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摘 要 为了选择合理的非洲猪瘟病毒(ASFV)重组载体的激发/加强免疫策略,构建表达ASFVCD2v-p30-

p54融合抗原的重组伪狂犬病毒rPRV-F1,将其与表达相同融合抗原的重组腺病毒rAd-F1分为rAd-F1/

rAd-F1、rAd-F1/rPRV-F1、rPRV-F1/rPRV-F1、rPRV-F1/rAd-F14个组合进行猪免疫试验,分别于免疫后不

同时间采血并分离血清进行ELISA抗体检测,分离的外周血单个核细胞(PBMC)经 ASFV抗原刺激后进行

IFN-γ检测。免疫荧光与免疫转印试验结果显示,构建的rPRV-F1能在感染细胞中正确表达F1融合蛋白。

所有免疫猪均能检测到抗原特异性抗体,加强免疫后的抗体水平显著升高。在测试的4个免疫方案中,尽管

rAd-F1/rAd-F1组合初次免疫后的抗原特异性抗体水平和IFN-γ表达水平最高,但加强免疫后的抗体水平和

IFN-γ表达水平最低。与此相反,尽管rPRV-F1/rAd-F1组合初次免疫后的抗体水平和IFN-γ表达水平最

低,但加强免疫后的抗体水平和IFN-γ表达水平最高。这些研究结果表明rPRV/rAd是较好的 ASFV重组

载体疫苗的激发/加强免疫策略。
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  非洲猪瘟(Africanswinefever,ASF)是目前

威胁世界养猪业非常重要的传染病[1]。由于尚无

安全、有效的疫苗,该病只能靠早期诊断、感染猪

扑杀和生物安全措施进行控制,但不足以控制该

病的广泛流行[2]。非洲猪瘟病毒(Africanswine
fevervirus,ASFV)疫苗研究的重点是基因缺失

苗和重组病毒载体疫苗,其中基因缺失苗是短期

内较有希望的疫苗,免疫猪可以抵抗同源毒株的

攻击,但多不能抵抗异源毒株的攻击,而且存在基

因重组、毒力返强和病毒扩散等生物安全风险[3];
重组载体疫苗是ASFV疫苗研制的长期目标,重
点研究免疫保护性抗原基因及其传递方式,但相

关研究很少[4-5]。
已经用于 ASFV重组载体疫苗研究的病毒

载体主要有腺病毒、痘苗病毒和伪狂犬病毒。其

中,重组腺病毒载体疫苗用人腺病毒5型进行,可
以感染猪等哺乳动物的多种细胞,抗原基因的表

达水平较高,但容易产生抗载体免疫而影响疫苗

的再次免疫[4];重组痘苗病毒载体疫苗用遗传改

造型安卡拉株进行,具有很好的安全性和较大的

外源基因装载容量,但诱导的免疫应答以细胞免

疫为主[6-7];重组伪狂犬病毒载体疫苗具有安全性

好、免疫周期长、成本低等优点,且该病毒载体可

以同时插入多个外源基因,具有实现一针多防的

目的优势。应用弱毒疫苗株构建的重组病毒,免
疫后可以诱导较好的体液免疫、细胞免疫以及粘

膜免疫[8],是一个极具潜力的病毒活载体疫苗。
重组载体疫苗的激发/加强免疫策略可用相

同和不同的病毒载体进行。其中,不同载体组合

的免疫策略可以减轻抗载体免疫,并能诱导较全

面的免疫应答,但具体的载体组合需要进行筛

选[9-11]。为此,本研究构建表达ASFVCD2v-p30-
p54融合抗原的重组伪狂犬病毒rPRV-F1,将其

与表达相同融合抗原的重组腺病毒(rAd-F1)组
成4个组合进行猪免疫试验,旨在筛选较好的

ASFV重组载体疫苗的激发/加强免疫策略。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猪外周血单个核细胞(PBMC)分离液购自天



津灏洋生物制品有限公司;ASFV荧光PCR检测

试剂盒购自青岛立见公司;猪干扰素γ(IFN-γ)

