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摘要： 通过大肠杆菌表达系统对 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 重组去势疫苗抗原进行表达， 采用不同种类佐剂制备疫苗， 研究其对大鼠的免疫去势作用， 为

获得 １ 种免疫效果好、 有效期长、 生产成本低的促性腺激素释放激素 （ＧｎＲＨ） 免疫去势基因工程疫苗提供借鉴。 采用白喉毒素无毒突变体

（ＣＲＭ１９７） 与 ４ 拷贝 ＧｎＲＨ 串联， 将 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 基因与表达载体连接， 并通过优化试验确定大肠杆菌的最优表达条件， 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定目标蛋白的表达情况。 将融合蛋白与不同佐剂乳化， 制备成 ９ 种测试疫苗后分别免疫大鼠， 测定血清中 ＧｎＲＨ 抗体滴度和睾酮浓

度。 结果显示， 重组大肠杆菌的最优表达条件为诱导时间表达 ５ ｈ， 培养基为 ＬＢ 液体培养基， ＩＰＴＧ 诱导浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验， 表明目标融合蛋白已成功表达； 动物试验结果表明， 重组疫苗水包油包水佐剂组、 重组疫苗油包水佐剂组、 ＧｎＲＨ＋Ｔｈ 抗原

（辅助型 Ｔ 细胞抗原） 表位 （Ｇ１ 抗原） 油包水佐剂组测试疫苗免疫大鼠较其他组 ＧｎＲＨ 抗体滴度显著升高、 睾酮浓度显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明

这 ３ 种疫苗具有良好的免疫去势作用。 研究结果为 ＧｎＲＨ 免疫去势疫苗的研制奠定了基础。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＣＲＭ１９７； ＧｎＲＨ； ｒａｔｓ； ｉｍｍｕｎｅ ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ

　 　 公猪生长过程中， 体内会积聚大量雄性激素， 使

猪肉产生膻味， 不仅影响口感、 风味， 还影响生猪饲

喂效率， 因此公猪往往需要阉割去势。 该过程耗费大

量人力、 物力， 还容易导致阉割应激及外伤感染。 自

欧盟发布自愿中止公猪手术阉割宣言， 免疫去势替代

家畜、 宠物的手术阉割已成必然。
促性腺激素释放激素 （ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒ⁃

