
!"卷 !期
#$$"年 %月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（!）：&&# ’ &&&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! ()*)+, #$$"

基金项目：国家自然科学基金（-$!#.$-/）；全国优秀博士学位论文作者专项资金（0(1233#$$-.%）；国家“%&-计划”（#$$&((/$(#$&）；扬州大

学高层次人才科研启动基金（#$$!）
"通讯作者。456：%&7./!7"8"//-&；09:：%&7./!7"-//-"!；27;9<6：=<9>? @A)B 5C)B DE
""作者简介：两位作者对本文有同等贡献。唐丽华（/8%$ F），女，江苏大丰人，现在盐城市疾病预防控制中心工作。潘志明（/8"# F），男，江

苏靖江人，博士，副教授，研究方向为微生物学与免疫学。27;9<6：A;G9E?@A)B 5C)B DE
其他作者：黄金林

收稿日期：#$$&7/#7/#；接受日期：#$$"7$/7#.；修回日期：#$$"7$.7##

稳定携带 !"亚型禽流感病毒候选 #$%疫苗减毒
沙门氏菌的构建及其免疫原性

唐丽华""，潘志明""，程宁宁，焦新安"，张晓明
（扬州大学江苏省人兽共患病学重点实验室 扬州 ##.$$8）

摘 要：采用 HIJ技术从重组质粒 GK(L/7M(扩增出禽流感病毒 NOPQ（M.1/）株的血凝素（M(）基因，将其克隆入真
核表达质粒 G;D31(-R/ S中，获得重组表达质粒 G;D31(-R/7M(。通过电穿孔转化法将重组质粒转入减毒鼠伤寒
沙门氏菌 OT"#$""，构建成功携带 31(疫苗的重组沙门氏菌 OT"#$""（G;D31(-R/7M(）。经体内体外试验证实，重
组质粒 G;D31(-R/7M( 在沙门氏菌中的稳定性显著高于 GD31(-R/7M(。将重组菌 OT"#$""（G;D31(-R/7M(）和
OT"#$""（GD31(-R/7M(）分别以 # U /$8 I0V剂量两次口服免疫 W(TWXD小鼠，免疫小鼠可产生针对禽流感病毒 M(蛋
白的黏膜抗体。重组菌以 . U /$8 I0V剂量两次口服免疫试验鸡，免疫鸡的小肠样品中可测到针对禽流感病毒 M(
蛋白的黏膜抗体，且 OT"#$""（G;D31(-R/7M(）免疫组的抗体效价高于 OT"#$""（GD31(-R/7M(）免疫组。免疫保护
试验结果显示，OT"#$""（G;D31(-R/7M(）和 OT"#$""（GD31(-R/7M(）免疫组的免疫保护率均与空载体组之间存在
显著性差异（! Y $R$.），且 OT"#$""（G;D31(-R/7M(）免疫组的保护率较 OT"#$""（GD31(-R/7M(）免疫组提高了
##R&Z，说明稳定携带 M.亚型禽流感病毒 31(疫苗的减毒沙门氏菌具有良好的免疫原性和免疫保护性。
关键词：禽流感；31(疫苗；减毒鼠伤寒沙门氏菌；质粒稳定性；免疫效力
中图分类号：["%；[8- 文献标识码：( 文章编号：$$$/7&#$8（#$$"）$!7$&&#7$.

高 致 病 性 禽 流 感（ \<*\6@ G9,\>*5E<D 9]<9E
<E^6)5EA9，MH(_）是由正粘病毒科 (型流感病毒引起
的一类禽类病毒性传染病，是国际兽疫局（Q_2）确定
的法定通报疾病（T<+, C<+59+5）［/］。目前，我国对该病
的防治主要采用油乳剂全病毒灭活疫苗进行免疫预

