疫6周龄

雌性昆明小鼠，4周后二次免疫，二免后4周用PCV2 DF强毒和PRV Min/A强毒接种小鼠。通过ELISA、

血清中和试验和流式细胞术及攻毒保护试验评价重组病毒的免疫原性。【结果】获得了重组病毒

PGO18，并且可在ST细胞内表达；PGO18可诱导小鼠机体产生PCV2的ELISA和PRV的中和抗体水平，

刺激CD3+、CD4+、CD8+ T细胞亚群的增殖，且能有效抵抗PCV2和PRV强毒攻击。【结论】IL-18基因可

增强重组病毒的免疫效果，使重组病毒具有良好的免疫原性，有望成为防治PCV2和PRV的候选疫

苗株。
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断奶仔猪多系统衰竭综合征(PMWS)主要由

猪圆环病毒2型(PCV2)引起，PCV2还与多种疾病

相关，统称为猪圆环病毒病。主要感染猪的皮肤

和粘膜组织，导致相应部位上皮组织发生增生性

病变，还可加重猪呼吸和繁殖障碍综合征病毒和

猪细小病毒等感染。现已确认猪圆环病毒病在

全世界都有发生，对养猪业造成了巨大的经济

损失。

伪狂犬病毒(PRV)基因组大小约150 kb，含有

多个非必需基因，可供外源基因的插入。目前，

以无致病性或弱毒病原疫苗株作活载体，将其它

病原的主要抗原性基因插入载体基因组后并不影
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响疫苗株的增殖，且可诱导产生体液免疫，避免

了许多重组亚单位疫苗的缺点。用重组活载体疫

苗免疫动物后，实现了所插入的外源基因的表

达，产生了针对该病原的抗原物质，进而刺激机

体产生相应的免疫应答，从而实现了一针多防。

重组病毒活载体疫苗的研究已成为当今疫苗研究

领域的又一大热点。

中国作为世界养猪数量较多国家之一，

PCV2感染和PR的发生均相当严重[1-5]。IL-18表达

的基因是诱导T、B和NK细胞反应的强有力佐

剂，而且IL-18无免疫原性，不会引起自身免疫疾

病，克服了传统佐剂的一大缺点[6]。另外，将IL-
18基因克隆到载体中，可实现标准化生产，大大

提高实用价值。因此，在前期构建的重组质粒

pGO基础上，插入猪IL-18基因，构成重组质粒

pGO18，可保证外源基因的高效表达，不仅可用

于治疗疾病，还有望成为一种安全、经济、高效

的新型免疫佐剂，在畜禽养殖业中具有广泛的应

用前景。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    质粒、细胞及毒株：携带PCV2 ORF2基因

的重组猪伪狂犬病毒转移质粒pGO[7]和重组质粒

pGEMT-IL18[8]由河南省动物性食品安全重点实验

室构建并保存；ST(猪睾丸)细胞、PRV Min/A株

均购自中国兽药监察所；表达PCV2 ORF2基因的

重组猪伪狂犬病毒PGO由钞安军构建 [7]。PCV2
DF强毒由河南省动物性食品安全重点实验室分离

并保存；猪伪狂犬弱毒HB98株购自武汉科前生物

制品公司。

1.1.2    疫苗及试验动物：PCV2灭活疫苗购自武汉

科前生物制品公司。6周龄SPF雌性昆明小鼠，体

重为16–20 g/只，购自河南省实验动物中心。

1.1.3    主要试剂：Premix Taq DNA聚合酶，BamH
Ⅰ、Bgl Ⅱ等限制性内切酶，T4 DNA连接酶，碱

性磷酸酶(CIAP)购自TaKaRa公司；脂质体转染试

剂LipofectamineTM 2000 Reagent购自Invitrogen公
司；BIOMIGA无内毒素质粒提取试剂盒、RPMI
1640细胞培养液、四季青胎牛血清购自郑州天驰

