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　　摘要：旨在研究猪肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，简称 Ｍｈｐ）纤毛黏附因子 Ｐ９７以及 Ｆ７鞭毛蛋白
（ｆｌａｇｅｌｌｉｎ，简称Ｆ）－霍乱毒素 Ｂ亚基（ｃｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎＢｓｕｂｕｎｉｔ，简称 ＣＴＢ）２种重组蛋白对口蹄疫（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ
ｄｉｓｅａｓｅ，简称ＦＭＤ）灭活疫苗的免疫增强作用。通过体外表达获得 ｐＣｏｌｄ－Ｆ７－ＣＴＢ、ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１２种重组蛋
白，用间接酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）方法检测 ｐＣｏｌｄ－Ｆ７－ＣＴＢ蛋白的生
物学活性，将重组蛋白分别与口蹄疫病毒（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，简称ＦＭＤＶ）灭活抗原、口蹄疫灭活疫苗混合
制备，皮下或腹腔接种Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，共免疫２次，间隔３周。分别于免疫前、免疫后２１、３５、４９ｄ采血，４９ｄ后无菌摘取
脾脏。采用阻断ＥＬＩＳＡ的方法检测小鼠血清口蹄疫Ｏ型病毒免疫球蛋白（ＩｇＧ）抗体滴度，用流式细胞术检测脾淋巴
细胞亚型比例，以评估免疫效力。十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分析结果表明，２种重组蛋白成功表达。用 ＧＭｌ（神
经节苷脂）－ＥＬＩＳＡ方法验证ｐＣｏｌｄ－Ｆ７－ＣＴＢ的生物学活性，发现融合蛋白Ｆ７－ＣＴＢ保留了与ＧＭｌ的结合能力。小
鼠免疫试验结果表明，经皮下注射接种后，单独口蹄疫病毒灭活抗原组没有产生明显的抗体水平，而Ｆ７－ＣＴＢ免疫增
强剂组比单独口蹄疫病毒灭活抗原组的ＩｇＧ滴度更高。在试验中发现，当重组蛋白与口蹄疫灭活疫苗联合使用时，血
清中的ＩｇＧ滴度明显增高，ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比值上升；Ｐ９７和Ｆ７－ＣＴＢ混合使用对口蹄疫灭活疫苗的免疫增强
效果最佳。可以初步得出，免疫增强剂Ｐ９７和Ｆ７－ＣＴＢ具有协同作用，皮下注射可显著提高ＦＭＤ的特异性ＩｇＧ水平，
ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比值升高，显示其具有良好的应用前景。
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　　口蹄疫（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，简称ＦＭＤ）是由口蹄疫病
毒（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，简称ＦＭＤＶ）引起的偶蹄动物
的一种急性、热性、高度接触性传染病，被世界动物卫生组织

（ＯＩＥ）列为必须报告的传染病之一［１］。疫苗接种是预防和控

制口蹄疫最可靠和有效的手段［２］。目前灭活口蹄疫疫苗的

使用仍最为广泛［３－４］。现有的口蹄疫疫苗存在免疫后抗体产

生慢、抗体水平低和持续期短的缺点［５］，因此，本研究以增强

免疫效力为目的，尝试研制一种新型免疫增强剂。

结合猪肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，简称
Ｍｈｐ）的免疫学特点，Ｒ１区作为 Ｍｈｐ纤毛黏附因子 ｐ９７黏附
纤毛的主要决定区，主要引起黏膜免疫和细胞免疫［６］。同时

