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肾型 !"# $% 基因重组 "&’ 菌株的构建及其免疫原性研究

柏佳宁，边艳青，赵宝华"

（河北师范大学生命科学学院 石家庄 $.$$-1）

摘 要：E- 基因是传染性支气管炎病毒（FGH）的主要保护性抗原基因，应用 I/2JKI 技术特异地扩增嗜肾型传染性

支气管炎病毒 L 株的 E- 基因，经序列分析证实为 E- 基因，将其连接到含有人结核分枝杆菌启动子 9>)"$ 基因和堪

萨斯分枝杆菌!信号肽基因的表达载体 )II% 上，从而构建了大肠杆菌2分枝杆菌穿梭表达质粒 )I2!2E-，再电转化

至 GKM 中，形成重组菌株 *GKM2E-。热激后 E- 蛋白在耻垢分枝杆菌 ! ? "#$%#&’(" #)# -.. 中高效表达，并且通过

6NFE( 和 O0>C0*P ;,:C 检测能够被抗 FGH E- 蛋白的单克隆抗体识别。将 -$1 K3Q 的重组菌株 *GKM2E- 皮下注射免疫

1 周龄的 EJ3 鸡，动物保护试验结果表明重组菌株 *GKM2E- 对鸡具有一定的免疫保护效果，能够保护 EJ3 鸡抵抗

FGH L 毒株强毒攻击。血凝抑制试验表明血凝抑制抗体滴度能够显著增加。构建的重组菌株为今后开发新型鸡传

染性支气管炎基因工程弱毒疫苗奠定了基础。
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鸡传染性支气管炎（(T4+P +PU0@C+:<> ;*:P@9+C+>，
FG）是由传染性支气管炎病毒（FGH）引起的鸡的一种

急性、高度接触性传染的病毒性疾病，是危害养鸡业

的主要疫病之一［-］。在河北省发现的病毒株主要为

肾型传染性支气管炎病毒株［#］。病鸡食欲减退，渴

欲增加，精神不振，羽毛粗乱，该病能导致鸡的死亡

和产蛋率的下降，给养鸡业造成巨大的经济损失。

现今，在中国和世界的许多国家，鸡传染性支气管炎

仍旧是一种重要的禽类疾病［%］。由于弱毒疫苗和灭

活疫苗的效果不明显，因此，在这种情况下，研究一

种高效的鸡传染性支气管炎疫苗显得很重要。

FGH 为 套 式 病 毒 目（V+W:T+*4,0>），冠 状 病 毒 科

（K:*:P4T+*W40）的代表病毒，主要由 % 种蛋白质组成，

即纤 突 蛋 白（ >)+X0 )*:C0+P，E 蛋 白）、膜 基 质 蛋 白

（7070P;*0 )*:C0+P，Y 蛋白）和与病毒核酸相结合的

核衣壳蛋白（P<@,+:@4)>+W )*:C0+P，V 蛋白）。E 蛋白翻

译后经过裂解产生 V 端的 E- 糖多肽和 K 端的 E# 糖

多肽，E- 蛋白可使病毒吸附到细胞上，通过细胞间

的融合传播病毒，同时 E- 蛋白能诱导机体产生中和

抗体和血凝抑制抗体，它还与 FGH 毒株的组织亲和

性及毒力有关［!］。将 FGH 用尿素处理去除 E- 亚单

位后进行免疫，结果不能产生保护性及中和抗体

（HV）和血凝抑制（ZF）抗体，而用单价的 E- 亚单位

免疫鸡则可产生 HV 及 ZF 抗体，这个结果说明 HV
及 ZF 抗体主要由 E- 蛋白激发产生［.］。这些都揭示

了 E- 糖多肽亚单位与 FGH 的免疫原性关系最密切，

是 FGH 的免疫原基因，血凝抑制抗体和多种病毒中

和抗体均由 E- 诱发，血清型特异性抗体也主要是针

对 E- 糖多肽。

许多种新型的 FGH 疫苗，包括亚单位疫苗、减毒

疫苗、基因疫苗、重组痘病毒疫苗等被用于研究预防

鸡传 染 性 支 气 管 炎 病。卡 介 苗（G4@+,,<> @4,70CC02
[<0*+P，GKM）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，证

