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动物及兽医生物技术                                                              

猪瘟甲病毒复制子载体 DNA疫苗与重组腺病毒活载体
疫苗联合免疫效果评价 

孙元, 刘大飞, 王宇飞, 李娜, 李宏宇, 梁冰冰, 仇华吉 
中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室猪传染病研究室, 哈尔滨 150001 

摘  要: 本实验室先前分别将构建的猪瘟病毒 E2 基因重组腺病毒疫苗(rAdV-E2)和猪瘟甲病毒复制子载体 DNA 疫苗

(pSFV1CS-E2)在猪体上进行了免疫效力评价, 结果显示, rAdV-E2 免疫组所有猪虽然在加强免疫后产生了比较高的猪瘟

特异性中和抗体, 但攻毒后个别猪表现短期体温升高和轻微病变; 而 pSFV1CS-E2免疫组猪只虽然在攻毒后得到了保护, 

但产生的抗体水平较低。为了增强猪瘟甲病毒复制子载体疫苗和猪瘟重组腺病毒活载体疫苗的免疫效果, 本研究应用了

复制子载体 DNA 疫苗初免和重组腺病毒疫苗加强免疫的初免-加强(Prime-boost)免疫策略, 并在猪体上进行了评价。结

果显示, 所有免疫猪均产生了高水平的猪瘟特异性的中和抗体, 用猪瘟强毒攻击后, pSFV1CS-E2 初免组所有猪(n=5)均

没有出现任何猪瘟的临床症状和病理变化, 攻毒后在猪血液中也没有检测到猪瘟病毒 RNA, 而重组腺病毒初免组(n=5)

有一头猪出现短期发热和病毒血症及轻微病理变化。这表明初免-加强免疫策略能显著提高重组疫苗的免疫效力。 

关键词 : 猪瘟 , 甲病毒复制子载体 , DNA 疫苗 , 重组腺病毒 , 联合免疫  

A prime-boost vaccination strategy using a Semliki Forest virus 
replicon vectored DNA vaccine followed by a recombinant 
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Abstract: We have previously evaluated a Semliki Forest virus (SFV) replicon vectored DNA vaccine (pSFV1CS2-E2) and a 
recombinant adenovirus (rAdV-E2) expressing the E2 glycoprotein of classical swine fever virus (CSFV) in pigs. The results showed 
that the immunized pigs were protected from virulent challenge, but few pigs showed short-term fever and occasional pathological 
changes following virulent challenge. To enhance the immunogenecity of the vaccines, we tried a prime-boost vaccination strategy 
using a combination of prime with pSFV1CS2-E2 followed by boost with rAdV-E2. The results showed that all the immunized pigs 
developed high-level CSFV-specific antibodies following prime-boost immunization. When challenged with virulent CSFV, the 
immunized pigs (n=5) from the heterologous boost group showed no clinical symptoms, and CSFV RNA was not detected following 
challenge, whereas one of five pigs from the homologous boost group developed short-term fever and CSFV RNA was detected. This 
demonstrates that the heterologous prime-boost vaccination regime has the potential to prevent against virulent challenge. 
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猪瘟(Classical swine fever, CSF)是由猪瘟病毒

(Classical swine fever virus, CSFV)引起猪的一种高

度接触性、致死性的传染病, 临床上以高热稽留、

皮肤和粘膜出现大量出血点为主要特征[1]。世界动

物卫生组织(OIE)将其列入 OIE 疾病名录(OIE-listed 

diseases), 为需申报的(Notifiable)动物传染病, 我国

也将其列为一类传染病。 

CSFV 是黄病毒科瘟病毒属成员, 为有囊膜的
正链 RNA病毒, 基因组全长 12.3 kb[2], 包括一个大
的 ORF。该读码框编码含 3898个氨基酸的多聚蛋白, 
这一多聚蛋白在宿主和病毒蛋白酶作用下, 加工形
成 4个结构蛋白(C、Erns、E1和 E2)和 8个非结构蛋
白[3]。其中囊膜糖蛋白 E2 是免疫优势蛋白, 可以诱
导抗猪瘟的保护性免疫[4]。 

