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摘 要 构建了猪瘟病毒（IUW&）主要保护性抗原 M!基因的真核表达质粒 9&8[M!。将其电转化猪霍乱沙门氏菌 I%$$疫苗
株，得到了携带 9&8[M!质粒的猪霍乱沙门氏菌工程菌株 U) I%$$\9&8[M!，对该菌株的特征、培养特性和生化特性进行了鉴
定。分别用 " ] "$E IWV、! ] "$L IWV U) I%$$\9&8[M!经口服或肌肉注射免疫小鼠和家兔，间接 MYQU8检测免疫动物的特异性抗
体，在第三次免疫后 !周用 !$Q^%$猪瘟兔化弱毒和致死量猪霍乱沙门氏菌强毒株对免疫兔进行攻击。结果表明，U) I%$$\
9&8[M!保持了猪霍乱沙门氏菌原有形态特征、培养特性和生化特性，免疫鼠和兔都产生了抗 IUW&和猪霍乱沙门菌的 MYQU8
抗体，免疫家兔能抵抗猪瘟兔化弱毒株和猪霍乱沙门氏菌强毒株的攻击。显示了以 U) I%$$为 ^*8运输载体构建二联或多联
猪用疫苗的可行性。
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基因疫苗的免疫效果与免疫接种方式密切相

关，通常基因疫苗免疫采用注射和基因枪免疫两种

接种方式。!""# 年，$%&’()*’ 等［!］提出了以具有侵
袭性的减毒胞内寄生菌为载体将真核表达质粒导入

宿主细胞的新型接种方式。此后，以减毒志贺氏菌

（$+%,’--. ）［/］、减毒鼠伤寒沙门氏菌（ !"#$%&’##"
()*+,$-.,-$）［0］、减毒人伤寒沙门氏菌（ !"#$%&’##"
()*+,）［1］、猪霍乱沙门氏菌（!"#$%&’##" /+%#’."’0-,0）［#］等
胞内寄生菌为载体运送基因疫苗的研究相继报道。

重组胞内寄生菌经口服或注射免疫后可通过细菌感

染的方式将质粒 234直接导入诸如巨噬细胞、树突
细胞（25）等专职递呈细胞（465），被运送至相关粘
膜和淋巴组织，诱导细胞免疫和体液免疫反应［7］，并

可获得对载体菌的免疫。

猪霍乱沙门氏菌 5#88 弱毒株（ !"#$%&’##"
/+%#’."’0-,0 5#88，$9 5#88）是我国广泛使用的预防仔
猪副伤寒的标准疫苗株［:］，具有良好的免疫原性和

安全性。猪瘟（5-.;;%<.- $=%>’ ?’@’*，5$?）是当前危
害我国养猪业的重要烈性传染病之一，猪瘟病毒

（5$?A）的囊膜蛋白 B/蛋白是其主要宿主保护性抗
原，用 B/基因制备基因疫苗进行免疫，能够诱导产
生特异性免疫保护反应［C］。本研究构建了以$9 5#88
弱毒株为运送载体的 5$?A B/基因疫苗工程菌，用
口服和注射两种途经免疫实验动物，评价了其对猪

瘟病毒和猪霍乱沙门氏菌强毒株攻击的免疫保护效

果，初步探索了研制猪瘟和仔猪副伤寒二联疫苗的

可行性。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株、毒株
真核表达质粒载体 DA4E!购自 F>@%G*),’>公司，

带有 卡 那 霉 素 抗 性 基 因；猪 霍 乱 沙 门 氏 菌

（!"#$%&’##" /+%#’."’0-,0 5#88）弱毒株购于黑龙江生
物制品厂，批号为黑生药字（"C）8:!!/8；猪霍乱沙门
氏菌标准强毒株 5:CH/（批号 8:CH/；"8I0I!7）购自中
国兽药监察所；猪瘟兔化弱毒疫苗株（J5KA），本室
保存；猪瘟兔化弱毒疫苗株基因组全长 <234
（6D)5$?A9234）为本室构建［"］。
!"# 抗原、血清、酶标抗体
大肠杆菌表达并纯化的猪瘟病毒 B/抗原、兔抗

猪瘟病毒 B/抗原阳性血清和阴性血清、鼠抗猪瘟病
毒 B/抗原阳性血清和阴性血清为本室制备保存；猪
霍乱沙门氏菌菌体抗原本室制备：取 $9 5#88弱毒株
:+培养物，离心收集细菌，用 DJCI8 LB悬浮、洗涤、离

