
!" 卷 # 期

!""$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !""$

收稿日期：!""#.//.//，修回日期：!""$."!."0。

基金项目：浙江省自然科学基金重大项目基金资助（*’) 12"/"%）。

" 通讯作者。 34(：56.%7/.5607/50$；8,9：56.%7/.5607/50$；:.;,<(：-=(<,>? @A=) 4B=) C>

减毒沙门氏菌为载体在 !"#$ 细胞中表达

传染性法氏囊病病毒多聚蛋白基因
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摘 要 用长距离 D3.EFD 扩增了传染性法氏囊病病毒（<>G4CH<’=I J=KI,( B<I4,I4 L<K=I，MNO&）1P!""" 株多聚蛋白基

因，定向克隆入真核表达载体 QFM，电转化 B,;R 和 QS’ER 双突变的减毒鼠伤寒沙门氏菌 1P/// 株，并直接转染 &4K’
细胞。D3.EFD 和间接免疫荧光试验可从 &4K’ 细胞中检测到阳性信号，TOT.E2U: 和 V4IH.J(’HH<>W 均可检测到 $/XO
的蛋白条带。结果表明减毒沙门氏菌可将外源基因导入 &4K’ 细胞，并进行转录和表达，具有免疫反应性，为进一步

研制减毒沙门氏菌为载体的 MNO& 口服 O*2 疫苗打下基础。
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传染性法氏囊病（M>G4CH<’=I J=KI,( B<I4,I4，MNO）是由传染

性法氏囊病病毒（M>G4CH<’=I J=KI,( B<I4,I4 L<K=I，MNO&）引起的

急性、高度接触性传染病。MNO& 主要侵害雏鸡的中枢免疫

器官法氏囊，导致免疫抑制和免疫缺陷，同时造成其它疫苗

的免疫失败，是目前危害世界养禽业的主要传染病之一［/］。

免疫接种是 MNO 防治最为有效的手段。随着 MNO& 变异

株和超强毒株的出现，MNO& 传统疫苗（弱毒苗和灭活苗）和

亚单位疫苗已不能有效防治 MNO。近年来，针对 MNO& 结构

蛋白基因设计的 O*2 疫苗受到了广泛关注。已有报道表明

MNO& 多聚蛋白基因 O*2 疫苗具有良好的免疫原性［! R $］。但

由于 O*2 疫苗的免疫途径通常为基因枪轰击或肌肉注射，

较为烦琐且成本较高，因此如何寻求实用的禽类 O*2 疫苗

的免疫途径，已成为其推广应用急需解决的问题之一。

沙门氏菌（ 3+,4($%,,+ /25"#4)*#)4，3 ) /25"#4)*#)4）是一

种较为常见的侵袭性胞内菌，可产生局部或全身感染的胞内

病原体。O*2 腺 嘌 呤 甲 基 化 酶（ 6+4）和 转 录 激 活 因 子

（5"(7）是控制沙门氏菌毒力的主要因子，6+4 和 5"(7 基因

突变后可使沙门氏菌毒力显著下降，但不影响其繁殖和侵袭

能力。国外学者已用减毒沙门氏菌载体，在真核细胞中成功

表达了多种外源基因［% R 7］，但利用减毒沙门氏菌递呈禽类

O*2 疫苗的研究刚刚起步。本试验以 B,;R 和 QS’ER 双突变

的减毒鼠伤寒沙门氏菌 1P/// 株为载体，构建了含有 MNO&
多聚蛋白基因真核表达质粒的重组菌 1P///ZQFM.&E!Z&E$Z
&E#，转染哺乳动物细胞，获得了具有免疫反应性的表达产

物。

% 材料

%&% 毒株、菌株、载体、细胞株

传染性法氏囊病病毒 1P!""" 株为本所从杭州某鸡场分

离的强毒株；真核表达载体 QFM 购自 EK’;4W, 公司；8 ) 0(,#
O[%!菌株、&4K’ 细胞株由本所保存。 3+,4($%,,+ /25"#4)*#)4

（3 ) /25"#4)*#)4）1P/// 减毒株由 T\/#$$ 强毒株突变而来，

该菌株系 B,;R 和 QS’ER 双突变株，系本所与西班牙 T4L<((,
大学分子遗传学系 P’I4Q F,I,B4I=I 教授合作构建而成。

%&’ 工具酶及试剂

T=Q4KICK<QH " QK4,;Q(<G<C,H<’> I-IH4;、3K<@’( 试 剂 购 自 M>.
L<HK’W4> 公司；限制性核酸内切酶，]>4 TS’H \2.EFD +<9，O*2
\<W,H<’> ^<H 均购自 3,^,D, 公司；[DE 标 记 的 羊 抗 兔 MWU、

