
!"卷 #期
$%%"年 &%月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：’(" ) *%&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! +,-./01 $%%"

基金项目：国家“*"2计划”（$%%&33$&2%’&；$%%233$!&&&%）
"通讯作者。405：*"6(2&6*2!$#2’；789：*"6(2&6*2!%(’’；:6;8<5：=>8?@A@BCD/5<,E 5=E @FE ,?
作者简介：潘 丽（&(’! G），女，甘肃省天水市人，博士，主要从事动物病毒分子生物学与免疫学的研究。:6;8<5：C8?5<=>0B A8>..E ,.;E ,?
其他作者：方玉珍，王文秀，蒋守田，王 炜，孙 元，吕建亮，刘力宽

收稿日期：$%%#6&%6$"；接受日期：$%%"6%&6&2；修回日期：$%%"6%26$(

口蹄疫病毒 !"#基因在番茄中的表达及转基因番茄对豚鼠诱导免疫保护

潘 丽，张永光"，王永录，王宝琴，谢庆阁"

（中国农业科学院兰州兽医研究所 家畜疫病病原生物学国家重点实验室 农业部畜禽病毒学重点开放实验室 兰州 ’2%%!"）

摘 要：构建克隆有 +型口蹄疫病毒 H><?8((株 IJ&基因的植物双元表达载体 CK<?!2*LIJ&。通过农杆菌介导法转
化番茄子叶，经卡那霉素抗性筛选，获得 "%株抗性植株。对抗性植株分别做 JHM、M46JHM检测目的基因的整合与
转录，:NOP3筛选约 !%Q的卡那抗性植株阳性，分别提取两株 :NOP3和R0F-01? /5.-检测阳性的转基因番茄叶片蛋白
与弗氏佐剂乳化，于 %、&#、2%S经肌肉途径免疫豚鼠，第三次免疫后 $*S用 &%%OT#%的同源强毒攻击，根据豚鼠抗体水

平的消长动态和免疫豚鼠抗强毒攻击的保护率进行转基因植物疫苗免疫原性的评估。结果表明，双元表达载体

CK<?!2*LIJ&构建正确，JHM、M46JHM结果证实口蹄疫病毒 IJ&基因已整合到番茄基因组并在转录水平表达，:NOP3
和 R0F-01? /5.-检测重组蛋白能够与 7UTI阳性血清反应。转基因番茄第三次免疫豚鼠后 $&S血清效价最高可达
&V"!，攻毒后两组免疫豚鼠保护率分别达 *%Q和 !%Q，证明转基因番茄表达的 IJ&蛋白具有良好的免疫原性。
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口蹄疫（7..-68?S6U.D-> T<F08F0，7UT）是由口蹄
疫病毒（7..-68?S6U.D-> T<F08F0 I<1DF，7UTI）引起的
一种急性、热性、高度接触性传染病，主要感染偶蹄

