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摘 要 」 利用 重组技术
,

将柔嫩艾美耳球虫 爪 第 代裂殖子抗原基因
一

的完整

阅读框
,

克隆到真核表达质粒 。中
,

构建了 疫苗 价
。

用同样方法
,

将鸡成

熟 白细胞介素
一 一

基因的完整阅读框 与
一

基因串连
,

使
一

基因位于
一

基因的上游
,

将串连基因克隆到 中
,

构建成免疫调节型 疫苗
一 一 一 。

种 疫苗纯化后
,

胸

部肌肉注射免疫 周龄雏鸡 拌 鸡
,

在免疫后
, , ,

和 取注射和非注射部位肌肉组织
,

分别用

很 和 方法检测抗原基因转录和表达情况
。

结果表明
,

在 种疫苗免疫后
,

和
,

用
一

滚

方法在注射部位均可检测到
一

基因的转录产物
,

大小约
,

但在免疫第 天和 天的肌肉组织中未检测

到表达产物
。

相同时间用 方法进行检测
,

结果在免疫 和 的鸡肌肉组织中检测到表达产物
,

一

表达产物大小约
,

与理论推测值一致
,

压
一 一

表达产物大小约
,

较
一

和

厂 基因之和的理论推测值 略大
。

但在非注射部位
,

两种方法均未检测到转录或表达产物
。

仁述结果表明
,

通过肌肉注射后
,

两种 疫苗均可在鸡肌肉组织中得到有效表达
。

「关健词 」 柔嫩艾美耳球虫
一

基因
一

疫苗 鸡
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一 一 一

鸡柔嫩艾美耳球虫 是危害最

严重的鸡球虫虫种之一
,

可造成严重的经济损失
。

该

虫株的毒力强
、

生活史复杂
,

与其他球虫种间几乎无

交叉反应
「’ 。 目前

,

抗球虫药仍是防治鸡球虫病的主

要手段
,

但由于耐药性虫株的产生和化学药物的残

留问题
,

使抗球虫药的使用受到限制〔
,一 〕。 因此

,

使

用疫苗来防治鸡球虫病迫在眉睫
。

现在国际上市售的球虫疫苗均为活虫苗
,

如属

于强毒苗的 美国 和 加拿大
,

以及属于弱毒苗的 英国 和
一

捷克

斯洛伐克 等仁
’
·

, 」。 然而
,

由于安全问题以及弱毒的
“

返强
”
现象

,

致使这些疫苗并未能在临床上得到广

泛应用
。

近年来
,

研究新型疫苗用来防治球虫病的前

景令人鼓舞
,

尤其是使用细胞因子作为基因佐剂的

疫苗
,

是国内外研究的热点之一 仁一
”二

。

等
“ ,

将含有细胞因子
一

日
, 一 , 沙一 , ,

一
,

, 一

下
, 一

和淋巴毒素 的真核表达质粒与艾

美耳球虫 疫苗
一

联合免疫鸡
,

结果

发现
,

在免疫 周后试鸡感染堆型艾美耳球虫 乙
,

与单独免疫
一

质粒组相比
,

联合免疫

组的球虫卵囊排出量明显减少
,

体重下降减缓
。

鸡白

细胞介素
一 一

是鸡遭受感染后肠上皮淋巴细

胞表达的一种炎性细胞因子
,

对免疫应答有重要调

节作用
。

等仁
’‘,

用鸡
一

重组蛋白刺激鸡胚成

纤维细胞可诱导表达
。

在 的生活周期中
,

裂殖子阶段对宿主

的病理损害最为严重
,

且该阶段虫体的免疫原性最

强
’‘’〕。 因此

,

本试验选择 第 代裂殖子

表面抗原
一

基因作为目的基因
,

将其单独或与
一

基因串联克隆到 真核表达载体中
,

构建了 种 疫苗并进行了免疫效果试验
,

以

期为国内抗球虫 疫苗的研制提供理论依据
。
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载体为 公司产品 宿主菌