明有高度的安全性和极少的严重并发症。重组卡介

苗（*GKM）是将外源基因导入卡介苗基因组上的一

种遗传载体，能够依赖卡介苗生长，并能够表达外源

基因，诱导体液和细胞免疫应答反应。因此，重组卡

介苗既能行使结核疫苗的功效，又能行使外源基因

载体的功效，一次注射即可产生强的持续性免疫应

答反应［1］。发达的分子生物学手段和针对细菌的研

究方法为研究一种新型的 FG 疫苗提供了重要的

方法。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病毒、菌株和质粒：嗜肾型传染性支气管炎

病毒株是在 !""! 年到 !""# 年按照标准的方法用

$%&（’()*+,+* (-./01)2 ,3))）鸡胚从患病鸡的肾脏中分

离得到的，将分离到的 456 毒株接种 7" 日龄的 $%&
鸡胚进行病毒的繁殖，通过 456 特异的 89:%;8 方

法对病毒进行鉴定，收获的鸡胚尿囊液用于制备病

毒 8<=。! > "#$% ?@A!，质粒 (B;7C，(D9:E" 和 (4FG:
7 (88# 由本实验室保存。(HID:9 载体购于 9-G-8-
公司；耻垢分枝杆菌（&’"#()"*+,%-. /.+0.)*%/ ."!）

7AA 由大连大学许崇波博士惠赠。

!"!"# 鸡和鸡胚：$%& 鸡、$%& 鸡胚由辽宁省益康生

物制品厂提供。

!"!"$ 酶和试剂：限制性内切酶 !"#8"、1/*"和

2)$"，=D6 82-’+2，9J ?<= 连接酶，K<9%’ 以及 3)4
聚合酶，?<= L-3M)3 ?N!""" 均购自 9-G-8- 公司。

!"# %&’ (! 基因的扩增

以嗜肾型 456 D 毒株基因组为模板，引物为在

AO端包含一段 7PQ( 的补充序列的 AO端引物 %7：AO:
;HH==9;;=9H99HH9==;=;;9;99:#O 和 #O 端 引 物

%!：AO:H;H=H;9;;9==;H9;9====;H=;:#O，在 引

物的 AO端分别含有 !"#8"和 2)""酶切位点，引物

由大连 9-G-8- 公司合成。病毒 8<= 的制备和 89:
%;8 的方法参考文献［E］。

!"$ %&’ (! 基因的扩增和序列分析

按照说明书，将扩增的 $7 基因用 %30L)1- 公司

提供的试剂盒连接到 (HID:9 载体上，转化至受体

菌 ! > "#$% ?@A!，筛选重组子进行双酶切鉴定，将含

有完整的 $7 序列的重组质粒命名为 (R9:$7，进行序

列分析，方法参考文献［E］。

!") 中间质粒 *+,!,(! 的构建

将 $7 基因和质粒 (S:!用 !"#8"和 2)""粘性

末端连接，构建一个含有人结核分枝杆菌启动子

/’(E" 基因、一个堪萨斯分枝杆菌!信号肽基因和

$7 基因的中间质粒。

!"- ./*,!,(! 片段的扩增与序列分析

以重组质粒 (S:!:$7 为模板，引物 %#、%J 都含

有 !"#8"酶 切 位 点。%#：AO:;9H==99;H==99;;
H=;;;H;=;H:#O（ !"#8"）；%J：AO:H;H==99;99=
99;H9;99;H;999;:#O（!"#8"）。模板（7TJLL0UVN）

