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以减毒沙门氏菌运送的 !" 亚型禽流感病毒 #$% 疫苗的构建及

其对小鼠的免疫原性

张小荣 焦新安" 潘志明 张晓明 刘秀梵
（扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 ""0##4）

摘 要：根据 H6DI9DJ 中已发表的 K0 亚型禽流感病毒 K( 基因序列，设计一对引物，通过 L57MNL 扩增鹅源 K0 亚型

高致病力禽流感病毒 K( 基因，测序确认后，将其克隆入真核表达载体 )$(O1 和 9PB7)$(O1 得到重组表达载体

)$(O17K( 和 9PB7)$(O17K(。将重组质粒转染 M-10 细胞，经间接免疫荧光试验证实，K( 基因在细胞内得到了瞬时

表达。进一步将重组质粒转化减毒鼠伤寒沙门氏菌 O!00# 得到两种运送 Q,( 疫苗的重组沙门氏菌 O!00#（)$(O17
K(）和 O!00#（9PB7)$(O17K(），以 1 R 1#4 N8ST只的剂量两次口服免疫 I(UITC 小鼠，免疫小鼠不仅可以检测到 K( 特

异性的血清抗体应答，而且还能抵抗稳定表达 K0 亚型禽流感病毒 K( 基因的 M-10 肥大细胞瘤的攻击，说明该运送

Q,( 疫苗的减毒沙门氏菌系统在体内能够成功释放所携带的质粒，并且能够刺激机体产生保护性免疫应答。
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中图分类号：V2- 文献标识码：( 文章编号：###17."#4（"##!）#"7#1027#0

Q,( 疫苗是 "# 世纪 4# 年代兴起的一种新型疫

苗，从诞生以来就显示出良好的应用前景［1］，被称之

为“第三代疫苗”。近年来，尝试将 Q,( 疫苗技术应

用于兽医领域的研究越来越多［"］，但是由于传统

Q,( 疫苗的免疫方法（主要有肌肉注射、皮下注射、

基因枪免疫等）存在 Q,( 摄取效率低或需要特殊设

备等缺点，因而成本相对较高，且不适于集约化养殖

中的大群免疫，大大制约了 Q,( 疫苗在畜牧业领域

的实际应用。而用重组减毒胞内菌［如沙门氏菌

（!"#$%&’##"）、志贺氏菌（ !()*’##"）、单核细胞增生症

李斯特菌（+),-’.)" $%&%/0-%*’&’,）等］通过粘膜自然感

染途径运送 Q,( 疫苗则是一种很有希望的方法［/］。

这些细菌可将 Q,( 疫苗直接运送给 (MNP，具有运

送效率高，免疫方法简便、免疫效果好、能同时激发

粘膜免疫和全身免疫，并可获得对载体菌的免疫等

优点。沙门氏菌是一种重要的人兽共患病原菌，目

前对它的研究已很详尽，遗传背景清楚，易于操作和

控制，利用它作为载体原核表达多种外源性抗原已

得到广泛的研究并取得了良好的免疫效果［!］。而利

用沙门氏菌作为 Q,( 疫苗运送载体的研究也是方

兴未艾，显示出诱人的前景［0］。高致病性禽流感

（K+GF&? )9WF%G6D+C 9X+9D +DY&A6D@9，KM(Z）是由特定亚

型的 ( 型流感病毒引起的一类禽类病毒性传染病，

被国际兽疫局（[Z;）列为 ( 类疾病。常用的禽流感

疫苗是全病毒灭活油佐剂疫苗，制备方便、效果确

实，但是也存在一些难以克服的缺点，如生产成本

高、应激大、生产过程中存在散毒的危险、干扰免疫

学监测、不能激发局部粘膜免疫等。因此有必要研

究开发出一些新型的疫苗克服油苗的以上不足。而

以减毒沙门氏菌运送的 Q,( 疫苗从理论上可以克

服油苗的这些缺点。本研究构建了以减毒鼠伤寒沙

门氏菌 O!00# 作为运送载体的 K0 亚型禽流感病毒

Q,( 疫苗，为家禽口服 Q,( 疫苗的研制开辟了新的

途径。

& 材料和方法

&’& 质粒、菌株、毒株、细胞株

)H;\#L 5 69P? $6CW%* ]?PW6< 购自 M*%<6G9 公司；

真核表达质粒 )$(O1 购自 ZDX+W*%G6D 公司；)$(O1 的

衍生质粒 9PB7)$(O1（将 )$(O1 的卡那霉素抗性基

因替 换 为 ",1 基 因）由 本 室 构 建；大 肠 杆 菌（ 2,3
/(’.)/()" /%#)）QK0!由 本 室 保 存；大 肠 杆 菌 O."1"