也是少数被证明具备免疫保护能力的抗原之一［７－８］。鞭毛蛋

白作为 ＴＬＲ－５受体激动剂，能诱导强烈、广泛的免疫
反应［９］。

鞭毛蛋白（ｆｌａｇｅｌｌｉｎ，简称 Ｆ）佐剂的效果在流感病
毒［１０－１１］、结核分枝杆菌［１２］和鼠疫菌［１３］的研究中已经被多次

确认，鞭毛蛋白是较好的载体及佐剂。Ａｌｂｅｒｔ等在研制亚单
位疫苗时，将结肠弯曲菌的鞭毛蛋白的ＦｌａＡ片段与麦芽糖结
合蛋白（ｍａｌｔｏｓｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＭＢＰ）进行融合表达，
得到了ＭＢＰ－Ｆ１ａＡ重组蛋白，通过口服途径免疫，结果显
示，对照组小鼠肠道的细菌完全定植，ＭＢＰ－Ｆ１ａＡ免疫组有
７１．４％的小鼠有细菌定植，显示该重组蛋白在一定程度上抵
御了结肠弯曲菌的感染［１４］。Ｄｅｌａｎｅｙ等用 ｆｌａｇｅｌｌｉｎ－Ｌ１Ｒ
（ＦＲ）重组蛋白（将牛痘病毒 Ｌ１Ｒ抗原序列连到细菌鞭毛蛋
白Ｎ端）免疫小鼠，结果能产生与天然Ｌ１Ｒ相互作用的抗体，
ＦＲ重组蛋白更能促进抗原特异免疫球蛋白（ＩｇＧ）的产生，加
强免疫后可产生有效的保护性免疫应答，对小鼠能提供

１００％的保护［１５］。大肠杆菌霍乱毒素（ＣＴ）具有黏膜免疫佐
剂活性，是细菌类毒素，研究发现，ＣＴ的 Ｂ亚单位单独作用，
表现为无毒性，但仍可保持较强的佐剂活性，能刺激机体产生

强烈的黏膜系统免疫应答，调节 Ｔｈ１、Ｔｈ２型细胞反应的细胞
因子的表达［１６］。Ｈｏｕ等将霍乱毒素 Ｂ亚基（ｃｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎＢ
ｓｕｂｕｎｉｔ，简称ＣＴＢ）作为黏膜佐剂，与 ＨＩＶ－１ＤＮＡ（人免疫缺
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陷病毒－１的ＤＮＡ）疫苗联合后免疫小鼠，可诱导其产生高
水平的Ｔｈｌ和Ｔｈ２型细胞因子、炎症细胞因子和趋化因子，同
时提高血清中 Ｅｎｖ蛋白的 ＩｇＧ抗体水平［１７］。Ｍｉｙａｔａ等将
ＣＴＢ与蛋白 ＭＳＰ１－１９耦合，可以提高血清和支气管肺泡灌
洗液中的ＩｇＧ抗体水平［１８］。由以上结果可以看出，ＣＴＢ无论
是作为黏膜免疫佐剂还是抗原递送载体，都有良好的免疫增

强作用。本研究将Ｆ７和 ＣＴＢ基因进行连接后重组表达，并
与Ｐ９７重组蛋白联合或分别单独作用，从体液免疫及细胞免
疫角度来评估其免疫应答，以期改善传统疫苗的缺点。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
ＰＣｏｌｄⅠ－Ｆ７、ｐＵＣ５７－ＣＴＢ质粒均由由农业部兽用生物

制品工程技术重点实验室保存；ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１由江苏省
农业科学院兽医研究所猪病研究室惠赠；大肠杆菌感受态细

胞Ｔｒａｎｓ５α和ＢＬ２１（ＤＥ３），购自ＴｒａｎｓＧｅｎ公司。
１．２　主要试剂

限制性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＳａｌⅠ、ＸｂａⅠ和Ｔ４
ＤＮＡ连接酶，购自 ＴａＫａＲａ公司；蛋白纯化试剂盒，购自 ＧＥ
公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）－小鼠抗组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，简
称Ｈｉｓ）标签、ＨＲＰ－羊抗鼠 －ＩｇＧ和 ＨＲＰ－羊抗兔 －ＩｇＧ，购
自博士德生物工程有限公司；ＣＴＢ蛋白、兔源抗大肠杆菌不耐
热性肠毒素（Ｈｅａｔ－ｌａｂｉｌｅｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＢｓｕｂｕｎｉｔ，简称 ＬＴＢ）抗
体、神经节苷脂１（Ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ，简称 ＧＭ１）和胎牛血清，购自
Ｓｉｇｍａ公司；ＰＥ－ＣｙＴＭ７ＨａｍｓｔｅｒＡｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＣＤ３ｅ、ＰＥＲａｔ
Ａｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＣＤ４和 ＦＩＴＣＲａｔＡｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＣＤ８ａ，购自美国
ＢＤ公司；单组分 ３，３′，５，５′－四甲基联苯胺（３，３′，５，５′－
Ｔｅｔｒａ－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，简称 ＴＭＢ）显色液Ⅰ、无血清培养基
ＲＰＭ１６４０、Ｔｒｉｔｏｎｘ－１１４，购自南京助研生物技术有限公司；
ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＩＳＡ２０６ＶＧ，购自赛彼科（上海）特殊化学品有
限公司；内毒素检测试剂盒，购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；口蹄疫Ｏ型液
相阻断酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）抗体检测试剂盒，购自中国农业科学院兰
州兽医研究所。