7#N，%#（7T!LL0UVN）7#N，%J（7T!LL0UVN）7#N，7" W
5X,,)3 A#N，K<9%（!ALL0UVN）J#N，N= 3)4 酶（#BVN）

7#N，KK@!Y #E#N，反应条件：CJZ AL+2；CJZ 7L+2，

J[Z 7L+2，E!Z #L+2，#" 个循环；E!Z 7"L+2。回收

/’(:!:$7 片段与 (HID:9 载体连接、转化，筛选重组

子进行酶切鉴定和序列分析，序列分析由 9-G-8- 公

司 =54 #EE 自动测序仪完成。

!"0 重组穿梭表达质粒 *1,!,(! 的构建

参照文献［J］，将回收的 /’(:!:$7 片段用限制性

内切酶 !"#8"消化，再经过补平、回收、2)""消化

和去磷酸化等，与 (88# 质粒连接，构建重组表达质

粒 (8:!: $7。由于穿梭质粒载体 (88# 为 =L( 和

G-2 双抗性，经限制性内切酶 2")"位点插入外源基

因后破坏 =L( 抗性。所以筛选出 G-2 阳性菌落后，

再用 =L( 筛选，G-2 阳性菌落而 =L( 为阴性者即为

所需克隆。

!"2 耻垢分枝杆菌的培养及转化

参照文献［[］，利用 5+0 8-K 基因脉冲仪对分枝

杆菌进行电穿孔转化。电转化条件：电压 !TAM6，电

流 !A#&，电阻 7"""$，电击时间 7A \ !AL’。电转后加

入 7LN DE@C 培养基，轻混匀，转移至试管中，#EZ
培养，取 "T7LN 涂于含 !A#1VLN 卡那霉素的 DE@C
培养基平板上，#EZ培养 # \ JK 后筛选转化子。

