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展示生长抑素的猪细小病毒样颗粒构建及其免疫原性 
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摘  要: 为了获得既可预防猪细小病毒感染又能促进生长的嵌合病毒样颗粒疫苗，以 PPV NJ-a 株基因组 DNA 为模板

扩增 VP2 基因片段，在 VP2 基因 N 端融合人工合成的 4 拷贝生长抑素基因，构建杆状病毒转移载体 pFast-SS4-VP2。

通过转化 DH10Bac 感受态细胞，pFast-SS4-VP2 与穿梭载体 Bacmid 重组，获得重组 Bacmid，命名为 rBacmid-SS4-VP2。

rBacmid-SS4-VP2 转染 Sf-9 细胞，获得重组病毒 rBac-SS4-VP2。SDS-PAGE 与 Western blotting 鉴定可见约 68 kDa 的

rSS4-VP2 条带；rBac-SS4-VP2 感染细胞 IFA 检测产生很强的特异性绿色荧光；感染细胞超薄切片电镜观察到大量特征

性病毒样颗粒。将重组蛋白分别辅以铝胶、IMS 和白油不同佐剂免疫小鼠，通过检测免疫小鼠 VP2 特异性 ELISA 抗体、

PPV 特异性中和抗体、生长抑素的抗体水平及生长激素水平来评价嵌合病毒样颗粒的免疫原性。结果表明，辅以铝胶

与 IMS 佐剂重组蛋白组均产生了与 PPV 全毒组相似的 ELISA 抗体与中和抗体反应；重组蛋白免疫组均产生较好的针

对生长抑素的抗体反应；免疫小鼠体内生长激素的水平明显升高；其中以铝胶佐剂组产生的各抗体水平最高，白油佐

剂组各抗体水平最低。为以后生产安全、有效的颗粒化亚单位疫苗提供了一个新的设计思路，又为应用病毒样颗粒递

呈外源肽，从而生产多联亚单位疫苗奠定了基础。 

关键词 : 猪细小病毒，VP2 蛋白，生长抑素，杆状病毒，病毒样颗粒  
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parvovirus-like particles with somatostatin 
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Abstract:  In order to obtain a virus-like particle vaccine both for porcine parvovirus (PPV) prevention and growth-promotion, 
VP2 gene of PPV NJ-a strain was amplified with PCR, and four copies of synthetic somatostatin gene were fused to the N-terminal of 
VP2 gene. The fused gene was cloned into pFast-HT A to construct the recombinant plasmid pFast-SS4-VP2, then the pFast-SS4-VP2 
was transformed into DH10Bac competent cells and recombined with shuttle vector Bacmid, followed by identification with 
blue-white screening and PCR analysis for three cycles, and the positive recombinant was named as rBacmid-SS4-VP2. The positive 
Sf-9 cells were transfected with rBacmid-SS4-VP2 by Lipofectamine to produce recombinant baculovirus. When the cytopathic effect 
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(CPE) was obvious, the transfected Sf-9 cell was harvested, and the positive recombinant virus was named as rBac-SS4-VP2. The 
insertion for the target gene into baculovirus genome was confirmed with PCR. SDS-PAGE and Western blotting revealed that the 
calculated protein of approximately 68 kDa was in the expressed in the insect cells. The Sf-9 cells infected with rBac-SS4-VP2 were 
stained positive against PPV antibody using the indirect immunofluorescence assay (IFA). Moreover, the virus particle self-assembly 
was observed under electron microscopy. 90 four-week-old mice were immunized by the recombinant protein coupled with different 
adjuvants alhydrogel, IMS and oil. VP2-specific ELISA antibodies, PPV-specific neutralizing antibody, somatostatin antibody and 
growth hormone levels were examined to evaluate the immunogenicity of this virus like particle. Results indicated that mice groups 
immunized rSS4-VP2 protein with alhydrogel and IMS developed similar humoral immune response comparing with inactived PPV 
vaccine. Mice group immunized with rSS4-VP2 generated higher level of SS antibody and growth hormone comparing with negative 
control, mice receiving rSS4-VP2 with alhydrogel developed the highest antibody titre than all other groups, while the oil group 
developed the lowest antibody level. This study provides not only a new rout for production of safe and effective virus like particle 
subunit vaccine, but also the foundations for peptide presentation and multivalent subunit vaccine design. 

