
研究报告
Research Report

家犬用狂犬病口服基因工程疫苗的研究初探
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摘 要 中国的狂犬病主要由农村家犬通过咬伤传染所致，为了研制高效实用的家犬用狂犬病口服基因工
程疫苗，本研究把狂犬病病毒 G蛋白基因插入真核表达质粒 pIRESneo，构建重组表达质粒 pIRESneo-G，
转化入鼠伤寒减毒沙门氏菌 SL3261，构建重组口服疫苗 SL3261-pIRESneo-G。通过口服免疫小鼠，检测免疫
血清中和抗体水平及其病毒保护效果。结果显示，经小鼠口服免疫接种一次后第三周能产生高水平的中和抗
体水平，达到WHO要求的 0.5 IU/mL；免疫小鼠经肌肉注射 100 LD50/0.03 mL的野毒株 GX074后获 56%保
护效果。
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Abstract Rabies in China is mainly caused by dogs biting in rural areas. To develop an effictive rabies oral genetic
engineering vaccine for domestic dogs, we inserted the Glycoprotein gene of the rabies virus (RV) into eukaryotic
expressin plasmids pIRESneo, and constructed recombinant expressing plasmids pIRESneo-G. We electrotransted
pIRESneo-G into a attenuated salmonella typhimurium SL3261 and constructed a recombinant oral vaccine SL3261-
pIRESneo-G. We investigated immune serum neutralizing antibody level and its protective effect against rabies
virus by oral immunization of mice. The results showed that high levels of neutralizing antibodies were produced
in the third week after oral immunization of mice, reaching the WHO's requirement of 0.5 IU/mL. 56% protective
effect was obtained by intramuscular injection of 100 LD50/0.03 mL wild strain GX074 in immunized mice.
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狂犬病(Rabies)是一种由狂犬病病毒(rabies virus,
RV)引起的人兽共患传染病，致死性非常高，一旦发
病几乎 100%死亡。全球每年因狂犬病死亡的病例高
达 4~7万例。中国狂犬病的发病和死亡人数居全球
第二，仅次于印度(http://www.moh.gov.cn/publicfiles/
business/htmLfiles/mohbgt/pwsbgb/index.htm)。广西是
狂犬病的老疫区和高发区，多年来死亡人数居全国
之首，形势非常严峻(谭明杰等, 2005; Liu et al., 2007;
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潘沛江等, 2017)。
中国狂犬病发生的特点是，人的狂犬病主要通过

犬只咬伤而传播。广西家犬数量庞大，达 500万头，
部分貌似健康的家犬携带狂犬病病毒，1999~2007年
平均阳性率高达 3.22% (Tang et al., 2014;罗廷荣等,
2017,中国狂犬病年会, 9-10)。带毒家犬是该病防控
的源头关键，因此加强家犬免疫是控制我区狂犬病
的有效途径。然而，兽医技术人员在给家犬免疫注射
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图 1构建重组表达质粒 pIRESneo-G
注: M: EcoRⅠ+HindⅢMarker; 1: EcoRⅠ/BstXⅠ双酶切鉴定;
2: PCR鉴定
Figure 1 Construction of recombinant plasmid pIRESneo-G
Note: M: EcoRⅠ+HindⅢMarker; 1: Recombinant plasmid pIR-
ESneo-G with EcoRⅠ and BstXⅠ; 2: PCR product of the G gene

过程中，存在被犬咬伤致病的潜在危险。因此，在中国
乡村地区口服疫苗是防控该病的最有效免疫方式。
随着基因工程技术的迅猛发展，狂犬病口服基

因工程疫苗也取得了长足进步，二十世纪八十年代
欧洲在应用口服疫苗防控野生动物狂犬病方面已有
成功的经验。Kieny等(1984)首次运用重组痘病毒成
功表达 RV糖蛋白(glycoprotein, G)，免疫小鼠产生很
高的中和抗体，攻毒获得有效保护。Rupprecht 等
(1986; 1988)用痘病毒为载体表达 RV G蛋白，在欧
洲免疫野生动物浣熊，与弱毒口服疫苗相比，产生更
高的抗体且保护期更长。1988年美国宾夕法尼亚州
和加拿大安大略省使用该疫苗进行大规模野外投
放，取得很好的免疫效果(Johnston et al., 1988)。
本研究以减毒沙门氏菌为载体表达 RV G蛋白，