8M3F标记羊抗兔 MWU 为北京鼎国生物技术发展中心产品；

O=(J4CC’’I +’B<G<4B :,W(4 +4B<=;（O+:+），胎牛血清（8FT）为

UMNF]产品；庆大霉素购自 T<W;, 公司。兔源 MNO& 抗血清

为本所自制。其余试剂均为国产分析纯。

%&( )*+! 多聚蛋白（!,’-!,.-!,(）基因 /+01 的 234,52
与真核表达载体的构建

根据已发表的 MNO& 2 节段序列，设计一对 &E!Z&E$Z&E#
基因特异性引物，上游引物 E/：%_ FUU2233F23U2F222FF3.
UF22U23F22 #_，下划线为 80(D#酶切位点；下游引物 E!：

%_ 32UU32FF3F2F3F22UU3FF3F23F2U2U2F #_，下划线为

95$#酶切位点；用长距离 D3.EFD 一步扩增 &E!Z&E$Z&E# 基

因 CO*2，方法按照本实验室已有报道进行［5］，EFD 参数为

0$‘变性 /% I，%0‘退火 #" I，65‘延伸 # ;<>，共 #% 个循环。



目的片段定向克隆入 !"# 载体，$"% 和酶切鉴定，并测序证

实，重组子命名为 !"#&’$()’$*)’$+。

!"# $%&’()*+()#+(), 电转化沙门氏菌

!"#&’$()’$*)’$+ 高压（(,-.’、(-!/，(00 1 *00"）电转化

沙门氏菌，抽提质粒，进行 $"% 鉴定，阳性质粒热击回转 ! 2
"#$% 34-#；抽提质粒 $"% 和酶切鉴 定，将 携 带 有 !"#&’$()
’$*)’$+ 的重组沙门氏菌 56777 命名为沙门氏菌 56777) !"#&
’$()’$*)’$+，同时将含有 !"# 空载体的沙门氏菌空白对照

命名为 56777)!"#。
!"- 重组沙门氏菌转染 (./0 细胞

8 孔细胞培养板接种 ( 9 70- 个 ’:;< 细胞，+=>、-?"@(

培养 7A 1 (*B，至细胞融合度为 *0? 1 80?。将 56777)!"#&
’$()’$*)’$+ 和 56777)!"# 分别感染细胞（(0 C 7），+0DEF 后用

$GH（!4=,*）洗涤 + 次，用含 700DI)J 庆大霉素的 3KLK（-?
/"H）培养 (B，再改用含 70DI)J 庆大霉素的 3KLK（-?/"H）

