
!" 卷 ! 期

#$$% 年 ! 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-.,/0 #$$%

收稿日期：#$$#1$21$%，修回日期：#$$#1!$1!2。

基金项目：浙江省自然科学基金重大项目资助（*’) 34$!$5）。

" 通讯作者。 67(：28159!128"9!#:#；;,<：28159!128"9!#:#；=1>,?(：@AB,-CD EF.) 7G.) H-。

鸡新城疫口服 !"# 疫苗的安全性、稳定性与免疫效力

梁雪芽 方维焕" 江玲丽
（浙江大学动物预防医学研究所，杭州 %!$$#"）

摘 要 将含新城疫病毒（*I&）;:2 =" 株融合蛋白（;）基因的真核表达质粒 JHI*4%1; 的减毒鼠伤寒沙门氏菌 3+!!!
株（3+!!!KJHI4*%1;）口服接种小鼠和雏鸡。结果表明：利用该减毒株作为载体传递 I*4 疫苗具有相对安全性。用

酶切和 LMN 鉴定法证实在体内外无抗生素存在的条件下重组质粒在受体菌 3+!!! 菌株内比较稳定。3+!!!KJH1
I4*%1; 以每羽 !$2 HB. 免疫雏鸡，# 周后二免，二免后 : 周攻击致死剂量的强毒株 ;:2 =" ，观察其免疫效力。结果表

明：重组 3+!!!KJHI*4%1; 菌株不仅能诱导雏鸡产生抗 *I& 抗体，而且能诱导法氏囊 O 淋巴细胞和胸腺 6 淋巴细胞

的增殖反应，对强毒株攻击的保护率为 88P9Q，高于 JHI*4%1; 裸质粒 I*4 疫苗注射免疫组（5$Q）。上述结果初步

提示减毒沙门氏菌为载体传递 I*4 疫苗具有良好的安全性、稳定性和免疫原性，为研制低成本、实用化的口服禽

类 I*4 疫苗奠定了基础。
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利用侵袭性胞内细菌作为 I*4 疫苗的细菌载

体是目前基因免疫研究的热点之一。鼠伤寒沙门氏

菌（3+,4($%,,+ /25"#4)*#)4）是一种可产生局部或全

身感染的胞内病原体，能够通过粘附和侵袭等机制

定居在肠相关淋巴组织，并转而到达肝脏和脾脏，有

效地刺激机体产生保护性免疫应答反应。研究表

明，以减毒鼠伤寒沙门氏菌为载体携带含有其它细

菌、病毒或寄生虫等保护性抗原基因的重组质粒作

为 I*4 疫苗进入机体后，能够激发机体产生针对沙

门氏菌载体和外源抗原的体液免疫、细胞免疫和粘

膜免疫［! T #］。国外学者以减毒沙门氏菌为载体在真

核细胞中成功地表达了一些外源基因，结果证实利

用这类细菌作为载体传递 I*4 疫苗具有良好的免

疫原性［% T 5］。

新城疫（*7@H,UV(7 I?U7,U7，*I）是一种危害养禽

业的 烈 性 病 毒 性 传 染 病，其 病 原 为 新 城 疫 病 毒

（*7@H,UV(7 I?U7,U7 &?/.U，*I&），属副粘病毒科、腮腺

炎病毒属，为有囊膜的单股负链 N*4 病毒。位于

*I& 囊膜上的两种糖蛋白———融合蛋白（;）和血凝

素1神经氨酸酶（W*）与病毒的致病性和免疫原性密

切相关［8］。其中 ; 蛋白具有融合功能，主要参与病

毒脂蛋白囊膜与宿主细胞膜的融合，是决定 *I& 病

毒毒 力 的 主 要 因 子 和 主 要 宿 主 保 护 性 抗 原 之

一［9 T 2］。因此，以 ; 基因为目的基因研制口服 I*4
疫苗是进行 *I 免疫学防治的基本策略之一。本研

究旨在探讨以沙门氏菌 G,> 和 JA’L 基因双突变株

为载体传递新城疫病毒 ; 基因疫苗的安全性、稳定

性和免疫效力。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$% $ 病毒、*XW 小鼠、非免疫来航鸡和鸡胚：*I&
中国标准强毒 ;:2=" 株购自中国兽药监察所；*XW 小