ｍｏｎｅ， ＧｎＲＨ） 也被称为黄体生成素释放激素， 由下

丘脑神经细胞分泌［１］。 该激素形式多种多样， 目前

至少已经发现 ２４ 种， 主要源自哺乳动物、 鱼、 鸟等

动物的神经组织， ＧｎＲＨ 可以通过刺激垂体合成和分

泌促性腺激素， 对动物的生长和生殖有重要的作

用［２－３］。 通过对 ＧｎＲＨ 进行改造修饰， 不仅可以解决

免疫系统不能识别自身激素的问题， 还可以提高

ＧｎＲＨ 的免疫原性， 从而可以起到免疫去势作用。 在

此过程中， 还要特别注意其应用场景的需求， 公猪免

疫去势需要维持一定的免疫有效期， 以便可以通过调

控体系发挥其免疫去势作用［４－５］。
Ｌａｄｄ 等［６］为了提升 ＧｎＲＨ 免疫去势疫苗的免疫

原性， 分别将 ＧｎＲＨ 的第 １、 ６、 １０ 位氨基酸与破伤

风类毒素进行偶联结合， 通过免疫犬、 兔子和大鼠，
测定其血清中的抗体效价， 与第 ６、 １０ 位氨基酸链接

点疫苗相比， ＧｎＲＨ 通过第 １ 位氨基酸与破伤风类毒

素进行的偶联免疫效果最佳。 Ｏｏｎｋ 等［７］ 通过用 Ｄ 型

氨基酸 Ｌｙｓ 取代 ＧｎＲＨ 第 ６ 位氨基酸， 并将经过修饰

后的 ＧｎＲＨ 进行连接形成二聚体， 与载体蛋白 ＯＶＡ
相连， 免疫公猪后， 其免疫有效率达到 １００％； 同

时， 通过用 Ａｌａ 依次替换 ＧｎＲＨ 的每个氨基酸， 并与

载体蛋白偶联后免疫公猪， 发现不同位置的氨基酸被

取代后， 其免疫原性受到的影响不同。 作为全球唯一

一个用于公猪免疫去势的商业化产品， 美国硕腾生产

的异普克去势疫苗是在 ＧｎＲＨ 的基础上去掉了第 １ 位

的氨基酸， 具有一定的免疫活性［８］。 除了上述提到

的通过进行氨基酸的替代以提升免疫去势疫苗的效

果， 还可以通过增加抗原分子量， 使其抗原表位增

多， 以多聚体的形式提升其刺激机体产生免疫反应的

能力［９］。 Ｏｏｎｋ 等［７］通过用 ＢＳＡ 载体与单个 ＧｎＲＨ 连

接， 之后通过测定动物血清中睾酮浓度以验证免疫有

效率； 并且通过同样的方式将 ＢＳＡ 与串联的 ＧｎＲＨ
进行偶联结合， 进行睾酮浓度的测定； 最后结果表

明， 串联的 ＧｎＲＨ 与载体蛋白偶联之后形成的新分子

免疫有效率可以达到 １００％， 显著高于单个 ＧｎＲＨ 发

挥的效用。 Ｘｕ 等［１０］ 通过使用－ｈｉｎｇｅ－ＭＶＰ 作为载体

蛋白与单个 ＧｎＲＨ 和 ３ 个串联的 ＧｎＲＨ 进行连接， 通

过测试其对大鼠免疫应答反应， 发现 ３ 个串联的

ＧｎＲＨ 与载体蛋白偶联后所发挥的免疫应答反应显著

强于单个 ＧｎＲＨ。
基于化学合成疫苗存在合成工艺复杂、 生产成本

高、 批次间质控难度高等难题， 国内外学者尝试使用

基因工程方法制备 ＧｎＲＨ 免疫去势疫苗， 其自身作为

１０ 个氨基酸的半抗原， 半衰期较短， 且无免疫原性，
往往需要使用载体蛋白偶联修饰。 而载体蛋白与单个

ＧｎＲＨ 分子的结合， 其结构不稳定， 免疫动物后， 动

物机体往往难以有效识别并将之通过抗原递呈细胞开

展免疫应答， 而 ＧｎＲＨ 多聚体偶联载体蛋白后可以很

好的产生免疫去势作用。 目前通过基因工程获取的免

疫去势疫苗抗原因其表达量、 免疫效果、 纯化工艺和

生产成本等因素， 难以大规模的商业化应用。 因此，
开发一种适合公猪免疫去势、 生产工艺简单的免疫去

势基因工程疫苗， 对我国生猪养殖行业意义重大。 本

研究采用白喉毒素无毒突变体 （ＣＲＭ１９７） 与 ４ 拷贝

ＧｎＲＨ 串联， 制备重组 ＣＲＭ１９７ －ＧｎＲＨ， 并分析了其

免疫去势效果。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、 限制性核酸

内切酶、 ｄＮＴＰｓ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 异丙基硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ）、 ＤＮＡ 纯化试剂盒， 购自于 ＴａＫａＲａ 公司；
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ Ｍａｒｋｅｒ， 购于北京全式金生物技术股份有

限公司； Ｈｉｓ Ｂａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ， 购于 Ｎｏｖａｇｅｎ 公

司； ＢＣＧ 购于上海瑞楚生物科技有限公司； 多肽抗
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原 Ｇ１ （ＧｎＲＨ＋Ｔｈ 抗原表位）、 ＧｎＲＨ 阳性血清来源

