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转移因子对猪圆环病毒亚单位疫苗免疫效果的影响 

屈泰龙，李润成，钱幸，杨宇，余兴龙*  

(湖南农业大学动物医学院，湖南 长沙 410128) 
 

摘 要：为探寻转移因子(TF)对猪圆环病毒亚单位疫苗免疫效果的影响，将猪脾脏研磨，并反复冻融研磨液，离

心获取冻融上清，用超滤法从上清液中提取转移因子。TF 经理化检验合格后，以添加剂的形式与猪圆环病毒亚

单位疫苗(Cap疫苗)混合，制成 TF–Cap疫苗，并和未添加 TF的 Cap疫苗同时进行小鼠免疫试验。TF–Cap疫苗

和 Cap疫苗免疫的小鼠都设一免组和二免组，首次免疫后每隔 10 d对实验鼠进行尾静脉采血，并用间接 ELISA

方法测定血清中猪圆环病毒 2型(PCV2)的抗体水平。结果表明：用超滤法制得的 TF，多肽含量为 1.83 mg/mL；

抗体检测数据显示，4个免疫组与对照组(注射生理盐水)的抗体检测值有极显著差异(P<0.01)，而 4个免疫组之间

无显著差异(P>0.05)，TF–Cap疫苗一免组的抗体水平与 Cap疫苗二免组的抗体水平相当，表明在圆环病毒基因工

程疫苗中添加 TF可一定程度的提高免疫动物的抗体水平。 
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Abstract: To investigate the effect of transfer factor (TF) on the immune efficacy of porcine circovirus type 2 (PCV2) 
subunit vaccine, spleen from healthy porcine was grinded and the homogenate was frozen-thawed six times. TF was 
obtained after the homogenate was centrifuged and ultrafiltered. After physical and chemical inspection, TF was added to 
PCV2 subunit vaccine (Cap vaccine), named TF-Cap vaccine. TF-Cap vaccine and Cap vaccine were used to immunize 
mice with physiological saline as control. The mice were separated into two groups: one-time vaccination and two-time 
vaccination. Blood was collected at 10-d interval through caudal vein after the first vaccination and PCV2 antibody was 
tested using indirect enzyme-linked immuno-sorbent assay. The result showed that the concentration of the ultrafiltered 
TF is 1.83 mg/mL. Detection of PCV2 specific antibody showed that there are significant differences (P<0.01) between 
vaccine group and control group while there is no significant differences (P>0.05) among vaccine groups. However, 
PCV2 antibody titer in mice immunized TF-Cap vaccine only once was comparable to mice immunized Cap-vaccine 
twice, indicating PCV2 subunit vaccine with TF can enhance the antibody production. 

Key words: transfer factor; porcine circovirus (PCV); subunit vaccine; immune enhancement 

 

                                                        
收稿日期：2013– 02–05 
基金项目：湖南省教育厅项目(11CY026) 
作者简介：屈泰龙(1986—)，男，河南开封人，硕士研究生，主要从事动物病原分子学与免疫学研究，qutalong@126.com；*通信作者，

xlyu999@126.com 

猪圆环病毒病是由圆环病毒 2型(PCV2 )引起的

疾病，主要为猪断奶后多系统综合征。该病于 1991

年首次在加拿大西部猪群暴发[1]；随后在其他养猪国

家开始报道[2–4]；中国于 2000年首次报道了猪群中存

在 PCV2感染[5]，其流行范围波及全国。疫苗免疫是

预防猪圆环病毒病的一个有效途径。目前，应用较多

的圆环病毒疫苗多为灭活苗，且多是通过 ELISA 方

法检测抗Cap蛋白特异性的抗体[6]来检测疫苗的免疫
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效果。PCV2全病毒灭活苗免疫动物所产生的抗体，

不能与自然感染 PCV2 后产生的抗体相区分。使用

PCV2 Cap 蛋白的亚单位疫苗，则能够通过现有

ELISA 检测方法区分抗体来源是疫苗免疫还是野毒

感染。但亚单位疫苗的抗原分子较小，产生的抗体水

平往往有限。在疫苗中添加不影响疫苗理化性质及抗

原性能，同时又能够调节机体的生理机能，增强机体

的免疫力的分子，从而提高机体防御疾病的能力，是

当前乃至未来疫苗发展的一个方向。 

转移因子(TF)是一种可溶、不耐热的小分子肽。

TF 无毒性、无过敏性、无热原性、无抗原性且无种

属特异性，低温保存数年活性不消失[7]，可从致敏淋

巴细胞中提取。TF 具有多种免疫学功能，如传递免

疫信息、激发免疫细胞活性、增强淋巴细胞转化、提

高机体免疫功能、解除免疫抑制及免疫增强作用[8]