口服免疫小鼠，观察免疫效果，探讨其做为口服基因
工程疫苗的可行性。

1结果与分析

1.1成功构建重组表达质粒 pIRESneo-G

用特异性引物 ERA-G0 (+)和 ERA-G10 (-)扩增
RV ERA株的 G基因，克隆到 pMD-18T载体上，再
亚克隆到真核表达载体 pIRESneo构建重组表达质
粒 pIRESneo-G，该质粒经 EcoRⅠ/BstXⅠ双酶切和
PCR扩增鉴定，获得与预期 1 700 bp大小一致的目
的片段(图 1)，对阳性克隆进行测序分析，与模板序
列同源性达 100%，表明已成功构建了重组表达质粒
pIRESneo-G。

1.2制备重组 G蛋白沙门氏菌

将纯化的重组表达质粒 pIRESneo-G电转化到
沙门氏菌 LB5000内进行甲基化修饰。从 LB5000中
提取 pIRESneo-G并纯化，再电转化到终宿主菌沙门

氏菌 SL3261中，成功转化了重组 G蛋白的沙门氏菌
(图 2)。转化了 pIRESneo-G的沙门氏菌 SL3261可以
从小鼠肠道进入组织中表达 G蛋白。

1.3重组 G蛋白在小鼠体内表达

1 010 CFU/mL 重组菌 SL3261-pIRESneo-G 经
口服小白鼠后分别于第 10天、第 20天、第 30天对实
验小白鼠实行安乐死，无菌收集各器官组织，进行免
疫组化实验(图 3)。用 RV G蛋白单克隆抗体 MAb
15-13为一抗和羊抗鼠 IgG为二抗进行免疫组化染
色，观察重组菌 L3261-pIRESneo-G在小鼠各组织器
官中 G蛋白的表达情况。结果显示，小鼠口服重组菌
第 10天、第 20天和第 30天，在小鼠的胃、肠、肝脏
和脾脏均检出 G蛋白的表达。

1.4重组菌的安全性

重组菌 SL3261-pIRESneo-G培养在液体培养基
中，测定 OD460值。通过口服、肌注、腹腔注射小鼠,来
验证重组菌 SL3261-pIRESneo-G的安全性。每天 7:00、
12:00、18:00和 23:00 4个时间点观察小鼠的临床变
化。104~1010 CFU/mL浓度的重组菌，通过不同途径接
种小鼠，均未出现发病死亡的情况(表 1)。除了肌肉
注射的小鼠出现轻微的局部肿胀情况外，口服和腹
腔注射的小鼠均表现正常，说明重组菌 SL3261-
pIRESneo-G对小鼠安全、无毒性。

1.5重组菌口服免疫小鼠

小鼠免疫实验设 4组：生理盐水组、SL3261组、
SL3261-pIRESneo组、SL3261-pIRESneo-G组。小鼠
口服免疫后第 1~7周断尾采血，分离血清，用 ELISA
方法检测血清中和抗体水平。

图 2转化重组质粒 pIRESneo-G的沙门氏菌(100×)
注: A: LB5000-pIRESneo-G; B: SL3261-pIRESneo-G
Figure 2 Electrotransformation of recombinant plasmid pIRES-
neo-G into Salmonella typhimurium (100×)
Note: A: LB5000-pIRESneo-G; B: SL3261-pIRESneo-G
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表 1重组菌 SL3261-pIRESneo-G接种小鼠的状态
Table 1 The condition of mice inoculated with SL3261-pIRES-
neo-G

组别
Group

口服
Oral route

肌肉注射
Intramuscular
injection

腹腔注射
Ntraperitoneal
injection

阴性对照
Negative control

小鼠编号
Mice No.