１．３　试验动物
６周龄Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，购于扬州大学医学院。

１．４　ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７－ＣＴＢ重组质粒的构建
将笔者所在实验室保存的克隆质粒ｐＵＣ５７－ＣＴＢ用限制

性内切酶ＳａｌⅠ、ＸｂａⅠ酶切，获得目的基因ＣＴＢ，将其插入到
表达载体 ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７相应的酶切位点中，构建重组质粒
ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７－ＣＴＢ。
１．５　重组菌的构建

将重组质粒ｐＣｏｌｄ－Ｆ７－ＣＴＢ、ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１转化大
肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），涂布于 ＬＢ平板（含１００μｇ／ｍＬ氨苄青
霉素）上。过夜培养，挑取单菌落，酶切鉴定，获得重组菌株

ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７－ＣＴＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）和 ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１／ＢＬ２１
（ＤＥ３）。
１．６　重组蛋白的表达
１．６．１　重组菌的诱导表达　将上述重组菌于３７℃继续快速
培养至Ｄ６００ｎｍ ＝０．４～０．６，加异丙基硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ
β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称 ＩＰＴＧ）至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ（同

时设空载体对照组）；将 ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７－ＣＴＢ／ＢＬ２１菌株于
１６℃、１８～２４ｈ诱导表达，并将 ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１／ＢＬ２１菌
株于３７℃、５ｈ诱导表达，收集细菌。
１．６．２　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）鉴定重组蛋白质的表达　各取 ３ｍＬ上述诱导培养
物，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １ｍｉｎ，收集菌体，用 １／１０体积的
０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲盐溶液（简称ＰＢＳ，ｐＨ值为７．４）重悬菌
体，在冰水浴中超声裂解至菌体全部破碎，取部分超声裂解菌

体作为全菌蛋白质，将剩余部分离心分离菌体上清液和沉淀。

通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分别检测全菌、上清液和沉淀，分析重组蛋
白的表达形式。

１．７　重组蛋白的纯化和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分析
对于２种诱导重组菌 ｐＣｏｌｄＩ－Ｆ７－ＣＴＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）和

ｐＥＴ３２ａ－Ｐ９７－Ｒ１／ＢＬ２１（ＤＥ３），参照 ＧＥ公司的 ＨｉｓＴｒａｐＴＭ

ＨＰ说明书，对上清液进行纯化。用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析纯化效
果，同时用纯化后的蛋白进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，通过 ＲＣＤＣ
ＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ检测纯化蛋白的浓度，并用 ＴｒｉｔｏｎＸ－１１４法去
内毒素，用显色法检测内毒素含量，具体操作参照使用说

明书。

１．８　ＧＭ１－酶联免疫吸附
用１００μＬｐＨ值为９．６的０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液（含