等，在与灭活疫苗同时免疫实验动物后，能够不同程

度的提高免疫动物特异性抗体的产生[9–14]。 

鉴于 TF 的免疫增强作用，笔者将 TF 添加至

PCV2亚单位疫苗，进行小鼠免疫试验，并用未添加

TF的 PCV2亚单位疫苗同时免疫小鼠作对比，探讨

TF 对猪圆环病毒亚单位疫苗刺激机体产生特异性

抗体的影响，以便有效的控制或减少猪圆环病毒病

的发生。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

1.1.1 供试动物及脾脏 

昆明小鼠，30 只，雌性，体重 22~23 g，购自

湖南斯莱克景达实验动物中心。健康猪脾脏采集于

某屠宰场。 

1.1.2 主要试剂与仪器 

0.9%生理盐水购自湖南金箭药业有限责任公

司 ； 氢 氧 化 铝 凝 胶 购 自 Brenntag Biosector 

(Danmark)；BCA 蛋白浓度检测试剂盒购自 Thermo

公司；PCV2 抗体检测 ELISA 试剂盒为湖南农业大

学动物分子与免疫学实验室自主研发(专利号：

200910043875.9)[15]，MW10000 超滤管为 Merck 

MILLIPORE产品；MULTISKAN MK3酶标仪购自

Thermo公司。 

1.2 方 法 

1.2.1 TF 的制备 

参照张立武等[16]的方法制备 TF：将冻存的 PCV2

抗体阳性猪的脾脏取出融化，去脂肪、被膜，充分洗

净。用组织捣碎机绞碎，加适量生理盐水后，用高速

匀浆机(12 000g)匀浆 2次，每次 1 min。将匀浆液反

复冻融 6次，最后一次融化后以 3 000g离心 30 min，

取上清，将上清转移至超滤管内，10 000g离心 15 min，

无菌条件下将超滤液收集至无菌离心管中，－20℃

保存，备用。 

1.2.2 TF 的理化性质及安全性测定 

用 pH试纸检测 TF的 pH值；用 BCA法[9]测定

TF的多肽含量(操作见试剂盒说明书)；将 TF接种到

普通琼脂培养基，进行无菌检验；用不同剂量(100、

200、500 μL) TF分别腹腔接种 6只小鼠，进行安全

性试验。 

1.2.3 疫苗的制备 

在无菌条件下，将－20℃保存的 Cap 蛋白纯化

液[17]按照所需蛋白浓度以一定比例与生理盐水和稳

定剂混合均匀，在搅拌条件下缓慢的向其中添加氢

氧化铝凝胶佐剂，使 Cap 蛋白均匀的吸附于氢氧化

铝凝胶佐剂，此为 Cap疫苗。取配置好的 Cap疫苗，

5 000g 离心 5 min，用移液器将上清液移去，添加

TF制备液，5 000g离心 5 min，将沉淀用生理盐水

悬浮，使 TF终浓度为 2 mg/mL，并振荡混匀，即得

含有 TF的 Cap疫苗，命名为 TF–Cap疫苗。 

1.2.4 动物免疫试验 

将 30只昆明小鼠随机分为 5组，每组 6只。A

组为 Cap疫苗一免组；B组为 TF-Cap疫苗一免组；

C组为 Cap疫苗二免组；D组为 TF-cap疫苗二免组；

E组为生理盐水对照组，具体见表 1。通过皮下注射

对小鼠进行免疫，免疫组每只小鼠注射疫苗 100 μL，

对照组每只注射生理盐水 100 μL。首次免疫后的第

21 天，对二免组的小鼠加强免疫 1次。 
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表 1 供试小鼠免疫情况 
Table 1 Vaccine and vaccination protocol 

组别 多肽含量/ 
(mg·mL–1) 

抗原含量/ 
(μg·mL–1) 

免疫剂量/ 
μL 

免疫 
次数 

二免时间 

A  500 100 1  

B 2 500 100 1  

C  500 100 2 一免后第 21天

D 2 500 100 2 一免后第 21天

E   100 2 一免后第 21天

1.2.5 抗体检测 

首次免疫后第 21天，对所有小鼠进行尾静脉采
血，并分离血清，以后每隔 10 d进行采血。将血清
保存于－20 ℃，于第 4次采血结束时统一进行 PCV2
抗体检测。 检测采用 PCV2–Cap特异性 IgG抗体检
测试剂盒，具体操作按照说明进行。 