Keywords:  porcine parvovirus, VP2, somatostatin, baculovirus, virus-like particles 

猪细小病毒 (Porcine parvovirus，PPV) 是引起

猪繁殖障碍的主要病原之一，导致初产母猪流产、

死胎、木乃伊胎，其中以胎儿木乃伊化为主，成年

猪不表现明显临床症状，该病在世界范围内广泛流

行，造成了巨大的经济损失[1]。在 PPV 组织培养物

中，完整病毒粒子与不含 DNA 的空衣壳病毒粒子同

时存在，大小形态相同，密度分别为 1.39 g/cm3 和

1.33 g/cm3[2]。Choi 等报道，PPV 空衣壳可影响病毒

在传代细胞和猪体内的增殖。体内外试验表明，抑

制作用依赖于空衣壳所占比例，当空衣壳与全病毒

的比例超过 30∶1 时，接种的猪不表现临床症状，

但 DNA 杂交显示有病毒存在的迹象[3]。大量研究发

现，疫苗免疫接种是防治该病的关键，许多学者成

功研制了相应的灭活疫苗和弱毒活疫苗。此外，

Martinez 等还证实，体外表达的 PPV VP2 蛋白具有

良好的免疫原性，免疫动物后可诱导产生保护性免

疫反应，与商品化疫苗的免疫效果相同[4]。 

PPV 属于自主型细小病毒，其基因组为线状单

股负链 DNA，大小约为 5 kb，共有 2 个开放阅读框

架(Open reading frame，ORF)，一个编码结构蛋白 

(VP1、VP2)，另一个编码非结构蛋白  (NS1、NS2

和 NS3) 其中 VP2 是构成病毒粒子的主要衣壳蛋

白，具有血凝活性，约占病毒衣壳蛋白总量的 80％，

VP2 蛋白携带主要的抗原决定簇，可诱导机体产生

保护性中和抗体，VP2 对病毒感染、发挥其致病性

方面亦起关键作用。并且 VP2 蛋白在体外表达时可

自主装配，能自动形成完整的病毒样颗粒，具有良

好的免疫原性，成为病毒疫苗研究的主要方向 [5]。

病毒样颗粒(Virus-like particles，VLPs)是某种病毒的

一个或多个结构蛋白装配成的空心颗粒，它既具有

类似天然病毒的稳定性和免疫原性，又具备携带外

源蛋白或多肽的潜能，不含有病毒的核酸没有感染

性，使其有望成为构建多价疫苗的良好载体[6-8]。据

报道，使用昆虫杆状病毒表达系统获得了 PPV 的病

毒样颗粒，该 VLPs 能够诱导小鼠产生强烈的免疫

应答[9-10]。而在 VP2 基因的 5′端连接一段外源基因

对 PPV VLPs 的形成影响较小[11]。 

生长抑素 (Somatostatin，SS) 是下丘脑释放的

14 氨基酸的小肽，广泛分布于中枢神经系统和胃肠

道组织中。SS 能抑制生长激素(GH)的分泌，而 GH

处于动物生长轴的核心，GH 通过与受体结合诱导

肝细胞产生胰岛素样生长因子(IGF-1)，而 IGF-1 能

直接作用于动物体内的多种组织，促进蛋白质的合

成，促进细胞增殖，从而促进骨骼、肌肉和内脏的

生长[12]。由于 SS 是一个只有 14 个氨基酸的小肽，

在体内稳定性较差，需要承载于其他大的蛋白载体，

才能更好地发挥免疫原性。 

本研究以猪细小病毒 VP2 蛋白为载体，在其 N

端插入 4 拷贝生长抑素，用杆状病毒表达系统获得

自我装配的病毒样颗粒，以期获得既可预防猪细小

病毒病又能促进生长的双价亚单位疫苗。为了提高

抗原的免疫原性，使机体产生更好的免疫应答。本

实验以白油、铝胶、IMS 1312、CpG 为佐剂设计了

不同的免疫组，旨在筛选出比较适合的佐剂来提高
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抗原的免疫效力。 

