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携带 !"#$ %&’ 疫苗减毒沙门氏菌的构建及安全性与免疫性

分析

杨恒，刘佳文，曹三杰，黄小波，文心田!
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摘要：【目的】探讨以减毒沙门氏菌为载体，进行 BOJP Q0R 疫苗口服免疫可行性。【方法】通过 ABCS2A 扩增

BOJP 四川株（/2CT）/ 基因 3’端约 %U# VW 的主要抗原位点片段，将其插入真核表达载体 8PRX#，构建重组质

粒 8PRXC/，体外转染 2Y/C$ 细胞，间接免疫荧光检测 / 基因表达。通过电转化将 8PRXC/ 转入减毒鼠伤寒沙

门氏菌 /Z$%-$，构建 /Z$%-$（8PRXC/）重组菌，并在体外感染小鼠腹腔巨噬细胞，以 ABCS2A、间接免疫荧光检

测细胞内 / 基因的转录与表达情况。将 /Z$%-$（8PRXC/）重组菌以 3 [ #-F、# [ #-"、% [ #-" 2H\ 剂量口服接种

]RZ]4@ 小鼠，分析其安全性，并以 # [ #-" 2H\ 剂量的重组菌 G 次免疫 ]RZ]4@ 小鼠，通过间接 JZ./R 检测免

疫小鼠的血清 .NO 与肠道粘膜 .NR 抗体。【结果】成功构建重组质粒 8PRXC/，且重组质粒能在 2Y/$ 细胞中

表达。重组菌 /Z$%-$（8PRXC/）感染巨噬细胞后检测到目的基因的转录、表达。小鼠口服接种不同剂量重组

菌，具有良好的安全性。免疫小鼠于二免后两周可检测到针对 BOJP / 蛋白的特异性血清 .NO 与肠道粘膜

.NR 抗体，且三免后两周与 /Z$%-$（8PRX#）空载体免疫组间分别存在显著性差异（. ^ -U-3）和极显著性差异

（. ^ -U-#）。【结论】携带 BOJP Q0R 疫苗的减毒沙门氏菌小鼠试验显示了良好的免疫原性与安全性。
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猪传染性胃肠炎（B+()<?><<>W;D N(<7+:D)7D+>7>< :_
<‘>)D，BOJ）是由冠状病毒科猪传染性胃肠炎病毒

