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减毒沙门氏菌介导的小鼠肝炎病毒 !"基因
#$%疫苗的免疫特性分析
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摘 要：根据 D*AE.AF公开序列自行设计一对引物，通过 G35HIG扩增出小鼠肝炎病毒的全长 J#基因，并将其插入
真核表达质粒 KLMN#中，构建出重组真核表达质粒 KLMN#5J#。将重组质粒转染 IOJ5"细胞，采用间接免疫荧光检
测出 J#蛋白的体外表达。将重组质粒转入减毒鼠伤寒沙门氏菌 JP"$%"中，构建出运送 QRM疫苗的重组沙门氏菌
JP"$%"（KLMN#5J#）。分别以 ( S #%0 I)T、# S #%1 I)T、$ S #%1 I)T剂量的重组菌口服接种 2周龄 EMPEU@小鼠，试验结
果表明，重组菌对小鼠具有良好的安全性。以 # S #%1 I)T剂量的重组菌口服免疫小鼠，抗体检测结果显示，在二免
后两周和三免后两周，重组菌免疫组的血清抗体水平与 JP"$%"（KLMN#）空载体免疫组间分别存在显著性差异（! V
%W%(）和极显著性差异（! V %W%#）。在三免后两周重组菌免疫组出现了较高水平的肠黏膜抗体。
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小鼠肝炎病毒（X;-Y* C*K.Z9Z9Y [9,-Y，X\L）又称
小鼠冠状病毒（8;-Y* @;,;A.[9,-Y）。X\L 为有囊膜
的 GRM病毒，与其他冠状病毒不同，X\L组织趋向
性广泛，可感染呼吸道、胃肠道、神经系统和肝脏［#］。

X\L主要有 & 种结构蛋白：J蛋白、X蛋白和 R蛋
白。J蛋白构成冠状病毒表面的囊膜，具有调节冠
状病毒与靶细胞的吸附，促进细胞融合并影响细胞

病变效应［$］以及激活体液免疫和细胞免疫应答的重

要生物学特性；J蛋白的变异在冠状病毒致病性方
面起着重要的作用［&］。

QRM免疫可将免疫原基因在宿主体内表达出
抗原蛋白从而引起机体免疫应答。特异性的 QRM
免疫已广泛的在病毒性、细菌性和寄生虫性疾病的

动物模型中得到证实［!］。但直接用 QRM免疫存在
需要制备大量的纯化质粒、QRM摄取效率低或需特
殊设备等缺点。减毒沙门氏菌作为运送真核表达质

粒的载体已得到广泛研究。减毒沙门氏菌可通过黏

膜途径如口服或滴鼻等免疫，激发机体产生有效的

全身和局部的保护性免疫。重组沙门氏菌能激发机

体产生针对载体和外源抗原的免疫应答［(，2］。

为了从分子水平上探讨 X\L J#基因的免疫机
制，本研究利用 G35HIG技术，先获得 X\L J#基因，

再将 J#基因与真核表达质粒 KLMN# 进行连接，构
建出重组真核表达质粒 KLMN#5J#，并进行了真核表
达，然后将其转入减毒鼠伤寒沙门氏菌 JP"$%"中，
构建出运送 J#基因 QRM疫苗的重组减毒沙门氏菌
JP"$%"（KLMN#5J#），并对其诱导机体产生免疫应答
的情况进行了初步探讨，为进一步研究冠状病毒功

能基因的作用奠定基础。

" 材料和方法

"&" 材料
"&"&" 病毒、细胞、质粒和菌株：小鼠肝炎病毒
（X\LM(1）由中国医学科学院实验动物研究所提
供；KXQ#053购自大连宝生物公司；真核表达质粒
KLMN#购自 ]A[9Z,;^*A公司；Q\ (!为本室保存；减毒
鼠伤寒沙门氏菌 JP"$%"［$&&" B 2(（_GM‘）C9YD!2

".,;M!%"（3IJ .,;M(!!：3A#%）］由美国斯坦福大学
JZ;@F*,博士惠赠。
"&"&’ 酶和试剂：3,9=;4#G G*.^*AZ 购自 ]A[9Z,;^*A 公
司；X5XPL 反转录酶、GR.Y* 抑制剂 GA.Y9A 购自
H,;8*^.公司；限制性内切酶（"#$\#、%&’#）、3!