1  材料与试剂 

1.1  菌株、质粒、毒株与细胞 
转座用大肠杆菌宿主菌 DH10Bac (含杆状病毒

穿梭载体质粒 Bacmid 和辅助质粒 Helper)、pFastBac 

HT A、草地贪夜蛾卵巢细胞 Sf-9 由江苏省农业科学

院兽医研究所王芳老师惠赠；四拷贝的生长抑素基

因由大连 TaKaRa 公司人工合成；大肠杆菌 DH5α、

PK-15 细胞、猪细小病毒强毒株 (NJ-a 株) 由国家兽

用生物制品工程技术研究中心保存。 

1.2  主要试剂 
Grace′s 培养基、优级胎牛血清(FBS)、Sf-900 Ⅱ 

SFM 无 血 清 培 养 基 、 脂 质 体 转 染 试 剂 盒

Lipofectamine 2 000 均购自 Invitrogen 公司；BamHⅠ、

XhoⅠ工具酶，DNA Marker DL 2 000、15 000、λ-Hind 

Ⅲ、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)、5-溴-4-氯-3-

吲哚半乳糖苷 (X-gal)、T4 DNA 连接酶、Ex Taq 

DNA 聚合酶、DNA 胶回收试剂盒购自大连 TaKaRa

公司；蛋白 Marker 购自北京全式金生物技术有限公

司；质粒小提试剂盒购自 Axygen 公司；猪细小病毒

抗体检测试剂盒购自深圳绿诗源生物技术有限公

司；生长激素放射免疫分析检测试剂盒购自北京北

方生物技术研究所；豚鼠抗 PPV 阳性血清实验室保

存；HRP 与 FITC 标记羊抗豚鼠 IgG 购自北京博奥

森生物技术有限公司；HRP 标记羊抗小鼠 IgG 购自

博士德生物工程公司；人工合成的生长抑素由上海

吉尔生化有限公司合成；铝胶由南京天邦公司提供；

IMS 1312 购自法国赛比克公司；其余试剂均为国产

或进口分析纯。 

2  方法 

2.1  引物的设计与合成 
以 PPV NJ-a 株为模板，用 Primer Premier 5.0

生物软件设计出 2 条引物(表 1)，用于扩增 VP2 全

基因。

 
表 1  用于 PCR 扩增的引物 
Table 1 Primers used for PCR amplification 

Primers Endonuclease Sequences (5′−3′) Purpose 

P1 BamHⅠ CGCGGATCCCATGAGTGAAAATGTGG Upstream primer for PPV-VP2 

P2 XhoⅠ CGCCTCGAGCTAGTATAATTTTCTTGGTAT Downstream primer for PPV-VP2 
 

人 工 合 成 四 拷 贝 猪 生 长 抑 素 基 因 ， 带 有

BamHⅠ、BlgⅡ酶切位点 GGATCCAAAAAGCTGG 

TTGTAAGAACTTTTTTTGGAAGACTTTTACTTC
TTGTGCTGGTTGTAAGAACTTTTTTTGGAAGAC
TTTTACTTCTTGTGCTGGTTGTAAGAACTTTTT
TTGGAAGACTTTTACTTCTTGTGCTGGTTGTAA
GAACTTTTTTTGGAAGACTTTTACTTCTTGTAG
ATCT。 

2.2  重组质粒 pFast-SS4-VP2构建 
以 P1、P2 为引物扩增 PPV VP2，PCR 产物克

隆入 pMD18-T 载体，获得质粒 pMD-VP2，进行序

列测定，确定基因序列的正确性。 

将人工合成的四拷贝生长抑素基因用 BamHⅠ、

BlgⅡ双酶切鉴定，送测序进一步验证基因序列。 

利用 BamHⅠ、XhoⅠ双酶切质粒 pMD-VP2，

回收 VP2 片段，克隆至杆状病毒转移载体 pFastBac 

HT A，得到重组质粒 pFast-VP2。 

BamHⅠ单酶切重组质粒 pFast-VP2，使其完全

线性化后，CIAP 去磷酸化，回收。BamHⅠ、BlgⅡ

双酶切人工合成的四拷贝生长抑素，获得的四拷贝

生长抑素片段与线性化的 pFast-VP2 进行连接，获

得重组质粒 pFast-SS4-VP2。 

2.3  重组穿梭载体 rBacmid-SS4-VP2 的构建和

鉴定 
按照 Bac-to-Bac Baculovirus Expression System

操作说明，将重组质粒 pFast-SS4-VP2 转化 DH10Bac

感受态细胞，在 DH10Bac 中在 helper 质粒辅助作用

下重组质粒 pFast-SS4-VP2 与 Bacmid 发生位点特异

性转座作用。在含有 IPTG/X-gal、Kan、Gen 及 Tet

抗生素的 LB 固体平板中出现蓝白菌落，经 3 次蓝

白斑筛选，利用通用引物 PUC/M13F 和针对目的基

因 SS4-VP2 的引物进行 PCR 鉴定得到纯化的

rBacmid-SS4-VP2。 
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2.4  重组杆状病毒的制备和鉴定 
按照 LipofectamineTM2 000 转染试剂说明书操

