
中国兽药杂志 ２０１９ 年 ５ 月第 ５３ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１９．０５．１０

羊口疮的免疫防治研究进展

陈 勇，陈小云∗

（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）
［收稿日期］ ２０１９－０３－１３　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１９） ０５－００７４－０６　 ［中图分类号］Ｓ８５９．７９

［摘　 要］ 　 羊口疮是由羊口疮病毒感染所引起的一种人兽共患病，在世界范围内广泛流行，不仅给

全球畜牧业造成巨大经济损失，而且危害相关从业人员的健康。 目前免疫防治羊口疮的方法主要

是疫苗接种。 从传统疫苗与新型疫苗的角度对羊口疮疫苗研制现状进行综述，以期为该病毒疫苗

的研制提供参考。
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　 　 羊口疮（Ｏｒｆ）又称为羊传染性脓疱皮炎（Ｃｏｎｔａ⁃

ｇｉｏｕｓ Ｅｃｔｈｙｍａ），是一种接触性传染病，由痘病毒科

副痘病毒属的羊口疮病毒（ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ， ＯＲＦＶ）引起。

ＯＲＦＶ 为双股线性 ＤＮＡ 病毒，有囊膜，基因组大小

约为 １３４～１３９ ｋｂ，其中 Ｃ＋Ｇ 约占总核酸的 ６４％，有

１６ 个开放阅读框（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ， ＯＲＦｓ） ［１－２］。

ＯＲＦＶ 不仅感染绵羊、山羊、鹿以及其他小反刍动

物，而且可以感染人类，是一种人兽共患病［３］。 该

病的发病机制尚不清楚，感染病例出现红斑、丘疹、

水泡、脓疱、最后形成结痂，病程通常为 ３ ～ ４ 周，幼

龄动物感染发病的风险更高，严重时会造成死亡，

在一些人类感染的病例中，严重的免疫抑制可导致

高度血管化，异常增生的渗液结节，成为巨结节等

皮肤疾病［４－６］。 有研究发现该病存在隐性感染，没

有症状的动物也可能携带致病病毒，并且该病毒引

起的病毒血症还会持续较长一段时间［６］。 该病发

·４７·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ５ 月第 ５３ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