于天津瑞普生物技术股份有限公司； Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ
６１ ＶＧ （油包水佐剂）、 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０６ ＶＧ （水包

油包水佐剂）、 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ０２ ＶＧ （水溶性佐剂）、
Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＭＳ １３１３ ＶＧ （纳米水溶性佐剂）， 购自于

法国 ＳＥＰＰＩＣ 公司； Ａ８ 佐剂由南京农业大学提供；
Ｓｉｍ－０１ 佐剂和 Ｂｉｓ－０１ 佐剂由清华大学提供； 酵母提

取物、 蛋白胨， 购于 ＯＸＯＩＤ 公司 （英国）； 饱和平

衡酚 （ｐＨ＝ ８􀆰 ０） 购于生工生物工程 （上海） 股份有

限公司； ＤＡＢ 显色试剂盒购于南京生兴生物技术有

限公司； 睾酮放免试剂盒购于北京北方生物技术研究

所有限公司。
１􀆰 ２　 菌株、 质粒和试验动物

菌株： 大肠杆菌 ＢＬ２１－ＤＥ３、 大肠杆菌 ＤＨ５α 来

源于天津瑞普生物技术股份有限公司。
质粒： ｐＥＴ２２ｂ （＋） （氨苄青霉素抗性， Ａｍｐｒ），

ｐＭＤ１８－Ｔ （卡那霉素抗性， Ｋａｎｒ） 来源于天津瑞普

生物技术股份有限公司。
动物： 未去势的 １２ 周龄健康雄性大鼠 １００ 只，

体重在 ２４０～２６０ ｇ 之间， 由天津瑞普生物技术股份有

限公司提供， 经检查不存在隐睾和睾丸发育问题。 将

大鼠随机分成 １０ 组， 每组 １０ 只， 试验在天津瑞普生

物技术股份有限公司空港经济区分公司动物房开展，
常规适应性饲养 １ 周， 自由饮水和采食， 饲料为不含

任何抗生素和抗菌药的全价鼠粮， 至第 １３ 周龄开始

做试验。
１􀆰 ３　 重组 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 的表达载体构建

１􀆰 ３􀆰 １　 构建表达系统

ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 基因由深圳华大基因股份有限公

司合成， 在合成过程中与 ｐＭＤ１８ －Ｔ 载体进行了连

接， 从而得到重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ。
用 ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ对 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 质粒

和 ｐＥＴ２２ｂ （ ＋） 载体进行双酶切。 采用大肠杆菌

ＢＬ２１ 按照感受态细胞的制备方法予以制备， ２４ ｈ 内

使用。 按照 《分子克隆实验指南》 进行质粒的提取：
在 ＬＢ 平板中挑取 ５ 个单菌落， 在 ＬＢ 液体培养基

（Ａｍｐ） 中３７ ℃培养。 取菌液离心， 分别加入溶液Ⅰ
和溶液Ⅱ， 用等体积碱性饱和平衡酚 ／氯仿混合， 将

上清液与等体积氯仿混匀， 将沉淀用 ２ 倍体积无水乙

醇轻轻混匀沉淀烘干， 用 ２０ μＬ 含有 ＲＮＡ 酶的 ＴＥ
（ＴＥＲ） 溶解质粒， ３７ ℃ 温育 ０􀆰 ５ ｈ， 仅余 ＤＮＡ 片

段。 对质粒进行 ＥｃｏＲⅠ、 ＸｈｏⅠ双酶切鉴定， 送深圳

华大基因股份有限公司测序。 将所测序的质粒以 ＢＬ
（ｐＥＴ２２ｂ－ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ） 命名。