在发达国家一般使用非免疫的扑杀政策来控制

猪瘟, 由于伦理和经济的原因, 免疫政策又重新开
始考虑[4]。发展中国家多采用免疫政策来防制本病, 
以避免引起严重的损失。目前, 使用最广泛的疫苗
是猪瘟兔化弱毒疫苗, 它可以诱导完全的保护。该
疫苗的缺点是不能用血清学方法有效地区分感染猪

与疫苗免疫猪, 发展能用血清学方法区分免疫猪和
感染猪的新型标记疫苗显得非常重要[6]。 

本实验室先前构建了表达 E2 蛋白的甲病毒复
制子 DNA 疫苗(pSFV1CS-E2)。动物免疫攻毒试验
显示, pSFV1CS-E2 能保护猪免受猪瘟强毒的攻击, 
但在攻毒前疫苗诱导的抗体水平较低 [7], 因此通过
检测抗体效价对此疫苗进行评价显然不够客观。另

外个别猪在攻毒后出现短期发热和病毒血症。 
腺病毒载体以其安全、高效、宿主范围广、转

移和表达外源基因能力强的特点, 成为继逆转录病
毒载体后在基因治疗和疫苗等方面应用开发得较早

的一种病毒载体。尤其是人血清 5 型复制缺陷型腺
病毒载体, 近年来在活载体疫苗的研制上得到了广
泛的应用[8]。先前本实验室构建了表达猪瘟病毒 E2
基因的重组腺病毒 rAdV-E2, 并在兔体和猪只上进
行了免疫效果评价[9]。免疫兔和免疫猪都产生了较

高的抗体, 并对 CSFV 的攻击产生了保护, 但有个
别猪只在攻毒后有短暂的体温升高, 在其血液中也
检测到了少量的猪瘟病毒 RNA, 并在剖检后出现了
轻微猪瘟病变。 

联合免疫策略(用一种疫苗首免, 然后用另一种
疫苗进行加强免疫)在许多疾病的预防上得到了尝
试与应用, 并且得到了较好的免疫效果。为了弥补
猪瘟甲病毒复制子载体疫苗 pSFV1CS-E2 和猪瘟重
组腺病毒 rAdV-E2 单独使用时的不足之处, 本研究
设计了一种联合免疫策略(应用猪瘟甲病毒复制子
载体疫苗 pSFV1CS-E2进行首免, 3周后用猪瘟重组
腺病毒 rAdV-E2进行加强免疫), 并在猪体上进行免
疫效果的评价。 

1  材料和方法 

1.1  疫苗和免疫 
表达 E2 蛋白的甲病毒复制子 DNA 疫苗

pSFV1CS-E2[7]和表达猪瘟病毒 E2 基因的重组腺病
毒 rAdV-E2[8]由本实验室构建。 

将购自无 CSFV猪场的 15头 6周龄左右的仔猪, 
用 IDEXX 猪瘟病毒抗体检测试剂盒(IDEXX, 北京)
及 RT-PCR 检测为猪瘟抗体及抗原均为阴性后, 随
机将其分为 A、B、C 3组, 每组 5头, A组(pSFV1CS- 
E2/rAdV-E2 即 pSFV1CS-E2 首免/rAdV-E2 加强)接
种 100 μg 表达 CSFV E2 蛋白的复制子载体疫苗
pSFV1CS-E2; B组(rAdV-E2/rAdV-E2)经后腿肌肉注
射接种 108 TCID50(1 mL)的重组腺病毒 rAdV-E2; C
组(wtAdV/wtAdV)接种野生型腺病毒 wtAdV。免疫
后 3 周对 A 组和 B 组猪只用 108 TCID50 rAdV-E2   
(1 mL)进行加强免疫, C组再次接种等剂量的 wtAdV。 

