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摘 要 此前已构建了基于 ]/F(1C1 Q’7/A5病毒（]/F(1C1 Q’7/A5 217=A，]Q&）复制子载体的表达猪瘟病毒（0(,AA10,( AB1</ E/2/7 217=A，
I]Q&）U!基因的新型猪瘟 M*9疫苗 :Q&NI]KU!，通过动物试验证实，该疫苗以 8##!DP头的剂量免疫 "次，免疫猪能抵抗致死剂
量猪瘟强毒的攻击。为进一步评价该疫苗在较低的免疫剂量和较少的免疫次数情况下的免疫效力，将 M*9疫苗 :]Q&NI]KU!
和空载体 :]Q&NI]按 N##!DP头的剂量，接种猪只 !次，然后用致死剂量的猪瘟强毒石门株进行攻击。结果表明，:]Q&NI]KU!免
疫组（$ b %）所有免疫猪在加强免疫后均产生了猪瘟特异性中和抗体，攻毒后所有猪只抗体迅速升高，除了短期体温升高外，
未出现任何其它临床症状，部分猪出现短期轻微病毒血症，个别猪的部分脏器出现轻微病变；而空载体免疫组（ $ b "）猪只在
攻毒前一直没有检出特异性抗体，攻毒后全都出现典型的猪瘟临床症状和严重的病毒血症，有 !头猪分别于攻毒后第 N#和
NN3死亡，剖检时可见典型猪瘟病理变化。结果表明，基于甲病毒复制子载体的猪瘟 M*9疫苗有望成为具有开发价值的猪瘟
标记疫苗。
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猪瘟（,4*++’,*4 +>’$! ;!&!(，36<）是由猪瘟病毒
（,4*++’,*4 +>’$! ;!&!( &’(@+，36<=）引起的一种烈性传
染病，是危害世界养猪业的重要传染病之一。36<=
属于黄病毒科瘟病毒属，为单股正链 /BC病毒，含
有唯一的开放阅读框架，编码一个大的多聚蛋白，经

蛋白酶水解加工后，产生 E 种结构蛋白（3、F($+、FG
和 FH）和 I 种非结构蛋白（B7(9、7I、B6H1J、B6EC、
B6EK、B6LC和 B6LK）［G］。FH 蛋白是一种囊膜糖蛋
白，可诱导产生中和抗体，能对猪瘟强毒攻击提供完

全的免疫保护；F($+是可分泌糖蛋白，也能诱生中和

抗体，并可对强毒攻击提供部分保护。

目前，我国自主研制的猪瘟兔化弱毒疫苗（3
株）的广泛使用有效控制了国内 36< 的大规模流
行，尽管如此，猪瘟仍在我国广大养猪地区时有发

生，有的地区呈地方性流行。近年来，猪瘟免疫失败

现象频频发生，非典型慢性猪瘟屡屡出现，主要是由

于猪瘟弱毒疫苗在免疫程序不合理时可引起免疫耐

受，并且易受母源抗体干扰。此外，弱毒疫苗免疫猪

与野毒感染猪很难通过常规方法加以区分，不利于

猪瘟的净化。这些问题引起人们对弱毒疫苗的重新

审视。因此，许多学者一直致力于研制更加安全有

效、能与野毒感染相区分的“标记疫苗”（)*(D!(
&*,,’$!+，或 AM=C &*,,’$!+）［H］，并建立与之配套的鉴
别诊断手段。

近年来，甲病毒（*478*&’(@+!+）（特别是 6!)4’D’
<9(!+#病毒，6!)4’D’ <9(!+# &’(@+，6<=）衍生的 ABCN
/BC载体被广泛用于外源基因的表达。在此类载
体中，甲病毒 /BC 首先翻译产生病毒复制酶复合
物，由其催化从 /BC到 /BC的复制。这种复制过
程是在宿主细胞的细胞浆中进行的，效率极高，所以

由其介导的重组 /BC就可在细胞浆内得到大量复
制，从而使外源基因获得高效表达。

此前我们构建了基于 6<= 复制子载体、表达
36<= FH基因的新型 ABC疫苗 76<=G361FH［J］，用此
疫苗按 OPP!:N头的剂量，通过肌肉注射途径免疫猪，
共免疫 J 次，间隔 J 周，免疫猪产生了低水平的抗
体，并且能抵抗致死剂量猪瘟强毒的攻击［E］。有报

