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摘 要

非洲猪瘟（African swine fever, ASF）是由非洲猪瘟病毒（African swine fever virus,

ASFV）感染家猪和野猪引起的一种急性、烈性、高度接触性传染病。2018年 8月我国发

生首起 ASF疫情，并迅速蔓延至全国，给我国养猪业带来了巨大的经济损失。由于目前

我国暂无商品化 ASF疫苗可用，主要依靠早期诊断和严苛的生物安全措施防控 ASF，这

严重威胁我国养猪业及相关产业的健康发展，研制疫苗用于防控 ASF的流行是迫切且必

要的。ASFV主要通过气溶胶及接触传播，突破猪只黏膜屏障进而引发疾病，所以设计可

通过黏膜途径进行免疫的疫苗对于阻止 ASFV的早期传播及帮助建立 ASF立体防控或有

其独特价值。乳酸菌（Lactic acid bacteria, LAB）可以表达和展示异源抗原，具有典型的

抗感染作用，以 LAB为载体构建的疫苗可以通过灌胃或鼻喷等方式进行免疫，诱导机体

产生黏膜免疫应答。因此，设计以 LAB为载体构建可通过黏膜进行免疫的载体疫苗，既

可诱导机体产生黏膜免疫应答又可诱导全身免疫应答的产生，不失为一种有潜力的 ASF

疫苗研发策略。

本研究首先利用乳链菌肽基因控制表达系统（nisin-controlled expression system,

NICE），以食品级乳酸乳球菌（Lactococcus lactis, L. lactis）NZ3900为宿主菌，无抗性质

粒 pNZ8149 为表达质粒，分别构建了 9株表达本团队早期筛选出的 ASFV 保护性候选抗

原的重组 L. lactis，包括 rL. lactis-F317L、 rL. lactis-H171R、 rL. lactis-CP530R、 rL.

lactis-D117L、 rL. lactis-E120R、 rL. lactis-CD2v、 rL. lactis-B602L、 rL. lactis-p54 和 rL.

lactis-p72。Western blotting结果表明，9株 rL. lactis均能可溶性表达相应的 ASFV蛋白，

以 rL. lactis-F317L为模式菌株，对 rL. lactis的生长特性进行鉴定，结果表明，rL. lactis的

生长曲线与 L. lactis NZ3900无显著差异。随后在小鼠体内，将 9株 rL. lactis混合后通过

灌胃及肌注两种方式对 rL. lactis的免疫效力进行了评价，免疫剂量为每株 rL. lactis免疫

109 CFU，每只小鼠共免疫 9×109CFU。结果表明，rL. lactis肌注组小鼠在首免后 7 d血清

特异性 IgG 抗体较对照组有显著升高，且随时间推移抗体水平得到进一步升高，同时干扰

素（interferon, IFN）-γ和白细胞介素（interleukin, IL）-10水平较对照组有显著升高；rL. lactis

灌胃组小鼠在首免后 7 d粪便中分泌型 IgA（secretory immunoglobulin A, sIgA）抗体水平

较对照组有显著升高，不过在后续时间点的样品中，sIgA抗体水平降低至与对照组无显著

差异；对免疫后小鼠的脾脏淋巴细胞增殖能力进行评价，结果表明，rL. lactis肌注组及 rL.

lactis灌胃组小鼠，淋巴细胞增殖水平与对照组小鼠均无显著差异。

为提高以 L. lactis为载体的 ASF候选疫苗的免疫效力，本研究以热和酸灭活处理 L.

lactis NZ3900得到的细菌样颗粒（Bacterium-like particles, BLP）为载体，构建了表面锚定

展示 ASFV保护性候选抗原的 BLP。L. lactis NZ3900用热和酸处理后可得到仅含肽聚糖的

BLP，经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
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electrophoresis, SDS-PAGE）及透射电镜观察，处理后的 BLP 无杂蛋白存在，菌体内容物

流出且具备菌体基本形态。以 pGEX-6P-1 为表达质粒，分别构建了 9种 ASFV 抗原蛋白

与锚钩蛋白（Protein anchor, PA）融合表达的重组质粒，并将重组质粒转化至大肠杆菌

（Escherichia coli, E.coli）Rosetta，进而构建了 9 种表达 ASFV 抗原蛋白的重组 E.coli。

Western blotting结果表明，9种 ASFV重组蛋白均能可溶性表达。将 9种重组 E.coli诱导

表达后的裂解液分别与 BLP 共孵育制备了 BLP-F317L、BLP-H171R、BLP-CP530R、

BLP-D117L、BLP-E120R、BLP-CD2v、BLP-B602L、BLP-p54 和 BLP-p72。SDS-PAGE

凝胶电泳及间接免疫荧光试验证明 9种 ASFV抗原蛋白均可表面锚定展示于 BLP，以不同

浓度的 BSA作为标准蛋白进行考马斯亮蓝染色，结果表明，1 U的 BLP 最大可负载的抗

原蛋白量为 F317L（72 µg）、H171R（350 µg）、CP530R（36 µg）、D117L（82 µg）、

E120R（320 µg）、CD2v（93 µg）、B602L（152 µg）、p54（61 µg）和 p72（55 µg）。

以 BLP-p54为模式抗原，在小鼠体内对 BLP-p54 通过灌胃及肌注免疫产生的免疫原性进

行评价。结果表明，在二免后 7 d，BLP-p54肌注组小鼠即产生了高水平的血清特异性 IgG

抗体，BLP-p54灌胃组有 2/5的小鼠血清中 p54特异性 IgG抗体转阳，二免后 14 d，BLP-p54

肌注组及 BLP-p54 灌胃组抗体转阳的小鼠血清抗体水平均得到进一步提高，但 BLP-p54

灌胃组小鼠未有新的小鼠抗体转阳。最后在猪体上通过肌注及鼻喷免疫的方式对 9种表面

锚定展示 ASFV 抗原蛋白的 BLP 的免疫原性进行评价，以 5 U/株的剂量将 9株锚定展示

ASFV抗原蛋白的 BLP混合后通过肌注及鼻喷的方式免疫猪只。结果表明，BLP-ASFV-Mix

肌注组猪只首免后 28 d即可产生高水平的血清特异性 IgG 抗体，但 BLP-ASFV-Mix鼻喷

组猪只未能诱导血清特异性 IgG 抗体产生；采集二免后 28 d免疫猪只的外周血单个核细

胞（Peripheral blood mononuclear cell, PBMC）进行 ELISpot及流式细胞术分析，结果表明，

BLP-ASFV-Mix肌注组及 BLP-ASFV-Mix 鼻喷组猪只每百万 PBMCs 中产生 IFN-γ的细胞

数均显著高于对照组；流式细胞术结果表明，BLP-ASFV-Mix肌注组与 BLP-ASFV-Mix鼻

喷组猪只二免后 28 d 外周血 PBMCs 中 CD4+及 CD8+ T 细胞与对照组无显著差异，但

BLP-ASFV-Mix肌注组猪只的 CD4+及 CD8+ T细胞有升高的趋势，BLP-ASFV-Mix鼻喷组

猪只 CD8+ T细胞有升高的趋势。

关键词：非洲猪瘟、乳酸乳球菌、细菌样颗粒、载体疫苗
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Abstract

African swine fever (ASF), caused by African swine fever virus (ASFV), is an acute,

severe, and highly contagious disease, which infects domestic pigs and wild boars. In August

2018, the first ASF epidemic occurred in China and quickly spread throughout the whole

country, resulting in significant economic losses for the pig industry in China. Since there is no

commercial ASF vaccine available in China, it mainly relies on strict biosafety measures for

prevention and control of ASF, which seriously threatens the healthy development of the pig

industry and related industries in China. It is urgent and necessary to develop vaccines to

prevent and control the epidemic of ASF. ASFV is mainly transmitted through aerosols and

contact, breaking through the mucosal barrier of pigs and causing disease. Therefore, designing

a vaccine that can be immunized through the mucosal route may have its unique value for

preventing the early transmission and dimensional prevention and control of ASF. Lactic acid

bacteria ( LAB ) can express and display heterologous antigens and have typical anti-infective

effects. Vaccines constructed with LAB as carriers can be immunized by gavage or nasal spray

to induce mucosal immune responses. Therefore, the design of LAB as a carrier to construct a

carrier vaccine that can be immunized through the mucosa can not only induce the body to

produce mucosal immune response but also induce systemic immune response, which is a

potential ASF vaccine development strategy.

In this study, the nisin-controlled expression system ( NICE ) was used to construct nine

recombinant Lactococcus lactis (L.lactis) strains expressing the ASFV protective candidate

antigens (F317L, H171R, CP530R, D117L, E120R, EP402R, B602L, E183L and B646L)

screened by our team in the early stage, using food-grade L.lactis NZ3900 as the host strain and

the non-resistant plasmid pNZ8149 as the expression plasmid. Including rL.lactis-F317L,

rL.lactis-H171R, rL.lactis-CP530R, rL.lactis-D117L, rL.lactis-E120R, rL.lactis-CD2v,

rL.lactis-B602L, rL.lactis-p54 and rL.lactis-p72. The results of Western blotting showed that all

9 rL.lactis could express the corresponding ASFV protein in a soluble form. The growth

characteristics of rL.lactis-F317L were identified by using rL.lactis-F317L as the model strain.

The results showed that there was no significant difference in the growth curve between rL.lactis

and L.lactis NZ3900. Subsequently, the immune efficacy of rL.lactis was evaluated in mice by

gastric gavage and intramuscular injection after mixing 9 strains of rL.lactis. The immune dose

was 109 CFU per strain of rL.lactis and 9 × 109 CFU per mouse. The results showed that the sera

specific-IgG antibodies of mice in the rL.lactis intramuscular injection group were significantly

higher than that in the control group on the 7 d after the first immunization, and the antibodies
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level were further increased over time. At the same time, the levels of interferon (IFN)-γ and

interleukin (IL)-10 were significantly higher than those in the control group. The level of

secretory immunoglobulin A (sIgA) antibodies in feces of mice in the rL.lactis gastric gavage

group were significantly higher than that in the control group at 7 d after the first immunization,

but the level of sIgA antibodies decreased to no significant difference from that in the control

group at subsequent time points. The spleen lymphocytes proliferation ability of immunized

mice were evaluated. The results showed that there was no significant difference in lymphocytes

proliferation between the rL.lactis intramuscular injection group and the rL.lactis gastric gavage

group and the control group.

To improve the immune efficacy of ASF candidate vaccine with L.lactis as the carrier,

Bacterium-like particles (BLP) obtained by heat and acid inactivation of L.lactis NZ3900 were

used as the carrier to construct BLP with surface anchoring display of ASFV protective

candidate antigen. L.lactis NZ3900 was treated with heat and acid to obtain BLP containing only

peptidoglycan. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and

transmission electron microscopy showed that there was no impurity protein in the treated BLP,

and the content of the bacteria flowed out and had the basic morphology of the bacteria. Nine

recombinant plasmids expressing ASFV antigen proteins and protein anchor (PA) were

constructed using pGEX-6P-1 as the expression plasmid, and the recombinant plasmids were

transformed into Escherichia coli (E.coli) Rosetta, and then 9 recombinant E.coli expressing

ASFV antigen proteins were constructed. Western blotting results showed that all the 9 ASFV

recombinant proteins could be expressed in soluble form. BLP-F317L, BLP-H171R,

BLP-CP530R, BLP-D117L, BLP-E120R, BLP-CD2v, BLP-B602L, BLP-p54 and BLP-p72

were prepared by co-incubation of 9 recombinant E.coli lysates with BLP, respectively.

SDS-PAGE and indirect immunofluorescence assay showed that the 9 ASFV antigen proteins

could be anchored on the surface of BLP. Coomassie brilliant blue staining was performed with

different concentrations of BSA as a standard protein. The maximum amount of antigen protein

loaded by 1 U BLP was F317L (72 μg), H171R (350 μg), CP530R (36 μg), D117L (82 μg),

E120R (320 μg), CD2v (93 μg), B602L (152 μg), p54 (61 μg) and p72 (55 μg). The

immunogenicity of BLP-p54 produced by gastric gavage and intramuscular injection was

evaluated in mice using BLP-p54 as a model antigen. The results showed that the mice in the

BLP-p54 intramuscular injection group produced a high level of serum-specific IgG antibodies

7 d after the second immunization, and 2/5 of the mice in the BLP-p54 gastric gavage group had

p54-specific IgG antibodies positive.14 d after the second immunization, the serum antibodies

levels of the mice in the BLP-p54 intramuscular injection group and the BLP-p54 gastric gavage
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group were further improved, but there were no new mouse antibodies positive in the BLP-p54

gastric gavage group. Finally, the immunogenicity of 9 BLPs anchored to display ASFV antigen

protein was evaluated by intramuscular injection and nasal spray immunization in pigs. The 9

strains of BLPs anchored to display ASFV antigen protein were mixed at a dose of 5 U/strain

and immunized by intramuscular injection and nasal spray. The results showed that the pigs in

the BLP-ASFV-Mix intramuscular injection group could produce high levels of serum-specific

IgG antibodies at 28 d after the first immunization, but the pigs in the BLP-ASFV-Mix nasal

spray group failed to induce serum-specific IgG antibodies. Peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs) of the immunized pigs were collected 28 d after the second immunization for ELISpot

and flow cytometry analysis. The results showed that the number of IFN-γ-producing cells per

million PBMCs in the BLP-ASFV-Mix intramuscular injection group and the BLP-ASFV-Mix

nasal spray group was significantly higher than that in the control group. The results of flow

cytometry showed that there was no significant difference in CD4+ and CD8+ T cells in PBMCs

between the BLP-ASFV-Mix intramuscular injection group and the BLP-ASFV-Mix nasal spray

group and the control group at 28 d after the second immunization. However, the CD4+ and

CD8+ T cells in the BLP-ASFV-Mix intramuscular injection group tended to increase, and the

CD8+ T cells in the BLP-ASFV-Mix nasal spray group tended to increase.