心，菌体再悬浮于 !M!8体积的 DJ :I1 6N$中，超声波
裂解菌体，!/ 888*M(%>离心 !8(%>，收集上清，测定菌
体蛋白浓度，保存备用；JO6标记的山羊抗兔 F,P和
山羊抗鼠 F,P酶标二抗购自 $%,(.公司。
!"$ 工具酶、试剂、试剂盒
各种限制酶、L1 234 连接酶、Q3L6 分别购自

6*)(’,.公司、P%R<) 公司和华美生物工程公司；L.S
D-T; 234 D)-U(’*.;’购自上海生物工程有限公司；司
苯甘油包裹剂由本室自制［C］；质粒提取和片段回收

用 234回收试剂盒，购自华舜生物工程公司。
!"% 真核表达质粒 &’()*#的构建
!"%"! 5$?A B/ 基因的 65O 扩增：根据已发表的
J5KA基因序列［P’>N.>V 4<<’;%)> 3)9 4?8"!#8:］设
计引物，其中上、下游引物分别引入 1"$J!和
2/%O!酶切位点，以 6D)5$?A9 234为模板扩增 B/
基因。

上游引物 6!：PP4L554554LPPL4LL44PPPP454P4L5PLP5
下游引物 6/：5PP44LL55L4PL544455PPL45LP4L45L5455
反应体系：6D)5$?A9 234 模板 8I0"K 、Q3L6

1"K、上下游引物各 !"K、RTWW’* #"K、L.S D-T; 234
D)-U(’*.;’ 8I/"K、去离子水 0CI#"K至总体积 #8"K。
循环参数："#X # (%>，"#X #8;、##X #8;、:/X

/(%>，/#个循环，:/X延伸 !8 (%>。扩增产物大小
!8#8RD。
!"%"# 5$?A B/基因真核表达质粒的构建、鉴定及
序列测定：用 1"$J!和 2/%O!双酶切 65O扩增
产物 B/ 基因片段，用试剂盒回收 B/ 目的片段，克
隆到 DA4E!相应位点，构建重组表达质粒 DA4EB/，
并用 1"$J!和 2/%O!双酶切鉴定重组质粒。具
体操作参照文献［!8］进行。选择重组质粒阳性克隆
送上海生物工程技术服务有限公司进行序列测定。

!"+ &’()*#电转化猪霍乱沙门菌 ,+--株
用基因电转化仪（NLE B5Y0"" P’>’G*)>%<;，

F><），将 DA4EB/电转化 $9 5#88株，构建沙门氏菌工
程菌 $9 5#88 MDA4EB/，用全菌进行 65O鉴定，同时
提取质粒进行酶切鉴定。电转化主要操作步骤：将

$9 5#88接种于 #8(K液体 KN培养基，振荡培养 7+，
收集菌体，!8Z无菌甘油洗涤菌体 / 次，取菌体
#8"K加入离心管，置液氮速冻 !8;，加入 DA4EB/质
粒 !"K，混匀，置电极杯中进行电击（电压 !088A，电
阻 /88#，电容 /#"?，放电时间 #(;）。电转化后，加
入 788"K KN培养基，混匀，至 !I#(K离心管，振荡培
养 1# (%>，取 !88"K 涂布卡那抗性平板，0:X过夜
培养。
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!"# 工程菌 $% &’(( )*+,-./ 生长特性、生化特
性、药敏特性及血清学鉴定

对工程菌 !" #$%% &’()*+,进行形态学、生长特
性、生化特性、药敏特性及血清学鉴定，以受体菌

!" #$%%为对照，方法参照文献进行［--］。
!"0 质粒稳定性试验
用菌落点种和抗生素选择培养法鉴定质粒在转

化菌!" #$%%&’()*+, 中的遗传稳定性［-,］。挑取 !"
#$%% &’()*+,单菌落分别接种于含卡那霉素和无
卡那霉素的 ./中，012培养 -3 4 -5 6，分别连续传
代 -$代。各取少量第 -$ 代培养液分别做 - 7 -%8 3

稀释，取每个稀释度 ,%%!.分别涂布于无卡那霉素
的 ./ 平板，012培养 -3 4 -5 6。随机挑取 -%%个菌
落分别点种于含卡那霉素的 ./ 平板上，012培养
-3 4 -5 6，进行菌落计数，计算菌落生长率。
!"1 实验动物免疫
昆明系小鼠 -5 4 ,% 9、青紫蓝家兔 , 4 ,:$ ;9分