QRM连接酶和 H/,;+*YZ#G QRM K;4/8*,.Y*购自大连宝
生物公司；转染试剂 49K;a*@Z.89A* $%%%购自 ]A[9Z,;^*A



公司；沙门氏菌 !"#单因子血清购自卫生部成都生
物制品研究所；小鼠 $%&阳性血清自制；#’()标记
羊抗鼠 ’*+荧光二抗、%,-标记羊抗鼠 ’*+、’*$和
’*!酶标二抗购自 ./*01公司。
!"!"# 实验动物：2 周龄 3!4356 雌性小鼠（清洁
级）购自扬州大学比较医学中心。

!"$ %&’ (!基因的克隆
参照 +783189中的小鼠肝炎病毒 .: 基因序列

设计合成一对引物：上游引物（-:）：;<"(!!++!()))
!(!!()(!!!)!(+)(+(()+("=<含有 !"#%!酶切
位点；下游引物（->）;<"((()()+!++)(!!((!!)
)()!((!!+!!(++"=<含有 $%&!酶切位点。上下
游引物跨幅 >?>9@，包含整个 .:基因，由上海英骏生
物技术公司合成。以 (A/BCD!, ,71*78E提取经扩增的
$%&的基因组 ,F!，按 $"$4&反转录酶说明书进
行反转录。用 -GAC@7HE!, IF! JCDG07A1H7 扩增出 .:
基因。将鉴定正确的 -), 产物回收后克隆入
J$I:K"(载体，具体方法参照说明书进行。连接产
物转化 I%;"感受态细胞中。利用 43培养基（含氨
苄青霉素、L"*1D和 ’-(+）筛选阳性菌。碱裂解法小
量提取质粒，用 !"#%!、$%&!酶切鉴定重组质粒，
将重组阳性质粒命名为 J$I:K"(.:。阳性克隆送上
海英骏生物技术有限公司测序。

!"# 重组真核表达质粒 )’*+!,(!的构建及鉴定
用限制性内切酶 !"#%!、$%&!将 .:基因从

质粒 J$I:K"(.:中切出，重组到同样酶切处理的真
核表达载体 J&!L:中，构建重组真核表达质粒。以
!"#%!、$%&!双酶切分析和 -),鉴定重组质粒。
!"- 质粒的转染及鉴定
!"-"! 质粒的转染：按常规方法进行质粒 IF! 的
大量制备。采用脂质体转染技术，具体方法参照

D/JCM76E10/87 >NNN产品说明书进行。 !"-"$ 表达
产物间接免疫荧光法鉴定：于转染后 OKP，将培养皿
内液体弃去，N?N:0CD54 -3.洗两次，置冷的 :NNQ甲
醇固定 ;0/8后，一抗为抗鼠 $%&阳性血清，二抗为
#’()标记的羊抗鼠 ’*+荧光抗体。荧光显微镜下观
察、拍照。

!". 运送 (!蛋白的减毒鼠伤寒沙门氏菌的构建
用电穿孔法分别将 J&!L:空载体质粒、重组真

核表达质粒 J&!L:".: N?:#* 转化减毒鼠伤寒沙门
氏菌 .4R>NR感受态。电穿孔条件如下：电压 :?K9&，
电击时间为 ; S 2H。鉴定阳性重组菌：以小量提取
的质粒为模板，-),扩增重组质粒中的 .: 基因；沙
门氏菌 !"# 单因子血清做玻板凝集试验鉴定为

.4R>NR。阳性重组菌命名为 .4R>NR（J&!L:".:）。
!"/ 重组菌对小鼠的安全性试验
将重 组 细 菌 .4R>NR（ J&!L:".:）分 别 以

; T :NK)#U、: T :NV)#U、> T :NV)#U口服接种 2周龄
3!4356小鼠，每剂量组 O 只，同时设立口服 -3. 对
照组。观察试验鼠的健康状况，> 周后扑杀所有试
验鼠，检查是否出现眼观病变。

!"0 重组菌对小鼠的免疫试验
!"0"! 免疫：2 周龄 3!4356 雌性小鼠随机分为 =
组，每组 ; 只，分别为 .4R>NR（J&!L:".:）、.4R>NR
（J&!L:）和空白（-3.）对照组。每只口服免疫
: T :NV)#U的重组菌。共免疫 =次，每次间隔两周。
!"0"$ 样品采集及处理：血清样品的采集：各免疫
组分别在免疫前、首免后 >、O、2周经眼眶静脉采血，
室温静置，分离血清，W >NX保存备用。肠道黏膜样
品的采集：于首免后 2周剖杀小鼠，采集完整的小肠
黏膜样品，W >NX保存备用。
!"0" # 抗体测定：以间接 Y4’.!方法测定 .:蛋白
特异性血清抗体效价和黏膜抗体效价。Y4’.!参照
文献［R，K］进行。
!"1 统计学分析
利用 .-.. >?N 软件包按单因素方差分析法

（C87"Z1G !F[&!）对抗体效价进行统计学的处理，
’ \ N?N;时差异显著；’ \ N?N:时差异极显著。

图 ! (!基因的 23,452扩增结果
#/*]: ,("-), 10JD/M/61E/C8 CM $%& .: *787] $] $"Y6C(:O ^/*7HE

