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摘要： 为了筛选胞内劳森菌亚单位疫苗的合适佐剂并评估疫苗的免疫原性， 以实验室分离的胞内劳森菌基因组 ＤＮＡ 为模板， 特异性扩增了针对

重组鞭毛蛋白 （ｒＦｌｉＣ）、 碳端截短的神经氨酸酶蛋白 （ｔＮＡ－Ｃ） 和重组寡肽结合蛋白 Ａ （ｒＯｐｐＡ） ３ 个重组蛋白的目的基因并进行了原核表达。 将

ｒＦｌｉＣ 分别与 Ｇｅｌ ０２、 ＩＳＡ ２０１、 ＩＳＡ １５Ａ 和 Ｃａｒｂｏｐｏｌ ９７１Ｐ 佐剂乳化后以 １５０ μｇ ／ 只的剂量免疫小鼠， 通过抗体水平、 淋巴细胞增殖试验和细胞因子

水平检测筛选最佳免疫效果的佐剂； 将 ３ 个重组蛋白与最佳佐剂乳化， 以每种抗原 ５０ μｇ ／ 只的剂量混合免疫仔猪， 通过检测抗体水平和细胞因子

水平， 评估其对猪体的免疫原性。 结果： ｒＦｌｉＣ 与不同佐剂乳化二免小鼠后血清抗体水平均显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且在第 １８ 周时仍维持在较高水

平， 用 ｒＦｌｉＣ 刺激各免疫组小鼠的淋巴细胞后均出现了细胞增殖， ＩＳＡ １５Ａ 组的淋巴细胞活力是对照组的 ３􀆰 ４ 倍， 且显著高于其他免疫组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 ３ 个重组蛋白混合后经 ＩＳＡ １５Ａ 乳化后免疫仔猪， 间接 ＥＬＩＳＡ 检测针对 ３ 个重组蛋白抗体效价达 １ ∶ １０２ ４００ 以上， 干扰素－γ （ ＩＦＮ－γ）
和白细胞介素 （ＩＬ） －４ 水平上升极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， ＩＬ－１２ 水平虽有上升但不显著。 本研究为后续胞内劳森菌亚单位疫苗的开发筛选了合适

的佐剂， 并提供了优势的候选抗原。
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　 　 猪增生性肠病 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｙ，
ＰＰＥ） 是猪感染胞内劳森菌 （Ｌａｗｓｏｎｉａ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｉｓ，
ＬＩ） 后所引起的以肠道隐窝上皮细胞增殖、 肠黏膜增

厚为特征的肠道传染病。 临床上主要表现为急性增生

性出血性肠炎 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｙ，
ＰＨＥ）， 表现为急性肠道出血， 严重病例可迅速致

死， 或在腹泻前出现便血与黑便的症状［１］。 慢性猪

肠腺瘤病 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ， ＰＩＡ） 是慢

性 ＰＰＥ 的表现形式， 其特征是黏膜皱襞增厚呈波纹

状， 并伴有继发感染及严重并发症［２］。 继发性感染

的坏死型肠炎 （ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ， ＮＥ） 是在黏膜增

厚的基础上， 继发机会性细菌感染， 黏膜表面形成纤

维素坏死性渗出物附着［３］。
总体而言， 在饲料或饮水中添加大环内酯类和截

短侧耳素抗生素对 ＰＰＥ 有显著的治疗效果［４］。 由于

不同猪之间的发病时间可能存在较大差异， 如果抗菌

药物添加过晚， 难以有效缓解临床症状或提升生产性

能［５］。 当前， 该病的主要防控手段是药物治疗和疫

苗免疫。 ２００１ 年， 首个用于口服接种的减毒活 ＬＩ 疫
苗 （Ｅｎｔｅｒｉｓｏｌ® Ｉｌｅｉｔｉｓ， 勃林格殷格翰） 上市， 许多学

者对其效果进行了评估。 Ｍｅｓｃｈｅｄｅ 等［６］研究了 Ｅｎｔｅｒ⁃
ｉｓｏｌ®口服疫苗对猪沙门菌病和 ＰＰＥ 共感染的免疫效

果， 结果显示免疫组沙门菌阳性率降低了 ５９％［７］。
另一种肌内注射的商品化灭活疫苗 Ｐｏｒｃｉｌｉｓ® Ｉｌｅｉｔｉｓ
（默克， 美国） 于 ２０１５ 年在美国上市， Ｊａｃｏｂｓ 等［８］将