兽［&］，虽然该病的致死率不高，但引起动物生产性能

下降，而且该病的暴发影响国际贸易，往往造成惨重

的直接及间接经济损失。目前对口蹄疫的防制主要

采取免疫与扑杀相结合政策［$］，而安全有效的疫苗

是成功防制乃至最终消灭口蹄疫的先决条件。口蹄

疫弱毒疫苗有较好的免疫力，免疫持续时间长，疫苗

接种量少，但弱毒疫苗存在散毒和毒力返祖现象，国

际上已有多起由于使用弱毒疫苗而引发口蹄疫的报

道［2］，因此，许多国家已明文禁止使用弱毒疫苗。灭

活疫苗虽克服了弱毒疫苗的一些缺点，但疫苗接种

剂量较大，免疫持续期短；疫苗中未完全灭活的病毒

可能引起疾病的新爆发；此外灭活疫苗诱导的抗病

毒免疫机制的广谱性有限，其局限性日渐突出［!］，因

此，世界各国的相关研究室都在致力于研制安全、有

效的新型口蹄疫疫苗。

近年来，基因工程技术及免疫学的快速发展为

口蹄疫新型疫苗的研制提供了条件，新型疫苗主要

指基因工程技术生产的疫苗，包括亚单位疫苗、多肽

疫苗、基因缺失疫苗、活载体疫苗、核酸疫苗及抗独

特型抗体疫苗［#，"］，但是上述新型疫苗由于其免疫效

果和生产成本远不及传统疫苗，迄今没有成熟的产

品投放市场。而植物表达系统不仅能进行正确的翻

译后加工，可直接食用，易获得多价疫苗，而且廉价

安全不需特殊的运输和储藏条件，因此被认为是一

个比微生物或动物更理想的蛋白生产系统［’，*］。近

几年国内外利用转基因植物表达口蹄疫病毒 IJ&
抗原蛋白的研究也有报道，阿根廷的一个研究小组

利用植物表达系统生产的 IJ&蛋白免疫小鼠后，能
够诱导小鼠产生特异性抗体，并使其得到有效的免

疫保护［( ) &&］。国内中国农业科学院生物技术研究所

叶绿体遗传工程室与兰州兽医研究所合作将口蹄疫

病毒 IJ&基因导入烟草和衣藻叶绿体中，并获得表
达［&$］。尽管目前转基因疫苗在对小鼠的免疫试验

中取得了可喜的进展，但成年小鼠对 7UTI的易感
性差，缺乏典型的临床症状，因而难以保证免疫小鼠

攻毒保护试验的可靠性。本实验构建了 7UTI IJ&
基因的植物表达载体，通过农杆菌介导法转化番茄，

获得了表达 7UTI 结构蛋白 IJ&的转基因番茄，将
转基因番茄经肌肉注射免疫豚鼠，根据豚鼠抗体水

平的消长动态和免疫豚鼠抗强毒攻击的保护率检测

口蹄疫转基因疫苗的免疫效果。为进一步利用植物



反应器研制口蹄疫可饲疫苗奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒和菌株：含 !"#$%&’()*+&,, 株 $-. 基
因的 /01"& $-. 质粒由本实验室保存。根癌农杆
菌 0$2.3.、辅助质粒 /4563.2和植物组成型表达质
粒 /7)*829 由中国农业科学院作物所、中国科学院
微生物所馈赠，大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）:".3, 和
#;<!由本实验室保存。
!"!"# 主要试剂及实验动物：+(, 酶，=+ +(, 酶，
>?@-为 -ABCDE+公司产品。4?F酶（4?+GD），限制性
内切酶 -(.;"、/(*"，#=6333 "+AHDA购自大连宝
生物公司。植物总 4?F 提取试剂盒 4?D+GI -J+*K
")*) 5)K及 4?+GDL!ADD #?+GD MDK 为 NOF01?公司产
品。口蹄疫病毒阳性牛血清、1=OMF 诊断试剂盒由
本所马军武副研究员提供，碱性磷酸酶（F5-）标记
的兔抗牛 OE0及 ?7@&7’O-为 M)EC+公司产品，-F01
电泳试剂、?’膜为 F"14M’%产品。抗生素及植物
激素购自拜尔迪生物技术有限公司。健康豚鼠（233
P <33E）由本所实验动物养殖场提供。
!"# 口蹄疫病毒 $%!基因植物表达载体 &’()*+,-
$%!的构建
根据植物表达质粒 /7)*829的限制性酶切位点

及已经测定的 $-.基因的核苷酸序列，设计合成一
对引 物：$-4.：<QL@F00F@’’FF’FF@0F’’F’’@’
’F’F00’0F0’’00’@0F’L2Q，引 入 5BR+H 序 列；
$-46：<QL@’’0@’0F’@F0’@’F@’@@@’@’F0F’FF0
F0’@0@@@’F’F00’0’’F’L2Q，引入内质网引导多
肽 M15#1=，另外上下游引物中分别引入酶切位点
-(.;"和 /(*"。以 /01"&$-. 质粒为模板进行
-’4扩增，扩增产物用 -(.;"&/(*"双酶切后，与
经同样双酶切的表达载体 /7)*829 大片段按文献
［.2］的方法连接、转化，碱法提质粒后用 -’4法、双
酶切法鉴定转化子，得到阳性重组质粒命名为