ELISA检测试剂盒购自上海远慕生物科技有限

公司;RPMI1640细胞培养液购自美国 Thermo
scientific公司;胎牛血清(FBS)购自上海双洳生

物科技有限公司;刀豆蛋白 A(ConA)购自美国

Thermoscientific公司;肝素钠抗凝采血管购自

山东永康生物科技有限公司;HRP标记羊抗猪

IgG抗体购自英国 Abcam公司;TMB显色液购

自碧云天生物科技有限公司;高保真PCR酶与限

制性 内 切 酶 购 自 宝 日 医 生 物 技 术 有 限 公 司;

DH5α大肠杆菌、真核表达载体pcDNA3.0、PK-
15、HEK-293A和BHK-21细胞系为扬州大学孙

怀昌课题组保存;HNX株PRV由中国农业科学

院北京畜牧兽医研究所提供;ASFV抗体阳性血

清由扬州大学农业部重点开放实验室(P3实验

室)提 供;ASFV 融 合 基 因 F1(CD2v-p30-p54、

1992bp)由上海生工生物工程股份有限公司合

成;表达ASFV融合基因CD2v-p30-p54的rAd-
F1由 扬 州 大 学 孙 怀 昌 课 题 组 构 建[12];ASFV
p54、p30和CD2v重组抗原由扬州大学孙怀昌课

题组制备。

1.2 PRV同源重组载体的构建

用PvuⅡ酶切法切除 pcDNA3.0载 体 的

NEO表达盒,插入多克隆位点和P2A自裂解肽

编码序列(GenBank:MT559572.1)后的改造载

体命名为pcDNA3-2。根据HNX株PRV的TK
基因序列(GenBank:KM189912.1)设计PCR引

物(表1),利用酚/氯仿抽提法从PRV感染PK-
15细胞提取病毒基因组DNA,以提取的DNA为

模板,用高保真PCR酶扩增TK 基因的左、右同

源臂,插入pcDNA3-2载体后获得的同源重组载

体命名为pTK。根据绿色荧光蛋白(GFP)基因

设计1对引物(表1),反向引物引入Flag标签,以

pEGFP-C3(GenBank:U57607.1)载体为模板进

行PCR扩增,克隆入pTK载体后获得的同源重

组载体命名为pTK-GFP。利用 NheI和EcoRV
双酶切法将F1 融合基因从pShuttle-F1 载体上

切下,插入pTK-GFP 后获得的同源重组载体命

名为pTK-F1,其融合基因表达盒的结构如图1
所示。

表1 本研究使用的PCR引物

Table1 PCRprimersusedinthisstudy
名称
Name

序列(5'→3')
Sequence

产物大小/bp
Productsize

L-For GACGGATCGGGAGATCTCCGAGTAGTGCCGGTTG 1301
L-Rev ACGGCACCGGCAAGAGCTCGCGACGATGTACGGGCCAGA
R-For TGAGGCGGAAAGAACCAGGATGCTTCATCGTCGGGGAC 1066
R-Rev GGCCGATTCATTAATGCAGGATGGGCGCTGCACAAA
GFP-For GAGAACCCCGGCCCCGTTAACGTGAGCAAGGGCGAGG 775
GFP-Rev TCTAGATGCATGCTCGAGGTTAACTCACTTATCGTCATC

  PCMV.巨细胞病毒早期启动子;pA.牛生长激素基因polyA信号;GAP.分隔病毒基因的弹性接头;P2A.切割分离GFP-Flag标签

的自裂解肽

PCMV.Earlypromoterofcytomegalovirus;pA.RepresentsthesignalofbovinegrowthhormonegenepolyA;GAP.Elasticjoint

separatingvirusgenes;P2A.Self-cleavingpeptidethatcleansandseparatestheGFP-Flagtag

