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摘 要：为了研制更加有效的 GHI *J2 疫苗，将 GHI 的 K& 基因和禽白介素 $（GL9$）基因插入双顺反子表达载体

MGN:K9:O6P5*QN+R 中，构建能分别或同时表达 K& 基因和 GL9$ 基因的 MGN:K9K&、MGN:K9GL$、MGN:K9K&5GL9$ 质粒。通过

脂质体转染 I+/> 细胞，利用 N39PSN 及间接免疫荧光检测表达。将构建的质粒用脂质体包裹后，通过腿部肌肉多点

注射免疫 " 日龄雏鸡，二免后两周用 GHI 肾型强毒进行攻毒。结果表明，MGN:K9K&5GL9$ 在体外能够诱导 I+/> 细胞

表达 K& 蛋白和 GL9$；MGN:K9K&5GL9$ 和 MGN:K9K& T MGN:K9GL$ 免疫雏鸡后均能促进外周血 3 淋巴细胞亚群数量和血清

中特异性抗体水平的增加，能明显增强 GHI *J2 疫苗对同型强毒的攻击保护，但 MGN:K9K&5GL9$ 免疫组要优于

MGN:K9K& T MGN:K9GL$ 混合免疫组及其它对照组，差异显著或极显著。以上结果表明禽 GL9$ 能同时加强 *J2 疫苗的

细胞免疫和体液免疫应答；但抗原基因和 GL9$ 共表达 *J2 疫苗的免疫效果明显要优于混合注射的 *J2 疫苗。

关键词：禽传染性支气管炎病毒；K& 基因；GL9$；双顺反子；*J2 疫苗
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禽传染性支气管炎是由冠状病毒引起家禽的一