（B+()<?><<>W;D N(<7+:D)7D+>7>< a>+*<，BOJP）引起的以仔

猪呕吐、严重腹泻和高致死率为主要特征的消化道

传染病，该病是世界各养猪国家仔猪早期死亡的重

要疫病之一［#］。BOJP 的 / 蛋白含有宿主细胞氨肽

酶（8RS0）的识别位点，在病毒感染、发挥致病性和

决定宿主细胞亲嗜性等方面起关键作用［% & G］；而且 /
蛋白携带主要的 ] 淋巴细胞抗原决定簇，是唯一能

诱导产生中和抗体和提供免疫保护作用的结构蛋

白，该蛋白的 0 端包含了 R、]、2、Q ! 个主要的抗原

决定位点，是诱导机体产生 BOJP 中和抗体的主要

区域［!］。

针对 BOJP 肠道感染的特点，通过口服疫苗免

疫，激发肠道粘膜免疫反应特别是 <.NR 的产生是预

防该病较为理想的途径［3］。目前在 BOJP 口服疫苗

方面已进行了初步研究，包括在转基因植物［1］、减毒

沙门氏菌［$］以及乳酸杆菌中表达 / 蛋白［F & "］。转基

因植物表达的抗原蛋白通过胃部时易受胃酸降解失

活，而且蛋白表达量普遍较低［#-］；在细菌中表达抗



原蛋白则由于其表达的蛋白无法进行糖基化与翻译

后修饰，而影响蛋白的免疫原性［!］。因此，进一步研

究简便有效的 "#$% 口服疫苗仍然十分必要。

近年来，以减毒细菌为载体携带 &’( 疫苗进行

口服免疫被证实是激发粘膜免疫的一种理想途径。

具有运送效率高，方法简单，免疫效果较好，能同时

激发全身免疫和局部粘膜免疫等优点，有着良好的

应用前景，其中对减毒沙门氏菌的研究最为引人注

目［!!］。为探讨减毒沙门氏菌作为 "#$% 口服 &’(
疫苗载体的可行性，本研究构建出携带 "#$% ) 基

因 &’( 疫苗的重组减毒沙门氏菌，在小鼠腹腔巨噬

细胞中进行了体外表达验证，并对其安全性、免疫原

性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒、菌株、毒株、细胞株：猪传染性胃肠炎

四川分离株（)*+, 株）、大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）
&,-!、真核表达载体 .%(/!、)" 细胞、*0)+1 细胞为

本实验室保存；.2&!3+" 载体购自日本 "45464 公

司；减 毒 沙 门 氏 菌 )71891［8::1+;-（<6(=）>?@#A;
!4BC(A91（"*) 4BC(-AA："DE9）］由德国 ,FEG>CEHI 感

染研究中心 54? )J>KEIF 教授馈赠。

!"!"# 主要试剂和仪器：限制性内切酶、&’( 聚合

酶、"A&’( 连 接 酶、去 内 毒 素 质 粒 提 取 试 剂 盒、

LJ4L$)" 6’( 反转录试剂盒购自日本 "45464 公司；

胶回收试剂盒、动物细胞 6’( 抽提试剂盒购自北京

天根公司；小量病毒 6’( 抽提试剂盒购自上海华舜

公司；脂质体转染试剂（7?.CMFJH4G?DF 8999）购自美国

NDO?HBCPFD 公司；猪抗 "#$% 多克隆抗血清由哈尔滨

兽医研究所冯力研究员馈赠；QN"* 标记兔抗猪 NP#
抗体、,6R 标记的羊抗鼠 NP# 酶标二抗购自北京博

奥森公司；,6R 标记的羊抗鼠 NP( 酶标二抗购自美

国 )?PG4 公司。电子天平、-A!16 台式高速冷冻离心

机购自 $..FDSCBM 公司；移液器、R*6 仪、凝胶成像系

统 %FB@4SCJ!999、酶标仪购自 L?C+64S 公司；真空冷冻

干燥系统购自 ">FBGC )4ODH 公司。

!"!"$ 实验动物：; 周龄 L(7LTJ 小鼠（雌雄各半，

清洁级）购自成都生物制品研究所。

!"# %&’( ) 基因的克隆与鉴定

培养 )" 细胞增殖病毒，以小量病毒 6’(T&’(
抽提取试剂盒提取病毒 6’(。参照 #FDL4DU 中公布

的 "#$%（RKBSKF 株）J&’( 序列，利用 0E?PC ;V9 软件

设计 一 对 引 物：上 游 引 物（)!）：-W+*##((#*""(*

*("##(((((*"("""#"#+:W含 +’,S"酶切位点；下

游 引 物（ )8）：-W+"*##("**""(#**(*"((#"(#*#
"**"+:W含 -(.,#酶切位点。上下游引物跨幅 8V!
UX，包含 ) 基因的主要抗原位点，引物由上海英俊生