鼠由浙江大学医学院实验动物中心提供；非免疫来

航鸡及鸡胚由浙江省农科院提供，试验前经检测无

*I& 抗体。

$%$%& 菌 株：减 毒 沙 门 氏 菌 3+!!! 株 系 G,>1和
JA’L1双突变株，系本室与西班牙 S7Y?((, 大学生物学

院遗传系 + ) M,U,G7U.U 教授合作构建而成。携带真

核表达质粒 JHI*4%1; 及空白质粒 JHI*4% 的减毒

沙门氏菌 3+!!! 菌株和 6 ) 0(,# IW5!由本室保存，见

文献［"］。



!"!"# 主要试剂：!"# 标记的兔抗鸡 $%& 购自 #’()
*+%, 公司。"#-$ ./01、!,23’4 液购自 &567( 公司。

-88、9(2:、#-:、;<: 等购自 <5%*, 公司。限制酶购

自 8,=,", 公司。

!"$ 方法

!"$"! 菌液制备和活菌计数：重组菌 >?@培养 .A
B C0 D 后离心，用 1E1. *(FGH、I!?E0 的 #;< 重悬，

调节 !"/112*至 1EAJ，约相当于 > K .1L 7MNG*H，并以倍

比稀释法测定菌液中的活菌数。

!"$"$ 重组菌的安全性试验

小鼠安全性试验：将 CC B C0% O$! 雌性小鼠随

机分成 L 组，每组 C1 只，其中重组 PQ...GI7RO:>)S
菌株 0 组，每 组 分 别 口 服 .1/ 7MN、.1? 7MN、.1A 7MN 和

.1L 7MN（1E>*HG只）；同时设 0 个 PQ...GI7RO:> 对照

组，剂量同上；另设正常对照组口服 #;<，连续观察 .
个月，记录小鼠病死情况。

雏鸡安全性试验：将重组 PQ...GI7RO:>)S 菌株

分别以 .1/ 7MN、.1? 7MN 和 .1A 7MN 口服接种 > 日龄非免

疫来航鸡，每个剂量组 >1 只，C 周后以相同的细菌

量进行第二次接种，同时设立口服 #;< 对照组 >1
只。每天观察鸡的反应，并在接种重组菌后每周分

别人工剖杀，无菌采集肝脏、脾脏和粪便，用适量灭

菌 1E1. *(FGH #;< 稀释、匀浆后接种于含氨苄青霉

素（:*I）的胆硫乳琼脂平板，采用倾注平板法进行

菌落计数，共计数至第 ? 周。另外，为观察疫苗口

服后对鸡增重的影响，PQ...GI7RO:>)S 菌株分别以

上述同样的剂量口服接种 > 日龄非免疫来航鸡（每

组 >1 只），C 周后二免，并设 #;< 对照，二免后第 0
周称取体重。

!"$"# 重组菌的稳定性试验

体外稳定性试验：重组菌 PQ...GI7RO:>)S 菌株

分别接种于含和不含 :*I 的 H; 平板上，各连续传

.1 代（每代 >?@培养 .A B C0 D），观察在平板上是否

生长，分别随机挑取单菌落用碱裂解法抽提质粒，并

转化 # T $%&’ R!J!，重新抽提质粒后进行限制酶分析

和 S 基因的 #9" 鉴定，#9" 扩增 S 基因方法见文献

［L］。

体内稳定性试验：重组 PQ...GI7RO:>)S 菌株二

次免疫非免疫来航鸡，. 月后进行人工剖杀，用含

:*I 的胆硫乳琼脂平板分离肝脏、脾脏和粪便的细

菌，抽提质粒进行鉴定。

!"$"% 免疫效力试验

试验分组、免疫及采样：试验共分为 ? 组，即口

服重组 PQ...GI7RO:>)S 菌株 .1A 7MN 组、口服 PQ...G

I7RO:> 菌株 .1A 7MN 对照组、肌肉注射（5*）I7RO:>)S
裸质粒组（I7RO:>)S)5*，C11"%G只）、I7RO:> 裸质粒

肌肉注射对照组［I7RO:>)5*］、ORU#系疫苗组（浙

江万马药业有限公司，批号 C11.1.）、攻毒对照组和

空白对照组，每组 >1 只鸡。ORU#系疫苗免疫组按

厂家说明书免疫，攻毒和空白对照组口服 #;< 溶

液，所有免疫组在 > 日龄首免，C 周后每组均以相同

的剂量和途径进行二免。免疫后每隔一周分别经由