防，效果确实，在禽流感的防治中发挥了巨大的作

用。但是灭活苗也存在一些缺陷，如存在散毒的潜

在危险，不能有效激发细胞和黏膜免疫应答等。因

此，有必要研究一种安全、高效的新型禽流感疫苗以

弥补上述不足。研究表明，利用减毒沙门氏菌载体

运送 31(疫苗，具有同时激发机体产生细胞免疫、
体液免疫和黏膜免疫应答，并可获得对载体菌的免

疫等优点，有良好的应用前景［# ’ .］。但是，高拷贝外

源性真核表达质粒在细菌中的稳定性是影响沙门氏

菌介导的 31(疫苗免疫效果的关键因素之一［& ’ %］。
为此，本研究在真核表达载体 G;D31(-R/ S的

基础上［8］，构建禽流感病毒候选 31(疫苗，并将其
导入减毒鼠伤寒沙门氏菌，获得携带 31(疫苗的重
组沙门氏菌，通过体外和体内试验判断 31(疫苗在
沙门氏菌中的稳定性。在此基础上，对重组沙门氏

菌的免疫原性进行评价，以期为开发一种新型的禽

流感基因工程黏膜疫苗奠定基础。

& 材料和方法
&’& 材料
&’&’& 质粒、菌株和毒株：真核表达质粒 GD31(-R/
S 购自 _E]<,‘>*5E 公司，真核表达载体 G;D31(-R/
S、重组真核表达质粒 GK(L/7M(、GD31(-R/7M(由
本室构建保存；鼠伤寒沙门氏菌 OT"#$""（ "#$% F）本室

构建保存［/$］；禽流感病毒 NOPQ（M.1/）由本室保存。
&’&’( 试剂：限制性内切酶 &#’C !、()*"、%+,"
和 4! 31( 连接酶购自 49a9J9 公司；2:G9EC M<*\
0<C56<,@ HIJ O@+,5;、(*9‘>+5 P56 31( 2:,‘9D,<>E a<,和
M<*\ H)‘5 H69+;<C _+>69,<>E a<,购自 J>D\5公司；.7溴7
!7氯7#737半乳糖苷（L7*96）和异丙基硫代7#737半乳
糖苷（_H4P）购自 H‘>;5*9公司；酵母抽提物、蛋白胨
购自 Q:><C公司；MJH标记的羊抗鼠 _*P、_*b和 _*(
酶标二抗以及 MJH 标记的羊抗鸡 _*( 和兔抗鸡
_*P、_*b酶标二抗均购自 O<*;9公司；其它化学试剂
均为国产分析纯。



!"!"# 试验动物：! 周龄雌性 "#$"%& 小鼠由扬州
大学比较医学中心提供；’ 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。

!"$ 引物的设计与合成
设计合成一对引物，用于 (#基因的 )*+扩增，

上游引物：,-.#*#/*0#/*####0//#/####0#/0/.
1-；下 游 引 物：,-.*#*##/*000#*##0*0/##*0*
#*#/.1-。其中上游引物的 ,-端引入了 !"#!限制
性酶切位点，下游引物的 1-引入了 $%&2"限制性酶
切位点，下划线为酶切位点序列。这对引物覆盖

(#基因的完整阅读框架，预期扩增出的目的带为
’34567。
!"# 重组真核表达质粒 %&’()*#"!+,*的构建
以重组真核表达质粒 78#9’.(#为模板，采用

设计的一对引物，以高保真 :;#聚合酶扩增目的基
因。扩增产物回收后连入 7<&:;#1=’ >载体，连接
产物转化与重组克隆的酶切鉴定均参照文献［’’］进
行。重组质粒命名为 7<&:;#1=’.(#，由上海英骏
生物工程技术服务有限公司测序鉴定。

!"- 重组沙门氏菌的构建
采用电转化的方法将质粒 7<&:;#1=’.(# 和

7&:;#1=’.(# 分别转化进减毒鼠伤寒沙门氏菌
?$3@A3!。所获得阳性转化子命名为 ?$3@A3!

（7&:;#1=’.(#）、?$3@A3!（7<&:;#1=’.(#）。
!". 重组沙门氏菌的稳定性试验
!"."! 重组沙门氏菌的体外稳定性试验：分别挑取
新 鲜 的 ?$3@A3!（ 7<&:;#1=’.(#）和 ?$3@A3!