作，将重组穿梭载体 rBacmid-SS4-VP2 转染对数生

长期的 Sf-9 (10％ FBS Grace′s 培养液培养) 细胞，

27℃静置培养 5 d 以上，直至细胞出现病变，获得的

重组病毒命名为 rBac-SS4-VP2。 

PCR 鉴定：从感染重组杆状病毒的 Sf-9 细胞中

提取总 DNA，分别用通用引物 PUC/M13F，特异性

引物扩增目的片段。 

2.5  重组杆状病毒滴度的测定 
按常规方法测重组杆状病毒的滴度，病毒用

2％ FBS Grace′s 依次倍比稀释至最高稀释度 10−10；

每个病毒稀释度做 8 个平行复孔，加样时从最高稀

释度开始；第 11 列和 12 列作为阴性对照，阴性对

照孔中加入 100 μL 2％ FBS Grace′s；于 27℃培养，

每天观察病变情况，直至对照细胞老化、脱落；计

录每一列中出现阳性的孔数；按 Karber 法计算结果。 

2.6   重组蛋白在 Sf-9 细胞中的表达及检测 
2.6.1  SDS-PAGE 电泳分析 

重组病毒分别以 MOI 0.01、0.05、0.1、0.5 感染

处于对数生长期 Sf-9 (Sf-900 SFMⅡ 培养液培养) 细

胞，同时以野生杆状病毒为对照。感染后 96~120 h

待细胞病变明显时收集细胞，用 PBS 洗 3 次，适量

PBS 重悬，加入 5×SDS Loading Buffer，用 10％

SDS-PAGE 凝胶电泳分析。 

2.6.2  Western blotting 检测 

SDS-PAGE 方法同上；半干法转印，DAB 显色，

拍照留图。 

2.6.3  间接免疫荧光检测 

重组病毒以 MOI 0.5 感染长满 Sf-9 单层的 6 孔

板，同时设立未感染的 Sf-9 昆虫细胞和野生杆状病

毒感染的细胞作对照；待 6 孔板内的细胞完全病变

后，弃上清，用 75％的酒精固定 40~60 min；用含

1％ BSA 的 PBS 洗 3 次，自然风干；加入 1∶100

稀释的豚鼠抗 PPV 阳性血清(已与野生杆状病毒蛋

白作用过)，37℃湿盒孵育 2 h；用含 1％ BSA 的 PBS

洗 3 次，自然风干；加入 1:50 稀释的 FITC 标记的

羊抗豚鼠二抗，37℃作用 30 min；用含 1％ BSA 的

PBS 洗 3 次，自然风干；荧光显微镜下观察结果。 

2.6.4  电镜观察 

以 MOI 0.5 感染 Sf-9 细胞，120 h 待细胞完全病

变后收毒，用 PBS 洗 3 次，2 000 r/min 离心 10 min

沉淀细胞，2.5％戊二醛  (0.1 mol/mL 磷酸缓冲液 

pH 7.4) 固定液 4℃固定过夜，制备超薄切片，电镜

观察。 

2.7  重组蛋白的纯化 
重组病毒以 MOI 0.05 感染处在对数生长期的

Sf-9 细胞，5 d 后收集病变细胞，用 PBS 洗 2 次，

2 000 r/min 离心 15 min，重悬于 25 mmol/L NaHCO3 

(pH 8.3) 中，使细胞密度为 2×107 cells/mL，超声波

裂解后，10 000 r/min 离心 15 min，上清液中含有表

达的 rSS4-VP2 蛋白。收集上清中加入饱和硫酸铵 

(pH 7.0) 至终浓度 20％，4℃搅拌过夜进行沉淀，然

后 18 000 r/min 离心 10 min，沉淀重悬于 PBS 中，

加 Triton X-100 和 TBP-磷酸三丁酯至浓缩物的 1％

和 0.3％灭活杆状病毒，室温静置 30 min，透析除

盐，再用超滤管超滤离心，去除杂蛋白，即得到重

组蛋白的纯化物[13]。 

2.8  小鼠免疫试验 
2.8.1  试验设计 

小鼠随机分组，每组 10 只，具体设计见表 2。 

2.8.2  免疫程序 

免疫 3 次，每次免疫时间间隔为 2 周。免疫

200 μL/只，后腿各注射 100 μL，每只小鼠重组蛋白

免疫剂量为 50 μg。免疫后每周小鼠眼球采血，常规

分离血清，−20℃保存待用。 

2.9  抗体检测 
2.9.1  猪细小病毒检测试剂盒检测抗体 

具体操作步骤按试剂盒附带说明书：用样品稀

释液将血清 1∶40 稀释后加入预包被的微孔板中，

每孔加 100 μL；同时设置阴、阳性对照孔，每孔

加 100 μL；另设一空白对照孔，空白对照孔加 100 μL

稀释液。OD630 测定结果。 

2.9.2  免疫小鼠中和抗体的检测 

采用固定病毒稀释血清法进行微量中和试验检

测。其中血清无菌处理后作 2−1、2−2、2−3 ……系列

倍比稀释，接种于长满 PK-15 细胞单层的 96 孔板

中，每孔 50 μL。然后每孔加入用 DMEM (GIBCO) 

稀释为 200 TCID50 的 PPV NJ-a 株 50 μL，同时设细 
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表 2  试验动物分组与疫苗制备 
Table 2  Animal grouping and treatment 

