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表达猪瘟病毒石门株 E0和/或 E2基因重组非复
制型腺病毒疫苗的免疫保护试验
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[摘　要 ]　用已构建好的表达猪瘟病毒石门株 E0基因的重组腺病毒 pAd2E0、表达猪瘟病毒石门株 E2基因的

重组腺病毒 pAd2E2以及联合表达猪瘟病毒石门株 E02E2基因的重组腺病毒 pAd2E02E2 ,肌肉和皮下接种免疫商品

猪 2次 (间隔 20 d) ,同时设非重组腺病毒 PAD2CMV、常规猪瘟疫苗和空白对照组。二免 21 d后进行 CSFV石门株

强毒超致死量 (1 000 倍 TCID50 )攻击 ,研究表达猪瘟保护性抗原基因重组腺病毒疫苗的免疫效果。结果表明 ,pAd2
E0、pAd2E2和 pAd2E02E2免疫组猪的死亡率分别为 50 % ,25 %和 25 % ,而常规猪瘟兔化弱毒疫苗免疫组的死亡率为

40 % , pAd2CMV免疫组和空白对照组猪全部死亡 ;在攻毒前 ,重组腺病毒免疫组抗体水平普遍较低 ,商品化疫苗免疫

组能 100 %检测到抗体 ,而非重组腺病毒和空白对照没有检测到抗体 ;攻毒后 pAd2E0、pAd2E2和 pAd2E02E2试验组

中分别有 75 % ,50 %和 50 %猪体温超过 40 ℃,常规苗试验组 80 %体温超过 40 ℃,而 PAD2CMV组和空白对照组所

有试验猪体温均超过 40 ℃,表明重组腺病毒疫苗具有一定的保护效果。表明 ,仅含有 E0基因的重组腺病毒 pAd2E0

的免疫保护效果和常规疫苗还有距离 ;含有 E2基因和 E02E2基因的重组腺病毒的免疫保护效果不亚于常规疫苗。
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Immunological characterization of the replication2defective
recombinant adenovirus expressing E0 and/ or E2 antigen of

classical swine fever virus Shimen strain
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Abstract : The commercially available pig’s susceptibility to CSFV was determined 21 days af ter twice

immunizations t hrough subcutaneous and int ramuscular routes by t hree recombinant adenoviruses which

contained t he Classical Swine Fever Virus (CSFV) E0 and/ or E2 gene ,and set pigs inoculated non2recombi2
nant adenovirus and DM EM as negative cont rol . The mortality rate of pigs vaccinated wit h pAd2E0 ,pAd2E2

and pAd2E02E2 were 50 percent ,25 percent and 25 percent ,respectively ,while 40 percent of animals vacci2
nated wit h commercial vaccine were dead ,and all animals vaccinated wit h t he non2recombinant human ade2
novirus and blanks were dead. Before challenge ,low antibodies to CSFV were detected in all pigs vaccinated

with recombinant adenoviruses. High antibodies were detected in all animals vaccinated wit h commercial

vaccine ,but none in blanks. The number of pigs which had a temperat ure above 40 ℃ (indicative of fever)
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were tested every day af ter challenge. Result s showed 75 percent of animals (3/ 4) vaccinated with pAd2E0 ,

50 percent of animals (2/ 4) vaccinated wit h pAd2E2 ,and 50 percent of animals (4/ 8) vaccinated wit h pAd2
E02E2 developed temperatures above 40 ℃; 80 percent of pigs (4/ 5) vaccinated wit h commercial vaccine

developed temperat ures above 40 ℃,while all blanks developed temperat ures above 40 ℃. The analysis of

clinical symptom showed t hat t he recombinant adenoviruses could offer p rotection to CSFV. The above re2
sult s showed t hat t he recombinant adenovirus contained CSFV E0 gene could offer less p rotection for pigs

t han commercial vaccine , but recombinant adenoviruses contained CSFV E2 could offer more protection

t han commercial vaccine.