继续培养 =(B，观察细胞形态变化。用 0,(-?的胰酶消化，

7-00;)DEF 离心 -DEF，收集细胞，以适量 $GH（!4=,*）悬浮，用

于检测。

!"1 23’)%2 检测基因转录

M;EN<O 试剂抽提细胞总 %PQ，以 #G3’ ’$()’$*)’$+ 基因

特异性引物 $7)$( 进行 %M&$"%，扩增目的片段。

!"4 间接免疫荧光试验法检测蛋白表达

按常规方法进行。56777) !"#&’$()’$*)’$+ 感染细胞后

继续培养 =(B，以兔抗 #G3’ 血清为一抗，/#M" 标记羊抗兔

#IR 为二抗，检测多聚蛋白表达情况。

!"5 676’)89: 和 ;.<=./>’?@0= 检测蛋白表达

’:;< 细胞沉淀以适量 $GH 悬浮，沸水浴 70DEF，8000;)DEF
离心 70DEF，取上清进行 H3H&$QRL。以兔抗 #G3’ 血清为一

抗，4%$ 标记羊抗兔 #IR 为二抗，进行 S:TU:;F&VO<U 检测。

* 结果

*"! ()*+()#+(), 基因克隆与真核表达载体构建

长距 离 %M&$"% 扩 增 到 +,0.V 的 目 的 条 带（图 7），经

!"#%$)&’($双酶切直接克隆入真核表达载体 !"#，$"% 鉴

定和酶切鉴定（图 (），取 + 个阳性克隆进行测序，结果表明

’$()’$*)’$+ 基因序列与已克隆的 #G3’ 56(000 株 Q 节段

（R:FGWF. 登录号：Q/+(70-8）包含的多聚蛋白基因序列一致。

图 7 长距离 %M&$"% 扩增 #G3’ 多聚蛋白基因

/EI27 $<OX!;<U:EF I:F: <Y #G3’（!+,0.V，EFZE[WU:Z VX W;;<\）
WD!OEYE:Z VX O<FI %M&$"%

7：O<FI %M&$"% !;<Z][U <Y !<OX!;<U:EF I:F:；
K：I:F:%]O:; 3PQ DE^ DW;.:;

*"* 含 $%&’()*+()#+(), 的减毒沙门氏菌 AB!!! 重组子的

鉴定

!"#&’$()’$*)’$+ 电转化减毒沙门氏菌后，抽提质粒，挑

取 $"% 阳性克隆，再转化 ! 2 "#$% 34-#，抽提质粒，进一步进

行 $"% 和酶切鉴定。结果显示从 ! 2 "#$% 34-#中筛选到的

$"% 阳性克隆可被 !"#&’$()’$*)’$+ 上的一系列核酸内切酶

所切割，并得到与预期相一致的目的条带（图略）。从而证明

!"#&’$()’$*)’$+ 已经成功转入减毒沙门氏菌 56777 中。

图 ( 含有多聚蛋白基因的 !"# 重组质粒酶切鉴定

/EI2( #Z:FUEYE[WUE<F <Y ;:[<DVEFWFU !OWTDEZ VX ;:TU;E[UE<F

:FZ<F][O:WT: ZEI:TUE<F

7：!"#%$；(：!"#%$ WFZ &’($；+：)*#$；*：!"#%$ WFZ

)+,$；-：!"#%$ WFZ -%(Z%；8：.’,$；=：!"#%$ WFZ .""$；

K：I:F:%]O:; 3PQ DE^ DW;.:;

*", 减毒沙门氏菌 AB!!!+$%&’()*+()#+(), 的体外稳定性

/,$0#(1$$, 23’*%045%40 56777)!"#&’$()’$*)’$+JG 平板划

线传代至第 7- 代，随机挑选 70 个细菌克隆，抽提质粒，进行

$"% 反应鉴定。结果显示，70 个克隆均出现与预期相一致的

约 +,0.V 的 $"% 条带，随后进行的酶切鉴定结果与图 ( 相同

（图略），证明重组减毒沙门氏菌 56777)!"#&’$()’$*)’$+ 能在

体外稳定遗传。

*"# 重组沙门氏菌转染 (./0 细胞

重组减毒沙门氏菌 56777)!"#&’$()’$*)’$+ 转染 ’:;< 细

胞 (*B 后，细胞形态即开始发生变化（图 +），细胞圆缩，颗粒

物质增多，折光性增强，表明重组沙门氏菌已经侵入细胞中。

转染重组减毒沙门氏菌 56777)!"# 对照的 ’:;< 细胞出现类似

的细胞形态变化。

*"- 23’)%2 和间接免疫荧光试验

M;EN<O 试剂抽提 ’:;< 细胞总 %PQ，以引物 $7)$( 进行 %M&
$"%，可以扩增到一条 +,0.V 的明显条带，而对照组没有条带

（图略），表明 ’$()’$*)’$+ 基因在细胞中得到了正确转录。

重组菌转染后 =(B，以 /#M" 标记的二抗进行间接免疫荧光试

验，荧光显微镜下可观察到大量黄绿色荧光，而对照组未见

特异性荧光（图 *）。

*"1 676’)89: 和 ;.<=./>’?@0= 检测结果

H3H&$QRL 和 S:TU:;F&VO<U 均在 *7.3 处检测到蛋白条带

（图 -），该分子量与成熟的 #G3’ ’$( 蛋白分子量一致，表明

’$()’$*)’$+ 基因在 ’:;< 细胞中得到了表达，表达产物具有

免疫反应性。

, 讨论

传染性法氏囊病病毒属于双 %PQ 病毒科（GE;FW_E;EZW:），
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的病毒蛋白。以减毒沙门氏菌为载体的 !"#$ 口服 #%& 疫

苗的免疫原性和对强毒攻击的保护力方面有待进一步研究。
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