$1A97A；:?-), JAC^_6E ]

$ 结果

$"! (!基因的 23,452扩增结果
提取 $%& 基因组 ,F!，反转录合成第一链

6IF!，应用设计的特异性引物，经 -),扩增后，扩增
产物经 :Q琼脂糖凝胶电泳显示约为 >?>9@单一条
带（图 :）。与预计的 .:基因大小相符。

>=: ‘’![ %C8*"07/ () "* ] 5+,)" -.,/&0.&*&1.," 2.3.,"（>NNR）OR（:）



!"! 重组真核表达质粒 #$%&’()’的构建及鉴定
用限制性内切酶 !"#!!、$%&!将 "#基因从

质粒 $%&#’()"# 中切出，重组到真核表达载体
$*+,#相应的位点中，所获得的重组真核表达质粒
$*+,#("#用 !"#!!、$%&!双酶切后，可切出目的
片段 -.-/0和载体 1.2/0，符合预期结果（图 -）。说
明 "#基因已被正确插入真核表达载体中。

图 ! 重组质粒 #$%&’()’的酶切鉴定
3456- 789:;4<:4=> 8>?@A8 B>BC@949 =D $*+,#("# 6 %6"(E<=)#F G4589:

%B;/8;；# 6 $*+,#("#H!"#!! I $%&! 6

!"* 表达产物测定
通过间接免疫荧光试验鉴定转染质粒的 JK"(L

细胞 "#基因的表达，结果 $*+,#("#转染细胞出现
黄绿色荧光，而对照组（$*+,#）未见特异性荧光，说
明 "#基因在 JK"(L细胞中获得表达（图 1）。

图 * 重组质粒在 +,)(-细胞中的表达
34561 EM$;8994=> =D ;8<=A04>B>: $CB9A4G 4> JK"(L <8CC96 +：JK"(L

<8CC9 :;B>9D8<:8G N4:O $*+,#("#；P：JK"(L <8CC9 :;B>9D8<:8G N4:O $*+,#6

!". 运送 )’蛋白的减毒鼠伤寒沙门氏菌的构建及
鉴定

用电穿孔法将 $*+,#("#转化减毒鼠伤寒沙门
氏菌 "QL-2L。RJ7扩增及沙门氏菌 +(3单因子血清
玻板凝集试验结果与预期相符，表明重组质粒

$*+,#("# 已被成功导入减毒鼠伤寒沙门氏菌
"QL-2L中。
!"/ 重组菌对小鼠的安全性试验
在观察的 - 周内所有试验鼠均无任何不良反

应，剖检在肝脏、脾脏等实质脏器上未发现有眼观病

变。试验结果初步表明重组减毒沙门氏菌具有良好

的安全性。

!"0 小鼠免疫试验结果
采用间接 EQS"+法检测不同免疫时间小鼠血清

表 ’ 以减毒鼠伤寒沙门氏菌运送的 )’蛋白对 1%2134小鼠的免疫原性试验结果
)B0C8 # )O8 ;89TC:9 =D 4AAT>=58>4<4:@ B99B@ =D "# $;=:84> G8C4U8;8G 0@ ’"(#&)*((" +,-%.#/0./# 4> P+QPH< A4<8

V;=T$
V% B>:40=G@ :4:8;9 4> EQS"+

"8;TA B>:40=G489 "ABCC 4>:89:4>BC AT<=9B B>:40=G489
-N $=9:($;4A4>5 -N $=9:(0==9:4>5 -N $=9:(:O;88 4AAT>4?B:4=> -N $=9:(:O;88 4AAT>4?B:4=>

"QL-2L（$*+,#("#） #’.2 W #1.2 FX.L W #X.1! YX.2 W 1Z.L!! -Z.X W ’.LX!!

"QL-2L（$*+,#） #2.2 #2.2 #2.2 1.Z W #.2
J=>:;=C #2.2 #2.2 #2.2 -.Z W #.2

! 1 [ 2.2Z："QL-2L（$*+,#("#）5;=T$ U8;9T9 "QL-2L（$*+,#）5;=T$；!! 1 [ 2.2#："QL-2L（$*+,#("#）5;=T$ U8;9T9 "QL-2L（$*+,#）5;=T$6

中 "#特异性抗体水平。血清抗体测定结果表明（表
#），一免两周后部分重组菌免疫鼠即能产生针对
%!* 的特异性抗体，但抗体平均滴度较低，与
"QL-2L（$*+,#）空载体免疫组相比差异不显著。再
次免疫后抗体水平上升明显，在二免后两周和三免