/7)*829&$-.。采用三亲交配法［.8］将测序正确的
/7)*829&$-. 导入根癌农杆菌 0$2.3.，-’4 法鉴定
目的基因。

!"+ 目的基因在番茄中的转化与抗性植株的筛选
番茄种子消毒后播种于 .&6"M培养基上，在光

照培养箱中培养 9 P .3>，取 6&2子叶和带柄子叶置
于含有重组质粒的根癌农杆菌菌液中侵染 2 P
<C)*，暗培养 6 P 2>后转到选择培养基上，6周左右
更换新鲜选择培养基，当愈伤组织上的小苗生长到

. P .S<TC时，将其切下，转入生根培养基中诱导生
根，待植株长至 < P UTC高时，练苗后移载于土壤。
!"* 转基因番茄的 %./检测
取 .33CE 叶片于液氮中研磨成粉末，用 ’@F7

法［.8］提取总 #?F，适当稀释后作模板，以 $-4. 和
$-46为引物，按前述方法进行 -’4扩增，同时以末
转基因的叶片作阴性对照。

!"0 转基因番茄的 /12%./检测
按 4?D+GI -J+*K ")*) 5)K试剂盒说明提取番茄总

4?F，按 4?+GDL!ADD #?+GD MDK试剂盒说明消化 #?F，
$-46为引物进行反转录后，$-4. 和 $-46 为引物
按前述方法进行 -’4 扩增，同时以 4?F 为模板，
$-4.和 $-46 为引物扩增，检测 4?F 中有无 #?F
污染。

!"3 转基因番茄 45678检测
取 .33CE转基因番茄叶片组织加入 833#=样品

抽提缓冲液（-7M@，3S36,V ?+?2，/;WS8），研磨，

.3333A&C)*离心 <C)*，取上清，用双抗夹心 1=OMF法
检测目的蛋白的表达。

!"9 转基因番茄:;<=;>) ?@A=检测
取 .33CE叶片，液氮研磨，加 .<3#=蛋白抽提缓

冲液混匀，8X .6333A&C)*离心 63C)*，上清加入等体
积的上样缓冲液，煮沸 <C)*，按常规方法电泳、转
印、封闭、漂洗，!"#阳性牛血清 2WX孵育 6(，漂洗
后以碱性磷酸酶（F5-）标记的兔抗牛 OE0于 2WX孵
育 .(，漂洗后加入显色液 ?7@&7’O-，至条带清晰后，
终止显色反应。

!", 转基因疫苗在豚鼠体内的免疫效力
!","! 疫苗的制备及免疫剂量［.3，..］：选取两株
1=OMF检测表达量高的转基因番茄，命名为 07ML.
株系、07ML2 株系。分别取这两株转基因番茄叶片
3S<E于液氮中研磨，同时以非转基因番茄叶片作为
阴性对照，. Y 8（Z&$）加入 -7M@（/;WS8）混匀；8X
.6333A&C)*离心 63C)*，上清与佐剂按 . Y .混匀乳化
（首免用弗氏完全佐剂乳化，加强免疫用弗氏不完全

佐剂乳化）；首免每只豚鼠注射 3S8C=（相当于每只
<3CE叶鲜重），加强免疫时每只豚鼠注射 3S9C=（相
当于每只 .33CE叶鲜重）。
!","# 实验动物免疫：豚鼠随机分 8组（<只&组），
F 组：转基因番茄 07ML. 株系；7 组：转基因番茄
07ML2株系；’组：空载体 /7)*829 的转基因番茄；#
组：未转基因番茄。用乳化好的疫苗接种于豚鼠的