（(PBE U9CE ,9&*56&P）、减毒鼠伤寒沙门氏菌（9WW6DA9W7
6B !"#$%&’##" -04()$5.)5$）O/2/#（H9&;E KPBE (PBE



!"#$ %& ’$ ）和 ()**+（,-"& ,./& 012& !"#.%$ ’$ ）均

由美国 %3- ,4.5611 !教授惠赠。鹅源 7*!8 亚型禽

流感病毒（!"#$% #%&’()%*$ "#+(,，09:）;* 株由本室保

存。<=8* 细胞系购自中国科学院上海生物化学与

细胞生物学研究所。稳定表达 7* 亚型禽流感病毒

70 基因的 <=8* 细胞系 <=8*>70 由本室构建。

!"# 工具酶和试剂盒

限制性内切酶 -./%"、0#%2!、1$27"购自上

海华美生物工程公司；?) @!0 连接酶、AB/"C2 76DE
F62G#65- <,% H-15GI、0D".31G ;G# @!0 AB5."J563C K65 和

76DE <4.G <#"1I62 913#"563C K65 购自 %3JEG 公司；<3#->
FGJ5!% ?."C1LGJ563C %G"DGC5 购自 M6"DGC 公司；0’: 反

转录酶和 %C"16C 购自 <.3IGD" 公司。

!"$ 生化试剂

二氨基庚二酸（@0<）和萘啶酮酸（!"#626B6J "J62）

购自 H6DI" 公司；*>溴>)>氯>#>@>半乳糖苷（(>D"#）、异

丙基硫代>#>@>半乳糖苷（9<?;）和 ;)8= 购自 <.3IGD"
公司；酵母抽提物、蛋白胨购自 NB362 公司；新生犊

牛血清购自兰州民海生物工程有限公司；F9?, 标记

兔抗鸡 9D; 荧光二抗、7%< 标记羊抗鼠 9D;、9D’ 酶

标二抗均购自 H6DI" 公司；鸡抗 7*!8 亚型 09: 高免

血清由本室用 H<F 鸡制备；@’A’ 培养基购自 H6D>
I" 公司，生长液含 8+O灭能 F,H、8++PQIR 青霉素

和 8++$DQIR 链霉素，培养 <=8*>70 细胞时再额外添

加 )++$DQIR ;)8=。

!"% 试验动物

S 周龄 T0RTQJ 小鼠购自扬州大学实验动物中

心。

!"& ’&(! 亚型禽流感病毒血凝素（’)）基因的克

隆

!"&"! 引物的设计和合成：参照 ;GCT"CK 中已发表

的 7* 亚型禽流感病毒 70 基因全序列，用 <.6IG.
<.GI6G. *U+ 软件辅助设计一对引物，由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。引物序列为：<8（上

游引物）：*V>,,00;,??0000?;;0;0000?0;?;,>
??>WV；<X（下 游 引 物）：*V>0,;;0?,,,,?0,00?,?>
;00,?,0,0>WV；上、下游引物中分别引入了 0#%2!
和 1$27"限制性酶切位点，这对引物能够覆盖 70
基因的完整阅读框架，预期扩增出的目的条带大小