病率高，病死率低，但分布广泛，几乎在全世界的养

羊区域均有该病的报道，其对世界的畜牧业生产造

成了巨大经济损失［７］。
由于目前没有用于 ＯＲＦＶ 感染治疗的特效药，

所以防治该病的最好方式还是接种疫苗［８］。 疫苗

接种可以使患病羊只更快恢复，从而减少疾病造成

的损失。 给产羔前至少 ８ 周的母羊和出生第 ２ 天

之后的羔羊接种疫苗，再加上合理的饲养管理可以

大大减少羊口疮的流行［９］。 随着生物科技的发展，
传统疫苗不断改良，新型疫苗不断出现，羊口疮疫

苗的研制也在不断地进步，因此本文对羊口疮疫苗

的研究进展进行了综述。
１　 传统疫苗

１．１　 灭活疫苗　 灭活疫苗主要是由强毒株病原经

灭活剂处理后制备的疫苗。 灭活疫苗制作比较简

单使用安全，但是存在着免疫保护时间短、所需剂

量大、免疫效果不佳等缺点，因此大部分灭活疫苗

需要与佐剂搭配使用。 １９７８ 年，Ｌｅｊａｎｒ 等将患病羊

的血清、乳汁以及初乳热灭活制作成灭活疫苗，用
其免疫 ２３ 只孕羊之后检测孕羊的血清和初乳，仅
有 １５ 只孕羊血清、１０ 只孕羊的初乳中检测出了中

和抗体；检测出生的 ２７ 只羔羊有 ９ 只血清中含有

中和抗体，说明羔羊只能通过初乳获得中和抗

体［１０］。 ２０１４ 年贾云晓等使用 ０．４％的甲醛与病毒

液混合 ４８ 小时将病毒灭活，分别混合铝胶盐佐剂

和转移因子佐剂制成灭活苗，用其免疫孕羊，颈部

皮下注射免疫，连续免疫三次，每次间隔 １４ ｄ，铝胶

盐羊口疮病毒灭活疫苗免疫剂量为 １ ｍＬ ／头，转移

因子佐剂羊口疮病毒灭活疫苗免疫剂量为 ２ ｍＬ ／头，
结果免疫后中和抗体效价分别达到 １ ∶ ２４． ５ 和

１ ∶ ２４．７５，且免疫组发病率为 ２０％，对照组发病率

为 ３５．４８％［１１］。 李娜等 ２０１６ 年用 ０．４％的甲醛灭活

病毒后使用Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０１ ＶＧ 佐剂配备水包油

包水剂型疫苗，用 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ １１ Ｒ 佐剂制备水

包油剂型疫苗，用两种疫苗分别给 ２ ～ ３ 月龄羊羔

各 ６ 只进行皮下注射，对照组羊羔皮下注射等量的

生理盐水，免疫 ２１ ｄ 后进行攻毒，结果对照组全部

发病，２０１ 佐剂疫苗保护率为 ６７％，１１Ｒ 佐剂疫苗保

护率为 ５０％［１２］。
１．２　 弱毒活疫苗　 弱毒活疫苗是强毒株经过人工

传代培养致弱或从自然界分离的弱毒珠制成的活

疫苗。 弱毒活疫苗具有免疫周期长，免疫效果较好

的特点，故其成为控制羊口疮流行最常用的疫苗。
目前大多数弱毒活疫苗都采取传代致弱的方式得