将重组菌 ＢＬ （ ｐＥＴ２２ｂ －ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ） 置于

４ ｍＬ含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基内， ３７ ℃ 过夜培养。

用超声破碎仪将所重悬的菌液处理， 取上述所得的上

清液 ８０ μＬ， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析其是否有所需目的

蛋白。
１􀆰 ３􀆰 ２　 优化表达系统条件

挑取重组菌 ＢＬ 单菌落于含有 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培

养基中， ３７ ℃培养 ８ ｈ。 将所取得的菌液按 １％接种

量接种到含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中， ３７ ℃， ２００
ｒ ／ ｍｉｎ培养 ２～３ ｈ， 当 ＯＤ６００值处于 ０􀆰 ４～０􀆰 ６ 时， 加入

终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， ３７ ℃诱导培养， 在第

０、 １、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ８、 １０ ｈ 分别吸取 １ ｍＬ 菌液，
通过 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 观察蛋白表达量， 确定最佳诱导

时间。
将所取得的菌液按 １％接种量分别接种到含 Ａｍｐ

的 ＬＢ、 ＴＢ、 ＳＯＢ、 ＴＳＢ 液体培养基内， ３７ ℃， ２００
ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２～３ ｈ， 当 ＯＤ６００值处于 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 之间时，
以终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导 ５ ｈ， 吸取 １ ｍＬ
培养的菌液。 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 观察蛋白表达量， 从

而确定表达所用的最佳培养基。
将重组菌 ＢＬ 按上述方法培养后， 将其分装到 ５

个试管内， 分别用终浓度 ０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 进行诱导表达， ３７ ℃ 作用 ５ ｈ， 吸取

１ ｍＬ培养的菌液。 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 观察蛋白表达量，
从而确定最佳 ＩＰＴＧ 诱导浓度。
１􀆰 ４　 疫苗的配比与免疫

ＣＲＭ１９７－ ４ＧｎＲＨ ＋Ｂｉｓ － ０１ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除

菌过滤， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的

Ｂｉｓ－０１ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合格后分装于

西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ ＋ ０２ ＶＧ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除

菌过滤， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ０２ ＶＧ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合

格后分装于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ ＋Ｓｉｍ － ０１ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除

菌过滤， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的

Ｓｉｍ－０１ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合格后分装于

西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７－ ４ＧｎＲＨ ＋ ２０６ ＶＧ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除

菌过滤， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０６ ＶＧ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验

合格后分装于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋Ａ８＋０２ ＶＧ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除
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菌过滤， 将 Ａ８ 和 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ０２ ＶＧ 按 １ ∶ １ 比例

配制组合佐剂， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压

灭菌的组合佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合格后分装

于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋ＢＣＧ＋０２ ＶＧ 组疫苗的制备： 称

取 １０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中，
除菌过滤， 将 ＢＣＧ 和 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ０２ ＶＧ 按 １ ∶ １ 比

例配制组合佐剂， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高

压灭菌的组合佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合格后分

装于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋ＢＣＧ＋１３１３ ＶＧ 组疫苗的制备：

称取 １０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ
中， 除菌过滤， 将 ＢＣＧ 和 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＭＳ １３１３ ＶＧ 按

１ ∶ １ 比例配制组合佐剂， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至

５０ ｍＬ 高压灭菌的组合佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验

合格后分装于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ ＋ ６１ ＶＧ 组疫苗的制备： 称取

１０􀆰 ０ ｍｇ ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除

菌过滤， 取 ５０ ｍＬ 抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的

Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ６１ ＶＧ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合

格后分装于西林瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
Ｇ１＋６１ ＶＧ 组疫苗的制备： 称取 １０􀆰 ０ ｍｇ 多肽抗

原 Ｇ１， 溶于 ９０ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中， 除菌过滤， 取 ５０ ｍＬ
抗原溶液加入至 ５０ ｍＬ 高压灭菌的 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ６１
ＶＧ 佐剂中， 充分乳化， 疫苗检验合格后分装于西林