1.2  猪瘟特异性抗体检测 
免疫后每周、攻毒后第 0~14 天每隔 2 d, 采血

分离血清 , 用 CSFV 抗体检测试剂盒 (IDEXX 公

司)(基于猪瘟病毒中和性单克隆抗体的竞争 ELISA

试剂盒)检测 CSFV特异性中和抗体产生情况。 

1.3  细胞免疫应答检测 
1.3.1  CFSE法检测淋巴细胞增殖 

无菌采集免疫猪抗凝血 10 mL, 室温静置 1 h, 
取上清, 用等体积的 Hank’s 平衡盐溶液稀释, 缓慢
加入淋巴细胞分离液, 按操作说明书分离外周血单
个核细胞(PBMC)。将新鲜分离的 PBMC计数后, 用
RPMI 1640不完全培养基调整细胞浓度为 107个/mL, 
进行 CFSE标记: 将 10 mmol/L储存浓度的 CFSE用
RPMI 1640 不完全培养基稀释成不同浓度的溶液, 
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混匀后加入等体积上述 PBMC中, 37oC染色 10 min, 
中间振荡混匀数次, 然后用冰冷的胎牛血清 FBS 淬
灭多余的 CFSE, 然后用含 3% FBS的 PBS洗涤细胞
3 次, 用 RPMI 1640 完全培养基调整细胞浓度为  
106个/mL。将标记的 PBMC 加入细胞培养板, 加入
10 μL 的猪瘟病毒, 每一个刺激剂量在每一块板上
设 3 个重复。试验同时设未用 CFSE 标记的细胞对
照。将细胞放入含 5% CO2的恒温培养箱培养 5 d后
收获细胞, 用含 3% FBS的 PBS洗 2遍, 然后用 PE
标记的小鼠抗猪 CD8单抗、生物素标记的小鼠抗猪
CD4单抗(Southern Biotech, USA)冰浴染色 30 min, 
用含 3% FBS的 PBS洗 2遍, 用 R-PE-CY5.5标记的
亲和素冰浴染色 20 min, 再用 PBS 洗涤细胞 3 次, 
最后一次加入 300 μL PBS后立即上机检测, 或加入
300 μL 1%多聚甲醛固定直至上机。然后利用 FACS 
Calibur流式细胞仪检测, 用CellQuest软件获取数据, 
分析总淋巴细胞、CD4+和 CD8+细胞亚群的增殖。 
1.3.2  WST-8试剂检测淋巴细胞增殖 

按上述方法分离 PBMC。将新鲜分离的 PBMC
计数后, 将细胞用 RPMI-1640 完全培养液调整细胞
浓度至 107个/mL。将上述制备的淋巴细胞悬液混匀
加入 96 孔细胞培养板 , 每孔加入淋巴细胞悬液  
100 mL。将每组淋巴细胞悬液设 3 个重复, 分别用
CSFV刺激。将细胞置于 37oC、5% CO2培养箱培养

72 h后, 每孔加入 10 μL WST-8试剂(日本同仁化学
研究所), 混匀后继续培养 4 h, 测定 OD450值, 计算
刺激指数(SI)=OD450(刺激孔)/OD450(空白对照孔)。 

1.4  攻毒 
第 2次免疫后第 9周, 通过颈部肌肉注射 1 mL

新近复壮的 CSFV 石门强毒血毒(106 TCID50/mL), 
对所有猪只进行攻毒。攻毒后, 每天记录所有猪的

直肠温度和临床变化; 病死猪及处死猪进行病理剖
检, 同时采集各脏器, 进行组织病理学检查及免疫
组化检测。 

1.5  免疫组化及病理组织学检测 
剖检时, 取所有猪的扁桃体、淋巴结、脾脏和

肾脏等组织 , 制备成冰冻切片 , 用冷丙酮固定后 , 
加入抗猪瘟病毒 E2 基因的单克隆抗体 HQ06, 37oC
孵育 1 h, 用含有 0.05%吐温 20 的 PBS(PBST)洗 3
遍后, 加入 FITC 标记的羊抗鼠 IgG(Sigma 公司), 
37oC 孵育 45 min, 用 PBST 洗 2 遍, 再用 PBS 洗 1
遍, 然后封片, 置荧光显微镜下观察。同时制备病理
切片, 染色观察各组织病理变化。 

1.6  用荧光定量 RT-PCR 检测血液中病毒含量 
攻毒后不同时间采集抗凝血, 用 Trizol 试剂提

取总 RNA, 溶于 40 μL DEPC处理的灭菌双蒸水中, 
取 20 μL 反转录成 cDNA 后, 用已报道的荧光定量
RT-PCR 方法 [10], 检测试验猪攻毒后 CSFV 病毒   
载量。 