Key words : classical swine fever virus ;recombinant2defective adenovirus ;E0 gene ; E2 gene ;protection effect

　　猪瘟是由猪瘟病毒 ( Classical swine fever vi2
rus ,CSFV) 引起的猪的一种高度接触性传染病 ,死

亡率极高[1 ] ,给世界养猪业造成了巨大的经济损

失[2 ]。猪瘟被世界动物卫生组织 (O IE)列为 A 类动

物疾病 ,我国也将其列为一类动物疫病。我国对猪

瘟病的防控研究以猪瘟兔化弱毒疫苗的问世 ,而处

于世界先进水平。从 20 世纪 60 年代以来 ,中国 C

株猪瘟兔化弱毒疫苗在世界范围内为控制猪瘟的流

行 ,起到了关键性的作用。长期以来 ,猪瘟兔化弱毒

疫苗高强度的免疫 ,已使 CSFV 野毒株及兔化弱毒

抗原发生了变异 ,出现了慢性、隐性等非典型感染的

流行形式[3 ] ,导致疫情难于控制 ,造成免疫失败。为

此 ,迫切需要对猪瘟病毒病进行更深入的理论和实

践研究。目前 ,进一步研制更安全、更高效的新型疫

苗 ,是国内外许多学者努力的方向。

以活病毒为载体的疫苗 ,可诱导机体产生针对

目的抗原的免疫应答 ,是一种极具开发前景的新型

疫苗。重组复制缺陷型腺病毒具有较高的基因转移

效率和诱导保护性免疫的作用 ,用作疫苗载体具有

明显的优势[4 ] ,可模仿病毒天然的感染方式 ,并直接

在体内表达天然的、具有生物活性的抗原蛋白 ,能诱

导有效的特异性体液免疫和细胞免疫应答 ,目前已

应用于新型减毒活疫苗和基因治疗的研究中[5 ]。但

是将腺病毒应用于猪瘟病毒载体的研究 ,在国内还

未见报道。本试验在前期利用改进的人源 AdEasy2
1系统成功构建表达猪瘟病毒石门株 E0 和/或 E2

基因的重组腺病毒 PAD2E0、PAD2E2 和 PAD2E02
E2的基础上 ,进一步对其免疫效果进行了研究 ,以

期为猪瘟病毒主要保护基因重组腺病毒疫苗的研发

奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　猪瘟重组非复制型腺病毒疫苗和常规疫苗

　表达猪瘟病毒石门株 E0基因的重组腺病毒疫苗

pAd2E0、表达猪瘟病毒石门株 E2 基因的重组腺病

毒疫苗 pAd2E2及联合表达猪瘟病毒石门株 E02E2

基因的重组腺病毒疫苗 pAd2E02E2 由西北农林科

技大学动科学院预防兽医实验室构建 ;商品化猪瘟

兔化弱毒疫苗购自中牧实业股份有限公司成都药械

厂 ,编号 060509121 ,有效期 1年。

1. 1. 2 　主要试剂 　工具酶 RNA 提取试剂盒为

Gibco 公司产品 ;逆转录酶和 Ex T aq酶为大连宝生

物工程有限公司产品。

1. 1. 3　试验动物　6～7周龄商品化非免疫长白猪

购自西北农林科技大学畜牧站 ,共 27 头 ,经检查猪

瘟抗体为阴性。

1. 2　试验设计

将 27头猪随机分为 4组 ,第 1组 4头 ,用 pAd2
E0免疫 ;第 2组 4头 ,用 pAd2E2免疫 ;第 3组 8头 ,

用 pAd2E02E2免疫 ;第 4 组 4 头 ,为非重组腺病毒

对照组 ;第 5组 5头 ,为常规苗 (猪瘟兔化弱毒疫苗)

对照组 ;第 6组 2头 ,为空白对照组。重组腺病毒组

(第 1 ,2 ,3组)和非重组腺病毒组 (第 4组)的免疫剂

量均为 2. 4×109 IU/头 ,于颈部肌肉和腹部皮下多

点注射 ,20 d后以相同途径和剂量再次免疫 ;猪瘟兔

化弱毒疫苗对照组的免疫方法和剂量按照疫苗使用

说明进行 ;空白对照用培养重组腺病毒的 DM EM

培养液免疫 ,2 mL/头。所有试验猪在第 1 次免疫

后 20 d 时进行二免 ,二免后 21 d 时用 1 000 倍

TCID50的猪瘟强毒石门株肌肉注射、点眼、滴鼻和

口服攻毒。

1. 3　猪体温检测

从攻毒时开始每天测量体温 ,观察临床症状。

1. 4　猪血清抗体的检测

从第 1次免疫前开始采血 ,免疫后每星期采血

1次 ,直到全群扑杀为止。分离血清 ,参考中国兽药

监察所提供的猪瘟抗体 EL ISA使用说明书 ,对所有
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血清中的猪瘟抗体水平进行检测。

