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!!

随机选取
.

只雏鸡

进行血清母源抗体检测!待母源抗体下降到
)>#

J

0

以下后!挑选体重均匀的雏鸡
0)&

只!随机分为
)

组!每组
.&

只'按表
%

免疫方式和剂量进行免疫'

表
#

!

雏鸡免疫试验分组

*/B9,#

!

*+,

4

03>

8

:5

4

3<1+:1Y,5

分组

IX#C

T

,

免疫方式

7<<C-E<EFA#",

免疫剂量

7<<C-$@$-

J

"#,E

免疫次数

7<<C-$F

D

F$<E,

数量

HC<[EX

8c3

口服
0&&

(

O % .&

&

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

# 口服
%l%&

/

9̀ P

% .&

&

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*

# 口服
%l%&

/

9̀ P

% .&

.

系 口服
0

头份
% .&

%202*

!

H\]L7

抗体水平检测
!!

分别于免疫后

1

(

%)

(

0%

(

0(

(

*5

从各组随机取
.

只雏鸡!采血!分离

血清!测定各组雏鸡
H\]L7

抗体水平'

%202)

!

鸡白痢沙门菌
7

J

I

抗体的检测
!!

挑取鸡

白痢沙门菌
91/!%*

单菌落!活化过夜!以
%m%&&

比

例转接培养
(A

!收集菌体并用
8c3

洗涤
0

次!以

%m%&&

倍浓缩重悬于
8c3

!置于冰上超声破碎至菌

液澄清!离心后收集上清!并将浓度调整至
%&

(

J

0

<O

j%包被
/.

孔酶标反应板!每孔
%&&

(

O

!置

于
)k

过夜'弃去包被液!

8c3

洗涤
*

次!每孔加入

&25_

的脱脂奶粉
%&&

(

O

!

*1k

封闭
0A

&

8c3

洗涤

*

次!将 待 检 血 清 按
%

$

0&&

比 例 稀 释 后
%&&

(

O

0孔j%

!

*1k

孵育
0A

!

8c3

洗涤
*

次&每孔加入

L:8

标记的兔抗鸡
7

J

I

"稀释倍数为
%m*&&&

#

%&&

(

O

!

*1k

孵育
0A

&经洗涤后每孔加入
5&

(

O6Nc

底物显色液!避光反应
%&<$-

'每孔加入
5&

(

O

终

止液!用酶标仪测量其
M\

)/0-<

值'

%2025

!

免疫雏鸡肠道
,7

J

4

抗体水平的测定
!!

分

别于免疫后
1

(

%)

(

0%

(

0(

(

*5"

从各组随机挑选
.

只雏

鸡!扑杀鸡!采集小肠!用含
%&&

(

J

0

<O

j%

8N3̀

的

8c3

缓冲液灌洗小肠'离心收集小肠液并制备免疫

雏鸡及对照的小肠样本!采用鸡
,7

J

4;O734

检测试

剂盒测定免疫雏鸡肠道
,7

J

4

抗体水平'

%202.

!

免疫雏鸡淋巴细胞增殖检测
!!

分别于免

*(&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

疫后
1

(

%)

(

0%

(

0(

(

*5"

从每组随机抽取
.

只雏鸡!

无菌心脏采血!分离淋巴细胞!将分离的淋巴细胞悬

浮于
:8N7%.)&

培养基中并调整细胞浓度为
5l

%&

.个0

<O

j%

'将淋巴细胞加入
/.

孔细胞培养板

"

%&&

(

O

0孔j%

#!每个样品
*

个重复孔!每孔加
%&&

(

O

含有
9#-4

"

5

(

J

0

<O

j%

#的
:8N7!%.)&

营养

液'阴性对照组加
%&&

(

O

完全
:8N7!%.)&

培养

基!于
*1k5_9M

0

培养箱中孵育
)(A

&最后加入

%&

(

ON66

"终质量浓度为
5<

J

0

<O

j%

#!

*1k

培

养
)A

!

%5&&X

0

<$-

j%离心
5<$-

!弃上清!并每孔

加入
%&&

(

O\N3M

!室温振荡
%&<$-

!酶标仪测定

M\

)/0-<

值'以免疫组的
M\

值%对照组的
M\

值表

示各组的刺激指数"

37

#'

%2021

!