2  结果 

2.1  免疫猪产生的 CSFV 特异性中和抗体 
A 组(pSFV1CS-E2/rAdV-E2)与 B 组(rAdV-E2/ 

rAdV-E2)免疫组在免疫后 3 周从个别猪检测到了猪
瘟特异性中和抗体的产生, 加强免疫后抗体持续升
高, 其中 A 组于加强免疫后第 6 周达到峰值, 一直
持续到攻毒前(抗体阻断率平均值为 72.06%), 攻毒
后抗体水平短时下降, 但从攻毒后第 3 天起, 抗体
迅速升高, 一直持续到试验结束, 达到最大值(平均
值为 84.77%); 而野生型腺病毒对照猪免疫后至攻
毒前均未产生特异性抗体(阻断率<30%为阴性)(图
1), 并在攻毒后第 11天后陆续死亡。 

 
图 1  免疫猪产生的猪瘟抗体 
Fig. 1  Detection of serum antibody in immunized pigs using blocking ELISA. 
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2.2  免疫猪的特异性淋巴细胞增殖水平 
为了评价免疫后所诱导的细胞免疫反应 , 用

CFSE 染色方法和 WST-8 试剂检测方法, 评价了免疫

猪CD4+和CD8+ T细胞经特异性抗原(猪瘟病毒石门株)

刺激后的增殖反应。结果表明, rAdV-E2/rAdV-E2免疫

组猪脾细胞经 CSFV 刺激后诱导了平均 4.57%的

CD4+ T 细胞和 4.69%的 CD8+ T 细胞增殖 , 

pSFV1CS-E2/rAdV-E2 免疫组猪脾细胞经 CSFV 刺激

后诱导了平均 5.2%的 CD4+ T细胞和 5.17%的 CD8+ T

细胞增殖, 这 2 组淋巴细胞增殖水平与 C 组对照组比

较差异极显著(P<0.01), 这 2 组之间比较无显著差异

(P>0.05)(图 2)。WST-8试剂检测结果与之类似(图 3)。 

 

图 2  免疫猪产生的 CD4+和 CD8+ T 细胞增殖 
Fig. 2  The CD4+ and CD8+ T cells proliferation in immunized pigs measured by CFSE assay. A: pSFV1CS-E2/rAdV-E2;        
B: rAdV-E2/rAdV-E2; C: wtAdV/wtAdV; **: P<0.01. 
 

 

图 3  用 WST-8 试剂检测免疫猪产生的脾淋巴细胞增殖

反应 
Fig. 3  The splenocyte proliferation responses in immunized 
pigs measured by WST-8 assay. A: pSFV1CS-E2/rAdV-E2;   
B: rAdv-E2/rAdV-E2; C: wtAdV/wtAdV; **: P<0.01. 
 
2.3  免疫猪对致死剂量 CSFV 强毒攻击的保护 

攻毒后, A 组免疫猪没有出现任何临床症状; B

组中有一头猪出现短期体温升高, 随后恢复到正常, 

未见有其他临床症状 , 两组猪攻毒保护率达

100%(5/5); C组对照猪攻毒第 2天起一直稽留高热, 

体温升高至 41oC~42oC(图 4), 精神沉郁、食欲下降

乃至废绝、怕冷、嗜睡; 病初便秘, 随后出现糊状或

水样并混有血液的腹泻, 大便恶臭; 结膜炎、口腔粘

膜不洁、齿龈和唇内以及舌体上可见有溃疡或出血

点; 后期鼻端、唇、耳、四脚、腹下及腹内侧等处

皮肤上有出血点或斑等猪瘟的典型症状。攻毒后第

15天将所有试验猪扑杀后剖检, 除了 B组个别猪在

淋巴结或脾脏有轻微病变外, 在 A 组猪和 B组猪其

他脏器无可见典型的猪瘟病理变化。而 C 组所有对

照猪均出现典型的猪瘟病理变化: 扁桃体出血、有

坏死灶, 淋巴结肿大、出血, 呈大理石状, 脾脏有梗

死灶 , 肾脏有大量出血点 , 形似麻雀蛋 , 膀胱有多

个出血点, 回盲瓣扣状肿等。 

2.4  免疫猪攻毒后组织中的病毒抗原 
剖检后, 取试验猪相关组织制备冰冻切片, 用

免疫组化法检测攻毒后病毒抗原在组织中分布情

况。结果表明, A 组免疫猪没有检测到猪瘟病毒; B

组免疫猪仅在其个别组织中检测到少量病毒抗原 ;  
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图 4  免疫猪攻毒后直肠温度 
Fig. 4  Rectal temperatures of immunized pigs following virulent CSFV challenge. 