（7&:;#1=’.(#）单个菌落接种于含有 ’AA#B%<$ 氨
苄青霉素的 $"液体培养基中，13C，’AAD%<EF 摇振
培养 ’A G ’@H，在培养的不同时间点吸取菌液测定
’(!AA值，同时，菌液涂布于含与不含氨苄青霉素的

$"平板上，13C培养 @4H后菌落计数，以含氨苄青
霉素 $"平板上生长的菌落数除以不含氨苄青霉素
$"平板上的菌落数来计算质粒的稳定性，结果以百
分数表示。

!"."$ 重组沙门氏菌的体内稳定性试验：! 周龄
"#$"%&小鼠随机分为 1 组，每组 ’@ 只，腹腔接种 @
I ’A!*JK 的 ?$3@A3!（7<&:;#1=’.(#）或 ?$3@A3!

（7&:;#1=’.(#），空白对照组腹腔注射 ’AA#$ 无菌
)"?。在免疫后的 ’、1、,、32每组扑杀 1 只小鼠，无
菌取脾脏，用含 A=’L 0DEMNF 9.’AA的 )"?研磨后作
梯度稀释，分别涂布含与不含氨苄青霉素的 $"平
板，13C培养 @4H，计算质粒的稳定性。
!"/ 重组沙门氏菌对小鼠的免疫原性试验
!"/"! 免疫：! 周龄 "#$"%& 小鼠分为 4 组，每组 3
只，分别为 ?$3@A3!（ 7<&:;#1=’.(#）免疫 组、
?$3@A3! （ 7&:;#1=’.(# ） 免 疫 组、 ?$3@A3!

（7&:;#1=’）免疫组以及空白对照组。细菌以口服
途径免疫，免疫剂量为 @ I ’AO*JK%A=@<$%只，空白对
照组以 )"?替代，于首免后 @周以同样的方式再次
免疫。

!"/"$ 血清样品及黏膜样品的采集与测定：分别于
首免后 @周、二免后 @周采集血清样品，二免后 @周
采集肠道黏膜样品［4］。以 P$Q?#法测定 (#蛋白特
异性血清和小肠黏膜抗体效价［’@］。具体方法如下：

以纯化的 (, 亚型禽流感病毒用碳酸盐缓冲液
（7(O=!）作一定倍数稀释包被酶标板，,A#$%孔，4C
过夜包被；)"?0洗涤，用含 ’AL 犊牛血清的 )"?封
闭，@AA#$%孔，4C @4H；)"?0洗涤，加样品，,A#$%孔，
13C水浴孵育 @H；)"?0 洗涤，每孔再加入 ’ R ’AAAA
稀释的 (+) 标记羊抗鼠 QB/、QBS 酶标二抗或 ’ R
’AAAA稀释的 (+)标记羊抗鼠 QB#酶标二抗 ,A#$，
13C水浴孵育 @H；)"?0洗涤，加入新配置的 T):底
物溶液每孔 ,A#$，13C水浴避光显色 ’A<EF；@<NU%$
(@?T4 终止反应，,A#$%孔，测 ’(4OA值。以 )%;"@=’
判为阳性，以能满足 )%;"@=’的抗体最大稀释倍数
的倒数作为抗体的效价。

!"0 重组沙门氏菌对商品鸡的免疫原性试验
!"0"! 试验鸡分组与免疫接种：’日龄商品代伊莎
褐蛋鸡分为 , 组，每组 1, 羽，分别为 ?$3@A3!

（7<&:;#1=’.(#）免疫组、?$3@A3!（7&:;#1=’.(#）
免疫组、?$3@A3!（7&:;#1=’）免疫组、油苗免疫组和
空白对照组。细菌免疫组均以 , I ’AO*JK%A=@<$%羽
的剂量口服免疫，空白对照组以 )"?替代，共免疫 @
次，分别于 4日龄和 ’5 日龄进行，油苗组于 4 日龄
颈部皮下接种商品化油乳剂灭活疫苗，A=@<$%羽。
!"0"$ 样品采集与测定：各免疫组在首免后第 ’4、
1,天分别经翅静脉采血，每组各采 ’A 只，分离血
清，V @AC保存备用。首免后第 1,天每组剖杀 ,只
试验鸡，制备肠道黏膜样品。(# 蛋白特异性血清
抗体效价的测定按照国际兽医局（TQP）标准进行。
按 ’=!=@方法测定小肠黏膜抗体效价，测定结果用
?)??’’=,软件进行统计分析。
!"0"# 攻毒：于二免后 1周，试验鸡用禽流感病毒
W?/T（(,;’）以滴鼻和口服途径进行攻击，攻毒剂量
为 ! I ’A4P$:,A，攻毒后连续观察 ’4天，计算免疫保
护率，结果用 ?)??’’=,软件进行统计分析。

