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摘 要：以 DE2& 基因组为模板，利用 FGH 特异扩增出 BI 基因，定向克隆到中间质粒载体 JK4!，构建了中间质粒 JK4

!4BI。然后以中间质粒 JK4!4BI 为模板，扩增出含有人结核分枝杆菌启动子 ;>J6$ 基因和堪萨斯分枝杆菌!信号肽

基因的 ;>J4!4BI 片段，回收补平后与穿梭表达载体 JHH5 平端连接，从而构建大肠杆菌4分枝杆菌穿梭表达质粒 JH4

!4BI。再将其电转化至耻垢分枝杆菌 ! ) "#$%#&’(" #)# %11，7EDLM 检测表明重组菌株 ! ) "#$%#&’(" #)# %11（JH4!4BI）

的表达产物具有很好的反应原性。N+>O+/A .(’O 检测说明 BI 基因在分枝杆菌中获得了表达并具有良好的免疫原

性。鸡胚中和试验结果表明该重组菌株可以中和 % 个剂量 7D*1$的 DE2& 强毒，能够保护 LFP 鸡胚抵抗强毒攻击。
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卡介苗（I8,9((<> ,8(-+OO+4B<+/9A，IGR）是牛型分枝杆菌的

减毒株，也是一种活的减毒性结核菌苗，具有低毒性、免疫力

持久和对热稳定等特点，在全世界已经广泛用于预防结核

病。目前，国内外科学家正致力于将 IGR 发展成为一种重

组多价活疫苗，使它成为一种能携带多种外源免疫保护抗原

的疫苗载体，不仅能预防结核病，同时也能预防其他感染性

疾病，甚至具有抗肿瘤的活性［%］。但是 IGR 生长缓慢，需 %3
; 增殖一代，培养时间长，影响了人们对它的深入了解。耻

垢分枝杆菌（!*)+,&)’$-(.# "#$%#&’("）是一种生长相对较快、

电转化效率较高的突变株，它是同 IGR 一样，也是一种非致

病菌和强的细胞免疫佐剂，已经成为一种疫苗载体。

鸡传染性喉气管炎（DE2）是由传染性喉气管炎病毒（DE4
2&）引起的鸡的一种急性上呼吸道传染病，该病能导致鸡的

死亡和产蛋率下降，是危害养禽业的重要疫病之一［#］。DE2
发病与传播的明显特征是潜伏感染和毒力返强，在应激状态

下激活并向体外排毒，引起复发。此病分布于世界各地，在

我国的一些地区呈地方性流行。目前用于防制本病的弱毒

疫苗普遍存在着毒力偏强、易于造成潜伏感染和病毒返祖等

缺点，很难从根本上控制此病［5］，因此急需研制一种安全有

效的新型疫苗。本研究构建的大肠杆菌4分枝杆菌穿梭表达

质粒 JH4!4BI，拟在分枝杆菌表达 DE2& BI 蛋白基因，这样的

活载体疫苗既能发挥卡介苗本身较强的细胞免疫佐剂作用，

又能使表达的鸡传染性喉气管炎病毒 BI 蛋白发挥免疫保护

作用，达到更好地预防鸡传染性喉气管炎的目的。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株和质粒：病毒 DE2& 由本室在河北省某鸡场分

离，经 鉴 定 后 暂 定 名 为 S+I$%，大 肠 肝 菌（ /")0$-()0(& )+1(）

TU%$? 由本室保存，中间质粒 JK4!、耻垢分枝杆菌 ! ) "#$%2
#&’(" #)# %11 由大连大学许崇波博士惠赠。

#$#$% 酶和试剂："47,’2%! #V9B+>O U8/W+/，V02F，3&4 *0M
聚合酶，2! *0M 连接酶，限制性内切酶等购自 28X8H8 公司，

引物由 28X8H8 公司合成，*0M 快速纯化Y回收试剂盒购自北

京鼎国生物技术有限责任公司，辣根过氧化物酶标记兔抗鸡

DBR 购自长春宝泰克生物科技公司。

#$#$& 实验动物和疫苗：LFP 鸡、LFP 鸡胚和鸡传染性喉气

管炎活疫苗（LFP）由辽宁省益康生物制品厂提供。

#$% ’()* !" 基因的扩增

以 DE2& 基因组为模板，引物 F%、F# 分别含有 50$#酶切

位点与 /)+H#酶切位点。F%：1Z4GRRG2MRGM2RRG2MRG224
RMMMM2RG45Z，F#： 1Z4RGRMM22G22M22GR2G22GRG222G45Z。
扩增 反 应 体 系：F%，F#（ 均 为 %[#--’(YE）各 %$E，模 板