表 1  用实时荧光定量 RT-PCR 检测攻毒后免疫猪血液中猪瘟病毒 RNA 含量(copies/μL) 
Table 1  Detection of the viral RNA in the blood of the immunized pigs following challenge with CSFV by real-time RT-PCR 

Days post-challenge 
Groups No. 

0 1 3 5 7 14 
A1 – – – – – – 
A2 – – – – – – 
A3 – – – – – – 
A4 – – – – – – 

pSFV1CS-E2/rAdV-E2 

A5 – – – – – – 
B1 – – – – – – 
B2 – – – 1.23×103  – 
B3 – – – – – – 
B4 – – – – – – 

r AdV-E2/rAdV-E2 

B5 – – – – – – 
C1 – – 9.6×103 6.7×106 3.79×105 – 
C2 – – 2.99×104 3.54×106 7.6×105 / 
C3 – – 4.27×104 6.2×106 9.3×103 / 
C4 – – 2.68×104 1.2×106 9.6×104 / 

wtAdV/wtAdV 

C5 – – 1.23×102 1.2×106 9.5×102 / 

–: not detectable; /: death. 
 
从所有 C 组对照猪的扁桃体、淋巴结、脾脏、肾脏

等组织中均检出了大量病毒抗原。病理切片结果显

示, A组免疫猪没有任何病理变化; B组免疫猪在部

分组织中出现了病理变化: 腹股沟淋巴结副皮质区

内有细胞少量增生伴有少量嗜酸性粒细胞浸润, 脾

脏白髓内淋巴细胞轻度增生可见有淋巴细胞分裂相, 

颌下淋巴结淋巴细胞轻度增生, 小结体积增大淋巴

细胞增多伴有少量浆细胞增生, 副皮质区内有淋巴

细胞增生伴有少量巨噬细胞和嗜中性粒细胞浸润; C

组所有猪均出现了猪瘟典型病变: 膀胱粘膜固有层

内有淋巴样细胞浸润灶, 小血管有淤血, 扁桃体淋

巴细胞普遍性减少, 小血管严重淤血, 无明显淋巴

小结, 腹股沟淋巴结出现结缔组织增生, 肾脏小血

管淤血 , 肾小管有坏死崩解伴有淋巴样细胞浸润 , 

脾脏红髓内有大量红细胞, 白髓淋巴细胞明显减少

伴有少量巨噬细胞浸润(结果未显示)。 

2.5  免疫猪攻毒后血液中的病毒含量 
用实时荧光定量 RT-PCR 检测试验猪攻毒后血

液中病毒 RNA, 结果表明, A 组所有时间点均未检

到 CSFV RNA; B组免疫猪仅在攻毒后第 5天有一头
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猪(B2)检出了少量 CSFV RNA(1.23×103 拷贝/μL), 