物技术公司合成。采用 6"+R*6 试剂盒以两步法进

行 "#$% ) 基因的扩增，R*6 产物经电泳回收后与

.2&!3+" 载体连接，转化 &,-!感受态细胞，挑取菌

落小量提取质粒，进行 R*6 与质粒酶切鉴定。阳性

克隆送上海英骏生物技术有限工程公司测序验证。

!"$ 真核表达质粒 *(+,-) 的构建与体外表达

对鉴定成功的 "#$% ) 基因 "+( 克隆质粒以

+’,S"和 -(.,#进行双酶切，电泳胶回收纯化 )
基因片段，插入 .%(/! 载体相应的酶切位点，构建

重组真核表达质粒 .%(/+)，并进行酶切鉴定。使用

去内毒素质粒提取试剂盒分别提取 .%(/! 空载体

质粒与构建的真核表达质粒，转染生长达 19Y Z
[9Y汇集的 *0)+1 细胞，于转染 8A Z :8 > 后，以猪抗

"#$% 多克隆抗血清为一抗，以 QN"* 标记兔抗猪 NP#
抗体为二抗，通过间接免疫荧光检测 ) 基因的表达。

!". 携带 %&’( /0+ 疫苗减毒鼠伤寒沙门氏菌的

构建

采用电穿孔法分别将 .%(/! 空载体质粒和真

核表达质粒 .%(/+) 转入感受态减毒鼠伤寒沙门氏

菌 )71891，电转化参数设定为：!V[ 5%，899$，电击

时间 : G@。构建重组沙门氏菌 )71891（.%(/）与

)71891（.%(/+)）。

!"1 重组鼠伤寒沙门氏菌体外感染巨噬细胞试验

!"1"! 小鼠腹腔巨噬细胞的获取与沙门氏菌感染：

将 !8 周龄 L(7LTJ 小鼠处死后，向腹腔中注射 ; G7
6R2N!;A9 培养液。按摩腹部 8 G?D，收集腹水，离心

收集细胞，用 6R2N!;A9 培养液调整细胞密度为 8 Z
- \ !9; TG7，转入 8A 孔板。:1]培养 : > 后，用不含

抗生素的 6R2N!;A9 培养液洗涤 ! 次，除去未贴壁的

细胞，随后加入含 !9Y 胎牛血清（QL)）的 6R2N!;A9
继续培养。培养 )71891（.%(/）与 )71891（.%(/+)）

重组沙门氏菌，离心收集菌体后，以 RL) 重悬，将沙

门氏菌与细胞按 -9：! 的 20N（感染复数）对细胞进

行感染，:1]培养 :9 G?D 后，换液，加入含 !99%PTG7
庆大霉素、!9Y QL) 的 6R2N!;A9 培养液培养 8 >
后，加入 !9%PTG7 的四环素继续培养 :8 Z ;9 >。