道表明，对于复制子载体疫苗，免疫剂量过大反而不

利于外源基因的表达，而使用较少的剂量可以诱导

更有效的免疫应答［L，O］。鉴于此，我们尝试以较低的

免疫剂量（GPP!:N头）和较少的免疫次数（H 次）对猪
只进行免疫，进一步评价该疫苗的免疫效力。

) 材料和方法
)*) 免疫
将购自无 36<=猪场的 Q头 L周龄左右的仔猪，

用 MAFRR猪瘟病毒抗体检测试剂盒（MAFRR，北京）
检测为阴性后，随机将其分为 H 组，分别接种溶于
G)S灭菌生理盐水的 GPP!: 空质粒 76<=G36（J 头）
和表达 36<= FH 的复制子载体疫苗 76<=G361FH（L
头），共免疫 H次，间隔 J周。
)*+ 攻毒
第二次免疫后 L周，通过颈部肌肉注射 G)S新

近复壮的 36<=石门强毒血毒（GPO 03MALP N)S），对所
有猪只进行攻毒。攻毒后，每天记录所有猪的直肠

温度和临床变化；病死猪及处死猪进行病理剖检，同

时采集各脏器，进行组织病理学检查。

)*, 抗体检测
免疫后每周、攻毒后每隔 G%（攻毒后 P T Q%）或

隔 H%（攻毒后 U%直至扑杀），采血分离血清，用 36<=
抗体检测试剂盒（MAFRR公司）（基于猪瘟病毒中和
性单克隆抗体的竞争 FSM6C试剂盒）检测 36<= 特
异性中和抗体产生情况。

)*- 免疫组化
剖检时，取所有猪的扁桃体、淋巴结、脾脏和肾

脏等组织，制备成冰冻切片，用冷丙酮固定后，加入

HP倍稀释的 36<=抗血清，用含有 PVPLW吐温1HP的
2K6（2K60）洗 J 遍后，加入 <M03 标记的羊抗猪 M:X
（6’:)*公司）。用 2K60洗 H遍，再用 2K6洗 G遍，然
后封片，置荧光显微镜下观察［I］。

)*. /01234/
攻毒后每隔 G%（攻毒后 P T Q%）或 H%（攻毒后 U%

直至扑杀），采集所有猪只的抗凝血（用 EW柠檬酸
钠抗凝），用 0/MY94试剂（M$&’#(9:!$公司）提取血液中
总 /BC，用 CZ= 将其反转录后，按已报道的 /01
$23/方法［Q］进行检测。
)*5 荧光定量 /0134/
攻毒后不同时间采集抗凝血，用 0/MY94试剂提
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取总 !"#，溶于 $%!& ’()* 处理的灭菌双蒸水中，
取 +%!& 反转录成 ,’"# 后，用已报道的荧光定量

!-.)*!方法［/］检测试验猪攻毒后 *012病毒载量。
引物和探针序列见表 3。

表 ! 检测 "#$%的荧光定量 &’()"&所用的引物和探针序列
’*+,- ! ’.- /012-03 *45 /06+- 73-5 14 0-*,(812- &’()"& 960 :7*4818*81;- 5-8-<8164 69 "#$%

!454647,4 896:;7 )6;<468 :7= >6?@4 04AB47,48
*012 *012.1 CD.***-EEE-EE-*-##E.FD

*012.)6?@4 CD.!"#.**-E#E-#*#EE#*#E-*E-*#E-#E--.!"#"$".FD
（"* G %%%+/$H3） *012.! CD.*#-E***-*E-**#*.FD

= 结果

=>! /#$%!"#(?=免疫猪产生了 "#$%特异性中和
抗体

>0123*0.(+免疫猪在加强免疫 3周后，猪瘟特
异性中和抗体开始产生，此后持续升高，一直到攻毒

前（$IH+ J 3FH%）K，攻毒后抗体水平短时下降，但从

攻毒后第 +天起，抗体迅速升高，一直持续到试验结
束，达到最大值（LFHL J $HL）K；而空质粒对照猪免
疫后至攻毒前均未产生特异性抗体（ M 3CK）（% M
%H%3），只是在攻毒后第 I天抗体开始升高，至第 33
天后下降（图 3）。攻毒后第 3%天和第 33天分别死
亡 3头（ N 33和 N 3F）。