!"3 表达产物 (! 蛋白的检测

取阳性克隆 5;H:$7 菌体至 DE@C 液体培养基

中，#EZ以 7A"3VL+2 振荡培养 JP \ E!/，热激（JAZ
振荡培养 #"L+2）后 A"""3VL+2 离心 AL+2 收集菌体，

加入细菌裂解液 7""#N，#EZ 作用 7/ 裂解细胞。

A"#N 收集起来用以检验蛋白含量，其余的加入 ! W
$?$ 电泳缓冲液，煮沸 JL+2，取 !"#N 作为样品进行

$?$:%=HI 分析。将表达的特异蛋白用抗 456 血清

进行 IN4$= 和 ])’.)32 QU0. 检测。蛋白含量在 A["2L
处用薄层凝胶扫描分析系统进行扫描分析。

!"4 重组菌株的鸡胚中和试验和血凝抑制试验

将 456 ^ 病毒原液稀释至 7 个 I4?A" 单位，分

装到 # 列无菌试管中，第一列加等量活疫苗免疫

$%& 鸡的血清（阳性对照组），第二列加待检血清（试

验组），第三列加等量 5;H（(88#）免疫 $%& 鸡的血

清（阴性对照组），混合后 #EZ放置 7/，各接种 77 日

龄 $%& 鸡胚 7" 枚，每胚绒毛尿囊膜接种 "T!LN，培

养 AK 解剖观察病变。血凝抑制试验参照文献［P］报

道的方法测定重组菌株诱导机体产生血凝抑制抗体

A!#柏佳宁等：肾型 456 $7 基因重组 5;H 菌株的构建及其免疫原性研究 > V微生物学报（!""E）JE（!）



的能力。

!"!# 重组菌株的动物保护试验

取 !"# 只 $ 周龄的 %&’ 鸡，随机分为 ( 大组，每

大组分为 ) 小组，每组 !# 只 %&’ 鸡，以相同的环境

单独饲养。每个大组中的第一组免疫 *+, -.( 毒株

的减毒活疫苗，第二组免疫 +/0（122(），第三组免

疫 +/0（!#$ /’3），第四组免疫 4+/05%!（!#$ /’3），每

只鸡以相同的计量免疫。第一大组免疫 ! 次，第二

大组免疫 " 次，第三大组免疫 ( 次，每次免疫间隔 (
周，每个大组在免疫完毕后的 ( 周后，以 *+, - 强毒

株攻击动物，67 后剖检气管和肾组织。

$ 结果

$"! %&’ (! 基因的 )*+ 扩增与同源性分析

以 *+, - 菌株基因组为模板，&/2 特异扩增出

%! 基因，琼脂糖凝胶电泳在 !$"#81 处可见一条清晰

的 9:; 亮带，与预期大小一致。回收 &/2 扩增产物

克隆到 10<=5> 载体中，筛选出阳性重组子，命名为

1?>5%!，酶切鉴定含有预计大小的目的片段。进行

序列 测 定，结 果 表 明 该 片 段 为 完 整 阅 读 框（长 度

!$"#81），编码 6)# 个氨基酸，在 0@A+BAC 中申请的

%! 基 因 的 接 受 号 为：;D)"EF!.。该 基 因 与 G6"，

=)!，G!"# 和 +<;3 菌株 %! 基因的核苷酸同源性分

别为 E6HFI、E$H!I、E6H6I和 E$H.I。嗜肾型 *+,
- 毒株和其它类型的 *+, 毒株的核苷酸差异显著。

$"$ 重组中间质粒 ,-.!.(! 的构建

回收 &/2 扩增的 %! 基因片段，将其与 1D5!载

体连接、转化，提取质粒进行 !"#2"酶切鉴定，表明

获得了阳性重组质粒 1D5!5%!。

$"/ 穿梭表达质粒 ,+.!.(! 的构建

将 JK15!5%! 基因从中间质粒 1D5!5%! 中扩增出

来，连接到表达载体 122( 上，重组质粒经 $%&"，

’(#"，’)%"和 *+,7#酶切鉴定，分别得到预计大

小的目的片段，表明获得了阳性重组质粒 125!5%!。

$"0 (! 蛋白表达的检测

将 4+/05%! 菌体 )6L 热激 (#MNA 后收集进行

%9%5&;0< 和 O@KP@4A 8QRP，检测到目的蛋白（图 !）。

目的蛋白的分子量约为 $!C9B，与天然的 %! 蛋白大

小一致，目的蛋白约占总蛋白含量的 "#I。<S*%;
检测表明 %! 基因在分枝杆菌表达的重组蛋白具有

很好的反应原性，能够被抗 *+, 血清特异性识别。

图 ! 重组菌株 1&*2.(! (3(.)425 和 678971: ;<=9
’NTU ! %9%5&;0< BA7 O@KP@4A 8QRP BABQVKNK RW @X14@KK@7 K@Y4@PR4V

14R7ZYPKU =HSR[ MRQ@YZQB4 [@NTJP 14RP@NA MB4C@4K；;!，;"H%9%5&;0<

RW 4+/05%! YZQPZ4@ KZ1@4ABPBAPK；;(H%9%5&;0< RW YRAP4RQ（122(）

YZQPZ4@ KZ1@4ABPBAPK； +! \ +(HO@KP@4A 8QRP RW 4+/05T+ YZQPZ4@

KZ1@4ABPBAPK；+)HO@KP@4A 8QRP RW YRAP4RQ（122(）YZQPZ4@ KZ1@4ABPBAPKU

$"> 重组菌株的鸡胚中和试验

采用固定血清稀释病毒法检测重组菌株 4+/05
%! 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

*+,，接种的 !# 枚鸡胚都没产生病变；用含空质粒

122( 的 +/0 免疫 %&’ 鸡的血清不能将 *+, 病毒中

和，接种的 !# 枚鸡胚全部产生病变；试验组仅 ! 枚

鸡胚产生病变。

表 ! 重组菌株的 ()? 鸡胚中和试验

>B8Q@ ! >J@ A@ZP4BQN]BPNRA RW %&’ YJNYC @M84VR BKKBV WR4 PJ@

4@YRM8NABAP 8BYP@4NB KPBNA

04RZ1K :ZM8@4 RW
YJNYC @M84VRK

^8K@4_NPNRAABQ
PNM@‘7

;PPBYC@7 @M84VRK
AZM8@4‘

%Z_N_@7 @M84VRK
AZM8@4

%@4B NARYZQBP@7
[NPJ BPP@AZBP@7

QN_@5_N4ZK _BYYNA@K
!# !# #‘!#

%@4B NARYZQBP@7