（%[!--’(YE）%$E，%$ \ I<]]+/ 1$E，V02F（#1--’(YE）!$E，EM
3&4（5^YE）%$E，VVS# _ 56$E。反 应 条 件：?!‘ 1-9A；?!‘

% -9A，!"‘ % -9A，6#‘ #[1 -9A，5$ 个循环；6#‘ %$ -9A。

#$& 重组中间质粒 +,-!-!" 的构建

参照文献［!］的方法进行。

#$. /0+-!-!" 片段的扩增和序列分析

以重组质粒 JK4!4BI 为模板，引物 F5、F! 都含有 /)+H#酶



切位点，!"：#$% &’())’’&())’’&&()&&&(&)&(%"$，!*：#$%
(&())’’&’’)’’&(’&’’&(&’’’& %"$。反 应 体 系：模 板 +!,，

!" +!,，!* +!,，+- . /01123 #!,，45’! *!,，,) !"# +!,，4467 8

"9!,。反 应 条 件：:*; #<=>；:*; + <=>，*?; + <=>，97;
"<=>，"- 个循环；97; +- <=>。回收 @AB%"%C/ 片段与 B(DE%’
F2GHI3 连接、转化，筛选重组子进行酶切鉴定和序列分析。

!"# 重组穿梭表达质粒 $%&!&’( 的构建

参照文献［*］，将回收的 @AB%"%C/ 片段用限制性内切酶

$%&J#消化，再经过补平、回收、’"%#消化和去磷酸化等，与

BJJ" 质粒连接，构建重组表达质粒 BJ%"%C/。由于穿梭质粒

载体 BJJ" 为 )<B 和 KL> 双抗性，经限制性内切酶 ’%"#位

点插入外源基因后破坏 )<B 抗性。所以筛选出 KL> 阳性菌

落后，再用 )<B 筛选，KL> 阳性菌落而 )<B 为阴性者即为所

需克隆。

!") 耻垢分枝杆菌的培养和电穿孔转化

实验方法参照［#］。用苏通培养基 "9;培养耻垢分枝杆

菌至对数生长期制备感受态细胞用于电转化。电转化条件：

电压 7M#NO，电流 7#<)，电阻 7--$。涂于含 7#!CP<, 卡那霉

素的苏通培养基平板上，"9;培养 " Q *4 后筛选转化子。

!"* 表达产物 ’( 糖蛋白的免疫学检测

参照文献［*］，用抗 R,’O 的鸡多克隆血清进行 D,RS) 和

T2AH23> UVIH 分析。

!"+ 重组菌株的鸡胚中和试验

参照文献［?］，将北京株 R,’O 病毒原液稀释至 + 个 DRW#-

单位，分装到 " 列无菌试管中，第 + 列加等量活疫苗免疫 S!X
鸡的血清（阳性对照组），第 7 列加待检血清（试验组），第 "
列加等量生理盐水免疫 S!X 鸡的血清（阴性对照组），混合后