２μｇ神经节苷脂 ＧＭ１）包被 ９６孔酶联板，于 ４℃过夜；用
２００μＬ／孔 的２％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）于３７℃封闭２ｈ；每孔
加入１２．５ｎｇｐＣｏｌｄ－Ｆ７－ＣＴＢ蛋白，同时设阴、阳性对照，于
３７℃孵育２ｈ；加入以１∶１０００体积比稀释的兔源抗ＬＴＢ，于
３７℃孵育２ｈ；加入以１∶１０００体积比稀释的 ＨＲＰ－羊抗
兔－ＩｇＧ，于３７℃孵育 １ｈ；用 ３，３′，５，５′－四甲基联苯胺
（ＴＭＢ）显色；加入终止液，测定Ｄ４５０ｎｍ。
１．９　小鼠免疫接种
１．９．１　免疫试验１　将６周龄的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分成４组，
５只／组，皮下注射配制的液体试剂，每只注射０．１ｍＬ。配制
方法：按照５μｇ／只的蛋白量与口蹄疫病毒（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ
ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，简称ＦＭＤＶ）灭活抗原混合制备，具体分组和免
疫剂量见表１。共免疫２次，间隔３周。分别于免疫前与免
疫后２１、３５、４９ｄ在小鼠眼眶静脉丛采血，测定抗体水平。
１．９．２　免疫试验２　将６周龄的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分成８组，
５只／组，按照５μｇ／只的蛋白量与ＦＭＤＶ灭活抗原混合后，再
按１∶１的比例添加ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＩＳＡ２０６ＶＧ制备口蹄疫灭
活疫苗。比较Ｐ９７、Ｆ７－ＣＴＢ２种重组蛋白单独添加以及混
合添加对口蹄疫灭活疫苗的免疫增强作用，同时比较皮下、腹

腔２种免疫途径的差异。具体分组和免疫剂量见表２。共免
疫２次，间隔３周。分别于免疫前、免疫后２１、３５、４９ｄ在小
鼠眼眶静脉丛采血，测定抗体水平。

１．１０　血清中口蹄疫Ｏ型病毒抗体ＩｇＧ的检测
用口蹄疫Ｏ型液相阻断 ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒进行检

测，分别于免疫前与免疫后２１、３５、４９ｄ采集血液，分离血清，
检测方法参照具体说明书。

１．１１　流式细胞术检测脾淋巴细胞 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋亚
型比例

　　于首免４９ｄ时，取１×１０６／ｍＬ小鼠脾脏淋巴细胞加入
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表１　免疫试验１的免疫剂量

组别 疫苗
Ｐ９７蛋白剂量
（μｇ／只）

Ｆ７－ＣＴＢ蛋白剂量
（μｇ／只）

抗原剂量

（μｇ／只）
Ｇ１（阴性对照） ＰＢＳ — — —

Ｇ２（对照） 口蹄疫灭活疫苗 — — ０．２
Ｇ３ Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 ５ — ０．２
Ｇ４ Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 — ５ ０．２

表２　免疫试验２的免疫剂量

组别 疫苗
Ｐ９７蛋白剂量
（μｇ／只）

Ｆ７－ＣＴＢ蛋白剂量
（μｇ／只）

ＩＳＡ２０６ＶＧ剂量
（μＬ／只）

抗原剂量

（μｇ／只）
总剂量

（μＬ／只） 免疫途径

Ｇ１ ＰＢＳ — — — — １００ 皮下

Ｇ２ 口蹄疫灭活疫苗 — — ５０ ０．２ １００ 皮下

Ｇ３ Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 ５ — ５０ ０．２ １００ 皮下

Ｇ４ Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 ５ — ５０ ０．２ １００ 腹腔

Ｇ５ Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 — ５ ５０ ０．２ １００ 皮下

Ｇ６ Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 — ５ ５０ ０．２ １００ 腹腔

Ｇ７ Ｐ９７＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 ５ ５ ５０ ０．２ １００ 皮下

Ｇ８ Ｐ９７＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 ５ ５ ５０ ０．２ １００ 腹腔

１．５ｍＬ无菌离心管中，用１ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，于１５００ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ｍｉｎ，弃去上清，用溶有 ＰＥ－ＣｙＴＭ７ＨａｍｓｔｅｒＡｎｔｉ－
ＭｏｕｓｅＣＤ３ｅ、ＰＥＲａｔＡｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＣＤ４和 ＦＩＴＣＲａｔＡｎｔｉ－
ＭｏｕｓｅＣＤ８ａ荧 光抗体 的 ３００μＬ荧光洗液 ［１００ｍＬ，
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ值为 ７．４，用 ２％ Ｎ－溴代琥珀酰亚胺
（ＮＢＳ）］重悬细胞，充分混匀后于 ４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ，用
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤 ２次，每次 １ｍＬ，于 １５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，将管底细胞用５００μＬ荧光保存液（１００ｍＬ，
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ值为７．４，２％葡萄糖，０．１％ ＮａＮ３）重悬，
利用流式细胞仪（ＢＤＡｃｃｕｒｉＴＭＣ６Ｐｌｕｓ）检测１００００个细胞中
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋阳性细胞数。