Ｐｏｒｃｉｌｉｓ®与减毒活疫苗的保护效力进行了评估， 免疫

组的猪均体重增加、 粪便排毒量降低以及肠道病变减

少， 且 Ｐｏｒｃｉｌｉｓ®诱导的免疫保护效果优于 Ｅｎｔｅｒｉｓｏｌ®。
越来越多的研究证实， 亚单位疫苗在预防 ＬＩ 感

染方面表现出显著的有效性。 Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ 等［９］ 构建了

含有 ２ 种外膜蛋白和 １ 种分泌蛋白的嵌合抗原亚单位

疫苗并与猪重组干扰素 α （ＩＦＮ－α） 联合使用， 在小

鼠和猪体内诱导了高水平的 ＩｇＧ 水平， 对 ＬＩ 的感染

具有保护效果。 Ｏｂｒａｄｏｖｉｃ 等［１０］ 分析发现了 １１ 个独

特的胞内劳森菌蛋白， 进一步分析表明其中 ４ 个蛋白

有成为亚单位疫苗候选抗原的潜力［１１］。
从哺乳动物宿主的角度来看， 鞭毛与免疫防御有

关， 免疫系统识别鞭毛蛋白， 会触发适应性和先天免

疫反应。 与鞭毛组装有关的单体鞭毛蛋白的保守 Ｎ
和 Ｃ 末端与真核细胞中的细胞质核苷酸结合寡聚化

结构域 （ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ － ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ，
ＮＯＤ） 样受体相互作用， 并诱导炎症小体的形成，
从而导致炎症［１２－１４］。 此外， 有学者通过基因敲除和

抑制剂试验首次揭示了胞内劳森菌鞭毛蛋白 ＬＩ０７１０
（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＣＡＪ５４７６４􀆰 １） 通过 Ｔｏｌｌ 样受体 ５
（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５， ＴＬＲ５） 非依赖性机制激活宿主

免疫反应的机制， 为理解其致病机制和开发新型疫苗

提供了重要依据［１５］。 神经氨酸酶 （ ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，
ＮＡ） 在致病细菌中的作用主要有以下 ３ 个方面： 帮

助细菌从环境中摄取 ／从头合成唾液酸； 将唾液酸整

合到其细胞表面结构中； 通过表面唾液酸化修饰介导

细菌和宿主之间的相互作用［１６］。 Ｍａｎｃｏ 等［１７］ 用 ＭＦ１
小鼠感染模型证实了神经氨酸酶 Ａ （ＮａｎＡ） 和神经

氨酸酶 Ｂ （ＮａｎＢ） 对肺炎链球菌的定殖非常重要，
提示其可能作为疫苗靶点。 Ｂｏｕｃｈｅｔ 等［１８］ 发现流感嗜

血杆菌利用宿主唾液酸增强其毒力， 提示针对 ＮＡ 的

疫苗可能有助于预防感染。 细菌寡肽通透酶 （ ｏｌｉ⁃
ｇｏｐｅｐｔｉｄｅ ｐｅｒｍｅａｓｅ， Ｏｐｐ） 系统是一种重要的寡肽转

运系统， 广泛存在于多种细菌中， 负责摄取外源性寡

肽， 参与营养吸收、 信号传导及环境适应等过程。 研

究最多并且最深入的是寡肽结合蛋白 ＯｐｐＡ［１９－２２］。
Ｚｈｅｎｇ 等［２３］从高毒力的猪链球菌 ２ 型菌株 ０５ＺＹＨ３３
中鉴定出 ＯｐｐＡ 同源物， 流式细胞术和蛋白质印迹证

