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利用苏云金芽胞杆菌细胞表面展示系统表达禽流感病毒 !" 蛋白

刘 梅*，$，李淑云*，赵昌明$，孙 明$，毕丁仁*，$"

（* 华中农业大学动物医学院 $ 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !#%%"%）

摘 要：首次利用苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，FG）H5层蛋白 I3I 表面展示系统研究在 FG 细胞表面展示禽

流感病毒 JK 蛋白的可行性和最佳方案，为研制能常温长期保藏和运输的禽用口服疫苗奠定基础。用全长 +. 基因

或部分 +. 基因（+..）代替 H5层蛋白 #(# 基因的 #L5端或中部，构建了 ! 个重组质粒 MHJK（含 #(#5+.）、MIH/5HJK（ #’"5 #(#5
+.）、MI3I5JKK（ #(#5+..）和 MIHJKK（ #’"5 #(#5+..）。将重组质粒分别电转化入 FG 受体菌株 F1F*"* 中，获得了 0 个重组

菌株 FJ、FIJ、I5H、FIIJ 和 IJ。用 0 个重组菌株的营养细胞做玻片凝集试验，结果显示 0 个重组菌株均成功地在

细胞表面展示了 JK 蛋白。用 0 个重组菌株的营养细胞免疫小鼠，92NH/ 测定血清抗体效价，结果显示 0 个重组菌

株均具有免疫原性，其中重组菌株 IJ 的免疫原性最高，其含融合基因 #’"5 #(#5+..，证明该种融合基因的构建方式最

佳。这为利用 H5层蛋白 I3I 表面展示系统构建展示其它禽类病原体抗原的重组菌株以研制禽用热稳定性口服疫

苗奠定了基础。
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目前，用于防制家禽传染病的传统减毒活疫苗

和基因工程活疫苗均需要低温保藏和运输，而且绝

大多数疫苗需要通过劳动强度大、操作技术性强的

注射途径进行免疫接种，这给疫苗的销售和广泛使

用带来不便。因此，研制出能长期常温保藏和运输

的口服疫苗是社会发展的迫切需要。

苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，FG）能形

成芽胞，芽胞具有很强的热稳定性［*］。由于 FG 能产

生由质粒编码的对昆虫具有特异性杀虫活性的伴胞

晶体，故其主要被研制成微生物杀虫剂用于生物防

制［$］。FG 菌株 F1F*"* 为无质粒不形成伴胞晶体的

突变株［#］，其对小鼠和雏鸡安全无毒且能在鸡肠道

中暂 时 定 殖 以 发 挥 作 用（另 文 发 表）。H5层 蛋 白

（H,?Q7D. 47R.? M?SG.;-）是细菌表面蛋白的一种，其定

位于细菌细胞壁的外部，并能结为薄层晶格状结构

而包裹住整个细胞壁，从而形成细菌的表面层即 H5
层（H547R.?T）［!］。将外源抗原基因与 H5层蛋白基因融

合后，外源抗原蛋白便可展示到受体菌株细胞表面，

从而能开发为活菌疫苗［0］。本研究组以 F1F*"* 为

受体菌株利用 FG 菌株 I3I 的 H5层蛋白 I3I（基因

#(#）初步建立了 FG 细胞表面展示系统［&］。本文欲利

用该系统展示禽流感病毒 JK 蛋白，通过设计多种

H5层融合基因构建方式，构建多个重组菌株，检测重

组菌株的表面展示可行性和免疫学活性，以寻找到

能使外源抗原表现出最高免疫学活性的构建方式，

从而为研制热稳定性禽用口服疫苗奠定基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 质粒和菌株：所用的质粒和菌株见表 * 所