２　结果与分析

２．１　重组菌的构建、蛋白表达和纯化
经双酶切鉴定，均获得正确大小的目的片段，为阳性重组

质粒（图１）。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示，重组蛋白主要以可溶形
式存在于细菌裂解上清中，Ｐ９７－Ｒ１、Ｆ７－ＣＴＢ蛋白的预期大

小分别为２６．５０、７４．６５ｋｕ（图２）。经 ＨｉｓＴｒａｐＴＭ ＨＰ纯化后，
得到２种高纯度的重组蛋白，检测结果表明，内毒素的含量均
小于０．５ＥＵ／ｍＬ（ＥＵ为内毒素单位）（图３）。
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２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析
将纯化的蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，转印至硝酸纤维素膜

上，以抗Ｈｉｓ标签的鼠单克隆抗体为一抗，以ＨＲＰ标记的羊抗
鼠ＩｇＧ抗体为二抗，显色后出现清晰且特异的目的条带（图４）。

２．３　ＧＭ１－ＥＬＩＳＡ检测
阳性对照（ＣＴＢ蛋白）、Ｆ７－ＣＴＢ、Ｆ７的 Ｄ４５０ｎｍ分别是

１．０２９、０．７８１和０．２４１，其间差异明显（图５）。ＣＴＢ的免疫增
强作用在于其形成的五聚体有与 ＧＭ１结合的能力，热变性
后，五聚体解聚，丧失与 ＧＭ１结合的能力。因此，为了验证
Ｆ７－ＣＴＢ是否能形成五聚体，保留与ＧＭ１的结合能力是很有
必要的。ＧＭｌ－ＥＬＩＳＡ分析表明，重组蛋白 Ｆ７－ＣＴＢ具有与
ＧＭ１结合的能力。

２．４　Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠的免疫效果
２．４．１　免疫小鼠血清中特异性ＩｇＧ的测定
２．４．１．１　免疫试验１　分别于小鼠免疫后２１、３５、４９ｄ采集
血液，收集血清，以检测ＩｇＧ水平。由图６可见，经２次免疫，
在免疫后３５ｄ，Ｇ１组（ＰＢＳ）无特异性ＩｇＧ抗体产生，剩余组别
产生了较高的抗体水平，且 Ｇ４组（Ｆ７－ＣＴＢ＋灭活口蹄疫病
毒）产生的抗体水平最高，大约为１∶３９６（２８．６），与 Ｇ２组（灭
活口蹄疫病毒）相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。在免疫后４９ｄ，

与Ｇ２组（灭活口蹄疫病毒）相比，Ｇ３组（Ｐ９７＋灭活口蹄疫病
毒）产生抗体的差异不明显；Ｇ４组（Ｆ７－ＣＴＢ＋灭活口蹄疫病
毒）的抗体产生水平最佳，约为１∶７２０（２９．５），与 Ｇ２组（灭活
口蹄疫病毒）相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４．１．２　免疫试验２　分别于小鼠免疫后２１、３５、４９ｄ采集
血液，收集血清，检测其 ＩｇＧ水平。经 ２次免疫后，Ｇ１组
（ＰＢＳ）无特异性ＩｇＧ抗体产生，在免疫后３５ｄ，其余组别小鼠
产生了较高的抗体水平，均高于１∶６４（２６）。在免疫后４９ｄ，
ＩｇＧ水平持续升高，且皮下免疫组 ＩｇＧ水平明显高于相应组
别的腹腔免疫。Ｇ３组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 －皮下）与 Ｇ４
组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）相比，差异显著（Ｐ＜
００５）；Ｇ７组（Ｐ９７＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －皮下）与
Ｇ８组（Ｐ９７＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）相比，差异
显著（Ｐ＜０．０５）；Ｇ５组（Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －皮下）
的抗体水平高于Ｇ６组（Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）
（图７）。因此，着重探讨皮下免疫的组别。在皮下免疫组别
（Ｇ２、Ｇ３、Ｇ５、Ｇ７）中，与 Ｇ２组（口蹄疫灭活疫苗）相比，Ｇ７组
［Ｐ９７－Ｒ１＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗，抗体水平约为
１∶１６５６（２１０．７）］和Ｇ３组［Ｐ９７－Ｒ１＋口蹄疫灭活疫苗，抗体
水平约为１∶６８４（２９．４）］产生的抗体差异不明显，Ｇ５组（Ｆ７－
ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗）的抗体产生水平在４９ｄ时差异显著
（Ｐ＜０．０５），约为１∶５７６（２９．２），详见图８。