别由长春药检所动物室和长春市高新技术开发区实

验动物中心提供。

将实验小鼠随机分为 $组，即实验组为 !" #$%%
&’()*+,胫前肌注射组、!" #$%% &’()*+, 口服组；
对照组为司苯甘油包裹质粒 ’()*+, 胫前肌注射
组、空白 ’()*-质粒载体转化的猪霍乱沙门氏菌 !"
#$%% &’()*-胫前肌注射组、猪霍乱沙门氏菌 #$%%
胫前肌注射组，实验组与对照组各组每组 -%只。细
菌注射或口服免疫组，每只小鼠免疫剂量均为 - 7
-%5#<=&只，质粒注射组免疫剂量为 $%!9&只。
青紫蓝家兔随机分为 >组，即实验组为 !" #$%%&

’()*+,胫前肌注射组、!" #$%%&’()*+,口服组；对
照组为司苯甘油包裹质粒 ’()*+, 胫前肌注射组、
司苯甘油包裹质粒 ’()*-胫前肌注射组，实验组与
对照组每组各 >只，细菌注射或口服免疫组家兔免
疫剂量均为 , 7 -%?#<=&只，质粒注射组免疫剂量为
%:$@9&只。
实验小鼠及家兔均免疫 0 次，每次间隔 , 周。

口服组接种前灌服 ABC#D0 溶液，小鼠 %:$ @.&只、
家兔 ,@.&只；每次免疫前和第三次免疫后 -> E 采
血，用间接 +.F!)方法检测免疫动物抗 #!<( 特异
性抗体水平［-0］。用上述制备的猪霍乱沙门氏菌菌

体抗原包被酶标反应板，%:-$!9&孔，以间接 +.F!)
检测免疫兔抗猪霍乱沙门氏菌特异性抗体水平。

!"2 免疫家兔攻毒
在第三次免疫后 ->E，用 ,%FG$%剂量的 C#.(耳

静脉接种家兔（攻毒前进行 FG$%测定），检测体温反

应 -周，绘制体温曲线。待家兔体温正常后，每只兔
用致死剂量猪霍乱沙门氏菌标准强毒株皮下接种，

观察家兔免疫保护效果［1］。

/ 结果

/"! 表达 ./抗原的真核表达质粒的构建与工程菌
$%&’(()*+,-./的鉴定
将 H#I 扩增的 +, 目的片段（约为 -%$%J’）用

!"#C"&$%&I"双酶切克隆到 ’()*-中，构建得到
含 #!<( +, 基因的 GA) 疫苗质粒 ’()*+,，用
!"#C"&$%&I"双酶切鉴定得到约 -%$%J’的 +,目
的基因片段，测序结果表明目的基因编码序列和阅

读框正确。

用重新设计的一对引物对电转化得到的

!" #$%%&’()*+,进行全菌 H#I鉴定，结果扩增得到
了与设计相符的 3%%J’ 部分 +,基因特异片段。用
!" #$%%&’()*+,菌株的培养物提取 ’()*+, 重组质
粒进行电泳，呈现多条质粒条带现象，与转化质粒

’()*+,电泳条带不同，不能进行酶切鉴定，重复进行
多次转化和质粒提取，结果一致（图 -）。为了证实重
组质粒 ’()*+,在!"#$%%&’()*+,中是否被降解以及
进一步对转化菌质粒进行酶切鉴定，将提取自 !"
#$%%&’()*+,菌的质粒转化 GC$#，再提取质粒进行
电泳，电泳条带则与转化质粒 ’()*+,电泳条带完全
一致（图 -），用 !"#C"&$%&I"双酶切，得到 -%$%J’的
+,目的基因片段（图略）。说明虽然提取自 !" #$%%&
’()*+,菌的质粒电泳呈多条带现象，但 ’()*+,在
沙门氏菌中未被降解，仍是完整的质粒。

图 - !" #$%%&’()*+,工程菌中提取质粒的电泳图
<K9" - )9BLMNO 9OP OPOQRLM’6MLONKN MS ’PBN@KEN OTRLBQROE

SLM@ EKSSOLOUR !" #$%%&’()*+, ’LO’BLBRKMUN
-、,、>、$：’PBN@KE SLM@ !" #$%%&’()*+,，’LO’BLOE BR EKSSOLOUR RK@O；0：
VBL;OL G.,%%%；3：’PBN@KE SLM@ GC$# RLBUNSML@OE WKR6 R6O ’PBN@KE
OTRLBQROE SLM@ !" #$%%&’()*+,"
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!"! 工程菌 #$ %&’’ ()*+,-! 生长特性、生化特
性、药敏特性及血清型鉴定