股内侧，分别于 3>、.<>、23>各免疫一次。
!","+ !"#$特异性抗体的监测：间接 1=OMF法测
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定血清抗体的 !" 值，于 !"孔酶标板上以 #$%灭活
的 &型 ’()*细胞毒为包被抗原（+ , - 稀释），被检
豚鼠血清为一抗，过氧化物酶标记的兔抗豚鼠 %./
（+ ,+ 000）为二抗，于!1!234处测定每孔的 !" 值。

!"#"$ 豚鼠抗强毒攻击的免疫保护力：于第三次免
疫后 2-5攻毒。豚鼠后跖部皮内穿刺攻毒，每只豚
鼠接种 +00%)60 708249 的 & 型 ’()* :;<3=!! 株强
毒，连续观察 >5。以病变出现的严重程度作为保护
效果的判定：完全保护为不出现任何病变；部分保护

为病变仅发生于攻毒接种的单只脚；不保护为两只

及以上脚均出现病变。保护率（?）@完全保护的豚
鼠数7每组豚鼠总数 A +00。

% 结果和分析

%"! 口蹄疫病毒 &’!基因植物双元表达载体的构
建

重组质粒 B#<31C-7*D+ 用 #$%E"7&$’"双酶
切可切出一条约 "60FB的片段，以酶切正确的质粒
为模板进行 D:G扩增，扩增片段与预计大小相符。
三亲交配后提取农杆菌质粒，D:G可扩增到 *D+基
因，大小与预计片段相符，说明包含 *D+ 基因的双
元表达载体构建成功。测序结果表明：*D+ 基因已
正确克隆到表达载体上，与亲本毒株 &7:;<3=7!! 株
的相应编码序列完全一致，同源性为 +00?，在构建
的 B#<31C-7*D+质粒中，*D+基因、起始密码 HI/、内
质网引导多肽 J$K)$9等共 ""0个核苷酸，编码 220
个氨基酸。

%"% 转基因番茄的获得与抗性植株的筛选
外植体在选择培养基上约 C L 1周后有少数绿色

芽分化，在生根培养基上，大多数小苗出现粗而壮的

根，有一小部分则无根发生，并逐渐发黄。未转化的

对照组在选择培养基上被完全抑制，没有明显的愈伤

组织和不定芽分化，1周后，颜色逐渐变黄，最后死
亡，而在无抗生素的培养基上分化、生根正常。

%"( 转基因番茄的 ’)*检测
提取基因组 )MH进行 D:G检测，转化植株可扩

增出 "60FB 的 )MH片段，大小与正常对照相同，非
转化的对照植株没有扩增出任何条带（图略）。

%"$ 转基因番茄的 *+,’)*检测
以总 GMH为模板进行 D:G，没有扩增出任何条

带，排除了 )MH污染的可能。以总 GMH为模板进
行 GIND:G，结果 GIND:G 扩增出的片段大小约为
"60FB，与目的基因大小一致，说明 *D+ 基因不仅已
整合到转基因番茄基因组中，而且成功转录（图略）。

%"- 目的基因在番茄中表达蛋白的 ./012检测
转基因番茄蛋白提取液用双抗夹心 $9%JH 检

测，结果显示，约 10?的转化植株 $9%JH检测阳性，
其蛋白提取液原液的 !" 值比作为阴性对照的样品
+0高 2倍或 2倍以上（图 +）。

图 ! 夹心 ./012检测转基因植物目的蛋白表达量
’<.O + PQ=3R<RS TU R=V.WR BVTRW<3 <3 RV=3XUTV4W5 BY=3RX RWXRW5 Z<R;