２．４．２　免疫小鼠 ＣＤ３＋ＣＤ４＋和 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的
变化

２．４．２．１　免疫试验１　相对于Ｇ１组（ＰＢＳ），Ｇ２组（灭活口蹄
疫病毒）、Ｇ３组（Ｐ９７＋灭活口蹄疫病毒）和 Ｇ４组（Ｆ７－
ＣＴＢ＋灭活口蹄疫病毒）的 ＣＤ３＋／ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例均略
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有上升，但差异不明显（图 ９）。相对于 Ｇ１组（ＰＢＳ），Ｇ２组
（灭活口蹄疫病毒）、Ｇ３组（Ｐ９７＋灭活口蹄疫病毒）和 Ｇ４组
（Ｆ７－ＣＴＢ＋灭活口蹄疫病毒）的 ＣＤ３＋／ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比
例均存在不同程度的下降，但差异不明显（图１０）。

２．４．２．２　免疫试验２　除Ｇ３组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗－皮
下）、Ｇ４组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）与 Ｇ１组（ＰＢＳ）的
ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例几乎持平外，其余各组的 ＣＤ３＋

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例均略有上升，但各组之间差异均不明
显，并且皮下免疫组别比相对应的腹腔免疫组略有升高（图

１１）。由图１２可以看出，Ｇ３组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 －皮
下）、Ｇ４组（Ｐ９７＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）、Ｇ５组（Ｆ７－
ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗－皮下）和 Ｇ６组（Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫
灭活疫苗 －腹腔）的 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比例比 Ｇ１组
（ＰＢＳ－皮下）低；Ｇ２组（口蹄疫灭活疫苗 －皮下）与 Ｇ１组
（ＰＢＳ－皮下）的 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比例持平；Ｇ７组
（Ｐ９７＋Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －皮下）和 Ｇ８组（Ｐ９７＋
Ｆ７－ＣＴＢ＋口蹄疫灭活疫苗 －腹腔）的 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细
胞比例均高于Ｇ１组（ＰＢＳ－皮下）。

３　讨论

ＦＭＤ是由ＦＭＤＶ引起的偶蹄动物的一种急性、热性、高
度传染病，其发病率高、传播速度快［１９］。目前疫苗接种是预

防口蹄疫的有效手段。制备安全有效的疫苗是成功预防、控

制乃至最终消灭ＦＭＤ的先决条件［２０］。部分灭活疫苗免疫原

性较低，不能产生有效的攻毒保护率。因此，需要一种佐剂，

既能引起良好的体液免疫水平，又能够产生细胞免疫，从而提

高灭活苗的免疫效果。

Ｂａｒａｔｅ等将融合蛋白ｒＬＴＢＲｌ加入ＩＭＳ１１１３佐剂制成疫
苗后免疫，结果表明，重组蛋白能诱导小鼠机体产生针对 Ｒ１
的特异性体液免疫，并能诱导 Ｔｈ１细胞和 Ｔｈ２细胞反应［２１］。

陈超等将构建成功的含Ｐ９７Ｃ末端基因的重组腺病毒质粒转
染，获得重组腺病毒，进行动物试验，结果表明，该重组质粒无

论是肌肉注射或者是滴鼻免疫均能刺激小鼠机体产生针对

Ｐ９７Ｃ末端蛋白的体液免疫，同时滴鼻途径还可诱发黏膜免
疫，但未产生细胞免疫应答，说明Ｐ９７蛋白具有良好的免疫原
性［２２］。在本研究中，笔者将Ｐ９７蛋白作为免疫增强剂应用于
口蹄疫疫苗，发现Ｐ９７蛋白对机体的体液免疫无显著增强作
用。韦艳娜等将含有Ｐ９７－Ｒ１的免疫刺激复合物（ＩＳＣＯＭ－
Ｐ９７Ｒ１）作为Ｍｈｐ活疫苗的佐剂，肌肉注射免疫小鼠，免疫后
７ｄ即可在小鼠血清中检测到高水平的特异性 Ｐ９７－Ｒ１抗
体，并且其针对Ｍｈｐ全菌蛋白的抗体也显著高于无佐剂的活
疫苗对照组，从而印证了Ｐ９７－Ｒ１对Ｍｈｐ有一定程度的免疫
增强作用［２３］。这可能与免疫途径、免疫增强剂的成分及抗原