Keywords: African Swine Fever, Lactococcus lactis, Bacterium-like particles, Vector vaccines
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前 言

非洲猪瘟（African swine fever, ASF）是由非洲猪瘟病毒（African swine fever virus,

ASFV）感染猪只引起的一种急性、出血性的烈性传染病，急性病死率高达 100%，世界动

物卫生组织（World Organisation for Animal Health, WOAH）将其列为法定报告动物疫病，

我国将其列为一类动物疫病。1921年，ASF首次发现于非洲肯尼亚，2018年 8月我国发

生首起 ASF疫情，并迅速蔓延至全国，给我国养猪业带来巨大的经济损失。ASF是对养

猪业危害最为严重的疫病之一，而我国目前暂无安全有效的 ASF疫苗和防治药物，仅能

依靠做好生物安全措施进行防控，这严重危害了我国养猪业及相关产业的健康发展。研究

人员尝试了包括灭活疫苗、亚单位疫苗、核酸疫苗、病毒活载体疫苗、减毒活疫苗和基因

缺失活疫苗在内的各种类型的 ASF疫苗研发策略，但不同策略的疫苗均有其缺陷存在。

ASFV主要是通过气溶胶及接触进行传播，突破猪只黏膜屏障进而引发疾病，而通过黏膜

途径免疫可以诱导产生以分泌型免疫球蛋白 A（secretory immunoglobulin A, sIgA）为主的

黏膜免疫应答，同时也可以诱导全身性免疫应答。因此，设计可通过黏膜途径进行免疫的

疫苗不失为一种有效的 ASF疫苗研发策略。

乳酸菌（Lactic acid bacteria, LAB）可以表达、展示异源抗原；且具有调节机体免疫

应答的能力，可以抑制 Th0向 Th2的分化，上调 Th1/Th2的比率，具有典型的抗感染作用；

LAB还可以耐受胃酸、胆汁及肠道的消化作用，因此，以 LAB为载体构建的疫苗可以通

过灌胃或滴鼻的方式进行免疫，进而诱导机体产生黏膜免疫应答；LAB自身还具有佐剂

效应，能够增强外源抗原的免疫原性。在生物工程领域中，已广泛应用 LAB作为抗原递

呈系统来递送细菌和病毒抗原，用于黏膜疫苗的研制，其中以乳酸乳球菌（Lactococcus

lactis, L. lactis）和乳酸乳杆菌最为常见。

细菌样颗粒（Bacterium-like particles, BLP）是指用热和酸灭活处理 L. lactis得到的具

备菌体形态的中空肽聚糖颗粒。BLP由食品级 L. lactis制备，不含任何核酸物质，安全性

高；经热和酸处理后，细菌细胞壁中脂磷壁酸和壁蛋白等物质流失，仅剩肽聚糖，故而

BLP 负载外源蛋白的能力远高于活菌的负载能力，抗原展示密度大；BLP主要成分肽聚糖

可通过与病原相关分子模式（Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）的相互作用，

激活固有免疫反应，增强天然免疫系统对病原微生物的清除和杀伤能力及诱导宿主树突状

细胞（Dendritic cells, DCs）成熟，具备自佐剂效应；BLP 大小约 1 μm，是黏膜表面M细

胞摄入外源抗原的理想大小，可被位于鼻咽上皮组织和肠道的M细胞有效摄入并转运至

抗原递呈细胞，黏膜递送的效率高。因此，BLP 在疫苗的研发应用上有极大的潜力，尤其

是应用于黏膜疫苗的研发。
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为了防控 ASF在我国进一步蔓延及暴发，本研究以食品级 L. lactis NZ3900为宿主菌

株，以无抗表达的 pNZ8149为表达质粒，结合本团队前期筛选的 9种 ASFV 潜在的保护

性候选抗原，构建了 9种表达 ASFV抗原的重组 L. lactis，后续又进一步以食品级 L. lactis

NZ3900处理后得到的 BLP 为载体，构建了 9种表面锚定展示 ASFV抗原的 BLP，并分别

在小鼠和猪只上评价了其免疫原性。以期为 ASF微生态活载体疫苗的研发提供依据和基

础。
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第一篇 文献综述

第一章 非洲猪瘟研究概况

1.1 非洲猪瘟概述

ASF是由 ASFV感染猪引起的一种急性、烈性及高度接触性传染病[1]。家猪感染 ASFV

后的临床症状从最急性、急性、亚急性到慢性不等，高毒力 ASFV毒株会引起猪只最急性

型和急性型的临床症状，死亡率高达 100%；中、低毒力 ASFV毒株在感染猪只后，虽然

可能不会导致猪只全部死亡，但仍可持续排毒一段时间[2, 3]。1921年，ASF首次发现于非

洲肯尼亚，在 1957年首次跨州传播至葡萄牙，并从葡萄牙传播到欧洲、加勒比和巴西等

地区，于 2007年传入高加索地区，随后传播至俄罗斯，并于 2014年传播到欧盟、波罗的

海国家和波兰，到 2018 年，ASFV 传播到比利时、匈牙利、捷克共和国、罗马尼亚、塞

尔维亚和中国[4]。于 2018年 8月我国辽宁发生首起 ASF疫情[5]，并在短短数月时间内，

就传播至全国各个地区，由于我国暂无商品化 ASF疫苗可用，仅能依靠早期诊断及严苛

的生物安全措施进行防控，这严重威胁到我国养猪业及相关行业的健康发展。

1.2 非洲猪瘟病毒概述

ASFV 属非洲猪瘟相关病毒科（Asfarviridae）成员，是一种双链 DNA病毒，也是目

前唯一已知的虫媒 DNA病毒[6]。ASFV病毒粒子具有对称的 20面体结构，由囊膜、衣壳、

内膜、内核壳和基因组五部分组成，由外向内排列，直径在 200~300 nm之间[7]。ASFV基

因组在 170~193 kb，包含 151~167个开放阅读框架（Open reading frames, ORFs），ASFV

基因数量和基因组长度的差异主要是由于多基因家族 ORF的获得或丢失，基因组末端由

不完全碱基配对的发夹共价闭合，类似于痘病毒的基因组末端[8, 9]。ASFV编码多种结构蛋

白与非结构蛋白，这些蛋白不仅参与病毒的组装，还参与病毒基因组的复制、修复以及基

因的表达[10-12]。尽管部分 ASFV蛋白的功能尚未完全解析，但已有多种潜在的具有免疫原

性的保护性抗原蛋白被报道[13-15]。为了鉴定 ASFV 免疫原性和潜在的保护性抗原，Linda

等在单个质粒中克隆了具有不同功能的 47个病毒蛋白基因，用于核酸疫苗和重组痘苗病

毒载体疫苗的构建，通过 DNA疫苗初免和重组痘苗病毒载体疫苗进行加免，并用酶联免

疫吸附斑点试验（Enzyme-linked immunospot assay, ELISpot）及酶联免疫吸附试验（Enzyme

linked immunosorbent assay, ELISA）检测免疫猪外周血单个核细胞（Peripheral blood

mononuclear cell, PBMC）对单个重组蛋白和 ASFV 的反应，以确定持续诱导最高反应的
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抗原亚群[16]。结果表明，KP177R、KP177R、B438L、D117L、O61R和 E120R等蛋白可

能对诱导保护性抗体反应或用作感染的血清学标志具有重要意义，而 F317L、CP530R、

B602L、p72、p54和 CD2v等蛋白均能有效刺激免疫猪体内的淋巴细胞，诱导机体产生较

强的细胞免疫应答。

1.3 非洲猪瘟疫苗研究现状

古语有言“猪粮安天下”，养猪业对我国居民营养乃至经济发展均有至关重要的影响，

ASF的暴发严重制约了我国养猪业的健康发展，面对我国养猪业复杂的国情，开发安全有

效的 ASF疫苗是迫切且至关重要的。但目前对 ASFV 感染引起的保护性免疫应答以及免

疫保护机制认识尚不完全清楚，这严重制约了 ASF疫苗的研究[17]。在 20世纪 60 年代，

研究者首先开展了 ASF灭活疫苗研究，结果表明，灭活疫苗虽能诱导抗体反应，但是绝

大部分无保护作用[18]。有研究者认为 ASF灭活疫苗是不可行的，因为 ASFV特异性抗体

无中和作用[19-21]。之后研究人员陆续探索了减毒活疫苗、亚单位疫苗、核酸疫苗和活载体

疫苗等 ASF疫苗研发策略，其中天然致弱毒株 OURT88/3 对同源毒株表现出保护作用，

但不同免疫途径和剂量都会影响其免疫保护效果，且其对异源毒株保护率并不令人满意[22,

23]，且天然弱毒株减毒活疫苗存在较大的安全性风险，包括对猪的副作用、毒力返强和重

组等，这限制了它们在现地中的应用。目前，ASF减毒活疫苗的设计主要集中在通过从不

同分离株中缺失定向基因来开发改良的减毒活疫苗。Gallardo等人通过缺失 A238L、A224L、

A276R和 EP153R等基因构建了重组 NH/P68减毒株，结果表明，候选株对 ASFV/L60的

同源攻击具备完全的保护效果，但对基因 II 型 ASFV/Arm07无保护作用[24]。有研究证明，

ASFV-G-∆I177L 是一个理想的基因缺失减毒活疫苗株，使用 ASFV-G-∆I177L 接种 6~8周

龄的猪，攻毒后猪只不会产生 ASF一般症状，只显示出零星的、短暂的临床症状，如轻

微咳嗽和软便等[25, 26]，到目前为止，越南批准的应用的减毒活疫苗(ASFV-G-∆I177L)也是

世界上第一个商业化的 ASF 疫苗 [27]。以 ASFV HLJ/18 为骨架，构建的缺失 7 基因

（MGF505-1R、MGF505-2R、MGF505-3R、MGF360-121、MGF360-13L、MGF360-14L

和 CD2v）的 HLJ/18-7GD株，其安全性和保护性评价结果表明，免疫 HLJ/18-7GD的猪能

在 ASFV HLJ/18 株的攻击中完全存活[28]。尽管基因缺失减毒活疫苗表现出较好的保护效

果，但其在现地应用中仍然存在毒力返强及重组的风险。ASF亚单位疫苗可以在特定的基

因和蛋白表达后有效地产生体液和细胞免疫，如前所述，部分 ASFV抗原已被证明可以诱

导体液或细胞免疫应答，但即使如此，ASF亚单位疫苗依旧无法提供完全的免疫保护作用

[29-31]。例如，Gómez-putas等人利用杆状病毒表达系统构建了表达 p30、p54和 p72蛋白的

ASF亚单位疫苗，在将疫苗注射到实验动物体内后，只在部分动物中观察到了有效的免疫

保护[32]。DNA 疫苗与亚单位疫苗类似，虽然其可以在宿主体内诱导高水平的特异性 T细

胞反应，但仍然无法提供完全的免疫保护[33, 34]。活载体疫苗是指以某种病毒或细菌为载体，
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表达一个或多个目标病毒的抗原基因，载体既可以提升抗原的免疫原性，其自身免疫原也

可以用于区分感染动物和接种疫苗的动物。有研究人员评估以腺病毒（Adenovirus, AdV）

为载体表达多个 ASFV抗原的活载体疫苗的安全性和免疫原性，证明 Ad-ASFV 多抗原可

用于诱导 ASFV抗特异性细胞毒 T淋巴细胞（cytotoxic T lymphocytes, CTLs）反应[35]。此

外，作者还评价了 7 种抗原腺病毒载体（A104R、A151R、B602L、B438L、B119L、

EP402RΔPrR和 K205R）的免疫原性，描述了通过用佐剂配制的重组腺病毒鸡尾酒在猪体

内诱导局部和系统免疫的另一种策略[36]。

尽管 ASF疫苗研发面临许多问题，但开发安全有效的 ASF疫苗或是我国预防和控制

ASF流行的最佳策略。尽管 ASF基因缺失疫苗从保护效果上来看是目前最具应用前景的

疫苗，但从长期生物安全的角度来看，基因缺失疫苗因安全性问题使其在现地应用中仍需

更谨慎的评估。因此，研制安全、有效、不基于活病毒、可规模化生产的新型 ASF疫苗

是目前我国 ASF防控紧迫的产业需求和重大科学问题。
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第二章 乳酸乳球菌表达系统及其作为活载体的应用

