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摘要：【目的】比较小鼠滴鼻与口服接种 NDN2 L!0重组干酪乳杆菌后，机体所产生的抗 NDN2 L!0的黏膜免疫
和系统免疫及免疫保护率的差异，为确定 NDN2乳酸菌疫苗免疫程序奠定基础。【方法】将构建的重组质粒
)C(FL!0电转化入干酪乳杆菌，获得阳性重组菌。重组菌在 TU. 培养基中进行表达，经 VJ<6J*: W,86检测目
的蛋白的表达，间接免疫荧光及流式细胞术检测外源蛋白展示到菌体表面。.XL级 Y(CY3?小鼠随机分成 !
组，每组 !#只，将重组菌以滴鼻和口服途径分别接种 %组小鼠，对照组分别接种同剂量的空质粒菌株，免疫 !
次，初免后不同时间采集血液样品，测定小鼠产生抗 L!0的特异性 -ZI，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 L!0的特异性 <-Z(，并对主动免疫和被动免疫小鼠进行攻毒保护性试
验。【结果】重组干酪乳杆菌 )C(FL!03. = "$/0& 免疫小鼠能够产生明显的抗 L!0的 -ZI和 <-Z(抗体水平，口服
主动免疫组保护率在 "#[以上，滴鼻主动免疫组保护率在 G$[以上，对照组均全部死亡。口服被动免疫组
保护率达 "#[，滴鼻被动免疫组保护率达 G#[，对照组保护率均为 $[。【结论】滴鼻免疫和口服免疫重组干
酪乳杆菌后能产生相近的抗 NDN2 L!0的黏膜免疫和系统免疫并能有效预防 NDN2 L!0的感染。
关键词：NDN2 L!0；滴鼻免疫；口服免疫；干酪乳杆菌；保护率
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乳酸菌是人与动物肠道中常见的菌，被公认为

安全级（ ZJ:J*;,,O *J?8Z:+RJ\ ;< <;]J，IU(.）微生
物［0 & $］，不仅具有抗酸碱的能力，而且具有免疫佐剂

的功能［1］，可提高某些免疫活性因子如 -CF%、D/LF!、
-/L的分泌，吸附黏膜［H & G］，同时具有使动物肠道黏
膜底层细胞增加，使免疫细胞吞噬功能增强，加强宿

主肠粘膜免疫，诱导 <-Z( 分泌而增强肠道免疫屏障
等作用，本身具有低免疫原性、安全、方便、廉价等特

点。以其作为表达外源保护性抗原基因的受体菌

株，就可以将乳酸菌的生物学功能和外源功能抗原

基因的特异性免疫相结合［"］。作为乳酸菌成员之一

的干酪乳杆菌在胃肠道、泌尿、生殖系统中等粘膜部

位粘附存活且无病原性等特点，开展活菌口服疫苗

研究，受到了广泛的重视。

我们采用了一种新型的表面展示系统，利用多

聚谷氨酸跨膜蛋白 )Z<( 的锚定机制［0# & 0%］，将外源
蛋白 L!0不经过修饰直接传递到淋巴系统，刺激机
体产生黏膜免疫及其系统免疫。通过口服（8*;,）和
滴鼻（+ = :）两种途径免疫 .XL级 Y(CY3?小鼠，定期
检测血清中特异性 -ZI抗体水平和小鼠肺部、肠道、
阴道冲洗液及粪便中 NDN2 L!0特异性 <-Z(抗体水
平，并对免疫的小鼠和被动免疫的新生幼仔攻以

L!0标准菌株 2G’"0"，初步检测其免疫保护力，为进
一步研制乳酸菌活疫苗奠定基础。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 实验材料、菌株和质粒：牛源 !"!# $%&标准
菌株 #’()&)由黑龙江八一农垦大学基因工程实验
室保存；重组质粒 *+,-$%&，干酪乳杆菌及兔抗 $%&
多克隆抗体（一抗），均由黑龙江八一农垦大学基因

工程实验室制备并保存；. / ’ 周龄 01$ 级 2,+234
小鼠，购自北京维通利华动物技术有限公司。

!"!"# 主要试剂和仪器：电穿孔仪，美国 256-7,8
公司；荧光显微镜，德国 +94:; 公司；流式细胞仪，法
国 2!#"6< 85#=5<06< 公司；,->?’@ 型 酶标仪，奥
地利 "94;A 公司；B71标记的羊抗兔 5CD和 E70培
养基，0:CF;公司；$5"#标记的羊抗兔 5CD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。

!"# 重组质粒的构建
将纯化得到的不含信号肽的 $%&菌毛蛋白基因

片段连接到 *B#!&+2-*CG,［&(］上得到的重组质粒命
名为 *+,-$%&。按照 ,HF9I:4J 等［&%］方法制备 ! K
"#$%&感受态细胞，将重组质粒及空载体对照在
@L@ MN、&??!、@>"$的电击条件下转化，电击时间
约为 % FG，将转化子涂布于 E70固体培养基（含氯
霉素 &?"C3F+），(OP厌氧培养 %’ J，挑选菌落，按照
5;A 2K 1QR9SS 等［&>］方法从乳酸杆菌中提取质粒
8<,，1#7鉴定阳性克隆。
!"$ 目的蛋白在干酪乳杆菌中的诱导表达及鉴定
将重组菌 *+,-$%&3! K "#$%& 接种于 E70 液体培