!"1"# 表达检测：收集沙门氏菌感染的巨噬细胞，

采用动物细胞 6’( 抽提试剂盒提取细胞总 6’(，以

引物 )!、)8 进行 6"+R*6，检测 ) 基因的转录。同

时，按照方法 !V: 对细胞进行免疫荧光染色，检测目

:1杨恒等：携带 "#$% &’( 疫苗减毒沙门氏菌的构建及安全性与免疫性分析 ^ T微生物学报（8993）A3（!）



的蛋白的表达情况。

!"# 重组沙门氏菌对小鼠的安全性试验

将重组沙门氏菌 !"#$%#（&’()*!）分别以 + ,
-%. /01、- , -%2 /01、$ , -%2 /013只按文献［-4］中的

方法口服接种 5 周龄 6("637 小鼠，每剂量组 . 只，$
周后以相同的剂量进行第二次口服接种，同时设立

口服 86! 对照组。每天观察小鼠有无异常反应与

健康状况，连续观察 4% 9。同时，在首次接种后每周

每组分别扑杀小鼠 $ 只，无菌采集肝、脾，以 $ :" 含

%;-< =>?@AB 的 86! 研磨后静置约 -% :?B。取 -%%!"
脏器悬液，适当稀释，分别涂布含 CDB 的 !! 平板，

4#E培养 -5 F，菌落计数。计数至首次接种后 G 周，

分析重组菌在体内消长情况。

!"$ 重组沙门氏菌对小鼠的免疫原性试验

!"$"! 疫 苗 准 备：取 !"#$%#（&’()*!）和 !"#$%#
（&’()-）接种于含 -%%!H3:" CDB 的 "6 液体培养基

中，-%% >3:?B 振摇培养至菌体 IJ 值约 %;#。离心收

集菌体，以灭菌的 86!（含 +< KDL/I4）调整细菌浓

度至 - , -%-% /013:"，备用。

!"$"% 免疫：将 5 周龄 6("637 小鼠随机分成 4 组，

每 组 -$ 只，分 别 为 !"#$%#（ &’()*!）组、!"#$%#
（&’()-）组与空白对照组。细菌以口服途径接种，

免疫剂量为 - , -%2 /013%;- :"3只，空白对照组以

86! 代替。共免疫 4 次，每次间隔两周。

!"$"& 样品采集：各免疫组在首免后 $、G、5 周分别

捕杀 4 只小鼠，经由眼眶静脉采血，分离血清；同时

采集小鼠完整的小肠，去除胰腺和多余的脂肪，于

+ :" 86! 中用剪刀充分剪碎，置于 +% :" 离心管中

剧烈摇振 + :?B 以上，GE -#2G2 , H 离心 $% :?B，将

上清放置于冷冻干燥机上干燥后，加入 %;+ :" 86!
（含 -%%!H3:" 8M!0）溶解，N $%E保存。

!"$"’ 血清和粘膜抗体效价测定：培养 =OP’ 病

毒，以蔗糖密度梯度离心纯化病毒作为包被抗原，分

别加入待检血清样品（-QG% 倍稀释）与小肠粘膜样品，

通过间接 P"R!( 方法测定 =OP’ 特异的血清和粘膜

抗体效价，所得数据用 !8!! 软件进行统计分析。

% 结果

%"! ()*+ , 基因的克隆与鉴定

=OP’ !/*L 株 ! 基因 +S端 T=*8/T 扩增产物经

-<琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，获 得 了 与 预 期 大 小 相 符 约

$%%% U& 的片段。进一步测序结果表明扩增的 =OP’
!基因 +S端长度为 $-$G U&，编码 #%# 个氨基酸，与

OVB6DBW 上 发 表 的 常 见 毒 株 =!、25*-244、LK$%%$、

M?XXV>、KP6#$*T=、8Y>9YV、=L*2.、=0R 及 =I-G 株的核

苷酸序列同源性为 2.;-<、2G;#<、2.;4<、2.;4<、

22;.<、22;.<、22;+<、2#;%<和 2.;G<；推导的氨