实 ＯｐｐＡ 是一种表面免疫原性蛋白， 并在猪链球菌感

染期间表达。
本研究在实验室前期成功分离得到 １ 株胞内劳森

菌的基础上， 对候选抗原基因进行生物信息学分析并

进行原核表达， 筛选具有最佳免疫效果的佐剂， 制备

亚单位疫苗并评估其对仔猪的免疫原性， 从而为后续

胞内劳森菌亚单位疫苗的开发筛选了合适的佐剂， 并

提供了优势的候选抗原选择。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

胞内劳森菌菌株、 ｐＥＴ－３２ａ （ ＋） 载体、 ＰＰＥ 阳

性血清、 大肠杆菌 ＤＨ５α、 Ｒｏｓｅｔｔａ， 由本实验室保

存； 限制性内切酶购自 ＴａＫａＲａ 公司； 细菌 ＤＮＡ 提

取试剂盒购自杭州倍沃医学科技有限公司； 琼脂糖凝

胶回收盒购自 Ｂｉｏｍｅｇａ 公司； ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 试剂盒购自

上海雅酶生物医药科技有限公司； Ｈｉｓ 多抗 （兔抗组

氨酸标签多克隆抗体， Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ－Ｈｉｓ－Ｔａｇ ｐｏｌｙＡｂ），
辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的羊抗兔 ＩｇＧ， 购自

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＨＲＰ 标记的蛋白 Ａ 购自上海碧云

天生物技术有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
Ｂｉｏ－ｔｅｋ 公司； 小鼠和猪外周血淋巴细胞分离液试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司； ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｑ Ｒｔ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒、 细胞增殖检测试剂 ＣＣＫ－
８ 试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司； 伴刀豆

球蛋白 Ａ （ＣｏｎＡ） 购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＰｏｗｅｒＵｐ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＭｏｎｔａｎｉｄｅＴＭ ＩＳＡ １５Ａ、 ＩＳＡ ２０１
和 Ｇｅｌ ０２ 佐剂购自法国 ＳＥＰＰＩＣ 公司； Ｃａｒｂｏｐｏｌ ９７１Ｐ
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佐剂是由本实验室改良的卡波姆佐剂。
７ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 ＩＣＲ 小鼠购自上海西普

尔－必凯实验动物有限公司； ６０ 日龄外三元仔猪由立

华牧业股份有限公司茆圩场提供并饲养。
１􀆰 ２　 重组蛋白的表达

提取胞内劳森菌 ＤＮＡ， 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的

鞭毛蛋白 ＦｌｉＣ、 ＮＡ 蛋白 Ｃ 端 ＮＡ－Ｃ 和 ＯｐｐＡ 基因序

列， 应用 Ｄｅｔａｉｌｂｉｏ 在线分析蛋白亲疏水性， ＩＥＤＢ 预

测 Ｂ 细胞表位， 选择基因序列中亲水性好、 Ｂ 细胞抗

原表位集中的部分基因序列或全长进行扩增， ＰＣＲ
扩增引物见表 １。 将扩增的目的片段通过 ＢａｍＨⅠ和

ＳａｌⅠ双酶切克隆入 ｐＥＴ－３２ａ 载体， 重组质粒经酶切

鉴定正确后进行测序验证。
将重组质粒转化到 Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞， 经终浓

度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导超声破碎菌体， 分别收集

上清液和沉淀， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 进行鉴定。

表 １　 基因扩增和细胞因子检测引物序列

基因 　 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 用途

ＦｌｉＣ

ＮＡ－Ｃ

ＯｐｐＡ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＴＧＧＴＣＡＴＴＡＡＣＡＡＣＡＡ

ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＡＡＴＧＡＧＴＴＧＧ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＴＴＡＴＴＧＣＡＡＡＴＴＣＡ

ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＡＡＴＣＴＡＴＡＡＧＴＡＧＣＴＣＣＴＡＣ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＴＡＡＡＡＴＴＡＴＡＣＡＴＴ

ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＴＴＧＡＡＧＣＴＴＴＴＴＡＧＧＡ

目的蛋白

基因扩增

ＩＦＮ－γ

ＩＬ－１２

ＩＬ－４

ＧＡＰＤＨ

ＴＣＡＡＧＴＧＧＣＡＴＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＧＡＡ

ＴＧＧＣＴＣＴＧＣＡＧＧＡＴＴＴＴＣＡＴＧ

ＧＧＡＡＧＣＡＣＧＧＣＡＧＣＡＧＡＡＴＡ

ＡＡＣＴＴＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＴＡＧＧＡＡＴＧＧ

ＡＣＡＧＧＡＧＡＡＧＧＧＡＣＧＣＣＡＴ

ＧＡＡＧＣＣＣＴＡＣＡＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡ

ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

小鼠细胞

因子检测

ＩＦＮ－γ

ＩＬ－１２

ＩＬ－４

ＧＡＰＤＨ

ＧＡＧＧＴＴＣＴＡＡＡＴＧＧＴＡＧＣＴＣＴＧＧＧ

ＧＡＴＧＡＧＴＴＣＡＣＴＧＡＴＧＧＣＴＴＧＣＧ

ＣＧＴＧＧＣＴＡＧＴＣＡＡＧＴＧＴＡＡＧ

ＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＡＴＧＴＣＡＡＡ

ＧＴＣＴＧＣＴＴＡＣＴＧＧＣＡＴＧＴＡＣＣＡ

ＧＣＴＣＣＡＴＧＣＡＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＣＴ

ＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＡＴＴＴＧＧ

ＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣ

猪细胞因子检测

　 　 注： 下划线为酶切位点， ＢａｍＨⅠ识别序列为 ５′－ＧＧＡＴＣＣ－３′， ＳａｌⅠ识别序列为 ５′－ＧＴＣＧＡＣ－３′。 ＩＬ－１２， 白细

胞介素－１２； ＩＬ－４， 白细胞介素－４； ＩＦＮ－γ， 干扰素－γ； ＧＡＰＤＨ， 磷酸甘油醛脱氢酶。

１􀆰 ３　 重组蛋白的纯化

鉴于重组蛋白的主要表达形式为包涵体， 所以采

用包涵体洗涤的方式进行纯化。 取 ２００ ｍＬ 诱导表达

的菌液， 分别应用 Ｂｕｆｆｅｒ Ⅰ、 Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ重悬包涵体沉

淀并溶解过夜。 第 ２ 天加入 ２ ～ ３ ｍＬ 的 Ｂｕｆｆｅｒ Ⅳ溶

液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 收集纯化后的蛋

白上清液样品。
１􀆰 ４　 小鼠抗重组 ＦｌｉＣ 蛋白 （ｒＦｌｉＣ） 多克隆抗体的

制备

　 　 将 １５０ μｇ 纯化后的 ｒＦｌｉＣ 蛋白与弗式完全佐剂混

合后进行乳化后免疫 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠， 采用背部皮下多

点免疫。 首免后 ２ 周时， 将等量纯化蛋白与弗式不完

全佐剂乳化后进行二免和三免， 间隔时间为 ２ 周。 三

免 ２ 周后采血分离血清。 将 ｒＦｌｉＣ 蛋白按 ２ μｇ ／ ｍＬ 包

被于 ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 板， 通过间接 ＥＬＩＳＡ 测定血清抗体

效价。
１􀆰 ５　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将纯化后的 ｒＦｌｉＣ、 Ｃ 端截短的 ＮＡ 蛋白 （ ｔＮＡ－
Ｃ） 和重组 ＯｐｐＡ （ｒＯｐｐＡ） 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 通过半

干转印仪转印到 ＮＣ 膜上， 分别以 Ｈｉｓ 多抗为一抗，
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ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗， 免疫小鼠制备的多

克隆抗体为一抗， ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗，
以及 ＰＰＥ 临床血清为一抗， ＨＲＰ 标记的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 为