由本课题组保存
。

工具酶与试 试剂为 公

司产品 为 公司产品 产琉基 乙 醇

为 公司产品 , 酶
、 、

分子量标

准 物 和 入
、

反 转 录 酶
、 ,

引 物 及 限 制 性 内切 酶
,

, ,

均为大连宝生物

工程有限公司产品 水饱和酚
、

琼脂糖胶回收试剂盒

为大连宝生物 工程有限公司产品
。

其余

试剂为国产分析纯
。

试验动物 健康罗德曼 日龄雏鸡 只
,

购自南京某种鸡场
,

置于用高锰酸钾和甲醛熏蒸消

毒 次的鸡舍饲养
。

所用饲料中不含抗球虫药物
,

饮

用水为煮沸的凉开水
。

饲养至 周龄备用 只雄性

大鼠
,

购 自东南大学实验动物中心
,

用于制备高

免血清
。

一

基 因和
一

基 因 两种基因均为

本实验室自己克隆
,

经序列测定证明为
一

基因

和
一

基因
。 一

基因上游含有 酶切

位点
,

下游含有 酶切位点
一

基因上游

含有 酶切位点
,

下游含有 酶切位点
。

一

基 因 引物 根据 中

发表的已知序列
,

用 软件在该

基因上
、

下游各设计 个引物
,

引物包含基因完整阅

读框序列
,

由 上海浩嘉公司合成
。

其序列

为

上游引物
‘一 一 ‘ ,

含

酶切位点

下游引物
‘一 一 , ,

含

酶切位点
。

试验方法

雏鸡分组及免疫程序 周龄鸡随机分成

组
,

每组 只
,

其中第
,

组为试验组
,

第 组为对

照组
。

第
,

组鸡在左侧胸部分别肌肉注射重组疫

苗
一

和
一 一 一

拌 鸡 第 组鸡注射 拌 溶液
口

分别在免

疫后第
, , ,

和 扑杀试鸡
,

取注射部位肌

肉组织置一 冻存备用
。

疫苗载体的构建
一

基因内部

本身已经含有 酶切位点
,

为此在构建重组质

粒
一 一 一

时
,

先把
一

基因克隆

到经 和 酶处理的 载体上
,

再

用 和 处理
。

用 和

把
一

基因从载体上切下后
,

与前者相连
,

构建

成重组质粒
一 一 一 ,

使
一

基 因与
一

基因串连
, 一

基因位于
一

基 因的上

游
。

再 用 “ 和 内切 酶 从 重组 质粒
一 一 一

中把串联的目的基因
一 一

切下
,

克隆到经 “ 和 处理的

载体中
,

构建重组 疫苗载体
一 一 。

用 和 把
一

基因从

载体上切下
,

直接与经 和 处理的

质粒相连
,

构 建重组 疫苗载体
一 。

子抱子蛋白的提取及 阳性血清的制备 人

工感染 的鸡于感染后第 天剖杀
,

用常规

方法从盲肠内容物中收集卵囊
,

于 通气摇

动使其完全抱子化
。

收集抱子化卵囊
,

重悬于

溶液中 含有适量 胃蛋白酶
,

用浓盐酸调

值为
,

作用约
,

当子抱子完全游离

出来后
,

加 的 至 值为
,

终止

酶消化反应
。

离心 收集子抱子
,

重悬于一定体积的 溶液中 含 蛋白

酶抑制剂苯甲基磺酞氟 进行匀浆
,

离

心
,

收集上清液
,

用 纯化可溶性蛋白

聚 乙 二 醇
,

浓缩使其终浓 度 约 为
。

用弗氏佐剂乳化子抱子可溶性蛋白
,

在

大鼠背部皮下注射免疫 拌 只
,

首次免疫和二

次免疫相隔
,

每 加强免疫 次
。

当琼脂

扩散反应呈现阳性时
,

扑杀大鼠
,

收集高免血清
,

置

一 保存备用
。

免疫效果检测
一

基因转录产物的
一

检测 试

验组和对照组的鸡分别在第
, , ,

和 天扑杀

后
,

采取注射部位和非注射部位的肌肉组织 约

于 一 冷冻后捣碎
,

加 裂解液

进行匀浆
,

参考文献 的方法
,

提取总
。

总

沉淀物 约 拌 中加
一

,