生物科技有限公司；PCV2抗体ELISA检测试剂盒

购自武汉科前生物制品公司、辣根过氧化物酶

(HRP)标记的羊抗鼠IgG抗体购于北京博奥森生物

技术发展公司；兔源PCV2阳性抗体购自博奥森生

物技术有限公司，山羊抗兔IgG购自博士德生物。

1.2    重组猪伪狂犬病病毒转移质粒pGO18的构建

根据重组质粒pGEMT-IL18中的猪IL-18基因

片段设计1对引物，上、下游引物的5′端均包含有

Bgl Ⅱ酶切位点(下划线部分)，上游引物序列为：

5′-GAAGATCTATGACGTATC CAAGG-3′，下游

引物序列为：5′-GCTCTAGACATTCATTAAG
GGTTA-3′；反应条件：94  ℃  5  min；95  ℃  1
min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30个循环；72 ℃
10 min。经Bgl Ⅱ酶切处理后的IL-18基因克隆到

经同样处理并磷酸化的pGO质粒中，最终得到重

组转移质粒pGO18 (图1)。

1.3    转染与重组病毒的纯化

按照OMIGA无内毒素质粒提取试剂盒的要求

进行重组质粒的提取。转染前24 h将ST细胞悬液

转至6孔板中，待细胞长至90%左右时，参照脂质

体LipofectamineTM 2000试剂盒转染说明书，采用

脂质体介导法将重组质粒pGO18与猪PRV弱毒

HB98株基因组DNA进行共转染，待约80%细胞发

生病变时收获病毒。在倒置荧光显微镜下采用空

斑纯化技术，同时结合PCR扩增的方法进行筛

选，直至所有空斑均显示绿色荧光且从中随机挑

取20个空斑，PCR扩增的ORF2和IL-18目的基因

阳性率达到100%，表明已纯化完全。

1.4    重组病毒PGO18株的鉴定

1.4.1   mRNA检测：按照RNA快速提取试剂盒的

要求进行细胞总RNA的抽提，用Oligo (dT)引物反
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转录后分别使用1.2中的ORF2基因与IL-18基因的

特异性引物进行PCR扩增，并进行琼脂糖凝胶电

泳检测。

1.4.2    Western blot检测：参照Bio-Rad公司电泳

仪使用说明书进行操作，制备好分离胶和浓缩胶

后，加入SDS-PAGE电泳缓冲液，每孔上样20
μL。SDS-PAGE电泳结束后，转膜，封闭，加入

兔源PCV2一抗4 ℃孵育过夜；TBST洗3次，再加

入HRP标记的山羊抗兔IgG二抗，室温孵育2 h；
TBST洗3次，最后在DAB显色液中显色。

1.5    小鼠免疫试验及ELISA抗体检测

将100只6周龄雌性SPF级昆明小鼠随机分成

5组，每组20只。免疫方案如表1所示。

1.6    PCV2和PRV的抗体水平检测

从首免后第3周开始，每周从每组随机挑选

5只小鼠进行尾静脉采血，分离血清后检测血清中

的PCV2 ORF2蛋白的ELISA抗体水平和PRV的中

和抗体水平[9-10]。

1.7    小鼠外周血T淋巴细胞亚群数量的测定

首免后第8周，采用眼球摘除术采集抗凝血通

过流式细胞仪检测T淋巴细胞亚群的数量。取专

用上样管，标记后，取各组抗凝血各100 µL，分

别加入1 µL荧光标记的CD3+/CD4+/CD8+抗原的单

克隆抗体，轻轻混匀后，室温下避光孵育20 min；

随后每管加入2  mL溶血素混匀，室温作用15

min后，3000 r/min，离心5 min；按2 mL/管加入

2%  FBS-PBS，3000  r/min，离心5  min，重复

3次；最后用400 µL PBS定容，振荡15 s使其充分

混匀；避光保存，采用流式细胞仪检测CD3+、

图 1.  重组质粒pGO18的构建

Figure 1.  Construction of recombinant plasmid pGO18.

表1.  小鼠分组及免疫情况

Table 1.  Grouping and vaccination of mice

Groups Immunization number of mice/group Dose/mouse boost immunization/μL Vaccination route

 Recombinant virus PGO18 20 500 subcutaneous injection

 Recombinant virus PGO 20 500 subcutaneous injection

 PRV attenuated HB98 20 500 subcutaneous injection

 PCV2 inactivated vaccine 20 500 subcutaneous injection

 1640 medium 20 500 subcutaneous injection
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CD4+和CD8+ T淋巴细胞亚群的数量，所得数据用