Group Number Dose Adjuvant Antigen:Adjuvant (V:V) Immunization 

Ⅰ 10 50 μg rSS4-VP2 Oil 1:3 Intramscular injection 

Ⅱ 10 50 μg rSS4-VP2 IMS 1:1 Intramscular injection 

Ⅲ 10 50 μg rSS4-VP2 Alhydrogel 1:1 Intramscular injection 

Ⅳ 10 50 μg rSS4-VP2 CpG+Alhydrogel 1:1 Intramscular injection 

Ⅴ 10 50 μg rSS4-VP2 CpG+IMS 1:1 Intramscular injection 

Ⅵ 10 5×105 TCID50/ 
rBac-SS4-VP2 CpG+Alhydrogel 1:1 Intramscular injection 

Ⅶ 10 5×105 TCID50/PPV 
Inactivated vaccine CpG+Alhydrogel 1:1 Intramscular injection 

Ⅷ 10 5×105 TCID50/ 
Wild Baculovirus CpG+Alhydrogel 1:1 Intramscular injection 

Ⅸ 10 PBS − − Intramscular injection 

The dose for CpG 50 μg per mouse. 
 
胞对照和病毒对照孔，37℃、2％ CO2 培养箱中培

养，逐日观察并记录细胞病变结果，以能完全保护

细胞不发生病变的最高稀释倍数为被检血清中 PPV

特异性中和抗体的效价。 

2.9.3  间接 ELISA 检测生长抑素抗体水平 

以人工合成的生长抑素 (5 μg/mL) 为抗原包被

酶标板，100 μL/孔，2 免后 2 周的小鼠血清为一抗 

1∶100 稀释，检测血清抗生长抑素抗体水平。 

2.9.4  GH 水平检测 

取 100 μL 2 免后 2 周的小鼠血清，送南京军区

总医院检测生长激素 (GH) 含量。 

3  结果 

3.1  重组转移载体的构建及酶切鉴定 
载体 pFast-HT A 用 BamHⅠ与 XhoⅠ双酶切，

使之完全线性化，先与 VP2 相连，酶切鉴定正确后，

BamHⅠ单酶切，去磷酸化后与生长抑素连接，酶切

鉴定，并命名为 pFast-SS4-VP2。由图可以看到酶切

后得到一条 1 910 bp 的条带，与目的条带大小相当，

证明重组载体构建成功 (图 1)。 

3.2  重组穿梭载体的构建与鉴定 
将空载体 pFast-HT A、重组载体 pFast-SS4-VP2

转入含穿梭质粒 Bacmid 的感受态细胞 DHl0Bac 中，

在 Helper 质粒编码的转座酶的协助下，重组转移载

体 pFast-SS4-VP2 与 DHl0Bac 发生位点特异性的转

座作用，将目的基因克隆入 Bacmid，经 3 次蓝白菌

落筛选及利用通用引物 PUC/M13PCR 鉴定，空载

体与 Bacmid 重组后扩增出的条带大小为 2 430 bp，

重组载体与 Bacmid 重组后扩增出条带大小为

4 300 bp 左右，与预期结果一致 (图 2)。 

 

图 1  重组质粒的酶切鉴定 
Fig. 1  Identification of the recombinant plasmid by enzyme 
digestion. 1: DL15 000 DNA marker; 2−3: pFast-HT A plasmid 
digested by BamH I; 4: DL2 000 DNA marker; 5−6: pFast-SS4- 
VP2 recombinant plasmid digested by BamH I and Xho I.  

 

图 2  PCR 鉴定重组 Bacmid  
Fig. 2  Identification of the recombinant Bacmid by PCR. 1: 
DL15 000DNA marker; 2: PCR product of rBacmid-pFast. 
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3.3  重组杆状病毒的制备 
转染后每天观察细胞状态，对照细胞生长良好，

轮廓清晰，胞体明亮，能看到明显的细胞分裂，增

殖的哑铃型细胞，转染重组病毒的细胞开始没有明

显变化；3 d 后，细胞开始变化，细胞变大变圆，细

胞核充满整个细胞，病变细胞随着时间增加，感染

重组病毒细胞生长停止，细胞中出现囊泡、病毒包

涵体，折光率增加，最后早起感染的细胞开始死亡，

有细胞脱落、破裂 (图 3)。 

 

图 3  重组杆状病毒 rBac-SS4-VP2 在 Sf-9 细胞上引起的

细胞病变 
Fig. 3  CPE on Sf-9 cells induced by rBac-SS4-VP2 infection. 
(A) Normal Sf-9 cell. (B) Sf-9 cell transfected with rBacmid- 
SS4-VP2. 