图1 ASFVF1融合基因表达盒的结构示意图

Fig.1 SchematicstructureofASFVF1fusiongeneexpressioncassette

1.3 重组PRV的制备

重组PRV-F1 的制备按照文献[13-14]的方

法进行。将BHK-21细胞接种6孔细胞培养板,
培养至80%满层后,按照LipofectamineTM3000
Reagent说明书进行基因转染,同源重组载体为

1.5μg/孔,PRV 基因组 DNA 为1μg/孔。当

80%转染细胞出现病变时反复冻融3次,离心后

取上清液进行连续10倍稀释,再次接种BHK-21
细胞后用1%低熔点琼脂糖覆盖,如此进行3轮

病毒噬斑纯化。
在细胞培养皿(底面积为8cm2)中将BHK-

21细胞培养至80%满层。用含2%FBS的RP-

·856· 西 北 农 业 学 报 32卷



MI1640培养基将纯化的重组PRV-F1 进行连续

10倍 稀 释,分 别 取10-4 mL-1、10-5 mL-1 和

10-6mL-1 的病毒稀释液10μL加入培养皿,每
个稀释度设8个重复,感染后1h吸弃病毒液,各
皿用预热至37℃的1%低熔点琼脂糖覆盖,凝固

后在CO2 培养箱内培养48h,在荧光显微镜下计

数各皿的绿色荧光噬斑数,计算重组病毒的滴度。

1.4 重组PRV的鉴定

在24孔板培养PK-15细胞,培养12h后用

rPRV-F1 感染(MOI=0.5)。感染后24h吸弃

病毒 液,细 胞 用 含 5 % 脱 脂 乳 粉 和 0.05%
Tween20的PBS在37℃封闭1h,依次用ASFV
抗体阳性血清(1∶100)和FITC标记羊抗猪IgG
(1∶2000)进行免疫荧光染色,经DAPI反衬染

色后进行荧光显微镜观察。在70%感染细胞出

现病变时,将细胞培养物反复冻融3次,SDS-
PAGE分离后转印硝酸纤维素膜,依次用 ASFV
抗体阳性血清(1∶500)和 HRP标记羊抗猪IgG
(1∶10000)进行免疫印迹检测。

1.5 试验猪的免疫方案

将15头21日 龄 ASFV 双 阴 性、PRV 阴

性[15-16]且未进行PRV疫苗接种的断奶仔猪平均

分为5组(n=3),第一组为rAd-F1/rAd-F1激

发/加强免疫组,第二组为rPRV-F1/rPRV-F1激

发/加强免疫组,第三组为rAd-F1/rPRV-F1激

发/加强免疫组,第四组为rPRV-F1/rAd-F1激

发/加强免疫组,免疫剂量均为107PFU/头,免疫

途径为肌肉注射,激发免疫后第21天加强免疫1
次,第五组为非免疫对照组。免疫后第0、7、21、

28、42、56天采集抗凝血用于PBMC分离和IFN-
γ检测,采集非抗凝血用于血清分离和抗体检测。

1.6 IgG抗体检测

免疫猪的抗体检测用常规间接ELISA进行,
每样 品 设3孔 重 复;包 被 抗 原 分 别 为 ASFV

CD2v、p30和p54重组抗原(2.5μg/mL),其中

CD2v抗原是大肠杆菌表达的CD2v胞内区蛋白

片段[17],37℃包被1h;封闭液为含5%脱脂乳

粉和0.05%Tween20的PBS,37℃封闭1h;免
疫猪血清稀释倍数为1∶200,37 ℃孵育1h;