Excel和SPSS软件进行统计学分析。

1.8    攻毒保护试验

首次免疫后8周，将每组中的10只小鼠一分为

二，分别用107  TCID50的PCV2  DF强毒和PRV
Min/A强毒腹腔接种小鼠。对用PRV Min/A株攻毒

的小鼠连续观察2周，每隔12 h观察并记录小鼠的

发病及死亡情况。用PCV2 DF株攻毒的小鼠，于

攻毒后3周处死，解剖取其心脏、肝脏、脾脏、肺

脏、肾脏提取DNA并通过荧光定量PCR的方法进

行PCV2病毒含量的检测。

2    结果和分析

2.1    重组病毒PGO18的构建

将重组质粒pGO18与猪PRV弱毒HB98株采用

脂质体介导法发生同源重组后，用收获的转染液

在倒置荧光镜下进行空斑纯化，至所有空斑均显

示如图2所示的绿色荧光(A为正常细胞对照，B、

C分别为普通倒置显微镜和荧光倒置显微镜下观

察到的细胞病变)。从中随机挑取出20个空斑，通

过PCR均可扩增出ORF2和IL-18基因(图3)，表明

已构建出纯化的、生长稳定的重组病毒PGO18。

图 2.  空斑筛选后不同亮度下观察到的荧光照片

Figure 2.  Illustration of green fluorescence after plaque assay with different brightness. A: Control; B: under inverted
microscope; C: under fluorescence inverted microscope.

图 3.  20个空斑的ORF2基因和IL-18基因的PCR检测结果

Figure 3.  PCR results of ORF2 gene and IL-18 gene from 20 plaques. M: DNA marker DL2000; 1-20: ORF2 gene;
C: Negative control of ORF2 gene; 21-40: IL-18 gene; C′: Negative control of IL-18 gene.
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2.2    mRNA检测

提取重组病毒PGO18感染的ST细胞总RNA，

经R T - P C R扩增后，电泳检测分别出现长约

700 bp和600 bp的片段(图4)，而阴性对照却无此

条带。表明ORF2基因和IL-18基因在ST细胞中进

行了转录。

2.3    重组病毒PGO18的Western blot鉴定

重组病毒PGO18经SDS-PAGE电泳及Western
blot检测后，分别在27.8 kDa和22 kDa的位置处出

现特异性条带，与预期大小一致，而阴性对照组

并无此条带，从蛋白水平上证明该重组病毒能表

达PCV2 ORF2蛋白和IL-18蛋白(图5)。

2.4    PCV2的ELISA抗体检测

对小鼠血清处理后，采用间接ELISA的方法

测定PCV2抗体水平的动力学变化。仅把试剂盒中

的羊抗猪酶标二抗用羊抗鼠辣根过氧化物酶标二

抗替代，测定630 nm波长处的吸光度(OD)值，从

而确定各样品的抗体水平。结果如表2和图6所
示，表明PCV2灭活疫苗组、重组病毒PGO组和

PGO18组在一免后14 d抗体水平与1640细胞培养

液组基本一致，均处于较低水平；一免后28  d
PCV2灭活疫苗组及重组病毒PGO组和PGO18免疫

组抗体水平基本一致，相比一免后14  d均有所升

高，随后继续升高，到一免后56  d达到最高，且

重组病毒PGO18免疫组明显高于其它3组，差异显

著(P＜0.05)，1640培养液对照组在整个免疫期内

的抗体水平变化不大。

图 5.  重组病毒PGO18的Western blot鉴定

Figure 5.  Identification of recombinant virus PGO18 by
Western  blot.  M:  Protein  marker;  1:  PGO18  ORF2
protein; 2: PGO ORF2 protein; 3: pG vector; 4: PGO18
IL-18 protein.

图 4.  ORF2基因和IL-18基因的扩增图

Figure 4.  Amplification of ORF2 gene and IL-18 gene. M: DNA marker DL2000; 1: ORF2 gene; C: Negative control
of ORF2 gene; 2: IL-18gene; C′: Negative control of IL-18 gene.
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2.5    PRV的血清中和试验

