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　　人参（ｇｉｎｓｅｎｇ）是传统补益中药，具有补气生血、扶正祛
邪等功效。人参还具有多方面的药理和生物活性，含有多种

类型的化学成分，人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ，简称 ＧＳ）是人
参主要的有效成分之一［１］。迄今已从人参中分离到４０余种
皂苷［２］，其中以人参皂苷Ｒｂ１含量最高［３］。目前大量研究表

明，ＧＳ在免疫答应中具有较好的佐剂作用［４］，能够显著提高

体液免疫应答和细胞免疫答应［５］。猪圆环病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ
ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，简称ＰＣＶ）属于圆环病毒科圆环病毒属成员，为无
囊膜、单链负股 ＤＮＡ病毒，于 １９８２年由 Ｔｉｓｃｈｅｒ等首次发
现［６］，是目前发现最小的病毒之一，有２个血清型；其中，猪圆
环病毒２型（ＰＣＶ２）对猪群具有致病性，是猪圆环病（ｐｏｒｃｉｎｅ
ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ，简称ＰＣＶＤ）的主要病原［７］。ＰＣＶ２影响猪
机体的免疫系统功能的发挥，从而产生免疫抑制［８］，给全世

界养猪业造成了重大的经济损失［９］。该病目前仍无有效治

疗措施，疫苗接种是预防ＰＣＶ２感染的主要途径［１０－１２］。本研

究旨在探索将人参皂苷Ｒｂ１单体作为免疫增强剂与ＰＣＶ２疫
苗混合后使用，研究人参皂苷 Ｒｂ１对 ＰＣＶ２疫苗的免疫增强

效果，为ＰＣＶ２疫苗更好地发挥作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
２０只清洁级Ｂａｂｃ／ｃ雌性小鼠购自扬州大学比较医学中

心。本试验于２０１６年４—６月在江苏省农业科学院动物试验
中心进行。

１．２　试剂与仪器
２％氢氧化铝佐剂，由北京希凯创新科技有限公司提供；人

参皂苷Ｒｂ１单体标准品、纯度９８．０％以上，由南京泽朗医药科
技有限公司提供；用生理盐水配制成浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ，
０．２２μｍ滤器过滤除菌；病毒ＤＮＡ提取试剂盒，由北京天恩泽科
技有限公司；ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪，由美国ＡＢＩ公司提供。
１．３　ＰＣＶ２疫苗抗原及攻毒用ＰＣＶ２强毒

ＰＣＶ２疫苗抗原由笔者所在实验室用昆虫细胞 －杆状病
毒表达系统表达获得，抗原浓度为１０μｇ／ｍＬ。攻毒用 ＰＣＶ２
强毒，为笔者所在实验室自行分离鉴定并由 ＰＫ－１５细胞传
代获得，ＩＦＡ测得其ＴＣＩＤ５０为１０

－６／ｍＬ。
１．４　疫苗制备与动物免疫

以总体积 １４００μＬ无菌配制疫苗，混匀后 ４℃放置
７２ｈ。将小鼠随机分为４组（表１），疫苗免疫前再次混匀，每
只小鼠腹腔免疫疫苗２００μＬ。
１．５　ＰＣＶ２血清抗体检测
１．５．１　ＰＣＶ２血清抗体持续期变化　分别与免疫后１４、２１ｄ
采血，分离小鼠血清，血清１∶１００稀释，用实验室已经建立的
ＰＣＶ２ＩｇＧ抗体间接酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）检测方法检测血清抗体效
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表１　试验分组与疫苗配制

组别
各配制剂的体积（μＬ）

生理盐水 抗原 ２％氢氧化铝佐剂 １０ｍｇ／ｍＬ人参皂苷Ｒｂ１
Ａ：阴性对照组 １４００．０ — — — —

Ｂ：氢氧化铝佐剂组 ５２０．０ ７００ １４０ — —

Ｃ：Ｒｂ１－２５μｇ组（低剂量） ５４２．５ ７００ １４０ １７．５ 每只小鼠注射２５μｇ人参皂苷Ｒｂ１
Ｄ：Ｒｂ１－１００μｇ组（高剂量） ４９０．０ ７００ １４０ ７０．０ 每只小鼠注射１００μｇ人参皂苷Ｒｂ１