置 消化反应
,

再用等体积的苯酚

氯仿抽提灭活 活性
。

加人 量的

为 和 倍量的冷无水乙

醇沉淀重新回收总
,

用于反转录
。

反转录反应

体系为 只反转录 拼 , ,

拜 , 拌 子 ,

抑制剂
拼 ,

反转录酶
, 拌 ,

总 拜 碑
。
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、

反转

录
、

灭活反转录酶活性
,

用于

反应
。

反应体系 为 模板 拜 ,

·

拼 ,
又缓冲液 拌 ,

上

下游引物各 拌 ,

恤 酶
,

科 ,

加 至 拌
。

反应条件

预变性
, , ,

,

循环 延伸
。

一

蛋 白的检测 采取注射部位
、

非注

射部位和对照组鸡的肌肉组织
,

分别剪碎后加人含

的 裂解 液
, 一 ,

脱 氧胆 酸 钠
,

写
, ,

进行匀浆
。

匀浆物以
、

离心
,

取上清与 加样

级 冲液充分混匀后
,

依次加样进行
一

电

泳
。

电泳完毕后
,

取出分离胶
,

把硝酸纤维膜粗糙面

向胶面铺在胶 上
,

装入转印槽 内
,

在转印缓 冲液

甲醉
, , ,

甘氨酸

中 转印
。

转印结束后
,

将膜放人 脱脂

乳溶液中
,

置于室温轻摇封闭
。

取出膜用

溶液漂洗 次
,

放人 一抗 稀

释的大鼠高免血清 溶液中
,

作用
。

膜用

漂洗 次
,

再用
·

缓冲液

, · ,

洗
,

放人含二抗溶液的平皿中 稀

释的过氧化物酶标记的兔抗大 鼠
,

室温作用

后
,

用
·

缓冲液 为 漂洗 次
,

进

行显色反应
。

显色反应过程为 将 的二甲基

联苯胺溶解在 的
·

为 溶液中
,

加人 料 的
,

再将硝酸

纤维膜移人此溶液中进行显色
。

水洗终止反应
。

结果与分析

皿组质粒的酶切鉴定

由图 可知
,

重组质粒
一 一 一

经内

切酶 和 双酶切
,

切下大小约为

的片段
,

与
一 一

串连基因大小相符
。

由图

可见
,

用 和 双酶切质粒
一 一 ,

可切下大小约 的片段
,

与
一

基因大小相符
。

图 表明
,

对重组质粒

用 和 进行酶切
,

切下大小约

的片段
,

与
一

基因大小相符
。

对
一 一 一

质粒用内切酶 和

酶切
,

结果切出 的片段
,

与
一 一

串连

基因大小相符
。

图
一 一 矛 一

质粒
, ,

酶切鉴定结果

未酶切质粒对照

醉切的
一 一 一

质拉

一 一 矛 一

〕
沙

,

一 一 一

图
一 一 一

质粒 图
一

和
,

,

, 酶切鉴定结果
一 一 一

质粒酶切鉴定结果

未酶切质粒对照
一

质粒 , 和 酶切

酶切的
一 一 一

质粒
一 一 一

质粒 , 和 酶切
一 ·

一 一 一 一

一 一 一

,

一

一 一 一
斑 书

一 一 , 一

,,
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一

检测结果

由图 可知
,

用 特异引物进行
一

检

测
,

免疫后第
,

和 天
,

在两种疫苗注射部位的

肌 肉样 中均 可检测 到约 大小 的片段
,

与
一

基因大小完全相符
,

但是在免疫后第 和

天以及所有检测时间点的非注射部位均未检测出任

何片段 图
。

结果

由图 和图 可知
,

免疫后的第 天和第 天
,

在
一

疫苗注射部位的肌肉组织中
,

检

测出约 的条带
,

在
一 一 一

疫

苗注射部位的肌肉组织中
,

检测出约 的条带
。

在免疫后第
,

和 天各点均未检测到任何条

带
。