养基中，(OP培养活化，取活化菌按 & T >比例接种于
&? F+ E70培养基中进行诱导表达。诱导表达菌液
以 (>?? U C离心 > F:A，菌体沉淀用 &? FC3F+的溶菌
酶 (OP水浴作用 %? F:A，(>?? U C 离心 > F:A，弃上
清，加入 080-1,D! 样品缓冲液，混匀，沸水浴
&? F:A，在 &?V 080-1,D! 上进行电泳分析，通过
W9GX9IQA YSQX检测目的蛋白的表达及间接免疫荧光
和流式细胞术的检测目的蛋白在乳酸菌表面的锚

定［&.］。

间接免疫荧光检测：取表达 . J后的阳性重组
菌和空载体对照菌液 & F+，离心去上清后，120洗
涤 (次，重悬于 120中，取适量涂片，)>V冷乙醇室
温固定 (? F:A，>V脱脂乳室温封闭 & J，120洗 (次，
于被检标本上滴加兔源抗 $%&血清抗体，置于湿盒
中，(OP感作 & J，120洗 (次，滴加 $5"#标记的抗兔
荧光二抗（& T &??稀释），置于湿盒中，室温感作 @ J

（避光），120洗 ( 次，最后用蒸馏水洗 & 次，甘油缓
冲液封片后镜检。

流式细胞检测分析：取表达 . J后的阳性重组菌
和空载体对照菌，用 (??目筛网过滤，%P，(>?? U C离
心 > F:A收集菌体，120洗 @次，重悬于 120中，使菌
体数达到 > U &?O / > U &?’ #$Z3F+，加入 >V20,的
120室温封闭 & J，120"洗 (次，加入兔源抗 $%&血
清室温作用 @ J，120"洗 ( 次，加入 $5"#标记的抗
兔荧光二抗 %P作用 @ J，120"洗 (次，悬于 120中
在流式细胞仪下检测。

!"% 试验动物分组及免疫
. / ’周龄 01$级 2,+234小鼠，将其以每组 %?

只随机分成 %组，即含空质粒 *+,口服对照组和重
组菌 *+,-$%&口服试验组，含空质粒 *+,滴鼻对照
组和重组菌 *+,-$%& 滴鼻试验组。口服重组菌 %?
只小鼠又分为 > 组，,、2 组各 &@ 只，#、8、! 组各
> / .只，,、2两组分别在 O> [（末次免疫后 (周）和
&&. [（末次免疫后 )周）进行攻毒试验，#、8、!组在
不同时间处死，取样，检测特异性抗体；滴鼻组和对

照组同样分组处理。另设被动免疫组小鼠 %?只，再
分为 >组，分别为口服、滴鼻试验组和其对照组及未
免疫对照组，每组 ’只，免疫后配对生产幼鼠。口服
组分别以每只小鼠 > U &?) #$Z3F+活菌悬液&??"+
经口接种，滴鼻组分别以每只小鼠 @ U &?)#$Z3F+活
菌悬液 @?"+滴鼻接种。
免疫程序为：在 ? / %、O / &&、@& / @>、%) / >( [

进行口服免疫。在 ? / @、O / )、@&、%) [进行滴鼻免
疫［&O］。

!"& 免疫小鼠血清中特异性 ’()的测定
分别于免疫前、初免后第 &%、@’、%@、>.、O?和 ’%

天采集小鼠血液，%P静止过夜，%??? U C 离心 &?
F:A，收集血清。按照 \QAC-0QQ +99［&O］等方法采用间
接 !+50,方法进行检测 !"!# $%& 特异性 5CD抗体
效价。

!"* 小鼠肺部冲洗液、肠道冲洗液、阴道冲洗液及
粪便 +,+- .%!特异性 /’(0抗体测定
于初免后 >.，O?，’% [ 处死小鼠，开胸暴露气

管，从气管中部剪断，用 120 从气管断端反复冲洗
肺，收集从肺部流出的冲洗液；120反复冲洗小肠，
收集从小肠流出的冲洗液。120反复冲洗阴道，收
集阴道冲洗液。所有冲洗液 @??? U C离心&? F:A，收
集上清，置 ] @?P保存待测。免疫前及免疫后每周
收集小鼠粪便，每 ?L& C粪便加入 ?L% F+提取液，置
于振荡器上振荡 (? F:A，&@??? U C离心 &? F:A，收集

>@>刘建奎等：表达 !"!# $%&重组干酪乳杆菌口服及滴鼻免疫效果的比较 K 3微生物学报（@??)）%)（%）



上清。按照 !"#$%&"" ’((等方法采用间接 )’*&+方
法进行检测 ),)- ./0特异性 1*$+抗体效价。
!"# 攻毒保护性试验
!"#"! 主动免疫攻毒保护性试验：大肠杆菌 -23404
接种于 ’5培养基中，367震荡培养 02 8，离心收集
菌体，用灭菌蒸馏水稀释至不同的剂量分别灌胃攻

毒 &9.级 5+’5:;小鼠，用 <((=及 >(?#;8法计算该
菌液对小白鼠的半数致死量（’@AB）。根据 CDE"F
GH$I［02］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 2
组，每组 0J 只。分别于 6A =（末次免疫后 3 周）和
00K =（末次免疫后 4周）对小鼠经口进行攻毒试验，
攻毒的剂量为 K L 0B00 -.M -23404（J L 0B3 ’@AB）。

观察小鼠的发病及死亡情况，并进行记录，用 N"#$
FH#O P(1P统计小鼠保护率。
!"#"$ 新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验：按照
,8( @?;8(P%&?;8H?Q #("#HPHN ),)- ;8HNN(#$(
R"=(N［04 S JB］，小鼠滴鼻免疫和口服免疫重组乳酸菌 6
周后，将小鼠配对，新生小鼠出生后 J/8喂养母乳，
然后经口进行攻毒试验，剂量是 0B3 -.M -23404。
观察小鼠的发病及死亡情况，并进行记录，用 N"#$
FH#O P(1P统计小鼠保护率。