二抗， 进行曝光分析。
１􀆰 ６　 亚单位疫苗佐剂的筛选

１􀆰 ６􀆰 １　 小鼠分组与免疫

３０ 只 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分成 ５ 组， 每组 ６

只。 将纯化后的 ｒＦｌｉＣ 蛋白分别与 Ｇｅｌ ０２、 ＩＳＡ ２０１、
ＩＳＡ １５Ａ 和 Ｃａｒｂｏｐｏｌ ９７１Ｐ 佐剂乳化， 背部皮下多点免

疫小鼠， 每只小鼠免疫 １５０ μｇ （表 ２）。 ３ 周后对小

鼠进行加强免疫。

表 ２　 试验动物分组情况

组别 免疫组分 抗原 ∶ 佐剂

空白对照 ＰＢＳ ０

ｒＦｌｉＣ＋Ｇｅｌ ０２ １５０ μｇ 蛋白＋ＰＢＳ＋佐剂 ８０ ∶ ２０

ｒＦｌｉＣ＋ＩＳＡ ２０１ １５０ μｇ 蛋白＋ＰＢＳ＋佐剂 ５０ ∶ ５０

ｒＦｌｉＣ＋ＩＳＡ １５Ａ １５０ μｇ 蛋白＋ＰＢＳ＋佐剂 ９０ ∶ １０

ｒＦｌｉＣ＋Ｃａｒｂｏｐｏｌ １５０ μｇ 蛋白＋ＰＢＳ＋佐剂 ５０ ∶ ５０

１􀆰 ６􀆰 ２　 血清抗体水平的检测

在第 ６ 周 （二免 ２ 周后） 和第 １８ 周时随机挑选

３ 只小鼠进行尾尖采血， ＥＬＩＳＡ 检测血清抗体水平。
１􀆰 ６􀆰 ３　 细胞因子水平的检测

每组取 ３ 只小鼠采集抗凝血 １ ｍＬ 分离外周血淋

巴细胞， 使用 Ｏｍｅｇａ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ Ｉ 试剂盒从淋巴细

胞中提取总 ＲＮＡ。 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｑ Ｒｔ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ 试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ， 反应条件为 ５０ ℃
１５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ， 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因， 用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 方法检测 ＩＦＮ－γ、 ＩＬ－４ 和 ＩＬ－１２
的 ｍＲＮＡ 表达水平， 检测基因表达水平的引物见表

１。 ｑＰＣＲ 反应体系 （ ２０ μＬ）： １０ μＬ ２ × ＰｏｗｅｒＵｐ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液， ８ μＬ ＤＥＰＣ 水， １ μＬ 模板， 各

０􀆰 ５ μＬ 上、 下游引物。 反应程序： ９５ ℃ 预变性

２ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ５７ ℃退火延伸 １ ｍｉｎ， ４０ 个

循环。 最后， ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ，
通过熔解曲线分析验证扩增特异性。 通过 ２－ΔΔＣｔ法计

算各细胞因子的相对表达量。 当相对表达量＞１ 时，
表示目标基因在样本中的表达量高于对照组； 当相对

表达量＜１ 时， 表示目标基因在样本中的表达量低于

对照组。
１􀆰 ６􀆰 ４　 淋巴细胞增殖试验

分离脾脏淋巴细胞， 经计数后铺 ９６ 孔细胞板，
在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养 ４ ｈ 后， 每孔

分别加入 ２０ μＬ 的 Ｃｏｎ Ａ （终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ），
２０ μＬ 纯化后的 ｒＦｌｉＣ 蛋白 （终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ） 和

相同体积的 １６４０ 营养液刺激细胞， 每种刺激物 ３ 个

重复。 继续培养 ４０ ｈ， 再加入 ２０ μＬ ＣＣＫ－ ８ 培养

４ ｈ 后测定 ＯＤ４５０值并计算刺激指数。 刺激指数＝ （试
验组平均 ＯＤ 值－空白对照组平均 ＯＤ 值） ／ （阴性对

照组平均 ＯＤ 值－空白对照组平均 ＯＤ 值）。
１􀆰 ７　 亚单位疫苗对猪体的免疫原性分析

１􀆰 ７􀆰 １　 试验猪的分组与免疫程序

将 ２０ 头 ６０ 日龄的外三元仔猪随机分为 ２ 组， 每

组 １０ 只， 分别在第 ０ 周和第 ４ 周时进行肌肉注射免

疫。 免疫组为 ３ 种蛋白各 ５０ μｇ 混合后加入 ＰＢＳ 稀

释， 并与 ＩＳＡ １５Ａ 佐剂乳化进行免疫； 对照组接种

ＩＳＡ １５Ａ 佐剂和 ＰＢＳ 混合液。
１􀆰 ７􀆰 ２　 血清抗体水平的检测

在首免前 （６０ 日龄， 第 ０ 周）， 二免前 （８８ 日

龄， 第 ４ 周）， 二免 ４ 周 （１１６ 日龄， 第 ８ 周） 后进

行前腔静脉采血并分离血清， 分别用 ｒＦｌｉＣ、 ｔＮＡ－Ｃ
和 ｒＯｐｐＡ 重组蛋白按 ２ μｇ ／ ｍＬ 进行抗原包被， 间接

ＥＬＩＳＡ 检测抗体水平。
１􀆰 ７􀆰 ３　 细胞因子水平的检测

二免前和二免 ４ 周后， 采集抗凝血分离外周血单

核细 胞。 以 ２ × １０６ 个 ／ ｍＬ 的 密 度 铺 ２４ 孔 板

（５００ μＬ 每孔）， 在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２条件下培养 １６ ｈ。
然后， 分别加入 ５００ μＬ 相同培养基稀释的 ｒＦｌｉＣ 抗原