"9;放置 + @，各接种 ++ 日龄 S!X 鸡胚 +- 枚，每胚绒毛尿囊

膜接种 -M7 EV，培养 # 4 解剖观察病变，鸡胚绒毛尿囊膜呈明

显增厚，灰白色病斑，判为感染。

, 结果和分析

,"! 中间载体 $-&. 的酶切鉴定

重组质粒 BY%"经 $%&J#和 (%&#酶切后得到约 +#-UB
片段，表明含有人结核分枝杆菌 6S!9- 启动子基因核苷酸序

列；经 (%&#和 )*"#酶切后得到约 +"-UB 片段，表明含有堪

萨斯分枝杆菌"信号肽基因核苷酸序列。

,", /012 ’( 基因的 34% 扩增和同源性分析

以 R,’O 基因组为模板，!&J 特异扩增出 C/ 基因，琼脂

糖凝胶电脉在 7M?7NU 处可见一条清晰的 W5) 亮带，与预期

大小一致。回收 !&J 扩增产物克隆到 B(DE%’ F2GHI3 中，筛

选出阳性重组子 B(DE%’%C/ 进行序列测定，结果表明该片段

为完整阅读框（长度 7?77UB），编码 Z9" 个氨基酸，在 (2>%
/L>N中申请的 C/ 基因接受号为 )Y*79Z#Z。该基因与英国

’@I3>2 OZZ7 毒株、美国的 R,’O ?"7 毒株、澳大利亚 S) 7 毒株

C/ 基因的核苷酸同源性分别为 :ZM:[、:9M?[和 :ZM*[，氨

基酸同源性分别为 ::MZ[，:ZM9[和 :ZM#[，表明 C/ 基因是

非常保守的。

,"5 重组中间质粒 $-&!&’( 的构建

回收 !&J 扩增的 C/ 基因片段补平，用 (+,#单酶切后

再回收 C/ 基因片段，将其与经 )*"#和 -./G%双切的 BY%"
载体连接、转化，提取质粒进行酶切鉴定，$%&J#单酶切成

单条带，(%&#与 012#均切下 +"--UB 左右片段，表明获得了

阳性重组质粒 BY%"%C/。

,"6 78$&!&’( 目的片段的扩增和测序

以重组质粒 BY%"%C/ 做模板，采用 !&J 扩增出 @AB%"%C/
基因片段，电泳后可见一约 7M:NU 的 W5) 条带（图 +），与实

验设计相符。回收扩增出的 @AB%"%C/ 片段，将其与 B(DE%’
F2GHI3 连接，得到重组质粒 B(DE%’%@AB%"%C/，用 -./4&切下

9#-UB 左右片段。重组质粒 BY%"%C/ 的测序结果表明 @AB%"%
C/ 片段依次含有人结核分枝杆菌启动子 @AB9- 基因；堪萨斯

分枝杆菌"信号肽基因核苷酸序列和鸡传染性喉气管炎病

毒的主要保护抗原 C/ 基因核苷酸序列。

图 ! 78$&!&’( 目的片段的电泳图谱

X=C\+ DV2GH3IB@I32A=A I1 !&J B3I40GH I1 @AB%"%C/ C2>2

+M @AB%"%C/ C2>2（7M:NU）；7M’%DGI ’+*# 4=C2AH <L3N23 \

,"# 间接 90/:; 检测表达产物与抗体的特异性反应

将诱导培养的重组分枝杆菌 3 \ 14,54"2.1 4%7 +##（BJ%

"%C/）做包被抗原，同时做阳性对照和阴性对照，阳性对照是

病毒（R,’O 北京株），阴性对照为含空质粒 BJJ" 的耻垢分枝

杆菌，进行 D,RS) 检测表达产物的抗原性，说明 C/ 基因在分

枝杆菌表达的重组蛋白具有很好的反应原性。

,") 重组分枝杆菌表达产物的 <=8>=?@ ABC> 检测

用鸡传染性喉气管炎活疫苗制备高免血清做一抗，重组

分枝杆菌 3 \ 14,54"2.1 4%7 +##（BJ%"%C/）表达产物与相应抗

体进行 T2AH23> UVIH 分析，可以发现阴性对照菌体 3 \ 14,56
4"2.1 4%7（BJJ"）在 :ZNW 处未见有明显显色条带，而重组菌

体在 :ZNW 处有明显特异性显色条带（图 7），说明 C/ 基因在

分枝杆菌中获得了表达并具有良好的免疫原性。

图 , 表达产物的 <=8>=?@ ABC> 分析

X=C\7 )>LV]A=A I1 2^B32AA24 B3I40GH=>A _=H@ T2AH23> UVIH

+M ,I_ <IV=G0VL3 _2=C@H B3IH2=> <L3N23A；7M &I>H3IV I1 BJJ" _=H@ SWS%

!)(D；"，*M C/ UL3UI3=>C BJ%"%C/ _=H@ SWS%!)(D；#，?M C/ UL3UI3=>C

BJ%"%C/ _=H@ T2AH23> UVIH；9M &I>H3IV I1 BJJ" _=H@ T2AH23> UVIH \
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!"## 重组菌株的鸡胚中和试验结果