种急性、高度接触性传染病，以呼吸道症状、产蛋下

降、肾脏病变等为主要特征。禽传染性支气管炎病

毒（;?V+,D;>FQ ./>?,=;D;Q W;/FQ，GHI）不同分离毒株在毒

力、致病性和组织嗜性上存在着很大差异，不同血清

型毒株之间交叉保护力弱，常规疫苗 X&$%、X’$、

Y7’ 等单一毒株疫苗常有免疫失败的报道。灭活疫

苗能激发良好的体液免疫反应，其不足之处是使用

剂量大，不能诱发机体产生细胞免疫，而一系列的研

究证实在 GHI 的免疫保护中，体液免疫和细胞免疫

均占有重要地位［&］。

*J2 疫苗的出现给 GHI 的免疫预防带来了新

的希望。对 GHI *J2 疫苗的研究发现，单一抗原的

*J2 疫苗攻毒保护力较低［$］。因此，如何增强 *J2
疫苗的免疫效果成为目前该疫苗研究的关键。随着

对细胞因子研究的不断深入，GL9$ 等许多细胞因子

被发现具有明显的分子佐剂效应，能特异性增强抗

原的免疫原性或增强机体对抗原的反应性。但是不

同细胞因子的佐剂效应是否随着与抗原基因在表达

时间或位置上的变化而有差异，仍然需要进一步的

研究。本研究分别构建了 GHI K& 基因、GL9$ 基因的

真核表达质粒以及它们的双顺反子表达质粒，并对

它们的免疫原性进行了比较，为研制出高效、新型的

GHI 基因工程疫苗提供科学依据。

% 材料和方法

%,% 材料

%,%,% 毒株、质粒和实验动物：GHI 致肾病变型野

外分离株 K2GHZ 株（&%":G*’% 5%B$-L），由本实验室鉴

定并保存。能同时表达绿色和红色荧光蛋白的双顺

反子表达质粒 MGN:K9:O6P5*QN+R，K& 基因的真核表

达质粒 MGHIK& 及禽源白细胞介素 $（GL9$）真核表达

质粒 M*J2GL9$，均为本实验室构建并保存。& 日龄

雏鸡：KP6 鸡胚购自中国农科院，自行孵化。

%,%,( 主要试剂和仪器：限制性内切酶、3! 连接

酶、NJ2 PSN [;D、:\ !"# 等购自 37[7N7 公司；小量

质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒等为 ]-+@7 公司产

品；转染试剂 4;M>V+,D7-;?+ $%%% 购自美国 G?W;D/>@+?
公司；6G3S 标记的羊抗兔 G@O 购自 O;.,> 公司；酶标

兔抗鸡抗体购自 K;@-7 公司；6G3S 标记的 S*!、P:
标 记 的 S*0 和 KPN* 标 记 的 S*1 均 购 自 美 国

K>FD=+/?H;>D+,= 公司。PSN 仪为德国 HG]Y:3N2 产

品；酶标仪、电泳槽和凝胶成像系统为 HG]9N2* 公

司产品；荧光倒置显微镜为日本 J;Z>? 产品；流式细



胞仪为 !" !#$%&#’(&’% 公司产品。

!"# 真核表达质粒的构建

!"#"! )* 基因和 +,-. 双顺反子表达质粒的构建：

将 /+!0)*、/+12)-23456"%1’7 质粒用 !"#!和 $%&
!双酶切后，胶回收 )* 基因和载体片段进行连接，

构建真核表达质粒 /+12)-)*6"%1’7。以 /"89+,-.
质粒 为 模 板，5:1 获 取 禽 源 +,-. 基 因。将 +,-.、

/+12)-)*6"%1’7 质粒用 ’"()!和 *&+!双酶切后，

胶回收 +,-. 基因和载体片段进行连接，构建质粒

/+12)-)*6+,.。将 /+12)-)*6+,. 质粒的阳性克隆送

上海博亚生物工程有限公司进行测序。

!"#"# )* 基因和 +,-. 表达质粒的构建：将 /+12)-
)*6"%1’7 质粒用 ’"()!和 *&+!双酶切后胶回收

载体片段，将片段用 ;< "89 5$=>?’@A%’ 进行末端补

平后连接，构建 )* 基因的真核表达质粒 /+12)-)*。

/+12)-+,. 是在 /+12)-)*6+,. 质粒的基础上构建，方

法同 /+12)-)*。空载体 /+12)B@ 是在 /+12)-)* 质粒

的基础上构建，方法同 /+12)-)*。筛选质粒的阳性

克隆送上海博亚生物工程有限公司进行测序。

!"$ 真核表达质粒的转染和表达产物的检测

用小 量 质 粒 抽 提 试 剂 盒 制 备 /+12)-)*6+,.、

/+12)-)*，经 523CDDD 纯化后，转染生长密度达到

EDF以上的 0’@$ 细胞。具体操作按照脂质体试剂

盒说明书进行。转染细胞经 GHI培养 GJK L <CK 后，

对其表达产物进行检测。

!"$"! 1;-5:1 检测：以 ;@#M$= 1’AN’(O 提取转染 GJK
后的 0’@$ 细胞总 189。在总 189 中加入无 189 酶

的 "8A%’!，终浓度为 ."N6?,，GHI保温 JD?#( 以除

去少量残留的质粒 "89。随后采用常规的方法进

行逆转录反应和 5:1。

!"$"# 间接免疫荧光检测：待细胞转染 <CK 后，用

*DDF冷丙酮固定 P?#(，用 5!); 洗涤 G 次后，用含有

*DF!)9 的 5!) 封闭 GD?#(，再加入阳性血清 GHI
作用 *K。用 5!); 洗涤 G 次，加入 4+;: 标记的羊抗

兔二抗（含 DQD*F 伊文斯蓝），GHI 作用 GD?#(；用

5!); 洗涤和碱性甘油封片，于荧光显微镜下观察。

!"% 脂质体介导的真核表达质粒的免疫原性研究

!"%"! 脂质体的制备：参照本实验室建立的方法制

备脂质体，将脂质体与 /+12)-23456"%1’7 按比例混

合转染鸡胚成纤维细胞，通过观察转染效率筛选脂

质体6"89 的最佳混合比例。

!"%"# 注射用质粒的大量制备：用本实验室建立的

质 粒 纯 化 方 法（ 国 家 发 明 专 利 申 请 号：

.DD<*DDC*<<GQ<）大量制备纯化质粒 "89，紫外分光

光度法测定核酸样品的纯度和浓度。

!"%"$ 实验动物免疫：将 *.D 只 H 日龄健康 )54 鸡

随机分成 J 个组，每组 .D 只。分别设立 5!)、空质

粒 /+12)B@ 对 照 组，灭 活 疫 苗 免 疫 组，/+12)-)* R
/+12)-+,. 混 合、/+12)-)*、/+12)-)*6+,. 质 粒 免 疫