涂片镜检表明工程菌 !" #$%% &’()*+, 仍为革
兰氏阴性小杆菌，在含糖 -.培养基上生长呈无色、
透明、光滑、稍扁平的菌落。生化试验表明重组菌能

发酵葡萄糖、麦芽糖、甘露糖、木糖、鼠李糖，产酸产

气；不发酵乳糖、蔗糖、阿拉伯糖、肌醇；可利用枸橼

酸；产生硫化氢；靛基质阴性。工程菌 !" #$%% &
’()*+,获得了卡那霉素抗性。血清学鉴定表明重
组菌 !" #$%% &’()*+, 血清型仍为 /0。重组菌 !"
#$%% &’()*+,除药敏特性因质粒转化而改变外，其
形态、生长和生化特性以及血清型与受体菌株完全

一致。

!". #$%&’’()*+,-!的质粒遗传稳定性
!" #$%%&’()*+,菌在卡那霉素和无卡那霉素选

择条件下连续传代 1$ 代，随机点种在含卡那霉素
-.平板上的菌落生长率为 1%%2，表明该菌中
’()*+,质粒没有丢失，能够稳定遗传。
!"/ 免疫小鼠抗 %#0*特异性血清抗体检测
用 +-3!) 方法检测实验组和对照组小鼠抗

#!4( +,抗体水平，结果 !" #$%%&’()*+,注射和口
服免疫小鼠与脂质体包裹质粒 ’()*+,免疫组小鼠
均能产生抗 #!4( +,抗体，而且 !" #$%%&’()*+,注
射和口服免疫组抗体水平相当，但是 ,组的抗体水
平均高于 ’()*+,免疫组。空载体质粒转化菌对照
接种组（!" #$%%&’()*1）和猪霍乱沙门菌疫苗株接
种组均未检测到抗 +,抗体（见图 ,）。

图 , 免疫鼠抗 +,抗原 +-3!)抗体检测
456" , 7898:95;< ;= ><95?;@A >6>5<B9 +, ><9568<

=C;D 5DDE<5F8@ D5:8 ?A +-3!)

!"& 免疫家兔血清特异性抗体检测
!"&"1 免疫家兔抗 #!4( 特异性抗体检测：用
+-3!)法检测免疫家兔抗 #!4( +, 特异性抗体，结
果显示 ’()*+,质粒接种组的抗体水平低于工程菌

注射和口服免疫组。!" #$%%&’()*+,注射组经一次
免疫接种抗体水平即达高峰，第二次免疫和第三次

免疫后抗体水平无明显变化。!" #$%% &’()*+, 口
服组第二次免疫后抗体水平达到高峰，与肌注组抗

体水平相当（见图 G）。

图 G 免疫家兔抗 +,抗原 +-3!)抗体检测
456" G 7898:95;< ;= ><95?;@A >6>5<B9 +, ><9568< =C;D

5DDE<5F8@ C>??59B ?A +-3!)

!"&"! 免疫家兔抗猪霍乱沙门氏菌特异性抗体检
测：用间接 +-3!)法检测免疫家兔血清中抗猪霍乱
沙门氏菌抗体，结果表明 !" #$%% &’()*+,肌注组和
口服组均产生了较高的抗体水平，’()*+,、’()*1
质粒免疫组家兔均未检测到抗猪霍乱沙门氏菌抗体

（见图 H）。

图 H 免疫兔抗猪霍乱沙门氏菌 +-3!)抗体检测
456" H 7898:95;< ;= ><95?;@A >6>5<B9 !>ID;<8II>
:J;I8C>8BE5B =C;D 5DDE<5F8@ C>??59B ?A +-3!)

!"2 免疫家兔攻毒
!"2"1 免疫家兔 K#-(攻毒：免疫家兔在第三次免
疫后 1H@，用 ,%37$%的 K#-(进行攻毒，攻毒 ,HJ后每
隔 LJ测体温一次，绘制平均体温曲线（见图 $）。结
果表明 ’()*1 质粒注射对照组的家兔全部呈定型
热反应，’()*+,质粒免疫组 1&H只家兔呈现定型热
反应，G&H只家兔为一过性热反应。!" #$%%&’()*+,
肌注组和口服免疫组中各有 1&H只家兔未出现任何
热反应，其余家兔为一过性热反应。结果表明工程
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菌 !" #$%%&’()*+, 注射和口服免疫均诱导家兔产
生了一定的抗 -#.(特异性保护。