$ 结果

$"! 重组干酪乳杆菌 %&’鉴定及序列分析
以提取的重组质粒作为模板，分别以 ./0 和

T$1+的 .、< 为引物，经 9-< 扩增出约 23/ ET 和
000K ET的基因片段。同时将 ./0 9-<产物连接到 ,
载体上邮寄至北京基诺博实有限公司测序，通过

@G+1PHF软件将所测得的基因序列同 C(#5H#O 中发
布的标准序列进行比较，表明核苷酸序列的一致性

达44U2V，从而说明重组质粒成功转入干酪乳杆
菌。

$"$ 目的蛋白在干酪乳杆菌中的诱导表达及鉴定
将重组质粒的单个菌落接种于 A R’ ><&培养

基，过夜培养活化，活化菌液按 0 W 0B接种于 ><&培
养基中，367培养 J/ 8，取菌液，溶菌酶裂解，表达蛋
白经 &@&%9+C) 电泳和 9X@. 膜转印后，与兔源抗
./0血清作用，再经羊抗兔 *$C:Y<9 二抗作用，
Z(1P(F# EN"P 分析，在预期位置出现明显的条带
（63 O@H），与预计大小一致；而含空质粒 T’+对照未
见目的条带（图 0），说明表达的蛋白可被兔源 ./0
抗血清所识别。

以含空质粒 T’+的乳杆菌为对照，与含重组质

图 ! 重组蛋白的 ()*+,-.! /01*02) 345*检测结果
.[$\0 Z(1P(F# EN"P H#HNI1[1 "] P8( F(;"RE[#H#P TF"P([# ?1[#$ H#P[%./0

+E\ >\ 9F(1PH[#(= TF"P([# R"N(;?NHF ^([$8P RHFO(F；0U T’+%./0:! \

"#$%& HP K 8；JUT’+:! \ "#$%& HP K 8\

粒的干酪乳杆菌一同进行间接免疫荧光实验，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 J%+），含空质粒 T’+的乳杆菌
未见绿色荧光（图 J%5）。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 T$1+%./0，初步表明表达的重组
蛋白锚定于菌体表面。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 T’+的干酪乳杆菌阴性对照组（图 J%-），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。

$"6 重组干酪乳杆菌免疫鼠血清中抗 787& -.!
特异性 9:;测定结果
对免疫前和免疫后各时间段断尾采集的血清样

品进行间接 )’*&+ 检测，观测 *$C 抗体消长规律。
试验结果表明，口服试验组和滴鼻试验组 *$C 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，而对照组抗体

效价始终变化不大。由图可见，口服试验组抗体水

平低于滴鼻试验组的抗体水平（图 3）。
$". 重组干酪乳杆菌免疫小鼠抗 787& -.! 特异
性 19:< 测定
分别于初免后第 AK、6B 和 2/ 天采集鼠肺部冲

洗液，小肠冲洗液及阴道冲洗液检测 1*$+ 抗体水
平，测定结果如图 / 所示，口服试验组和滴鼻试验
组在免疫后 6B = 1*$+抗体水平达至最高，2/ = 略有
下降并且肺部冲洗液、阴道冲洗液口服试验组抗体

水平低于滴鼻试验组的抗体水平而小肠冲洗液口服

试验组抗体水平高于滴鼻试验组的抗体水平。采集
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图 ! 免疫荧光和流式细胞仪检测重组蛋白
!"#$ % &’’()*+,(*-./0.)0. ’"0-*/0*12 3)4 +,*5 026*’.6-2 3)3,2/"/ *+ 67.

-.0*’8")3)6 1-*6.")$ 9，:$ ;.1-./.)636"<. "’’()*+,(*-./0.)0. "’3#./ *+

1=9>! $ "#$%&（0*)6-*,）3)4 1=9?!@A>! $ "#$%& $ :-"#76?+".,4 "’3#./ 3-.
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图 " 重组菌 #$%&’()*! + "#$%& 滴鼻免疫小鼠或口服免疫
小鼠血清中特异性 ,-.水平
!"#$F G1.0"+"0 &#D ,.<., ") /.-(’ *+ ’"0. "’’()"H.4 5"67 ")6-3)3/3, *-

*-3, 1=9?!@>! $ "#$%& -.0*’8")3)6 /6-3") $

鼠粪便检测 /&#9 抗体水平，测定结果如图 I 所示，
口服试验组和滴鼻试验组 /&#9抗体水平显著高于
相应对照组的抗体效价，AA% 4 仍能检测出 /&#9抗
体，由图 I可见，口服试验组抗体水平略低于滴鼻试
验组的抗体水平。

图 ( 口服免疫小鼠特异性黏膜 ,-%抗体水平（%）和滴鼻
免疫小鼠特异性黏膜 ,-%抗体水平（/）
!"#$@ J"0. "’’()"H.4 *-3,,2 3)6"?!@A ’(0*/3, &#9 3)6"8*42 -./1*)/./
（9）*- ")6-3)3/3,,2 3)6"?!@A ’(0*/3, &#9 3)6"8*42 -./1*)/./（:）$

图 0 口服或滴鼻免疫小鼠粪便中 ’()菌毛特异性 1,-%
水平

!"#$I !@A +"’8-"3?/1.0"+"0 /&#9 -./1*)/./ ") +.03, 1.,,.6/ 5.-. ")4(0.4

3+6.- *-3, *- ")6-3)3/3, "’’()"H36"*) *+ ’"0. 5"67 3 /")#,. 4*/. *+ 1=9?