2.1 乳链菌肽控制基因表达系统的概述

LAB 是指一类革兰氏染色呈阳性，发酵碳水化合物以乳酸为主要代谢终产物的兼性

厌氧细菌的总称，共包含有乳杆菌属、乳球菌属、链球菌属、片球菌属、明串珠菌属和肠

球菌属等 43个属，这些属又可划分为 373个种和亚种[37]。LAB广泛存在于自然界和各类

发酵食品中，是人和动物肠道微生物的重要组成部分，在工业、医药、农业等和生活密切

相关的领域均具有相当高的应用价值[38-41]。LAB 可以促进肠道消化和维持肠道内环境稳

态，此外，对调节机体自身免疫系统和抵御病原微生物的感染也具有非常重要的作用[42]。

随着对 LAB的认识不断深入，以 LAB作为递送载体开发可诱导黏膜免疫的微生态活载体

疫苗越来越受到重视，且其中以 L. lactis和乳酸乳杆菌为载体最为常见[43-46]。

L. lactis是公认的食品级安全微生物，其背景清楚，L. lactis的功能特征已被广泛研究，

包括碳代谢、胞外和胞内蛋白分解系统、抗生素物质的产生以及它们与噬菌体的相互作用

和耐药性等[47-49]。这使得 L. lactis得到了广泛的应用，包括作为黏膜疫苗的载体来递呈细

菌和病毒抗原 [50]。乳链菌肽控制基因表达系统（Nisin-controlled gene expression system,

NICE）是目前最常用的以 L. lactis表达异源蛋白的系统，也是乳酸菌中唯一的商业表达系

统[51-53]。NICE系统包括 3个基本要素：能表达组氨酸蛋白激酶和反应调节蛋白的宿主菌；

包含一个 nisA或 nisF启动子区，允许乳链菌肽（nisin）诱导表达的质粒和由 11个基因编

码合成的抗微生物 nisin 诱导剂 [54]。NICE 系统所用的 L. lactis 菌株均为乳制品发酵菌

NCDO712无质粒后代—L. lactis subsp. CremorisMG1363的衍生物，其中 L. lactis NZ3900

是为 NICE 系统的食品级应用而开发的，它来自 L. lactis NZ3000[55]。NICE 系统配套的质

粒可分为胞内表达和分泌表达两种，胞内表达的质粒包括 pNZ8148、pNZ8149、pNZ8150、

pNZ8151等，其中 pNZ8149质粒是以 lacF基因作为食品级选择标记；分泌表达的质粒包

括 pNZ8120、pNZ8121和 pNZ8123等[56, 57]。

2.2 乳酸乳球菌活载体疫苗的研究进展

以 L. lactis作为宿主菌，构建表达载体用来表达细菌和病毒抗原，逐渐成为了活载体

疫苗研究的热点，多项实验结果表明通过 NICE系统构建的微生态活载体疫苗，能够起到

免疫保护的作用[58]。对于病毒性疾病，表达 A 型口蹄疫病毒多表位抗原蛋白的 rL. lactis

可以有效地诱导黏膜组织中 sIgA和 IgG 的产生，同时还可以诱导强烈的细胞免疫应答[59]；

采用 L. lactis作为口服疫苗递送载体表达草鱼呼肠孤病毒Ⅱ型 VP6蛋白，与对照组相比，



吉林农业大学硕士学位 第一篇 文献综述

7

口服组存活率和保护率分别提高了 46.7%和 42.9%，且 L. lactis通过表达鱼类的免疫相关

基因大大增强了非特异性免疫反应，此外，口服免疫后可诱导机体产生系统免疫和黏膜免

疫，并可诱导机体产生炎性反应和细胞免疫，增强免疫保护效果[60]；融合表达禽流感 H9N2

毒株保守型抗原 M1和 HA2蛋白的 rL. lactis可以诱导保护性黏膜和全身免疫，降低鸡群

的病理损伤 [61]。对于细菌性疾病，使用 NICE 系统构建的分泌表达布鲁氏菌 LS 蛋白

（Brucella lumazine synthase, BLS）的 L. lactis-pNZ8148-BLS-Usp45 灌胃后可以诱导 IgG

抗体的产生及高水平的干扰素（interferon, IFN）-γ、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor,

TNF）-α、白细胞介素（interleukin, IL）-4 和 IL-10 等细胞因子，可以减轻小鼠组织脏器

损伤[62]；融合表达产肠毒素大肠杆菌三价肠毒素蛋白 STa-LTB-STb、菌毛抗原 F5与耶尔

森氏菌外膜蛋白 H的 L. lactis-SLS-F5-OmpH 在灌胃免疫小鼠后可提供完全免疫保护效果

[63]。对于寄生虫类疾病，灌胃免疫表达恶性疟原虫裂殖子的表面蛋白 1的 rL. lactis可以对

小鼠提供免疫保护作用[64]；有研究者构建了胞质表达、分泌表达及锚定表达三种类型表达

鸡球虫病保护性抗原盲肠型球虫免疫标记蛋白 -1（Eimeria tenella immune mapped

protein-1，EtIMP1）的 rL. lactis，动物试验结果表明，与携带空载体的 L. lactis相比，三

种表达 EtIMP1的活 L. lactis均显著减少了卵囊脱落，减轻了盲肠的病理损伤并改善了体

重增加[65]。综上所述，L. lactis具备可诱导黏膜免疫应答及安全性上独特的优势，使其在

黏膜疫苗的研发中具备极高的潜力。

2.3 乳酸乳球菌活载体疫苗的优势及挑战

以 LAB为载体构建新型载体疫苗有其独特的优势。相较于肌注免疫，LAB活载体疫

苗可以通过灌胃或鼻喷的方式进行免疫，从而诱导机体产生以 sIgA为主的黏膜免疫应答，

可阻止病毒的早期感染和传播[66-68]；且 LAB的细胞壁含有肽聚糖，可以诱导机体产生 Toll

样受体（Toll-like receptors, TLR）2型反应，使得其本身便具有良好的佐剂效应[69]；除此

之外，LAB 自身还可调节肠道菌群组成，维持肠道稳态，提高免疫力，在预防疾病的同

时还能起到保健的作用[70, 71]。而基于 L. lactis为载体的 NICE 系统构建的活载体疫苗除了

上述优势外，其还具备以下独特的优势：1）操作方法简便、技术成熟、成本低且重复性

高；2）安全性高、不产生内毒素，可直接口服所表达的蛋白，且菌株自身分泌的蛋白质

少，免去了目的蛋白的体外提纯等后续加工处理工序；3）宿主菌没有胞外蛋白酶也不分

泌蛋白酶，降低了外源蛋白被降解的风险，有利于外源蛋白的完整性以及功能的正常发挥；

4）与其他的 LAB宿主菌相比，蛋白表达量高，经诱导后能表达 60%的胞内总蛋白；5）

拥有可以调控的子系统，能够表达毒素蛋白[72]。

除了上述优势，我们也必须认识到 L. lactis活载体疫苗仍然有部分问题有待解决，首

先就是口服免疫后，如何更好的克服肠道内复杂的恶劣环境，虽然 LAB本身具有一定的
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耐酸及耐胆盐作用，但如果是锚定或分泌型表达的重组菌株，部分抗原蛋白被破坏是难以

避免的。其次，对于黏膜免疫的具体作用机制还需要更深入地认识，以及 L. lactis活载体

疫苗如何克服个体及物种间肠道微环境的差异也是一个值得挑战的课题。

第三章 细菌样颗粒疫苗研究概况

3.1 细菌样颗粒及其表面展示系统的简介

LAB 递送外源蛋白的方式主要有三种，包括胞内表达，分泌型表达以及将外源蛋白

表达后锚定到菌体表面这几种作用方式。其中胞内表达可以很好地保证抗原蛋白的免疫活

性，表达量较高，但不利于抗原递呈细胞（Antigen-presenting cells, APC）对抗原的识别[73]；

分泌性表达有利于 APC识别抗原蛋白，但不利于保证抗原的活性[74]；表面锚定展示外源

蛋白是指将抗原蛋白通过非共价键或者共价键结合到细菌细胞壁表面，将抗原蛋白展示到

细胞壁表面既可利用菌体本身的佐剂效应，还有利于 APC识别抗原蛋白，促使机体的免

疫应答的产生，但锚定表达的蛋白数量较胞内及分泌表达低[75]。

Bosma 等人在 2006 年首次提出基于革兰氏阳性增强基质（Gram-positive enhancer

matrix, GEM）的表面展示系统，GEM是指用热和酸灭活处理 L. lactis得到的具备菌体形

态的中空肽聚糖颗粒，又称为细菌样颗粒（Bacterium-like particles, BLP），基于 BLP 的

表面展示系统主要由两部分组成，包括 BLP和肽聚糖锚钩蛋白（protein anchor, PA）[76]。

L. lactis经过热和酸处理后，会破坏包括核酸在内的细胞内成份，也能去除细胞壁中除肽

聚糖外的其他成份，得到具备菌体形态的中空肽聚糖颗粒，所以相较于活菌，细菌样颗粒

具备更高的蛋白负载量；且 L. lactis细胞壁中的肽聚糖，它由短肽和肽间桥交联的聚糖链

组成，可被 TLR2识别，进而诱导促炎症细胞因子、趋化因子和 I型 IFN 的产生[77]，以及

激活 DCs，促进 DCs成熟，增强抗原的递呈效率[78]，具有良好的佐剂效应。PA蛋白来源

于乳酸乳球菌主要自溶素蛋白（N-Acetylmuraminidase, AcmA），AcmA 是一种肽聚糖水

解酶，由 437个氨基酸组成，主要包括 N-端水解酶活性中心和 C-端细胞壁结合活性中心

两个结构域[79]。C-端细胞壁结合活性结构域即为 PA，包含 3个重复的溶解素基序（lysin

motif, LysM），这些基序是由高度同源的 45 个氨基酸组成的，PA与 BLP 通过非共价键

特异性结合，其结合能力非常强，只能通过十二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl sulfate, SDS）

或氯化锂处理才能将其解离[80]。

3.2 细菌样颗粒疫苗的研究进展

BLP 由于其强大的负载外源蛋白的能力及可通过黏膜进行免疫的方式，近几年越来越



吉林农业大学硕士学位 第一篇 文献综述

9

受到关注。Kees Leenhouts团队以此开发了多款具备应用潜力的疫苗，包括表面锚定展示

志氏贺菌侵袭性质粒抗原（Shigella invasion plasmid antigen, Ipa）B和 IpaD的 BLP-IpaB/D，

免疫小鼠后可诱导血清中高水平的特异性 IgG 和粪便中 sIgA 的产生，可提供良好的免疫

保护效果[81]；以 BLP 作为伯氏疟原虫环子孢子蛋白多表位递送平台经肌注免疫后可诱导

小鼠对疟疾的完全保护作用[82]；其开发的表达合胞体病毒 F蛋白的 BLP 疫苗 SynGEM，

可诱导机体产生持久的抗体反应[83]，开发的用于防控流感病毒 BLP 疫苗 FluGEM，可以诱

导小鼠产生高水平黏膜免疫应答及全身免疫应答，同时诱导 Th1型细胞因子的产生[77]，且

SynGEM和 FluGEM均已进入临床试验阶段。在国内，有研究者构建了表面展示寨卡病毒

（Zika virus, ZIKV）prM-E 蛋白的 BLP，联合 ISA 201 VG 和 Poly（I: C）佐剂肌注免疫

BALB/c小鼠可诱导持久的 ZIKV特异性 IgG和保护性中和抗体产生，免疫后还能刺激 B

细胞和 DCs的激活，显著刺激脾细胞增殖、多种细胞因子分泌、T/B细胞活化和中枢记忆

T细胞反应[84]；表达中东呼吸综合征冠状病毒受体结合域的 BLP 疫苗，用含 GEL01佐剂

的 RLP3-BLP滴鼻免疫小鼠，结果表明，RLP3-BLP可增强小鼠的体液免疫、细胞免疫和

局部黏膜免疫应答，尤其是肠道免疫应答[85]。

3.3 细菌样颗粒疫苗的优势及挑战

LAB的锚定表达系统主要可分为脂蛋白锚定模型、LPxTG锚定模型、利用 Lysm重复

序列的锚定模型及表面蛋白的锚定模型等。BLP是通过 Lysm重复序列对外源蛋白进行表

面锚定。相较于活菌的表面展示，BLP作为抗原展示平台主要有以下几点优势：1）安全

性高，由于菌株经过热和酸处理，去除了菌体杂质蛋白及遗传物质，仅保留了肽聚糖，所

以 BLP属于非活性、非遗传修饰生物体，减少了重组核酸向环境和其他生物传播的风险[86]；

2）融合表达 PA蛋白的抗原蛋白可体外使用真核或原核表达系统进行表达，表达的重组蛋

白无需纯化即可特异的结合在肽聚糖上，操作简单，适应性广[87]；3）单个细菌表面能同

时展示多个蛋白，且 Lysm重复基序之间也可以锚定展示不同的抗原，有利于多价疫苗的

制备[88]；4）BLP具有佐剂效应，其主要成分肽聚糖为 TLR2的配体之一，通过激活 TLR2

信号通路，可以诱导宿主 DCs成熟，刺激 IFN-γ、IL-2等炎性细胞因子表达，激发更高效

的免疫应答[89]；5）外源蛋白负载量高，由于去除了细胞壁中其他杂质蛋白的干扰，使得

BLP 负载外源蛋白的效率比活菌高 100~1000倍左右[76]；6）更利于被黏膜表面M细胞捕

获，BLP大小约 1 μm，是黏膜表面M细胞摄入外源抗原的理想大小，可被位于鼻咽上皮

组织和肠道的M细胞有效摄入并转运至抗原递呈细胞[90]。但是作为后续商业化应用，细

菌样颗粒的稳定性和均一性，包括负载蛋白的定量等问题还值得进一步探索。
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第二篇 研究内容

