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幼畜大肠菌腹泻基因工程多价疫苗
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`

(军事医学科学院生物工程研 究所
,

北京 1 0 0 8 5 0)

[关镇词」 基因工程疫苗
,

肠毒素性大肠杆菌
,

预防仔猪腹泻
,

预防犊牛羔羊腹泻

我国是畜牧业大国
,

猪
、

牛
、

羊等是主要经济家畜
。

腹泻是影响畜牧业发展的重要疫病
,

因肠毒素性大肠杆菌引起的新生幼畜腹泻发病率高达 30 %一 80 %
,

死亡率达 10 %一 30 %
,

严

重影响幼畜的成活和发育
,

每年要为此蒙受巨大的经济损失
。

幼畜腹泻的药物治疗不但价格

昂贵
、

费力费工
,

而且效果不好
; 更因致病菌抗药菌株 日趋增多

,

用药往往无效
,

因而免疫

预防是最佳选择
。

预防新生幼畜的疾病必须采用免疫孕母畜的办法
。

但国内外曾采用的灭活疫苗或 自场活

苗等
,

由于副作用严重
,

效果也不理想
,

未能推广使用
。

基因工程手段的问世
,

以其能得到

特定基因
,

去除毒副作用基因
,

进行多个基因组合
,

以及可提高目的基因表达量等方面在构

建疫苗菌株上具有的优越性
,

为新型安全
、

高效疫苗的研制提供了条件
。

自 1 9 8 2 年以来
,

军

事医学科学院生物工程研究所先后有几十人参加了幼畜大肠菌腹泻基因工程疫苗的研究
,

包

括预防仔猪与预防犊牛羔羊腹泻的两种疫苗
。

大肠菌腹泻的致病因子主要是粘附素和肠毒素
。

粘附素本身虽是无毒的
,

但致病菌藉助

于粘附素粘附于宿主小肠上皮细胞上
,

定居繁殖
,

产生肠毒素
; 肠毒素使细胞功能发生障碍

,

水分与电解质失衡
,

这是致泻的直接原因
。

粘附素有多个血清型
,

且有种属特异性
。

根据调

查 了解
,

我国仔猪腹泻病原的粘 附素 80 % 以上是 K 8 8 a c 型
,

犊牛羔羊腹泻病原的粘 附素中

K ” 及 F 41 相加占 50 %以上
。

不耐热肠毒素 L T 是常见的病因
,

含有两个亚基
:

A 亚基是毒

性部分
; B 亚基具有与受体结合功能

,

但无毒
,

是各型病原菌共有的保护性抗原
。

本成果的研究内容及特点有以下几方面
:

( 1) 用生物高技术从病原菌中分离特定致病因子基因
,

进行分子无性繁殖与表达的研究
;

又进一步作基因结构与功能关系等研究
,

为构建疫苗菌株打下基础
。

( 2) 分别克隆 了粘附素 K 8 8 a c
与肠毒素 L T 基因

。

后者又经体外改造
,

在 A 亚基基因中

部改变其结构
,

使密码阅读框移位
,

以保留部分 A 亚基产物但 又失去其毒性作用
; 而 B 亚基

基因完整
,

所编码产物有很好的免疫原性
。

按照疫苗的要求作重组菌株的设计
,

将两种无毒

的保护性抗原基因 (粘附素 K 8 8 a c
和肠毒素 L T A

一

B
“ 一

) 组合在一起
,

再经过一系列分子操作
,

去除基 因工程中常用作为标记的抗药性基因
,

得到抗原表达比野生菌株高的 K 88
一 L T B 双价
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工程疫苗菌株
。

该项工作属国际首创
。

( )3 经免疫机理研究显示
:

K 88
一

L T B双价活疫苗因含上述两种类型保护性抗原
,

具有抗

菌作用与中和毒素的作用
; 此疫苗既能激发细胞免疫反应

,

又能激发体液免疫反应
,

既有局

部免疫
,

又有全身免疫
;
两种保护性抗原有协 同作用

,

不只对早发性大肠菌腹泻 (俗称黄

痢 ) 有效
,

对迟发性大肠菌腹泻 (俗称白痢 ) 亦有很好的效果
。

以上几点是过去国内外疫苗

未能达到的
。

( 4) K 88
一

L T B 双价工程疫苗为活疫苗
,

既能口服
、

通过粘膜免疫系统得到高免疫力
,

也

可作注射免疫
,

易于推广使用
。

( 5) 设计出用生物技术将两种血清型粘附素 K 99 与 F 41 基因组合在同一载体上
,

得到 比

野生菌抗原表达量高得多的重组疫苗菌株
,

且便于生产
。

用菌株培养液提取获得 K 9 9
一

F 41 双

价亚基疫苗
,

系国内外首次报道
。

( 6) 据免疫程序研究与大量动物试验
,

工程疫苗在孕母畜产前 2一 3 周使用效果最好
,

便

于控制疫情
,

这不同于国内外一般在产前 4 周的免疫时间
。

而且
,

使用本疫苗是一次免疫孕

畜
、

就使幼畜得到对疾病的预防
,

方便省力
。

( 7) 经生产工艺研究
,

两种疫苗的中试定型均采用玉米浆作为生产疫苗的培养基
。

玉米

浆来源丰富
,

成本低廉
,

产菌量高
,

生产工艺简单
。

工程疫苗在全国各地数万头孕母畜使用观察
,

不仅安全可靠
,

无任何副作用
,

而且效果

显著
,

几十万头免疫幼畜的腹泻保护率达 85 %以上
,

腹泻死亡保护率在 90 %以上
。

本疫苗的

使用
,

提高了幼畜成活率
,

幼畜增重快
,

药物防治费用降低
,

经济效益显著
,

深受用户欢迎
。

同时
,

还减少了人畜共患疾病
,

改善了环境卫生
,

促进了生物高技术研究与应用等
,

具有重

要的社会效益
。

本项 目中的不同研究内容曾获得军队科技进步奖一等奖 1项
、

二等奖 3 项
、

三等奖两项
,

各地推广使用获奖 5 项
。

1 9 9。 年国家
“

七五
”

攻关验收鉴定
,

认为仔猪腹泻工程疫苗
“

达到

国际同类工作的先进水平
” ,

颁发了国家
“

七五
”

科技攻关重大成果荣誉证书
; 1 9 9 1 年获农业

部批准的一类新兽药证书
,

次年获试生产文号
,

是我国获政府批准生产的第一个基因工程疫

苗
。

本疫苗经十多年在不同条件下使用的考验
,

19 9 5 年获国家科技进步奖一等奖
。

目前的任

务是生物高技术的教育
、

普及
,

产品的宣传
、

推广
,

以使成果发挥更大的作用
。

研究内容曾发表论文 27 篇
,

疫苗使用的论文十余篇
。

本项 目的基础研究部分曾两次得到国家自然科学基金支持
,

又获得解放军总后勤部科研

专项资助
,

一部分成为国家
“

七五
”

科技重点攻关项目并得到支持
。

本成果是基于科研人员

对科学前沿领域的敏感与认识
,

发挥了本研究所生物高技术上
、

中
、

下游实验室配套从事高

目标研究的优势
,

又与生产单位及几十个畜牧场紧密协作
,

在各部门重视与支持下
,

才获得

的高科技研究成果
、

并很快转化为生产力
,

从而得到科学发展与成果应用的双丰收
。

本成果

经过的历程是典型的
,

其经验与规律也是有价值的
。

母圆份一林解夯
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检疫性危险害虫苹果囊蛾

在我国分布的调查研究

金瑞华

( 中国农业 大学
,

北京 1 0 0 0 9 4 )

〔关性词〕 苹果盆蛾
,

在中国
,

分布调查研究

旧卜丹圆羊林嗽阶

苹果蠢蛾 仁伪 id a P o观 on el la ( L
.

)」是世界上分布最广
、

为害最重的苹果
、

梨
、

桃
、

核桃

等仁果类
、

核果类水果的毁灭性害虫
。

该虫以幼虫蛀果为害
,

造成大量虫果
,

并导致果实成

熟前脱落和腐烂
。

据报道和观察
,

该虫蛀果率普遍在 50 %以上
,

严重的可达 70 %一 1 00 %
。

因

此
,

该虫被许多国家和我国列为植物检疫危险性害虫
。

现在
,

该虫 已从原产地欧亚大陆的中

南部一带
,

传播到除南极洲以外的六大洲的儿乎所有的苹果产区
,

但在我国于 50 年代仅局限

分布于新疆 (张学祖
,

2 9 5 7 )
。

英联邦农业局 ( C o m rn o n w e a l t h A g r i e u l t u r a l B u r e a u x ,

C A B ) 受

联合国粮农组织 (F A O ) 的委托
,

于 1 9 5 1 年
,

1 9 7 6年和 1 9 8 9年三次公布的该虫世界分布地

图上 〔D i s t r i b u t io n M a p s o f P e s t s
.

S e r i e s A
:

M a p N o
.

9
,

伪d i a P o m o n e l l a ( L
.

)〕 ( C IE
,

1 9 5 1
,

1 9 7 6 ; ll E
,

1 9 8 9 )
,

依据陈方洁等 《中国果虫名录 》 ( 1 9 3 6年 ) 和胡经甫 《中国昆虫名录 》

( 1 9 3 8 年 ) 的记述
,

一再错误地将我国东部 (尤其是渤海湾沿岸一带 ) 划为该虫的分布区
,

从

而引起一些国家禁止或限制从我国进 口苹果和梨等水果
; 同时

,

一些有该虫分布的国家也据

此要求我国放宽对苹果等水果进 口的检疫规定
,

又构成了对我国广大的苹果
、

梨等水果产区

的严重威胁
。

为维护我国尊严与利益
,

在国家自然科学基金委员会及有关部门的共同支持与资助下
,

以

“

检疫性危险害虫苹果蠢蛾在我国分布的调查研究
”

立项
,

开展 了苹果蠢蛾在我国的分布调查

飞尸2

获国家自然科学基金资助项 目
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