 
3.4  重组杆状病毒的 PCR 鉴定 

提取病变细胞 DNA 基因组，分别以 PUC/M13

通用引物、特异性引物进行 PCR 扩增，0.8％琼脂糖

凝胶电泳，可见条带与目的片段大小一致，且没有

出现杂带，证明外源基因成功插入杆状病毒基因中，

并说明病毒已得到纯化 (图 4)。 

 

图 4  重组杆状病毒 PCR 鉴定  
Fig. 4  Identification of the recombinant baculovirus by PCR. 
1: DL15 000 DNA marker; 2: PCR amplification with M13 
primer for Bacmid transfected Sf-9 cells; 3: PCR amplification 
with M13 primer for rBacmid-pFast; 4: PCR amplification with 
M13 primer for rBac-SS4-VP2; 5: PCR amplification with 
specific primer for rBac-SS4-VP2; 6: DL2 000 DNA marker. 

3.5  重组蛋白的 SDS-PAGE 鉴定  
分别以不同 MOI 0.01、0.05、0.1、0.5 感染 Sf-9

细胞，96 h 后收集病变 Sf-9 细胞，用 PBS 洗涤 3 次

后，加上样缓冲液煮沸 10 min 后进行 SDS-PAGE，

结果表明，在 lane2~5 中均出现一条大小约为 68 kDa

的特异性蛋白质条带，与 DNAStar 分析的蛋白分子

量基本一致，阴性对照 (lane1) 未出现该蛋白质条

带，且不同的感染比感染细胞蛋白表达量相当 (图 5)。 

3.6  重组蛋白的 Western blotting 鉴定 
Western blotting 检测，以 MOI 0.1、0.5 感染细

胞，制备样品方法同 SDS-PAGE，结果在 lane2、

lane3 中出现特异性蛋白条带，lane4 中则没有出现

特异性条带  (图 6)，表明利用杆状病毒表达的

rSS4-VP2 蛋白可与 PPV 阳性血清发生特异性免疫

反应，从而证实其具有生物学活性。 

 

图 5  重组蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of rSS4-VP2 protein. 1: wild 
baculovirus control; 2−5: Sf-9 cells infected with rBac-SS4 
-VP2 in the different MOI 0.01, 0.05, 0.1 and 0.5; 6: standard 
protein marker. 

 

图 6  重组蛋白的 Western blotting 分析 
Fig. 6  Identification of rSS4-VP2 protein by Western blotting. 
1: standard protein marker; 2−3: Sf-9 cells infected with 
rBac-SS4-VP2 in the different MOI 0.1 and 0.5; 4: wild 
baculovirus control. 
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3.7  间接免疫荧光检测 
分别将野生杆状病毒、rBac-SS4-VP2 重组杆状

病毒感染对数生长期细胞，待细胞完全产生病变后，

用 75％乙醇固定细胞做间接免疫荧光，健康细胞

Sf-9 作对照。重组病毒与猪细小病毒豚鼠阳性血清

特异性反应，显微镜下观察可见很强的绿色荧光，

而野毒感染细胞只是在病变周围存在很弱的非特异

性荧光，健康细胞未检测到荧光 (图 7)。 

3.8  电镜观察鉴定 
取重组病毒感染 120 h 的细胞，戊二醛固定后，

制备电镜超薄切片进行电镜观察。发现在细胞中有

大量聚集在一起的直径约 20~30 nm 的球形颗粒，其

形态大小均与 PPV 的全病毒粒子相近，证实

SS4-VP2 重组蛋白在杆状病毒表达系统中自我组装

成嵌合病毒样颗粒 (Chimeric Virus-Like Particles，

CVLP) (图 8)。 

 

图 7  重组病毒的 IFA 检测 
Fig. 7  Identification of the rSS4-VP2 protein expression by IFA. (A) Cells infected with rBac-SS4-VP2. (B) Cells infected with 
wild baculovirus. (C) Normal Sf-9 cells.  

     

图 8  细胞中形成的病毒样颗粒 
Fig. 8  VLPs in Sf-9 cells. (A) Sf-9 cells infected with rBac-SS4-VP2 through electron microscopy. (B) Sf-9 cells infected with wild 
baculovirus through electron microscopy. 

 
3.9  猪细小病毒检测试剂盒检测抗体结果 

利用试剂盒检测结果，免疫后 1 周没有检测到

抗体，2 周可以检测到抗体但含量偏低，2 免后 1 周

抗体逐渐升高，2 免后 2 周每组抗体明显升高 (图

9)。从总体的抗体水平来看，2 免后 2 周 PPV 灭活

苗组与重组蛋白组均产生了特异性抗体；从佐剂不

同、抗原相同的组来看，抗体水平：Alhydrogel＞IMS

＞CpG+Alhydrogel＞CpG+IMS＞Oil 组，但差异不显

著；从佐剂相同、抗原不同的组比较看，抗体水平：

PPV Inactivated vaccine＞rSS4-VP2＞rBac-SS4-VP2＞ 

Wild Baculovirus。 

3.10  PPV 中和抗体的检测结果 
利用中和试验检测免疫小鼠血清中和抗体滴度

以评价重组病毒免疫后产生的体液免疫反应，2 免

后 2 周每组血清中和抗体水平平均值 (图 10)。在 9

个免疫组中，rSS4-VP2/Alhydrogel 免疫组产生的中
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和 抗 体 最 高 ； PPV Inactivated vaccine/CpG+ 