第一章 表达 ASFV候选抗原 rL. lactis的构建及其免疫原性评价

ASF自 2018年传入我国以来，给我国养猪业带来了沉重的打击。目前正在尝试几种

ASF疫苗研发策略，基因工程减毒活疫苗表现出较好的临床保护效果，但可能存在安全性

问题，接种后可能会导致关节炎、皮肤坏死和慢性感染等副反应，并且具有毒力返强以及

与野生毒株发生重组的风险，亚单位疫苗及核酸疫苗的保护效果还有待进一步提升[91, 92]。

ASFV主要是通过气溶胶及接触传播，突破猪只黏膜屏障进而引发疾病，可诱导黏膜免疫

应答的疫苗对于防控 ASF的早期传播或许有其独特价值。因此，开发可诱导黏膜免疫应

答和全身性免疫应答的黏膜疫苗，不失为一种有效的疫苗研发策略。L. lactis是一种良好

的黏膜疫苗载体，具备良好的耐酸、耐胆盐能力，可通过口服途径免疫，其本身也是一种

良好的免疫增强剂。本研究选取乳酸乳球菌 NICE表达系统构建 ASF黏膜疫苗，以 L. lactis

NZ3900菌株为宿主菌，以食品级质粒 pNZ8149为表达质粒，将本团队前期筛选的 ASFV

潜在保护性抗原进行序列优化，构建了 9株可稳定表达 ASFV抗原的 rL. lactis。进一步以

构建的 9株 rL. lactis通过灌胃及肌注两种方式免疫小鼠，并从黏膜免疫、体液免疫和细胞

免疫及固有免疫反应四方面对其免疫原性进行评估，为研制可诱导黏膜免疫应答的 ASF

黏膜疫苗奠定基础。

1.1 材料和方法

1.1.1 材料

1.1.1.1质粒、菌株及试验动物

本研究使用的 pNZ8149无抗质粒和 L. lactis NZ3900菌株由中国农业科学院哈尔滨兽

医研究所崔红玉副研究员惠赠；20只 5-6周龄无特定病原体（specific pathogen free, SPF）

级雌性 BALB/c小鼠购自辽宁长生生物技术有限公司。

1.1.1.2 主要试剂

Ex Taq DNA聚合酶、Prime STAR® HS聚合酶、DL2 000和 DL15 000 DNAmarker购

自 TaKaRa公司；同源重组试剂盒购自 Vazyme公司；nisin诱导剂购自 Sigma-Aldrich公司；

十二烷基硫酸钠、Tris-盐酸缓冲液、过硫酸铵、氯化镁、十二水合磷酸氢二钠、甘氨酸和

磷酸氢二钾等化学试剂购自 Amresco公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 Tiangen公司；氯

化钠、蛋白胨、酵母提取物、乳糖、抗坏血酸、无水乙酸钠、乙二胺四乙酸和蔗糖等购自

Amresco公司；β-巯基乙醇购自上海联硕生物科技有限公司；M17肉汤购自青岛海博生物
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科技有限公司；30%丙烯酰胺购自 Beyotime公司；鼠源抗 Sterp抗体购自武汉爱博泰克生

物科技有限公司；FITC标记的山羊抗鼠 IgG 购自 Sigma-Aldrich公司；小鼠脾脏淋巴细胞

分离液试剂盒（LTS1092PK）购自天津灏洋生物制品科技有限公司；胎牛血清及青/链霉素

双抗购自Gibco公司；RPMI 1640培养基购自 Sigma公司；兔抗小鼠 IgG H&L (HRP) ab6728

和山羊抗小鼠 IgA (HRP) ab97235购自 Abcam； 本实验所用到的所有 PCR引物由黑龙江

睿博生物科技有限公司合成。

1.1.1.3 主要仪器设备

Herasafe 2030i生物安全柜（Thermo Fisher Scientific公司）、水平摇床（北京市六一

仪器厂）、电热恒温水浴锅（上海一恒）、PCR仪（TaKaRa公司）、小型离心机（Eppendorf

公司）、DYY-8C型琼脂糖凝胶电泳仪（北京六一仪器厂）、凝胶成像系统（Bio-Rad 公

司）、蛋白凝胶电泳仪与Western blotting半干转膜仪（Bio-Rad 公司）、Odyssey型红外

荧光扫描成像系统（Li-COR公司）、超微量紫外分光光度计（德国 Implen公司）、超声

细胞破碎仪（S-250D）及电转仪（Bio-Rad公司）等。

1.1.1.4 主要溶液的配制

EM液体培养基：酵母提取物 5.0 g，蛋白胨 20.0 g，氯化钠 4.0 g，无水乙酸钠 1.5 g，

抗坏血酸 0.5 g，使用蒸馏水定容至 1 L，分装后 115℃高压蒸汽灭菌 15 min。

SGM17培养基：M17肉汤 21.2 g，蔗糖 85.5 g，甘氨酸 12.5 g，加入蒸馏水定容至 500

mL，分装后 115℃高压蒸汽灭菌 20 min。

LB 液体培养基：酵母提取物 5.0 g，蛋白胨 10.0 g，氯化钠 10.0 g，加入蒸馏水定容

至 1 L，分装后 121℃高压蒸汽灭菌 30 min。

各种对应的固体培养基在其液体培养基中加入 1.5%的琼脂。

L. lactis感受态细胞制备溶液：蔗糖 171.0 g，甘油 100 mL，加入蒸馏水定容至 1 L，

115℃高压蒸汽灭菌 20 min。

L. lactis感受态细胞制备溶液Ⅱ：蔗糖 85.5 g，乙二胺四乙酸 9.3 g，甘油 50 mL，加入

蒸馏水定容至 500 mL，115℃高压蒸汽灭菌 20 min。

电转复苏液的配制：氯化镁 0.38 g，氯化钙 0.04 g，M17肉汤 8.46 g，加入蒸馏水定

容至 200 mL，115℃高压蒸汽灭菌 20 min。

1.1.2 方法

1.1.2.1 目的片段的扩增
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从 NCBI数据库中检索 ASFV HLJ/18株（登录号：MK333180.1）的基因序列，根据

L. lactisMG1363的全基因组序列对目的基因进行优化并在序列C端引入Strep及His标签，

优化后的 ASFV基因序列由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。依据 pNZ8149载体序列、

及优化后的 ASFV蛋白基因序列设计引物，用于载体 pNZ8149 的线性化和目的片段的扩

增，具体引物序列见表 1-1。

表 1-1 引物序列

Table 1-1. Sequences of primers

引物 序列（5-3）

F317L-F GCACTCACCATGGTTGAAACACAAATGGAT

H171R-F GCACTCACCATGGTTGTTTATGATCTTCTT

CP530R-F GCACTCACCATGCCATCAAATATGAAACAA

D117L-F GCACTCACCATGGATACAGAAACTTCACCT

E120R-F GCACTCACCATGGCTGATTTTAATTCACCA

EP402R-F GCACTCACCATGATTATTCTTATTTTTCTT

B602L-F GCACTCACCATGGCTGAATTTAATATT

E183L-F GCACTCACCATGGATTCAGAATTT

B646L-F GCACTCACCATGGCTTCAGGTGGA

Common-R AAGCTTGAGCTCTCACTTCTCGAACTGGGG

pNZ8149-F GGTACCACTAGTTCTAGAGAGCTC
pNZ8149-R GCATGCCTGCAGTACCCATGGTGA

注：Common-R代表所有目的基因使用的同一反向引物。

分别以 pNZ8149、pUC57-ASFV-X（X为 9中 ASFV基因中的一种）为模板，对载体

和目的片段进行扩增，并在两者之间引入同源臂，具体的 PCR反应体系如下：1）扩增

pNZ8149的反应体系：Prime STAR®HS聚合酶 1 μL，5×buffer 10 μL，dNTP 4 μL，pNZ8149-F

1 μL，pNZ8149-R 1 μL，pNZ8149 1 μL，加 ddH2O补齐至 50 μL；2）扩增 pUC57-ASFV-Mix

的反应体系：Prime STAR® HS聚合酶 1 μL，5×buffer 10 μL，dNTP 4 μL，ASFV-Mix-F 1 μL，

ASFV-Mix-R 1 μL，pUC57-ASFV-Mix 1 μL，加 ddH2O补齐至 50 μL。PCR反应程序按以

下步骤进行：1）95℃预变性 5 min；2）95℃变性 30 s；3）57℃退火 30 s；4）72℃延伸 1

kb/min，共 35个循环；72℃延伸 10 min。将 PCR产物进行核酸电泳，鉴定正确的产物胶

回收后送公司测序进一步验证序列是否正确。

1.1.2.2 重组质粒的构建
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按照同源重组试剂盒的说明书将 pNZ8149载体分别与目的片段进行同源重组，构建

重组质粒，具体反应体系如下：pNZ8149线性化片段 2 μL，目的片段添加量为基因序列长

度×0.02/回收浓度，同源重组酶 2 μL，5×buffer 4 μL，加 ddH2O 补齐至 20 μL。将上述反

应物分别加入离心管中，混匀，在 37℃条件下水浴 30 min，-20℃保存用于后续的电转化

试验。

1.1.2.3 重组乳酸乳球菌的构建

将制备好的 L. lactis感受态细胞置于冰上 5 min，待其完全融化后，加入 10 µL的同源

重组产物并混匀，继续在冰上静置 2 min，将 L. lactis感受态细胞转移至 0.2 cm已预冷的

电转杯中，设置电转程序为 2 000 V，25 µF，200 Ω并进行电转，结束后加入 700 µL的预

冷复苏液，继续在冰上放置 5 min，放置 30℃温箱中活化 1 h，将活化后的样品 6 000 ×g

离心 2 min，预留 50 µL上清重悬菌体，涂布含乳糖的 EM固体培养基，置于 30℃温箱静

置培养 24~48 h，挑取单菌落，将单菌落 30℃温箱静置培养 24 h后进行菌液 PCR鉴定并

提取质粒送公司测序，鉴定正确的重组 rL. lactis保存于-80℃冰箱备用。

1.1.2.4 重组蛋白表达的鉴定

将-80℃冰箱保存的 rL. lactis活化 2代，活化后的菌液按照 1:100的比例接种于 10 mL

EM 液体培养基中，30℃温箱静置培养菌液至 OD600nm为 0.4时，加入终浓度为 10 ng/mL

的 nisin诱导剂，并继续置于 30℃温箱中静置培养 5 h，诱导结束后 6 000 ×g离心 5 min收

获菌体，并用 PBS洗涤 2次，沉淀用 1 mL PBS重悬，使用细胞超声破碎仪破碎菌体，程

序为：功率 39%，超声 5 s，间隔 5 s，共 6 min，将超声后的样品 12 000 ×g离心 5 min，

分离上清和沉淀（用 200 μL PBS重悬），加入 5×Loading buffer混匀，沸水浴 10 min，置

于-20℃冰箱保存。

按照说明书配制合适浓度的蛋白胶，将样品取出，于 4℃，12 000 ×g离心 3 min，吸

取蛋白 marker 10 μL和待测蛋白样品 20 μL加入蛋白胶样品孔中，先调节电压为 80 V，待

样品跑出浓缩胶，调整电压为 140 V，继续进行直至样品移动至凝胶底部，将凝胶取出，

并切除多余凝胶，选择大小合适的硝酸纤维素膜和滤纸，按照下层滤纸、硝酸纤维素膜、

凝胶、上层滤纸的顺序依次放在转膜仪中央，调节转膜仪电压至 15 V，运行 1 h。转膜结

束后取出有蛋白印记的硝酸纤维素膜，用 5%脱脂乳室温封闭 2 h，然后用 PBS洗去脱脂

乳，加入鼠源抗 Strep抗体，在摇床上孵育 2 h，结束后分别用 PBST洗涤 4次，每次 5 min，

再加入山羊抗鼠 IgG 抗体，于摇床上孵育 45 min，同样使用 PBST洗涤 4次，每次 5 min，

清洗完成后使用 Odyssey扫描成像系统进行扫膜。

1.1.2.5 重组乳酸乳球菌的生长特性鉴定

将 500 μL过夜培养的 rL. lactis-F317L及 L. lactis-pNZ8149及 L. lactis NZ3900接种于
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10 mL EM 液体培养基中，并设立加诱导剂及不加诱导剂组，测定菌液的 OD600nm值，此

后，每隔 1 h 测定一次菌液的 OD600nm值并记录，检测至细菌稳定期，根据数据绘制 rL.