免疫保护率 X 攻毒后存活鸡只数攻毒鸡只数 I ’AAL

$ 结果
$"! 重组表达质粒 %&’()*#"!+,*的构建结果
以重组真核表达质粒 78#9’.(# 为模板，经

)*+扩增获得了编码 (,;’ #Q8 (# 的 :;# 片段
（’=3Y6），经酶切连接至 7<&:;#1=’ > 载体，获得的
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重组质粒 !"#$%&’()*+&。重组质粒经 %,-!和
!"#." 双酶切后电泳，出现 )(/01 的插入片段和
2(301的载体片段，与预期结果相符，说明 +&基因
已被正确插入表达载体 !"#$%&’() 4。序列测定结
果表明，扩增出的 +&基因没有发生碱基突变。
!"! 重组表达质粒转化减毒沙门氏菌的结果
将 !"#$%&’()*+& 和 !#$%&’()*+& 转化减毒

鼠伤寒沙门氏菌 56/73/!，挑取单个菌落抽提质粒，
以质粒为模板，89:扩增各重组质粒中的 +&基因，
电泳结果表明，出现约 )(/01大小的条带，表明重组
质粒已被成功地导入减毒沙门氏菌中。

!"# 重组沙门氏菌的稳定性试验结果

表 $ 重组沙门氏菌对 %&’%()小鼠的免疫原性试验结果
;<1=- ) ;,- >-?@=A? BC D""@EBF-ED#DAG <??<G BC $%& H<##DE-? .-=DH->-. 1G $%&’(#)&&% *+,-"’./".’ DE I&6IJ# "D#-

K>B@!

KL <EAD1B.G ADA->? <? .-A->"DE-. 1G M6N5&

;DA->? BC <EAD1B.D-? DE ?->@" ;DA->? BC <EAD1B.D-? DE ?"<==
DEA-?ADE<= "@#B?<

7O !B?A*!>D"DEF 7O !B?A*1BB?ADEF 7O !B?A*1BB?ADEF
56/73/!（!#$%&’()*+&） /(33 P 7(/Q )Q(33 P 2(QR 7R(33 P )3(S2!
56/73/!（!"#$%&’()*+&） )3(33 P T()7 73(33 P )7(7Q ’T(33 P R(SQ!

56/73/!（!#$%&’()） T(33 P 7(7Q )7(23 P 2(33 T(R3 P 2(2R
9BEA>B= 2(33 )3(33 2(T3 P 7()S

! .-EBA-? ?DFEDCD#<EA .DCC->-E#- #B"!<>-. UDA, #B>>-?!BE.DEF #BEA>B= F>B@! <E. 56/73/!（!#$%&’()）F>B@!（ , V 3(32）W

图 $ *’+!,+!（-)./&#"$01&）、*’+!,+!（-2)./&#"$0
1&）的体外质粒（&）
和 %&’%()小鼠体内的质粒 %&’%()小鼠体内的质粒（%）
稳定性比较结果

XDFW) ;,- !=<?"D. ?A<1D=DAG BC 56/73/!（!#$%&’()*+&）<E. 56/73/!

（!"#$%&’()*+&）DE 6I =DY@D. "-.D@" #@=A@>-（&），<E. DE I&6IJ#

"D#-（I）W

!"#"$ 重组沙门氏菌体外稳定性试验结果：图 )*&
所示，56/73/!（!#$%&’()*+&）接种含氨苄青霉素
（)33#FJ"6）6I 液体培养基后，在细菌生长至 01T33

值为 )(3 时，质粒就丢失达 /3Z。而 56/73/!

