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摘  要: 为探究表达猪流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV) S1 基因的植物乳杆菌工程菌是否对动

物产生保护力，利用构建的含重组质粒 pVE5523-S1 乳杆菌口服免疫豚鼠 3 次，每次间隔 14 d，每次 2×108 CFU/只。

并以植物乳杆菌及含表达质粒 pVE5523 植物乳杆菌为阴性对照，进行相同处理。用猪流行性腹泻、猪传染性胃肠炎

二联活疫苗 (HB08 株+ZJ08 株) 肌肉注射接种豚鼠，免疫 3 次，每次间隔 14 d，每次 0.2 mL/只，作为阳性对照。

分别在免疫后的 0 d、7 d、14 d、24 d、31 d、41 d 及 48 d 对 4 组试验豚鼠心脏采血并分离血清，进行酶联免疫

吸附试验 (Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA) 检测抗体和中和试验分析，同时无菌采豚鼠脾脏，进行

脾细胞增殖实验分析。结果显示，工程菌能刺激机体产生分泌性抗体 sIgA、特异性中和抗体，还可刺激机体 IL-4

和 IFN-γ 的增长以及脾细胞的增殖。说明该 PEDV S1 基因植物乳杆菌工程菌使豚鼠对 PEDV 产生了特异性免疫

力，为后续口服疫苗的研究奠定了基础。 

关键词: 猪流行性腹泻病毒 S1 基因，植物乳杆菌，黏膜免疫，免疫原性  

·动物及兽医生物技术· 
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Abstract:  To investigate whether the engineered Lactobacillus plantarum expressing the porcine epidemic diarrhea virus 

(PEDV) S1 gene can protect animals against PEDV, guinea pigs were fed with recombinant L. plantarum containing plasmid 

PVE5523-S1, with a dose of 2×108 CFU/piece, three times a day, at 14 days intervals. Guinea pigs fed with wild type       

L. plantarum and the engineered L. plantarum containing empty plasmid pVE5523 were used as negative controls. For positive 

control, another group of guinea pigs were injected with live vaccine for porcine epidemic diarrhea and porcine infectious 

gastroenteritis (HB08+ZJ08) by intramuscular injection, with a dose of 0.2 mL/piece, three times a day, at 14 days intervals. 

Blood samples were collected from the hearts of the four groups of guinea pigs at 0 d, 7 d, 14 d, 24 d, 31 d, 41 d and 48 d, 

respectively, and serum samples were isolated for antibody detection and neutralization test analysis by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). The spleens of guinea pigs were also aseptically collected to perform spleen cells proliferation 

assay. The results showed that the engineered bacteria could stimulate the production of secretory antibody sIgA and specific 

neutralizing antibody, and stimulate the increase of IL-4 and IFN-γ, as well as the proliferation of spleen cells. These results 

indicated that the engineered L. plantarum containing PEDV S1 induced specific immunity toward PEDV in guinea pigs, 

which laid a foundation for subsequent oral vaccine development. 

Keywords:  porcine epidemic diarrhea virus S1 gene, Lactobacillus plantarum, mucosal immunity, immunogenicity 

猪流行性腹泻 (Porcine epidemic diarrhea，

PED) 是一种以水样腹泻为特征的猪的急性、高

度接触性肠道传染病[1]。该病在全球广泛流行，严

重影响养猪业的发展，造成了很大的经济损失。猪

流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic diarrhea virus，

PEDV) S1 基因是 PEDV 主要的免疫原性基因，在诱

导机体产生中和抗体的过程中发挥着重要作用[2-5]。 

乳酸杆菌是一类无芽孢并能将葡萄糖发酵为

乳酸的细菌，其具有许多特性使它非常适合作为

载体将目的基因递呈至黏膜从而引起黏膜免疫。

例如具有耐酸和耐胆盐的生物特性；能够定殖在

机体特定的区域，在维持微生物菌群平衡方面发

挥着重要的作用；细胞壁的主要成分脂磷壁酸 

(Lipoteichoic acid，LTA) 能够刺激细胞因子的合

成[6-7]。并且已有研究成功构建了以乳酸杆菌为载

体的活疫苗：付婷婷等[8]构建了猪圆环病毒 3 型

Cap 蛋白重组乳杆菌，周晗[9]构建了表达猪轮状

病毒的 VP7 和 NSP4 基因的重组乳杆菌。 

本实验将表达 PEDV S1 基因的工程乳酸杆菌

口服免疫实验动物，并对血清中抗体水平、粪便

中分泌抗体水平、脾细胞增殖情况等进行检测和

分析，以期为 PEDV 活载体疫苗的研发与临床应

用奠定实践基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  菌株和试验动物 

PEDV EM-P 株、植物乳杆菌由四川农业大学

动物生物技术中心保存；PEDV S1 基因植物乳杆

菌工程菌、含有质粒 pVE5523 植物乳杆菌[10]由 

四川农业大学动物生物技术中心构建保存；健康

豚鼠购自达硕生物科技有限公司。 
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1.1.2  主要试剂 