瓶中， 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ５　 抗体有效性的效果分析

将动物分为空白对照 （Ａ 组）、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋
Ｂｉｓ－ ０１ （ Ｂ 组）、 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ ＋ ０２ ＶＧ （ Ｃ 组）、
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋Ｓｉｍ－０１ （Ｄ 组）、 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ＋
２０６ ＶＧ （ Ｅ 组）、 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ ＋ Ａ８ ＋ ０２ ＶＧ （ Ｆ
组）、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋ＢＣＧ＋０２ ＶＧ （Ｇ 组）、 ＣＲＭ１９７ －
４ＧｎＲＨ＋ＢＣＧ＋１３１３ ＶＧ （Ｈ 组）、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋６１
ＶＧ （Ｉ 组） 和 Ｇ１＋６１ ＶＧ （Ｊ 组） 共 １０ 组。 在大鼠第

１３ 周龄之时进行首免， 间隔两周后加强注射 １ 次，
每次免疫剂量为 ５０ μｇ ／只， 注射体积为 １ ｍＬ ／只； 其

中空白对照用等体积的 ＰＢＳ 进行注射。 于第 １３ 周龄

首免前， 眼眶取血法采血 ０􀆰 ７５ ｍＬ， 从首免开始每隔

两周采血 １ 次直至第 ３１ 周龄试验结束。 将采集的血

样首先置于室温条件下 ０􀆰 ５ ｈ， 之后放置于 ４ ℃保存

过夜， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后， 将所得血清置

于－２０ ℃保存。 所有组的免疫注射方式均为背部皮下

注射， 每组 １０ 只。

１􀆰 ６　 统计学分析

把数据输入 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１ 统计学软件进

行处理， 通过方差检验、 多重比较分析其显著性

与否。

２　 结果

２􀆰 １　 重组 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 蛋白的纯化

为了构建 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ 重组表达载体， 通过

将 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 基因连接到了 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体， 得

到了质粒 ｐＭＤ１８ － Ｔ － ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ； 用 ＥｃｏＲⅠ、
ＸｈｏⅠ将 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ 和 ｐＥＴ２２ｂ （ ＋）
载体进行了双酶切， 然后通过使用 Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 将目的片段 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ 与酶切后

ｐＥＴ２２ｂ （＋） 载体的回收； 以片段 ∶ 载体 ＝ ５ ∶ １ （摩
尔比） 将目的片段 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ 与 ｐＥＴ２２ｂ （ ＋）
载体的连接； 然后将连接载体通过转化进入了感受态

细胞 ＤＨ５α 中， 并通过碱裂解法提取了质粒 ｐＥＴ２２ｂ－
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ。 经过 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ的双酶切鉴

定， 结果表明双酶切有一个 １ ８２７ ｂｐ 左右的片段

（图 １）， 与目的片段预期大小一致， 经过测序表明确

为所需目的片段。
通过挑取重组菌 ＢＬ 及宿主菌 ＢＬ ｐＥＴ－２２ｂ （＋）

单菌落， 加入 ＩＰＴＧ 诱导其蛋白表达。 经表达条件的

优化， 确定最优的表达条件为： 诱导表达时间 ５ ｈ，
培养基为 ＬＢ 液体培养基， ＩＰＴＧ 诱导浓度为 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 经过最优表达条件的诱导， 将沉淀物用原

培养基 １ ／ １０ 体积的无菌 ＰＢＳ 重悬， 将其进行了超声

破碎， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 发现重组菌表达产物在

６５ ｋＤａ 左右有 １ 条明显的条带， 与预期结果相符合

（图 ２）。
将诱导表达重组菌进行超声裂解， 用 ０􀆰 ５％

ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 洗涤后， 用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 的尿素进行溶解，
将溶解后的融合蛋白 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 过 Ｈｉｓ 镍柱， 将

之前和之后的洗脱液分别用离心管收集， 中间

５ ｍＬ 洗脱液所进行的洗脱作为所需目的蛋白。 将经

洗脱后的样品经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 发现在 ６５ ｋＤａ 处

有明显条带 （图 ３）， 与预期一致， 说明成功表达了

融合蛋白。
Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ 分析发现， 所表达的蛋白可以与大

鼠 ＧｎＲＨ 特异性抗血清发生反应， 经显色后发现仅有

１ 条清晰条带 （图 ４）， 表明所获得的融合蛋白免疫

学活性较好。
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１􀆰 双酶切片段； Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ。