采用固定血清稀释病毒法检测重组菌株 ! ! "#$%#&’("
#)" #$$（%&’!’()）的保护效果，同时做阳性对照和阴性对照

（表 #）。结果表明用活疫苗免疫 *+, 鸡的血清能够完全中和

-./0，接种的 #1 枚鸡胚都没产生病变；用生理盐水免疫 *+,
鸡的血清不能将 -./0 病毒中和，接种的 #1 枚鸡胚全部产生

病变；实验组仅 # 枚鸡胚产生病变。

表 # 重组菌株的鸡胚中和试验

/2345 # /65 7589:24;9;<7 <= *+, >6;>? 5@3:A< 2BB2A =<: 965 :5><@3;7279 32>95:;2 B9:2;7

C:<8%B D8@35: <= >6;>? 5@3:A<B E3B5:F29;<724 9;@5 GH I992>?5H 5@3:A<B 78@35:G
B8F;F5H 5@3:A<B 78@35:

*5:2 <= F2>>;729;<7 J;96 2>9;F5 F2>>;75 #1 #1 1G#1

*5:2 <= F2>>;729;<7 J;96 7<:@24 B24;75 #1 #1 #1G#1

*5:2 <= F2>>;729;<7 J;96 :5><@3;7279 32>95:;2 B9:2;7 #1 #1 #G#1

$ 讨论

鸡传染性喉气管炎（-./）是由 -./0 引起一种鸡的急性

上呼吸道传染病，是危害养禽业的重要疫病之一。-./0 属

于!疱疹病毒亚科成员，具有潜伏感染的特性。目前用于防

制本病的弱毒疫苗存在毒力偏强、易于返祖、潜伏感染等不

足。有可能会造成病毒的终生潜伏，偶尔活化和散毒，从而

使 -./ 的完全控制成为养禽业的一大难题。因此，研究安全

有效的基因工程疫苗是预防 -./ 的发展趋势。-./0 的 () 基

因编码 "1$?K 的糖蛋白，糖蛋白 () 能诱导体液免疫和细胞

免疫，由 -./0 糖蛋白 () 制备的亚单位疫苗能保护鸡 #11L
抵抗临床发病和 MNL 抑制强毒复制，是该病毒的主要保护

性抗原基因。因此研制 -./0 的基因工程疫苗具有广阔的市

场前景和应用价值。

分枝杆菌作为疫苗载体有一定的优势，如：生产工艺简

单、不需纯化及后期处理；性能稳定易保存；同时它还是一种

很好的免疫佐剂。外源基因在分枝杆菌中的有效表达是基

因工程分枝杆菌多价疫苗发挥作用的基础。*9<F5: 等［O］发现

破伤风毒素 P（/<Q P）在 )PC 中的表达量低，不能激发机体

产生免疫保护反应，可见提高外源基因在分枝杆菌的表达效

率是制约分枝杆菌的因素之一。我们用人结核分枝杆菌

R*+O1启动子来控制 -./0 () 基因在分枝杆菌中的表达，

R*+O1 启动子在加热或过氧化物等应激条件下被活化，属于

高效启动子，增加载体在分枝杆菌中的稳定性，减少外源蛋

白表达对宿主细胞生长产生的影响以及减少宿主细胞蛋白

酶对所表达蛋白的降解作用，使得通过穿梭载体表达外源基

因更方便和容易。程继忠等［M］利用 R*+O1 启动子在耻垢分

枝杆菌表达了日本血吸虫 "S?K 抗原（*T"SC*/）基因，程继忠

等［U］还利用 R*+O1 启动子在 )PC 中表达了日本血吸虫中国

大陆株谷胱甘肽 *’转移酶（C*/）抗原基因。我们还用堪萨

斯分枝杆菌!抗原信号肽来引导外源基因的分泌表达，从而

有利于抗原递呈细胞的吞噬与处理，更有效地刺激机体产生

针对外来抗原的保护性免疫反应。

本研究构建的重组菌株 ! ! "#$%#&’(" #)" #$$（%&’!’()）

在安全性方面比弱毒疫苗优越，不形成潜伏感染，不会散毒。

因此本实验研究的工程菌 ! ! "#$%#&’(" #)" #$$（%&’!’()）将

有希望取代现用的 -./0 弱毒疫苗，从而改变 -./ 防制现状。
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［ N ］ 张绍杰，倪健强，孟松树，等 ! 鸡传染性喉气管炎病毒（-./0）

王岗株糖蛋白 () 基因在重组杆状病毒的表达 ! 中国预防兽

医学报，"11#，!$（$）：N"# Y N"ZW

［ Z ］ *2@3:<<? [，,:;9B>6 \ ,，V27;29;B /! 分子克隆实验指南 ! 金冬

雁，黎孟枫，等译 !第二版 !北京：科学出版社，#UUNW

［ $ ］ P;:;44< [ K，]5;B3:<H / &，[2><3B ] &! \==;>;579 545>9:<’9:27B=<:’
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［ S ］ 中华人民共和国农业部兽用生物制品规程委员会编 ! 中华