免疫雏鸡的攻毒保护试验
!!

在免疫
0%"

后!每组选择
*&

只鸡!其中
%5

只鸡用
H\]`

)(

;

/

株进行滴鼻攻毒!攻毒剂量
%&

*

;7\

5&

!另外
%5

只鸡

用
-.

I

144+'13

菌野生株
91/!%*

口服攻毒!攻毒剂

量为
%&

(

9̀ P

0

<O

j%

"

%&&

倍
O\

5&

#'各组鸡攻毒

后连续观察
0&"

!记录鸡的精神状态(发病和死亡情

况!统计免疫保护率'

%202(

!

数据统计与分析
!!

数据采用
3833%/2&

软件进行统计分析!采用单因素方差分析
#-E!Y=

D

4HM]4

进行差异性比较!并用
IX=

T

A8="8X$,<

52&

软件作图!

K

#

&2&5

表示差异不显著!

K

%

&2&5

表示差异显著!用
"

表示!

K

%

&2&%

表示差异极显

著!用
""

表示'

!

!

结
!

果

!F#

!

重组菌株
!

+'

;

O&'N#)

"

8

ORQ7)N]Q

#的鉴定

将构建成功的阳性重组质粒
T

9\H4*!LH

电

转化至减毒鸡白痢沙门菌
&

"'

I

91/!%*

后!挑取含

4<

T

的
Oc

固体培养基上的单菌落!用引物
8=%

%

8=0

进行
89:

扩增!获得一条大小约
%21Z[

的条

带"图
%

#'阳性菌落的质粒进行酶切后获得两条大

小不同的片段!大小分别为
52)Z[

和
%21Z[

左右

"图
0

#'

89:

和酶切结果表明!重组减毒鸡白痢沙

门菌
&

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

#构建成功'

!F!

!

重组菌株对雏鸡
QR[]I

抗体水平的影响

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#重组菌株免疫雏鸡

后!在一定时期内可以有效刺激机体
H\] L7

抗体

水平的增长!且在免疫后
0%"

时抗体水平达到最高

值!之后两周开始缓慢降低'

0%

"

*5"

!

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#重组菌免疫组和
H\]

.

系疫苗免

N'\H4

相对分子质量标准"

\O5&&&

#&

%'

对照&

0

(

*'

重组

菌
,

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

#

DM

基因
89:

产物

N'\H4N=XZEX

"

\O5&&&

#&

%'9#-FX#>

&

0!*'89:

T

X#"C?F,

#VDM

J

E-E$-

,

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

#

图
#

!

重组减毒菌的
2O-

鉴定

L:

4

#̀

!

I6,5;:<:1/;:353<0,13@B:5/5;/;;,5>/;,6.;0/:5

N'\H4

相对分子质量标准"

\O5&&&

#&

%'9$3L

&

n

D()"

'

酶 切
,

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

#&

0'9$3L

&

nD()"

'

酶切
,

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*

#

N'\H4 N=XZEX

"

\O5&&&

#&

%':E,FX$?F$#-VX=

J

<E-F,#V

,

"'

I

91/!%*

"

T

9\H4*!LH

#

Y$FA9$3L

&

nD()"

'

&

0':E!

,FX$?F$#-VX=

J

<E-F,#V

T

9\H4*Y$FA9$3L

&

nD()"

'

图
!

!

重组减毒菌的酶切鉴定

L:

4

!̀

!

I6,5;:<:1/;:353<,5M

D

@,<300,13@B:5/5;/;;,5>/;,6

.;0/:5

疫组显著高于
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组与
8c3

对照组"

K

%

&2&5

#!而
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#

重组菌免疫组和
H\]

.

系疫苗免疫组之间差异不

显著"

K

#

&2&5

#!

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组和

8c3

对照之间差异也不显著"

K

#

&2&5

#"图
*

#'

!F)

!

重组菌株对雏鸡体内沙门菌血清
I

4

A

抗体水

平的影响

以
-2K144+'13 91/!%*

菌体蛋白作为抗原!运

用间接
;O734

方法检测各组雏鸡血清
7

J

I

抗体水

)(&0



!

%&

期 丁
!