图 １　 重组表达载体酶切鉴定

１􀆰 重组菌菌体蛋白； Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； ２􀆰 原始菌菌体蛋白对照。

图 ２　 表达蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

１􀆰 纯化后的蛋白； Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ。

图 ３　 纯化后蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 纯化后的表达蛋白。

图 ４　 表达蛋白纯化后的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

２􀆰 ２　 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 的免疫原性

通过间接 ＥＬＩＳＡ 法测定大鼠免疫后不同时期血

清中 ＧｎＲＨ 抗体水平， 发现所有的试验组都有较高

的、 不同水平的抗体滴度值， 免疫组抗体滴度与空白

对照组相比较， 免疫组大鼠血清抗体滴度均显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 说明各疫苗组均产生了免疫应答， 与预

期一致 （图 ５）。 同时， 发现不同佐剂免疫组在二免

后 ４ 周左右达到稳定峰值， 大概持续 １０ 周维持较高

水平， 然后呈现缓慢下降趋势。 其中水包油包水佐剂

组 （Ｅ 组）、 油包水佐剂组 （ Ｉ 组）、 抗原 Ｇ１ 油包水

佐剂组 （Ｊ 组） 免疫去势大鼠 ＧｎＲＨ 抗体滴度显著高

于其他组， 但 ３ 者内部之间差异不大 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 此

３ 组自 １７ 周龄至 ２７ 周龄， 抗体维持在较高的水平，
说明水包油包水佐剂和油包水佐剂可以作为免疫去势

疫苗佐剂。
２􀆰 ３　 免疫大鼠睾酮浓度的测定

通过采用放射免疫法测定大鼠血清中睾酮浓度，
以免疫后血清中睾酮浓度＜０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ 作为疫苗有效

与否的判定指标 （表 １ 和图 ６）。 结果发现， 在第

１９～３１ 周龄时， 免疫组血清睾酮浓度显著低于空白

对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这说明各免疫组均对免疫去势疫

苗产生了免疫应答； 其中， 水包油包水佐剂组 （Ｅ
组）、 油包水佐剂组 （Ｉ 组）、 抗原 Ｇ１ 油包水佐剂组

（Ｊ 组） 在第 １７ ～ ２７ 周龄时血清睾酮浓度低于

０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ， 其有效率均可达到 １００％， 维持时间持

续 １０ 周时间， 显著低于其他组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但 ３ 组

之间相比差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５） （图 ６）。
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图 ５　 大鼠血清 ＧｎＲＨ 抗体滴度测定

表 １　 免疫后不同时期有效率统计 ％　

组别
动物周龄

１３ １５ １７ １９ ２１ ２３ ２５ ２７ ２９ ３１

Ａ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｂ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｃ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｄ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｅ ０ ４０ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９０ ０

Ｆ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｇ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｈ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｉ ０ ０ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ８０ ０

Ｊ ０ ３０ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９０ ０

　 　 注： 有效率＝有效只数 ／ 免疫只数×１００％， 有效只数为血清中睾酮浓度＜０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ 的大鼠数量。

图 ６　 免疫后不同时期对照组和免疫组血清中睾酮浓度

３　 讨论

本文通过大肠杆菌表达系统对 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ

抗原进行了表达， 采用不同种类佐剂制备疫苗进行大

鼠的免疫， 研究了其对大鼠的免疫去势作用。 自从

Ｓｔｅｗａｒ 发现 ＧｎＲＨ 之后， 朱杰青［１１］和 Ｊｕｎｇ 等［１２］ 都曾
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利用大肠杆菌表达系统进行 ＧｎＲＨ 及其类似物的研