X=35Z<[;N$9%JHO+8 ’()* =3R<.W3；2 L !8 IV=3XUTV4W5 BY=3RX；+08 MT3N

RV=3XUTV4W5 BY=3RXO

%"3 目的基因表达蛋白的4567589 :;<7检测
番茄叶片蛋白提取液进行 +2?J)JNDH/$和转

膜杂交后，结果显示表达蛋白能被口蹄疫病毒阳性

牛血清抗体识别，在约 21\)=处出现特异性显色带，
而未转化的对照植株无此杂交带（图 2）。说明 *D+
基因在转基因番茄中表达，且所表达的蛋白具有免

疫反应活性。

图 % 用4567589 :;<7检测目的蛋白
’<.O2 )WRW[R<T3 TU R=V.WR BVTRW<3 FS ]WXRWV3 FYTR O (O (TYW[QY=V ZW<.;R

4=V\WV；+8DVTRW<3 TU MT3NRV=3XUTV4W5 BY=3R；28 DVTRW<3 TU RV=3XUTV4W5

BY=3R O

%"= 转基因疫苗在豚鼠体内的免疫效力
%"="! 豚鼠体内 ’()*特异性抗体的动态变化：每
组随机采血 C只，将豚鼠血清 + , 1稀释，间接 $9%JH

-!> DHM 9< () $’ O 7*+)$ ,-+./0-/’/1-+$ &-2-+$（200"）1"（6）



测定结果的 !" 值如下表 !，并将抗体水平的动态 变化用曲线图表示（图 "）。

表 ! 间接 "#$%&检测豚鼠血清 ’()*特异性抗体（!+ , %)）
#$%&’ ! (’)’*)+,- ,. $-)+/01(2 34’*+.+* $-)+%,5+’3 +- )6’ 3’7$ .7,8 )6’ +889-+:’5 ;9+-’$ 4+;3 %< +-5+7’*) =>?@A

B7,94 A B7,94 C B7,94 D B7,94 (
C’.,7’ E$**+-$)+,- FG!HIJ K FGFF! FG!L!F K FGFJI FG!I!L K FGFJ" FG!MFL K FGFIL

#’- 5$<3 $.)’7 )6’ .+73) E$**+-$)+,- FGJJ!I K FGFFJ FG!MJL K FGF"J FGFNMF K FGFI" FG!!"F K FGFJO
#’- 5$<3 $.)’7 )6’ 3’*,-5 E$**+-$)+,- FGO!OF K FG!!I FGIIJH K FGFMO FGJFMF K FGFHH FGJ"MF K FGFOI
#’- 5$<3 $.)’7 )6’ )6+75 E$**+-$)+,- FG"HJF K FGFMO FGIHLO K FG!"M FG!OML K FGF"M FG!LHI K FGFIH

#P’-)</,-’ 5$<3 $.)’7 )6’ )6+75 +-,*9&$)+,- FGL!!F K FGJIL FGMLHJ K FGJH" FG!H"I K FGFHI FGJF"F K FGFF!
#P’-)</’+;6) 5$<3 $.)’7 )6’ )6+75 +-,*9&$)+,- FGIJM" K FG!"H FGINLF K FG!I" FGJ!IM K FGF"O FG!NIL K FGFJL

本试验用 01(2 2Q!基因的转基因番茄叶片蛋
白提取液免疫豚鼠，每 !L天 !次，共 "次，同时设空
载体及非转基因番茄叶片为阴性对照组。在 F5，首
免后 !F5，二免后 !F5，三免后 !F5、J!5、JH5各采血一
次，用间接 =>?@A检测所取血清的特异性抗体。结
果表明，转基因番茄对豚鼠首免后 !F5 间接 =>?@A
检测不到抗体；二免后 !F5，A组、C组豚鼠抗 01(
特异性抗体水平较首免后 !F5有明显提高；三免后
!F5，C组特异性抗体没有明显变化，A组抗体水平
较二免后有所下降，三免后 J!5，A组豚鼠的抗体水
平虽然逐渐攀升，但与二免后的抗体水平相比其峰

值较低，C 组抗体水平较二免后有进一步提高（图
"）。

图 - 豚鼠免疫后抗体水平折线图
0+;R" D97E’ ,. $-)+%,5< &’E’&3 ,. ;9+-’$ 4+;3 $.)’7 +889-+:$)+,-R