lactis-F317L、L. lactis-pNZ8149及 L. lactis NZ3900的生长曲线并进行分析，根据绘制的菌

液生长曲线，将稳定期菌液稀释成不同的 OD600nm值（包括 OD600nm为 0.4时及诱导 5 h后

的 OD600nm值），用平板涂布法计算菌落数，具体方法如下：将菌液用 PBS十倍稀释成不

同梯度（100 μL + 900 μL），选取三个合适稀释度的菌液，分别取 0.2 mL加到已制备好的

Em固态平板上，然后用无菌涂布棒将菌液涂布至整个平板表面，30℃温箱培养 48 h，计

算菌落数（菌落数量以 50到 300之间为宜），按以下公式计算原菌液的含菌数：每毫升

原菌液活菌数=同一稀释度 3个重复培养皿菌落平均数×稀释倍数×5。

1.1.2.6 重组乳酸乳球菌的遗传稳定性鉴定

为了评估重组菌株的遗传稳定性，将 rL. lactis每日进行传代培养，将重组菌连续传

22代，在第 5、10、15和 22代时，诱导 rL. lactis表达蛋白，超声破碎后收集上清，进行

SDS-PAGE电泳分析目的蛋白的表达情况。

1.1.2.7 小鼠免疫试验

将 20只 5~6周龄 SPF级 BALB/c小鼠随机分为 4组，每组 5只，包括 rL. lactis灌胃

免疫组、rL. lactis肌注免疫组、L. lactis空载对照组及 PBS 空白对照组，rL. lactis免疫组

免疫剂量为 9×109 CFU/只，共 9株菌混合后进行免疫，每株菌的免疫剂量为 109 CFU，用

200 μL 的 PBS重悬、L. lactis空载对照组免疫剂量为 9×109CFU的 L. lactis-pNZ8149，其

中 rL. lactis肌注免疫组将菌株破碎后进行肌注，其余组菌株均通过灌胃的方式进行免疫，

具体分组及免疫方案见表 1-2。

表 1-2 rL. lactis小鼠免疫的剂量及途径

Table 1-2. The immunization dose and route of rL. lactis in mice

小鼠免疫程序为首免时，灌胃免疫为隔天免疫，连续灌胃 14 d，间隔两周后，连续免

疫 3 d进行加强免疫，再次间隔两周后，连续免疫 3 d进行第二次加强免疫，肌注免疫每

次仅免疫一次。于第 0 d、21 d（首免后 7 d）、37 d（二免后 7 d）、44 d（二免后 14 d）

组别 数量（只） 免疫原 免疫剂量 免疫途径

A 5 rL. lactis 109CFU/株，共 9株 灌胃

B 5 L. lactis-pNZ8149 9×109CFU/株 灌胃

C 5 PBS 100 μL 灌胃

D 5 rL. lactis 109CFU/株，共 9株 肌注
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及 54 d（三免后 7 d）对小鼠进行断尾采血及收集粪便，第 54 d将小鼠吸入 CO2麻醉，颈

椎脱臼处死小鼠，收集小鼠脾脏用于后续淋巴细胞增殖试验检测，若动物出现濒死则此时

作为试验的终点对小鼠进行安乐死。安乐死方式为 CO2吸入麻醉颈椎脱臼处死小鼠。具体

免疫程序见图 1-1。

图 1-1 小鼠试验的免疫程序

Fig. 1-1 Mouse immunization schedule

1.1.2.8 ELISA

1）用碳酸盐溶液将纯化的ASFV目的蛋白稀释至合适的浓度，并分别包被 96孔ELISA

微量反应板，4℃冰箱过夜；

2）每孔加入 200 μL PBST洗涤 3次，弃掉 PBST后，加入 100 μL 5%的脱脂乳作为封

闭液，37℃条件下封闭 2 h；

3）弃去封闭液后将 96孔板拍干，加入稀释后（1:100）的样品 100 μL，37℃温箱孵

育 1 h；

4）PBST洗板 5次，每孔 200 μL，每次 3 min，拍干后每孔加入稀释后的兔抗小鼠 IgG

（羊抗小鼠 IgA）抗体 100 μl/孔，37℃温箱孵育 45 min；

5）洗板 5次，每次 3 min，最后一次置于厚吸水纸上拍干，加入 TMB显色液 100 μL/

孔，室温避光孵育 15 min；

6）加入 2 M H2SO4终止液 50 μL/孔，混匀后立即测量 OD450nm值。

1.1.2.9 小鼠脾脏淋巴细胞增殖试验

1）将小鼠脱颈处死，于 75%酒精中浸泡消毒后，无菌条件下解剖小鼠并取其脾脏；

2）将脾脏放在 70 μm细胞筛网上（筛网置于 50 mL离心管上），并用 2 mL PBS润

洗滤网，减少细胞黏附于干燥的滤网上，用 5 mL注射器塞以温和画圆的方式反复研磨，
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边研磨边加入匀浆冲洗液，使细胞全部通过筛网滴到离心管中；

3）弃去筛网，组织研磨液以 400 ×g，离心 10 min，弃上清；

4）用 1 mL样本稀释液重悬细胞，备用；

5）取 15 mL离心管，加入 4 mL分离液；

6）小心吸取脾脏组织单细胞悬液缓慢加于分离液液面上，400 ×g，离心 20 min；

7）离心后，此时离心管中由上至下分为四层，第一层为稀释层，第二层为环状乳白

色淋巴层，第三层为透明分离液层，第四层为红细胞层；

8）小心吸取第二层环状乳白色淋巴细胞层到另一个 15 mL离心管中，向离心管加入

5 mL洗涤液，混匀细胞；

9）400 ×g，离心 10 min，弃上清，以 5 mL清洗液重悬所得细胞，250 ×g，离心 10 min；

10）将上述细胞悬液以 105个细胞 100 µL/每孔接种 96孔板；

11）设置 3个实验组，每组 2个重复，阴性对照组，每孔仅加入 100 μL的 RPMI-1640，

阳性对照组，每孔加入 100 μL的 Con A溶液（用 RPMI-1640稀释至终浓度为 10 μg/mL），

ASFV刺激组每孔加入 100 μL的 1×105 TCID50的 ASFV-WT。

12）置于 37℃、5% CO2细胞恒温培养箱培养 72 h后，每孔加入 10 μL CCK-8试剂，

37℃避光孵育 3 h，在酶标仪上读取 OD450nm处的吸光度值并计算刺激指数，刺激指数

（stimulation indices, SI）=（刺激值-空白值）/（对照值-空白值）。

1.1.2.10 统计分析

利用统计学软件 GraphPad Prism 9.0.0 进行统计学分析，实验数据使用 One-way

ANOVA进行分析，用平均值与标准偏差（mean±SD）表示，其中 ns代表 p>0.05，无显

著差异，*代表 p≦0.05，**代表 p≦0.01，***代表 p≦0.001，****代表 p≦0.0001。

1.2 结果

1.2.1 重组 rL. lactis的构建及鉴定

分别以含 9 种优化后的 ASFV 基因序列的质粒 pUC57-B646L、pUC57-E183L、

pUC57-ER402R 、 pUC57-F317L 、 pUC57-H171R 、 pUC57-CP530R 、 pUC57-D117L 、

pUC57-B602L和 pUC57-E120R为模板，扩增优化后的 ASFV F317L（1008 bp）、H171R

（567 bp）、CP530R（1647 bp）、D117L（408 bp）、E120R（423bp）、EP402R（1137 bp）、

B602L（1731 bp）、E183L（609 bp）和 B646L（1995 bp）片段，并使用同源重组试剂盒
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将 pNZ8149 载体分别与目的片段进行同源重组，构建重组质粒，并将构建好的质粒电转

化至 L. lactis NZ3900中，挑取电转后的单个菌落于 EM 液体培养基中，30℃条件下静置

培养 8 h，并进行菌液 PCR鉴定，结果如图 1-2所示。

图 1-2 重组乳酸乳球菌的 PCR鉴定

Fig. 1-2 PCR identification of recombinant Lactococcus lactis

1.2.2 目的蛋白在重组乳酸乳球菌中的表达

使用诱导剂 nisin诱导 rL. lactis表达相应的 ASFV抗原蛋白，将诱导表达后的 rL. lactis

超声破碎，离心后收取上清液进行 Western blotting 鉴定，使用鼠源抗 Strep 单克隆抗体

（mAb）为一抗，检测到特异性目的条带，分别与 ASFV F317L（40 kDa）、H171R（24 kDa）、
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CP530R（63 kDa）、D117L（16 kDa）、E120R（20 kDa）、CD2v（EP402R基因编码蛋

白，43 kDa）、B602L（71 kDa）、p54（E183L基因编码蛋白，22 kDa）和 p72（B646L

基因编码蛋白，75 kDa）的预期蛋白大小相符（图 1-3），这表明 9种 rL. lactis均可可溶

性地表达相应的 ASFV抗原蛋白。

图 1-3 Western blotting检测目的蛋白的表达

Fig. 1-3 The expression of target protein was detected by Western blotting.

1.2.3 重组乳酸乳球菌生长特性的鉴定

为了了解含有重组质粒的菌株是否影响 L. lactis的生长及不同 OD600nm时含有的细菌

数，我们以 rL. lactis-F317L 为 9株重组菌中的模式菌，并设立加诱导剂及不加诱导剂组,

每隔 1 h测定一次 rL. lactis-F317L、L. lactis-pNZ8149及 L. lactis NZ3900的 OD600nm值并记

录，检测至细菌稳定期，根据数据绘制生长曲线（图 1-4），结果表明，引入外源抗原不

影响 L. lactis的生长。将稳定期菌液稀释成不同的 OD600nm值，用平板涂布法计算不同的

OD600nm值时含有的菌落数，经计算，在 OD600nm为 0.4时加入诱导剂，诱导 5 h后的重组

菌刚好处于菌株稳定期，此时菌株数约为 5×108CFU/mL。

图 1-4 rL. lactis的生长曲线

Fig. 1-4 Growth curve of the rL. lactis strains
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1.2.4 重组乳酸乳球菌的遗传稳定性鉴定

为了验证 rL. lactis的遗传稳定性，连续传代 rL. lactis，并在第 5、10、15和 22代时，

诱导 rL. lactis表达相应的 ASFV抗原蛋白，超声破碎菌株后取上清进行Western blotting，

以分析不同代次的 rL. lactis表达 ASFV 抗原蛋白的水平，结果表明，在第 22代时，9株

rL. lactis均可稳定表达相应的 ASFV抗原蛋白，这也表明构建的 9株 rL. lactis均有良好的

遗传稳定性（图 1-5）。

图 1-5 Western blotting检测第 22代 rL. lactis菌株的蛋白表达

Fig. 1-5 The protein expression of the 22nd generation rL. lactis strains detected by western blotting

1.2.5 免疫小鼠血清中特异性 IgG 抗体水平

本研究利用大肠杆菌表达系统表达并纯化了相应的 ASFV 抗原蛋白，并建立间接

ELISA检测方法，利用该方法检测免疫后的小鼠血清中特异性 IgG抗体水平。小鼠灌胃免

疫首免时为隔天免疫，连续灌胃 14 d，后续每隔两周，连续免疫 3 d进行加强免疫，肌注

免疫每次仅免疫一次，于每次免疫后 7 d及 14 d收集小鼠血清并分离血清。ELISA结果表

明，首免后 7 d，仅 rL. lactis肌注组小鼠血清中可检测到血清特异性 IgG 抗体，较其他组

小鼠血清抗体水平有显著升高，且随着时间推移，rL. lactis肌注组小鼠血清抗体水平逐步

升高；rL. lactis灌胃组小鼠血清 E183L、F317L及 D117L等蛋白在二免后 7 d及 14 d较对

照组小鼠血清特异性 IgG 抗体略有升高的趋势，但与对照组无显著差异（图 1-6）。
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图 1-6 免疫后小鼠血清中 IgG抗体水平

Fig. 1-6 Sera IgG antibodies in the mice immunized

1.2.6 免疫小鼠粪便中 sIgA抗体水平

为了评价 rL. lactis免疫小鼠后诱导的黏膜免疫应答水平，采集了不同时间点的免疫小

鼠粪便，对粪便中 sIgA 抗体水平进行了 ELISA 检测。结果表明，首免后 7 d，rL. lactis

灌胃组小鼠粪便中 sIgA 抗体水平显著高于其他各组，但在二免后 7 d，其粪便中 sIgA 抗

体水平下降至较其他组无显著差异，这提示灌胃免疫可能仅在免疫早期能诱导 sIgA 的产

生；rL. lactis肌注组小鼠粪便中 sIgA抗体水平较其他组小鼠无显著差异（图 1-7）。
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图 1-7 免疫后小鼠粪便中 sIgA 抗体水平

Fig. 1-7 sIgAAntibodies in the feces of the mice immunized

1.2.7 免疫小鼠肠黏膜中 sIgA抗体水平

考虑到小鼠肠黏膜 sIgA抗体水平可能比粪便样本能更准确反映免疫后小鼠肠道 sIgA

抗体水平，为了进一步评价小鼠肠道 sIgA 抗体水平，我们收集了免疫 54 d处死后小鼠的

肠黏膜样本，并检测其 sIgA含量。结果表明，与对照组相比，灌胃组小鼠肠黏膜 sIgA水

平呈上升趋势，然而，这些差异没有达到统计学意义（图 1-8）。
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图 1-8 免疫后小鼠肠黏膜中 sIgA抗体水平

Fig. 1-8 sIgA antibodies in the intestinal mucosa of the mice immunized

1.2.8 免疫小鼠脾脏淋巴细胞增殖水平

为了评价 rL. lactis免疫小鼠后诱导的细胞免疫应答水平，我们对小鼠脾脏淋巴细胞增

殖水平进行了验证，淋巴细胞增殖反映了淋巴细胞响应相关刺激的活性和功能状态。小鼠

脾脏淋巴细胞增殖试验结果表明，以 105TCID50的 ASFV对小鼠脾脏淋巴细胞进行刺激，

rL. lactis灌胃及肌注免疫均未能诱导小鼠脾脏淋巴细胞刺激指数的增高（图 1-9）。

图 1-9 免疫后小鼠淋巴细胞增殖水平

Fig. 1-9 Lymphocyte proliferation of the mice immunized
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1.2.9 免疫小鼠血清中细胞因子水平