对小鼠血清处理后，采用血清中和试验的方

法检测PRV的抗体水平。结果如表3和图7所示，

表明HB98组、重组病毒PGO组和PGO18组在一免

后14  d均产生了PRV中和抗体，且均处于较低水

平；一免后28 d，3组的抗体水平都有所升高，随

后逐渐升高，到一免后56 d抗体水平达到高峰，

其中重组病毒PGO18组显著高于重组病毒PGO组

和1640对照组。而1640对照组无论是首次免疫还

是加强免疫，其PRV的抗体水平均变化不大，且

处于较低水平。

2.6    小鼠外周血T淋巴细胞亚群的测定

用流式细胞仪检测小鼠外周血T淋巴细胞亚

群的变化情况，结果如表4和图8所示，与1640细

表2.  血清中PCV2 ELISA抗体水平

Table 2.  The PCV2 antibody level in serum detected by ELISA (OD630 value)

Groups
PCV2 antibody level (Time after the first immunization/day)

14 d 28 d 42 d 56 d

 PGO18 0.46±0.06 0.69±0.04 1.95±0.16 2.27±0.35

 PGO 0.47±0.05 0.62±0.07 1.41±0.39 1.84±0.08

 PCV2 vaccine 0.49±0.02 0.67±0.09 1.05±0.13 1.33±0.19

 1640 medium 0.31±0.01 0.30±0.01 0.30±0.01 0.31±0.01

图 6.  血清中PCV2 ELISA抗体动态

Figure 6.  The dynamic variation of PCV2 antibody in
serum detected by ELISA (OD value).

图 7.  血清中的PRV中和抗体动态

Figure 7.  The dynamic variation of PRV antibody in
serum detected by neutralization assay.

表3.  血清中的PRV中和抗体水平

Table 3.  The PRV SN antibody titer

Groups
PRV SN antibody titer (Time after the first immunization/day)

14 d 28 d 42 d 56 d

 PGO18 1.11±0.06 1.76±0.04 1.90±0.08 2.26±0.18

 PGO 1.11±0.07 1.26±0.05 1.37±0.02 2.01±0.06

 PRV HB98 1.27±0.13 1.56±0.08 1.69±0.06 2.13±0.04

 1640 medium 0.29±0.01 0.29±0.01 0.29±0.01 0.29±0.01
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胞培养基对照组相比，用重组病毒PGO18、重组

病毒PGO、PRV弱毒株HB98和PCV2灭活商品苗

免疫的试验组小鼠的T淋巴细胞亚类C D 3 +、

CD4+和CD8+的数量显著提高，且重组病毒PGO18
免疫组的脾T淋巴细胞亚类的数量最多。

2.7    攻毒保护试验结果

首次免疫后第8周进行攻毒保护试验，用PRV
Min/A株攻毒后各组的保护率如表5所示。

用PCV2 DF株攻毒的小鼠，对各脏器进行荧

光定量PCR检测PCV2病毒含量。其结果如表6和

图9所示，可见1640培养液对照组病毒含量处于较

高水平，而其它各组均较低，且重组病毒PGO18

免疫组最低。

3    讨论

在本研究中，将重组病毒PGO18、PGO、

PRV弱毒株HB98、PCV2灭活商品苗、1640培养

液同时免疫小鼠，分别采用间接ELISA法和血清

中和试验检测小鼠血清PCV2和PRV抗体效价，结

果表明用PGO18免疫可提高机体对PCV2和PRV的

抗体水平，但起效较慢，需二次免疫才可见抗体

水平有明显的升高，且PGO18诱导产生的抗体水

平高于PGO同期诱导的抗体水平。

表4.  小鼠外周血中CD3+
、CD4+

、CD8+ T淋巴细胞亚
群的数量

Table 4.  The amount of CD3+, CD4+ and CD8+ T
lymphocyte in peripheral blood of mice

Groups CD3+ CD4+ CD8+

 PRV HB98 57.92±3.14 46.44±5.25 24.84±1.38

 PCV2 vaccine 48.90±4.78 42.56±1.69 22.30±1.16

 PGO 51.54±0.22 43.24±1.35 22.68±0.78

 PGO18 65.00±5.22 55.00±2.19 33.00±1.54

 1640 medium 41.12±3.78 37.52±2.05 19.90±0.96

表5.  PRV Min/A株攻毒后各组的保护率

Table 5.  The protection rates of each group after
challenged with PRV Min/A strain

Groups Protection rate/%

 PGO18 80 (4/5)

 PGO 60 (3/5)

 PRV HB98 80 (4/5)

 1640 medium 0 (0/5)