翅静脉无菌采血（每组 J 只），分离血清，V C1@保存

用于抗体检测。

真核表达质粒的制备及纯化：用作肌肉注射免

疫的 RO: 疫苗（I7RO:>)S 和 I7RO:>）按文献报道

的方法进行［.1］。

抗体检测：以蔗糖密度梯度离心法纯化 ORU 用作

WH$<: 包被抗原，采用间接 WH$<: 法检测 ORU 抗体。

淋巴细胞增殖试验：-88 法测定各试验组鸡的

胸腺 8 淋巴细胞及法氏囊 ; 淋巴细胞的增殖反应，

采用文献报道的方法进行［..］。

攻毒保护试验：试验组于二免后第 0 周攻击新

城疫标准强毒株 S0AWL，攻毒剂量为 .1JW$RJ1，攻毒后

每天观察鸡的反应，连续观察 .0 X，统计各组存活

数，计算免疫保护率。

!"$"& 统计学分析：用方差分析法对免疫后各组的

相关数据进行统计学处理。

$ 结 果

$"! 对小鼠和雏鸡的安全性

口服重组 PQ...G I7RO:>)S 菌株 及 PQ...G I7R)
O:> 菌株 .1/ 7MN、.1? 7MN 和 .1A 7MN 组所有小鼠都存

活，活动正常，而 .1L 7MN 剂量组部分小鼠口服后第 .
B > 天精神萎顿，行动迟缓，粪便较软。口服 .1L 7MN
的重组 PQ...G I7RO:>)S 菌株组于第 J 天死亡 . 只，

而口服 .1L 7MN 的 PQ...G I7RO:> 对照组于第 > 天死

亡 . 只，其它试验小鼠一个月后均存活。

重组 PQ...GI7RO:>)S 菌株 分 别 以 .1/ 7MN、.1?

7MN 和 .1A 7MN 的浓度口服接种非免疫来航鸡后，无任

何不良反应。在第二次接种后 0 周称取鸡体重分别

为 1E>J Y 1E11A3%、1E>/ Y 1E11L3%、1E>J Y 1E11/ 3%，
正常对照组为 1E>J Y 1E11L3%，各组间比较无统计学

差异（( Z 1E1J），说明不影响鸡的增重。对肝脏、脾

脏和粪便进行菌落计数结果表明，在第二次接种后

> 周，雏鸡的肝脏、脾脏中已没有细菌（图 .），第二次

接种后 0 周，粪便中也仅有少量的细菌，提示口服的

沙门氏菌在完成抗原基因呈递后将被鸡体的免疫系
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统清除。初步表明以减毒沙门氏菌 !"# 和 $%&’ 双 突变株作为传递 ()* 疫苗的载体具有相对安全性。

图 + 重组 ,-+++.$/()*012 菌株口服接种后鸡体粪便（—!—）、肝脏（—"—）和脾脏（—#—）中的细菌消长动态

2345+ ’6783896:/6 &; 9%6 76/&#<3:":9 ! 5 "#$%&’()&(’ ,-+++.$/()*012 3: ;6/68（—!—），=3>67（—"—）

":! 8$=66:（—#—）&; /%3/?6:8 ";967 &7"= 3##@:3A"93&:

!"! 重组菌在体内外的稳定性

重组菌 ,-+++.$/()*012 于 *#$B 和 *#$C 平板

上分别连续传 +D 代，抽提质粒后进行限制性酶切分

析和 ’EF 鉴定，重组质粒并没有丢失（图略），表明

该重组菌在体外是稳定的。,-+++.$/()*012 菌株免

疫 + 个月后从鸡肝脏和粪便分离到的沙门氏菌和质

粒转化大肠杆菌后进行酶切鉴定以及 ’EF 鉴定，琼

脂糖凝胶电泳均可见有 +GH?< 大小的 2 基因（图 I1
0），表明该重组细菌在体内也很稳定。

图 I 体内分离菌中重组质粒的酶切鉴定

2345I J!6:93;3/"93&: &; 76/&#<3:":9 $="8#3!8 ;7&#
! 5 "#$%&’()&(’ 38&="968 &; =3>67（=":68 + K L）":!
;6/"=（=":68 M K N）&7343: <O 768973/93&: 6:AO#68