1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

1010

-
-
-
-
±
±
±
±
-
-
-
-
-
-
-
-

109

-
-
-
-
±
±
±
±
-
-
-
-
-
-
-
-

108

-
-
-
-
±
±
±
±
-
-
-
-
-
-
-
-

107

-
-
-
-
±
±
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

106

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

105

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

104

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

不同浓度 SL3261-pIRESneo-G
处理的小鼠状态(CFU／mL)
The condition of mice challenged
with different concentration of
SL3261-pIRESneo-G (CFU／mL)

注: ±:局部肿胀; -:正常
Note: ±: Local swelling; -: Normal
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生理盐水组、SL3261 组、SL3261-pIRESneo 组
的小鼠血清没有检测到中和抗体，但是口服菌 SL3-
261-pIRESneo-G 组的小鼠血清中和抗体水平明显
提高，免疫第 3周所有小鼠血清中和抗体水平均达
到 0.5 IU/mL以上，抗体滴度为 0.592~1.585 IU/mL，
并持续到第 7周(表 2)。说明重组菌 SL3261-pIRES-
neo-G作为口服疫苗，可明显地诱导小白鼠产生有效

的中和抗体。

1.6小鼠免疫保护实验

重组菌 SL3261-pIRESneo-G 口服免疫小鼠第
2周，肌肉注射野毒株 GX074进行攻毒试验。SL3-
261-pIRESneo-G组在攻毒第 13天、第 14天各死亡
2只小鼠，其余 5只小鼠均存活到实验结束(21 d)，存
活率达 56% (5/9) (图 4)，高于阴性对照组，存活率 0
(0/5)和空载体组 SL3261-pIRESneo，存活率 20% (1/5)；
稍低于 ERA疫苗组 80% (4/5)。结果说明，重组菌
SL3261-pIRESneo-G口服免疫小鼠能够产生有效的
保护力。

2讨论

狂犬病是一种世界流行的高死亡率传染病。99%
以上的人死亡病例来自发展中国家。发达国家特别
是荷兰、法国、德国等欧洲国家通过口服免疫野生动
物以及给家养宠物注射狂犬病疫苗的方式消灭了狂

图 3免疫组化试验检测 G蛋白在小鼠体内表达(100×)
注: A:口服第 10天; B:口服第 20天; C:口服第 30天
Figure 3 Immunohistochemistry tests of G protein in mice (100×)
Note: A: 10 d post oral immunization; B: 20 d post oral immu-
nization; C: 30 d post oral immunization
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图 4重组菌 SL3261-pIRESneo-G免疫小鼠后攻毒 GX074小
鼠存活率
Figure 4 Survival rates of mice immunized with recombinant vac-
cine SL3261-pIRESneo-G after RV GX074 challenge

表 2免疫小鼠血清中和抗体水平(IU/mL)
Table 2 Neutralizing antibody in mice serum vaccinated with SL3261-pIRESneo-G (IU/mL)

组别
Group

生理盐水
Normal saline
SL3261

SL3261-pIRESneo

SL3261-pIRESneo-G

小鼠编号
Mice No.

1
2
1
2
1
2
1
2
3
4

0
0.057
0.048
0.068
0.003
0.085
0.063
0.043
0.043
0.017
0.085

1
0.043
0.126
0.057
0.038
0.047
0.089
0.093
0.053
0.001
0.059

2
0.015
0.012
0.061
0.261
0.051
0.084
0.084
0.108
0.242
0.168

3
0.003
0.000
0.085
0.043
0.051
0.132
0.684
1.172
0.624
0.592

4
0.013
0.043
0.094
0.052
0.053
0.136
1.459
1.126
0.740
0.688

5
0.037
0.049
0.043
0.085
0.069
0.102
1.496
1.018
0.774
0.961

6
0.040
0.044
0.061
0.063
0.088
0.176
1.220
0.993
0.798
0.956

7
0.043
0.060
0.064
0.085
0.083
0.179
1.585
0.956
0.734
0.795

免疫时间(周)
Week after vaccination (week)