1. 5　猪血液中 CSFV的检测

1. 5. 1　引物设计 　根据猪瘟病毒石门株 E2 基因

的序列 ,使用美国 National Bioscience Inc研制的分

子生物学软件 Oligo 5. 0自行设计扩增 CSFV E2基

因的上、下游引物。

上游引物为 : 5′2CTA TCTA GAA T GGCGC2
CCA TCACGGCCTA23′;

下游引物为 : 5′2CCCAA GCTTTA GTGACGAC2
CTCCA23′。

引物由上海博雅生物工程有限公司合成。

1. 5. 2　CSFV的 R T2PCR检测　在攻毒后的 2 ,4 ,

6 ,8 ,10 ,12和 14 d采集猪全血 ,用 R T2PCR方法检

测血液中的猪瘟病毒。用 Gibico 公司的 Trizol Re2
agent 试剂提取其总 RNA ,进行反转录 :上游引物 2

μL ,RNA提取液 5μL ,去离子水 4μL ,置于 65 ℃水

浴 10 min ,然后冰浴 2～5 min ,瞬时离心后加入 5×

R T Buffer 4μL ,RNase Inhibitor 1μL ,dN TP Mix2
t ure 2μL ,AMV 反转录酶 2μL ,混合均匀后置于

42 ℃水浴 1 h ,然后煮沸 5 min ,作为模板进行 PCR

反应。PCR反应体系为 :反转录 cDNA 液 5μL ,10

×PCR缓冲液 5μL ,2. 5 mmol/ L dN TP 5μL ,上、

下游引物各 2μL , Ex T aq DNA 聚合酶 1μL ,灭菌

去离子水 30μL ,反应总体系为 50μL。反应条件

为 :95 ℃预变性 5 min ;94 ℃1 min ,54 ℃1 min ,72

℃1 min ,共 35个循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min ,4 ℃

保存。取 PCR产物少许 ,进行 8 g/ L 琼脂糖凝胶电

泳检测。

1. 6　攻毒后猪病理变化观察

在攻毒后的 14 d ,当所有存活猪的临床症状消

失后 ,将其全部处死并进行剖检 ,观察下颌淋巴结、

肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结、肾脏、脾脏、膀胱以及

心脏是否有病理变化。

2　结果与分析

2. 1　猪攻毒后的临床症状

1组 (pAd2E0 免疫组)在攻毒后第 4天 ,4 头免

疫猪中 3头猪食欲下降 ,体温达 40 ℃以上 ,持续 48

h左右。其中 1头在 72 h后体温和食欲恢复正常 ;

另 2头体温仍持续达 40 ℃以上 ,精神萎靡 ,先便秘

后拉稀 ,在第 9～10天死亡。另 1头猪攻毒后没有

任何临床症状。

2组 (pAd2E2 免疫组)在攻毒后第 4天 ,4 头免

疫猪中 2头猪食欲稍微下降 ,体温达 40 ℃以上 ,持

续 48 h左右 ,其中 1头在 72 h后体温和食欲恢复正

常 ;另 1头体温仍持续达 40 ℃以上 ,先便秘后拉稀 ,

在第 10天死亡。其余 3头猪全部存活。

3组 (pAd2E02E2免疫组)在攻毒后第 4天 ,8头

免疫猪中 3头猪体温达 40 ℃以上 ;第 5天有 4头猪

体温达 40 ℃以上 ,食欲下降 ,其中 2 头发烧猪在攻

毒后的第 7 天体温和食欲恢复正常 ,但另 2头体温

仍持续达 40 ℃以上 ,精神萎靡 ,先便秘后拉稀 ,先后

在第 9天和第 10 天死亡。另外 4 头猪攻毒后没有

临床症状。

5组 (猪瘟兔化弱毒疫苗免疫组)在攻毒后的第

4天 ,5头免疫猪中 4 头猪体温达 40 ℃以上 ,持续

48 h左右 , 食欲稍微下降 ,其中 2头在 72 h后体温

和食欲恢复正常 ;另外 2 头体温持续达 40 ℃以上 ,

先便秘后拉稀 ,在第 9～10天死亡。其余的 3 头猪

全部存活。

4组 (pAd2CMV免疫组)和 6 组 (空白对照组)