图 $ 免疫兔 -#.(攻毒后体温变化
/01" $ 2345 678’79:6;97 3< 9:==06> ?@:AA7B174 C06@ -#.(

D：’()*D 08；,：!" #$%%&’()*+, 08；E：!" #$%%&’()*+, 39:A
:480B0>69:603B；F：’()*+, 08"

!"#"! 免疫家兔猪霍乱沙门菌强毒株攻毒：免疫
家兔在 -#.(攻毒后 ,周，体温恢复正常后，用致死
剂量猪霍乱沙门菌强毒株攻毒。结果 ’()*+,、
’()*D质粒免疫组家兔全部死亡，工程菌肌注免疫
组和口服免疫组分别有 E&F只和 ,&E只家兔获得保
护（见表 D）。
表 $ 免疫家兔猪霍乱沙门氏菌强毒株攻毒保护结果
%&’() $ *+,-).-/,0 ,1 /2230/4)5 +&’’/-6 &1-)+ .7&(()08)5

9/-7 :/+3()0- ;&(2,0)((& .7,()+&)63/6 6-+&/0
(:??0B7 G9367?603B

’()*D（08） %&F

’()*+,（08） %&F

!" #$%%&’()*+,（08） E&F

!" #$%%&’()*+,（39:A :480B0>69:603B） ,&E!

!：一只家兔攻毒前意外死亡。

< 讨论
本研究用猪霍乱沙门氏菌疫苗株作为运送载

体，初步构建了猪霍乱沙门氏菌工程菌株 !" #$%%&
’()*+,。以肌注和口服不同途径免疫家兔，均能诱
导产生对 -#.(和致死剂量猪霍乱沙门氏菌标准强
毒株攻击的有效保护。而且，!" #$%%& ’()*+,免疫
组 +,抗体水平均高于 ’()*+, 质粒免疫组。实验
结果证实了猪霍乱沙门氏菌弱毒株可以介导 #!/(
的 HI)免疫，并产生比单纯质粒免疫高的抗体水
平，兔体攻毒试验也初步证明沙门氏菌介导的 HI)
免疫略好于单纯质粒的免疫效果。

沙门氏菌与大肠杆菌不同，用氯化钙处理制备

感受态细胞进行质粒转化不易获得阳性转化子，电

转化法可获得较高的转化率。这可能是由于沙门氏

菌细胞壁富含 .G!，.G!对进出细胞的物质具有屏障

作用，而 #:, J 的存在有利于维持 .G! 结构的稳定
性。虽然质粒转化后可以在猪霍乱沙门氏菌细胞内

稳定地遗传下去，但从转化菌提取的质粒与转化大

肠杆菌提取的同一质粒相比，电泳时呈现较多的条

带（见图 D），而且不易进行酶切鉴定。对转化菌进
行质粒酶切鉴定时，需将提取自工程菌 !" #$%%&
’()*+,的质粒再转化 H-$!，然后自 H-$!中提取
质粒进行酶切鉴定（数据略）。多次转化沙门氏菌和

质粒提取均为同一结果，推测原因可能是弱毒猪霍

乱沙门氏菌细胞内的各种酶类或其它因素（如遗传

性状）导致转化的质粒 ’()*+, 形成不同拓扑结构
的缘故，说明弱毒猪霍乱沙门氏菌质粒相容性不强，

并不十分适合质粒的增殖，需要进行必要的遗传修

饰后才能成为合格的质粒载体。目前情况下弱毒猪

霍乱沙门氏菌中质粒结构的不均一性是否影响其诱

导的 HI)免疫反应有待进一步阐明。
利用胞内寄生菌为载体介导 HI)疫苗免疫具

有显著的优点，省去了大量制备、纯化质粒的繁琐环

节，有利于降低生产成本，且可制备口服基因疫苗。

另外，用低拷贝相容性质粒构建外源基因真核表达

质粒，共转化沙门氏菌构建多联基因疫苗也具有良

好的发展前景［DF］。本研究虽然证实弱毒猪霍乱沙

门氏菌可以介导 HI)免疫，在探索应用该沙门氏菌
介导猪病毒性疫病 HI)免疫方面进行了有益的尝
试。但是兔体攻毒试验并没有获得完全保护，说明

猪霍乱沙门氏菌能真正成为 HI)免疫高效载体之
前可能需要进行一系列的遗传修饰或改造。
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生态学模型理论体系，总结了非线性生态模型的建模、参数分析原则、取样技术、计算方法和模拟预测技
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