猪源 PEDV S 蛋白 IgA、IgG、sIgA ELISA 检

测试剂盒、豚鼠源 IL-4、IFN-γ ELISA 检测试剂

盒和辣根过氧化物酶  (Horseradish peroxidase, 

HRP) 标记的山羊抗豚鼠二抗均购自上海酶联生

物科技有限公司；新生犊牛血清、DMEM、RPMI 

1640 培养液均购自美国 GIBCO 公司；MTT 试剂盒

购自 BBI Life Science；猪流行性腹泻、猪传染性胃

肠炎二联活疫苗 (HB08 株+ZJ08 株) (PED-TGE 二

联活疫苗) 购自中牧实业股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌液制备 

分别用含红霉素的 MRS 培养基和 MRS 培养

基培养 PEDV S1 基因乳杆菌工程菌与植物乳杆

菌，调整浓度为 109 CFU/mL。 

1.2.2  试验动物分组及免疫 

将 40 只 250–300 g 豚鼠随机分为 4 组，其中

3 组分别口服免疫 PEDV S1 基因乳杆菌工程菌、

含质粒 pVE5523 的植物乳杆菌 (空载组) 及含红

霉素的 MRS 液体培养基  (空白组)，每组免疫    

3 次，每次间隔 14 d，每次 2×108 CFU/只；另设

一组为商品疫苗免疫组 (PED-TGE 二联活疫苗)，

肌注免疫 3 次，每次间隔 14 d，每次 0.2 mL/只。 

1.2.3  sIgA 抗体检测 

于免疫前 (0 d) 及初次免疫后 7 d、14 d、24 d、

31 d、41 d、48 d 采集豚鼠的粪便样品。使用猪源

PEDV S 蛋白 sIgA ELISA 检测试剂盒进行测定，

二抗为辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的山羊抗豚

鼠抗体。应用间接 ELISA 方法测定，商品试剂盒

中包被了 sIgA 的一抗，将样品 1︰4 稀释之后加

入反应孔进行孵育，孵育后加入酶标二抗，酶标

仪测定 OD450。以标准物浓度和 OD450 建立坐标系

绘制曲线计算抗体水平。 

1.2.4  血清中 IgG、IgA、IL-4、IFN-γ 检测 

于免疫前 (0 d) 及初次免疫后 7 d、14 d、24 d、

31 d、41 d、48 d 心脏采集豚鼠的血液，分别用猪

源 PEDV S 蛋白 IgA、IgG ELISA 检测试剂盒和豚

鼠源 IL-4、IFN-γ ELISA 检测试剂盒进行检测。

IgG、IgA ELISA 检测时二抗为辣根过氧化物酶 

(HRP) 标记的山羊抗豚鼠。实验操作同 1.2.3。 

1.2.5  脾细胞增殖试验 

每组选择一只豚鼠，于免疫前 (0 d) 及初次免

疫后 7 d、14 d、24 d、31 d、41 d、48 d 解剖豚鼠，

取脾脏并开一口，用 PBS 液冲洗并用镊子按压，

收集液体，离心后用 PBS 液重悬沉淀。向 96 孔板

中加入 100 μL 的 1640 培养液、50 μL 的含有脾细

胞和 10 μL/mL 双抗的 PBS 溶液。按照 MTT 试剂

盒说明书步骤检测豚鼠脾细胞增殖情况。 

1.2.6  中和抗体检测 

将 PEDV EM-P 株用含有 2%新生犊牛血清的

DMEM 进行 10 倍梯度稀释，稀释 9 个梯度，接

种于 Vero 细胞密集生长至 80%的 96 孔板中，每

孔加 100 μL，设置 8 个重复，其余孔为对照。培

养 4–6 d 记录细胞病变。根据 Reed-Muench 法计

算 TCID50。 

将待检血清灭活并进行 2倍梯度稀释 (1︰2、

1︰4、1︰8、1︰16、1︰32、1︰64)，加入 96 孔

板中，每孔加 50 μL，设置 4 个重复。将病毒液用

含 10%新生犊牛血清的 DMEM 稀释为 200 TCID50，

每孔加 50 μL。充分混匀后作用 1 h。制备 Vero 细

胞悬液，加入 96 孔板中，每孔 100 μL。混合后

培养观察，并设置正常细胞空白对照组。根据 CPE

用 Reed-Muench 法计算出 50%血清中和终点。 

2  结果与分析 

2.1  粪便样品中 sIgA 的检测结果 

空白组和空载组 sIgA 水平没有明显变化。