示。苏云金芽胞杆菌于 #%U用 FVN（W;QDS）培养基培

养，大肠杆菌（/’#)-*$#)$" #0%$）于 #"U用 2F 培养基

培养。培养菌体时添加相应的抗生素，氨苄青霉素

*%%!>X:2，红霉素 $0!>X:2，新霉素 *%!>X:2。

#$#$% 主要试剂和仪器：HY 缓冲液（$"$::S4X2 蔗

糖，*0Z（ 1 X1 ）甘 油 ）；KFH（[V$K\! *O!"::S4，

J7$VK\! · *$V$\ *%::S4， [I4 $O"::S4， J7I4
*#"::S4，MV"O!）；禽流感琼脂扩散试验标准阳性血

清和阴性血清（购于中国农业科学院哈尔滨兽医研

究所）；辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 N>Y（购于武

汉博士德生物工程有限公司）；92NH/ 包被抗原 YH35
JK（制备方法见 *O&O!）；电脉冲转化仪（F;S5]7= 公



司产品 !"#"$%&’"(!）。

!"# $%& 扩增

本研究使用了两对引物，表 ) 为它们的序列、用

途及扩增程序。

表 ! 实验所用质粒和菌株

*+,&" - $&+’./0’ +#0 ’1(+/#’ %’"0 /# 12/’ ’1%03
$&+’./0’ 4( ’1(+/#’ 52+(+61"(/’1/6’ 74%(6"’
89:9;<)=>?@ A8(，B(.(，64#1+/#/#C D%&& &"#C12 4D !"! C"#"，-?EFG, ［F］

89:9=57A A8(，*6(，64#1+/#/#C D%&& &"#C12 4D !#$%& 48"(4#，;E<G, ［F］

89B) A8(，H"4(，’2%11&" I"614( 4D ’ J !()* +#0 !K ’1(+/#，FE>G, ［L］

8:MN=57A A8(，H"4(，D%&& &"#C12 4D !#$%& 48"(4# /# 89B)，-?E@G, *2/’ ’1%03
8O!=H$ A8(，D%&& &"#C12 4D +, C"#" /# 8!BP=O!，FEQG, 714("0 /# 12/’ &+,
87H$ A8(，B(.(，D%&& &"#C12 4D +, C"#" ("8&+6/#C -.$"=/,0" D(+C."#1 4D !"! C"#" /# 89:9;<)=>?@，;EFG, *2/’ ’1%03
857A=7H$ A8(，B(.(，D%&& &"#C12 4D !#$%& 48"(4# /#’"(1/#C /# ’!(R" ’/1" 4D 87H$，-)EFG, *2/’ ’1%03
85*5=H$$ A8(，B(.(，8+(1 &"#C12 4D +, C"#" ("8&+6/#C -.$"=1*+6! D(+C."#1 4D !"! C"#" /# 89:9;<)=>?@，-?E>G, *2/’ ’1%03
857H$$ A8(，B(.(，D%&& &"#C12 4D !#$%& 48"(4# /#’"(1/#C /# ’!(R" ’/1" 4D 85*5=H$$，->E@G, *2/’ ’1%03
STQ# ’ 2 !()*，34! 5 ，6 5 ，4+7%8，9:3;<，"0* 5 ，0#738=（ 3> 5 ，?> 5 ），#@,AA，34)%8 714("0 /# 12/’ &+,
9N)-（ SB>，6404#
8&%’）U8O!=H$ ’ J !()* 6404# 8&%’ ’1(+/# D4( "V8("’’/#C 2"1"(4&4C4%’ C"#"，2+(,4(/#C 8O!=H$ 714("0 /# 12/’ &+,

9:9-L- $&+’./0=D("" 0"(/I+1/I" 4D & J "0@3*+9*4+#*#，7"(4138" T>+,6 ［>］

9H 9:9-L- 2+(,4(/#C 87H$ *2/’ ’1%03
95H 9:9-L- 2+(,4(/#C 87H$ +#0 8:MN=57A *2/’ ’1%03
5=7 9:9-L- 2+(,4(/#C 857A=7H$ *2/’ ’1%03
955H 9:9-L- 2+(,4(/#C 85*5=H$$ +#0 8:MN=57A *2/’ ’1%03
5H 9:9-L- 2+(,4(/#C 857H$$ *2/’ ’1%03

表 # 本研究所涉及的 $%& 引物

*+,&" ) $(/."(’ /#I4&I"0 /# 12/’ ’1%03
$(/."(’ 7"W%"#6"（QX!>X） N/#G"(’ Y’+C" $5R 8(4C(+.

H8=%8
H8=04Z#

!!5*5*A!A5A*!!5!5**5AA!!5A55AA
5!5*!5A*!5**AA**!*5!*A5*55*5*!

-.$"
/,0"

5&4#/#C D%&& &"#C12 +, C"#"
（-Q??,8），8O!=H$ +’ 1".8&+1"J

H88=%8
H88=04Z#

!AA**5*A!A5*55A*!!5!5**5
55A!!*5AA55**A*!*!5*!!A**5*5

-.$"
1*+6!