./0/. 免疫豚鼠的抗体滴度：分别将 A组和 C组的
"只豚鼠二免、三免后的血清从 ! S I 开始以 J 倍系
列稀释，间接 =>?@A方法测定抗体滴度，同时将抗体
滴度用 &,;!F 倒数的对数表示（图 I）。结果显示 C
组豚鼠三免后 J!5的抗体效价明显高于二免后 !F5
的抗体效价，血清效价最高达到 ! S MI，说明转基因
番茄中表达的抗原蛋白具有良好的免疫原性。

./0/- 豚鼠抗强毒攻击的免疫保护力：转基因番茄
免疫组的抗病毒能力远远大于非转基因番茄免疫

组，尤其是 C 组，保护率达 ITL（表 J），而空载体
4C+-I"H和非转基因番茄免疫组豚鼠全部发病。

图 1 豚鼠二免、三免后的血清抗体检测
0+;RI A33$< ,. 3’7$ $-)+%,5+’3 ,. ;9+-’$ 4+;3 $.)’7 )6’ 3’*,-5 $-5 )6+75

+-,*9&$)+,-R

表 . 豚鼠免疫保护试验
#$%&’ J Q7,)’*)+,- ,. ;9+-’$ 4+;3 $;$+-3) 01(2 *6$&&’-;’R

@’7+$& -98%’7 ,. ;9+-’$ 4+;3 B7,94 A B7,94 C B7,94 D B7,94 (
! #,)$& #,)$& U,-’ U,-’
J #,)$& #,)$& U,-’ U,-’
" Q$7)+$& #,)$& U,-’ U,-’
I Q$7)+$& #,)$& U,-’ U,-’
L Q$7)+$& Q$7)+$& U,-’ U,-’

V$)’ ,. 47,)’*)+,-（W） IF（JTL） HF（ITL） F（FTL） F（FTL）
#,)$&：#,)$& 47,)’*)+,- P$3 5’.+-’5 $3 *,84&’)’ $%3’-*’ ,. &’3+,-3；Q$7)+$&：
Q$7)+$& 47,)’*)+,- P$3 3*,7’5 $3 &’3+,-3 7’3)7+*)’5 ,- ,-’ 7’$7 .,,)；U,-’：
U,-’ P$3 &’3+,-3 ,- $&& ,. 7’$7 .’’) R V$)’ ,. 47,)’*)+,-（W）X -98%’7 ,.
;9+-’$ 4+;3 -, &’3+,-3 ,- %,)6 7’$7 .’’)T),)$& -98%’7 ,. ;9+-’$ 4+;3R

- 讨论
在已确定的 Y型口蹄疫病毒 L个抗原位点中，

有 "个位于 2Q!上，特别是抗原位点 !，由 2Q!的 B/
Z环（!I! [ !MF位残基）和 D端 JFF [ J!" 位残基组
成，环上的氨基酸包含能刺激免疫反应的 #、C细胞
表位，2Q!的这两个区域在决定病毒的抗原性和免
疫原性方面起主要作用［!L］，故本试验选择将 2Q!基
因转入植物表达载体，构建了 01(2 2Q! 基因的双
元表达载体 4C+-I"HT2Q!。通过农杆菌介导法，共获
得 MF余株转基因植株，双抗夹心 =>?@A 和 \’3)’7-
%&,)检测表明，目的蛋白在转基因番茄中能正确表

NNO潘 丽等：口蹄疫病毒 2Q!基因在番茄中的表达及转基因番茄对豚鼠诱导免疫保护 R T微生物学报（JFFM）IM（L）



达，且表达蛋白具有免疫原性，但 !"#$%检测结果不
理想，转基因植株抗原表达量远低于稀释后的口蹄

疫病毒抗原量，为进一步确证结果的可靠性，随机选

取 &株 !"#$%检测阳性植株的蛋白提取液倍比稀释
后发现，其 !" 值随倍比稀释度的增加而逐渐降低，
这一变化特点与口蹄疫病毒抗原 !" 值变化相似，
而未转化的对照植株其蛋白提取液的 !" 值随倍比
稀释度的增加无规律变化，进一步证明转基因番茄