HRP标记羊抗猪IgG 稀释倍数为1∶10000,

37℃孵育1h;加入TMB底物,室温避光显色15
min;用1mol/L硫酸终止反应,立即用酶标仪读

取各孔的OD450 值;以P/N>2.1为判定标准,用

Graphpad软件对各组的抗体水平(OD450 平均

值)进行统计学分析,用Excel2021软件进行柱

形图绘制。

1.7 IFN-γ检测

分别在免疫后第0、7、21、28、42和56天采集

试验猪的抗凝血,按照外周血淋巴细胞分离试剂

盒说明书进行PBMC分离;用细胞培养液将细胞

调整为5×106 个/mL,分装96孔细胞培养板,

100μL/孔;分别加入ASFVp54、p30和CD2v重

组抗原(10μg/mL),100μL/孔,每样品设3孔重

复,设ConA(5μg/mL)阳性对照和细胞培养液

阴性对照;37℃刺激72h后吸取各孔细胞培养上

清,5000g离心10min后吸取上清液,按照

ELISA检测试剂盒说明书进行猪γ干扰素检测,
设空白对照孔和标准品孔,以标准品浓度为横坐

标、OD450 值为纵坐标绘制回归曲线,根据曲线方

程计算公式(R≥0.9900)计算各孔的IFN-γ
浓度。

2 结果与分析

2.1 PRV同源重组载体的鉴定

对构建的PRV同源重组载体pTK-F1 进行

酶切鉴定,琼脂糖凝胶电泳显示能切出插入的

1992bpF1 融合基因。对重组质粒DNA进行

测序,结果显示插入的F1 基因无突变(图2)。

图2 融合基因的序列分析

Fig.2 Analysisoffusiongenesequence

2.2 重组PRV的制备

在同源重组载体与PRV 基因组DNA共转

染后48h收集细胞裂解液,经3轮病毒噬斑纯化

后可见典型的PRV噬斑,荧光显微镜下观察的

病毒噬斑为GFP阳性(图3)。根据病毒噬斑数

计算的rPRV-F1 滴度为2.3×109TCID50/mL。
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图3 rPRV-F1 噬斑的观察

Fig.3 ObservationofrPRV-F1plaques

2.3 重组PRV的表达检测

分别用rPRV-F1 和rAd-F1 感染细胞,感
染后24h用ASFV抗体阳性血清进行免疫荧光

检测,结果显示两个重组病毒感染细胞均为免疫

荧光检测阳性(图4)。分别用rPRV-F1 和rAd-
F1 感染细胞,设PRV和rAd感染对照组,感染

后36h用 ASFV 抗体阳性血清进行 Western

blot检测,结果显示rPRV-F1 和rAd-F1 感染

细胞均能检测到预期的约128kuF1融合蛋白,
而PRV和rAd感染细胞不能检测到蛋白条带

(图5-a和5-b);用Flag单克隆抗体进行免疫转

印检测,结果显示rPRV-F1 感染细胞能检测到

P2A裂解释放的GFP-Flag融合蛋白,而PRV感

染细胞未能检测到蛋白条带(图5-c)。

图4 重组病毒感染细胞的免疫荧光检测

Fig.4 Immunofluorescenceofrecombinantvirus-infectedcells
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图5 重组病毒感染细胞的 Westernblot检测

Fig.5 Westernblottinganalysisofrecombinantvirus-infectedcells

图6 免疫猪的抗原特异性抗体检测

Fig.6 Detectionofantigen-specificantibodiesinpigsimmunizedwithdifferentstrategies

2.4 试验猪的抗体检测

从免疫后第7天起,所有免疫猪均能检测到

抗原特异性IgG抗体,加强免疫后的抗体水平显

著升高(图6)。在初免后第7天,rAd-F1/rAd-F1
和rAd-F1/rPRV-F1免疫组的CD2v抗体水平高

于其他两组(P<0.05),p30抗体水平显著高于

其他两组(P<0.01),4个免疫组的p54抗体水

平无显著差异;在初免后第21天,rAd-F1/rAd-
F1免疫组和rAd-F1/rPRV-F1免疫组的 CD2v
抗体水平高于其他两组(P<0.01或0.05),p30
和p54特异抗体水平显著高于其他两组(P<
0.05);在初免后第28天(加强免疫后第7天),

rPRV-F1/rAd-F1免疫组的CD2v抗体水平显著

高于 其 他3组(P<0.05或0.01),rAd-F1/
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rPRV-F1和rPRV-F1/rAd-F1免疫组的p30抗