组。将质粒 "89 与脂质体按 *：*D 比例混合，置室

温 *P-GD?#( 后，直 接 腿 部 肌 肉 多 点 注 射。 其 中

/+12)B@、/+12)-)*、/+12)-)*6+,. 组每只鸡的免疫剂

量为 *PD"N6PDD",，质粒混合组每只鸡的免疫剂量为

/+12)-)* 和 /+12)-+,. 各 *PD"N，总 体 积 为 PDD",，

5!) 和灭活疫苗的注射剂量为 DQP?,6羽。H 日龄首

免，.C 日龄加强免疫 * 次。

!"%"% ; 淋巴细胞亚类检测：从各试验组中随机抽

取 < 只鸡用来跟踪检测其 ; 淋巴细胞亚类的变化，

分别在首免前、首免后 H、*<、.*、.C 日龄从翅静脉采

集 *?, 肝素抗凝血，按常规方法制备单细胞悬液，

调整细胞浓度为 * S *DP 个6?,，加入 :"< R 、:"C R 、

:"G R 单克隆抗体，用流式细胞仪进行检测，所得数

据用 )5)) 和 T#&@$%$UO 2V&’= 进行统计学处理。

!"%"& 抗 +!0 血清 2,+)9 抗体效价的测定：试验鸡

于首免前、首免后 H、*<、.*、.C、GP 日龄进行翅静脉

采血。每组取 P 只鸡的血液分离血清，PJI 灭活

GD?#(，W .DI保存备用。抗 +!0 血清 2,+)9 抗体效

价的测定采用间接 2,+)9 方法按常规步骤进行。

!"%"’ 攻 毒 保 护 实 验：免 疫 后 <.7 用 2+"PD 为

*DH)+!B 强毒株进行攻毒，剂量为 *DD 个 2+"PD X羽滴

鼻和点眼。连续观察 *<7 后全部扑杀，取肾脏组织

进行病毒的 1;-5:1 检测，并计算攻毒保护率。感

染数 Y 死亡数 R 病毒 1;-5:1 检测阳性数，保护率

（F）Y 未感染数6每组鸡的总数 S *DD。

# 结果

#"! 共表达质粒 ()*+,-,!.)/# 的构建

将构建的中间质粒 /+12)-)*6"%1’7 用 !"#!和

$%&!双酶切后，形成约 *QCZ[ 和 PQGZ[ 的条带（图

略），表明 )* 基因已经替换了 /+12)-23456"%1’7 质

粒中的绿色荧光基因（2345）。将 /+12)-)*6+,. 质

粒用 ’"(\!和 *&+!进行双酶切后，形成约 DQJZ[
和 JQGZ[ 的条带，表明 +,-. 基因已经替换了 /+12)-
)*6"%1’7 质粒中的红色荧光基因（"%1’7）。测序结