图 3 免疫猪攻毒前后免疫猪抗体产生动态
1;OP3 #79;@?=Q 648>?784 ?5 ;<<B7;R4= >;O8 @45?64 :7= :5946 S;6BT479 ,U:TT47O4

=>= /#$%!"#(?=免疫猪攻毒后组织中病毒抗原明
显减少

剖检时，取试验猪组织制备冰冻切片，用免疫组

化检测攻毒后组织中病毒抗原。结果表明，从所有

对照组猪的扁桃体、淋巴结、脾脏、肾脏等组织中均

检出了大量病毒抗原，而 >0123*0.(+免疫猪仅在其
个别组织中检测到少量病毒抗原（表 +）。

表 = 免疫猪攻毒后主要脏器中 "#$%抗原分布
’*+,- = @481A-4 513801+781643 14 8.- 81337-3 69 122741B-5

/1A3 96,,6C14A ;107,-48 <.*,,-4A-
5-8-<8-5 +D 122746<.-21380D

E6?B>8 "?P
-;88B48

-?78;T &Q<>U 7?=4 0>T447 V;=74Q
>0123*0.(+ 3 G G G W

+ G G W G
F G G W W
C W G G G
I G G G W

>0123*0 33 W W W W W W W W
3F W W W W W W W W
F3 W W W W W W W

G，7? >?8;9;S4 ,4TT8 =494,94=；W，3 9? + >?8;9;S4 ,4TT8 =494,94= ?7 84,9;?7；
W W，3 9? + >?8;9;S4 ,4TT8 =494,94= ;7 ?74 S;8B:T 5;4T=； W W W， X +
>?8;9;S4 ,4TT8 =494,94= ;7 ?74 S;8B:T 5;4T= P

=>E /#$%!"#(?=免疫猪攻毒后病毒血症时间缩短
并且血液中病毒载量显著减少

用 !-.7)*! 检测试验猪攻毒后血液中病毒
!"#，结果表明，>0123*0.(+免疫组仅在攻毒后第 $
天和 I天分别有 $YC和 FYC检出了 *012 !"#，并且
均是在 !-.7)*!的第二轮扩增中才检出的，其余所
有时间点均未检到 *012 !"#（%YC）；而空载体对照
组所有猪（FYF）在攻毒后第 + 天直到死亡（或剖杀）
前均检出了 *012 !"#，大部分时间点是在 !-.7)*!
的第一轮扩增中检出的（表 F）。
用荧光定量 !-.)*!检测试验猪攻毒后血液中

病毒载量，结果显示，>0123*0.(+免疫猪（除 F N外）
仅在攻毒后第 $天检出了较低水平的病毒 !"#，每
微升血液不超过 3%$（3HL/ Z 3%+ [ IHCI Z 3%F）个拷
贝，其余时间点检测结果均为阴性；而对照猪在攻毒

后第 + 天即可检出病毒 !"#，每微升血液超过 3%$

（+H%L Z 3%$ [ \H3+ Z 3%C）个拷贝，明显高于疫苗免疫
组（% M %H%3），到第 $ 天病毒拷贝数达到最高值
（3HFI Z 3%I [ 3H/I Z 3%\），比 >0123*0.(+ 免疫组高
3%$ 左右（% M %H%%3），此后虽稍有下降，但一直持续
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到死亡或剖杀（表 !）。这个结果与 "#$%&’"检测结 果基本相符。

表 ! 用 "#$%&’"检测免疫猪攻毒后血液中 ’()* "+,
#-./0 ! 10203245% 56 ’()* 748-/ "+, 4% 499:%4;0< =4>? 65//5@4%> 748:/0%2 3A-//0%>0 .B "#$%0?20< &’"