为了评估 rL. lactis免疫对小鼠先天性免疫的影响，我们评估了小鼠血清中 IL-2、IL-4、

IL-10和 IFN-γ等细胞因子的水平。IFN-γ和 IL-2是 Th1细胞产生的细胞因子，可促进 CTL、

巨噬细胞和 NK 细胞的活化和增殖，增强 CD8+ T 细胞和固有免疫应答。IL-4 和 IL-10 属

于 Th2型细胞因子，可促进 B细胞增殖并分化为浆细胞，从而启动抗体分泌，促进体液

免疫应答，抑制炎症的发生。结果显示，仅 rL. lactis肌肉组小鼠血清中 IFN-γ和 IL-10水

平显著高于其他组（图 1-10）。

图 1-10 免疫后小鼠血清中细胞因子水平

Fig. 1-10 Cytokine levels in the serum of the mice immunized

1.3 讨论

黏膜是机体抵抗病原入侵的第一道防线，ASFV等大多数病原微生物主要通过黏膜入

侵机体。因此，诱导黏膜免疫应答对疾病的预防和治疗具有重要意义。而目前正在研制的

ASF疫苗主要设计为肌肉注射的方式进行免疫接种，该方式通常无法诱导有效的黏膜免疫

应答。因此，开发 ASF黏膜疫苗能在病毒入侵的起始位点建立有效的黏膜免疫屏障，从

而更有效地阻止 ASFV直接入侵。
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在生物工程领域，利用 L. lactis作为黏膜免疫活载体递呈病毒抗原研制口服疫苗得到

了广泛的应用。L. lactis是公认的食品级安全微生物，背景清楚，以其为基础开发的 NICE

系统操作方法简便、技术成熟、成本低且外源蛋白表达量高，是良好的黏膜疫苗载体，也

是最常见的 LAB载体，已应用于多种病毒的载体疫苗研发[93]。而发现具有保护作用的免

疫原对于亚单位及载体疫苗的设计至关重要，ASFV基因组长，编码的蛋白多，对其保护

性抗原的认识依然不充分，但已有部分抗原被认为可能具有良好的保护性作用，其中ASFV

p72及 p54是 ASF最常用的保护性抗原靶标，ASFV p72蛋白由 B646L基因编码，是 ASFV

的衣壳蛋白，也是 ASFV的主要结构蛋白，约占病毒粒子总重的 33%，具有良好的免疫原

性[94]；p54蛋白由 E183L基因编码，参与 ASFV颗粒的组装，在病毒的生存和膜前体向组

装位点的招募起着重要作用，其动力蛋白结合域与抗体介导的病毒中和有关，用重组蛋白

p54免疫猪只可以诱导中和抗体[95]。除上述两种蛋白外，CD2v蛋白由 EP402R基因编码在

ASFV 复制晚期表达，参与 ASFV 感染的多个阶段，具有良好的免疫原性，可刺激产生

ASFV特异性抗体并诱导细胞免疫应[96]；ASFV F317L、H171R、CP530R、D117L、B602L

及 E120R蛋白也均有文献报道可诱导猪只产生良好的体液免疫或细胞免疫，是 ASF良好

的保护性抗原靶标[16]。

在本研究中，应用 NICE表达系统，以食品级 L. lactis NZ3900为宿主菌，无抗性质粒

pNZ8149 为表达质粒，构建了 9 株表达 ASFV 保护性候选抗原的 rL. lactis，包括 rL.

lactis-B646L、rL. lactis-E183L、rL. lactis-CD2v、rL. lactis-F317L、rL. lactis-H171R、rL.

lactis-CP530R、rL. lactis-D117L、rL. lactis-B602L及 rL. lactis-E120R。通过Western blotting

验证，9株 rL. lactis的抗原蛋白均为可溶性表达，且可稳定传代。将 9株 rL. lactis混合后

在小鼠体内通过肌注及灌胃两种方式进行免疫以评价其免疫原性。结果表明，rL. lactis肌

注免疫可诱导小鼠血清中产生较高水平的 IgG 抗体，而 rL. lactis灌胃组小鼠不能诱导血清

中特异性 IgG 抗体的产生。我们认为主要原因可能是重组蛋白的表达定位于细胞内，这可

能导致肠道黏膜上皮无法高效地识别和捕获疫苗抗原，从而未能诱导有效的免疫反应，而

肌注组的 rL. lactis菌体被超声破碎，蛋白更容易被血液中的免疫细胞捕获，从而产生免疫

刺激。此前，有研究者构建了共表达传染性法氏囊病病毒（Infectious bursal disease virus,

IBDV）主要抗原 VP2和肠道沙门菌株 RCK蛋白的 rL. lactis-OptiVP2-RCK，通过肌注及

口服免疫，未在血清中检测到特异性 IgG 抗体的产生，但可以检测到中和抗体的产生，且

中和抗体提供了对鸡只的保护，作者认为可能是蛋白结构的差异及黏膜免疫和系统免疫的

差异导致这一结果[97]。

sIgA 是黏膜分泌物中的主要抗体类型，对病原体的粘附及穿透肠道屏障具有保护作

用。本研究中，在首免后第 7 d，我们可以在灌胃免疫 rL. lactis的小鼠粪便中检测到较高

水平的 sIgA抗体，但遗憾的是在加强免疫后，rL. lactis灌胃组小鼠粪便中 sIgA水平降低，
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且与其他组无显著差异，小鼠肠黏膜 sIgA 抗体水平也进一步证明免疫后期 rL. lactis灌胃

组小鼠肠道 sIgA抗体水平较对照组无显著差异，这与 Jiang的研究的结果相似，说明 sIgA

可能只在免疫早期分泌阶段发挥作用[98]，与系统性免疫不同，黏膜免疫系统不仅要对抗病

原微生物，还要耐受食物中的大量抗原和正常菌群[99]。抗原的量、性质以及免疫次数对于

产生免疫耐受非常重要[100]。如果通过口服免疫途径应用小剂量可溶性抗原可能导致宿主细

胞免疫的多次减弱及免疫耐受的形成[101,102]。由 rL. lactis表达的 ASFV 抗原蛋白量低，加

之初次免疫后的长期免疫刺激，可能导致小鼠肠道内出现免疫耐受，这可能是后期免疫阶

段小鼠粪便中 sIgA 抗体水平降低至与对照组无显著差异，且未诱导淋巴细胞增殖增加的

原因。

总而言之，本试验为构建以 L. lactis为载体的 ASF黏膜疫苗提供了参考。rL. lactis灌

胃免疫可以诱导 sIgA 的产生，这可能为猪只提供早期保护，但是 rL. lactis肌注免疫可以

更好的诱导血清特异性 IgG 抗体的产生。我们认为通过表面锚定展示 ASFV保护性抗原可

能更有利于疫苗的免疫效果，因为它有利于增加抗原被 APC捕获的概率，下一步我们将

把 ASFV抗原蛋白表面锚定展示于 L. lactis表面，以验证其免疫效果。

1.4 小结

1、成功构建了 9株可溶性表达 ASFV 保护性候选抗原的 rL. lactis，且 rL. lactis具有

良好的遗传稳定性；

2、灌胃免疫 rL. lactis初免后7 d可诱导小鼠 sIgA抗体水平显著升高，肌注免疫 rL. lactis

可诱导小鼠血清 IgG 抗体水平、IFN-γ和 IL-10水平显著升高。
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第二章 表面展示 ASFV候选抗原 BLP的构建及其免疫原性评价

为了进一步提高以 L. lactis为载体的疫苗免疫效果，我们计划将 ASFV保护性抗原蛋

白锚定展示于 L. lactis表面。以 L. lactis为载体表面锚定展示外源抗原的方式有多种，其

中 Bosma等人在 2006年首次提出了 BLP表面展示系统，BLP表面展示系统主要由经酸和

热处理后得到的仅含肽聚糖的 BLP 颗粒及融合表达锚钩蛋白的外源蛋白表达系统两部分

构成。相较于活菌的表面展示，BLP 表面展示系统具备安全性高、外源蛋白负载量高和更

利于保存运输等特点，且 BLP 本身具备良好的免疫佐剂效应。

本研究构建了 9 种表面展示 ASFV 候选保护性抗原蛋白的 BLP（BLP-F317L、

BLP-H171R、BLP-E120R、BLP-p54、BLP-p72、BLP-B602L、BLP-D117L、BLP-CP530R

和 BLP-CD2v）。为了评价这 9 种 BLP 的免疫原性，我们首先以 BLP-p54 为模式抗原，

在小鼠上进行免疫，评价其免疫原性。之后，进一步将 9 种 BLP 混合后在猪体通过鼻喷

及肌注两种免疫方式对其免疫原性进行了进一步的评价，为 ASF载体疫苗研究奠定了相

应的基础。

2.1 材料和方法

2.1.1 材料

2.1.1.1质粒、菌株及实验动物

质粒 pGEX-6P-1-PA 由本实验室保藏；大肠杆菌（Escherichia coli）DH5α和 E. coli

Rosetta（DE3）购自生工生物工程（上海）股份有限公司；20只 6周龄 SPF级雌性 BALB/c

小鼠购自辽宁长生生物技术有限公司，16头 4周龄的 ASFV阴性商品猪购自中国农业科

学院哈尔滨兽医研究所动物实验基地。

2.1.1.2 主要试剂

限制性内切酶 EcoRⅠ和 BamHⅠ购自赛默飞世尔科技公司；胶回收试剂盒购自 Omega

Bio-Tek公司；质粒小提试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；同源重组酶购自诺

唯赞生物科技有限公司；IPTG、氨苄青霉素钠及 Anti-His Tag单克隆抗体购自索莱宝科技

有限公司；FITC标记的山羊抗鼠 IgG 购自 Sigma-Aldrich公司；QuickBlue快速染胶液购

自博奥龙科技有限公司，其余同 1.1.1.2。

2.1.1.3 主要仪器设备

同 1.1.1.3。
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2.1.2 方法

2.1.2.1 目的片段的扩增

以提取的 ASFV HLJ/18基因组为模板，设计含有 pGEX-6P-1-PA质粒同源臂的 ASFV

候选抗原基因的特异性引物用于扩增目的片段，具体引物序列见表 2-1，所有引物均由黑

龙江睿博生物科技有限公司合成。

表 2-1 融合表达 PA蛋白的 ASFV 基因引物序列

Table 2-1. Primer sequence of ASFV genes fused with PA protein gene

引物 序列（5-3）

F317L-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGTTCAATGGTTGAGACACAAATGGA

F317L-PA-R CTATTGGATCCTCCGCCGCCTGTTGTGGACGATGCCTTTG

H171R-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGGTAGTTTATGACTTGCT

H171R-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCGTTTTTTATAGAAAACATGT

CP530R-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGCCCTCTAATATGAAACA

CP530R-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCTTCTTGAAGTAACTTTAGTA

D117L-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGGACACTGAAACGTCTCC

D117L-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCTGAATGCGCAAGTTCAGCTA

E120R-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGGCAGATTTTAATTCTCC

E120R-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCCTTCGATTTATGCGAGCTTA

CD2v-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCGACTACTGGGTGTCTTTCAA

CD2v-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCCAGGTATGTGCAGTTAATGA

B602L-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGGCAGAATTTAATATTGA

B602L-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCCAATTCTGCTTTTGTATATA

E183L-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGATCCATGGATTCTGAATTTTTTCA

E183L-PA-R AATTCTGAACCTCCGCCGCCCAAGGAGTTTTCTAGGTCTT

B646L-PA-F CACCAGGCGGCGGAGGTTCAATGGCATCAGGAGGAGCTTT

B646L-PA-R CTATTGGATCCTCCGCCGCCGGTACTGTAACGCAGCACAG

2.1.2.2 重组质粒的构建

使用限制性内切酶 EcoRI及 BamHI对质粒 pGEX-6P-1-PA进行双酶切，酶切产物经琼

脂糖凝胶电泳检测后进行胶回收。回收产物测定浓度后，按照同源重组试剂盒说明书的步
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骤将线性化的 pGEX-6P-1-PA载体与 ASFV目的基因片段进行同源重组，构建重组质粒。