犬病(Newmark, 1988; Cliquet et al., 2013; Müller et at.,
2015)。而中国大量的家犬散养在农村，免疫密度低，
造成狂犬病高发。全面免疫接种是控制狂犬病最有
效的方式，但中国犬只数量庞大，特别是在农村地区
要做好家犬免疫需要花费大量的人力物力，同时防
疫人员还存在着被咬伤致病的风险。因此，迫切需要
研发和推广免疫方式更为简单、安全的口服疫苗。
目前，在研发狂犬病口服疫苗方面，学者们构建

了减毒活疫苗(Wandeler et al., 1988)、痘病毒载体重
组苗(Kieny et al., 1984)、腺病毒载体重组苗(Choi et
al., 2015; Kim et al., 2017)、转基因番茄重组苗(Singh
et al., 2015) 以及利用反向遗传学技术构建的重组苗
(Cliquet et al., 2013; Zhou et al., 2015; Yang et al., 2016)
等，以减毒沙门氏菌为载体制备的狂犬病重组口服
疫苗未见报道。减毒沙门氏菌口服疫苗通过粘膜免
疫刺激免疫系统产生细胞免疫和体液免疫，同时具
有繁殖迅速、培养简便等优点，在多种病原体如病
毒、细菌、寄生虫的口服疫苗研发中得到越来越多的

关注。以猪霍乱减毒沙门氏菌为载体的猪伪狂犬病
病毒(pseudorabies, PRV) gD基因口服疫苗免疫小鼠，
能够诱导机体产生抗 PRV的抗体，刺激淋巴细胞增
值和细胞毒性 T细胞反应，并且在攻毒 PRV强毒株
时，小鼠得到有效保护(Shiau et al., 2001)。将炭疽杆
菌 PA基因导入鼠伤寒减毒沙门氏菌 SL3261，口服
免疫小鼠。在炭疽杆菌的攻击下，经口服免疫的小鼠
获得有效保护(Coulson et al., 1994)。SL3261是一种
aroA基因缺失的减毒株，近年的研究表明 SL3261
能够进入多种细胞表达外源基因(黄建生等, 1996,微
生物学报, 36(3): 234-236;董坚等, 2008)。
以活的弱毒 RV如 SAD B19株、SAD Bern株等

制备的口服疫苗存在着毒力返强、散毒的风险。斯洛
文尼亚于 1995年发起了口服疫苗清除狐狸狂犬病
的行动。2012年 5月，人们捕获了一只出现典型狂犬
病症状的红狐(赤狐)。在它的脑组织和唾液腺中检测
到了 RV N 基因，核苷酸序列分析发现与疫苗株
SAD B19的 N基因同源性高达 100% (Hostnik et al.,
2014)。2015年 7月，研究人员从罗马尼亚一只临床
疑似狂犬病牛的脑组织中分离到了 RV，核苷酸序列
分析发现该毒株 N、G基因与疫苗株 SAD B19的同
源性为 100% (Vuta et al., 2016)。

RV G基因是一个非常重要的毒力基因，它与病
毒的毒力、致病性、免疫原性、吸附、传播、复制密切
相关(Dietzschold et al., 2008)。本研究将 RV G基因
插入质粒 pIRESneo 构建重组质粒 pIRESneo-G，将
重组质粒转染 BHK-21细胞，间接免疫荧光检测到
G蛋白能在仓鼠细胞 BHK-21中表达(王卫华, 2006)。
将重组质粒 pIRESneo-G转化鼠伤寒减毒沙门氏菌
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SL3261，制备成口服基因工程疫苗 SL3261-pIRES-
neo-G；104~1010 CFU/mL浓度的重组菌通过口服、肌
肉注射、腹腔注射等途径接种小鼠均无致病性，胃、
肠、肝脏和脾脏均未发现组织异常病变，说明本研究
以减毒鼠伤寒沙门氏菌为载体制备的 RV G蛋白重
组口服疫苗安全可靠，避免了 RV口服疫苗毒力返
强的潜在危险。
分别于免疫第 10天、第 20天、第 30天，采用免