()*+,- .*/
012- ,*-3$451667%87

9 : ! ; < == =! =;
,>?@=’>$A: = B B C C B B B B

: B B C C B B B B
D B B B B B B B B
E B B C B B B B B
; B B C C B B B B

,>?@=’> == B C C C C C C F F F
=D B C C C C C C C C F F
D= B C C C C C C C C C C C

B，%*3 G737437G；C，G737437G H2 = )*+%G；C C，G737437G H2 : )*+%G- *I "#$%&’" 1J,6KIK413K*%；F，,K8- GK7G *I GK-71-7/

表 C 用荧光定量 "#$&’"检测免疫猪攻毒后血液中病毒载量（ D EF! 拷贝数G!H血液）
#-./0 C *48-/ /5-<? 4% 499:%4;0< =4>? 65//5@4%> 748:/0%2 3A-//0%>0 <020320< .B 80-/$2490 "#$&’"（ D EF! 35=40?G!H ./55<）

()*+,- .*/
012- ,*-3$451667%87

9 : ! ; < == =! =;
,>?@=’>$A: = B B 9L<D B B B B B

: B B ;LE; B B B B B
D B B B B B B B B
E B B 9L=<M B B B B B
; B B !L9D B B B B B

,>?@=’> == B N=: =M;99 =DE9 :!< F
=D B ;=< !D!9 D99 =E< !=! F
D= B :9L< =D;9 ED< E=; !;; E=! E=!

B，%*3 G737437G；F，,K8- GK7G *I GK-71-7/

IJC =()*E’($KI免疫猪免于致死剂量 ’()*强毒
的攻击

,>?@=’>$A:免疫组攻毒后，除部分猪在攻毒后
第 D O ;天，有 = O D天直肠温度高出 !9P外（图 :），
未见有其它临床症状，保护率达 =99Q（EFE）。攻毒
后 =;G将免疫猪扑杀后剖检，除了个别猪在淋巴结
或脾脏有轻微病变外，在其它脏器无可见的病理变

化。而所有对照猪从攻毒后第 :天起一直稽留高热
（最高达 !=L<P）（图 :），同时出现猪瘟的典型临床

症状：厌食，震颤，卧地不起，结膜炎，排稀便，耳朵、

四肢、腹部和臀部皮肤有出血斑点等。两头猪分别

于攻毒后第 =9天和 ==天死亡。对照猪发病率和死
亡率分别为 =99Q和 ;;LNQ（DFD和 :FD）。所有对照
猪都出现典型的猪瘟病理变化：扁桃体出血、有坏死

灶，淋巴结肿大、出血，呈大理石状，脾脏有梗死灶，

肾脏有大量出血点，形似麻雀蛋，膀胱有多个出血

点，回盲瓣扣状肿等。

图 : 免疫猪攻毒后体温变化
?K8/: "74316 37J,7)13+)7- *I KJJ+%KR7G ,K8- I*66*SK%8 TK)+67%3 451667%87

! 讨论

0.U疫苗是 :9世纪 M9年代初发展起来的一种

新型疫苗。0.U疫苗具有很多优点，但也存在许多
缺点，比如导入细胞和机体的效率差，抗原表达水平

低，存在安全性隐患［=9］，尤其在大动物中，0.U疫苗
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接种量大，但激发的免疫反应弱，不易达到所需的免

疫效果等。为了克服这些局限性，研究人员采取了

不同的改进策略，如使用 !"#基序、细胞因子和其
它刺激分子作为佐剂，采用 $%&’()*++,- 免疫策
略［..］，开发表达水平高、安全性好、能激发较强免疫

应答的疫苗载体。

由甲病毒（主要是 /01 或 /231）衍生的 4356
735复制型载体，由于具有安全、操作方便、表达外
源基因效率高等优点，在基因免疫［.8，.9］和基因治

疗［.:］中得到广泛应用。已经证明，这种基于复制子

的 435 疫苗优于常规 435 疫苗［.9，.; < 8.］。研究发
现，复制子载体疫苗表达效率的提高不止是因为外

源抗原表达量的增多［.=，88］；用这种疫苗转染细胞后，

其 735复制酶合成大量双链 735（>,735）复制中
间体，激活 73?,( @和 735依赖的蛋白激酶（$A7），
导致被转染细胞的凋亡，因此复制子疫苗也被称为

“自杀性”435 疫苗。>,735 还可激活并诱导树突
状细胞（4!）的成熟［89］，增加 4!等抗原递呈细胞对
凋亡细胞的摄取［8:］。研究证明，共转染凋亡基因