（!"#$%&’()*+&）在 01T33值达到 )(3时含质粒细菌
的比例在 S2Z左右，说明重组质粒 !"#$%&’()*+&
在细菌保持稳定。

!"#"! 重组沙门氏菌体内稳定性试验结果：
56/73/!（!#$%&’()*+&）在小鼠体内不稳定，在第 )
天约有 Q3Z的质粒丢失，第 ’天 S3Z的质粒丢失，
到第 /天 )33Z质粒丢失；而 56/73/!（!"#$%&’()*
+&）在体内却相当稳定，在免疫后的第 / 天携带质
粒的重组菌仍保持在 S3Z以上（图 )*I）。
!"3 重组沙门氏菌对小鼠的免疫原性试验结果
由表 )可知，首免后 7周和二免后 7周，各免疫

组小鼠抗 +2 亚型 &N[血清抗体效价都较低，与空
载体 56/73/!（!#$%&’()）免疫组之间差异不显著（,
\ 3(32）。在激发黏膜抗体应答方面，在二免后 7
周， 56/73/! （ !#$%&’()*+& ） 和 56/73/!

（!"#$%&’()*+&）免疫组均检测到特异性抗体，且
与空载体 56/73/!（!#$%&’()）免疫组和空白组之间
差异显著（, V 3(32）。
!"4 重组沙门氏菌对商品鸡的免疫原性试验结果
!"4"$ +&蛋白特异的血清及黏膜抗体测定结果：
免疫前通过抽样检测发现试验鸡群带有较高的抗

+2亚型 &N[ 的母源抗体，+N 效价在 7R ] 7S 之间。
对首免后 7周（)R.）和二免后 ’周（’S.）各试验组的
血清样品进行测定，结果如表 7所示。首免后 7周，
各试验组血清抗体效价都较低，各组之间没有显著

性差异（2 \ 3(32）；二免后 ’周，灭活苗免疫组的血
清抗体效价较高（7T(Q3 P )(/)），与其它试验组差异
显著（2 V 3(32），而其它试验组的血清抗体效价都
较低，各组之间的差异不显著（2 \ 3(32）。小肠黏
膜抗体的测定结果显示，56/73/!（!"#$%&’()*+&）
免疫组和 56/73/!（!#$%&’()*+&）免疫组均与空载
体 56/73/!（!#$%&’()）免疫组、空白对照组以及油
苗组之间存在显著性差异（2 V 3(32）。
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表 ! 重组沙门氏菌对商品代伊莎褐蛋鸡的免疫原性试验结果
!"#$% & !’% (%)*$+) ,- .//*0,1%0.2.+3 "))"3 ,- 456 7"22.0%) 8%$.7%(%8 #3 !"#$%&’##" ()*+,$-.,-$ .0 2,//%(2."$ 9:6 #(,;0 2’.2<%0)

=(,*>
60+.#,83 +.+%() ,- )%("
8%+%(/.0%8 #3 ?9（$,1&）

60+.#,83 +.+%() ,- )"/>$%) ,- )/"$$
.0+%)+.0"$ /*2,)" 8%+%(/.0%8 #3 @A9:6

BC8 DE8 DE8
:AF&GF!（>2456DHBI?6） &HJG K GHLE BHEG K GHMF DLHGG K BLHFD!
:AF&GF!（>/2456DHBI?6） &HJG K GHM& &HJG K BHGF JJHGG K BLHFD!
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N.$$%8 7"22.0% DHDG K GHJC LHJG K BHFB! B&HGG K JHJF
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!"#"! 免疫保护试验结果：表 D所示，重组菌免疫
组和灭活苗免疫组的免疫保护率均与空载体免疫组

以及空白对照组之间存在显著性差异（ * P GHGM）。
其中，:AF&GF!（>/2456DHBI?6）免疫组与 :AF&GF!

（>2456DHBI?6）免疫组相比，保护率提高了 &&HLR。

表 $ 重组沙门氏菌对商品代伊莎褐蛋鸡的免疫保护结果
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$ 讨论
携带高拷贝外源表达质粒的重组沙门氏菌一般

都存在着质粒不稳定现象。陈洪等［BD］在体外培养

携有柯萨奇 U组病毒 456疫苗的沙门氏菌 :AF&GF
（>2456DIVSB）时发现，细菌在培养 L’前，含有质粒
的细菌比例可在 EMR以上，但培养时间超过 BL’，质
粒的稳定性不足 &GR。在本试验中也出现了这一
现象。重组菌 :AF&GF!（>2456DHBI?6）在体外培养
的早指数期能很好保持质粒的稳定性，随后质粒迅

速丢失。小鼠体内试验也说明了该重组菌很不稳

定，在第 B 天就约有 JGR的质粒丢失，第 D 天 EGR
的质粒丢失，到第 F 天 BGGR质粒丢失。而本试验
所用的真核表达质粒 >/2456DHB W，是由 >2456DHB
W改造而来，该质粒在沙门氏菌中的稳定性较
>2456DHB W 显 著 提 高［E］。 重 组 菌 :AF&GF!

