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携带新城疫病毒 !"#疫苗的鼠伤寒沙门氏菌
及其安全性与免疫效力

潘志明& 焦新安&，$" 黄金林& 殷月兰& 唐丽华&

（扬州大学 & 生物科学与技术学院 $ 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 $$"%%:）

摘 要：根据 I,F6<FJ中发表的新城疫病毒（1+’）融合蛋白（;）基因序列，设计一对引物，通过 K89LMK扩增出鹅源
新城疫病毒分离株 NO" ;基因，测序确认后，将其克隆入真核表达载体 H’4P&，获得重组真核表达质粒 H’4P&9;。将
H’4P&9;转化减毒鼠伤寒沙门氏菌 OQ5$%5，构建成携带 +14疫苗的重组沙门氏菌 OQ5$%5（H’4P&9;）。重组菌以不
同剂量口服免疫 &日龄雏鸡，结果表明，细菌对雏鸡具有良好的安全性，且不影响鸡的增重。将 OQ5$%5（H’4P&9;）
分别以 &%2 M;R和 &%: M;R的剂量 3 次口服免疫 & 日龄商品代伊莎褐蛋鸡，抗体检测结果显示，在三免后 & 周，
OQ5$%5（H’4P&9;）&%: M;R剂量组的血清抗体效价与空载体组之间存在显著性差异（ ! S %T%"）。重组菌两个剂量组
在首免后 $周开始出现粘膜抗体，并于二免后 $周和 3周达到较高水平。免疫保护试验结果显示，OQ5$%5（H’4P&9
;）&%: M;R剂量组的保护率为 55T$5U，与空载体组之间存在显著性差异（ ! S %T%"）。
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新城疫（1,V-<WX), E?W,<W,，1+）是危害养禽业的
主要传染病之一，被国际兽疫局列为 4类烈性传染
病。目前，在新城疫的免疫预防中使用的常规疫苗

主要有各种不同毒力的弱毒疫苗和油乳剂灭活疫

苗。有些弱毒疫苗保留了部分毒性，对雏鸡仍有一

定的致死率［&］，而且弱毒苗还能引起鸡呼吸道的温

和病变，增强了对其它病原的易感性。灭活疫苗虽

然能产生高水平的循环抗体，但是不能刺激机体产

生细胞免疫和粘膜免疫。另外，常规疫苗接种还会

受到母源抗体的干扰［&］。因此，寻求一种新型的、更

为安全有效的疫苗，对于新城疫的综合防治具有重

要的现实意义［$ Y !］。

国内外研究证实，许多病原细菌、病毒和寄生虫

的 +14疫苗可诱导产生保护性的免疫应答。然而，
传统 +14的免疫主要通过肌肉注射、皮下注射和基
因枪免疫等方式，+14摄取效率低，需要较大剂量，
所以免疫效果不稳定且生产成本相对较高，难以适

于兽医的临床应用［"］。近年来，减毒细菌载体被证

实是传递 +14疫苗的理想工具。细菌载体可以通
过自然感染途径运送 +14疫苗至免疫诱导部位，乃
至特定的免疫细胞（如 4LM等），借助于宿主细胞表
达目的抗原，因而免疫方法简便，免疫效果较好，能

同时激发全身免疫和局部粘膜免疫，有着良好的应

用前景。在这类细菌载体中已经报道的有减毒沙门

氏菌（"#$%&’($$#）、福氏志贺氏菌（ ")*+($$# ,$(-’(.*）、
产单核细胞李斯特菌（/*01(.*# %&’&231&+(’(0）和侵袭
性大肠杆菌（402)(.*2)*# 2&$*）等，其中对减毒沙门氏
菌的研究最为引人注目［!，#，5］。

本研究采用 K89LMK方法获得了鹅源新城疫病
毒 NO"株的 ;基因，并对其进行了克隆和序列测定，
在此基础上，构建了含有 NO"株 ;基因 +14疫苗的
减毒沙门氏菌，并对其安全性和免疫效力作了评价，