人民共和国兽用生物制品规程 ! 北京：化学 工 业 出 版 社，

"111W

［ O ］ *9<F5: P ^，)27B2? C +，R27B<7 V *! /<J2:HB 2 B9:295(A 32B5H <7
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［ M ］ 程继忠，皇甫永穆，海 涛，等 ! R*+O1 基因上游调控序列

对 C*/ 基因在耻垢分枝杆菌中表达效率的影响 ! 微生物学

报，#UUU，$&（"）：#11 Y #1OW

［ U ］ 程继忠，郑 波，海 涛，等 ! 大肠杆菌’分枝杆菌穿梭表达

质粒 %)PC"#11 的构建及应用 ! 生物工程学报，#UUU，#’（"）：
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277Q \ 277W 年《微生物学报》审稿专家名单

按姓名汉语拼音排序

以下专家在 277Q 年（全年）和 277W 年（部分）为本刊审阅过稿件，在此谨向您表示衷心地感谢！为编辑部审阅稿件给专家

们增加了额外的工作量，但是本着对作者、读者和期刊负责的原则，审稿又是一件非常重要的事情。为了扩大学术影响、促进

微生物学科的发展，同时也为了提高《微生物学报》的质量，本刊编辑部希望您今后能够继续给予支持。

白逢彦 鲍时翔 蔡文启 蔡永峰 曹竹安 陈冠军 陈洪章 陈剑平 陈民钧 陈润生 陈三凤 陈文新 程光胜

程元荣 储 炬 丁 鉴 丁久元 丁明孝 丁清泉 东秀珠 董志扬 方 勤 方维焕 冯德荣 高培基 高 松

葛 诚 耿运琪 弓明钦 龚建华 龚祖埙 郭三堆 郭志儒 何朝族 何秀良 何忠效 赫荣乔 洪 健 胡丰林

胡福泉 胡学智 胡远扬 还连栋 黄 力 黄大% 黄年来 黄秀梨 黄耀煊 黄耀玉 吉鑫松 焦瑞身 焦新安

江 宁 姜道宏 姜文侠 蒋立科 荆玉祥 阚 飙 柯家骏 孔宪刚 雷肇祖 黎高翔 李 元 李电东 李阜棣

李季伦 李琦涵 李若瑜 李士东 李永泉 李育阳 李越中 李祖义 梁 龙 梁宗琦 廖延雄 林 敏 刘华珍

刘会洲 刘如林 刘双江 刘湘涛 刘杏忠 刘秀梵 刘志敏 刘志培 娄无忌 陆 健 陆承平 陆德如 吕国忠

罗信昌 马德钦 马清钧 马贤凯 马延和 闵 航 倪汉文 潘兹书 钱世钧 钱新民 邱并生 曲音波 茹炳根

阮继生 邵宗泽 沈 萍 盛 军 施巧琴 苏国富 孙 明 孙君社 孙万儒 孙忠富 谭华荣 唐 宏 唐国敏

唐亚林 陶天申 田杰生 王 东 王敖全 王惠莲 王慧敏 王金生 王守一 王锡锋 王修垣 王以光 王用楫

王有智 王在时 王正祥 文华安 吴 润 吴加全 吴克刚 吴庆余 夏春谷 夏桂先 向 华 肖 天 谢 红

刑建民 徐 冲 徐冠珠 徐建国 许建和 严 杰 杨海花 杨汉春 杨怀文 杨建民 杨 婉 杨苏声 杨希才

杨秀山 杨蕴刘 姚 斌 于嘉林 喻子牛 袁 生 袁勤生 袁正宏 袁志明 袁中一 张 杰 张 正 张博润

张楚瑜 张惠展 张建中 张曼夫 张小青 张渝英 张兆山 章克昌 赵立平 赵乃昕 赵小凡 郑天凌 周俊初

周培瑾 周雪平 周宇光 朱 军 朱 祯 朱宝泉 朱关福 朱厚础 朱庆裴 朱圣庭 朱伟云 朱玉贤 诸葛健

庄文颖 庄玉辉

QQX9 期 郑海洲等：鸡传染性喉气管炎病毒 13 基因的克隆及其在耻垢分枝杆菌中的表达
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