（终浓度 ３０ μｇ ／ ｍＬ）、 Ｃｏｎ Ａ （终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ） 或

５００ μＬ 相同培养基， 继续培养 ２４ ｈ。 将细胞重悬离

心， 按 １􀆰 ６􀆰 ３ 所述从细胞沉淀中提取总 ＲＮＡ， 通过

ＲＴ－ｑＰＣＲ 测定相关细胞因子 ＩＦＮ－γ、 ＩＬ－４ 和 ＩＬ－１２
的 ｍＲＮＡ 表达水平， 检测基因表达水平的引物见

表 １。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行数据分析。 不同

组的比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），
组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 事后检验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。 除非在图注中另有说明， 所有定
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量数据均以 “均值±标准误” 表示。 每个试验均使用

至少 ３ 个独立的生物学重复 （ｎ≥３）。 ｑＰＣＲ 数据经

２－ΔΔＣｔ法转换为相对于对照组的表达倍数后进行分析

与绘图。 细胞活力数据 （刺激指数） 为校正背景值

后的吸光度计算得出。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组蛋白的表达情况

将 ＩＰＴＧ 诱导表达后的菌液和超声破碎后收集的

上清液和沉淀分别进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 蛋白的分

布情况如图 １ 所示。 ｒＦｌｉＣ 和 ｔＮＡ－Ｃ 主要在包涵体中

表达 （图 １Ａ 和 １Ｂ）， ｒＯｐｐＡ 在上清液和包涵体中均

有表达， 但在上清液中有杂带， 在包涵体中无杂带

（图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将包涵体蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 用 Ｈｉｓ 多

抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 分别在 ５１、 ６４ 和 ８０ ｋＤａ
处出现了抗原抗体结合带 （图 ２）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体 （ｐＥＴ－３２ａ）； ２􀆰 ｒＦｌｉＣ 诱导全菌； ３􀆰 ｒＦｌｉＣ 超声上清液； ４： ｒＦｌｉＣ 超声沉淀； ５􀆰 ｔＮＡ－Ｃ 诱导全菌； ６􀆰 ｔＮＡ－Ｃ 超声

上清液； ７􀆰 ｔＮＡ－Ｃ 超声沉淀； ８􀆰 ｒＯｐｐＡ 诱导全菌； ９􀆰 ｒＯｐｐＡ 超声上清液； １０􀆰 ｒＯｐｐＡ 超声沉淀。

图 １　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析重组蛋白 ｒＦｌｉＣ （Ａ）、 ｔＮＡ－Ｃ （Ｂ） 和 ｒＯｐｐＡ （Ｃ） 的表达情况

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体蛋白； ２􀆰 ｒＦｌｉＣ； ３􀆰 ｔＮＡ－Ｃ； ４􀆰 ｒＯｐｐＡ。

图 ２　 重组蛋白 ｒＦｌｉＣ （Ａ）、 ｔＮＡ－Ｃ （Ｂ） 和 ｒＯｐｐＡ （Ｃ） 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 （Ｈｉｓ 多抗为一抗）

２􀆰 ３　 ｒＦｌｉＣ 蛋白的抗原性分析

将 ｒＦｌｉＣ 蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 分别与免疫

小鼠制备的多克隆抗体和 ＰＰＥ 临床血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析， 结果均在 ５１ ｋＤａ 处出现了特异性结合带

（图 ３）。 表明成功制备了针对 ｒＦｌｉＣ 蛋白的多克隆抗

体， 且 ｒＦｌｉＣ 具有良好的免疫原性。
２􀆰 ４　 亚单位疫苗佐剂效果评估

２􀆰 ４􀆰 １　 小鼠淋巴细胞增殖试验

将小鼠脾淋巴细胞悬液进行增殖试验， 读取

ＯＤ４５０值后计算刺激指数， 结果如图 ４Ｃ 所示。 用

Ｃｏｎ Ａ 刺激后的值显著高于未刺激的 ＰＢＳ 组， 阳性对

照成立。 ＩＳＡ １５Ａ 组的淋巴细胞活力是对照组的 ３􀆰 ４
倍， 并显著高于其他免疫组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 说明 ｒＦｌｉＣ－
ＩＳＡ １５Ａ 组的淋巴细胞活性最强。
２􀆰 ４􀆰 ２　 小鼠外周血淋巴细胞的细胞因子水平