为 8Y)=Z/。

!"&"# 70 基因的 %?><,% 扩增：鹅源 7*!8 亚型禽

流感病毒 ;* 株在鸡胚上增殖后，参照吴艳涛等［S］的

酚>H@H 法提取病毒基因组 %!0，反转录按 <.3IGD"
公司 0’: 反转录酶说明书进行，<,% 反应体系为：

8+ [ <,% 缓冲液 *$R，2!?<（*II3#QR）X$R，上游引物

（*+$I3#QR）8$R，下游引物（*+$I3#QR）8$R，反转录产

物 S$R，高 保 真 @!0 聚 合 酶 +U*$R，灭 菌 超 纯 水

W)U*$R，总体积 *+$R。采用热启动 <,%，共进行 W+
个循环，前 * 个循环的条件为 \)] )*1，)+] )*1，
YX] XI6C；后 X* 个 循 环 的 条 件 为 \)] )*1，*+]
)*1，YX] XI6C；YX] 8+I6C，)]保存。反应结束后，

取 8+$R 扩增产物于 +U=O琼脂糖凝胶中电泳鉴定。

!"&"$ <,% 产物的克隆和序列测定：将 <,% 产物与

/;A’!% ? G"1- :GJ53. 进行 ?>0 克隆，具体操作参照

说明书进行。连接产物转化与重组克隆的酶切鉴定

均参照文献［Y］进行，重组质粒命名为 /;A’>?70，

由上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测

定。

!"* 重组真核表达载体的构建

将 70 基因用 0#%2!和 1$27"从 /;A’>?70
中切出，分别克隆入真核表达载体 /:0(8 和 "12>
/:0(8 的相应位点之间，构建成重组真核表达质粒

/:0(8>70 和 "12>/:0(8>70。

!"+ 重组真核表达质粒转染 ,-!& 细胞

用 76DE <4.G <#"1I62 913#"563C ^65 小量制备重组

真核表达质粒 /:0(8>70 和 "12>/:0(8>70，具体操

作按说明书进行。提取的质粒用乙醇沉淀除菌，溶

于灭菌 ?A 中，电泳定量后用 <3#-FGJ5!% ?."C1LGJ563C
%G"DGC5 试剂盒，参照说明书提供的 7G#" 细胞的转染

程序转染 <=8* 细胞。转染后 )=E，通过间接免疫荧

光试验检测 70 基因的表达，具体操作参照文献［=］

进行。

!"- 重组真核表达质粒导入减毒沙门氏菌

按文献［Y］方法用 ,",#X 法制备减毒沙门氏菌

(WYW+（%& ’$ ）和 ()**+（%$ ’$ ）感受态细胞。其中

()**+ 是用于运送 @!0 疫苗的终末宿主菌，由于

()**+ 具有很强的宿主限制性，因此 /:0(8>70 和

"12>/:0(8>70 在导入 ()**+ 之前均需要先转化中

间宿主 (WYW+，使其获得鼠伤寒沙门氏菌的甲基化

模式，然后再提取质粒转化 ()**+。所获得的阳性

转化子分别命名为 ()**+（/:0(8>70）（"12 缺陷型）

和 ()**+（"12>/:0(8>70）（"12 互补型）。相应的不

含 70 基因的阴性对照菌 ()**+（/:0(8）和 ()**+
（"12>/:0(8）通过同样的方法转化获得。

!". 对 /)0/12 小鼠的免疫原性试验

!"."! 疫苗准备：取 ()**+（/:0(8>70）和 ()**+
（"12>/:0(8>70）分别接种相应的选择性液体 RT 培

养基，WY]、8*+.QI6C 振摇培养 8=E，)] 8*++D 离心

=*8 微 生 物 学 报 )) 卷



!"#$%，弃 上 清，用 灭 菌 的 &’( 调 整 细 菌 浓 度 至

!"!")*+,#-，备用。

!"#"$ 免疫和样品采集：试验共分为 . 组，分别为

/0.."（123/!453）免疫组、/0.."（123/!）免疫组、

/0.."（6784123/!453）免疫组、/0.."（6784123/!）免

疫组和空白对照组，免疫剂量为 !"9)*+,只，分别于

:周龄和 !" 周龄分别进行两次口服免疫。于首免

后 0 周（二免前）和二免后 0 周对试验鼠通过眼眶采

血，分离血清。

!"#"% 血清抗体效价的测定：通过间接 ;-<(3 方法

测定 53 特异的血清抗体效价。;-<(3 方法参照文

献［9］方法进行，以 &,=!>?! 判为阳性，以能满足 &,
=!>?! 的抗体最大稀释度的倒数作为抗体的效价。

!"#"& 肿瘤细胞攻击：&@!.453 肿瘤细胞用 AB;B
培养基（含 !"C*)( 和 0""!D,#- E0!@）培养，于二免

后 0 周采血，再对试验鼠经腹部皮下接种 . F !":