PEDV S1 基因工程菌组在首免后第 7 天抗体水平

明显增加 (P<0.05)，二免后 sIgA 抗体迅速增长至

488.34 ng/L (P<0.05) ，三免后再次迅速增长 

(P<0.01)，最大增长至 600.61 ng/L。商品疫苗组

在第 48 天达到最大值 360.8 ng/L (P<0.01) (图 1)。 
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图 1  粪便样品中 sIgA 检测结果 
Fig. 1  sIgA levels in fecal samples. 
 

2.2  血清中 IgG、IgA、IL-4、IFN-γ 的检测

结果 

2.2.1  血清中 IgG 抗体水平的检测结果 

空白组和空载组 IgG 水平没有明显的变化。

PEDV S1 基因工程菌组在首免后抗体水平开始增

长  (P<0.01)，三免后 IgG 水平增长到最大值

354.45 U/L (P<0.01)。商品疫苗组在 48 d 抗体水

平达到最大值 602.66 U/L (P<0.01) (图 2)。 

2.2.2  血清中 IgA 水平的检测结果 

空白组和空载组 IgA 水平没有明显的增长。

PEDV S1 基因工程菌组和商品疫苗组在首免后

IgA 水平开始增长，且前者增长速度比后者快 

(P<0.01)；在 48 d PEDV S1 基因工程菌组和商品疫

苗组 IgA 水平均达到最大值，分别为 331.07 U/L、

198.59 U/L (P<0.01) (图 3)。 

 

 
 

图 2  血清中 IgG 抗体 ELISA 检测结果 
Fig. 2  Serum IgG levels detected by ELISA. 

 
 
图 3  血清中 IgA 抗体 ELISA 检测结果 
Fig. 3  Serum IgA levels detected by ELISA. 
 
2.2.3  血清中细胞因子 IL-4 水平的检测结果 

空白组和空载组 IL-4 水平没有明显变化。

PEDV S1 基因工程菌组和商品疫苗组在一免后

IL-4 水平开始增长，二免后 IL-4 的水平迅速增长 

(P<0.01)，两组 IL-4 水平在 48 d 均达到最大值，分

别为 75.24 pg/mL 和 152.04 pg/mL (P<0.01) (图 4)。 

2.2.4  血清中 IFN-γ 水平的检测结果 

空白组 IFN-γ 的水平没有明显变化，空载组

IFN-γ 的水平有小幅度的增加。PEDV S1 基因工

程菌组和商品疫苗组 IFN-γ 水平在首免后开始增

长，7–14 d 增长缓慢 (P<0.05)，二免后，两组 IFN-γ

水平均迅速增长 (P<0.01)，在 48 d PEDV S1 基因

工程菌组和商品疫苗组 IFN-γ 水平均达到最大

值，分别为 106.42 pg/mL 和 147.86 pg/mL (P<0.01) 

(图 5)。 

 

 
 

图 4  血清中 IL-4 水平的 ELISA 检测结果 
Fig. 4  Serum IL-4 levels detected by ELISA. 
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图 5  血清中 IFN-γ 水平的 ELISA 检测 
Fig. 5  Serum IFN-γ levels detected by ELISA. 
 

2.3  脾细胞增殖实验结果 

空白组和空载组的脾细胞未出现明显的增

殖，PEDV S1 基因工程菌组和商品疫苗组脾细胞

有明显的增殖 (P<0.01)，但 PEDV S1 基因工程菌

组弱于商品疫苗组 (图 6)。 

2.4  细胞中和试验结果 

根 据 Reed-Muench 法 计 算 PEDV 毒 株 

TCID50 为 10–6.32/0.1 mL，PEDV S1 基因工程菌组

和商品疫苗组都产生了中和抗体，PEDV S1 基因

工程菌组中和抗体水平低于商品疫苗组，空白组

和空载组均未检出中和抗体 (图 7)。 

 

 
 
图 6  脾细胞增殖实验 
Fig. 6  The splenocyte proliferation assay detected by 
MTT method. 