轲等$携带
H\]DM

基因疫苗的重组减毒鸡白痢沙门菌口服免疫原性研究

"

'K

%

&2&5

&

""

'K

%

&2&%

图
)

!

QR[]I

抗体检测

L:

4

F)

!

7../

D

3<]I/5;:B36

D

3<QR[

平'

;O734

结果表明!

%)

"

*5"

重组菌株
&

"'

I

91/!

%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组和
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免

疫组的血清
7

J

I

抗体极显著高于
8c3

对照组和

H\]

.

系疫苗免疫组"

K

%

&2&%

#'免疫雏鸡的血

清
7

J

I

抗体含量在
1

"

0("

之间呈上升趋势!且在

0("

时达到最高水平!在第
0(

天之后又呈下降趋势

"图
)

#'

"

'K

%

&2&5

&

""

'K

%

&2&%

图
%

!

沙门菌
I

4

A

抗体检测

L:

4

F%

!

7../

D

3<I

4

A/5;:B36

D

;3>"()*8%(("

!F%

!

重组菌株对雏鸡肠道
.I

4

7

抗体水平的影响

运用
;O734

方法检测各组雏鸡肠道
,7

J

4

抗体

水平!结果显示
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫

组(

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组和
H\]

.

系疫

苗免疫组肠道
,7

J

4

抗体含量均高于
8c3

对照组!且

在
0("

时达到最高水平'免疫后
%)"

时
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组和
H\]

.

系疫苗免疫组肠

道
,7

J

4

抗体含量显著高于
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#

免疫组和
8c3

对照组"

K

%

&2&5

#!

H\]

.

系疫苗免

疫组肠道
,7

J

4

抗体含量略高于
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\!

H4*!LH

#免疫组!但差异不显著"

K

#

&2&5

#&免疫

后
0%

"

*5"

!

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组(

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组和
H\]

.

系疫苗免

疫组均极显著高于
8c3

对照组"

K

%

&2&%

#!但

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组与
H\]

.

系疫

苗免疫组及
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组之间差

异不显著"

K

#

&2&5

#"图
5

#'

"

'K

%

&2&5

&

""

'K

%

&2&%

图
(

!

肠道
.I

4

7

抗体检测

L:

4

F(

!

7../

D

3<.,10,;:35I

4

7/5;:B36:

D

:5:5;,.;:5/9

!F(

!

重组菌株对雏鸡淋巴细胞增殖的影响

用
N66

法检测各组雏鸡外周血淋巴细胞的增

殖水平!计算刺激指数"

37

#'结果显示!重组菌株

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组的
37

在免疫后

0("

达到最大值!为
%2105

左右!重组菌
&

"'

I

91/!

%*

"

T

?\H4*

#免疫组的
37

为
%2*1%

左右!

H\]

.

系疫苗免疫组的
37

为
%251/

左右'方差的单因子

变量分析显示!免疫后
0%"

时!重组菌株
&

"'

I

91/!

%*

"

T

?\H4*!LH

#和
H\]

.

系疫苗免疫组显著高

于
8c3

对照组和
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组

"

K

%

&2&5

#!而
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组与

8c3

组之间差异不显著&免疫
0("

时重组菌株

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#和
H\]

.

系疫苗免疫

组均极显著高于
8c3

对照组"

K

%

&2&%

#!显著高于

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组"

K

%

&2&5

#"图
.

#'

!F$

!

重组菌株对雏鸡的免疫保护效力检测

免疫后
0%"

!以口服的方式进行攻毒鸡白痢沙

门菌
91/!%*

!以滴鼻(点眼的方式进行攻毒
H\]

`

)(

;

(

株!攻毒后连续观察
0&"

!评价重组菌免疫雏

鸡对
91/!%*

的免疫保护作用"表
0

#'免疫雏鸡对

5(&0



畜
!
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!

医
!

学
!
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!

表
!

!

重组菌免疫雏鸡抵抗沙门菌
O&'N#)

和
QR[L

%J

H

J

攻毒的保护力

*/B9,!

!

*+,:@@>5,

8

03;,1;:S,,<<:1:,51

D

3<0,13@B:5/5;.;0/:5;3>"()*8%(("

;

&((*'&)A&'D#)/56QR[L

%J

H

'

:51+:1Y,5.