中有目的蛋白产生，对照植株无特异性蛋白产生。

笔者认为 !"#$%检测阳性率低、重复性不好未必就
是转化植株表达量低或不表达，可能与植物组成型

表达载体导致植株不同生长时期、不同生长条件、不

同取材部位目的蛋白表达量存在差异有关，或者跟

我们的纯化技术有关，从植物中提取的粗蛋白可能

会掩盖部分的表达蛋白或者使部分蛋白发生了降

解，也可能与现有的检测手段不够灵敏有关，尚需进

一步探索。

国外对 ’() 转基因疫苗的研究做了许多探索，
*+,-./.0+121等利用植物表达系统生产的 345蛋白粗
提物免疫小鼠，腹腔注射或用新鲜叶片直接饲喂免

疫，均可诱导产生特异性免疫应答，前者保护率达

667 8 &97，后者保护率达 ::7 8 6;7［< 8 55］。虽然
转基因疫苗在对小鼠的免疫试验中取得了较好的结

果，但由于成年小鼠对 ’()3的易感性差，缺乏典型
的临床症状，因而难以保证免疫小鼠攻毒保护试验

的可靠性，因此笔者选择了对 ’()易感的豚鼠进行
动物免疫试验，用间接 !"#$%跟踪免疫豚鼠体内抗
’()3的特异性抗体的动态变化，通过免疫豚鼠抗
强毒攻击的保护率检测口蹄疫转基因疫苗的免疫效

果。转基因疫苗免疫豚鼠的抗体水平检测结果显

示，第一次免疫后 59- !"#$%检测不到抗体，可能与
试验中选用的佐剂有关，本试验中首免用弗氏完全

佐剂乳化，加强免疫用弗氏不完全佐剂，佐剂的使用

使抗原蛋白缓慢释放，机体免疫系统产生的抗体水

平不会迅速提高，因此，抗体效价低。第二次免疫后

59-，%组豚鼠抗体水平显著提高并达到第一个高
峰，=组抗体缓慢上升，第三次免疫后 59-，%组抗体
水平较二免有所下降，=组抗体增高缓慢，推测原因
可能是抗原蛋白与机体产生的抗体中和导致抗体滴

度下降；三免后 >5-，=组逐渐攀升并达到一个高峰，
而 %组抗体虽然缓慢上升，但最终没能达到二免后
的第一个高峰，造成这一结果的原因可能与抗原蛋

白被机体产生的抗体中和后，抗原免疫剂量减少有

关，这一结果与核酸疫苗免疫豚鼠后的抗体变化结

果相似［5:］。另外，从免疫豚鼠血清抗体动态变化的

折线图中也说明一点，本试验的动物免疫程序不理

想，免疫程序尚待优化，二免与三免的间隔时间太

短，建议今后继续动物免疫试验时，第二次免疫后

>&天进行第三次免疫。从国外转基因疫苗的研究
结果来看，尽管 !"#$%检测不理想，但无论饲喂免疫
还是注射免疫动物后，都能诱导动物体内产生特异

性抗体，并得到一定的免疫保护，这一点在我们的动

物免疫实验中也得到了验证。

转基因植物表达的抗原蛋白能自我组装成病毒

样颗粒，且表达产物与高等动物细胞表达产物具有

一致的免疫原性和生物学活性［56，5&］。理论上病毒空

衣壳包含较多的抗原位点，与完整病毒粒子具有相

似的抗原性，对新型疫苗而言是一个非常理想的选

择，本试验只选择了编码口蹄疫病毒全衣壳蛋白的

部分基因，也未对目的基因的密码子进行优化，在今

后的研究中可尝试通过优化基因的密码子、表达病

毒全衣壳蛋白的策略提高目的蛋白的表达量。

致谢 在番茄转化及 !"#$%检测过程中得到中国科
学院寒区旱区环境与工程研究所植物基因工程实验

室安黎哲研究员、陈书燕博士和兰州兽医研究所马军

武副研究员、祁淑云硕士的帮助，在此表示衷心感谢！
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