的所有试验猪在攻毒后第 2天体温升至 40 ℃以上 ,

病猪便秘 ;第 3 天食欲减退 ,精神沉郁 ,有些病猪发

生呕吐 ;第 4天很少采食 ,仅少量饮水 ,精神高度沉

郁 ,四肢软弱无力 ,行动缓慢 ,摇摆不稳 ,普遍拉稀 ,

两眼无神 ,有多量黏液脓性分泌物 ,腹下、耳和四肢

内侧有出血点 ;第 5天病猪伏卧不起 ,全身震颤 ,四

肢呈游泳状划动 ,体温一直稽留在 41 ℃左右。第 6

天开始陆续死亡 ,死前体温下降。

2. 2　攻毒前后猪 CSFV抗体水平的变化

pAd2E0免疫组攻毒前 3 头免疫猪抗体水平缓

慢上升 ,但一直偏低 ,另 1头一直到攻毒前抗体水平

< 0. 1 ;攻毒后猪抗体水平明显上升 ,攻毒后第 1周

和第 2周抗体最高水平分别达到 0. 279 和 0. 414。

pAd2E2和 pAd2E02E2免疫组猪的抗体水平的变化

与 pAd2E0 免疫组相似 ,但水平偏低 ,其中 pAd2E2

免疫组同样有 1头在攻毒前几乎检测不到抗体 ;攻

毒后猪抗体水平明显上升 ,攻毒后第 1和第 2周最

高抗体水平分别达到 0. 276 和 0. 396。pAd2E02E2

免疫组中也有 1 头在攻毒前抗体水平 < 0. 1 ;攻毒

后猪抗体水平显著上升 ,攻毒后第 1周和第 2周最

高抗体水平分别达到 0. 312 和 0. 489。常规苗对照

组猪在攻毒前所有个体的抗体水平显著上升 ,最高

达到 0. 402 ,攻毒后抗体最高可达 0. 587。pAd2CMV

和空白对照组在攻毒前一直没有检测到猪瘟病毒抗

体 ,但是在攻毒后可以检测到较高水平的抗体。

2. 3　攻毒后猪血液中 CSFV的检测

R T2PCR结果显示 ,重组腺病毒 pAd2E0 ,pAd2
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E2和 pAd2E02E2 免疫组 CSFV 的检出率分别为