组别
IX#C

T

,

91/!%* `

)(

;

/

死亡数%总数

\E=FA

%

6#F=>

存活率%
_

3CXU$U=>X=FE

死亡数%总数

\E=FA

%

6#F=>

存活率%
_

3CXU$U=>X=FE

8c3 %5

%

%5 & %0

%

%5 0&

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#

&

%

%5 %&& 5

%

%5 .1

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#

&

%

%5 %&& %&

%

%5 0*

.

系
%5

%

%5 %&& )

%

%5 1*

"

'K

%

&2&5

&

""

'K

%

&2&%

图
$

!

雏鸡免疫后各时间点的淋巴细胞刺激指数

L:

4

$̀

!

G;:@>9/;:35:56,T3<9

D

@

8

+31

D

;,.:5S/0:3>.;:@,

8

3:5;./<;,0:@@>5:M/;:35

鸡白痢沙门菌保护效力 结果显示!重 组 菌 株

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#和
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\!

H4*

#免疫组能
%&&_

抵抗野生株的感染!而
8c3

对

照组和
H\]

.

系疫苗免疫组的免疫保护率为
&

&免

疫雏鸡对
H\]

保护效力结果显示!

H\]`

)(

;

/

攻

毒后!

8c3

组死亡率高达
(&_

!重组菌株
&

"'

I

91/!

%*

"

T

?\H4*

#死亡率为
11_

!而重组菌
&

"'

I

91/!

%*

"

T

?\H4*!LH

#死亡率为
**_

!保护率为
.1_

!

H\]

.

系疫苗免疫组的存活率为
1*_

!表明该重

组菌株对
H\]

感染具有一定的免疫保护!但其免

疫保护效果略低于
H\]

.

系疫苗'

)

!

讨
!

论

减毒沙门菌作为载体可以通过自然感染途径侵

入宿主的派伊尔氏结(肠淋巴结(肝(脾等组织细胞!

将携带的
\H4

疫苗运送至免疫诱导部位!乃至于

特定的免疫细胞"如
489,

等#!借助于宿主细胞表

达目的抗原!不仅激发出宿主针对沙门菌本身的免

疫反应!而且激发出针对其所携带抗原的各种免疫

反应!包括全身体液免疫(细胞免疫和局部黏膜反

应)

%*!%)

*

'

甘军纪等)

%5

*用表达鸡
H\]DM

基因的重组鸡

痘病毒活载体疫苗
X̀8]!%0O3LH

免疫
%)

日龄的

38̀

鸡群!

1"

后即可检测到鸡
H\] L7

抗体!

X̀!

8]!%0O3LH

免疫后仅
0

"

*

周
H\]L7

抗体平均

滴度
#

)>#

J

0

!免疫后
%&

"

%(

周!

L7

抗体平均滴度

均
%

0>#

J

0

!但依然能完全保护试验鸡抵抗
H\]

强

毒的致死性攻击'孙景秀等)

%.

*构建的重组干酪乳

杆菌"

T

O4!LH

%

?2"$0&(

#免疫雏鸡!将重组菌表达

的产物
LH

蛋白作为抗原刺激机体产生免疫应答!

前
%

周其
7

J

I

抗体水平呈平稳上升!二免(三免后

试验组抗体水平迅速上升!而对照组没有变化'以

上研究表明
H\]DM

基因可诱导机体产生
L7

抗

体!且
L7

抗体具有较好的保护效力'本研究构建

的重组减毒沙门菌
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫

后一定时期内!雏鸡体内
H\] L7

抗体水平持续增

长!且在免疫后
0%"

时抗体水平达到最高值!表明

减毒沙门菌
&

"'

I

91/!%*

携带的
DM

基因疫苗能有效

刺激机体产生
H\]

的
L7

抗体产生!对雏鸡的新城

疫有一定的免疫效果'程相朝等)

%1

*将构建的减毒鸡

白痢沙门菌
&

"'

I

91/!%*

口服免疫
)

日龄雏鸡!结果

显示
&

"'

I

91/!%*

不影响雏鸡生长!且在第
%)

"

0%

天

体内特异性细胞和体液免疫水平达到最高'本研究

中!在免疫后
1"

即可检测到鸡白痢沙门菌的
7

J

I

抗

体!且在免疫后
0("

时达到最高水平!表明重组减毒

沙门菌
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#在作为减毒活载

体的同时还能有效刺激机体产生一定水平的抗沙门

菌
7

J

I

!保持了亲本株良好的体液免疫原性'

禽类黏膜免疫是机体内抵御外界病原感染的首

.(&0



!