取 10 μL重组产物转化至 E. coli DH5α感受态细胞，涂布于含有氨苄抗性的 LB 固体平板

中，37℃温箱过夜培养后挑取单菌落进行菌液 PCR并提质粒送黑龙江睿博生物科技有限

公司进行测序，鉴定正确的质粒即为构建成功的重组质粒。

2.1.2.3 重组蛋白可溶性表达的验证

将鉴定正确的重组质粒转化至 E. coli Rosetta感受态细胞，将重组菌加入 10 mL含有

氨苄抗性的 LB液体培养基中诱导表达，当重组菌液 OD600nm值达 0.3~0.4时，将菌液置于

15℃摇床继续培养 30 min后加入 1 mmol/L的 IPTG，于诱导 24 h后收集菌体，并超声破

碎，分离上清和沉淀。取 40 μL破碎后的菌体上清液，加入 10 μL的 5×SDS-PAGE Loading

buffer混匀，沸水浴 10 min。10% SDS-PAGE电泳后将蛋白胶转至硝酸纤维素膜，用鼠抗

His 标签抗体（1:1000稀释）作为一抗，以山羊抗鼠 IgG 抗体（1:10 000）作为二抗，经

近红外扫描仪检测融合蛋白可溶性表达情况。

2.1.2.4 细菌样颗粒的构建

将-80℃冰箱冻存的 L. lactis NZ3900菌株于GM17固体平板划线，挑取单菌落在GM17

液体培养基中 30℃过夜培养，第 2 天以 5%的比例接种于 100 mL GM17液体培养基中，

30℃温箱培养 12 h，10 000 r/min离心 10 min收集菌体。以无菌的 PBS洗涤 3次去除培养

基，然后以 0.2倍体积的 10%三氯乙酸重悬菌体，沸水浴 30 min，10 000 r/min离心 10 min

去除酸液，并用无菌 PBS洗涤 5次，以彻底去除酸液及菌体的杂质蛋白和核酸。使用红

细胞计数板对菌体进行计数，以 2.5×109为 1 U，将菌体浓度调整为 10 U/mL，-80℃保存

备用。

2.1.2.5 SDS-PAGE鉴定重组蛋白表面锚定展示于 BLP

取 10 mL表达 ASFV抗原融合蛋白的重组菌液活化并经 IPTG 诱导表达，24 h后离心

收集菌体，用 1 mL无菌 PBS重悬菌体，超声破碎后收集上清，加入 1 U的 BLP，室温旋

转孵育 1 h，离心收集沉淀和上清。收集的沉淀用无菌的 PBS，10 000 r/min 离心 10 min

洗涤 3次后即为表面展示 ASFV抗原蛋白的 BLP。为验证其结合效率，将表面展示 ASFV

抗原蛋白的 BLP 与适量的 5×SDS-PAGE Loading buffer 混匀，沸水浴 10 min。10%

SDS-PAGE 电泳后将蛋白胶置于 QuickBlue 快速染胶液中室温振荡 0.5~1 h，然后使用

Odyssey扫描成像系统进行扫描。

2.1.2.6 IFA鉴定重组蛋白表面锚定展示于 BLP

取 1 U表面展示 ASFV抗原蛋白的 BLP，用 PBS洗涤 2次，10 000 r/min离心 5 min，

洗涤后的沉淀用 1 mL 4%的多聚甲醛固定液重悬，于室温下旋转 0.5 h。随后用 PBS洗涤 3
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次，10 000 r/min离心 5 min，用 1 mL 1%的 BSA重悬固定后的菌体沉淀，室温封闭 0.5 h。

用 PBS洗涤 3次，10 000 r/min离心 5 min，以 1 mLASFV参考阳性血清（1:200稀释）作

为一抗，置于 4℃冰箱旋转孵育过夜。用 PBS洗涤 5次，10 000 r/min离心 5 min，加入 1

mL FITC标记的抗猪荧光二抗（1:200稀释），37℃孵育 45 min，用 PBS洗涤 3次，10 000

r/min离心 5 min，并用 200 μL的 PBS重悬沉淀，取 10 μL细菌悬液滴于载玻片，盖上盖

玻片，排除气泡后，自然干燥，并用倒置荧光显微镜观察荧光。

2.1.2.7 透射电镜观察负载重组蛋白的 BLP

为了观察 ASFV融合蛋白在 BLP 上的展示情况，以 BLP-p54 为模式菌株，我们进行

了透射电子显微镜观察。具体步骤如下，将未处理的 L. lactis NZ3900、处理后的 BLP 和

ASFV p54融合蛋白结合后的 BLP-p54 样品 10 000 r/min，离心 5 min，沉淀用 2%戊二醛

固定 24 h后，进行超薄切片投射电子显微镜观察。

2.1.2.8 SDS-PAGE鉴定重组蛋白与 BLP锚定结合量的测定

为了确定 1 U的 BLP与ASFV抗原蛋白的最大结合量，诱导表达 200 mL的重组菌液，

收集菌体沉淀并用 20 mL无菌 PBS重悬菌体，随后对重悬后的菌液进行超声破碎，分离

超声破碎后上清及沉淀。分别取 2、3、4和 5 mL超声破碎后的上清与 1 U的 BLP室温旋

转结合 1 h，用无菌 PBS洗涤 3次，每次 10 000 r/min离心 5 min，用 1 mL的 PBS重悬沉

淀，制成样品后利用 SDS-PAGE鉴定 1 U的 BLP 的最大菌液结合量。取 1 U的 BLP能结

合的最大菌液量，以不同浓度的 BSA（0、0.05、0.10、0.15、0.2、0.3、0.4和 0.5 mg/mL）

作为标准蛋白，以等体积上样量进行 SDS-PAGE分析，并制作准曲线，得到 1 U的 BLP

与 ASFV抗原蛋白的最大结合量。

2.1.2.9 小鼠免疫试验

将 20只 6周龄的 BALB/c 小鼠随机分为 4组，包括 BLP-p54 灌胃组、BLP-p54肌注

组、BLP空载对照组及 PBS对照组，除 BLP-p54肌注组采用肌肉注射外，其余组小鼠均

采用灌胃途径进行免疫。灌胃组每次免疫需连续灌胃 3 d，肌注组每次仅免疫 1次，所有

组小鼠在首免后 14 d加强免疫 1次，并在免疫后 0、7、14、21及 28 d时采集血液及粪便

样品，免疫程序见表 2-2。
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表 2-2 小鼠免疫剂量和途径

Table 2-2 Immunization doses and routes in mice

2.1.2.10 猪只免疫试验

将 16 只 4 周龄的 ASFV 阴性商品猪随机分为 4 组，包括 BLP-ASFV-Mix 鼻喷组（4

头）、BLP-ASFV-Mix肌注组（4头）、BLP 鼻喷空载对照组（3头）、BLP 肌注空载对

照组（3头）及 PBS对照组（2头）。首免后 4周加强免疫 1次，并在每次免疫后 2和 4

周时采集血液及鼻拭子样品，具体免疫程序见表 2-3。

表 2-3 猪只免疫剂量和途径

Table 2-3 Immunization doses and routes in pig

2.1.2.11 ELISA

同 1.1.2.8

2.1.2.12 酶联免疫斑点吸附试验

1）按照猪外周血淋巴细胞试剂盒分离猪只外周血淋巴细胞，具体步骤与 2.1.2.4中分

离小鼠脾脏淋巴细胞相似；

2）每个样品需要 6个孔，其中待检样品、阴性和阳性对照各 2孔，计算所需孔数，

用 PBS（200 µL/孔）清洗 5次，洗时轻轻摇晃，然后弃液；

2）加入含 5%的青、链霉素、10%胎牛血清的 RPMI 1640（200 µL/孔），孵育 0.5 h；

组别 数量(只) 免疫菌株 免疫剂量 免疫方式

1 5 BLP-p54 1 U/50 μL 肌注

2 5 BLP-p54 1 U/200 μL 灌胃

3 5 BLP 1 U/200 μL 灌胃

4 5 PBS 200 μL 灌胃

组别 数量(只) 免疫菌株 免疫剂量 免疫方式

1 4 BLP-ASFV-Mix 5 U/2 mL 肌注

2 4 BLP-ASFV-Mix 5 U/2 mL 鼻喷

3 3 BLP 5 U/2 mL 肌注

4 3 BLP 5 U/2 mL 鼻喷

5 2 PBS 2 mL 肌注
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3）弃去培养基，以 5×105个细胞 100 µL/每孔接种 ELISpot 96孔板；

4）待检样品用 100µL 106 TCID50的 ASFV-WT进行刺激，同时使用 100 µL RPMI 1640

和 100 µL PHA（1:1000稀释）分别作为阴性和阳性对照刺激物，将刺激物加入到 96孔板

中；

5）加入刺激物后，将 96孔板置于 37℃，5% CO2培养箱中培养 48 h；

6）弃去培养液，使用 PBS（200 µL/孔）清洗 5次；

7）以 100 µL/孔的量加入用 PBS 稀释的含 0.5% FBS 的 0.5 µg/mL 检测抗体

（P2C11-BIOTIN，0.5 mg/mL），室温孵育 2 h；

8）弃去一抗，使用 PBS（200 µL/孔）清洗 5次；

9）加入用 PBS稀释的含 0.5% FBS 的 HRP标记抗体（100 µL/孔，1000倍稀释），

室温孵育 1 h；

10）弃去二抗，使用 PBS（200 µL/孔），清洗 5次，洗时轻轻摇晃，然后弃液；

11）加入 TMB显色液（100 µL/孔），避光孵育 30 min，直至出现明显的斑点；

12）用水冲洗阻止继续变色；晾干后，使用 AID iSpot FluoroSpot Reader System读取

结果并计算每百万 PBMCs中产生 IFN-γ的细胞数。

2.1.2.7 流式细胞术

1）1.5 mL EP管中加入 106个分离好的猪外周血淋巴细胞；

2）设置对照管，一个 CD3ε-SPRD单染对照（2 μL CD3ε单抗，混匀），一个 CD4-FITC

单染对照（2 μL CD4单抗，混匀），一个 CD8α-PE单染对照（2 μL CD8α单抗，混匀）；

3）样品管每管分别加入 2 μL CD3ε、CD4、CD8α单抗，混匀后于冰上避光孵育 30 min；

4）室温 500 ×g，离心 3 min；

5）弃上清，加 1 mL PBS缓冲液悬浮，室温 500 ×g，离心 3 min；

6）重复步骤 5；

7）每管加入 500 μL PBS缓冲液，悬浮，使用流式细胞仪检测处理样品的 CD8+ T细

胞及 CD4+ T细胞数量，并进行数据分析。

2.2 结果

2.2.1 目的基因的扩增
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以提取的 ASFV HLJ/18基因组为模板，扩增 ASFV F317L（951 bp）、H171R（513 bp）、

CP530R（1590 bp）、D117L（282 bp）、E120R（366 bp）、ER402R（528 bp）、B602L

（1590 bp）、E183L（483 bp）和 B646L（1938 bp）等目的片段，获得与预期大小相当的

目的片段（图 2-1）。

图 2-1 目的基因的扩增

Fig. 2-1 Amplification of target gene

2.2.2 表达 ASFV抗原蛋白的重组菌的 PCR鉴定

挑取转化后的单菌落于含氨苄抗性的 LB液体培养基中，在 37℃条件下 180 rpm培养

12 h，经菌液 PCR鉴定初步筛选出表达 ASFV抗原蛋白的阳性单克隆菌株（图 2-2），进

一步送公司测序验证后，将完全正确的菌株保存于-80℃冰箱备用。

图 2-2 表达 ASFV抗原蛋白的重组菌的 PCR鉴定

Fig. 2-2 PCR identification of recombinant bacteria expressing ASFV antigen protein

2.2.3 ASFV融合蛋白的可溶性检测

取 10 mL重组菌 pGEX-6P-1-ASFV-PA/Rosetta与 E. coli Rosetta空载对照菌，用 IPTG
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对菌液进行诱导表达，以小鼠抗 His标签抗体为一抗，经Western blotting验证。结果表明，

重组菌株上清液在 F317L-GST-PA（85 kDa）、H171R-GST-PA（69 kDa）、CP530R-TF-PA

（135 kDa）、D117L-GST-PA（60 kDa）、E120R-GST-PA（63 kDa）、CD2v-GST-PA（69

kDa）、B602L-GST-PA（110 kDa）、p54-GST-PA（66 kDa）和 B646L-TF-PA（148 kDa）

处有清晰的条带，与预期蛋白大小相差不大，空载对照组在 26 kDa 处有条带，与伴侣蛋

白 GST蛋白大小相符（图 2-3）。

图 2-3 ASFV 融合蛋白的可溶性检测

Fig. 2-3 Detection of ASFV fusion protein in soluble
注：1~9分别表示 F317L-GST-PA、H171R-GST-PA、CP530R-TF-PA、D117L-GST-PA、E120R-GST-PA、
CD2V-GST-PA、B602L-GST-PA、p54-GST-PA、B646L-TF-PA蛋白；10代表 GST蛋白；11代表 TF蛋

白。
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2.2.4 IFA鉴定 ASFV抗原蛋白与 BLP 的结合

取 9种表面展示 ASFV抗原的 BLP与 BLP进行 IFA观察，结果表明，BLP与 ASFV

融合蛋白结合后，进行共聚焦显微镜观察，绿色荧光视野下可以观察到特异性荧光，而

BLP 对照组在共聚焦显微镜绿色荧光视野下则无法观察到特异性荧光（图 2-4）。本结果

证明，ASFV融合蛋白可以锚定表达于 BLP 表面，且融合蛋白可以和 ASFV阳性血清发生

特异性反应。

图 2-4 ASFV融合蛋白与 BLP结合的 IFA

Fig. 2-4 IFA of the ASFV fusion protein binding to BLP

2.2.5 SDS-PAGE鉴定 p54融合蛋白与 BLP的结合

为了进一步确定 1 U的 BLP 与 ASFV融合蛋白的最大结合量，首先将 1 U的 BLP 分

别与 2、3、4和 5 mL不同梯度的超声破碎后的重组菌上清液结合，离心后取沉淀与 BLP

进行 SDS-PAGE分析。结果表明，9种表面展示 ASFV 抗原的 BLP 在蛋白大小相应的位

置有条带，而 BLP无任何条带，这表明经热和酸处理后的 BLP不含有杂蛋白，且 BLP可

以和 ASFV-PA融合蛋白结合，1 U的 BLP 通常最多和 4 mL的 10倍浓缩后超声破碎的重

组菌上清液结合，1 U的 BLP虽然与部分重组菌 5 mL的裂解上清液结合后结合量有所提

高，但也更容易导致非特异性的结合（图 2-5）。
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图 2-5 1 U的 BLP与重组菌株破碎上清最大结合量的确定