果证明构建了正确的 )* 和 +,-. 基因的双顺反子表

达质粒 /+12)-)*6+,.。

#"# ,! 基因和 )/-# 表达质粒的构建

将构建的 /+12)-+,. 用 *%,!和 $%&!双酶切

JPD* ,]^ T’(N-_‘( ,+ "- a 6.#+" /0#1&20&-&30#" !040#"（.DDH）<H（J）



后，形成约 !"#$% 左右的单一条带（图略）；&’()*+*#
用 !"#,!和 $%&!双酶切后，形成约 -".$% 左右的

单一条带；&’()*/0 用 ’"(!和 )*%!双酶切后，形

成约 ."-$% 左右的单一条带。测序结果证明构建了

正确的 *# 和 ’1+2 基因的真核表达质粒及空载体

&’()*/0。

!"# 质粒转染后转录产物的 $%&’($ 检测

(3+45( 检测的结果表明，转染 &’()*+*#6’12、

&’()*+*# 及 &’()*+’12 的细胞中均能扩增出特异的

*# 和（或）’12 片段，而以转染了 &’()*+*#6’12 细胞

的总 (78 为模板进行的 45( 扩增时没有相应片段

（图略）。

!") 质粒转染后产物的间接免疫荧光检测

结果表明（图 #），转染了 &’()*+*#、&’()*+*#6’12
的 9:0; 细胞的胞浆和胞核区显示出黄绿色荧光，而

转染 &’()*/0 的细胞没有显示出任何特异荧光，表

明构建的真核表达质粒 &’()*+*#、&’()*+*#6’12 能

在 9:0; 细胞中表达 ’<9 *# 蛋白。

图 * 间接免疫荧光检测 +* 在细胞中的表达

=>?@# ’AB>0:CD+>EEFA;GHF;0:IC:AC: B:D:CD>;A ;G DJ: :K&0:II:B *# >A 9:0; C:HH @ 8@ 5:HHI D0LAIG:CD:B M>DJ DJ: &’()*/0

&HLIE>B IJ;M:B A:?LD>N: 0:IFHDI；<@ 5:HHI D0LAIG:CD:B M>DJ DJ: &’()*+*# &HLIE>B IJ;M:B &;I>D>N: 0:IFHDI；

5@ 5:HHI D0LAIG:CD:B M>DJ DJ: &’()*+*#6’12 &HLIE>B IJ;M:B &;I>D>N: 0:IFHDI@

图 ! 免疫后鸡外周血中 (,- . %（/）、(,# . %（0）、(,) . %（(）淋巴细胞的动态变化

=>?@2 OPALE>C ;G 5OQ R 3（8），5OS R 3（<）LAB 5O. R 3（5）HPE&J;CPD:I >A &:0>&J:0LH %H;;B ;G >EEFA>T:B CJ>C$:AI

!"1 外周血中 % 淋巴细胞动态分布检测

如图 2 所示：所有疫苗组的外周血 5OS R 3、5O.
R 3、5OQ R 3 淋巴细胞从首免后 UB 起就高于空载体

和 4<* 组，差异显著（4 V W"W!）或极显著（4 V W"W#）；

所有疫苗组的 5OS R 、5O. R 、5OQ R 3 淋巴细胞数量

在二免前均有一个下降趋势，其中 5OS R 、5O. R 3
淋巴细胞数量在二免后又迅速上升，而 5OQ R 3 淋

巴细胞数量在二免后没有显著的回升。在所有疫苗

组中，以 &’()*+*#6’12 组和 &’()*+*# R &’()*+’12 组

刺激外周血中 5OS R 、5O. R 、5OQ R 3 淋巴细胞数量

的增 加 最 为 显 著，效 果 要 优 于 &’()*+*# 组；而

&’()*+*#6’12 组 的 效 果 又 明 显 的 优 于 &’()*+*# R
&’()*+’12 混合免疫组。

!"2 抗 304 血清 563+/ 抗体效价的测定

结果表明（图 S），各试验组在免疫后 UB 开始出

现抗体，随着免疫时间的延长，其抗体水平逐渐提

高，其中以灭活疫苗组的抗体水平增加最为显著。

&’()*+*#6’12 组 产 生 的 抗 体 效 价 高 于 &’()*+*# R

U!W#唐梦君等：’<9 *# 基因和 ’1+2 基因双顺反子 O78 疫苗的免疫原性研究 @ 6微生物学报（2WWU）.U（-）



!"#$%&"’( 组。各疫苗组在免疫后各时期与 )*% 组

及空载体组相比差异显著（) + ,-,.）。

图 ! 免疫后各试验组鸡外周血抗 "#$ 血清 %&"’( 抗体

效价的动态变化

/0123 )450!64578 98::; 7<=0&"*> $’"%? 7<=09:;@ 84A48B :C 0DDE<0F4;

G60GH4<B2

)*+ 攻毒保护结果

结果显示（表 I），除 !"#$%&%IJ"’( 和灭活疫苗组

没有鸡只出现死亡外，其它组均有不同程度的鸡只

死亡，解剖后均具有典型的肾型传支的病变，死亡率

介于 I,K L M.K之间。攻毒 IN; 后扑杀的鸡只，取

肾脏组织进行病毒的 #O&)P# 检测，所有实验组均

有不同数量的鸡只在肾脏组织中检测到 "*> 病毒。

其中 !"#$%&%IJ"’( 免疫组保护率为 Q.K，要高于

!"#$%&%I R !"#$%&"’( 组，也优于灭活疫苗组。

表 , 攻毒后每组鸡死亡率和保护率的统计表

O7984 I O64 D:5=780=@ 7<; !5:=4G=0:< 57=4 :C ;0CC454<=

15:E!B G67884<14; 9@ A05E84<= B=570< %?"*H

S5:E!B O64 <ED945
:C ;47=6

O64 <ED945
:C 0<C4G=0:<!

T:5=780=@ #7=4 :C
!5:=4G=0:<

!"#$%&%IJ"’( , 3 , Q.
!"#$%&%I R !"#$%&"’( ( M I, U,

!"#$%&%I . II (. N.
"<7G=0A7=4; A7GG0<4 , . , U.