&@!.453 细胞，定期观察肿瘤形成情况。

$ 结果

$"! ’()! *+, 毒株 ’* 基因的 -./01- 扩增结果

$"!"! GH4&)G 产物的鉴定结果：&)G 产物以 "?@C
琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶染色后呈现约 !?IJK 的

条带，与预期大小相符。

$"!"$ 重组质粒 1E;B4H 53 的筛选和酶切鉴定结

果：重组质粒经 !"#G"酶切后，得到 !?IJK 的插入

片段和 L?"JK 的载体条带，证明所挑取的克隆为正

确的重组转化子，将得到的重组质粒命名为 1E;B4
H53。

$"!"% 53 基因的序列测定结果：根据序列测定结

果，扩增出的 !I0@ 个核苷酸中包含 53 基因的完整

阅读框架，共编码 .:@ 个氨基酸，其中包括信号肽 !:
个氨基酸，53! L>9 个氨基酸和 53> >LL 个氨基酸。

该序列与 3,EMM7N,EO6%D8M%D,!,9:（5.=!）毒株和 3,
5M%D PM%D ,!.:,9I（5.=!）毒株之间核苷酸序列同源

性分别为 9I?9C和 9I?:C，裂解位点的氨基酸序列

亦完全一致，为 : 个连续的碱性氨基酸插入，序列为

4GGGPPG4，符合强毒株的特征。

$"$ 重组表达载体 2,*3!/’* 和 456/2,*3!/’*
的构建结果

重 组 质 粒 123/!453 和 6784123/!453 经

$%&8#和 ’()5"双酶切后电泳，出现 !?IJK 的插

入片段和 L?"JK,0?.JK 的载体，与预期结果相符，说

明 53 基因已被正确插入表达载体 123/! 和 6784
123/!。

$"% 重组表达质粒转染 07!( 细胞的结果

间接免疫荧光试验结果表明 123/!453 和 6784
123/!453 转染的细胞均可见大量黄绿色荧光（图

!），而对照组未见有黄绿色荧光（图片未给出），说明

53 基因在转染细胞中得到表达。

图 ! 2,*3!/’* 和 456/2 ,*3!/’* 转染

07!( 细胞的间接免疫荧光试验结果

*$DQ! HRN SN7OTU7 MV $%8$SNWU $##O%MVTOMSN7WN%U 6776X VMS

&@!. WNTT7 US6%7VNWUN8 Y$UR 123/!453 6%8 6784123/!453

3Q&@!. WNTT7 US6%7VNWUN8 Y$UR 123/!453；

’Q &@!. WNTT7 US6%7VNWUN8 Y$UR 6784123/!453Q

$"& 重组表达质粒 2,*3!/’* 和 456/2,*3!/’*
转化减毒沙门氏菌的结果

重组质粒转入沙门氏菌中间宿主 /LIL" 和终末

宿主 /0.." 后，分别挑取单个菌落抽提质粒，$%&8#
和 ’()5"双酶切结果（图 >）表明，所有抽提质粒的

酶切电泳图谱均与预期相符，表明重组质粒已被成

功地导入减毒沙门氏菌中。

图 $ 减毒鼠伤寒沙门氏菌 3%8%9 和

3&((9 转化子酶切鉴定

*$DQ> GN7US$WU$M% N%ZX#N 6%6TX7$7 MV 1M7$U$[N US6%7VMS#6%U7

MV 6UUN%O6UN8 * Q +,-.%)/0%/) /LIL" 6%8 /0.."