[NPJ 4+/05%! !# !# !‘!#

%@4B NARYZQBP@7
[NPJ +/0（122(）

!# !# !#‘!#

$"@ 重组菌株的动物保护试验和血凝抑制试验

免疫 ( 次 4+/05%! 后，在肾脏水平达到 F#I的

保护效果，而同样的免疫 ( 次减毒活疫苗后在肾脏

水平的保护效果达到 !##I（表 "）。这些数据表明

尽管减毒活疫苗的免疫效果强于重组菌株，但是重

组菌株对 *+, - 强毒株的攻击也能起到一定的保护

效果。同时，重组菌株和减毒活疫苗对肾脏的保护

效果均强于对气管的保护效果。本试验还研究了重

组菌株诱导机体产生血凝抑制抗体的能力，血凝抑

制试验表明，" 次 4+/05%! 免疫后诱导的血凝抑制

$"( +;* aNB5ANAT -. %& U ‘/".% 0+"1#)+#&#2+"% $+,+"%（"##E）)E（"）



抗体比接种 !"#（$%%&）和 !"# 诱导产生的略高，血

凝抑制抗体滴度在 ’!"#()* 免疫 & 次后显著增加

（! + ,-,.；表 &），明显高于 !"#（$%%&）和 !"# 免疫

的对照组（! + ,-,*，表 &），由减毒活疫苗免疫诱导

的血凝抑制抗体滴度在 / 次免疫和 & 次免疫后都显

著高于 ’!"#()*、!"#（$%%&）和 !"# 诱导的（ ! +
,-,*；表 &）。

表 ! 重组菌株 "#$%&’( 的动物保护试验

01234 / 5’674879:4 4;;487 9< 8=98>4<? 9@@A<9B4C D97= ’!"#()* 1E19<?7 8=1334<E4 D97= 7=4 <4$=6$17=6E4<98 F ?7’19< 6; G!H A?9<E )5I 8=98>4<?

#’6A$? J<79E4<
9@@A<9B1796<

K6L 6; 8=98>4<? ;’6@ D=98= 7=4 8=1334<E4 :9’A? D1? ’4(9?63174CM K6L 6; 8=98>4<? 8=1334<E4C（N $’674874C）
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O9C<4P 0’18=41 O9C<4P 0’18=41 O9C<4P 0’18=41

* H1889<4 FQ& RM*,（S,） .M*,（.,） /M*,（T,） &M*,（U,） ,M*,（*,,） *M*,（Q,）

/ !"#（$%%&） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,）

& !"# *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,） *,M*,（,）

R ’!"#()* SM*,（R,） TM*,（/,） .M*,（.,） SM*,（R,） /M*,（T,） RM*,（S,）

表 ) 重组菌株 "#$%&’( 的血凝抑制试验
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) 讨论

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。)76:4’ 等［Q］发现破伤风毒素 "（06Y
"）在 !"# 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。重组的分枝杆菌疫苗

能够对各种病毒、细菌和寄生虫等引起的刺激形成

免疫应答反应，证明了分枝杆菌是强的细胞免疫佐

剂的同时也是一种疫苗载体，可以刺激机体产生抗

体，并帮助抗体进入免疫体系。耻垢分枝杆菌（" L
#$%&$’()# $*/ *..）是一种生长相对较快，电转化效

率较高的突变株，它是同 !"# 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。

我们将外源基因导入分枝杆菌，诱导表达融合蛋白，

刺激机体产生的抗体，比起用纯化的内部抗原和野

生的分枝杆菌联合诱导的抗体更经济有效。卡介

苗，这种被广泛应用的疫苗载体，能够在巨噬细胞中

增殖，不仅可以诱导持续的免疫应答反应，而且可以

通过分子生物学手段将外源基因导入，发挥最大的

免疫保护效用［*,］。

本试验将 )* 基因应用 %0(5"% 的方法从嗜肾

型 G!H F 毒株基因组中扩增出来，通过分子生物学

手段将人结核分枝杆菌启动子 =?$U, 基因和堪萨斯

分枝杆菌!信号肽基因与 )* 基因连接在一起，形成

一个融合基因。将该融合基因连接到穿梭表达载体

$%%& 上，从而构建了大肠杆菌(分枝杆菌穿梭表达

质粒 $%(!()*，再电转化至 !"# 中，形成重组菌株

’!"#()*。热激 后 在 培 养 基 上 清 检 测 到 重 组 菌 株

’!"#()* 分泌表达的 )* 蛋白。最后，通过动物保护

性试验表明重组菌株 ’!"#()* 对鸡具有一定的免疫

保护效果，能够保护 )5I 鸡抵抗强毒攻击。在本试

验中，我们为外源基因在分枝杆菌中，在 V)5U, 启

动子启动下表达和分枝杆菌作为多价基因疫苗载体

提供了科学的证据。

我们用人结核分枝杆菌 V)5U, 启动子来控制

G!H )* 基因在分枝杆菌中的表达，V)5U, 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［S］利用

V)5U, 启动子在耻垢分枝杆菌表达了日本血吸虫

/S>X1 抗原（)Z/S#)0）基因，还利用 V)5U, 启动子在

!"# 中表达了日本血吸虫中国大陆株谷胱甘肽 )(

U/&柏佳宁等：肾型 G!H )* 基因重组 !"# 菌株的构建及其免疫原性研究 L M微生物学报（/,,U）RU（/）



转移酶（!"#）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。
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