图  8.   小鼠外周血中Ｔ淋巴细胞亚类CD3+  (A)、CD4+

(B)、CD8+ (C)的测定

Figure 8.  Determination of CD3+ (A), CD4+ (B), CD8+

(C) T lymphocyte subgroup in peripheral blood of mice.
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CD3+、CD4+和CD8+ T细胞的变化趋势可以间

接反映机体细胞免疫的功能。流式细胞仪检测结

果显示，重组病毒PGO18组中脾T淋巴细胞亚类

的数量明显高于同等条件下的重组病毒PGO组、

P R V弱毒株H B 9 8和P C V 2灭活商品苗，提示

PGO18能提高机体产生较强的细胞免疫功能，也

许是IL-18作为免疫佐剂发挥了作用。

攻毒试验显示重组病毒PGO18对PRV强毒株

的保护效果与疫苗株HB98相同，均达到了80%，

说明两者效力相当；通过荧光定量PCR检测各脏

器PCV2病毒含量，PGO18免疫组最低，表明其对

PCV2强毒的保护效果较好。但可能由于免疫剂

量、免疫途径和免疫时机等因素导致其未达到

100%的保护，还需进一步优化。

综上所述，重组病毒PGO18、PGO、HB98和

PCV2灭活商品苗接种小鼠后，均能诱导机体产生

不同程度的体液免疫和细胞免疫。研究表明[11-14]，

同时携带细胞因子和保护性抗原的疫苗明显地比

单独含有抗原的疫苗诱导产生更强的免疫。在此

也进一步证实了这一结论，重组病毒PGO18比无

IL-18参与的PGO免疫组显著较高，说明IL-18基因

的表达对重组病毒的免疫效果有一定的增强作

用。但本试验中使用的是猪的IL-18基因，由于试

验成本及其它相关原因，却用不同种属动物(小白

鼠)进行免疫原性的研究，小鼠并不是PCV2和

PRV感染的模型动物，其作为免疫佐剂的效果是

否会有所限制，目前还不能定论。因此进一步开

展重组病毒PGO18对本属动物(猪)的免疫原性、

安全性及保护力试验是十分迫切且必要的。此

外，IL-18对PRV疫苗保护没有影响，但对PCV2

有一些影响，这可能是PRV和PCV2属于两种不同

的病毒，具有不同免疫保护机制，因此IL-18对

PRV和PCV2疫苗的免疫增强作用效果也需要进一

步进行验证。本研究以猪IL-18基因作为免疫佐

剂，为研制防控PCV2和PRV的新型疫苗开辟了新

的途径。
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Immunogenicity of a recombinant pseudorabies virus
coexpressing ORF2 gene of PCV2 and porcine IL-18 gene in
mice

Xiaoqing Guo1, Qianlei Zhu2, Xinlong Pan1, Xingwu Yang1, Han Qiao1, Shujuan Wang2,
Hongying Chen1 *

1 Zhengzhou Major Pig Disease Prevention and Control Laboratory, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan
Province, China
2 Henan Province Center for Animal Diseases Control and Prevention, Zhengzhou 450008, Henan Province, China

Abstract: [Objective] To develop a bivalent vaccine against pseudorabies virus (PRV) and porcine circovirus (PCV2), IL-

18 was used as  immunologic adjuvant.  [Methods]  Porcine IL-18 gene was inserted into vector  pGO. The obtained

recombinant transfer plasmid pGO18 was transfected into ST cells with PRV attenuated vaccine HB98 strain. Then plaque

selection and purification were performed to obtain purified recombinant virus PGO18. RT-PCR and Western blot were

used to demonstrate the expression of PGO18 from transcription and protein levels, respectively. Six-week-old female

Kunming mice were immunized with recombinant virus PGO18 and PGO, commercial PCV2 inactivated vaccine, PRV

attenuated vaccine HB98 strain, 1640 medium. Mice were vaccinated twice 4 weeks later and then challenged with the

virulent PCV2 DF strain and PRV Min/A strain 4 weeks after the second immunization. ELISA, serum neutralization assay,

flow cytometry and protect experiment were used to demonstrate the immunity of mice. [Results] The recombinant virus

PGO18 was obtained, and it could express on ST cells. Mice vaccinated with PGO18 elicited high levels of humoral and cell

immune response, and could also be protected against PCV2 and PRV challenge. [Conclusion] The recombinant virus

possessed high safety and good immunogenicity. It may be a candidate vaccine strain against PCV2 and PRV infection.
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