以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因， 通过 ２－ΔΔＣｔ 法计算各

细胞因子的相对表达量， 结果如图 ４Ｄ 所示， 发现

Ｇｅｌ ０２ 和 ＩＳＡ ２０１ 组的 ＩＦＮ－γ 水平极显著低于 ＩＳＡ
１５Ａ 组、 Ｃａｒｂｏｐｏｌ 组和对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各免疫组

的ＩＬ－１２ 水平相比于对照组均有上升但并不显著
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（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 各免疫组的 ＩＬ－４ 水平相比于对照组均有 下降但也并不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空载体蛋白； ２􀆰 ｒＦｌｉＣ 蛋白。 Ａ． ｒＦｌｉＣ 多抗作为一抗； Ｂ． ＰＰＥ 临床血清作为一抗。

图 ３　 ｒＦｌｉＣ 的抗原性分析

Ａ． 血清抗体水平； Ｂ． 血清按 １ ∶ １２ ８００ 稀释的 ＯＤ４５０值； Ｃ． 淋巴细胞增殖试验刺激指数； Ｄ． 细胞因子相对表达量。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 下同。

图 ４　 不同佐剂亚单位疫苗对小鼠的免疫原性分析

·５１１·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 ２ 期



２􀆰 ５　 亚单位疫苗对猪体的免疫原性分析

２􀆰 ５􀆰 １　 仔猪血清特异性抗体水平检测

用 ３ 个重组蛋白混合免疫猪后， 在一免前 （第 ０
周）、 二免前 （第 ４ 周） 和二免 ４ 周 （第 ８ 周） 后采

集血清， 分别用 ３ 个重组蛋白独立包被 ＥＬＩＳＡ 板，
通过间接 ＥＬＩＳＡ 检测抗体水平， 结果如图 ５ 所示。
一免后针对 ３ 种蛋白的抗体水平虽有上升但并不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 二免后针对 ３ 种蛋白的抗体水平与一免

前相比， 上升极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 说明仔猪在二免

后对 ｒＦｌｉＣ、 ｔＮＡ－Ｃ 和 ｒＯｐｐＡ 产生了较强的免疫应答。
２􀆰 ５􀆰 ２　 仔猪细胞因子水平检测

二免后 （第 ８ 周） 猪外周血单核细胞中各细胞

因子的相对表达水平如图 ６ 所示。 与对照组相比，
ＩＦＮ－γ 水平在二免后极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， ＩＬ－
４ 水平同样也极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， 但 ＩＬ－１２ 水

平虽有上升但与对照组相比无显著区别 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ５　 仔猪 ｒＦｌｉＣ （Ａ）、 ｔＮＡ－Ｃ （Ｂ）、 ｒＯｐｐＡ （Ｃ） 抗体水平检测

图 ６　 仔猪的细胞因子水平检测

３　 讨论

本研究对 ＦｌｉＣ、 ＯｐｐＡ 全长和 ＮＡ－Ｃ 进行了原核

表达， 与 Ｈｉｓ 多抗反应后经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 曝光分析出

现了符合预期大小的条带； 将 ｒＦｌｉＣ 与 ＰＰＥ 临床血清

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应后出现了特异性条带， 而 ｔＮＡ－
Ｃ 和 ｒＯｐｐＡ 与 ＰＰＥ 临床血清反应并未出现特异性条