100 % ,50 %和 50 % ,常规疫苗组的检测率为 80 % ,

而 pAd2CMV和空白对照的检出率为 100 %。

2. 4　攻毒后猪组织脏器的病理变化

剖检结果表明 ,尽管临床症状已经消失 ,但是某

些脏器还存在一些病理变化。pAd2E0 免疫组 2 头

存活猪中 ,1头下颌淋巴结、肠系膜淋巴结以及膀胱

肿胀出血 ,1 头肠系膜淋巴结和肾脏出血。pAd2E2

免疫组 3头存活猪中 ,有 1头下颌淋巴结、肠系膜淋

巴结以及膀胱肿胀出血 ,1 头肾脏有出血 ,1头没有

病变。pAd2E02E2免疫组 6 头存活猪中 ,2 头下颌

淋巴结、肠系膜淋巴结以及膀胱肿胀出血 ,1头肠系

膜淋巴结和肾脏出血 ,1头腹股沟淋巴结、扁桃体出

血 ,另外 2头没有病变。常规疫苗免疫组 3 头存活

猪中 ,1头下颌淋巴结、腹股沟淋巴结和膀胱有出

血 ,1头肾脏和膀胱有出血 , 1 头没有病变。pAd2
CMV和空白对照组猪下颌淋巴结、肠系膜淋巴结、

腹股沟淋巴结 ,肾脏、脾脏、膀胱以及心脏均有明显

的出血现象。

3　讨　论

分子生物学方法的出现 ,为研制新型的猪瘟疫

苗提供了有效的手段。目前 ,用于构建猪瘟病毒基

因工程活载体疫苗的系统主要有痘苗病毒[627 ]、伪狂

犬病毒[829 ]和腺病毒[10 ]等 ,用这些系统构建的基因

工程疫苗的免疫效果虽令人鼓舞 ,但还有待于进一

步提高。到目前为止 ,所用的用于构建猪瘟基因工

程疫苗的腺病毒载体均是猪源的 ,是一种复制型的

重组病毒 ,用其构建的猪瘟疫苗接种动物后会导致

载体病毒本身的扩散 ,接种仔猪还会受到针对载体

病毒的母源抗体的影响[11 ]。本研究中的 pAd2E0 ,

pAd2E2和 pAd2E02E2是利用最新一代的人源非复

制型腺病毒 AdEasy21 系统表达猪瘟病毒 ,主要保

护性抗原 E0 和/或 E2 基因 ,该系统缺失了腺病毒

基因组的 E1和 E3区 ,从而使机体对外源抗原的免

疫反应增强 ,可更好地刺激机体产生免疫保护作

用[12 ] ,而且比复制型腺病毒更安全。有研究已经证

实 ,利用人源非复制型 Adeasy21系统构建的猪瘟重

组腺病毒疫苗在小鼠上可以加强免疫 ,不受腺病毒

载体自身抗体的影响[13214 ]。但是 ,本试验结果显示

用重组腺病毒 pAd2E0、pAd2E2和 pAd2E02E2加强

免疫猪后 ,并没有出现其在小鼠上加强免疫后抗体

水平迅速上升的情况 ,并且第一次免疫接种后抗

CSFV抗体水平很低 ,而常规疫苗免疫接种后抗体

水平明显上升 ,其原因有待于进一步研究。

本试验结果显示 ,用 1 000 倍 TCID50攻击时 ,

pAd2E0、pAd2E2 和 pAd2E02E2 试验组分别有 2 ,1

和 2头猪死亡 ,死亡率分别为 50 % (2/ 4 头) 、25 %

(1/ 4头)和 25 % (2/ 8 头) ;商品化猪瘟兔化弱毒疫

苗免疫组 5头猪中有 2 头死亡 ,死亡率为 40 % ;非

重组腺病毒免疫组和空白对照组猪全部死亡。可

见 ,抗 CSFV抗体水平的高低不是评价机体能否抵

抗强毒攻击的惟一指标[15 ] ,这有可能是因为接种重

组腺病毒激发了机体其他的免疫机制 (例如细胞免

疫) ,而抵抗了猪瘟病毒的攻击[16 ]。本试验前期研

究结果表明 ,100倍 TCID50就可以导致所有非免疫

猪死亡 ,而本研究采用 1 000倍 TCID50的病毒量攻

击 ,目的是检测在超致死量病毒攻击的情况下 ,本研

究所构建的基因工程疫苗的保护效果究竟如何。从

攻毒后表现的临床症状来看 , pAd2E0 免疫组有

75 %表现有临床症状 ,并且体温超过 40 ℃;而 pAd2
E2免疫组和 pAd2E02E2免疫组只有 50 %表现有临

床症状 ,体温超过 40 ℃,表明单纯含有 E0 基因的

重组腺病毒的保护效果与含有 E2 基因的重组腺病

毒还有一定的距离 ,这与 Edwards等[17 ]的研究结果

一致。常规疫苗组有 80 % (4/ 5 头)表现有临床症

状 ,保护效果较含有 E2 基因的重组腺病毒免疫组

差 ,其原因可能是攻毒时使用的是猪瘟病毒石门株

强毒 ,而常规疫苗是 C株兔化弱毒疫苗 ,虽说常规

疫苗能够有效的预防猪瘟 ,但是近年来猪瘟病毒不

断产生变异致使常规疫苗免疫效果并不理想。这也

提示 ,面对现在不断变异的 CSFV ,应该及时地发现

并研制出针对变异毒株的疫苗 ,以求最大限度的降

低经济损失。

本试验结果表明 ,在临床症状消失后 ,pAd2E0、

pAd2E2、pAd2E02E2和常规苗免疫组存活猪中分别

有 2 ,2 ,4 和 2 头主要脏器有病理变化。表明含有

CSFV E2基因的重组腺病毒对存活猪的脏器保护

效果和常规苗没有区别 ,而含有 CSFV E0基因的重

组腺病毒的保护效果较差。

从以上结果可以看出 ,pAd2E2 和 pAd2E02E2

能保护超致死量的猪瘟强毒石门株对猪的攻击 ,其

保护效果要优于猪瘟兔化弱毒疫苗 ,而 pAd2E0 的

保护率稍低于常规疫苗。
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