究， 其中 Ｊｕｎｇ 等［１２］分别把犬瘟热病毒的 ｐ３５ 蛋白作

为载体蛋白与 ＧｎＲＨ 六聚体基因相连接， 同时将轮状

病毒 ＶＰ６ 蛋白作为载体蛋白， 将其与 ６ 个串联的 Ｇｎ⁃
ＲＨ 基因连接， 表达后的产物对犬的免疫去势作用显

著， 与研究预期一致。 本研究中， 在预试验阶段尝试

了将 ＣＲＭ１９７蛋白与抗原 Ｇ１ 基因进行连接表达， 但表

达量较低， 分析有可能是该质粒的稳定性差或者新型

融合蛋白结构受到了空间影响， 难以有效表达［１３］。
这需要在蛋白的空间结构方面进行进一步的研究。

为了降低免疫去势疫苗批次间质控难度， 获得生

产工艺简单的疫苗产品， 对免疫去势抗原分子进行了

精确设计， 采用白喉毒素突变体 ＣＲＭ１９７ 与 ４ 拷贝

ＧｎＲＨ 串联， 以基因工程方法进行免疫去势抗原的制

备； 将 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ 基因与表达载体连接， 酶切

鉴定得到了 １ 条 １ ８２７ ｂｐ 的片段， 与预期一致； 优化

了大肠杆菌表达条件， 优选表达条件为： 诱导时间表

达 ５ ｈ、 培养基为 ＬＢ 液体培养基、 ＩＰＴＧ 诱导浓度为

０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； 将纯化后的融合蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，
发现在 ６５ ｋＤａ 处有明显条带， 与预期一致； 融合蛋