到弱毒珠，传代细胞的选择各不相同。 Ｍｅｒｃａｎｔｅ 等

在 ２００８ 年通过原代鸡胚成纤维细胞组织培养的一

系列传代，对一野毒株进行减毒制成弱毒活疫苗，
用其免疫 ５ 只绵羊和 ５ 只山羊，３０ ｄ 后进行攻毒试

验，结果免疫羊只均未出现临床症状［１３］。 ２０１３ 年

田婷婷等使用犊牛睾丸原代细胞将 ＦＸ０９１０ 毒株

传至８５ 代致弱，免疫 １ 月龄羔羊 １２０ 只，免疫方式

为下唇内侧“＃”划痕，共免疫两次每次间隔一周，
通过对照发现该弱毒活疫苗对羔羊的免疫保护率

为 ９８％［１４］。
同一毒株，不同的致弱方式对弱毒活疫苗的效

果有影响。 ２０１２ 年 Ｈｏｕｓａｗ 等研究比较了三种同一

毒株不同方法制备的弱毒活疫苗，其中两种疫苗由

野毒株在 Ｖｅｒｏ 细胞培养中分别传代 ２０ 次和 ７５ 次

制备，第三种由病羊结痂在 ｐＨ７．４ 的缓冲液中制成

５０％（Ｗ ／ Ｖ）悬浮液后配以甘油缓冲液制成疫苗储

存在 ４ ℃环境中，结果在 Ｖｅｒｏ 细胞传代 ２０ 次的弱

毒活疫苗效果最好，它使得患病持续时间明显减

少［１５］。 不同毒株制成的疫苗对山羊和绵羊保护力

度也不同。 Ｊｅｆｆｒｅｙ 等使用 ５ 种不同 ＯＲＦＶ 毒株攻毒

健康羊只，取病羊痂皮配以甘油缓冲液制成的减毒

活疫苗，用大腿内侧皮肤划伤接种的方式免疫羊

羔，发现 ４７ＣＥ 毒株制成的弱毒活疫苗与其他毒株

相比能更好地保护山羊免受 ＯＲＦＶ 的侵袭［１６］。
２　 新型疫苗

２．１　 ＤＮＡ 疫苗　 ＤＮＡ 疫苗是指将病原保护基因插

入真核表达载体后制备的疫苗，由于其易于制造、
能在常温下保存、可以模拟自然感染产生免疫的特

性使得 ＤＮＡ 疫苗关注度很高，但其临床试验并未

取得理想效果，目前仅有几种兽用 ＤＮＡ 疫苗获得

生产许可［１７］。 ２０１１ 年 Ｚｈａｏ 等构建了 ３ 个真核表

达载体 ｐｃＤＮＡ３．１－ＯＲＦＶ０１１、ｐｃＤＮＡ３．１－ＯＲＦＶ０５９
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和 ｐｃＤＮＡ３．１ －ＯＲＦＶ０１１ ／ ＯＲＦＶ０５９，分别给小鼠免

疫接种后进行攻毒，接种了 ｐｃＤＮＡ３．１－ＯＲＦＶ０１１ ／
ＯＲＦＶ０５９ 的免疫应答明显增强，说明表达ＯＲＦＶ０１１
和 ＯＲＦＶ０５９ 化学蛋白的 ＤＮＡ 疫苗 ｐｃＤＮＡ３． １ －

ＯＲＦＶ０１１ ／ ＯＲＦＶ０５９ 可显著提高 ＤＮＡ 疫苗免疫接

种效力，表明 ＤＮＡ 疫苗可以作为羊口疮免疫防治

方法之一［１８］。 李鹏飞等在 ２０１８ 年克隆 ＯＲＦＶ 的

Ｂ２Ｌ 基因片段至 ＰＶＡＸ１ 载体中构建 ＰＶＡＸ１－Ｂ２Ｌ
重组质粒，转染入 ＭＤＢＫ 细胞中进行转录和表达，
将构建的 ＤＮＡ 疫苗免疫 ＫＭ 系小鼠，采用间接