Alhydrogel 组次之；rSS4-VP2/IMS，rSS4-VP2/CpG+ 

IMS，rSS4-VP2/CpG+Alhydrogel 免疫组所产生的中

和抗体滴度相当，但稍低于前 2 组；rSS4-VP2/Oil

最差；Wild Baculovirus /CpG+Alhydrogel 与 PBS 对

照组在整个试验中没有检测到任何 PPV 特异性中和

抗体。 

3.11  生长抑素抗体 ELISA 检测结果 
间接 ELISA 检测 2 免后 2 周血清生长抑素抗体

水平。结果表明：免疫重组蛋白 rSS4-VP2/Alhydrogel、

rSS4-VP2/IMS 、 rSS4-VP2/CpG+IMS 、 rSS4-VP2/ 

CpG+Alhydrogel、rBac-SS4-VP2 均产生了特异性抗

体，而对照组 Wild Baculovirus/CpG+Alhydrogel 与

PBS 组没有特异性抗体产生。rSS4-VP2/Alhydrogel

组抗体水平最高，稍高于其他组，其他重组蛋白免

疫组间差异不显著 (图 11)。 

3.12  生长激素浓度的检测结果 
免疫重组蛋白的各免疫组 GH 浓度均有明显升

高，rSS4-VP2/Alhydrogel 组 GH 水平最高，其他重

组蛋白免疫组间差异不显著，rSS4-VP2/Oil 组稍微

低一些，但与 Wild Baculovirus /CpG+Alhydrogel 和

PBS 对照组相比明显升高 (图 12)。 

 
图 9  猪细小病毒试剂盒检测抗体 
Fig. 9 Antibody detected by the kit. Values with different letters indicate significant differences (P<0.05). 

 
图 10  免疫小鼠 PPV 特异性中和抗体 
Fig. 10  PPV specific neutralizing antibody detection for the immunized mice. 

 
图 11  各组小鼠血清生长抑素抗体水平 
Fig. 11 Antibody level in serum of the immunized mice. Values with different letters indicate significant differences (P<0.05). 
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图 12  免疫小鼠生长激素水平检测 
Fig. 12  GH level in serum of the immunized mice. Values with different letters indicate significant differences (P<0.05). 
 