不同有关。笔者在前者的基础上加入了广泛使用的

ＩＳＡ２０６ＶＧ，分皮下、腹腔２种途径免疫，发现显著差异，表明
皮下途径具有更显著的体液免疫增强作用。检测脾脏淋巴细

胞亚型比例发现，Ｐ９７蛋白没有显示出良好的细胞免疫应答。
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鞭毛蛋白可以通过 ＴＬＲ５通路诱导炎症反应发生，并促
使树突状细胞成熟，该蛋白无论是与抗原混合还是融合表达，

均表现出良好的免疫效果［２４－２５］。ＣＴＢ能够与大多数哺乳动
物细胞表面的ＧＭ１特异性结合，可使与其连接的抗原蛋白更
易与黏膜作用，进而引起免疫机体一系列生理生化反应，使其

产生更强的免疫效果［２６］。

将基因Ｆ７和ＣＴＢ进行连接后重组表达，获得重组蛋白
Ｆ７－ＣＴＢ。用 Ｆ７－ＣＴＢ蛋白与灭活口蹄疫病毒混合免疫小
鼠，ＩｇＧ抗体水平相比于对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），表明
Ｆ７－ＣＴＢ对灭活口蹄疫病毒免疫刺激能力有显著的增强作
用。孙小涵单独用Ｆ７鞭毛蛋白作为灭活口蹄疫病毒的佐剂，
皮下注射，发现初次免疫后的 Ｆ７＋灭活口蹄疫病毒（１∶７８）
的ＩｇＧ抗体水平大约是灭活口蹄疫病毒（１∶５０）的 １．５６
倍［２７］。在本试验中，Ｆ７－ＣＴＢ＋灭活口蹄疫病毒 ＩｇＧ抗体滴
度（ＩｇＧ抗体水平为 １∶３５．８）约是灭活口蹄疫病毒的３５．８
倍。孙小涵虽然使用的 Ｆ７蛋白量为 ３μｇ，较本研究用量
（５μｇ）偏少，从差异倍数来看，Ｆ７－ＣＴＢ的免疫增强效果明
显高于Ｆ７蛋白。加入ＩＳＡ２０６ＶＧ后，分为２种免疫途径：皮
下及腹腔，且皮下免疫组别的 ＩｇＧ抗体水平明显高于腹腔免
疫组别［２７］。在细胞免疫水平上，在未添加ＩＳＡ２０６ＶＧ和添加
ＩＳＡ２０６ＶＧ后，均不存在良好的细胞免疫应答。

当Ｐ９７－Ｒ１及 Ｆ７－ＣＴＢ联合应用后，皮下免疫组别的
ＩｇＧ抗体水平明显高于腹腔免疫组别。在皮下免疫组别中，
蛋白联合应用后的ＩｇＧ抗体水平显著高于单个蛋白的组别，
从而验证两者有协同作用。在细胞免疫水平上，蛋白联合应

用组别的ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞和ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比
例低于灭活口蹄疫病毒组别，但其 ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞比
例却相对于单个蛋白佐剂的组别有小幅上升，说明联合应用

不仅可以增强体液免疫，也有较低程度的细胞免疫增强作用。

另外，本研究中２０６＋灭活口蹄疫病毒组别的 ＩｇＧ抗体
水平及细胞免疫均存在比添加Ｐ９７－Ｒ１、Ｆ７－ＣＴＢ或两者均
添加后都较高的现象，其原因正在分析。遗憾的是，本研究并