价。具体如下：（１）用碳酸盐缓冲液（ｐＨ值 ＝９．６）将大肠杆
菌表达的重组 Ｃａｐ蛋白稀释至 ３μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔加入
ＥＬＩＳＡ板中，４℃包被过夜；（２）ＥＬＩＳＡ板用 ＰＢＳＴ洗５次，每
次３ｍｉｎ；加入５％脱脂奶，２００μＬ／孔，３７℃封闭２ｈ；（３）一抗
孵育（待检血清），ＥＬＩＳＡ板用 ＰＢＳＴ洗５次，每次３ｍｉｎ；加入
稀释的待检血清，同时加入１∶５０稀释的标准 ＰＣＶ２阳性和
阴性血清，１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ；（４）二抗孵育，ＥＬＩＳＡ板
用ＰＢＳＴ洗５次，每次３ｍｉｎ；加入１∶８０００稀释的 ＨＲＰ－羊
抗鼠酶标二抗，１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ；（５）显色，ＥＬＩＳＡ板
用ＰＢＳＴ洗５次，每次３ｍｉｎ；加入ＴＭＢ显色液，１００μＬ／孔，避
光显色 ８ｍｉｎ；（６）终止显色，加 ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止液，
５０μＬ／孔，终止显色；（７）读数，在酶标仪上读取４５０ｎｍ波长
的Ｄ４５０ｎｍ。最后进行结果判定，当阳性对照孔 Ｄ４５０ｎｍ≥０．７，
阴性对照孔Ｄ４５０ｎｍ ＜０．２，判定试验成立；Ｄ４５０ｎｍ≥０．４２，判定
为阳；Ｄ４５０ｎｍ ＜０．４２，判定为阴性。
１．５．２　比较３种配方疫苗免疫后２１ｄ抗体效价　将各组

２１ｄ小鼠血清作５０、１００、２００、４００、８００、１６００倍稀释，用实验
室已经建立的ＰＣＶ２抗体间接ＥＬＩＳＡ检测方法检测血清抗体
效价。具体检测方法同“１．５．１”节。
１．６　ＰＣＶ２强毒攻毒

免疫后 ２１ｄ，对小鼠进行腹腔攻毒，每只小鼠注射
３００μＬ病毒液；攻毒后２８ｄ，眼球采血并处死所有小鼠。
１．７　血清病毒载量检测

用病毒ＤＮＡ提取试剂盒提取小鼠血清病毒 ＤＮＡ，用笔
者所在实验室已经建立的ＰＣＶ２荧光定量ＰＣＲ方法检测血清
中的病毒载量。荧光定量ＰＣＲ经优化，２５μＬ反应体系如下：
２×ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＰｒｏｂｅｑＰＣＲ）１２．５μＬ，上、下游引物
（１０μｍｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，探针（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＲＯＸ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．５μＬ，质粒模板 １．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
９．５μＬ。反应程序如下：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，共
４０个循环。引物与探针序列如表２所示。

表２　ＰＣＶ２荧光定量ＰＣＲ检测方法的引物与探针

引物
序列

（５′→３′）
扩增区间

（ｎｔ）
产物大小

（ｂｐ）

ＯＲＦ２－Ｆ ＴＡＡＡＴＣＴＣＡＴＣＡＴＧＴＣＣＡＣＡＴＴＣＣＡ １５１２～１６３２ｎｔ １２１ｂｐ
ＯＲＦ２－Ｒ ＣＧＴＴＡＣＣＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＡ
ＯＲＦ－Ｐ ＦＡＭ－ＡＡＴＧＧＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＧＣＣＴＣＴ－ＴＡＭＲＡ