%&

期 丁
!

轲等$携带
H\]DM

基因疫苗的重组减毒鸡白痢沙门菌口服免疫原性研究

道免疫屏障!对维护机体健康有着至关重要的作用'

黏膜免疫的主要效应因子为
,>

J

4

!它能够阻止病原

菌黏附子在黏膜表面!可以激活机体免疫机制!清除

病原!在保护自身机体和抗感染等方面发挥重要作

用)

%(

*

'在
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组的鸡

只体内检测到了肠黏液分泌型
7

J

4

!且
0%"

后

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组和
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*

#免疫组均极显著高于
8c3

对照组!表明

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#可定植肠道的相关淋巴

结!并引起有效的黏膜免疫反应'血液中
6

淋巴细

胞的转化水平可反映机体细胞免疫的状态'孙景秀

等)

%.

*构建的重组干酪乳杆菌
T

O4!LH

%

?2"$0&(

免

疫鸡淋巴细胞增殖刺激指数显著高于
T

O4

%

?2"$0&(

免疫组!表明含
LH

的重组干酪乳杆菌可诱生细胞

免疫应答'在本研究中!重组菌株
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫组与
8c3

免疫组
37

差异显著

"

K

%

&2&5

#!表明淋巴细胞在重组菌的刺激下!发生

了分裂增殖!证实携带的
DM

基因疫苗的重组菌株

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#能够刺激机体产生一定

的细胞免疫应答反应'

本研究的攻毒保护试验结果显示!重组菌

&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!LH

#免疫雏鸡用
%&

*

;7\

5&

H\]`

)(

;

/

强毒株攻击后!雏鸡的存活率可达

.1_

!略低于
H\]

.

系疫苗'

2̂R=-

J

等)

/

*用重组

菌
:!L%0&!LH

%

5=

免 疫
38̀

雏 鸡 后!用
H\]

`

)(

;

/

强毒株攻毒后的免疫保护率可达
(&_

'沙万

里等)

%/

*构建
T

]4̂

&

!LH

(

T

]4̂

&

!̀!LH

两种

\H4

疫苗肌肉注射
0

周龄雏鸡!免疫
%)"

后用
%&

5

;7\

5&

的
H\]O=3#F=

株滴鼻攻毒免疫保护率分别

为
).21_

和
/*2*_

'重组菌
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\!

H4*!LH

#免疫雏鸡用鸡白痢沙门菌强毒株
91/!%*

攻毒后!仍全部存活!表明携带新城疫病毒
DM

基

因疫苗的减毒鸡白痢沙门菌
&

"'

I

91/!%*

"

T

?\H4*!

LH

#不仅能够诱导产生对新城疫病毒的保护性免

疫应答!还能
%&&_

抵抗鸡白痢沙门菌
91/!%*

的感

染!但对雏鸡的免疫保护效果略低于
H\]

.

系疫

苗'

32bC<=X

等)

0&

*研究表明雏鸡单独免疫表达

LH

蛋白的禽
*

型副黏病毒对
H\]

强毒的攻击可

产生部分抵抗力!但同时免疫表达
LH

蛋白和
`

蛋

白的禽
*

型副黏病毒对
H\]

强毒的攻击可提供完

全保护!表明同时免疫表达
H\]`

蛋白和
LH

蛋

白的基因工程疫苗具有更好的免疫效果!构建能够

同时表达
LH

蛋白和
`

蛋白的重组减毒鸡白痢沙

门菌是否可诱导产生更高的免疫保护率还需进一步

研究探索'

综上所述!本试验构建的携带
H\] DM

基因

疫苗的重组减毒
-2

I

144+'13 91/!%*

,

"'

I

"

T

?\!

H4*!LH

#不仅能够刺激机体产生鸡白痢沙门菌特

异性应答反应!而且可以诱导机体产生针对
H\]

的免疫应答反应!具有良好的口服免疫效应!为进一

步将其开发为鸡白痢
!

新城疫二联活疫苗奠定了基

础'
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