为研制新城疫新型基因工程粘膜疫苗奠定基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 毒株、细胞、细菌和疫苗：鹅源新城疫病毒毒
株 NOZ"Z%&ZI[（简称 NO"）由农业部畜禽传染病学重
点开放实验室分离保存。减毒鼠伤寒沙门氏菌

OQ5$%5［ $3359#"（\K4]）^?WI!# !<0(4!%5（ 8MO

<0(4"!!：8F&%）］由美国斯坦福大学 OX(-J,0 博士惠
赠。M[O95细胞株购自中国科学院上海生物化学与
细胞生物学研究所。鸡新城疫油乳剂灭活疫苗为中

牧实业股份有限公司南京药械厂产品。



!"!"# 质粒和抗体：真核表达质粒 !"#$% 购自
&’()*+,-.’公司，!/01! 2 .345 (.6*,+购自 7+,8.-3公
司。9&2:标记兔抗鸡 &-/荧光二抗及 ;<7标记的兔
抗鸡 &-/、&-1和羊抗鸡 &-#酶标二抗购自 =)-83公司。
!"!"$ 主要试剂：限制性内切酶 !"#<!、$%&>"购
自上海华美生物工程公司，2? @A#连接酶、0B!3’>
;)-C 9)>.D)*5 7:< =54*.8 购自 <,6C. 公司，E&#F)D*.+
!D348)> 8)>) G)* 购自 E)3-.’ 公司，#1" 反转录酶和
<A34.抑制剂 <A34)’购自 7+,8.-3公司。
!"!"% 试验动物：%日龄商品代伊莎褐蛋鸡购自江
苏省无锡市养鸡场集团公司。

!"# &’( )基因的扩增
参照 /.’H3’G中已发表的新城疫病毒 9基因全

序列（登录号 #9?IJ??K），设计合成一对引物（7%：ILM
2/##22::##2#2///:2::#/#::2MNL 和 7K： ILM
:##/ :22::#::2:22#2:2/:#22:#2/:MNL，在引物
两端分别引入了 !"#<!和 $%&>"酶切位点）。引
物由大连宝生物工程有限公司合成。以酚M=@= 法
提取病毒基因组 <A#，按 7+,8.-3公司 #1"反转录
酶说明书反转录后进行 7:<。
!"$ 重组真核表达质粒 *(+,!-)的构建和鉴定
将 7:<产物克隆到 !/01! 2 .345 (.6*,+中，酶

切鉴定为阳性的克隆命名为 !/01M9，并送至上海生
工生物工程技术服务有限公司进行序列测定。从

!/01M9中用 !"#<!和 $%&>" 酶切获得 9片段，克
隆入真核表达载体 !"#$%，用 !"#<!和 $%&>" 双
酶切鉴定，阳性克隆命名为 !"#$%M9。以 O)!,F.6*)’
为转染试剂，将 !"#$%M9 转染 :P=MQ 细胞，转染后
?RC通过间接免疫荧光试验检测 9基因的表达。
!"% 携带新城疫病毒 ’&+疫苗减毒鼠伤寒沙门氏
菌的构建

用电穿孔法［R］将 !"#$% 质粒空载体或重组表
达质粒 !"#$%M9转化减毒鼠伤寒沙门氏菌 =OQKSQ。
所获得阳性转化子命名为 =OQKSQ（!"#$%）和 =OQKSQ
（!"#$%M9）。
!". 重组沙门氏菌 /01#21（*(+,!-)）对商品鸡的
安全性试验

=OQKSQ（!"#$%M9）分别以 %SR:9T、%SU:9T、%S%S

:9T灌喂接种 %日龄商品代伊莎褐蛋鸡，每剂量组
%S只。连续观察 K 周后，扑杀试验鸡，检查是否出
现眼观病变。

!"3 重组沙门氏菌 /01#21（*(+,!-)）对商品鸡的
免疫效力试验

!"3"! 试验分组及免疫接种：%日龄商品代伊莎褐

蛋鸡共分为 I 组，分别为重组菌 =OQKSQ（!"#$%M9）
高剂量免疫组（%SU:9T V羽，NS 羽），=OQKSQ（!"#$%M
9）低剂量免疫组（ %SR:9T V羽，NS 羽），=OQKSQ
（!"#$%）免疫组（%SR:9T V羽，KI羽），油苗免疫组（KI
羽），攻毒对照组（KI 羽）。细菌免疫以灌喂方式进
行 N次，分别于 %日龄、K周龄、?周龄进行，油苗于 %
日龄颈部皮下接种 SWK8O V羽。
!"3"# 称重及样品采集处理：分别于第 %天和第 NI
天称量各试验组所有鸡只的体重，观察其增重情况。