5&4#/#C 8+(1 &"#C12 +, C"#"
（;LQ,8），8O!=H$ +’ 1".8&+1"J

;@[ Q./#；;@[ -./#，QQ[
-./#，L)[ )./#，>? 636&"’；
L)[ -?./#J

!"’ ()* 操作

SHA 的酶切、电泳、连接和转化大肠杆菌以及

质粒的提取均按文献［<］所述方法进行。

!"+ 质粒电脉冲转化苏云金芽胞杆菌

受体菌株用 9TM 培养基于 >?[培养至 BCF?? 为

?E) \ ?E>，收集菌体，用 7! 缓冲液洗涤菌体 @ 次，用

-U)? 体积的 7! 缓冲液悬浮菌体，即得到感受态细

胞。取 -??$N 的感受态细胞于 ?E)6. 电击杯中，加

- \ >$N质粒，混匀，在 )EQG]、)Q$̂ 和 )??%条件下进

行电击。然后，加 -.N 9TM 培养基于电击杯中，混

匀，将 杯 中 液 体 转 入 -EQ.N B88"#04(D 管 中，

>?[ -Q?(U./#恢复培养 )2。然后，取培养好的菌液

涂布相应的抗性平板，筛选阳性转化子。

!", 重组菌株的玻片凝集试验

!","! 凝集素的来源：凝集素为禽流感琼脂扩散试

验标 准 阳 性 血 清 和 阴 性 血 清，使 用 之 前 用 $97
（8TLE@）作系列倍比稀释。

!","# 凝集原的制备：抗性 9TM 培养液接种重组菌

株于 >?[ )??(U./# 培养 -F2，收集菌体，$97 洗涤菌

体 > 次，$97 重悬菌体，调整菌液浓度至 BCF?? 为

>E?，作为凝集原。

!","’ 方法：取 )Q$N 凝集原于一洁净玻片上，再取

)Q$N 凝集素滴于凝集原液上，随即用灭菌牙签充分

混匀。于 >Q \ >L[环境中，将玻片不断作回旋倾斜

摇动，使凝集原与凝集素充分接触。>./# 内观察结

果。如在 >./# 内出现絮片状或颗粒状凝集，混合悬

液由混浊变为澄清透明者为阳性，记录为“ K ”；如仍

呈均匀混浊状者则为阴性，记录为“ _ ”；仅出现小的

颗粒状凝集，菌悬液仍混浊者，可判为疑似反应，记

录为“ ‘ ”。

!"- 重组菌株免疫小鼠实验

!"-"! 实验动物：F \ < 周龄 7$^ 级雌性 9AN9U6 小

白鼠，购自湖北省预防医学科学院实验动物中心，购

回后在隔离环境下饲养，预饲 >0 后开始实验。

!"-"# 免疫抗原的制备：抗性 9TM 培养液接种重组

菌株 于 >?[ )??(U./# 培 养 -F2，收 集 菌 体，$97
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（!"#$%）洗涤菌体 & 次，’() 重悬菌体，调整菌液浓

度至 * + *,-./0123，作为免疫抗原。

图 ! （"）苏云金芽胞杆菌 !"! 基因和 !#$%& 操纵元示意图；（#）全长 ’( 基因示意图；

（$）!"!%’(、!#$% !"!%’(、!"!%’(( 和 !#$% !"!%’(( 融合基因构建示意图

/456* （7）89:9 2;! <= )>?;@9A !A<B94: 59:9 !"! ;:C 4BD E!DBA9;2 <!9A<: !#$%&；（(）/E?? ?9:5BF <= ’( 59:9 4: !G8>H’；

（.）)IF92;B4I A9!A9D9:B;B4<: <= BF9 =ED4<: 59:9 !"!>’(，!#$> !"!>’(，!"!>’(( ;:C !#$> !"!>’(( 6（JF9 KF4B9 A9IB;:5?9
A9!A9D9:BD !"! 59:9，#)* 29;:D )>?;@9A F<2<?<5@ C<2;4:，BF9 D2;?? C;AL A9IB;:5?9 A9!A9D9:BD ’( 9!4B<!9 59:96）

