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［摘　要］　为了构建重组犬瘟热病毒（ＣＤＶ）Ｆ－Ｈ融合基因工程乳酸菌，采用重叠延伸 ＰＣＲ（ＳＯＥ

－ＰＣＲ）技术扩增ＣＤＶＦ－Ｈ融合基因。将Ｆ－Ｈ融合基因亚克隆至穿梭载体 ｐＳＩＰ４０９多克隆位点

上，构建ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ表达重组子，并电转化至植物乳杆菌ＮＣ８感受态细胞中。利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｆ－Ｈ融合蛋白的表达情况。结果表明，成功地扩增了ＣＤＶＦ－Ｈ融合基因，构

建了ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ重组表达质粒，并电转化至乳酸杆菌感受态细胞中。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测表明，重组乳酸杆菌表达了分子量约为６２．９６ｋｕ的Ｆ－Ｈ融合蛋白，且该蛋白能与ＣＤＶ

阳性抗体反应，具有反应原性。
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ｃａｎｒｅａｃｔｗｉｔｈＣＤＶｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｔｉｂｏｄｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ；Ｆ－Ｈｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅ；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　犬瘟热系由副粘病毒科麻疹病毒属的犬瘟热

病毒（Ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）引起的高度接

触性传染病［１］。自１８０９年发现ＣＤ以来，该病已给

经济动物养殖业、养犬业、野生动物保护业、动物园

观赏业造成了巨大的损失［２］。且随着 ＣＤＶ的变

异、动物对流行病因素的适应，ＣＤＶ易感宿主的范

围有扩大的趋势，流行趋势由散在发生趋势向群发

趋势发展，临床症状也越来越复杂，其危害也越来

越大，单纯依靠传统疫苗免疫不能彻底防制犬瘟热

的流行与发生［３］，有必要研制新型的基因工程疫苗

来防控疾病的暴发。

ＣＤＶ由基质蛋白（Ｍ）、核衣壳蛋白（ＮＰ）、磷蛋

白（Ｐ）、血凝蛋白（Ｈ）、融合蛋白（Ｆ）和大蛋白（Ｌ）６

种结构蛋白组成［４］，其中 Ｈ和 Ｆ两种糖蛋白组成

病毒囊膜表面纤突，ＣＤＶ通过 Ｈ蛋白吸附到细胞

表面的受体上，起细胞趋向作用，而 Ｆ蛋白介导病

毒与感染细胞、感染细胞与非感染细胞间融合，使

病毒具有在宿主体内扩散的能力，是感染性病毒粒

子进入宿主细胞所必需的，且可能介导病毒感

染［５］。具有中和作用的抗 Ｈ蛋白抗体和抑制细胞

融合的抗 Ｆ蛋白抗体，在抗 ＣＤＶ感染的机制中发

挥重要作用，是机体的主要保护性抗原，是目前制

备ＣＤＶ亚单位疫苗或合成疫苗的首选抗原［６－７］。

因此，本研究以穿梭载体 ｐＳＩＰ４０９为工具，构建可

表达ＣＤＶＦ－Ｈ基因的重组基因工程乳酸菌，为进

一步研究基因重组乳酸杆菌的免疫效果及免疫保

护作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和载体　大肠杆菌乳酸菌穿梭质粒载体

ｐＳＩＰ４０９和植物乳杆菌 ＮＣ８由印度卡马拉杰大学

Ａｎｂａｚｈａｇａｎ．Ｋ高级研究员惠赠，吉林农业大学王春

凤教授保存。菌株Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１和ＤＨ５α由吉林农

业大学经济动物实验室保存。ｐＭＤ－１８Ｔ－ＣＤＶＦ

和ｐＭＤ－１８Ｔ－ＣＤＶＨ重组克隆质粒由本研究室

构建。

１．２　工具酶和主要试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＥｃｏＲⅠ、

ＨａｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＰＣＲ试剂盒均为 ＴａＫａＲａ

公司产品；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒为杭州维特洁生

化技术有限公司产品；蛋白质分子量标准为上海生

物化学研究所产品。兔抗犬瘟热阳性血清由中国

农科院左家特产研究所惠赠；ＨＲＰ标记的山羊抗兔

ＩｇＧ为北京鼎国生物技术有限公司产品。ＰＶＤＦ转

移膜为Ｇｌｅｍａｎ公司产品。

１．３　引物的设计与合成　为了扩增ＣＤＶ的Ｆ－Ｈ

融合基因，共设计了２对４条引物。根据犬瘟热病

毒Ｆ和Ｈ基因设计特异性引物Ｐ１和Ｐ２、Ｐ３和Ｐ４。

引物 Ｐ１引入ＥｃｏＲＩ酶切位点，引物 Ｐ２引入一段由

高亲水性氨基酸（Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ）编码

基因ＧＣＣＣＧＧＡＣＣＣＧＧＡＣＣ组成的 ｌｉｎｋｅｒ；引物 Ｐ３

引入与Ｐ２互补的ｌｉｎｋｅｒ，引物Ｐ４引入 ＨｉｎｄⅢ酶切

位点。引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。

Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ上游引物 Ｐ１：ＡＴＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴ

ＴＡＧＧＴＡＴＴＡＴＡＣＴＧＡＧＴ

Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ下游引物 Ｐ２：ＧＣＣＣＧＧＡＣＣＣＧＧＡＣ

ＣＡＧＡＧＣＧＣＣＴＡＡＣＣＧＴＣＴＧＡＡ

Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ 上游引物 Ｐ３：ＧＧＴＣＣＧＧＧＴＣ

ＣＧＧＧＣＡＣＡＣＣＴＡＴＧＧＡＴＣＡＴＧＴＴＧＡＧ

Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ下游引物 Ｐ４：ＣＡＴＴＡＡＧＣＴＴＴＴＡ

ＡＣＧＧＴＴＡＣＡＴＧＡＧＡ

１．４　犬瘟热病毒Ｈ基因、Ｆ基因和Ｆ－Ｈ融合基因

的扩增与纯化　分别以克隆质粒 ｐＭＤ１８Ｔ－ＣＤＶＦ

和ｐＭＤ１８Ｔ－ＣＤＶＨ质粒为模板，ＰＣＲ扩增用于构

建乳酸菌表达载体的Ｆ和Ｈ基因片段。

Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ反应体系：模板 １μＬ，上游引物

０．５μＬ，下游引物０．５μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ，总体系２５μＬ。反应条件：９４℃预

变性４ｍｉｎ，９４℃热变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃

延伸６０ｓ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ反应体系：模板 １μＬ，上游引物
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０．５μＬ，下游引物０．５μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ，总体系２５μＬ。反应条件：９４℃预

变性４ｍｉｎ，９４℃热变性３０ｓ，５８．２℃退火３０ｓ，７２℃

延伸６０ｓ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

Ｆ－Ｈ融合基因ＰＣＲ反应体系：Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ回收

产物０．４μＬ，Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ回收产物０．６μＬ，Ｆ－Ｌｉｎ

ｋｅｒ上游引物 Ｐ１０．５μＬ，Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ下游引物 Ｐ４

０．５μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ，

总体积２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性 １ｍｉｎ，５０℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸

１．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，对扩增

产物采用ＤＮＡ片段纯化试剂盒纯化。

１．５　克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｆ－Ｈ重组克隆质粒的构

建　将纯化的Ｆ－Ｈ融合基因与ｐＭＤ－１８ＴＳｉｍｐｌｅ

Ｖｅｃｔｏｒ进行连接，构建重组克隆质粒 ｐＭＤ１８－Ｆ－

Ｈ。并将重组质粒转化 ＤＨ５α，涂布于含 Ａｍｐ的

ＬＢ固体培养基中进行筛选，将阳性菌株用小量质

粒抽提试剂盒抽提质粒，进行 ＰＣＲ和酶切重组质

粒的鉴定。

１．６　乳酸菌表达载体 ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ的构建与鉴定

　将重组克隆质粒ｐＭＤ１８－Ｆ－Ｈ和乳酸菌表达载

体ｐＳＩＰ－４０９分别以 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，利

用凝胶回收纯化试剂盒分别回收 Ｆ－Ｈ基因和

ｐＳＩＰ－４０９片段，以Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃连接过

夜，次日转化至感受态细胞中。

挑取含 ｅｍ２００ｍｇ／ｍＬＬＢ平板上８～１２ｈ内

生长的疑似阳性菌落，分别接种于含 ｅｍ的 ＬＢ液

体培养基中，３７℃，１８０～２００ｒｐｍ摇床过夜培养，提

取质粒，进行ＰＣＲ和双酶切鉴定。

１．７　植物乳杆菌 ＮＣ８的电转化　取 ５μＬ重组

质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ加入 ２００μＬ乳酸菌感受态细

胞中，轻轻混匀，移入预冷的电击杯中冰上静止

５ｍｉｎ，调节电转化仪电压为 ２．０ｋＶ和 ６ｍｓ，进

行电击。电转化结束后，取出电击杯冰上静止

５ｍｉｎ，将转化物移至 ８００μＬ的 ＭＲＳ液体培养

基（含０．５ｍｏｌ／Ｌ庶糖）中，３０℃静止厌氧培养

３ｈ。取１５０μＬ菌液涂布于 ＭＲＳ固体培养基（含

ｅｍ２００ｍｇ／ｍＬ），３０℃静止厌养培养 ２４－３６ｈ。

挑选生长良好的单菌落，接种于 ５ｍＬＭＲＳ液体

培养基（含 ｅｍ２００ｍｇ／ｍＬ）中，３０℃静止厌氧培

养过夜，乘胜小量质粒提取试剂盒提取乳酸菌质

粒，并进行ＰＣＲ和双酶切鉴定，阳性质粒由上海

生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．８　ＣＤＶＦ－Ｈ蛋白的表达检测

１．８．１　重组乳酸菌ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　将重组乳酸

菌接种于ＭＲＳ液体培养基（含 ｅｍ２００ｍｇ／ｍＬ）中，

３０℃静止厌氧培养至 ＯＤ６００约等于 ０．３时，添加

诱导肽 ＳｐｐＩＰ进行诱导培养，于诱导前、诱导后

３和６ｈ取菌液超声裂解进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。

同法处理空载体 ｐＳＩＰ－４０９乳酸菌培养作为

对照。

１．８．２　重组乳酸菌的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　经 ＳＤＳ

－ＰＡＧＥ电泳后的表达产物电转移至 ＰＶＤＦ膜后，

取出ＰＶＤＦ膜置于封闭液中，３７℃封闭１ｈ。封闭

结束后，以洗涤缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ膜 ３次，每次

３ｍｉｎ。加入犬瘟热多克隆抗血清，３７℃感作１ｈ，以

洗涤缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ膜５次，每次３ｍｉｎ。加入

ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗，３７℃感作１ｈ，以洗涤

缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ膜５次，每次３ｍｉｎ。加入新配

制的ＤＡＢ显色液，３７℃避光显色。

３　结 果

３．１　Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ、Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ和Ｆ－Ｈ融合基因的扩

增结果　以克隆质粒 ｐＭＤ１８Ｔ－ＣＤＶＦ和 ｐＭＤ１８Ｔ

－ＣＤＶＨ质粒为模板，分别扩增得到了约８６０ｂｐ的

Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ基因（图１Ａ）、约８５０ｂｐ的Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ基

因（图１Ｂ）、约１７００ｂｐ的Ｆ－Ｈ融合基因（图１Ｃ），

与预期扩增的基因大小一致。

３．２　重组克隆质粒ｐＭＤ１８－Ｆ－Ｈ的ＰＣＲ和酶切

鉴定结果　以重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｆ－Ｈ为模板，进

行ＰＣＲ扩增，得到了约１７００ｂｐ的基因片段，与预

期大小相符（图２）。经ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴

定，得到了约２７００ｂｐ的 ｐＭＤ１８－Ｔ线性片段和大

小约为 １７００ｂｐ的目的片段，结果表明，该融合基

因已经连接到克隆质粒 ｐＭＤ－１８ＴＳｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ上

（图２）。
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Ｍ．ＤＮＡ标准 ＤＬ２０００

（自上而下：２０００，１０００，７５０，５００，２５０，１００ｂｐ）

图１　Ｆ－Ｌｉｎｋｅｒ、Ｌｉｎｋｅｒ－Ｈ和

Ｆ－Ｈ融合基因的扩增结果

Ｍ．ＤＮＡ标准 ＤＬ２０００

（自上而下：２０００，１０００，７５０，５００，２５０，１００ｂｐ）

１．ｐＭＤ１８－Ｆ－ＨＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定　

２．ｐＭＤ１８－Ｆ－ＨＰＣＲ鉴定

图２　重组克隆质粒的鉴定结果

３．３　重组乳酸菌表达质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ和 ｐＳＩＰ－

ＩＬ－Ｆ－Ｈ的鉴定结果　以重组乳酸菌表达质粒

ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，得到了约

１７００ｂｐ的基因片段（图３Ａ），与预期大小相符。经

ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，得到了ｐＳＩＰ４０９线性

片段和大小约为 １７００ｂｐ的目的片段（图３Ｂ），初

步表明，融合基因已经连接到乳酸菌表达载体

ｐＳＩＰ４０９上。阳性重组乳酸菌表达质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ－

Ｈ送往上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序，结果与水貂源ＣＤＶＦ－Ｈ基因序列比对结果

完全一致，没有出现缺失、移位、错配及突变现象，

证实成功地构建了重组乳酸菌表达质粒 ｐＳＩＰ－

Ｆ－Ｈ。

３．４　重组融合表达载体在大肠杆菌诱导表达结果

　在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，重组表达质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ

－Ｈ由 ＳｐｐＩＰ诱导表达，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析

显示，重组表达质粒在 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１中出现表达产

物，表达的融合蛋白大小约为６２．９６ｋｕ（图４Ａ），与

预测大小相符。

为了进一步鉴定表达产物，将表达的蛋白质

经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，电转移至 ＰＶＤＦ膜上，以犬瘟

热多克隆抗体为一抗，ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ

为二抗，联苯胺（ＤＡＢ）为底物，进行 ｗｅｓｔｅｒｎ－

ｂｌｏｔ分析，在６２．９６ｋｕ（图 ４Ｂ）处分别有一条明

显的蛋白印迹带，表明经大肠杆菌表达后，表达

产物依然具有与 ＣＤＶ抗血清结合的免疫反

应性。

３．５　重组融合表达载体在乳酸菌中诱导表达结

果　重组表达质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ在乳酸菌 ＮＣ８

中经 ＳｐｐＩＰ诱导后，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析显

示，重组表达质粒在乳酸菌中出现表达产物，表

达的融合蛋白约为６２．９６ｋｕ（图 ５Ａ），与预测大

小相符。

为了进一步鉴定表达产物，表达的蛋白质经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后，电转移至 ＰＶＤＦ膜上，以犬瘟热多

克隆抗体为一抗，ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ为二

抗，联苯胺（ＤＡＢ）为底物，进行ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析，

在６２．９６ｋｕ（图５Ｂ）处有一条明显的蛋白印迹带，

表明经乳酸杆菌表达后，表达产物依然具有与ＣＤＶ

抗血清结合的免疫反应性。
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Ｍ．２５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ

（自下而上：２５０、５００、７５０、

１０００、１５００、２２５０、３０００、４５００ｂｐ）

１．ｐＳＩＰ－Ｆ－ＨＰＣＲ鉴定

２．ｐＳＩＰ－Ｆ－ＨＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定

图３　重组乳酸菌表达质粒的鉴定

４　讨 论

随着毛皮动物养殖业的不断扩大，集约化、密

集程度越来越高，犬瘟热成为严重威胁毛皮动物养

殖业的疾病之一。尽管我国在毛皮动物犬瘟热的

诊断和防制上也做了大量的卓有成效的工作，研制

成功了犬瘟热弱毒疫苗和灭活苗，在全国范围内大

面积推广，并取得了明显的经济效益。但是，在实

际生产中，犬瘟热仍时有暴发［８－１０］，尤其近几年来，

国内许多地区频频出现免疫毛皮动物爆发犬瘟热

的报道［１１－１２］。由于毛皮动物犬瘟热发病日趋严

重，生产上迫切需要有效的防治技术，急需开展深

入研究并研制高效的防制技术，有效控制犬瘟热的

１．蛋白质分子量标准（９７．４、６６．２、４３．０、３１．０、２０．１、１４．４）；

２，３．ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ在大肠杆菌ＢＬ２１中表达产物；

４．空载体ｐＳＩＰ－４０９在大肠杆菌ＢＬ２１中诱导前产物；

５．空载体ｐＳＩＰ－４０９在大肠杆菌ＢＬ２１中诱导后产物；

６．蛋白质分子量标准（１８０、１３５、１００、７５、６３、４８、３５、２５、１７）；

７．ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ在大肠杆菌ＢＬ２１中表达产物

图４　大肠杆菌表达产物的鉴定

发生与流行。

乳酸菌作为机体胃肠道菌群中的益生菌，可

调节胃肠道常菌群，保持胃肠道内微生态平衡，

增强机体的免疫力，且菌体本身含有的多种成分

亦有强大的益生功能［１３］，不产生内毒素，菌体表

达的外源蛋白不需要纯化即可与菌体一起服用，

是目前较理想的转化或表达系统［１４－１５］。目前乳

酸菌作为递呈肽类、低聚糖和核酸等生物分子载

体的研究日益成熟，乳酸菌已成为运载功能分子

的重要工具，在介导消化道局部免疫，进而影响

全身免疫具有重要作用［１６］。胡静涛等［１７］构建

了重组鹅源新城疫病毒（ＮＤＶ）ＨＮ基因乳酸杆

菌，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测结果表明，

构建的 ＨＮ基因重组乳酸菌可表达与 ＨＮ蛋白

大小相符的条带，而且该表达蛋白可与 ＮＤＶ阳
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１，２．ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ在乳酸杆菌ＮＣ８中表达产物；