未设置未添加ＩＳＡ２０６ＶＧ的联合应用组别。此外，２种蛋白都
是公认的具有良好黏膜免疫性的佐剂，这点后续会进一步

研究。

总之，本试验初步证实了Ｐ９７－Ｒ１及Ｆ７－ＣＴＢ这２种蛋
白作为灭活口蹄疫病毒的佐剂或者是免疫增强剂在体液免疫

水平上有较高的协同作用。两者皆是极具发展前景的新型疫

苗佐剂，本研究可以为口蹄疫的防治及疫苗的研发提供新的

思路。
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湖州地区典型水产养殖池塘中抗菌药物的污染特征

徐　磊，孙博怿，盛鹏程，施沁璇，罗毅志
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　　摘要：在水产养殖业中，抗菌药物作为防治细菌性疾病的药物和生长促进剂被大量的应用，不可避免地造成了抗
菌药物在水环境中的残留，引发一系列环境问题。利用固相萃取和超高效液相串联质谱技术调查６种磺胺类、４种四
环素类和６种喹诺酮类抗菌药物在湖州地区典型水产养殖池塘中的含量水平，揭示其在湖州地区典型水产养殖环境
中的污染现状与分布特征。在养殖水、底泥中分别检测到 ９、１３种抗菌药物，平均浓度在 ０．１～４２８．８、１０．０～
３６８１．６ｎｇ／ｋｇ之间，其中养殖水中以磺胺类为主，底泥中以四环素类和喹诺酮类为主。抗菌药物在底泥和水中的分
布可采用底泥－水分配系数（Ｋｄ）来解释分析。在不同养殖模式下，抗菌药物的污染程度存在巨大差异。
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　　随着我国水产养殖业的快速发展，抗菌药物在促生长、预
防和治疗感染性疾病方面被广泛使用，为动物的快速、健康生

长作出了重要贡献［１］。然而，抗菌药物在水产养殖中的大量

使用，不可避免地造成了抗菌药物在水环境中的残留，研究表

明养殖塘中有７０％ ～８０％的抗菌药物最终进入环境［２］。梁

惜梅等在珠江口水产养殖区的水和沉积物中分别检测出２类
３种（诺氟沙星、氧氟沙星和四环素）和３类５种（诺氟沙星、
氧氟沙星、恩诺沙星、四环素和脱水红霉素）抗菌药物残留，

平均质量浓度分别在 ７．６３～５９．００、０．９７～８５．２５ｎｇ／ｇ之
间［３］。大量的抗菌药物进入到水环境中可能会引发多种危

害，其中一个危害就是诱导细菌产生对抗菌药物的抗性基因。

杨颖发现，含有四环素类和磺胺类抗性基因的细菌在珠江流

域的北江水体中普遍存在，抗性基因在环境中的存在与传播

将可能导致人类本体携带上抗性基因，并最终危害人类

健康［４］。

湖州地区是全国著名的淡水渔业基地，各类养殖水域达

到４２６．６７ｋｍ２。近年，年生产各类水产品１５万 ｔ，产值约２０
亿元。然而，对于湖州地区养殖水域中抗菌药物污染的研究

较为鲜见，缺乏足够的研究基础。本研究将以湖州３县２区
９个养殖品种、１８个养殖塘为研究对象，调查了６种磺胺类、４
种四环素类和６种喹诺酮类在养殖水和底泥中的含量水平，
分析其中抗菌药物的组成及分布特征，以了解湖州地区养殖

塘中抗菌药物的残留状况，以期为我国水产养殖区中抗菌药

物使用和残留的环境风险评价提供更多的科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和材料
超高效液相色谱串联质谱仪（ＴＱＭＳ／Ｉ－ＣＬＡＳＳ系列美

国Ｗａｔｅｒｓ公司），旋转蒸发仪（瑞士ＢＵＣＨＩ公司），氮吹仪（美
国Ｏｒｇｎｏｍａｔｉｏｎ公司），冷冻干燥机（美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司），固
相萃取装置（美国ＳＵＰＥＬＣＯ公司）。

磺胺嘧啶（ＳＤ）、磺胺甲基嘧啶（ＳＭＲ）、磺胺二甲基嘧啶
（ＳＭ２）、磺胺多辛（ＳＤＸ）、磺胺异 唑（ＳＦＺ）、磺胺甲基异
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