2 结果与分析 

2.1 TF 对小鼠的安全性 

所制备的 TF为透明液体，略呈淡黄色，质量浓
度为 1.83 mg/mL，用广谱 pH试纸测得其 pH值接近
7.0，用窄谱 pH 试纸测得 pH 值为 6.5~7.0；接种普
通琼脂培养基，未见有细菌生长；按不同剂量接种

小鼠，48 h内未见小鼠有异常反应。  

2.2 抗体检测结果 

抗体检测值列于表 2。用 t检验对 4个免疫组以
及对照组的抗体检测数据进行显著性差异分析，结

果显示，试验组与对照组差异极显著(P<0.01)，4个
免疫组之间差异没有统计学意义(P>0.05)。Cap疫苗
2 次免疫组抗体水平高于 Cap 疫苗一免组。一免组
中 TF–Cap 疫苗试验组小鼠的平均抗体水平比 Cap
疫苗试验组小鼠的平均抗体水平高，且 TF–Cap疫苗
组小鼠产生抗体比 Cap 疫苗组小鼠产生抗体快。 

表 2 首次免疫后各组小鼠的 PCV2 抗体水平(OD 450 nm) 
Table 2 PCV2 antibody levels in mice from different groups 

after first vaccination  
OD450 nm 

组别 
第 21天 第 31天 第 41天 第 51天 

A 0.41 0.90 0.93 1.03 
B 0.66 1.37 1.57 1.61 
C 0.37 1.37 1.54 1.55 
D 0.57 1.24 1.21 1.42 
E 0.06** 0.06 ** 0.06 ** 0.07** 

 

TF–Cap疫苗一免组小鼠抗体检测值与Cap疫苗二免
组、TF–Cap疫苗二免组小鼠抗体检测值经 t检验，
三者之间差异没有统计学意义(P>0.05)。 

3 讨 论 

笔者将含有PCV2抗体阳性猪的脾脏匀浆液离心
后，采用超滤法提取上清中特异性 TF，获得的 TF多
肽质量浓度为 1.83 mg/mL，优于用传统透析法制备的
TF(质量浓度约为 1.2 mg/mL)，且该方法方便快捷，
没有透析时间过长以及需反复更换透析液的问题。特

异性 TF可将供体的免疫状态传输给受体，从而调动
受体的相关免疫系统。因为 TF有特异性和非特异性
之分，本试验中免疫效果的增强不能完全确定是特异

性还是非特异性 TF引起的，在后期的研究中，可进
行特异性和非特异性 TF对比试验，以观察和对比两
者免疫增强能力的大小。 
将所制得 TF 添加到 PCV2 亚单位疫苗免疫动

物，并用间接 ELISA 测定免疫小鼠血清中的 PCV2
抗体水平，发现 TF能够刺激机体较快的产生抗体，
且维持高抗体水平的时间较长。TF–Cap疫苗一免组
在整个试验组中抗体水平最高，表明在添加了 TF
后，免疫一次即可获得与原疫苗免疫二次相当的抗

体水平，这不仅降低了疫苗用量，同时减少了对动

物的免疫刺激。TF–Cap 疫苗二免组的抗体水平比
TF–Cap疫苗一免组和 Cap疫苗二免组的低，可能是
由于二免后 TF增强了体内免疫刺激因子的释放，过
多的免疫因子反而导致抗体产生减缓。不含 TF的 2
个疫苗组，免疫 2 次的抗体水平比只免疫 1 次的抗
体水平高；因此，加强免疫可促进小鼠产生针对 Cap
蛋白的特异性 IgG抗体。 
目前，国产猪圆环病毒疫苗主要是灭活苗，因

其难以区分免疫抗体和感染抗体而无法对猪群进行

正常的抗体监测。进口疫苗虽可进行区分，但价格

太高。笔者在 PCV2亚单位疫苗中添加 TF，在提高
疫苗效力的同时，又能降低疫苗的使用量，这为加

速国内研制更有效的猪圆环病毒基因工程疫苗提供

了一个思路。此外，中国每年要屠宰大量的生猪，

而以往脾脏往往被废弃，如果将脾脏中的 TF进行提
取，则可变废为宝。 
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