 
 
图 7  中和试验结果 
Fig. 7  The results of neutralization test. 
 

3  讨论 

实验结果表明，以乳酸杆菌为载体的疫苗不

仅能诱导机体产生体液免疫、细胞免疫，还能刺

激机体产生黏膜免疫。用植物乳杆菌为活载体表

达 PEDV S1 基因的细菌活载体疫苗免疫健康豚鼠

后，能在一定程度上刺激动物脾细胞的增殖，还

可以刺激动物机体产生特异性病毒中和抗体。 

在成功构建了 PEDV S1 基因植物乳杆菌工程

菌的基础上，我们通过用 PEDV S1 基因工程菌口

服免疫豚鼠来初步探究该活载体疫苗的免疫原

性。特异性抗体结果显示，相比于空白组和空载

组，PEDV S1 基因工程菌组的 IgG 水平在 48 d 内

有明显提高，但低于商品疫苗组。该结果与苏君

鸿等[11]研究结果一致，原因可能是商品化 ELISA

试剂盒包被板上是 PEDV S1 蛋白全蛋白，含有本

研究目的蛋白量较少。针对这种情况，可以将目的

蛋白纯化后作为包被板中的抗原物质，这样可使准

确性更高。但本研究结果与倪能能等[12]研究结果

不同，倪能能构建了猪圆环病毒 2 型 ORF2 基因

重组植物乳杆菌并免疫小鼠，以 PCV2 商品灭活
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疫苗组作为对照组，均产生了较高的特异性的抗

体，两者保护效果没有明显差别。原因可能是由

于在对照组中选用的商品疫苗不同，本研究中采

用的是 PED-TGE 二联活疫苗。从分泌性抗体 sIgA

测定结果显示，相比于空白组、空载组、商品疫

苗组，PEDV S1 基因乳杆菌工程菌中在 48 d 内

有明显的增长。以上结果与张月[13]表达的 PEDV 

S1 蛋白重组嗜酸乳杆菌口服免疫小鼠后得到的

结果一致，说明植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌均能作

为载体递呈抗原物并刺激机体产生黏膜免疫应

答。病毒中和抗体测定结果显示，在免疫结束    

2 周后检测豚鼠血清中中和抗体效价，在 PEDV S1

基因工程组和商品疫苗组均测得病毒中和抗体，

但 PEDV S1 基因工程菌组的中和抗体水平低于商

品疫苗组。其原因在于 PEDV S1 基因工程菌免疫

主要刺激机体产生分泌性抗体 sIgA，而通过肌注

的商品疫苗组主要刺激机体产生特异性抗体

IgG。其次在于，PED-TGE 二联活疫苗含有完整

的病毒成分，刺激动物机体产生的抗体更为全面，

而乳酸杆菌活载体疫苗仅选用了 PEDV S 蛋白中

的一部分，刺激机体产生的抗体比较单一，与

PED-TGE 二联活疫苗相比，产生的中和抗体水平

相对较低。 

工程菌口服疫苗与传统疫苗相比具有很多优

势。与口服疫苗相比，口服疫苗在肠道易受到胃

酸及肠道内容物的破坏，从而降低了免疫效果；

而工程菌疫苗在肠道内能够免受胃酸的破坏，在

肠道内定殖并表达 PEDV S1 蛋白达到更好的免

疫效果。与注射疫苗相比，注射疫苗技术要求高，

人工成本高；且注射易引起猪只产生应激；而工

程菌疫苗可以通过饮水或饲料进行免疫，人工成

本低，不易产生应激反应。 

乳酸杆菌工程菌活载体疫苗有许多经济又实

用的优点，这类疫苗较易生产、不需纯化；成本

较低、价格非常便宜；易于口服使用，口服免疫

不会损坏皮肤黏膜，有利于预防通过伤口接触感

染的疾病；易于保存和运输；可诱导产生黏膜免

疫、体液免疫和细胞免疫；安全性高于常规疫苗。

综上所述，乳酸杆菌工程菌活载体口服疫苗的开

发使用是过去几年也是未来口服疫苗研究的热

点。全价、多型、多联乳酸杆菌工程菌活载体口

服疫苗发展前景十分诱人。本实验对 PEDV 活载

体口服疫苗的免疫原性进行了探究，为后续

PEDV 疫苗的研究提供参考。 
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