（>/2456DHBI?6）体外培养至 /0 值达 BHG 时仍能
保持很高的质粒稳定性，含质粒的有效重组菌比例

可达 EGR。小 鼠 体 内 试 验 也 发 现 :AF&GF!

（>/2456DHBI?6）相当稳定，在免疫后的第 F天携带
质粒的重组菌仍保持在 EGR以上。

>2456DHB W是高拷贝质粒，在沙门氏菌中很不
稳定，在无抗性压力下的体外或体内条件下极易丢

失［F］。质粒丢失的主要原因在于外源的高拷贝质粒

对于宿主菌来讲是一个沉重的”代谢负担”，高拷贝

质粒在单个细菌中的拷贝数可达到 MGG 个，其中
456的复制、相关蛋白质的表达占用了细菌的大量
资源，在抗生素压力下，高拷贝质粒依赖其携带的抗

生素抗性基因来维持在宿主菌体内的稳定性；一旦

外源压力不再存在，高拷贝质粒将迅速从宿主菌丢

失［BJ］。这种情况在以氨苄青霉素抗性基因为选择

标记的高拷贝质粒中更为明显，氨苄青霉素抗性基

因编码的!I内酰胺酶是一种周质酶，在周质中积聚
超过一定量后会分泌至培养液中，导致氨苄青霉素

迅速失效，从而导致质粒从宿主菌中快速丢失。而

本试验中的真核表达质粒 >/2456DHB W 是以 SOX
扩增出 >2456DHB W 不含启动子的 1#" 基因来代替
原先的完整基因，新质粒 >/2456DHB W保留了其它
的元件如 >YO 复制位点，多克隆位点等。结果表
明，通过降低高拷贝质粒抗性基因表达量有助于减

轻宿主沙门氏菌的代谢压力，提高质粒的稳定性。

研究中发现，质粒在细菌中的稳定性会影响重

组菌对小鼠的免疫原性。在二免后 &周，质粒稳定
性高的重组菌 :AF&GF!（>/2456DHBI?6）免疫组在
激发机体产生的黏膜 916 抗体效价高于 :AF&GF!

（>2456DHBI?6）免疫组。对鸡的免疫原性试验中也
得到相似结论，从激发机体黏膜免疫方面来看，质粒

稳定性高的重组菌 :AF&GF!（>/2456DHBI?6）免疫
组优于 :AF&GF!（>2456DHBI?6）免疫组；从各免疫组
对鸡的免疫保护效力来看，:AF&GF!（>/2456DHBI
?6）免疫组的攻毒保护率比 :AF&GF!（>2456DHBI
?6）免疫组提高了 &&HLR。这些结果说明，对于沙
门氏菌介导的 456疫苗来说，提高其外源重组质粒
稳定性有助于提高免疫效力。

本研究前期工作显示，重组沙门氏菌可以提供

:SZ鸡良好的免疫保护（未发表资料）。大量的研究
表明，456疫苗免疫可克服母源抗体的干扰［BM］，本
研究则采用带有 ?M亚型禽流感母源抗体的商品代
伊莎褐蛋鸡。从免疫保护结果来看，油苗免疫组产

生了高水平的体液免疫应答，并能提供强毒攻击的

有效保护，但亦存在不能有效诱导黏膜免疫应答的

不足；而重组菌免疫组却能有效激发机体产生良好
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的黏膜免疫应答。如果将这两种疫苗联合免疫，就

可以取长补短，从而提高免疫效果，有可能克服免疫

鸡带毒排毒的关键问题。

本研究初步显示了提高质粒稳定性可增强沙门

氏菌介导的 !"#疫苗免疫保护作用，预示这一疫苗
技术对于禽流感的防治将有良好的应用前景。
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