１．８　统计分析
所有试验数据在ＳＰＳＳ２２．０软件下采用独立样本 ｔ检验

进行统计分析，以 Ｐ＜０．０５为差异显著，Ｐ＜０．０１为差异极
显著。

２　结果与分析

２．１　免疫后的抗体滴度和抗体效价
２．１．１　抗体滴度随免疫时间的变化　３种配方的疫苗免疫
小鼠后，均可刺激小鼠产生 ＰＣＶ２特异性抗体。其中 Ｃ、Ｄ组
在免疫后１４ｄ，血清即转阳；在１４ｄ时，Ｃ、Ｄ组血清 Ｄ４５０ｎｍ明
显高于Ａ、Ｂ组。而 Ｂ组血清仍为阴性，其在２１ｄ血清才转
阳（图１）。另在免疫后１４、２１ｄ，Ｄ组血清 Ｄ４５０ｎｍ均要略高于
Ｃ组，但差异不显著。添加人参皂苷Ｒｂ１的２组疫苗，其产生
特异性抗体时间要早于不添加组疫苗。

２．１．２　３种配方疫苗免疫后２１ｄ抗体效价差异　Ｄ组疫苗
产生的抗体滴度明显高于 Ｂ、Ｃ组；同时，Ｃ组整体抗体效价
也高于Ｂ组，但无显著差异。添加人参皂苷 Ｒｂ１的疫苗抗体
效价要高于不添加的疫苗，且高剂量组抗体滴度高于低剂量

组（图２）。
２．２　攻毒后血清病毒载量

攻毒后２８ｄ，检测小鼠血清病毒载量，未免疫组（Ａ组）
血清病毒载量明显高于疫苗免疫组（Ｐ＜０．０１）（图３）。高剂

量组血清病毒阳性率也明显低于其他组，结果表明，高剂量人

参皂苷Ｒｂ１具有较高的抑制病毒增殖的功效（表３）。

３　结论与讨论

将人参皂苷Ｒｂ１单体与 ＰＣＶ２疫苗混合免疫小鼠后，能
够明显缩短抗体产生时间，显著提高抗体效价，降低血清病毒

载量及血清病毒阳性率，具有较好的免疫增强效果，是一种较

好的免疫增强剂。

人参皂苷能够显著提高机体的体液免疫应答和细胞免疫

应答，其机制可能是激活机体的先天性免疫［１３］。目前有研究

将人参皂苷Ｒｂ１作为佐剂或免疫增强剂与不同病原疫苗混
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表３　小鼠血清ＰＣＶ２病毒阳性率

分组 阳性数（只）／总数（只） 血清病毒阳性率

（％）

Ａ ５／５ １００
Ｂ ３／５ ６０
Ｃ ３／５ ６０
Ｄ １／５ ２０

合后免疫动物，均可以产生免疫增强作用。Ｒｉｖｅｒａ等将人参
皂苷Ｒｂ１与猪细小病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，简称ＰＰＶ）疫苗混
合后免疫，能够显著提高疫苗抗体应答，并诱导多种细胞因

子，结果表明激活了Ｔｈ１、Ｔｈ２答应［１４－１５］。史秀山将人参皂苷

Ｒｂ１作为人用纯化非洲绿猴肾细胞（ｖｅｒｏ细胞）狂犬病疫苗的
佐剂免疫小鼠，结果表明，单针免疫加入人参皂苷 Ｒｂ１后抗
体效价高且抗体产生时间早，且加入人参皂苷 Ｒｂ１后抗体水
平达到５针常规免疫抗体水平［１６］。Ｚｈａｎｇ等将人参皂苷制备
成纳米粒子佐剂与鸡艾美儿球虫重组抗原形成重组亚单位疫

苗，能够促使疫苗产生强烈的免疫应答和免疫保护［１７］。胡松

华等将人参皂苷 Ｒｂ１以及氢氧化铝胶作为佐剂和金黄色葡
萄球菌菌体抗原混合免疫豚鼠，并用 Ｒｂ１和奶牛乳腺炎金黄
色葡萄球菌菌苗混合免疫奶牛［１８］；结果表明，Ｒｂ１组豚鼠血
清抗体滴度比对照组和氢氧化铝胶佐剂组增加快，幅度显著

增高，Ｒｂ１组奶牛血清抗体滴度比对照组奶牛显著增加。以
上研究均表明，人参皂苷及其单体具有良好的免疫增强作用，

可作为新的佐剂成分用于疫苗生产。

本研究表明，人参皂苷 Ｒｂ１能够增加 ＰＣＶ２疫苗的免疫
效果，是一种较好的免疫增强剂，具有潜在的应用价值。
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