３．空载体ｐＳＩＰ－４０９在乳酸杆菌ＮＣ８中诱导前的产物；

４．蛋白质分子量标准（１８０、１３５、１００、７５、６３、４８、３５、２５、１７）；

５．空载体ｐＳＩＰ－４０９在乳酸杆菌ＮＣ８中诱导后的产物；

６．蛋白质分子量标准（９７．４、６６．２、４３．０、３１．０、２０．１、１４．４）；

７．ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ在乳酸杆菌ＮＣ８中表达产物

图６　乳酸杆菌表达产物的鉴定

性抗体发生反应，具有反应原性。苏君鸿等［１８］

以乳酸杆菌为载体构建了猪传染性胃肠炎病毒

Ｓ基因 Ａ、Ｄ抗原位点 ＤＮＡ疫苗，具有益生性与

免疫预防的双重功效。本研究以 ＣＤＶ的 Ｈ基因

和 Ｆ基因为研究对象，采用 ＳＥＱ－ＰＣＲ技术扩增

ＣＤＶ的 Ｆ－Ｈ融合基因，成功构建了 ＣＤＶＦ－Ｈ

基因的重组质粒 ｐＳＩＰ－Ｆ－Ｈ，电击转入乳酸杆

菌 ＮＣ８中构建重组乳酸工程菌，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析结果证实，该重组菌能够表达

ＣＤＶ的 Ｆ－Ｈ融合蛋白，且该表达蛋白可与 ＣＤＶ

的多克隆抗体反应，具有免疫原性，这一研究结

论与胡静涛、苏群鸿等研究结果一致，即重组乳

酸工程菌可作为候选疫苗进一步开发利用。

本研究将疫苗的免疫预防作用与乳酸杆菌的

益生作用有机结合起来，将水貂源犬瘟热病毒 Ｆ

基因与Ｈ基因融合在一起，构建了含有Ｆ基因和Ｈ

基因的重组乳酸工程菌，为以乳酸杆菌为载体的新

型疫苗系统的研发以及动物疾病的预防提供新的

思路。
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ｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓｆｒｏｍｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｍｅａｌｓｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＧｅｎＶｉｒ

ｏｌ，１９９５，６９（３）：１４２０－１４２８．

［８］　王 聪，邴
"

政，张 荧，等．水貂犬瘟热流行病学调查［Ｊ］．中

国畜牧兽医２０１３，４０（４）：１９８－２０１．

［９］　杨 丽，徐广贤，段相国，等．犬瘟热病毒的分离与鉴定［Ｊ］．中

国兽医科学，２０１６，４６（２）：２２８－２３１．

［１０］孙彦刚，赵建军，史 宁，等．狐源犬瘟热病毒的分离鉴定及 Ｈ

基因遗传变异分析［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１６，３８（３）：２０６

－２１０．

［１１］王 琦，张永光．犬瘟热免疫失败原因与对策［Ｊ］．新农业，

２０１５（１１）：５２－５３

［１２］刘秉玺，张彦双．浅谈狐犬瘟热免疫失败原因及相应防制措

施［Ｊ］．吉林畜牧兽医，２０１５（１）：５９－６０．

·０２·



　２０１６，５０（９）：１５～２１／苏凤艳，等 中国兽药杂志

［１３］黄 皓，胡 珊，梁卫驱，等．乳酸菌微胶囊制剂的功能性与稳

定性研究［Ｊ］．中国食品添加剂，２０１６（４）：９０－９３．

［１４］蔡若鹏，杨桂连，王春凤．口服重组乳酸菌的药用研究与应用

［Ｊ］．中国药学杂志，２０１４，４９（２２）：１９７３－１９７７．

［１５］任大勇，李 昌，秦艳青，等．乳酸菌益生功能及作用机制研究

进展［Ｊ］．中国兽药杂志，２０１１，４５（２）：４７－５０．

［１６］刘晓锐，张晓红，吴 洁．乳酸乳球菌在疫苗递呈载体中的应

用［Ｊ］．药物生产技术，２０１４，２１（１）：７５－８０．

［１７］胡静涛，郭衍冰，杨文涛，等．重组鹅源新城疫病毒ＨＮ基因乳

酸菌的构建［Ｊ］．中国兽医科学，２０１５，４５（１２）：１２４２－１２４６．

［１８］苏君鸿，李云岗，陈树林，等．以乳酸杆菌为载体的猪传染性

胃肠炎病毒Ｓ基因Ａ、Ｄ抗原位点ＤＮＡ疫苗的构建［Ｊ］．动物

医学进展，２００９，３０（８）：１９－２３．

（编 辑：陈 希）
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