BQ$A=3,!"#G"\ $%&8# B6SJNS7；!Q 123/!453 $% /LIL",$%&8#
6%8 ’()5"；>Q 6784123/!453 $% /LIL",$%&8# 6%8 ’()5"；LQ

123/!453 $% /0..",$%&8# 6%8 ’()5"；0Q 6784123/!453 $% /0..",

$%&8# 6%8 ’()5"Q

$"& 免疫原性试验结果

在 ’3-’,W 小鼠免疫原性试验中，免疫组部分

9.!> 期 张小荣等：以减毒沙门氏菌运送的 5. 亚型禽流感病毒 A=3 疫苗的构建及其对小鼠的免疫原性



小鼠在二免之前就可以检测出血清抗体应答，二免

后血清抗体阳性的小鼠数量进一步增加，免疫组小

鼠不管是否检测到血清抗体应答，均能抵抗 !"#$%
&’ 肿瘤细胞攻击，而对照组既没有检测出血清抗

体应答，也不能抵抗肿瘤细胞攻击，于肿瘤细胞攻击

后 ( 周在接种部位形成直径约为 )*$+, 的实体瘤

（表 #）。

表 ! 运送 "#$ 疫苗的减毒鼠伤寒沙门氏菌对

%$&%’( 小鼠的免疫原性试验结果

-./01 # 2134053 67 8,,496:198+85; .33.; 67 <=’ >.++8913 ?108>1@1? /;

.55194.51? ! A "#$%&’()&(’ 89 *+,*B - ,8+1

C.++891
DEFG’ .958/6?; 585@13

!@1/663589: H I11J3 K635/663589:
-4,64@
76@,89:
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) 讨论

沙门氏菌是一种侵袭性胞内菌，不仅可以用作

原核表达的宿主菌，还可以作为 <=’ 疫苗的运送载

体，由于其可以通过口服途径进行免疫，因而可以激

发机体产生粘膜免疫应答［O］。’FC 天然感染途径是

呼吸道和消化道等粘膜途径，因而应用基于沙门氏

菌运送的 <=’ 疫苗系统开发 ’FC 口服疫苗具有很

好的应用前景。

LH$$) 是一株 ./0 基因缺失的减毒鼠伤寒沙门

氏菌，由于 .3? 是 <’!（RM 菌细胞壁的主要组成成

分）生物合成途径中必需的酶，该基因的缺失导致该

突变株在无外源 <’! 的培养条件下溶菌死亡［#)］。

=.J.;.,. 等［##］以携带链球菌 ./0 基因的质粒与该

菌互补建立了不依赖于抗生素筛选的原核表达系

统，称为平衡致死宿主%载体表达系统（S.0.9+1? 01%
5T.0 T635%>1+56@ 1UK@133869 3;351,）［#(］。但是，以此系统

运送 <=’ 疫苗的研究尚未见有报道。本试验中以

不携带 ./0 基因的真核表达载体 KC’L# 和携带 ./0
基因的真核表达载体 .3?%KC’L# 为基础，成功构建

通过 LH$$) 运送的自杀型和平衡致死型 &$ 亚型禽

流感病毒 <=’ 疫苗系统，在小鼠模型中证实它们可

诱导具有保护性的免疫应答，这表明沙门氏菌平衡

致死宿主%载体表达系统在 <=’ 疫苗研发中亦具有

重要应用价值。

!"#$ 细胞是 <S’B( 小鼠（&(
?）来源的肥大细胞

瘤系，通过使用包含 P-E 表位的某种多肽致敏或稳

定转染并表达某种外源基因后，即可作为相应的

P-E 试验的靶细胞［#O］。在对 S’ESB+ 小鼠的免疫原

性试验中，与对照组相比，LH$$)（KC’L#%&’）免疫组

和 LH$$)（.3?%KC’L#%&’）免疫组小鼠既能检测到血

清抗体反应，又能抵抗 !"#$%&’ 肿瘤细胞的攻击，

这说明无论是自杀型还是互补型的运送系统在体内

都能成功地释放所携带的 <=’ 疫苗，同时激发机体

产生 &’ 特异的体液免疫应答和 P-E 反应，显示出

这一新型 <=’ 疫苗的优越性，并且后续的商品鸡免

疫保护效力试验的结果同样也证明本文所构建的

<=’ 疫苗系统能够产生较好的免疫效果（结果另文

发表）。
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