后两周，重组菌免疫组血清抗体水平与 "QL-2L
（$*+,#）空载体免疫组之间分别存在显著性差异
（1 [ 2.2Z）和极显著性差异（1 [ 2.2#）。小肠黏膜
抗体 9S5+测定结果表明，在三免后两周重组菌免疫
组黏膜抗体 9S5+水平与 "QL-2L（$*+,#）空载体免疫
组之间存在极显著性差异（1 [ 2.2#）。这表明，运
送 %!* "#蛋白的重组减毒菌能诱导小鼠产生针对
"#蛋白的特异性体液免疫应答和黏膜免疫应答。

* 讨论

"# 蛋白是冠状病毒中与致病性相关的主要结
构蛋白，也是主要的保护性抗原。研究发现，携带

%!* "#蛋白表位的烟草花叶病毒（)%*）可诱导产
生针对 %!*的免疫应答，可刺激机体产生体液免疫
和黏膜免疫，抵抗 %!*的攻击［Y］。携带 %!* J&’I

)细胞表位的产单核细胞李斯特菌和被动输入
%!*特异性的 J&’I )细胞表位可有效的降低 %!*
诱导的急性中枢神经系统炎症和脱髓鞘［#2］。含有

P 细胞表位和 )细胞表位的合成肽激发的抗体能保
护小鼠抵抗 %!*急性致死性感染［##］。这些研究提
示我们，有关 "#蛋白的研究是冠状病毒免疫学研究

11#焦红梅等：减毒沙门氏菌介导的小鼠肝炎病毒 "#基因 &\+疫苗的免疫特性分析 6 H微生物学报（-22L）FL（#）



的重要靶点。

本研究通过 !"#$%! 扩增 &’( 的全长 )* 基
因，然后将其插入到真核表达载体 +(,-* 中，构建
出重组真核表达质粒 +(,-*#)*。在体外通过脂质
体介导，将重组质粒 +(,-*#)*转染 %.)#/细胞，通
过间接免疫荧光试验进行表达产物检测，结果显示

转染重组质粒的 %.)#/细胞有绿色荧光。这表明构
建的重组真核表达质粒 +(,-*#)*可以在体外表达
)*蛋白抗原。这些结果为进一步研究 &’( )*蛋白
的功能作用奠定了基础。

) 蛋白在决定组织嗜性方面发挥重要作用。
0123456等［*7］研究 &’(感染后的小鼠中枢神经系统
的基因组的应答发现，病毒在脑内和肝脏内复制，在

感染 /天就开始清除，髓磷脂特异性的 "细胞活化。
免疫应答的程度在决定宿主存活方面起着重要的作

用。因为免疫应答控制病毒的复制和扩散，从而不

能诱发广泛的免疫病理现象。免疫细胞以其特有的

方式控制病毒的急性感染，体液免疫在阻止病毒复

制中具有重要作用，尽管多种分子机制已明确，但有

关免疫病理的调节和 %8) 内病毒持续性存在机制
还需进一步研究，如持续存在的 "细胞亚群在脱髓
鞘中的作用；调控 "细胞渗入因子和效应因子的功
能；%9:; "细胞的抗病毒作用和抗体或 <细胞抑制
病毒复制的机制等［*］。

近年来发现沙门氏菌、志贺氏菌、耶而森氏菌、

李斯特菌等可运送真核表达质粒到哺乳动物细胞。

细菌运送的编码疫苗抗原和（或）治疗性分子的质粒

已在传染性疾病、肿瘤、基因缺陷等试验动物模型中

显示出巨大的潜能。减毒细菌运送核酸疫苗是一种

新型、高效的途径；减毒鼠伤寒沙门氏菌具有特异的

组织趋向性，能将携带的 98,疫苗运送到机体特定
的组织和器官。研究发现，口服鼠伤寒沙门氏菌后，

细菌紧密吸附于肠道派伊尔氏结（$$3），并通过 &
细胞摄取进入机体内。

减毒鼠伤寒沙门氏菌 )=/7>/因 ?1@,基因缺陷
从而其毒力明显降低。将重组细菌分别以A B *>C

%DE、* B *>F%DE、7 B *>F%DE口服接种 G周龄 <,=<H
I小鼠，所有试验鼠均无任何不良反应，试验结果表
明重组减毒沙门氏菌对小鼠具有良好的安全性。

减毒鼠伤寒沙门氏菌进入宿主细胞后裂解释放

出携带的编码外源基因的重组质粒。以构建的运送

&’( )* 蛋白的减毒沙门氏菌 )=/7>/ 免疫 <,=<HI
小鼠后，在三免后两周，重组菌免疫组血清抗体水平

及黏膜抗体水平与 )=/7>/（+(,-*）空载体免疫组
之间均存在极显著性差异（ ! J >K>*）。结果表明
&’( )*基因在小鼠体内得到了表达，能分别诱导
机体产生特异性地体液免疫应答和黏膜免疫应答。

这将有助于进一步研究冠状病毒与宿主细胞之间的

相互作用，为设计有效的疫苗提供理论依据。
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