基 酸 同 源 性 为 2#;#<、2G;-<、2.;%<、2#;2<、

22;5<、22;#<、2#;-<、22;%<及 2.;4<。

%"% 真核表达质粒的构建与体外表达

构建的重组真核表达质粒以 !"#9"和 $%&L
#进行双酶切鉴定，酶切产物电泳结果显示可切出

约 $%%% U& 的 ! 基因片段与约 4%%% U& 的 &’()- 载

体片段，表明真核表达质粒 &’()*! 构建成功。

质粒转染 /I!*# 细胞后免疫荧光检测显示：转

染了质粒 &’()*! 的细胞有明显的绿色荧光，而转

染空载体 &’()- 对照细胞无特异性荧光，说明 ! 基

因在转染细胞中获得表达（图 -）。

图 ! 间接免疫荧光检测 -+./0, 在 12,0$ 细胞中的表

达（%33 4 ）

0?HZ- RB9?>V7@ ?::YBA[XYA>\7VB7V 9V@V7@?AB @FV V]&>V\\?AB A[ &’()*! ?B

/I!# 7VXX\（$%% , ）Z (：RB9?>V7@ ?::YBA[XYA>\7VB7V >V\YX@ A[ /I!*# 7VXX

@>DB\[V7@V9 ^?@F &’()*!；6：RB9?>V7@ ?::YBA[XYA>\7VB7V >V\YX@ A[ /I!*#

7VXX @>DB\[V7@V9 ^?@F &’()Z

%"& 携带 ()*+ 56. 疫苗减毒鼠伤寒沙门氏菌的

构建

通过电转化法将 &’()*! 转入减毒鼠伤寒沙门

氏茵 !"#$%# 中，挑取单个菌落，在含 CDB 的液体培

养基培养后，小量提取质粒，进行酶切与 8/T 鉴定。

电泳结果显示，8/T 扩增可得到与 ! 基因大小相符

约 $%%% U& 的条带，质粒双酶切可得到与约 4%%% U&
的载体条带及与 ! 基因大小相符约 $%%% U& 的插入

片段条带，表明重组质粒已被成功导入减毒沙门氏

菌中。

%"’ 重组鼠伤寒沙门氏菌体外感染巨噬细胞试验

!"#$%#（&’()*!）感染小鼠腹腔巨噬细胞后约

G5 F，提取细胞总 TK(，T=*8/T 特异性扩增出与 !
基因大小相符的目的条带；在约 +- F 通过间接免疫

荧光观察到感染细胞呈现特异性绿色荧光。!"#$%#
（&’()）感染的细胞 T=*8/T 结果为阴性，也未见特异

性荧光（图 $）。表明 !"#$%#（&’()*!）将真核表达质

粒携带入细胞且质粒在细胞中进行了转录与表达。

G# LVBH _DBH V@ DX Z 3’()% *"(+,-",.,/"(% 0"#"(%（$%%2）G2（-）
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图 ! 重组减毒沙门氏菌体外感染小鼠腹腔巨噬细胞间

接免疫荧光检测 " 基因表达（!## $ ）

!"#$% &’(")*+, "--.’/01./)2+*’+* (*,*+,"/’ ,3* *45)*22"/’ /0 6 #*’*
70,*) "’ 8",)/ "’0*+,"/’ /0 -/.2* 5*)",/’*71 -7+)/537#*2 9",3 )*+/-:"’7’,
7,,*’.7,*( !"#$%&’##" ()*+,$-.,-$ （%;; < ）$ =： &’(")*+,
"--.’/01./)2+*’+* )*2.1, /0 -/.2* 5*)",/’*71 -7+)/537#*2 "’0*+,*( 9",3
6>?%;?（ 5@=AB6）； C：&’(")*+, "--.’/01./)2+*’+* )*2.1, /0 -/.2*
5*)",/’*71 -7+)/537#*2 "’0*+,*( 9",3 6>?%;?（5@=A）$