!@A>! $ "#$%& 3)4 1=9>! $ "#$%& <.06*- 3/ 0*)6-*, $

!20 小鼠的攻毒保护结果
!202) 主动免疫攻毒保护性试验结果：小鼠分为 @
组，每组 A%只，第一组为口服免疫组，第二组为滴鼻
免疫组，第三组为口服免疫空质粒对照组，第四组为
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滴鼻免疫空质粒对照组，分别于 !" #和 $$% #进行
攻毒，确定的 &’"(为 ) * $(+ ,-. ,+)/$/，攻毒的剂量

% * $($$ ,-. ,+)/$/（0 * $()&’"(）连续观察0( #，如表 $
和表 0所示，!" #口服试验组和滴鼻试验组免疫组
的保护率为 $((1，而对照组的死亡率为 $((1。
$$% #再次以同样的方式攻毒结果显示口服试验组
的保护率为 /(1以上，而滴鼻试验组的保护率为
+"1，与对照组差异均极其显著（! 2 (3(($）。

表 ! 小鼠 "# $攻毒免疫保护试验结果
45678 $ 9:;<=<57 >? @A&@BC D=C8 =DD:E=F8# G=HI J&AK-L$B" M #$%&’

CI5778EN8# G=HI ,+)/$/ >E #5O !"

P;>:J Q:D68;
>? D=C8

Q:D68; >?
#=5;;I85
D=C8

Q:D68; >?
’85# D=C8

R;>H8CH=>E
;5H8B1
!

S;57 =E>C:75H=>E $0 ( ( $((
S;57 C>EH;>7 $0 $0 $0 (
= M E =E>C:75H=>E $0 ( ( $((
= M E C>EH;>7 $0 $0 $0 (
4I8“ ! ”>? HI=T H5678 TI>G8# 7>EN ;5EU H8TH

表 % 小鼠 !!& $攻毒免疫保护试验结果
45678 0 9:;<=<57 >? @A&@BC D=C8 =DD:E=F8# G=HI J&AK-L$B" M #$%&’

CI5778EN8# G=HI ,+)/$/ >E #5O $$%

P;>:J Q:D68;
>? D=C8

Q:D68; >?
#=5;;I85
D=C8

Q:D68; >?
’85# D=C8

R;>H8CH=>E
;5H8B1
!

S;57 =E>C:75H=>E $0 $ $ /$3!
S;57 C>EH;>7 $0 $0 $0 (
= M E =E>C:75H=>E $0 0 $ +"
= M E C>EH;>7 $0 $0 $0 (
4I8“!”>? HI=T H5678 TI>G8# 7>EN ;5EU H8TH

表 ’ 新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验结果
45678 ) S;57 >; =EH;5E5T57 =DD:E=F5H=>E >? @A&@BC ?8D578 D=C8

G=HI J&AK-L$B" M #$%&’ J;><=#8# J5TT=<8 =DD:E=HO H> J:JT

>;577O CI5778EN8# G=HI ,+)/$/

P;>:J Q:D68;
>? D=C8

Q:D68; >?
#=5;;I85
D=C8

Q:D68; >?
’85# D=C8

R;>H8CH=>E
;5H8B1
!

S;57 =E>C:75H=>E 0( 0 0 /(
S;57 C>EH;>7 0( $/ $/ "
= M E =E>C:75H=>E 0( L L +(
= M E C>EH;>7 0( $/ $/ "
.E<5CC=E8 0( $/ $/ "
4I8“!”>? HI=T H5678 TI>G8# 7>EN ;5EU H8TH

%(#(% 新生小鼠被动免疫攻毒保护性试验结果：新
生小鼠分为 "组，每组 0(只，第一组为口服免疫组，
第二组为滴鼻免疫组，第三组为口服免疫空质粒对

照组，第四组为滴鼻免疫空质粒对照组，第五组为未

免疫对照组，小鼠出生后 0L I喂养母乳，然后按照
$() ,-. ,+)/$/的剂量进行攻毒，连续观察 $( #，结
果如表 )所示来自于口服免疫组新生小鼠免疫保护

率为 /(1，而滴鼻免疫组的新生小鼠的免疫保护率
为 +(1，而对照组新生小鼠保护率仅为 "1，结果表
明 TVNA能为新生幼鼠预防 W4W, -L$的感染提供被
动免疫。

’ 讨论
W4W,黏附素性菌毛与小肠黏膜上皮细胞的特

异性受体结合而定殖于黏膜，这是 W4W,引起疾病
的先决条件，因此黏膜免疫是阻止病原菌侵入机体

的第一道防线，研制有效的刺激黏膜免疫系统产生

局部免疫应答和全身性系统免疫反应的新型疫苗，

对疾病的防治具有重要意义。

针对 W4W,经黏膜感染的特点及黏膜免疫的重
要性，以食品级干酪乳杆菌作为递送疫苗抗原的活

菌载体，构建了细胞表面表达 W4W, -L$蛋白的重组
干酪乳杆菌系统，以期利用该系统作为 W4W, -L$口
服疫苗，达到预防的目的。对构建的重组干酪乳杆

菌表达的蛋白经 X8TH8;E 67>H 免疫学检测表明，外源
重组蛋白能够与 W4W, -L$标准菌株制备的抗血清
发生反应，说明所构建的重组干酪乳杆菌表达系统