ＥＬＩＳＡ、ＭＴＴ 和 ＦＡＣＳ 法对其诱导的免疫应答进行

了研究，发现该 ＤＮＡ 疫苗能够诱导小鼠产生较高

水平的体液免疫和细胞免疫应答［１９］。
２．２　 基因工程疫苗　 基因工程疫苗包括基因重组

疫苗和基因缺失疫苗。 基因重组疫苗是将病原的

保护性基因片段插入活载体而制成的基因重组活

载体疫苗。 利用载体建立新的表达重要 ＯＲＦＶ 蛋

白的重组病毒是制备基因重组疫苗的方法之一，
２０１８ 年陈晓等应用 ＰＣＲ 扩增了 ＯＲＦＶ－Ｆ４１６ 毒株

的 Ｆ１Ｌ、Ｂ２Ｌ 目的基因然后构建重组腺病毒穿梭质

粒，穿梭质粒与骨架质粒共转染 ＨＥＫ－２９３ 细胞，包
装出与 ＯＲＦＶ 的 Ｆ１Ｌ、Ｂ２Ｌ 基因串联表达的重组腺

病毒，用其免疫小鼠后分别检测小鼠的 ＩｇＧ、Ｔ 淋巴

细胞，其免疫球蛋白与 Ｔ 淋巴细胞水平均明显增

高，随后对小鼠做攻毒保护试验发现免疫后的小鼠

未影响正常采食［２０］。 大多数单分子蛋白质和多肽

需要与大分子载体的化学偶联或配合佐剂的应用

才能引起强烈的免疫反应，利用重组 ＤＮＡ 技术已

经证明，将外源表位插入具有多种功能化能力的载

体蛋白中，如病毒的衣壳或包膜蛋白，可以增强其

免疫原性［２１］。 由于 ＯＲＦＶ 的基因组特点、编码基

因复制特性使其在宿主和非宿主体内快速引发免

疫反应，其作为活载体还有不造成病毒感染全身

化、具有严格的宿主选择性、不与其他痘病毒属交

叉反应等优势，故目前基于 ＯＲＦＶ 作为载体的基因

重组活载体疫苗研究比较多［２２－２４］。 使用 ＯＲＦＶ 作

为活载体可以制成多联疫苗，如 ２０１２ 年 Ｔａｎ 等将

细粒棘球绦虫的抗原基因 ＥＧ９５ 与 ＯＲＦＶ 膜结构蛋

白基因融合，使细粒棘球绦虫的 ＥＧ９５ 蛋白自身表

达或与 ＯＲＦＶ 表面蛋白 １０ ｋＤ 或 Ｆ１Ｌ 融合表达，用
其免疫绵羊，可以检测到针对 ＯＲＦＶ 和细粒棘球绦

虫的中和抗体，说明接种该双联疫苗可能具有保护

羔羊 免 受 ＯＲＦＶ 与 细 粒 棘 球 绦 虫 的 感 染［２５］。
ＯＲＦＶ作为活载体也能制成针对其他病原的重组疫

苗，Ｒｏｈｄｅ 等在 ２０１１ 年使用 ＯＲＦＶ 作为活载体插入

兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）的主要衣壳蛋白 ＶＰ１ 基因，
利用 ＯＲＦＶ 载体系统成功产生了 ＲＨＤＶ 的重组

疫苗［２６］。
随着生物技术的发展特别是基因编辑技术的

不断革新，将病毒毒力基因敲除制成基因缺失疫苗

变得炙手可热，目前基因缺失疫苗大多为多基因缺

失疫苗。 现在研究较多的是猪伪狂犬病毒的多基

因缺失疫苗，２０１６ 年 Ｔａｎｇ 等使用 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ 系

统成功构建了弱毒伪狂犬活病毒，他们用特定的

ｓｇＲＮＡ 来定位 ｇＥ、ｇＩ 和 ＴＫ 基因的开放阅读框，以
此引导 Ｃａｓ９ 蛋白对这三个伪狂犬毒力基因进行敲

除，然后用 Ｖｅｒｏ 细胞对编辑纯化后的病毒进行增

殖培养，为测试 ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－ ＰＲＶ 疫苗保护效果，
选取 ６～８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠共 １０ 只进行免

疫接种，三周后对免疫小鼠攻毒，所有免疫后的小

鼠均未发病，说明该三基因缺失疫苗能提供完全的

免疫保护［２７］。 这为同为双股线性 ＤＮＡ 病毒的羊

口疮病毒疫苗研制提供了新思路。
２．３　 亚单位疫苗　 ＯＲＦＶ 是一种大型病毒，它含有

许多不同的毒性因子和免疫原蛋白。 ＯＲＦＶ 亚单

位疫苗研究已有多年，早在 １９８８ 年我国学者左玉

婷等使用 ３０％～ ４５％ 蔗糖密度梯度离心纯化收集

羊口疮病毒，然后用中性去污剂裂解病毒，经过离

心收集上清液即为病毒囊膜，用该 ＯＲＦＶ 囊膜亚单

位蛋白混合弗式佐剂免疫羊只，５０％以上的羊只出

现了迟发型变态反应，用 ＥＬＩＳＡ 测定免疫后的抗体

滴度，证明分离得到的羊口疮病毒囊膜亚单位具有

激发羊只产生抗病毒抗体的活性［２８］。 ＯＲＦＶ 囊膜

蛋白 Ｆ１Ｌ 具有高度的免疫原性，将这个基因 ＰＣＲ
扩展后克隆到 Ｃ 端融合有 ６ 个组氨酸标记的 ｐＣＲ
Ｔ７ ／ ＣＴ－ＴＯＰＯ 载体上。 重组质粒在选择性培养基

·６７·
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中转化入大肠杆菌 ＴＯＰ１０Ｆ＇增殖，用纯化的重组质