!&’&( 免疫程序：将小鼠随机分为 # 组，每组 - 只，

分别为 (M(*#* 组、(H 组、(.H 组、.>) 组、(..H 组、

.H 组和空白对照组。于第 ,、*% 和 N- 天腹腔注射

抗原 N,,!31只（即 N + *,#./01只），空白组注射 ’()。

于第 ,、*&、N# 和 %* 天采集血液，分离血清。

!&’&) O3P)7 测定：采用间接 O3P)7 法检测小鼠血

清 P58 抗体效价。具体方法见文献［Q］所述。其中，

用辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 P58 作为酶标二

抗，8)J>H’ 蛋白作包被抗原。8)J>H’ 由大肠杆菌

(3N*（RO&，I<C<: !?ED）1!G8>H’ 所产生。抗性 3( 培

养基接种 (3N*（RO&，I<C<: !?ED）1!G8>H’，经 P’J8 诱

导，表达融合蛋白 8)J>H’（-%LR;），表达蛋白形成包

涵体，菌体经超声波破碎后，离心收集包涵体，先用

,$&S )G3 使包涵体变性溶解，再用 ,$NS ’O8%,,,、

*22<?13 氧化型谷胱甘肽和 N22<?13 还原型谷胱甘

肽将包涵体还原为有反应活性的 8)J>H’ 蛋白，’()
（!"-$,）透析复性，测定蛋白浓度，T N,U保存作为

O3P)7 测定的包被抗原。

* 结果

*&! 重组菌株的构建

苏云金芽胞杆菌 !"! 基因和 !#$%& 操纵元的结

构见图 *>7 所示（根据［*,］和［V］修改）。其中，#)*
（)>?;@9A F<2<?<5@，)>层同源模体）是 !"! 基因的表面

锚定序列；#)* 之后有两个单一酶切位点 +,$"和

-.’I#，它们可作为 #)* 与外源抗原基因的连接位

--% 3P0 M94 /" $) 6 1%!"$ 0.!12,.2)23.!$ 4.’.!$（N,,#）%#（&）



点；!"#$% 操纵元与 !"层蛋白在细胞表面的锚定密

切相关［##］。

本研究设计了 $ 种融合基因的构建方式（图 #"
%，&）。其中，质粒 ’!() 是将全长 &’ 基因通过 !(!
基因 )*#!位点替换 !(! 基因 "+, 之后的 *+"端，于是

构成融合基因 !(!"&’；质粒 ’&!,"!() 是在 ’!() 的

基础上于 !(! 基因的前面插入 !"#$% 操纵元，于是构

成融合基因 !"#"!(!"&’；质粒 ’&-&"()) 是将部分 &’
基因（ &’’，即全长 &’ 序列中 -.&."位点之前的序

列，其包含 / 个表位（图 #"%））通过 !(! 基因中部的

)*#!"-.&."位点替换 !(! 基因中部片段，于是构成

融合基因 !(!"&’’；质粒 ’&!()) 是在 ’&-&"()) 的基

础上于 !(! 基因的前面插入 !"#$% 操纵元，于是构成

融合基因 !"#"!(!"&’’。

将重组质粒电脉冲转入 %0 受体菌株 %1%#2#
中。其中，在转化 ’!() 和 ’&-&"()) 时，要同时将

’134"&!, 转入 %1%#2# 中，以提供 !"#$% 操纵元。

从而获得 5 个展示 () 蛋白的重组菌株 %&(（含

’!() 和 ’134"&!,，即含融合基因 !(!"&’ 6 !"#$%）、&"
!（含 ’&!,"!()，即含融合基因 !"#"!(!"&’）、%&&(（含

’&-&"()) 和 ’134"&!,，即 含 融 合 基 因 !(!"&’’ 6
!"#$%）、&(（含 ’&!())，即含融合基因 !"#"!(!"&’’）和