4  讨论 

猪细小病毒是一种重要的猪繁殖障碍疾病，当

前应用较多的是灭活疫苗，但其存在着许多缺陷和

不足。猪细小病毒在 PK-15 或 ST 细胞上增殖的滴

度较低，增加了灭活疫苗的生产成本，并且在生产

灭活苗的过程中涉及到强毒的繁殖，因此存在散毒

的潜在危险；灭活疫苗产生抗体慢，仅能诱发体液

免疫应答，不产生或仅产生轻微的细胞免疫应答和

局部黏膜免疫应答；灭活疫苗免疫保护时间短，需

多次或反复接种，使用剂量大，费用较高；不能产

生局部分泌型抗体 SIgA，不能阻止病原微生物的局

部感染；以及灭活疫苗免疫效果的不稳定等。因此

寻找和发展更为安全有效的疫苗一直是猪细小病毒

病免疫预防研究的重要内容。猪细小病毒的结构蛋

白 VP2 可自我组装成病毒样颗粒 (VLPs)，VLPs 不

仅本身具有良好的免疫原性，而且可以用作载体对

半抗原分子进行展示，以提高半抗原的免疫原性。

王金良等[14]将 VP2 全基因进行原核表达，并利用所

表达的蛋白建立了检测 PPV 血清抗体的间接 ELISA

方法。魏战勇等将 PPV VP2 基因克隆至 pCI-neo 真

核表达载体中，构建了 pCI-neo-VP2 重组质粒，转

染至 PK-15 细胞中，并以小鼠为动物模型，将

pCI-neo-VP2、pCI-neo 重组质粒、PPV 活疫苗和对

照 组 通 过 肌 肉 注 射 进 行 免 疫 ， 结 果 显 示 ：

pCI-neo-VP2 在体外能够诱导 PK-15 细胞表达 VP2

蛋白，小鼠注射 pCIneo-VP2 质粒 1 周后能够诱导机

体产生抗体，4 周时达到高峰，与活疫苗对照组产

生的抗体滴度、诱导 T 淋巴细胞增殖和诱导强的细

胞毒性基本一致。 

杆状病毒表达系统具有与动物细胞相似的转

录、翻译及翻译后加工等功能，表达的外源蛋白保

持原有的生物学活性，迄今已成功地用于表达多种

病毒抗原，有些病毒结构蛋白可形成病毒样粒子 

(Virus-like particles，VLPs)[15-16]。作为一种安全的抗

原载体，越来越多的学者将多肽基因与在大肠杆菌、

酵母、杆状病毒等不同表达系统中能自我组装成病

毒样颗粒的病毒衣壳蛋白基因融合[17-18]，以增强多

肽的免疫原性。Martinez 等[19]将 PPV VP2 基因克隆

至杆状病毒表达系统并在昆虫细胞中高产量表达。

表达产物可自我装配成粒子，在结构和抗原性上与

常规的 PPV 衣壳并无差异。将高度提纯的表达产物 

(类病毒粒子) 免疫猪，其免疫效果与商品化的 PPV

疫苗的相同。Sedlik 等[18]证明携带淋巴细胞性脉络

丛脑膜炎病毒 (LCMV) 的 CTL 表位的 PPV VP2 自

我装配形成的假病毒粒子，免疫动物后，免疫动物

能抵抗致死量病毒的攻击。细小病毒的 VP2 基因可

以独立地或者形成杂合的类病毒粒子并引起宿主产

生免疫应答[20-21]，说明 VP2 蛋白产生的类病毒粒子

具有良好的免疫原性，而且作为一种抗原的转运载

体具有很大的潜在价值，为进行多价重组疫苗的研

究创造了良好的条件。 

SS是动物生长调节的一个重要因子。研究表明，

所有哺乳动物 SS 的分子结构均相同，无种属特异

性。猪免疫生长抑素后不影响猪肉品质，人通过免

疫后的猪肉摄入生长抑素或生长抑素的抗体，不会



1066    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             August 25, 2010  Vol.26  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

产生副作用，因为生长抑素本身在人体内就是存在

的，而生长抑素的抗体在猪肉加工的的过程中将会

被破坏，失去活性。并且已有多种文献报道，SS 已

广泛用于治疗各种人类疾病，具有较好的生物安全

性能。 

本实验以猪细小病毒 VP2 蛋白可在杆状病毒表

达中自我组装成病毒样颗粒为基础，在 VP2 基因 5′

端连接一小段基因不影响装配的特性，将其作为小

分子量外源蛋白的运输载体。设计了以 PPV 的核衣

壳蛋白 VP2 为支架载体，以四拷贝的生长抑素为展

示蛋白，试图制备出携带生长抑素的 PPV 病毒样颗

粒，这种展示生长抑素的设计尚属首次。Western 

blotting、IFA 证明了杆状病毒表达的重组蛋白具有

生物活性，可以与猪细小病毒阳性血清发生特异性

反应；电镜观察发现，在感染重组病毒的 Sf-9 细胞

内含有直径约为 20~30 nm、形态大小均与全病毒粒

子相似的病毒粒子，也证实了在体外细小病毒能与

其他蛋白自我组装成杂合的病毒样颗粒。 

为了检测重组蛋白的免疫效力并筛选出能显著

增强重组蛋白免疫效力的佐剂，重组蛋白分别辅以

铝胶、IMS 和白油不同佐剂免疫小鼠，通过猪细小

病毒特异性抗体水平，PPV 特异性中和抗体水平，

生长抑素抗体水平的检测，结果均检测到了特异性

抗体；生长激素水平的检测，发现生长激素水平明

显提高，证实重组蛋白具有较好的免疫效力。其中

铝胶佐剂组抗体水平最高，因其可吸附抗原形成凝

聚性大颗粒，易被细胞吞噬而增强抗原的免疫原性；

白油佐剂组抗体水平最低，油乳苗产生免疫力慢，

抗体空白期长；CpG 效果不明显，分析原因可能是

CpG 主要刺激机体产生细胞免疫；从而筛选出铝胶

佐剂是比较适合的佐剂。 

本实验得到的细小病毒抗体水平达到了较高的

水平。生长抑素相关测定数值整体都稍低，这与免

疫动物的日龄、免疫剂量、抗体水平测定时间有很

大关系，因动物体内存在 SS，不同年龄存在量不同；

SS 免疫不同动物免疫反应的强弱不同，同种类甚至

同群动物中，抗体产生强度和速度也有明显变化。

另一方面由于市场上无法买到小鼠生长激素放射免

疫分析检测试剂盒，所以本实验用的是人源的生长

激素放射免疫分析检测试剂盒，存在着种属差异性，

测定值会稍有影响，但对照组与实验组横向比较，

数据都明显升高。 

总之，重组蛋白在杆状病毒表达系统中形成的

杂合病毒样颗粒在小鼠免疫试验中展现了良好的免

疫效力，为进一步研究既可预防猪细小病毒病，也

能提高猪生长速度的二联疫苗奠定了基础。目前正

在进行重组蛋白猪体免疫效力试验。 
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