!%& 重组沙门氏菌对小鼠的安全性

不同剂量重组沙门氏菌接种后的 D 周内，所有

小鼠活动正常，无任何不良反应。剖解显示小鼠的

脏、脾脏等实质性器官上未发现眼观病变。脏器悬

液菌落计数显示：首次接种后一周，不同剂量接种组

均可在脾脏、肝脏分离出细菌；第二周，分离出的细

菌数量急剧减少。在第二次接种后一周脾脏、肝脏

分离细菌数出现上升，但第二周不同剂量接种组均

未分离出细菌（图 E），这提示重组沙门氏菌在完成

质粒传递后，将被机体的免疫系统清除。以上结果

初步表明重组沙门氏菌 6>?%;?（5@=AB6）具有良好

的安全性。

图 ’ 重组减毒沙门氏菌 "()!#)（*+,-."）口服接种后小鼠脾脏（—!）、肝脏（—"）中细菌动态消长

!"#$E F*)2"2,*’+* /0 ,3* 6>?%;?（5@=AB6）"’ 251**’（—!）7’( 1"8*)（—"）/0 -/.2* 70*) /)71 "--.’"G7,"/’$

!%/ 小鼠的免疫试验结果

免疫小鼠血清 &#H 抗体 I>&6= 结果显示，在首

免后两周，6>?%;?（5@=AB6）免疫组未能检测到特异

性 JHI@ 抗体，二免后出现特异性抗体，三免后两周

抗体水平明显高于 6>?%;?（5@=A）空载体，且差异显

著（/ K ;L;M）（图 DB=）。在肠道粘膜抗体应答方面，

6>?%;?（5@=AB6）免疫组在首免后两周可检测到抗

JHI@ 2&#= 抗 体，二 免 后 两 周 和 三 免 后 两 周 与

6>?%;?（5@=A）空载体免疫组小鼠之间分别存在差

异性显著（/ K ;L;M）和极显著性差异（/ K ;L;N）（图

DBC）。结果表明重组沙门氏菌 6>?%;?（5@=AB6）能

诱导免疫小鼠产生针对 JHI@ 的特异性体液与黏膜

免疫应答。

图 0 重组沙门氏菌 "()!#)（*+,-."）对小鼠的免疫原性试验结果

!"#$D J3* )*2.1,2 /0 "--.’/#*’"+",O 7227O /0 6>?%;?）（5@=AB6）"’ -/.2*$ =：2*).- &#H 1*8*1；C："’,*2,"’71 -.+/27N &#= 1*8*1 $

’ 讨论

本研究采用 PJBFQP，成功扩增了 JHI@ 6QBR

株 6 基 因 MS端 主 要 抗 原 位 点 片 段，扩 增 长 度 为

%N%D :5，编码 ?;? 个氨基酸。与 H*’C7’T 上发表的

常见毒株的核苷酸序列同源性在 UVLEW X UULVW之
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间，氨 基 酸 同 源 性 在 !"#$% & !!#’% 之 间，表 明

()*+ 不同毒株 , 基因 -’端有较高保守性。因此，

()*+ ,./0 株 , 基因 -’端可以作为研制 ()* 基因

工程疫苗的目的基因。构建的重组质粒 1+23/, 转

染 .4,’ 细胞后，间接免疫荧光试验表明转染细胞

可以表达具有免疫反应性的 , 蛋白，为后续研究工

作的开展奠定了基础。

与 562 疫苗直接肌肉注射相比较，减毒沙门氏

菌作为 562 疫苗载体的优势之一在于细菌载体可

以直接口服免疫，靶向将质粒直接传递给小肠内免

疫诱导部位的巨噬细胞、树突细胞等抗原递呈细胞，

借助于宿主细胞表达具有天然构象的目的抗原，从

而激发较强的免疫应答［$7］。本研究将携带真核表

达质粒的重组沙门氏菌 ,8’79’（1+23/,）体外感染

小鼠腹腔巨噬细胞后，采用 :(/;.:、与间接免疫荧

光检测方法证实沙门氏菌 ,8’79’ 将质粒携带入巨

噬细胞，且 , 基因在细胞中进行了表达，表达蛋白具

有良好的免疫反应性，为后续的重组沙门氏菌免疫

试验提供了理论依据。

细菌作为核酸疫苗载体应具有良好的安全性，

本研究使用的减毒鼠伤寒沙门氏菌 ,8’79’ 具有减

毒且在动物机体中繁殖受限的双重特征［$<］。口服

- = $9> .?@、$ = $9! .?@、7 = $9! .?@ 重组细菌的小

鼠试验结果表明，,8’79’（1+23/,）具有相对良好的

安全性，沙门氏菌在完成质粒传递后，将被机体的免

疫系统清除；同时，不同剂量重组沙门氏菌在第二次

接种后一周脾脏、肝脏分离出的细菌数明显少于第

一次接种后一周，提示免疫系统对细菌的清除能力

随免疫次数增加也逐步加强。

本研究利用所构建的含有 562 疫苗的减毒沙

门氏菌 ,8’79’（1+23/,）口服免疫 A28ABC 小鼠，二

免、三免后能均能检测到血清和小肠粘膜抗体应答，

且三免后血清和小肠粘膜抗体水平与空载体和 ;A,
空白组之间差异显著或极显著，这说明减毒沙门氏

菌在体内能成功地释放所携带的 562 疫苗，既可以

激发小鼠产生局部免疫应答，也可以激发小鼠产生

全身性免疫应答，显示了较好的免疫原性。研究表

明，通过对真核表达载体的改造以及引入细胞因子

可有效提高与调整减毒沙门氏菌为载体诱导的免疫

应答［$" D $E］。因 此 下 一 步 的 工 作 中，我 们 将 改 造

1+23$ 载体为双启动子载体，并改造其复制子降低

其在细菌中拷贝数，同时引入 F8/E、)G/.,? 等细胞

因子以期进一步提高减毒沙门氏菌为载体诱导的免

疫应答反应。
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