图 免疫后 疫苗在肌肉中转录情况的
一

检测结果

对照 第 天
,

非注射部位
, , ,

分别为
一

注射后第
, , ,

和 天的检测结果
, 。 , ,

分别为
一 一 , 一

注射后第
, , ,

一 和 天的检测结果
一

一 ,

, ,

二
, , 一 , ,

, , 。 , , , 一 一 , 一 , , ,

图 免疫后第 天 疫苗在肌肉中表达

情况的 检测
一 一 一

注射部位

。 注射部位 非注射部位

一 一 一 , 、

, 一 、

图 免疫后第 天 疫苗在肌肉中表达

情况的 检测

非注射部位 于 注射部位
一 一 广 注射部位

、
,

一 一 一 一

讨 论

载体是高效的动物细胞表达载体
,

其

特点是载体上含有 转录增强子
,

使其表

达水平要较单个启动子高出 倍
。

载体具有约

的融合蛋白
,

利于提高目的蛋白的稳定性
,

还具有连

续 了,
,

利于分离和纯化表达产物
。

笔者经

过酶切鉴定和基 因测序
,

正确构建 了 疫苗
一

和
一 一 矛一 。

肌肉注射

免疫之后第
, , ,

和 天
,

用
一

方法检

测注射部位和非注射部位肌肉组织中目的基因的转

录情况
,

本试验结果表明
,

于免疫后第
, ,

天
,

在

试验组雏鸡胸部注射部位肌 肉组织 中检测到 了
一

基因转录产物
,

但是在免疫后第
、

天和
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所有时间点的非注射部位均未检测该转录产物
。

肌

肉组织总 在反转录合成 。 之前用

进行处理
,

避免了注射部位质粒 所造成的假

阳性
。

试验结果表明
,

免疫后第 天和

第 天
,

注射部位肌肉可以检测到相应的目的条带
,

而其他时间点以及非注射部位肌肉无 目的条带检

出
。

此外
,

用 大鼠血清作为阴性对照
,

同样条件

下进行免疫印迹
,

结果注射部位和非注射部位均未

检测到任何条带
。

说明本研究构建的两种 疫

苗可以在鸡体内得到有效表达
。

从表达动态来看 在注射后第 天即

可检测到基因的转录产物
,

而 比 互 在第

天可以检测到表达蛋白
。

说明痊苗基因在体内很快
得到转录和表达

,

且表达蛋白在肌肉组织中有一个

积累过程
。 一

在第 天检测不到疫苗基因转

录产物
,

在第 天检测不到表达蛋

白
。

这说明
,

疫苗基因的表达在一段时间后受到抑制

或者疫苗 被清除
。

这种阶段表达现象
,

具有有

利的一面
,

也具有不利的一面
。

有利的一面是可以防

止因基因无限制表达而产生免疫耐受或过敏反应

不利的一面是由于表达时间的限制而不能诱导足够

强度的免疫应答
。

试验中
, 一 一 一

表

达产物大小约为
,

要较理论推测的 大
,

这可能是由于表达产物糖基化所致
,

因为天然

是一种糖蛋白
,

人的
一

糖基化蛋白较未糖基

化 的
一

蛋 白了大 山 〕
。

而没有串联的
一

质粒表达产物则与理论推测值基本

相符
,

产生了 一 的条带
。

有关 疫苗构建后表达情况的检测
,

传统

的方法是转染哺乳动物细胞
,

然后用多种方法检测

表达情况 〔
’门 。 而笔者根据本试验的具体情况

,

将

疫苗直接注射到目的动物体内以检测其表达

状况
,

这种方法更能反应疫苗在目的动物体内的真

实表达情况
,

更有利于疫苗的进一步研究和开发
。

有关将
一

和抗原基因联合后表达是否能够

提高免疫效果以及其免疫应答机理
,

尚需更为深人

的研究
。

〕

」
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