体水平显著高于其他两组(P<0.05),rAd-F1/

rAd-F1免疫组的p54抗体水平显著高于其他3
组(P<0.05或0.01);到免疫后第56天(加强免

疫后第21天),rPRV-F1/rAd-F1免疫组的CD2v
抗体水平显著高于其他3组(P<0.05或0.01),

rAd-F1/rPRV-F1和rPRV-F1/rAd-F1免疫组的

p30抗体水平显著高于其他两组(P<0.01),

rPRV-F1/rAd-F1免疫组的p54抗体水平显著高

于其他3组(P<0.05或0.01)。

2.5 试验猪的γ干扰素检测

在免疫后不同时间采血分离PBMC,分别用

ASFVCD2v、p30、p54重组抗原刺激72h,细胞

培养上清检测结果显示,从免疫后第7天起所有

免疫猪均能检测到抗原特异性γ干扰素,加强免

疫后的γ干扰素表达水平显著升高(图7)。在免

疫后第7天,4个免疫组的3种抗原特异性γ干

扰素表达水平无显著差异;在初免后第21天,4
个免疫组的CD2v特异γ干扰素表达水平无显著

差异,rAd-F1/rAd-F1和rPRV-F1/rAd-F1免疫

组的p30和p54特异γ干扰素表达水平高于其他

两组(P<0.05);在初免后第28天(加强免疫后

第7天),rPRV-F1/rAd-F1免疫组的CD2v特异

γ干 扰 素 表 达 水 平 显 著 高 于 其 他 3 组(P <
0.05),rAd-F1/rAd-F1和rPRV-F1/rAd-F1 免

疫组的p30特异γ干扰素表达水平显著高于其他

两组(P<0.05),4个免疫组的p54特异γ干扰

素表达水平无显著差异;到免疫后第56天(加强

免疫 后 第21天),rPRV-F1/rAd-F1免 疫 组 的

CD2v特异γ干扰素表达水平显著高于其他3组

(P<0.01或0.001),p30和p54特异性γ干扰素表

达水平也显著高于其他3组(P<0.05或0.01)。

图7 免疫猪PBMC的抗原特异性γ干扰素检测

Fig.7 Detectionofantigen-specificIFN-γinPBMCfromimmunizedpigs
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3 讨 论