能够有效的表达外源目的蛋白，重组蛋白与天然抗

原一样具有相同的免疫原性。目前普遍认为，在宿

主细胞表面表达外源抗原是活载体疫苗向黏膜免疫

系统提呈抗原的最佳方式，据此，我们采用了一种

基于枯草芽孢杆菌 JNTA锚定蛋白新型细胞表面表
达系统，在这个系统中，目的蛋白通过 Q端与 JNTA
相连，从而使融合蛋白高效表达在细胞表面。诱导

表达后的活菌体经间接免疫荧光试验和流式细胞术

检测结果表明，所表达的蛋白能够展示于菌体的表

面。存在菌体表面的目的蛋白，为抗原物质有效刺

激免疫系统，提高机体的免疫水平奠定了基础。

以鼠为动物模型进行口服和滴鼻免疫接种试

验，探讨该重组干酪乳杆菌系统作为活菌疫苗潜在

的应用价值和黏膜免疫机制。根据有关报道和预备

试验结果［$)，$!］，本试验所采用的口服和滴鼻免疫程

序是：在不同的时间各免疫 L次，不同的是口服免疫
每次连续免疫 " #，而滴鼻免疫前两次连续免疫 ) #，
第三次（0$ #）和第四次（L/ #）免疫一次，结果均能刺
激机体产生黏膜免疫和系统免疫，获得了较高水平

的特异性 VNP和 TVNA，为免疫动物提供了良好的保
护力，这与 Y>ENK9>> &88［$!］的研究结果相似。滴鼻免
疫后在小鼠肺部、肠道、阴道冲洗液及粪便中均检测

到了特异性 TVNA，可能是由于外源抗原接触鼻黏膜
后，由鼻相关淋巴组织（QA&4）部位 Z细胞及树突状
细胞加工处理后，激活抗原特异性的 VNA抗体形成
细胞从 QA&4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［0$］。口服免疫

+0" Y=5EU:= &=: 8H 57 M B(#)$ *’#+,-’,.,/’#$ 0’1’#$（0((/）L/（L）



组初免后第 !" 天，检测到较高的血清 #$% 抗体水平
和肺部、肠道、阴道冲洗液中较高的 &#$’ 抗体水平，
这是由于干酪乳杆菌具有较强的肠道定殖能力，定

殖于肠道中可不断地刺激肠黏膜产生分泌性 #$’，
滴鼻免疫组也得到同样的结果，这是因为在共同黏

膜免疫系统（()#*）作用下，滴鼻免疫不仅能诱导
+’,-免疫应答，而且能诱导全部黏膜相关淋巴组
织（)’,-）部位及系统的有效免疫应答，而且小鼠粪
便中特异性 &#$’抗体能够持续到 ../天。动物保护
性试验结果证实该重组菌对 (012.2攻击具有良好
的保护作用，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 2周，我们做了同样的攻毒试验；同
时被动免疫攻毒结果证明特异性 &#$’或者 &#$’、#$%
两者能为新生幼鼠提供良好的免疫保护力，这与

)3$456等研究的结果一致［//］。但是无论是主动免疫
还是被动免疫滴鼻免疫组攻毒保护率均低于口服免

疫组，这虽然与免疫的剂量和免疫程序有关，但是滴

鼻免疫组和口服免疫组的特异性抗体 #$%和 &#$’水
平相差很小。合理的解释可能与抗原加工递呈方式

有关，比如滴鼻免疫途径中由于肺泡巨噬细胞高效

的吞噬作用会破坏抗原的完整性，从而降低抗体的

中和活性［.7］，另外，特异性 &#$’抗体可通过阻碍黏
膜与 89.的接触从而给黏膜表面提供特殊的免疫屏
障，滴鼻免疫组肠液特异性 &#$’ 比口服免疫组的
低，以致免疫保护率低于口服免疫组。虽然试验动

物免疫取得了满意的结果，但是作为疫苗应用到临

床必须进行本体动物免疫攻毒试验，还要进行临床

中试等。临床免疫程序的最终制定要依照本体动物

免疫试验结果来进行。

因为 :-:(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殖于黏膜从而引发疾

病，因此，以阻断肠道传染性疾病病原感染的第一道

防线为目的，利用安全无毒的乳酸菌表达系统在肠

道黏膜上粘附、定殖和表达及传递抗原物质，利用

;$&’的锚定功能，抗原物质不经过修饰而对黏膜的
免疫刺激作用更接近于病毒的自然感染途径［/1］，因

此所产生的黏膜免疫保护效果比较理想，并对比了

通过口服和滴鼻两种免疫途径产生的结果，为进一

步研究乳酸菌活疫苗的免疫程序和黏膜免疫机制奠

定了基础。当然，对重组菌进入动物体内的定殖情

况、消长情况、产生抗原物质情况等方面还一无所

知，有待于进一步研究。

参考文献

［ .］ )<==<> ?，@A=5& B8，<=C %5665D E,F )4GA&<6 H<GG3=5
><C5 IDA> 63H5，D5GA>J3=<=K !"#$%#%##&’ ("#$)’ ;DAK5GK& >3G5
<$<3=&K ;L<DM=$5<6 3=I5GK3A= N3KL *KD5;KAGAGG4& ;MA$5=5&F
*+,-#$)%+ "+. *//&+)$0，/""9，!/：1999 O 19P"Q

［ /］ RAJ3=&A= B，(L<>J5D6<3= ,)，*GLAI356C B)，5K <6 F SD<6
H<GG3=<K3A= AI >3G5 <$<3=&K K5K<=4& N3KL D5GA>J3=<=K
!"#$%#%##&’ ("#$)’ F 1"$&2- 3)%$-#4+%(%50，.22!，.P：7P1 O
7P!Q

［ 1］ *55$5D&，@8F ,<GKAJ<G3663 <& 63H5 H<GG3=5 C563H5DM H5GKAD&：
;DA$D5&& <=C ;DA&;5GK&F 62-+.’ )+ 3)%$-#4+%(%50，/""/，/"：
P"0 O P.PQ