粒 １０ ｎｇ 转化大肠杆菌 ＢＬ２１ ５０ ｍＬ，表达基因转化

到大肠杆菌质粒中可以大量表达这种蛋白，将培养

物离心层析后纯化的 Ｆ１Ｌ 配合 Ｇｅｒｂｕ 佐剂免疫两

种家兔，接种方式是第一次为皮下接种，第 ３ 到５ 周

加大剂量进行补充皮下接种，最后一次为静脉接

种，病毒中和试验表明，两种动物对该亚单位疫苗

均产生了中和抗体，其效价分别为 １ ∶ １００ 和

１ ∶ １０００［２９］。
３　 展　 望

由于独特的免疫特性以及较大的基因组，ＯＲＦＶ
成为了重组活载体疫苗研究领域中的“明星”载

体［２９－３１］，研究发现灭活的 ＯＲＦＶ 有着提高疫苗免

疫效果的佐剂功能，甚至还有 ＯＲＦＶ 可以通过增强

细胞因子分泌和有效激活自然杀伤（ＮＫ）细胞来诱

导抗肿瘤免疫反应的报道［３２－３４］。 在大多数情况下

认为 ＯＲＦＶ 只会引起局部轻微的皮肤感染，导致人

们对该病毒感染没有给予足够的重视，但这种病毒

感染已成为造成严重疾病的重要诱因之一，它使得

羊毛、兽皮和肉类大量减产 ，对畜牧业产生重大影

响。 近年来，ＯＲＦＶ 也因具有跨种属传播和人畜共

患病的潜在威胁而备受关注。 为了应对不断出现

和重现的羊口疮疾病威胁，用疫苗进行免疫接种仍

将是未来最重要的疾病控制措施。 现在大多采取

弱毒活疫苗进行防治，但是经过传代致弱的病毒都

存在毒力返强的风险，所以开发新型疫苗势在必行。
病毒干扰素抑制蛋白 （ＯＶＩＦＮＲ，ＯＲＦ０２０）与

病毒复制中间体结合从而阻止 ＩＦＮ 干扰病毒蛋白

翻译［３５］；趋化因子结合蛋白（ＣＢＰ，ＯＲＦ１１２）能结合

和抑制趋化因子［３６］； ＧＭ － ＣＳＦ ／ ＩＬ － ２ 抑制蛋白

（ＧＩＦ，ＯＲＦ１１７）可以抑制 ＧＭ－ＣＳＦ 和 ＩＬ － ２ 的活

性［３７］；病毒白细胞介素 １０ （１０ｖＩＬ－１０，ＯＲＦ１２１）抑
制免疫应答［３８－３９］；血管内皮生长因子 （ ＶＥＧＦ，
ＯＲＦ１３２）会引起血管内皮增加，血管通透性增

加［４０］；同时研究发现 ＯＲＦＶ 编码的 ＯＲＦＶ０５７ 蛋白

具有阻断 ＩＦＮ 刺激基因 ＩＳＧｓ 表达和调节 Ｊａｎｕｓ 激

酶 ／信号转换器和转录激活（ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）信号通路

的功能，即通过在不需要新的病毒基因表达的感染

细胞中将 ＳＴＡＴ１ 去磷酸化以此来抑制干扰素的表

达，进而达到免疫逃逸的目的［４１］。 此等皆为 ＯＲＦＶ
的毒力基因，这些毒力基因从各个方面阻断或干扰

机体免疫系统的正常运行，用基因工程技术将某个

或某些毒力基因敲除或使其毒力减弱制成基因缺

失疫苗有着安全有效、免疫持久和毒力不会返强等

优点，这或将成为未来 ＯＲＦＶ 疫苗的方向之一。
Ｂ１Ｌ、Ｂ２Ｌ 是 ＯＲＦＶ 的两种囊膜蛋白，若以其他病毒

为运载体将这两种膜蛋白基因插入其中，这样制成

的基因重组活疫苗不仅可以预防 ＯＲＦＶ 的多种毒

株而且可以稳定地刺激宿主免疫系统从而提供免

疫保护。 虽然这种活载体疫苗的安全性还未得到

长期的验证，但由于其广阔的应用前景使得基因重

组疫苗将会得到更深入的研究。 总之，随着疫苗研

究技术的发展，未来将会开发出更多安全、高效的

羊口疮疫苗，羊口疮也会因此得到有效防控。
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