%(（只含 ’!()，即含融合基因 !(!"&’，未转入 ’134"
&!,，目的是为了考察无 !"#$% 操纵元时，重组菌株

的展示情况）。对所构建的重组菌株抽提质粒进行

酶切验证，结果均与预计的相符（图略）。

图 ! 展示 "# 蛋白的重组菌株 $"、$%"、%&’、$%%" 和

%" 玻片凝集试验

789:/ !;8<= >99;?08@>08A@ 0=B0 AC D=.AEF8@>@0 B0D>8@B %(，%&(，&"!，

%&&( >@< &( GH8.H <8B’;>I=< () ’DA0=8@:（’AB808J= B=D?E <8;?08A@ #K$）

!(! 重组菌株的玻片凝集试验

用玻片凝集试验检测重组菌株中 () 蛋白在细

胞表面的展示情况。结果表明，受体菌株 %1%#2#
和 5 个重组菌株在 )%! 和阴性血清中，菌悬液均匀

混浊，不 透 明，其 凝 集 反 应 均 为 阴 性；受 体 菌 株

%1%#2# 在阳性血清中无凝集块出现，凝集反应为

阴性，而 5 个重组菌株在阳性血清中均出现了明显

的凝集块，均发生了凝集反应（图 /），说明 &’ 基因

在 5 个重组菌株中均得到了表达并展示于细胞表

面。从 5 个重组菌株的玻片凝集效价测定实验结果

（表 *）可以看出，5 个重组菌株的表面展示状况不

均，其中，&"!（ !"#"!(!"&’）和 &(（ !"#"!(!"&’’）的凝集效

价最 高；%&(（ !(!"&’ 6 !"#$%）和 %&&(（ !(!"&’’ 6
!"#$%）居中；%(（ !(!"&’）的最低，初步说明 !"#"!(!"&’
和 !"#"!(!"&’’ 这两种融合基因的构建方式更有利于

外源抗原在细胞表面的展示。

表 ) 展示 "# 蛋白的重组菌株 $"、$%"、%&’、

$%%" 和 %" 的玻片凝集效价

->F;= * !;8<= >99;?08@>08A@ 080=D AC D=.AEF8@>@0

B0D>8@B %(，%&(，&"!，%&&( >@< &( GH8.H <8B’;>I=< () ’DA0=8@
L=.AEF8@>@0

B0D>8@B
(=9>08J= B=D?E <8;?08A@ )AB808J= B=D?E B=D8>; <8;?08A@

#K/ #K/ #K$ #KM #K#N
%1%#2#（>B .A@0DA;） O O O O O

%( O 6 6 O O
%&( O 6 6 P O
&"! O 6 6 6 P
%&&( O 6 6 P O
&( O 6 6 6 P

“ 6 ”D=’D=B=@0B ’AB808J= D=B?;0；“ O ”D=’D=B=@0B @=9>08J= D=B?;0；“ P ”D=’D=B=@0B
<A?F0C?; D=B?;0 :

!() 重组菌株免疫小鼠结果

小鼠免疫结果显示，5 个重组菌株均能诱导小

鼠产生针对 () 的特异抗体，随着免疫次数的增加，

其抗体水平不断提高，与对照受体菌株 %1%#2# 相

比，其差异极显著（/ Q RSR#），说明 5 个重组菌株均

具有一定的免疫原性。其中，&( 的免疫效果最佳；

其次是 &"!；再次是 %&( 和 %&&(；最差的是 %(（图

*）。这个结果与重组菌株的玻片凝集效价测定实验

结果基本吻合，从而，寻找到了能使外源抗原表现出

最高免疫学活性的融合基因构建方式 !"#"!(!"&’’（重

组菌株 &(，含 ’&!())），即外源抗原基因替换 !(! 基

因的中部，并且 !"#$% 操纵元位于 !(! 基因的上游与

!(! 基因存在于同一个重组质粒中。

) 讨论

在已初步构建的 %0 !"层蛋白 &-& 表面展示系

统中，!"#$% 操纵元与 !(! 基因分别位于两个重组质

粒中，重组菌株中包含两个重组质粒［N］，而在原始菌

株（&-& 菌株）中，!"#$% 操纵元紧位于 !(! 基因的上

游（图 #",）。本研究将 !"#$% 操纵元构建到了 !(! 融

合基因的上游，这样，重组菌株中只需包含一个重组

质粒，如 重 组 菌 株 &"!（含 ’&!,"!()）和 &(（ 含

’&!())）。结果表明，只包含一个质粒的重组菌株

TM$刘 梅等：利用苏云金芽胞杆菌细胞表面展示系统表达禽流感病毒 () 蛋白 : U微生物学报（/RR2）$2（*）



图 ! 展示 "# 蛋白的重组菌株 $"、$%"、%&’、$%%" 和

%" 免疫小鼠前后血清 ()* 抗体水平变化

!"#$ % &’("’)"*+ *, -"./ 0/(’ 1#2 3(/4 ’+5 3*0)4 "--6+"7’)"*+ 8")9
(/.*-:"+’+) 0)(’"+0 ;<，;=<，=4>，;==< ’+5 =< 89".9 5"03?’@/5 <A
3(*)/"+$