［ 9］ *L<N T)，%<5DKL5 E，,55D R@，5K <6 F :=$3=55D3=$ KL5
>3GDAI6AD< KA H<GG3=<K5 KL5 >4GA&<：&5D4> 3>>4=A$6AJ463= %
D5&;A=&5& <=C <GK3H<K5C CD<3=3=$ G5DH3G<6 6M>;L =AC5&
IA66AN3=$ >4GA&<6 <;;63G<K3A= AI K5K<=4& KAU3= ID<$>5=K (V
5U;D5&&3=$ 6<GKAJ<G3663 F *//&+%(%50，/"""，.""：P." O P.0Q

［ P］ W3= BX，YA&L3=A Z，-AC< Z，5K <6 F #>>4=A$5=3G3KM <=C
;DAK5GK3H5 5II3G<GM AI AD<66M <C>3=3&K5D5C D5GA>J3=<=K
!"#$%#%##&’ ("#$)’ 5U;D5&&3=$ &4DI<G5VJA4=C Y#[ :=HF
*//&+%(%50，/""1，."/：//1 O //0Q

［ 7］ -A>AL3\A S， Z<&4M4\3 ’， B5=]3 Z， 5K <6 F SD<6
3>>4=A<C]4H<=K <GK3H3KM AI < =5N &M>J3AK3G !"#$%7"#)((&’
#"’-) &4J&; #"’-) 3= GA=]4=GK3A= N3KL C5UKD<= 3= E’,E^G
>3G5F 1&$2)$)%+ 8-’-"2#4，/""P，/P：/2P O 1"9Q

［ !］ ’6<=C5D )，*<KA\<D3 R，BAD;56< R，5K <6 F ?5D&3&K5=G5 AI
GA6A=3_<K3A= AI L4><= GA6A=3G>4GA&< JM < ;DAJ3AK3G &KD<3=，
!"#$%7"#)((&’ 24"/+%’&’ %%， <IK5D AD<6 GA=&4>;K3A=F
9::()-. "+. ;+<)2%+/-+$"( =)#2%7)%(%50，.222，7P：1P. O
1P9Q

［ 0］ ,55 ZB，YA ?*，,AN (*，5K <6 F ?5D><=5=K GA6A=3_<K3A= JM
("#$%7"#)((&’ #"’-) 3& L3=C5D5C JM KL5 6AN D<K5 AI G566 C3H3&3A=
3= >A4&5 $4K F 9::()-. "+. ;+<)2%+/-+$"( =)#2%7)%(%50，
/""9，!"：7!" O 7!9Q

［ 2］阿木尔吉日嘎拉 F 乳酸菌的免疫调节作用的研究 F 内
蒙古农业大学硕士学位论文，/""7Q

［."］ ’&L34GL3 )F，*AC< B，<=C )3&A=A YF ’ ;A6MV!V$64K<><K5
&M=KL5K3G &M&K5> AI E<G3664& &4JK363& #8S 1117：$5=5 G6A=3=$
<=C J3AGL5>3G<6 <=<6M&3& AI ;A6MV!V$64K<><K5 ;DAC4G5C JM
;’#4-2)#4)" #%() G6A=5 G566&F 3)%#4-/)#"( "+. 3)%:40’)#"(
8-’-"2#4 >%//&+)#"$)%+’，.222，/71：7 O ./Q

［..］ ’&L34GL3 )，+<N< (，B<>53 -，5K <6 F ?LM&3A6A$3G<6 <=C
J3AGL5>3G<6 GL<D<GK5D3&K3G& AI ;A6M $<>><V$64K<><K5
&M=KL5K<&5 GA>;65U AI 3"#)((&’ ’&7$)()’ F ;&2%:-"+ ?%&2+"( %,
3)%#4-/)’$20，/"".，/70（/"）：P1/. O P1/0Q

［./］ ’&L34GL3 )F，<=C )3&A=A YF E3AGL5>3&KDM <=C >A65G46<D
$5=5K3G& AI ;A6MV!V$64K<><K5 &M=KL5&3&F 9::()-. =)#2%7)%(%50
"+. 3)%$-#4+%(%50，/""/，P2：2 O .9Q

［.1］ YA4 W,，Z4 ,Z ,34 @‘，5K <6 F *4DI<G5VC3&;6<M5C ;ADG3=5
5;3C5>3G C3<DDL5< H3D<6（?:T[）<=K3$5=& A= 6<GK3G <G3C
J<GK5D3<F @"##)+-，/""!，/7，/9 O 1.Q

［.9］ ’M>5D3GL )-，Y4$<& )，%<DD3$< )， 5K <6 F )A=IADK F F
:65GKDAKD<=&IAD><K3A= AI >5<K 6<GKAJ<G3663：:II5GK AI &5H5D<6
;<D<>5K5D& A= KL53D 5II3G35=GM AI KD<=&IAD><K3A=F ?%&2+"( %,
9::()-. 3"#$-2)%(%50，.22P，!P：1/" O 1/PQ

［.P］ #<= E?，)<DG %，’6<= @，5K <6 F ’ &3>;65 <=C D<;3C >5KLAC
IAD $5=5K3G KD<=&IAD><K3A= AI !"#$)# A$2-:$%#%##) JM
:65GKDA;AD<K3A=F 9::()-. "+. ;+<)2%+/-+$"( =)#2%7)%(%50，
.200，P9（1）：7PP O 77"Q

2/P刘建奎等：表达 :-:( 89.重组干酪乳杆菌口服及滴鼻免疫效果的比较 F ^微生物学报（/""2）92（9）



［!"］ #$%&’ (，)*%+, -，./0/* )，*1 ’2 3 4,562’& /7!8’0&2’5*
/% 19* 5$:7’;* /7 !"#$%&"#’(()* #"*+’ ;*225 <& $5* /7 19* =>5?
’%;9/: 6:/1*,%，’%@ 6:/@$;1,/% /7 2’;1,; ’;,@ 7:/0 51’:;93
,--(’+. "/. 0/1’2%/3+/$"( 4’#2%&’%(%56，ABB"，#’%3 63 A"C
D AEFG