ASFV重组载体疫苗的研究重点包括免疫保

护性抗原及其传递方法的选择[18-19]。为此,本研

究在构建rPRV-F1基础上,将其与表达相同融合

基因的rAd-F1组成4个组合进行猪免疫试验,
旨在筛选合理的ASFV重组载体疫苗的激发/加

强免疫策略。为了便于rPRV-F1的筛选与纯化,
本研究利用P2A自裂解肽将ASFV融合抗原与

GFP-Flag隔开,不仅可以在荧光显微镜下直接进

行GFP阳性病毒噬斑的挑选,而且P2A裂解释

放的F1融合抗原可以独立诱导免疫应答。另

外,rPRV-F1感染细胞表达的F1融合蛋白较预

测分子质量大48ku,可能与其中CD2v和p54的

糖基化修饰有关[20-21]。
在测试的4个免疫方案中,尽管rAd-F1/

rAd-F1组合初次免疫后的抗原特异性抗体水平

最高,但加强免疫后的抗体水平最低(p54抗体水

平除外),可能与rAd强免疫原性及其诱导的抗

载体免疫有关[20]。相反,尽管rPRV-F1/rAd-F1
组合初次免疫后的抗原特异性抗体水平最低,但
加强免疫后的抗体水平最高。在F1融合蛋白

中,CD2v是ASFV的血吸附蛋白,自然感染猪的

血吸附抑制抗体水平很低,据此认为CD2v是弱

免疫原性蛋白,可能与细胞CD2分子的序列同源

性有 关[22-24]。但 在 本 研 究 中,所 有 免 疫 猪 的

CD2v抗体水平与p30和p54抗体水平相似,可
能与使用CD2v胞内区蛋白片段作为检测抗原有

关,因为CD2v胞内区与细胞CD2分子无序列同

源性,利用CD2v胞内区重组抗原可以在 ASFV
感染猪检测到高水平的特异抗体[17]。

γ干 扰 素 是 ASFV 的 保 护 性 免 疫 指 标 之

一[25]。本研究结果显示,所有免疫猪的PBMC
均能检测到抗原特异性γ干扰素表达,而且加强

免疫后的γ干扰素浓度明显升高。在测试的4个

免疫方案中,尽管rAd-F1/rAd-F1组合初次免疫

后的抗原特异性γ干扰素表达水平最高,但加强

免疫后的γ干扰素表达水平最低,进一步证明与

rAd诱导的抗载体免疫有关。相反,尽管rPRV-
F1/rAd-F1组合初次免疫后的抗原特异性γ干扰

素表达水平最低,但加强免疫后的γ干扰素表达

水平最高。
综合考虑抗原特异性抗体和γ干扰素应答两

项指标,本研究结果表明rPRV/rAd组合是较好

的ASFV重组载体疫苗的激发/加强免疫策略。
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Prime/BoostImmunizationStrategyofVectoredVaccines
againstAfricanSwineFeverVirus

ZHOUXiaohui1,LUHuipeng2,ZHANGXinyu1,XIAXiaoli1andSUNHuaichang1
(1.CollegeofVeterinaryMedicine,JiangsuCo-innovationCenterforPreventionandControlofImportant

AnimalInfectiousDiseasesandZoonoses,YangzhouUniversity,YangzhouJiangsu 225009,China;

2.theKeyLaboratoryforHigh-TechResearchandDevelopmentofVeterinaryBiopharmaceuticals,

JiangsuAgri-animalHusbandryVocationalCollege,TaizhouJiangsu 225300,China)

Abstract Toselectarationalprime/booststrategyforimmunizationofvectoredvaccineagainstAfri-
canswinefevervirus(ASFV),therecombinantpseudorabiesviruswhichexpressedASFVCD2v-p30-
p54fusionantigen,namelyrPRV-F1,wasgenerated.TogetherwithrAd-F1expressingthesamefu-
sionantigen,fourdifferentprime-boostschemesrAd-F1/rAd-F1,rAd-F1/rPRV-F1,rPRV-F1/rPRV-
F1,rPRV-F1/rAd-F1usedtoimmunizepigsandtheirserumsampleswerecollectedondifferentdays
fortheantigen-specificantibodydetection.Peripheralbloodmononuclearcells(PBMCs)wereisolated
andstimulatedwiththethreeASFVantigensforIFN-γdetection.Bothimmunofluorescenceand
WesternblottingshowedthatthefusionantigenwascorrectlyexpressedinrPRV-F1-transducedcells.
Theantigen-specificantibodiesweredetectedinallimmunizedpigs,whichweresignificantlyboosted
bysecondaryimmunization.Amongthefourimmunizationgroups,theoverallantibodylevelofrAd-
F1/rAd-F1immunizationgroupwasmarkedlyincreasedafterprimaryimmunization,butitwasthe
lowestaftersecondaryimmunization.Incontrast,theoverallantibodylevelofrPRV-F1/rAd-F1im-
munizationgroupwaslowerafterprimaryimmunization,butitwasthehighestaftersecondaryimmu-
nization.Similarly,theoverallantigen-specificIFN-γresponseofrAd-F1/rAd-F1immunizationgroup
wasthestrongestafterprimaryimmunization,butitwastheweakestaftersecondaryimmunization.
Incontrast,theoverallIFN-γresponseofrPRV-F1/rAd-F1immunizationgroupwasweakerafterpri-
maryimmunization,butitwasthestrongestaftersecondaryimmunization.Theseexperimentaldata
suggestthatrPRV/rAdisthebestprime/booststrategyforimmunizationofASFVvectoredvaccine.
Keywords Africanswinefevervirus;Vectoredvaccine;Prime/boostimmunization
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