的免疫原性高于包含两个质粒的重组菌株，如 =4>
比 ;=<（含 3><A 和 3B1C4=>D）和 =< 比 ;==<（含

3=E=4<AA 和 3B1C4=>D）。由此可见，!"#$% 操纵元

与 !&! 融合基因连锁更有利于 >4层融合蛋白在细菌

细胞表面的展示，因为这样的排列方式与原始菌株

中基因的排列方式一致。另外，由两个重组质粒变

为一个重组质粒可减少一个抗性基因的存在。

在构建重组菌株时，本研究发现了一个有趣的

现象，!"#$% 操纵元与 !&! 基因连锁的重组菌株 =4>
和 =< 的菌落形态与不含 !"#$% 操纵元的重组菌株

;< 以及 !"#$% 操纵元与 !&! 融合基因分别位于两个

质粒的重组菌株 ;=< 和 ;==< 的菌落形态相比具

有明显的不同，后 % 个重组菌株的菌落形态与受体

菌株 ;B;FGF 的没有区别，均呈典型的 ;) 样菌落。

以重组菌株 ;< 和 =4> 为例，在相同的培养条件下，

肉眼所见，;< 的菌落较大、表面粗糙无光泽，菌落平

坦，而 =4> 的菌落较小、表面光滑且有光泽、菌落隆

起；在低倍（HI J ）显微镜下观察，=4> 的菌落并不像

;< 那样呈卷发状，而是呈棉絮状（图 H）；通过显微

镜油镜（FII J ）观察，=4> 的菌体形态与 ;< 的没有

区别（图略）。重组菌株 =4> 和 =< 菌落形态的变化

是否与在受体菌株 ;B;FGF 中 !"#$% 操纵元与 !&!
基因连锁有关呢？这还有待进一步探索。

本研究设计了两种 >4层融合基因的构建方式，

一种是外源抗原基因替换 !&! 基因的 %K4端（如 3><A
和 3=>D4><A），另一种是外源抗原基因替换 !&! 基因

的中部（如 3=E=4<AA 和 3=><AA）。结果表明，中部

替换法优于 %K4端替换法（如 =< 比 =4>）。中部替换

法保留了 !&! 基因的终止子，也许这对融合基因的

表达更有利。

图 + 重组菌株 $"菌落形态与重组菌株 %&’菌落形态比较

!"#$H =*?*+@ 09’3/0 *, (/.*-:"+’+) 0)(’"+0 ;< ’+5 =4>$ D ’+5 ;：

A9*)*#(’390 *, 0)(’"+0 ;< ’+5 =4> *+ 3?’)/，)9/ 0)(’"+0 8/(/ .6?)6(/5 ,*(
%IL FM9 *+ )9/ C; 0*?"5 -/5"6-；= ’+5 N：B".(*#(’390 *, 0)(’"+0 ;<
’+5 =4> .*?*+@，-’#+",".’)"*+ HI J $

完整的禽流感病毒 <A 蛋白（+6.?/*3(*)/"+，核衣

壳蛋白）具有 % 个独立的表位（图 F4;）。本研究在

采用 !&! 基因中部替换法构建融合基因时，为了利

用 ’().!位点，将全长 )* 基因中 ’().!位点以后

的序列去除掉，保留了 <A 蛋白的 O 个表位（图 F4
=）。结果表明，包含 O 个表位的部分 <A 蛋白亦能

表现出免疫学活性（如 ;==< 和 =<）。

研究结果显示，不含 !"#$% 操纵元的重组菌株

;< 亦表现出了一定的免疫学活性，但活性低于包含

!"#$% 操纵元的重组菌株（如 ;=< 和 =4>），这说明

!"#$% 操纵元的确与 >4层蛋白牢固地锚定在细胞表

面密切相关，但是，当重组菌株不含 !"#$% 操纵元

时，受体菌株 ;B;FGF 中似乎存在某种机制能促进

>4层融合蛋白锚定在细胞表面，只是其作用不如

!"#$% 操纵元强，这一点还有待进一步研究。

本文在国内外首次利用 ;) >4层蛋白表面展示

系统在 ;) ;B;FGF 菌株表面成功展示了禽流感病毒

<A 蛋白，所构建的 M 个重组菌株均具有免疫学活

性，其中，重组菌株 =<（含融合基因 !"#4!&!4)**）表现

出了最高免疫学活性。通过本研究，寻找到了 >4层
融合蛋白的最佳构建方式，从而为利用 ;) >4层表面

展示系统构建展示其它禽类病原体抗原的重组菌株

以开发成禽用热稳定性口服疫苗奠定了基础。
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