［!E］ H** #I，=// J，J’% 4=，*1 ’2 3 K$;/5’2 ,00$%,L’1,/% M,19
5$:7’;*8@,562’&*@ 5*N*:* ’;$1* :*56,:’1/:& 5&%@:/0*
;/:/%’N,:$5 56,O* 6:/1*,% /% !"#$%&"#’(()* #"*+’ ,%@$;*5
%*$1:’2,L,%> ’%1,</@,*5 ,% 0,;*3 78+ 9%)2/"( %: ;’2%(%56，
ABB"，PB（P）：QBEC D QBPEG

［!P］ RS</: (，T2:,;9 4，# :> J，*1 ’2 3 -:’2 U00$%,L’1,/% M,19
’% :7’J K$1’%1 V2,;,15 =:/1*;1,/% ’>’,%51 I’20/%*22/5,5 ,%
K,;*3 </:+#$’%/ "/. <33)/’$6，ABBQ，EA（E）：QACE D QWB!G

［!C］ 4$;9*18I$;9’$X K3 =:/1*;1,N* ’%1,>*%5 ’>’,%51
*%1*:/1/X,>*%,; 0*#8+2’#8’" #%(’ -!B!：)CC，YQ! ,% 19* ,%7’%1
0/$5* @,’::9*’ 0/@*2 3 </:+#$’%/ "/. <33)/’$6，!CPP，F"：
!W"Q D !WEBG

［AB］ 4$;9*18I$;9’$X K， H* KZ， [*:1,% ?3 4,77*:*%;*5 ,%

5$5;*61,<,2,1& /7 ,%<:*@ ’%@ /$1<:*@ ,%7’%1 0,;* 1/
*%1*:/1/X,>*%,; 0*#8+2’#8’" #%(’ /7 </N,%*，6/:;,%*， ’%@
9$0’% /:,>,%3 9%)2/"( %: 4+.’#"( 4’#2%&’%(%56，!CCB，W!：
!PF D !CBG

［A!］ Z’M<X’$:’ #)，#$1,2’ K?，=’5;$’2 )\3 (’5’28’55/;,’1*@
2&069/,@ 1,55$*：=9*%/1&6,; ’%@ 7$%;1,/%’2 *N,@*%;* 7/: 19*
6:,0’:& :/2* /7 6*:,69*:’2 %/@* ’@@:*55,% ,% %’1,N*
2&069/;&1* ’@9*5,/% 1/ 9,>9 *%@/19*2,’2 N*%$2*5 ,% ’ 0$;/5’2
5,1* 3 78+ 9%)2/"( %: <33)/%(%56，!CCC，!"W：!WPA D !WPCG

［AA］ K,>$*2 ??，4’N,@ KJ，(’%;& \，*1 ’2 3 -:’2 ,00$%,L’1,/%
M,19 ’ ="(3%/+((" $6-8’3)2’)3 N’;;,%* N*;1/: *X6:*55,%>
:*;/0<,%’%1 *%1*:/1/X,>*%,; 0*#8+2’#8’" #%(’ )CC 7,0<:,’*
*2,;,15 *2*N’1*@ ’%1,</@& 1,1*:5 7/: 6:/1*;1,N* ,00$%,1&3
</:+#$’%/ "/. <33)/’$6，!CCP，""（!!）：FQEB D FQE"G

［AW］ [:’%@1L’*> =3 4,51:,<$1,/% ’%@ ;9’:’;1*:,51,;5 /7 0$;/5’2
,00$%/>2/<$,2,%86:/@$;,%> ;*2253 >"/.&%%? %:
<33)/%(%56 3 [/51/%：?;’@*0,; =:*55，!CCQ：AF! D AECG

!"#$%&’(") "* ’##+), &,($")(, %*-,& "&%. %)/ ’)-&%)%(%. ’##+)’0%-’") 1’-2
&,3"#4’)%)- !"#$%&"#’(()* #"*+’ ,5$&,((’)6 787! 9Q!

#,’%O$, H,$!，Z9$%9$’ \*,!，],2,% J/$!，R$,9$’ \’%>A，H,&$% ^$!，A!
（! Z/22*>* /7 ?%,0’2 I;,*%;* ’%@ .*;9%/2/>&，J*,2/%>+,’%> ?$>$51 Y,:51 H’%@ _*;2’0’1,/% T%,N*:5,1&，4’‘,%> !"WW!C，Z9,%’）
（A Z/22*>* /7 H,7* I;,*%;* ’%@ .*;9%/2/>&，J*,2/%>+,’%> ?$>$51 Y,:51 H’%@ _*;2’0’1,/% T%,N*:5,1&，4’‘,%> !"WW!C，Z9,%’）