带， 分析原因可能是胞内劳森菌中的 ＮＡ 蛋白和

ＯｐｐＡ 表达量较低， 而鞭毛蛋白由单一的 ＦｌｉＣ 蛋白重

复组成， 相对表达量较高。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明了

ＦｌｉＣ 蛋白具有良好的免疫原性， 故在后续筛选佐剂时

选用 ｒＦｌｉＣ 作为免疫原。
佐剂可以提高特定抗原的免疫应答的强度和持续

时间， 已被广泛用于疫苗免疫［２４］。 ＩＳＡ ２０１ 和 ＩＳＡ

１５Ａ 属于矿物油佐剂， 与传统矿物油型佐剂相比， 其

能够形成更稳定的低黏度乳液［２５］。 ＧＥＬ ０２ 是一种新

型佐剂， 基于聚合物凝胶分散于水中的技术， 大大提

升了水性疫苗的安全性和有效性［２６］。 Ｃａｒｂｏｐｏｌ 佐剂

是基于聚丙烯酸聚合物的凝胶型佐剂， 通过延长抗原

在注射部位的滞留时间激活强大的体液免疫和 Ｔ 细

胞免疫。 脾脏是机体重要的免疫器官， 机体接种疫苗

后， 根据疫苗中不同的抗原特性， 有些抗原直接被 Ｂ
淋巴细胞识别， 刺激机体的体液免疫， 有些被 ＡＰＣｓ
捕获识别， 并提呈给 Ｔ 淋巴细胞， 刺激机体的细胞

免疫。 两种免疫应答均会形成免疫记忆， 当再次接触

相同免疫原时， 记忆性淋巴细胞会迅速识别并启动更

强的免疫反应， 包括淋巴细胞的增殖［２７］。 在筛选佐

剂的小鼠免疫试验中， 小鼠在免疫后出现了显著升高
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的 ＩｇＧ 抗体水平， 且在二免后的 １４ 周时仍能维持在

较高水平。 用免疫原 （ ｒＦｌｉＣ） 刺激分离的小鼠淋巴

细胞后， 免疫组淋巴细胞均出现了一定水平的增殖，
其中 ＩＳＡ １５Ａ 组的增殖水平显著高于其他免疫组，
ＩＳＡ １５Ａ 佐剂使免疫后的小鼠达到了更高的免疫激活

状态。 故在后续猪体试验时， 采用 ＩＳＡ １５Ａ 作为亚单

位疫苗佐剂。
试验猪在接受 ３ 种重组蛋白的混合免疫后， 产生

了针对 ３ 种不同免疫原的特异性抗体， 且抗体水平显

著升高。 Ｍｏｎｔｅｓｉｎｏ 等［９］和 Ｓａｌａｚａｒ 等［２８］分别制备了重

组蛋白亚单位疫苗免疫仔猪并进行攻毒保护试验， 结

果发现 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１２ 水平升高， 表明猪体感染胞

内劳森菌后， 主要诱导发生强烈的 Ｔｈ１ 型的细胞免疫

应答。 虽然在小鼠免疫试验中未发现这种变化， 但在

猪体免疫试验中， ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－４ 水平上升极显著，
ＩＬ－１２ 水平虽有上升但不显著。 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１２ 水平

的升高是 Ｔｈ１ 型细胞免疫的标志， 这也是消除细胞内

病原体所需的淋巴细胞反应类型。 ＩＬ－４ 是一种抗炎

因子， 是 Ｔｈ２ 细胞分泌的细胞因子。 由于在猪体试验

中没有对免疫仔猪进行攻毒而导致急性炎症的产生，
因此 ＩＬ－４ 的上升可能是对 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１２ 过度反应

的负反馈调节， 试图抑制过强的 Ｔｈ１ 反应。 Ｓａｌａｚａｒ
等［２８］在其亚单位疫苗研究中也检测了细胞因子水平，
但其并未检测到商品化疫苗组细胞因子水平的变化，
故本研究未设置商品化疫苗阳性对照组。 此外， 由于

本实验室尚未对分离的胞内劳森菌摸索攻毒剂量以及

建立发病模型， 亚单位疫苗的免疫试验未进行攻毒，
未来可在大规模培养胞内劳森菌后攻毒， 通过检测

ＩｇＡ 水平、 粪便细菌载量对亚单位疫苗的免疫保护作

用进行相关研究。
综上， 本研究成功表达了胞内劳森菌优势候选抗

原 ＦｌｉＣ、 ＮＡ－Ｃ 和 ＯｐｐＡ， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实了

ＦｌｉＣ 的强抗原性并将其与不同佐剂混合免疫小鼠， 筛

选出最佳效果的 ＩＳＡ １５Ａ 佐剂， 将 ３ 个蛋白与 ＩＳＡ
１５Ａ 佐剂乳化混合免疫仔猪， 评估了亚单位疫苗对猪

体的免疫原性， 为未来设计开发胞内劳森菌亚单位疫

苗奠定了基础。
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