其余所有时间点均未检到 CSFV RNA; wtAdV对照

组所有猪在攻毒后第 3 天直到死亡均检出了 CSFV 

RNA, 含量最高达到了 106拷贝/μL以上(表 1)。 

3  讨论 

多次免疫可以简便有效地提高疫苗的免疫效

果。使用同种疫苗反复注射(Homologous boost)长期

以来一直在广泛使用, 它在增强体液免疫反应方面

非常有效。在本研究中 rAdV-E2/rAdV-E2 免疫组就

是在加强免疫后第 3 周以后才产生高水平的猪瘟特

异性中和抗体的, 相对于弱毒疫苗而言, 其产生的中

和抗体较慢, 这种策略对细胞免疫的增强效果有限, 

因为初始免疫产生的针对载体的免疫反应削弱了加

强免疫所产生的强势抗原呈递以及适当的炎症信号

的产生。这些年, 很多研究显示, 用一种疫苗初免、

用另一种不同的疫苗加强(Heterologous boost), 即通

常所指的 prime-boost 免疫策略在抗感染免疫中可以

起到非常好的效果, 它可以诱导高水平的记忆T细胞

的产生[11]。 

prime-boost 策略包括刺激机体产生针对一种载

体表达的目标抗原的免疫应答, 然后使用另一种不

同载体进一步有选择地增强这种特异性免疫反应。

通常人们使用DNA疫苗进行初免, 然后使用重组痘

病毒或重组腺病毒进行加强。在本研究中, 也证实

这种组合的加强效应, 与 rAdV-E2/rAdV-E2 免疫组

相比, 应用 pSFV1CS-E2 首免/rAdV-E2 加强, 其免

疫增强效果体现在细胞免疫上, 应用 CFSE 染色法

检测到了很高水平的淋巴细胞增殖, 这在抵抗猪瘟

强毒的攻击上发挥了相当大的作用, 这种组合免疫

的猪只, 在攻毒后没有表现任何典型猪瘟临床症状, 

也没有出现病毒血症, 其作用主要表现在特异性 T

细胞数目的增加、高亲和力 T 细胞的选择性增强以

及抵抗病原体攻击效率的提高等[12], 此外也有很多

用重组蛋白加强的例子, 它可以诱导非常强的抗体

反应[13]。通过使用 prime-boost免疫策略可以显著提

高 CD4+和 CD8+ T细胞反应性, CD4+ T细胞的反应

可以加强体液免疫效果, 还能促进 CD8+ T细胞对增

强次要抗原的反应性, 调节由主要抗原引起的 CD8+

记忆性 T细胞的质量及寿命[14]。 

异源 prime-boost方案有效增强免疫效果的详细

机制尚未完全阐明, 但存在几种可能的因素: 使用 

2 种不同形式传递抗原表位能使免疫反应集中在目

标抗原上, 尽可能少受载体的干扰。用于 boost的另

一种载体只有与 prime 的载体表达相同的抗原才能

使已有的针对抗原的记忆性 T 细胞达到最大化增

殖。并且使用不同的载体去加强已有的反应, 避免

了针对先前载体的体液及细胞免疫反应削弱本应进

一步强化的反应, 可以使通过载体获得的宿主免疫

逃避最小化, 本研究中应用的甲病毒复制子载体疫

苗和重组腺病毒疫苗符合了这种概念。通常, 初免

一个系统比增强它要容易得多, 因为已有的 CTL 细

胞会对那些在 boost 过程中试图加强反应的抗原呈

递细胞产生负面作用。因此, 或许只有免疫原性极

强的病毒载体才能够避免受到此种限制而产生有力

的加强免疫效果。另外连续使用不同体系表达外源

基因可以增加来自载体的特异性以及非特异性刺激, 

进而为抗原表达提供一个有力的环境。这个理论有

助于解释为什么像 DNA 这类简单的形式就可用于

prime, 引发集中针对几个免疫优势表位的 CD8+ T

细胞反应, 同时, boost需要使用来自病毒载体的“危

险信号”去增强反应, 迅速放大 prime引起的抗原特

异性记忆 T细胞。McConkey等[15]用抗疟疾的 DNA

疫苗免疫人 , 同时用重组痘苗病毒安卡拉株加强 , 

诱导了高频率的抗原特异性 IFN-γ分泌细胞, 抗原

特异性 T 细胞反应比只免疫 DNA 疫苗或是重组痘

苗病毒强 5~10倍。Webster等[16]用 DNA疫苗初免、

用重组禽痘病毒加强也诱导抗疟疾高水平的保护性

免疫。针对 HIV-1的疫苗研究显示, 使用 DNA疫苗

初免、重组病毒加强同样是比较具有优势的选择 , 

能诱导高水平的抗原特异性 CD8+ T 细胞。

Hammonad 等报道了有关 CSFV E2 重组猪腺病毒

(rPAVgp55)活载体疫苗和 DNA质粒(核酸疫苗)联合

免疫的研究, 试验显示可 100%保护断奶仔猪, 75%

保护断奶前仔猪[17]。本研究利用 prime-boost免疫策

略取得了完全免疫保护效果, 与猪瘟兔化弱毒疫苗

免疫效果大体相当。 

本研究应用猪瘟甲病毒复制子载体 DNA 疫苗
初免、猪瘟重组腺病毒活载体疫苗加强免疫的免疫

策略, 在猪体上得到了很好的免疫效果, 免疫猪在
加强免疫后抗体迅速升高 , 并能抵抗致死剂量
CSFV的攻击, 应用这 2种疫苗进行联合免疫有望对
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猪瘟起到较好的预防作用。 
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