白经过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 在 ６５ ｋＤａ 处出现 １ 条较为

清晰的目的条带， 表明融合蛋白具有良好的免疫学

活性。
根据报道， 血清中睾酮浓度＜０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ 可能是

判定疫苗有效与否的指标［１４］。 本试验中， Ｂ 组所用

佐剂为清华大学所供， 为针对新型通路的新型亲油性

疫苗佐剂， 试验中有效率偏低， 不能判定为对雄性大

鼠去势免疫增效作用， 在该疫苗中其未能达到免疫增

效作用， 分析其原因可能是该佐剂特异性针对新型特

定通路， 其免疫机制、 激活方式等存在一定的特异

性， 比如其仅对特定结构或相应受体与之结合， 影响

抗原产生免疫应答反应。 Ｃ 组为重组疫苗水溶性佐剂

组， 未能对雄性大鼠去势有免疫增效作用， 分析可能

是水包油佐剂一般在注射后缓慢形成油包水乳液， 可

以提供良好的水溶性， 便于制备和稳定抗原， 免疫应

答反应相对温和， 其一般针对脂溶性好的抗原或需要

更温和的免疫刺激抗原更加适用， 这也是常规动物疫

苗往往采取油包水佐剂的原因。 Ｄ 组所用佐剂为清华

大学所供， 是针对于新型通路的新型疫苗佐剂， 为亲

水性佐剂， 其未能对雄性大鼠去势有免疫增效作用，
可能是由于新型特定通路的免疫机制、 激活方式在不

同动物个体中存在差异， 或者是其作为水溶性佐剂，
在机体内发挥免疫应答反应更加温和， 需要更高浓度

抗原参与。 Ｅ 组为重组疫苗水包油包水佐剂， 该种佐

剂有利于疫苗在体内的吸收， 不易造成溃烂、 鼓包等

副作用， １７～２７ 周龄期间免疫有效率达到 １００％， 免

疫有效期 １０ 周以上， 在试验过程中发现其更易于乳

化， 制成的疫苗黏度小， 且水包油包水更易于吸收，
可以作为备选佐剂配比重组疫苗应用于公猪免疫去

势。 为了得到更好、 更优良的佐剂， 通过设计了水包

油佐剂、 纳米水溶性佐剂， 并从清华大学、 南京农业

大学等取得最新实验室研究的针对于新型通路佐剂，
并分别尝试与 ＢＣＧ、 Ａ８ 佐剂等共用， 旨在寻找免疫

效果好、 安全性好、 副作用少的市场化佐剂， Ｆ、 Ｇ
和 Ｈ 组分别为重组疫苗水溶性佐剂与 Ａ８ 佐剂共用

组、 重组疫苗水溶性佐剂与 ＢＣＧ 共用组和重组疫苗

纳米水溶性佐剂与 ＢＣＧ 共用组， 设计原则旨在既发

挥免疫增效功能， 又能发挥其亲水特性， 降低油性物

质对动物产生的鼓包、 溃烂等问题， 在本研究中， ３
种配比佐剂结果均不理想， 未能对雄性大鼠产生免疫

去势增效功能。 分析可能是水包油佐剂、 油包水佐剂

共用在乳化过程中发生相互作用或不相容现象， 导致

佐剂的结构或功能发生改变， 影响其在疫苗中的性

能， 使得乳化后的疫苗无法提供充分的免疫刺激或抗

原的稳定性受损。 Ｉ 组为重组疫苗油包水组， 其在

１７～２７ 周龄期间时对雄性大鼠免疫有效率达 １００％，
有效期可以持续 １０ 周以上， 可以满足公猪免疫去势

有效期时长要求， 其原因是油包水佐剂作为常规使用

最为广泛的佐剂， 在提供强免疫刺激、 促进抗原递呈

和处理、 诱导免疫记忆以及稳定疫苗等方面具有优

势。 Ｊ 组作为阳性对照组， 为 Ｇ１ 多肽抗原 （ＧｎＲＨ＋
Ｔｈ 抗原表位） 油包水组， １７ ～ ２７ 周龄期间免疫有效

率达到 １００％， 至 ２９ 周龄时降至 ９０％， 是目前针对

公猪免疫去势研究最多的疫苗制备方法， 但其往往容

易对动物接种区域造成鼓包、 溃烂等副作用， 甚至引

起动物死亡。 总体来说， Ｅ 组、 Ｉ 组作为重组 ＧｎＲＨ
疫苗， 可以有效对雄性大鼠进行去势， 可以作为潜在

的公猪用免疫去势基因工程疫苗。
综上， 本研究在大鼠体内考察了重组去势疫苗

ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ 的免疫去势效果， 将融合蛋白分别与

不同佐剂乳化， 制备了 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ＋Ｂｉｓ － ０１ 疫

苗、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋０２ ＶＧ 疫苗、 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ＋
Ｓｉｍ － ０１ 疫 苗、 ＣＲＭ１９７ － ４ＧｎＲＨ ＋ ２０６ ＶＧ 疫 苗、
ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋Ａ８＋０２ ＶＧ 疫苗、 ＣＲＭ１９７ －４ＧｎＲＨ＋
ＢＣＧ＋０２ ＶＧ 疫苗、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋ＢＣＧ＋１３１３ ＶＧ 疫

苗、 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋６１ ＶＧ 疫苗和 Ｇ１＋６１ ＶＧ 疫苗，
测定了免疫后大鼠体内 ＧｎＲＨ 抗体滴度和睾酮水平，
发现水包油包水佐剂组 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋２０６ ＶＧ、 油

包水佐剂组 ＣＲＭ１９７－４ＧｎＲＨ＋６１ ＶＧ 疫苗和油包水佐

剂组 Ｇ１＋６１ ＶＧ 疫苗可以显著提升大鼠体内 ＧｎＲＨ 抗

体滴度， 并抑制大鼠体内睾酮水平， 显著优于其他

组。 通过重组去势疫苗对大鼠免疫作用的研究， 为
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ＧｎＲＨ 免疫去势基因工程疫苗的进一步开发奠定了

基础。
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