!4B;60?,或 C?,"?,(，可以增加常规 435疫苗的免疫
原性和表达效率［8;，8D］。@(&-E(%等用表达抗凋亡基因
FCG)H（@）的质粒和表达黑色素瘤分化抗原 I7$).的
/231复制子载体疫苗一同递送，虽然转染细胞存活
时间变长，抗原表达量增加，体内产生抗体提高，但

由于干扰了细胞凋亡，大大降低了小鼠对于肿瘤攻

击的保护作用［8=］。而经同样操作的常规 435 疫
苗，其效力并不受 FCG)H（@）的影响。这些研究结果
证实了细胞凋亡在诱导免疫反应中的重要作用，并

为复制子载体疫苗通过细胞凋亡增强免疫反应提供

了强有力的佐证。>,735还可被天然免疫受体（如
I+GG)G&J(受体 9，I@7)9）识别，产生高水平的!型干
扰素（203)"和 203)#）或其它细胞因子，前者是宿主
细胞在病毒感染后释放的主要细胞因子［8K，8B］，对树

突状细胞的分化和成熟有重要促进作用［8K］，在免疫

应答中起强大的佐剂作用，大大提高了复制子载体

疫苗抗病毒或抗肿瘤效应［8B］。这一系列过程类似

于 735病毒自然感染所激发的免疫应答。
有研究者比较了不同剂量的 /01 复制子载体

疫苗 "/!5)//G的免疫效果，发现 .$L诱导的抗体滴
度反而高于 .M$L和 .MM$L

［8.］，说明对于复制型载体

疫苗来说，免疫接种的剂量并不是越多越好。正如

上述，细胞凋亡是复制子疫苗免疫效率增强的必要

条件［8=］，但并非诱导细胞凋亡的能力越强，对激发

的免疫反应越有利。/?,?J&等将流感病毒 N5基因

表达质粒与部分失活的突变型 C?,"?,(（可在诱导凋
亡小体前表达抗原蛋白）表达质粒联合免疫小鼠，能

显著增强 N5的免疫反应，但与诱导细胞凋亡的野
生型 C?,"?,(表达质粒联合免疫却不能增强免疫反
应［8;］。另外，复制子载体疫苗剂量过多，宿主细胞

摄入后，产生大量 >,735，迅速诱导细胞凋亡，反而
影响抗原的表达和处理，从而影响免疫效果。

我们此前构建了基于 /01 复制子载体的表达
!/01 O8基因的新型猪瘟 435疫苗 "/01.!/)O8，通
过动物试验证实，该疫苗以 DMM$L6头的剂量免疫 9
次，可以诱导猪瘟特异性抗体，免疫猪能抵抗致死剂

量猪瘟强毒的攻击［:］。鉴于前人报道的低剂量复制

子载体疫苗可以诱导更好的免疫效果，同时出于成

本考虑，我们尝试用较低的免疫剂量（.MM$L6头）和
较少的免疫次数（8次）。这在已发表的以肌肉注射
方式对 !/01 基因疫苗进行效力评价的研究报道
中，免疫次数和剂量都是最少的［9M < 98］。按此策略免

疫猪只，二免后抗体水平持续上升至较高水平，攻毒

后 8天起，抗体快速上升，表明产生了回忆性免疫应
答，攻毒猪均获得了完全的临床保护（;6;）。虽然
7I)E$!7和荧光定量 7I)$!7检测到个别猪攻毒后
出现短期（攻毒后第 : P D天）病毒血症，但病毒载量
很低（7I)E$!7第二轮扩增才能检出，病毒 735载
量不高于 .M9 拷贝6$@血液），而对照组在攻毒后第
8天直到死亡（或剖杀）其血液中 !/01拷贝数一直
处于较高水平（高达 .MD P .M= 拷贝6$@血液）。表明
复制子疫苗有效降低了病毒载量，缩短了病毒血症

时间［99，9:］。

总之，我们构建的复制子载体疫苗在较低的免

疫剂量和较少的免疫次数情况下，仍然提供了对猪

瘟强毒攻击的完全临床保护，表明这种复制子疫苗

有望开发为防制猪瘟的新型候选疫苗。
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