各免疫组在首免后第 %?、KR和 NI天分别经翅静脉
采血，%S只X组，分离血清。同时，每组剖杀两只试验
鸡，按文献［U］的方法制备肠道粘膜样品。
!"3"$ 9蛋白特异性血清和小肠粘膜抗体效价的
测定：通过间接 0O&=#方法测定 9蛋白特异的血清
和粘膜抗体效价。

!"3"% 攻毒：于三免后 %S> 用新城疫标准强毒株
9?R0R以滴鼻途径对鸡群进行攻毒，攻毒剂量为 R Y
%S? 0&@IS，攻毒后连续观察 %?>，计算免疫保护率。

# 结果

#"! 重组表达质粒的构建和鉴定
双酶切产物电泳后，得到一大一小两个片段，其

中小片段与目的基因片段大小一致（%WQGZ），表明重
组质粒构建成功。!"#$%M9转染细胞出现黄绿色荧
光（图 %），而对照组（!"#$%）未见有特异性荧光，说
明 9基因在转染细胞中获得表达。

图 ! *(+,!-)转染 45/-1细胞的间接免疫荧光试验结果
9)-[% 2C. +.4\D* ,F )’>)+.6* )88\’,FD\,+.46.’* 34435 F,+ :P=MQ 6.DD4

*+3’4F.6*.> ])*C !"#$%M9

#"# 重组沙门氏菌 /01#21（*(+,!-)）的构建
将 !"#$%M9转化减毒鼠伤寒沙门氏菌 =OQKSQ，

挑取单个菌落抽提质粒，并进行酶切鉴定。电泳结

果表明，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。

#"$ 重组沙门氏菌 /01#21（*(+,!-)）安全性试验
在观察期内，所有接种鸡均无任何不良反应。K

周后扑杀，剖检没有发现在肝脏、脾脏等实质脏器上
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有眼观病变。从增重试验结果来看，在第 !周时，重
组菌 "#$%&$（’()*+,-）的两个试验组鸡的体重之间
没有统计学差异（! . &/&!），而且与其它试验组之间
也未见显著差异（! . &/&!），结果见表 +。

表 ! 重组细菌疫苗免疫对雏鸡增重的影响
01234 + 566478 96 9:13 ;<<=>;?18;9> @;8A "#$%&$（’()*+,-）9>

7A;7B4>’C 29DE @4;FA8

G:9=’
H=<24: 96

7A;7B4>

I41> 29DE @4;FA8 18

!,@44B,93DJBF

"#$%&$（’()*+,-）+&KL-M %N &/O%K P &/&!O

"#$%&$（’()*+,-）+&QL-M %% &/O+N P &/&O$

L9>8:93 +R &/ONK P &/&O+

"#$%&$（’()*+） +$ &/O%$ P &/&OO

S;3,4<=3C;6;4D T177;>4 +K &/O&N P &/&!!

"#$ %&’"(’（)*+,!-.）的免疫效力试验
"#$#! -蛋白特异的血清和粘膜抗体检测：在首免
后 %周，所有试验组的血清抗体效价均较高，但到二
免后 %周，所有试验组的抗体水平下降；在三免后 +
周，"#$%&$（’()*+,-）+&QL-M 剂量组的抗体水平回
升，且与空载体组和空白对照组之间存在显著性差