+，M5 *+,F J；I，P5 *+,F J C -%,J；0，H 5 -%,J；L，N5 *+,F J C .++J

!"# 免疫效力

!"#"$ 免 疫 鸡 抗 体 动 态 变 化：图 L 表 明，,-+++.
$/()*012菌株首免后 + K I 周及二免后 + 周均未检

测到特异性 )(Q 抗体，至二免后 I 周开始出现抗

体，随后开始上升，至二免后第 L 周达到较高水平；

$/()*012 注射组抗体趋势与重组菌相似。)(Q!
系疫苗组于免疫后第 + 周便出现抗体，第 0 周抗体

达到最高，随后维持在较高水平。而 ,-+++.$/()*0
菌株对照组、$/()*0 质粒对照组和正常对照组均没

有检出特异性抗体。

图 0 肝脏和粪便分离菌的重组质粒中 2 基因的 ’EF鉴定

23450 ’EF 3!6:93;3/"93&: &; 9%6 9"7469 46:6 2 ;7&# 76/&#<3:":9
$="8#3!8 &; ! 5 "#$%&’()&(’ 38&="968 &; =3>67 ":! ;6/"= &734:

+ 5 ()* R"7?67 (SIDDD；I5 ,-+++.$/()*012 ;7&# =3>67；0 5 ,-+++.
$/()*012 ;7&# ;6/68；L 5 * 5 +,/& .$/()*012 97":8;&7#6! ;7&#“I”；M5
* 5 +,/& .$/()*012 97":8;&7#6! ;7&#“0”

图 L 不同疫苗免疫后 )(Q 抗体的动态变化

2345L )(Q ":93<&!O =6>6=8 &; /%3/?6:8 3##@:3A6! T39%
!3;;676:9 9O$68 &; >"//3:68

"5,-+++.$/()*012；<5 )(Q >"//3:6；/5 $/()*01;13#；!5 $/()*013#；

65 ,-+++.$/()*0；; 5 ’UV
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!"#"! 淋巴细胞增殖反应：图 ! 表明，口服免疫

"#$$$% &’()*+,- 和 "#$$$% &’()*+ 的鸡胸腺 . 淋巴

细胞对 /01* 刺激的增殖反应在试验的第 2 周（即二

免后第 3 周）显著高于 456 对照组，而 )(7 88 系苗

和 &’()*+,- 肌肉注射免疫后 . 淋巴细胞的增殖反

应虽有所增强，但不如口服 ()* 疫苗组显著（图 !,
*）。鸡法氏囊 5 淋巴细胞对 49* 刺激的增殖反应

也与上述结果类似，即口服免疫 "#$$$% &’()*+,- 和

"#$$$% &’()*+ 的促进作用显著高于 456 对照组和

其它疫苗组，而且在试验的第 3 周（即二免后第 :
周）就可见有显著作用（图 !,5）。

!"#"# 不同疫苗免疫后对强毒攻击的保护率：重组

"#$$$%&’()*+,- 菌株免疫组和肌肉注射 &’()*+,-
组在攻毒后第 + 天有部分鸡只发病，攻毒后第 $3 天

各组免疫鸡和对照组鸡的存活情况见表 $。由表可

见，口服 ()* 疫苗具有 22;<=的保护率，高于 ()*
注射免疫（!>=）；而 "#$$$%&’()*+、&’()*+ 和攻毒

对照组的雏鸡在攻击强毒株 -3? @A 后，陆续表现出

新城疫的典型症状，攻毒后第 : 天开始便有鸡只死

亡，攻毒后 $ 周全部死亡；)(7 88 系苗的保护率为

A+;+=。

图 ! 不同疫苗免疫后胸腺（*）和法氏囊（5）淋巴细胞增殖反应

-BCD! 4E0FBGHEIJB01 0G FKL&M0’KJHN GE0L JMKLON（*）I1P QOENI 0G -IQEB’ON（5）0G ’MB’RH1N BLLO1BSHP TBJM PBGGHEH1J JK&HN 0G UI’’B1HN
ID "#$$$%&’()*+,-；QD ()7 UI’’B1H；’D &’()*+,G,BL；PD &’()*+,BL；HD "#$$$%&’()*+；G D 456

表 $ 不同疫苗免疫后对强毒攻击的保护效果

%&’() $ *+,-).-/0) )11/.&.2 ,1 /3345/6)7 .8/.9)5: &;&/5:- 0/+4()5- <=> .8&(()5;)

VE0O&N )0D 0G ’MB’RH1 7I’’B1IJB01 P0NH /MIFFH1CH P0NH（@8(!> %’MB’RH1） 6OEUBU0EN 4E0JH’JB01%=
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&’()*+,-,BL