!"#$%V5 II (, .. ,
)*% I3 (, M. ,

T75H4; W0=6 ! D47<B：O64 0<C4G=4; G60GH4<B 4XE78B =: =64 <ED945 :C
;47=6B !8EB =64 <ED945 :C !:B0=0A4 0< =64 #O&)P#2

! 讨论

由于 %I 蛋白是 "*> 最主要的免疫原蛋白，它有

诱导产生病毒中和活性、血凝抑制活性及血清特异

性抗体的抗原表位［3］。目前对 %I 基因 YZ? 疫苗的

研究表明［(，N］：%I 基因可以在小鼠或鸡上诱导机体

淋巴细胞增值活性升高、产生一定程度的中和抗体，

并对病毒的攻击产生一定程度的保护力。本试验构

建的 !"#$%&%I 免疫鸡后，外周血 O 淋巴细胞数和特

异性 "1S 均高于对照组，且对 "*> 同型强毒攻击具

有 N.K的保护率。以上结果表明，%I 基因可以作为

免疫原基因构建 YZ? 疫苗，但仍需要改进，包括选

择合适的免疫佐剂、载体和免疫策略等。

许多细胞因子已被证实能增强免疫应答的强

度，发挥佐剂的作用。其中 "’&( 应用最为广泛［.，M］，

它可作用于多种效应细胞，包括 O、* 淋巴细胞、巨

噬细胞和 ZV 细胞，能同时加强细胞免疫和体液免

疫。[4<H4 等［U］构建了表达甲型流感病毒基因与 "’&
( 基因的共表达载体，免疫小鼠后能够有效地阻止

流感病毒的感染。*75:EG6 等［Q］比较了单独表达 "’&
( 的质粒与 ["> 1!I(, YZ? 疫苗和表达 "’&(J"1 融合

蛋白的质粒对小鼠免疫效果，结果发现只有融合蛋

白才能显著增强特异性抗体产生和 O 细胞增殖。研

究发现，与 YZ? 疫苗注射相关的编码细胞因子的质

粒，它的注射时间很重要。当编码 ST&P%/ 质粒在

YZ? 疫苗注射前 3; 或同时注射，且必须在同一位

点注射，方能诱导最强的 PO’ 应答。但如果将分别

构建的 YZ? 疫苗与 ST&P%/ 编码质粒混合注射，将

会对基因免疫有干扰作用［\，I,］。*75:EG6 等［II］构建

了 ["> 1!I(, 与 ST&P%/ 以双顺反子形式的共表达

质粒，仅用 I!1 双顺反子质粒 )>I]&1!I(,JST&P%/
就能诱导产生与 I,,!1 仅表达外壳蛋白质粒相当的

抗体滴度、O[ 细胞应答及 O 细胞增殖。^7<1 等［I(］

构建了 ^[> 抗原基因与 "/Z&"共表达的核酸疫苗

质粒，免疫动物后，能够有效地干扰病毒的复制。

在以上研究的基础上，本研究构建了双顺反子

表达载体 !"#$%&%IJ"’(，它是在 %I 和 "’&( 之间插入

一段来源于脑心肌炎病毒的 "#$% 序列，具有内部核

糖体进入位点的功能，可以将非相关基因连接，转录

时在上游启动子控制下，两个基因及 "#$% 同时转录

成一条单链 D#Z?，但两个基因的翻译又是独立的，

从而保证用 "#$% 序列的连接的非相关基因各自独

立的表达。从而避免两种质粒混合免疫时可能存在

的细胞摄取不成比例，影响免疫应答效率。

动物 试 验 结 果 表 明，!"#$%&%IJ"’( 免 疫 组、

!"#$%&%I R !"#$%&"’( 混合免疫组的效果在诱导外

周血 O 淋巴细胞亚群数量和血清中特异性抗体上，

都要优于 !"#$%&%I 免疫组。但在诱导 O 淋巴细胞

亚群数量和特异性抗体上，!"#$%&%IJ"’( 免疫组都

要明显优于 !"#$%&%I、!"#$%&"’( 质粒混合免疫组，

表明 %I 基因和 "’&( 共表达能更加有效的刺激机体

产生全面的免疫应答。"’&( 与抗原基因共表达而对

免疫效果的加强作用，可能是由于共表达可以使 "’&
( 和抗原基因存在于同一个微环境中，从而对免疫

Q.,I ’_‘ T4<1&aE< !" #$ 2 J%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（(,,U）NU（M）



应答 反 应 起 了 促 进 作 用。攻 毒 试 验 结 果 表 明，

!"#$%&%’(")* 免疫组的保护率最高，要优于常规的

灭活疫苗组，但仍然不能完全阻止病毒感染肾脏组

织，因此还有待进一步完善。
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