:4(-&%3-：［;4<,3-’=,］U% /:@*: 1/ :*6:*5*%1 ’ 6:/0,5,%> 51:’1*>& 7/: 0$;/5’2 N’;;,%’1,/%，/:’2 /: ,%1:’%’5’2 ,00$%,L’1,/% /7
I6*;,7,; =’19/>*% Y:**（I=Y）[?H[a; 0,;* M*:* 6*:7/:0*@3 .9* 0$;/5’2 ,00$%,1&，5&51*0,; ,00$%* ’%@ 6:/1*;1,N* ,00$%*
:*56/%5*5 M*:* ;/06’:*@ ’71*: ,00$%,L’1,/% M,19 19* :*;/0<,%’%1 !"#$%&"#’(()* #"*+’（ ! 3 #"*+’）9’:</:,%> *%1*:/1/X,>*%,;
0*#8+2’#8’" #%(’（V.VZ）YQ!G［>,-2"/］.9* :*;/0<,%’%1 7$5,/% 6:/1*,%5 M*:* @*1*;1*@ <& \*51*:% <2/1 3 I$:7’;* 2/;’2,L’1,/% /7
19* 7$5,/% 6:/1*,% M’5 N*:,7,*@ <& ,00$%/72$/:*5;*%;* 0,;:/5;/6& ’%@ 72/M ;&1/0*1:& 3 I,X8M**O8/2@ 7*0’2* I=Y [?H[a; 0,;*
（!"B 9*’@5）M*:* @,N,@*@ ,%1/ Q >:/$65 7/: ,00$%,L’1,/% ’%@ ;/%1:/2 3 -:’2 ’%@ ,%1:’%’5’2 ,00$%,L’1,/% /7 0,;* M’5 6*:7/:0*@
M,19 19* :*;/0<,%’%1 51:’,% ! 3 #"*+’ 9’:</:,%> 6H?8YQ!/: 6H?3 Y/: /:’2 ,00$%,L’1,/%，19* 0,;* M*:* ,%/;$2’1*@ @’,2& /% @’&5
B 1/ Q，E 1/ !!，A! 1/ AF，’%@ QC 1/ FWG ? 2,>91*: 5;9*@$2* M’5 $5*@ 7/: %’5’2 ,00$%,L’1,/%（@’&5 B 1/ A，E 1/ C，A!’%@ QC）3
I6*;,7,; ’%1,8YQ! U>R ’%1,</@& ,% 19* 5*:$0 ’%@ 56*;,7,; ’%1,8YQ! 5*;:*1 ,00$%/>2/<$2,% ?（5U>?）’%1,</@& ,% 19* 2$%>，
,%1*51,%*5，N’>,%’ 72$,@ ’%@ 7*;*5 /7 0,;* M*:* @*1*;1*@ <& ,%@,:*;1 VHUI?3 .9* 0,;* /:’22& /: ,%1:’%’5’22& ,00$%,L*@ M,19 6H?8
YQ!a ! 3 #"*+’ ’%@ 6H?a ! 3 #"*+’ M*:* ;9’22*%>*@ M,19 51’%@’:@81&6* V.VZ YQ!（ZPWC!C）（A b !BWH4FB）3［?,(+.-］K,;*
,00$%,L*@ M,19 6H?8YQ!a ! 3 #"*+’ ;/$2@ 6:/@$;* :*0’:O’<2* ’%1,8YQ!’%1,</@& 2*N*2 3 K/:* 19’% CBc 5$:N,N*@ ,% /:’2
,00$%,L’1,/% >:/$6 M9*:*’5 0/:* 19’% PFc 5$:N,N*@ ,% ,%1:’%’5’2 ,00$%,L’1,/% >:/$6 ’71*: ;9’22*%>*@ M,19 ZPWC!C，’22 @*’@ ,%
19* ;/%1:/2 >:/$63 (,%*1& 6*:;*%1 /7 19* 6$65 5$:N,N*@ ,% /:’2 ,00$%,L’1,/% >:/$6 M9*:*’5 PBc 5$:N,N*@ ,% ,%1:’%’5’2
,00$%,L’1,/% >:/$6 ’71*: ;9’22*%>*@ M,19 ZPWC!C，<$1 /%2& ’ Fc 5$:N,N’2 :’1* 7/: 6$65 19’1 M*:* *,19*: ,00$%,L*@ M,19 ’ ;/%1:/2
6H? N*;1/: /: $%,00$%,L*@3［!")3.+(’")］-:’2 /: ,%1:’%’5’2 ,00$%,L’1,/% M,19 :*;/0<,%’%1 ! 3 #"*+’ @,562’&,%> V.VZ YQ!
’%1,>*%5 /% 19* 5$:7’;* ,%@$;*@ *77*;1,N* ’%@ 5,0,2’: 5&51*0,; ’%@ 0$;/5’2 ,00$%* :*56/%5*5 ’>’,%51 19* V.VZ YQ!G
@,A1"&/(：V.VZ YQ!；,%1:’%’5’2 ,00$%,L’1,/%；/:’2 ,00$%,L’1,/%；!"#$%&"#’(()* #"*+’；6:/1*;1,/%

（本文责编：张晓丽）

I$66/:1*@ <& 19* I;,*%;* ’%@ .*;9%/2/>& =:/+*;1 7/: _*1$:%*@ <& (’1,/%’2 K,%,51:& /7 =*:5/%%*2；19* Y/$%@’1,/% /7 )*& I;,*%;* ’%@ .*;9%/2/>& _*5*’:;9 /7
?>:,;$21$:’2 [$:*’$ ,% J*,2/%>+,’%> =:/N,%;*（J()]H.d8BP8B"8BW J()]Ud8BP8BE）’%@ 19* Y/$%@’1,/% /7 19* )*& I;,*%;* ’%@ .*;9%/2/>& _*5*’:;9 ,%
4’‘,%>（IRRABB"8B!!）
! Z/::*56/%@,%> ’$19/:3 .*2：e P"8QFC8"P!CACA；Y’X：e P"8QFC8"P!CACB；V80’,2：X2&D 9/$f &’9//3 ;/03 ;%
_*;*,N*@：!E (/N*0<*: ABBPa_*N,5*@：!Q 4*;*0<*: ABBP

BWF #,’%O$, H,$ *1 ’2 3 a,#$" 4’#2%&’%(%5’#" =’/’#"（ABBC）QC（Q）