)(7 UI’’B1H
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# 讨 论

利用减毒鼠伤寒沙门氏菌作为口服 ()* 疫苗

载体已成为新型疫苗研制的重要途径之一。我们的

前期研究结果表明：以减毒鼠伤寒沙门氏菌作为载

体可以在体外将 - 基因递呈给 7HE0 细胞进行转录

和表达，表达的产物具有免疫原性［A］，为研制 )(7
的口服 ()* 疫苗提供了可靠的基础。

()* 腺嘌呤甲基化酶（PIL）基因和转录激活因

子（&M04）基因是控制沙门氏菌毒力的主要因子，本

试验中的 ! D "#$%&’()&(’ "#$$$ 在这两个基因突变

后的毒力显著下降（其 W(!>为 !;! X $>A，而其相应野

生型菌株的 W(!> 为 :;! X $>3 ）。本试验结果表明，

"#$$$%&’()*+,- 菌株只有在 $>A ’GO 高剂量口服后引

起个别小鼠的死亡，其它各口服剂量组菌没有出现

死亡，因 此，该 减 毒 株 仍 然 是 安 全 的。而 以 高 达

$>? ’GO 的重组菌数免疫雏鸡后未见任何不良反应，

也不影响鸡只的增重，脾脏、肝脏等主要器官的沙门
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氏菌在二免后 ! 周已被鸡体的免疫系统清除，至二

免后 " 周粪便中也只检出极少数的菌落。这些结果

均显示：利用 #$% 和 &’() 基因双突变株作为载体传

递 *+, 疫苗具有相对安全性。

对于口服 *+, 疫苗，外源抗原基因的稳定表达

对于持续有效地激发机体的免疫应答十分重要。载

体-宿主平衡致死系统构建的减毒鼠伤寒沙门氏菌

可以使外源抗原在没有抗生素的条件下稳定表达，

从而使其作为活疫苗载体成为可能［.!］。我们发现

携带重组质粒 &/*+,0-1 的 23... 菌株在无抗生素

存在的条件下在受体菌内也是稳定的，酶切和 )45
鉴定均见有约为 .6789 的 1 基因。减毒株 23... 中

重组质粒 &/*+,0-1 的稳定存在为其作为载体递呈

外源基因、激发机体的免疫应答提供了前提。

以沙门氏菌为载体传递 +*: *+, 疫苗可诱导

特异的保护性免疫应答反应，具体表现在三个方面。

其一，诱 导 了 对 +*: 强 毒 的 攻 击 保 护 力，重 组

23...;&/*+,0-1 菌株可提供 <<67=的免疫保护，效

果优于 &/*+,0-1 肌肉注射组（保护率为 ">=）；其

二，诱导了特异性的 +*: 抗体，在二免后 ? 周可达

到较高水平；其三，诱导了法氏囊 @ 淋巴细胞和胸

腺 A 淋 巴 细 胞 的 增 殖 反 应，其 强 度 高 于 23...;
&/*+,0对照组。以上结果证实减毒沙门氏菌为载

体传递鸡新城疫病毒 *+, 疫苗是可行的。

沙门氏菌为载体传递 *+, 疫苗具有很多潜在

的优势。它可直接将质粒 *+, 运载至免疫相关器

官的 ,)4 细胞，特别是巨噬细胞对沙门氏菌有特殊

的亲和性，能更有效地将抗原呈递给树突状细胞，比

*+,疫苗传统免疫途径的抗原呈递更为有效。同

时减毒沙门氏菌还具有天然的佐剂作用、激发粘膜

免疫等特点［.0 B .?］。因此，重组 23...;&/*+,0-1 免疫

鸡体后诱导产生的保护率比 &/*+,0-1 裸质粒 *+,
疫苗免疫组高。从图 " 同样可以看出：沙门氏菌介

导（23...;&/*+,0-1 和 23...;&/*+,0）的淋巴细胞增

殖反应要优于 +*: CC 系弱毒苗，说明传统弱毒苗以

抗体反应为主，而口服 *+, 疫苗可以同时激发体液

和细胞免疫。然而，+*: CC 系苗的免疫保护效果达

D0=，优于本试验的 23...; &/*+,0-1 口服基因免疫

组。因此，如何进一步提高口服 *+, 疫苗的免疫效

果将是我们今后继续研究的课题。在大型集约化养

鸡场，以减毒沙门氏菌为载体进行口服免疫，既省时

又方便，而且价廉、易于规模化推广［."］，有望代替肌

肉注射或基因枪等 *+, 疫苗的免疫方式，是研制低

成本、实用化的口服禽类 *+, 疫苗的一条新途径。
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