异（! U &/&!），但与油苗免疫组之间不存在显著性差
异（! . &/&!）。小肠粘膜抗体的测定结果显示，重组
菌 "#$%&$（’()*+,-）的两个剂量组在首免后 %周开
始出现粘膜抗体，并于二免后 %周和 N周达到较高
水平（表 %）。
"#$#" 免疫攻毒试验：如表 N所示，"#$%&$（’()*+,
-）+&QL-M免疫组具有良好的保护率（达 $$/%$V），
与空白对照组和空载体组之间存在显著性差异

（! U &/&!），而 "#$%&$（’()*+,-）+&KL-M免疫组提供
的保护率较低，仅为 !%/+&V。

表 " 以鼠伤寒沙门氏菌运送的 /0+疫苗对商品代伊莎褐蛋鸡的免疫原性试验结果
01234 % 0A4 :4C=38C 96 ;<<=>9F4>;7;8E 1CC1E 96 WH) T177;>4C D43;T4:4D 2E "#$%&’($$# )*!+,%-.,-% ;> 79<<4:7;13 X") 2:9@> 7A;7B4>C

G:9=’

GI 1>8;29DE 8;84:C 1C D484:<;>4D 2E 5#X")

"1<’34C 96 C4:=< "1<’34C 96 C<133 ;>84C8;>13 <=79C1

%Y44B ’9C8,’:;<;>F +Y44B ’9C8,8A:44 ;<<=>;?18;9> %Y44B ’9C8,’:;<;>F +Y44B ’9C8,8A:44 ;<<=>;?18;9>

"#$%&$（’()*+,-）+&QL-M N%&/&& P +Q!/Q! !$R/&& P +ON/+&! +%K/&& +Q%/&& P Q&/!+

"#$%&$（’()*+,-）+&KL-M +%K/&& P ON/K+ +&O/&& P !N/RR QR/&& +%K/&&

"#$%&$（’()*+） QR/&& P N!/$$ O&/&& N%/&& N%/&&

S;3,4<=3C;6;4D T177;>4 +&%O/&& P N!&/!O KQR/&& P N!&/!O OK/&& P %%/RN OK/&& P %%/RN

L9>8:93 QR/&& P N!/$$ NR/&& P N!/$$ N%/&& N%/&&
!：! U &/&!："#$%&$（’()*+,-）+&Q L-M F:9=’ T4:C=C "#$%&$（’()*+）F:9=’Z

表 1 重组鼠伤寒沙门氏菌对商品代伊莎褐蛋鸡的免疫保护结果
01234 N 0A4 :4C=38C 96 ’:98478;T4 466;717E 96 WH) T177;>4C D43;T4:4D 2E "#$%&’($$# )*!+,%-.,-% 69: 79<<4:7;13 X") 2:9@> 7A;7B4>C

G:9=’ H=<24: 96 7A;7B4>C H=<24: 96 C=:T;T9: H=<24: 96 D41D [:98478;T4 :184 JV

"#$%&$（’()*+,-）+&QL-M %% +$ ! $$/%$

"#$%&$（’()*+,-）+&KL-M %N +% ++ !%/+&

"#$%&$（’()*+） +$ ! +% %Q/O%

S;3,4<=3C;6;4D T177;>4 +K +! N KN/%%

L9>8:93 +R % +O +%/!&

1 讨论
自 +QQ$年以来，在我国部分地区流行鹅源的新

城疫，该病具有高度的发病率和死亡率，对养禽业造

成了巨大的经济损失。目前，对于鹅源新城疫主要

采用油苗免疫的预防措施，而应用 WH)疫苗防治鹅

源 HW的研究还未见报道，值得探讨，同时亦可为其
它水禽传染性疾病的控制提供新的思路和手段［+&］。

本研究应用 \0,[L\扩增并克隆了鹅源新城疫
病毒分离株 ]"!的 -基因，序列测定结果表明，所测
+R$Q个核苷酸包含 -基因的完整阅读框架（S\-），
编码 !!N个氨基酸组成的前体蛋白 -&，其裂解区域