Fig. 2-5 The maximum binding amount of 1 U BLP to lysis supernatant of recombinant strain

注：1表示 BLP、2~5分别代表 1 U的 BLP分别与 2、3、4和 5 mL不同梯度的超声破碎后的重组菌上

清液结合。

2.2.6 透射电镜观察 BLP

以 BLP-p54 为模式抗原，对未处理的 L. lactis NZ3900、BLP 和 BLP-p54 样品进行透
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射电镜观察，可以看出 L. lactis NZ3900 菌体结构正常，细胞质颜色较深，内容物较多；

而经热和酸处理后的 BLP 则菌体电子密度较低，内容物流出，但保留了细菌的骨架和形

态大小；BLP-p54样品细胞壁不再光滑，周边似有絮状或点状沉淀（图 2-6），由此表明，

p54融合蛋白能与 BLP 充分结合，且展示在 BLP表面。

图 2-6 表面展示 p54蛋白的 BLP的 TEM图像

Fig. 2-6 TEM images of BLP displaying the p54 protein

2.2.7 ASFV融合蛋白与 BLP 结合量的确定

为了进一步确定 1 U 的 BLP 分别对 9 种 ASFV 抗原蛋白的最大负载量，本研究以商

品化 BCA蛋白浓度试剂盒中 BSA蛋白为标准品，设置 0、0.05、0.1、0.15、0.2、0.3、0.4

和 0.5 mg/mL等不同的梯度。取 1 U的 BLP 分别与 4 mL的表达 ASFV融合蛋白的重组菌

上清液进行结合，然后与不同浓度的 BSA 标准蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，通过 Image J

软件进行灰度值分析，制作标准曲线，以确定 1 U的 BLP 分别对 9种 ASFV 抗原蛋白的

最大负载量。结果表明，1 U BLPs与 ASFV融合蛋白的最大结合量分别为 F317L（72 µg）、

H171R（350 µg）、CP530R（36 µg）、D117L（82 µg）、E120R（320 µg）、CD2v（93 µg）、

B602L（152 µg）、p54（61 µg）和 p72（55 µg）（图 2-7）。

L. lactis NZ3900 BLP BLP-p54
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图 2-7 1U BLP 最大可负载的 ASFV抗原蛋白量

Fig. 2-7 The maximum binding of the ASFV antigen protein to 1U BLP

注：M: 蛋白分子量标准；01~09：BLP-F317L、BLP-H171R、BLP-CP530R、BLP-D117L、BLP-E120R、

BLP-CD2v、BLP-B602L、BLP-p54、和 BLP-p72；2~9：0、0.05、0.1、0.15、0.2、0.3、0.4和 0.5 mg/mL

的 BSA标准蛋白。

2.2.8 免疫小鼠血清中 p54特异性 IgG 抗体水平

将 BLP-p54 以灌胃及肌注途径免疫小鼠后，于不同时间点分离小鼠血清，采用间接

ELISA 检测各组小鼠血清中 p54 特异性 IgG 抗体水平。结果显示，首免后 7 d，BLP-p54

肌注组及 BLP-p54灌胃组均有 1只小鼠的血清抗体转阳，二免后 7 d，BLP-p54肌注组所

有小鼠血清中 IgG 抗体转阳，且与其他组小鼠差异显著，BLP-p54灌胃组仅有 2只小鼠血

清中 IgG 水平升高，其余小鼠较对照组无显著差异，二免后 14 d，BLP-p54 肌注组及

BLP-p54灌胃组中 2只血清 IgG抗体转阳的小鼠血清 IgG 抗体水平均得到进一步升高，但

BLP-p54灌胃组小鼠未有新的小鼠抗体转阳（图 2-8）。这表明，相较于灌胃途径，肌注

免疫 BLP-p54 可更快产生更高水平的血清抗体，可能由于个体差异，灌胃免疫 BLP-p54

产生的 IgG 抗体水平在不同小鼠之间差异较大。
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图 2-8 免疫小鼠血清中 p54 特异性 IgG 抗体水平检测结果

Fig. 2-8 The levels of serum p54-specific IgG antibodies in the immunized mice

2.2.9 免疫小鼠粪便中 sIgA抗体水平

将 BLP-p54 以灌胃及肌注途径免疫小鼠后，于不同的时间采集小鼠粪便，用 PBS重

悬后分离上清液，采用间接 ELISA检测各组小鼠粪便中 p54特异性 sIgA抗体水平。结果

表明，所有免疫组小鼠粪便中均未检测出 p54特异性 sIgA抗体的存在（图 2-9）。

图 2-9 免疫小鼠粪便中 p54 特异性 sIgA 抗体水平

Fig. 2-9 The p54-specific sIgA antibodies in the feces of the immunized mice

2.2.10 免疫猪只血清中特异性 IgG 抗体水平

将 9种表面展示 ASFV抗原的 BLP 以鼻喷及肌注途径免疫猪只后，于不同时间点分

离猪只血清，采用间接 ELISA及阻断 ELISA（p72）检测各组猪只血清中 ASFV抗原特异

性 IgG 抗体水平。结果表明，BLP-ASFV-Mix肌注组猪只在首免后 14 d，成功诱导血清特

异性 IgG 抗体产生，但其中 E120R、CD2v及 p54蛋白仅一只猪只血清特异性 IgG抗体升

高，p72抗体在二免后 14 d开始升高，其中一头转阳，两头接近 Cut off值，在二免后 28

天，两头猪只血清中 p72抗体已经转阳，一头接近阳性 Cut off线（图 2-10）。
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图 2-10 免疫猪只血清中特异性 IgG 抗体水平

Fig. 2-10 The specific IgG antibodies in the serum of the immunized pig

2.2.11 猪外周血淋巴细胞中产生 IFN-γ的细胞数

为了评价 BLP-ASFV-Mix免疫后诱导猪只细胞免疫应答的能力，使用 ELIspot检测了

二免后 28 d，每百万 PBMCs中产生 IFN-γ的细胞数。结果表明，与对照组相比，在二免

后 28 d，BLP-ASFV-Mix肌注组及 BLP-ASFV-Mix鼻喷组猪只均诱导了一定水平的细胞免

疫，每百万 PBMCs中产生 IFN-γ的细胞数最高为 357，而 PBS组猪只，每百万 PBMCs中

产生 IFN-γ的细胞数最高为 46（图 2-11）。以上结果表明，BLP-ASFV-Mix肌注及鼻喷免

疫猪只均可诱导一定程度的细胞免疫应答。

图 2-11 二免后 28 d 每百万 PBMCs 中产生 IFN-γ的细胞数

Fig. 2-11 The number of IFN-γ-producing cells per million PBMCs at 28 days after second immunization
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2.2.12 免疫猪只 CD4+及 CD8+阳性 T细胞数

二免后 28 d，分离猪只 PBMCs，利用流式细胞仪分析猪只 PBMCs中 CD4+、CD8+ T

细胞亚群数量。结果显示，与 PBS对照组相比，BLP-ASFV-Mix肌注组猪只有产生更高水

平的 CD4+及 CD8+ T细胞的趋势，但与对照组无显著差异；BLP-ASFV-Mix鼻喷组猪只有

产生更高水平的 CD8+ T细胞的趋势，但与对照组也无显著差异（图 2-12），以上结果表

明 BLP-ASFV-Mix肌注可能可以增强 CD4+和 CD8+ T细胞的活化，刺激机体的抗病毒能

力。

图 2-12 免疫猪外周血淋巴细胞 CD4+和 CD8+ T 细胞数

Fig. 2-12 Number of CD4+ and CD8+ lymphocytes in peripheral blood of immunized pigs

2.3 讨论

以 LAB作为疫苗的递送载体是一种良好的策略，但以活菌作为载体存在表达量低，

及一定的生物安全风险。BLP是由热和酸灭活处理 L. lactis得到的具备菌体形态的中空肽

聚糖颗粒，由于不含重组 DNA，因此被认为是非转基因微生物，安全性高；而且由于处

理后的菌株细胞壁仅含肽聚糖，BLP与 PA在表面结合更牢固，目的蛋白表面结合的效率

更高，为活菌结合的 100~1000倍；负载的 BLP 在 PBS中或作为冻干粉在室温、4℃和-80℃

条件下可以稳定储存；BLP 粒径约 1 μm更容易被M细胞所捕获，黏膜给药可以同时诱导

黏膜免疫应答和全身免疫应答，所以 BLP 是良好的疫苗载体，且国外已有相关流感疫苗

产品进入临床试验[77,86]。通过大肠杆菌表达系统表达外源蛋白具备易操作、成本低、蛋白
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表达周期短、产量高等优势。外源蛋白与 BLP结合后可以通过一步离心的方法进行纯化，

这样不仅易于操作，而且还大大的降低了纯化成本。因此，BLP表面锚定系统可能是一种

有潜力的载体疫苗构建的方法。

本研究将 9种 ASFV保护性候选蛋白与肽聚糖锚定蛋白 PA融合表达，并在体外将其

锚定于由食品级 L. lactis制备的 BLP 上。SDS-PAGE及 IFA结果表明，其能够高效率的锚

定在 BLP表面，且 ASFV融合蛋白能与 ASFV阳性参考血清反应，1 U的 BLP最多与 4 mL

的重组菌超声裂解上清液结合，与 ASFV融合蛋白的最大结合量为 36 ~ 350 μg。由于 p54

蛋白是 ASFV表达的早期膜蛋白，是目前公认的 ASFV良好的保护性抗原，可诱导保护性

抗体产生，且该蛋白大小适中[103]。故而我们选择其为 9中 ASFV抗原中的模式抗原，在小

鼠上对 BLP 的免疫原性进行评价，以 BLP-p54 为模式菌通过灌胃及肌注两种方式免疫小

鼠，结果表明肌注免疫方式最快地产生了高水平的血清特异性 IgG抗体，灌胃组中 2/5的

小鼠血清抗体水平升高，这可能是由于肠道复杂的微环境及个体差异导致灌胃免疫的效果

差异较大。但令人遗憾的是，各组免疫小鼠粪便中均未检测到特异性 sIgA 抗体，我们推

测，这可能是由于灌胃免疫对部分小鼠未产生作用或只诱导了极微弱的黏膜免疫应答，导

致差异不明显。也有相关研究表明，相较于灌胃免疫，滴鼻免疫的方式可以诱导 BLP 疫

苗产生更高和更持久的黏膜免疫应答[104]。所以后续我们将 9种表面展示 ASFV抗原的 BLP

混合后通过鼻喷及肌注的方式免疫猪只，结果显示，BLP-ASFV-Mix肌注组猪只诱导了血

清特异性 IgG 抗体的产生，BLP-ASFV-Mix鼻喷组猪只未能诱导血清特异性 IgG抗体的产

生，但在二免后 28 d，ELISpot数据显示，BLP-ASFV-Mix肌注组及鼻喷组猪只均诱导了

一定程度的细胞免疫，每百万 PBMCs中产生 IFN-γ的细胞数较对照组升高，流式细胞术

结果表明，BLP-ASFV-Mix肌注组猪只 CD4+及 CD8+细胞数均有所提高，但与对照组猪只

无显著差异，BLP-ASFV-Mix鼻喷组猪只 CD8+细胞数较对照组猪只有所提高。

2.4 小结

1、利用大肠杆菌原核表达系统成功构建了 9种与 PA锚定蛋白融合表达的 ASFV保护

性候选蛋白；

2、ASFV抗原融合蛋白可成功锚定展示于 BLP颗粒表面，且 1 U的 BLP 与 ASFV抗

原融合蛋白的最大结合量为 36 ~ 350 μg。

3、BLP-p54通过肌注免疫小鼠可诱导高水平的血清 IgG抗体产生。

4、BLP-ASFV-Mix肌注组猪只可产生高水平的血清 IgG 抗体，BLP-ASFV-Mix鼻喷

组及 BLP-ASFV-Mix肌注组猪只均可诱导一定水平的细胞免疫应答。
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结 论

1、成功构建了 9株表达 ASFV 保护性候选抗原的 rL. lactis，且 rL. lactis遗传稳定性

良好；灌胃免疫 rL. lactis初免后 7 d可诱导小鼠 sIgA抗体水平显著升高，肌注免疫 rL. lactis

可诱导小鼠血清 IgG 抗体水平、IFN-γ和 IL-10水平显著升高。

2、成功构建了 9种可锚定展示 ASFV保护性候选抗原的 BLP。BLP-p54 肌注免疫小

鼠可诱导高水平的血清抗体产生，灌胃免疫可诱导部分小鼠产生血清抗体，但二者均未诱

导明显的黏膜免疫应答；9种 BLP-ASFV-Mix通过肌注及鼻喷等方式免疫猪只，仅肌注组

猪只产生高水平的血清特异性 IgG 抗体，但二种免疫方式均可诱导一定程度的细胞免疫应

答。
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