QNQ%&&!，(93ZO! H9ZR 潘志明等：携带新城疫病毒 WH)疫苗的鼠伤寒沙门氏菌及其安全性与免疫效力



的氨基酸为 !!"#!!$，说明该毒株是一株典型的
%&’强毒株。通过比较 ()* 株与其它 %&’ 毒株 $
蛋白氨基酸序列发现，()*株与国际标准强毒株、鸡
源 %&’强毒分离株和其它鹅源 %&’强毒分离株的
$蛋白高度保守［++］。所以，()* 株的 $ 基因可以作
为研制 %&基因工程疫苗的目的基因，本研究则以
该病毒 $基因构建了 %&’的 &%,疫苗。作为研究
&%,疫苗的基本程序，在进行动物试验之前，一般
要将其转染动物细胞，观察是否有目的蛋白的表达

以及表达的蛋白是否有免疫反应性。本试验结果证

实，重组质粒 -’,.+/$转染 01)/2细胞后可以表达
具有免疫反应性的 $蛋白，这为后续研究工作的开
展奠定了基础。

鼠伤寒沙门氏菌 )32452 是 678, 缺陷型细菌，
属减毒菌株，以 )32452静脉注射小鼠，其对小鼠致
死剂量较同源野生型菌株提高了 +59 倍［+4］。可见，
)32452虽已减毒，但仍具有一定的毒力。本试验研
究表明，以 +5:0$;、+5<0$;和 +5+5 0$;剂量的重组
细菌口服接种雏鸡，没有引起鸡的不良反应，且

+5:0$;和 +5<0$; 剂量组的鸡只增重正常，说明
)32452（-’,.+/$）具有良好的安全性。
研究发现，基于 $基因为目的基因的 &%,疫苗

肌肉注射 )=$试验鸡后，试验鸡产生了高水平针对
$蛋白的抗体，并具有部分保护强毒攻击的能力，但
不能激发明显的粘膜免疫应答［>］。而 %&’感染的
主要门户是消化道和呼吸道，因此在局部建立有效

的粘膜应答对于 %&’ 的控制有着重要的意义［+］。
本研究免疫效力试验结果显示，二免后 +?@，+5< 0$;
剂量组的血清抗体水平高于空载体免疫组，三免后

2@，两组间血清抗体水平存在显著性差异（ ! A
5B5*）。同时测定试验鸡的 CD抗体效价表明，免疫
前试验鸡群具有相当高的新城疫病毒母源抗体，CD
效价在 42 E 4: 之间。在二免后 +?@ 和 4+@，细菌免
疫组的 CD抗体效价分别在 45 E 44 之间，说明此时
细菌免疫组的母源抗体已消失。因而可以推断，本

试验中的细菌免疫组在后期产生的特异性抗体是重

组细菌激发机体产生的，而不是母源抗体在鸡体内

的残留。另外，细菌免疫组的粘膜抗体水平在二免

后 +?@和 4+@均高于空载体组，而油苗免疫组一直
未能检测出粘膜抗体。攻毒试验结果显示，重组细

菌 +5< 0$;剂量组的免疫保护率为 22B42F，与空载
体组存在显著性差异（ ! A 5B5*），但 +5: 0$;剂量组
的保护水平稍低，仅为 *4B+5F。这提示除在肠道
局部产生保护性抗体外，还需要机体产生较高水平

的循环抗体，这样才能较好地提供对强毒的攻击。

试验中油苗免疫组的保护率也仅为 :>B44F，与细
菌 +5< 0$;剂量组相当，说明油苗免疫除受到母源
抗体干扰外，还存在不能诱导产生局部粘膜免疫应

答的缺陷。因此，我们认为，如果将本研究的重组细

菌疫苗与油苗联合使用，则可以相互取长补短，从而

提高免疫效果。在试验中我们还发现鸡体产生了高

滴度的抗沙门氏菌抗体，而且延续时间长，因此重组

菌的早期免疫还可同时预防沙门氏菌的感染。

本研究初步显示了以减毒沙门氏菌运送新城疫

病毒 &%, 疫苗的免疫保护作用，在对运送载体优
化、最佳免疫剂量、免疫程序和免疫机制作进一步研

究后，我们相信，这一疫苗技术对于家禽新城疫的控

制将有良好的应用前景。
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