疫组化的方法检测到小鼠胃、肠道、肝脏、脾脏等主
要消化器官均有 RV G蛋白的表达，说明该重组菌已
在小鼠体内寄生。但随着时间的延长 G蛋白的表达
也逐渐减少，这是因为 SL3261是一种 aroA基因缺
失株，基因缺失导致芳香族氨基酸营养缺陷，因此在
小鼠体内难以获得充足的养分而继续存活。小鼠口
服免疫重组菌 SL3261-pIRESneo-G第 3周产生了较
高的中和抗体(0.5 IU/mL以上)，并持续到第 7周。根据
World Health Organization (2013)狂犬病专家评判指
标，认为口服免疫中和抗体水平等于或高于 0.5 IU/mL，
表示在野毒攻击时能得到有效的保护。一次口服免
疫的小鼠经肌肉注射攻毒后获得 56%的保护率，与
疫苗株 ERA (80%)相比略低。可在第一次口服免疫
的基础之上，加强进行二免，会提高免疫保护效果。
综上所述，本研究采用分子生物学新技术开发

针对犬的狂犬病口服基因工程疫苗，免疫小鼠能够
产生较高的中和抗体，抵抗野毒的攻击。本研究小组
正在利用该重组口服疫苗给家犬投服，检测在家犬
的免疫效果，争取将来通过更多的实验来证实该重
组口服疫苗的可靠性、安全性和实用性，为减少人狂
犬病发病数，维护社会稳定，保障公共健康安全提供
技术支撑。

3材料与方法

3.1小鼠、病毒与菌株

4周龄的 BALB/c小鼠购自广西医科大学动物
实验中心；RV疫苗株 ERA、野毒株 GX074、质粒
pIRESneo由广西大学动物科学技术学院预防兽医学
实验室保存；减毒鼠伤寒沙门氏菌 LB5000和SL3261
分别由山东大学口腔医学院和中山大学附属第一医
院消化内科惠赠。

3.2主要试剂

TRIZOL、Taq DNA polymerase、dNTP 购自上海
生工公司；M-MuLV反转录酶购自美国 Promega 公

司；pMD18-T vector 购自日本 TaKaRa 公司；Rnasin
购自华美生物工程公司；酵母提取物和胰蛋白胨购自
大连宝生物公司；大肠埃希氏工程菌 DH5 α为广西大
学动物科学与技术学院预防兽医学保存；RV G蛋白
小鼠单克隆抗体MAb 15-13日本岐阜大学源宣之教
授馈赠；Goat Anti-Mouse IgG, H＆L Chain Specific
Rhodamine Conjugate购自美国Merck公司；SerelisaTM

狂犬病抗体检测试剂盒购自法国新百克斯公司。

3.3培养基的配制

胰蛋白胨 10.0 g，酵母提取物 5.0 g，NaCl 100 g，
加 1 000mL灭菌去离子水，调 pH至 7.0，15磅(121℃)
高压灭菌 20 min，即为普通液体培养基。在培养基中
加入 2%琼脂，高压灭菌后，倒制固体平板培养基。

3.4重组表达质粒的构建

根据发表在 GenBank的 G基因序列设计引物，
上游引物 ERA-G0：5'-GAATTCAACATCCCTCAAA
AGACTTA-3'和下游引物 ERA-G10：5'-GCCCAATG
CATTGGCATGGAGTTCAAGGAGGACTA-3'，5' 端
和 3'端分别引入 EcoRⅠ和 BstXⅠ酶切位点(斜体部
分)，扩增狂犬病 ERA毒株的 G蛋白基因，用 PCR和
双酶切法鉴定，同时对插入的 G基因进行序列测定。
验证正确后，用 EcoRⅠ和 BstXⅠ酶切 pMD18-T-G
重组质粒，酶切产物用 T4 DNA 连接酶连接到经
EcoRⅠ和 BstXⅠ双酶切并纯化的空载体质粒 pIR-
ESneo上，转化大肠杆菌 DH5α，37℃恒温培养箱培
养过夜。挑取阳性单个菌落进行培养并抽提质粒，用
PCR和双酶切方法鉴定，对插入基因进行测序验证。

3.5电转化

取 100 μL感受态细胞(LB5000或 SL3261)，冰浴
20 min融化，加入 1 ng pIRESneo-G重组质粒。转移
入预冷的电击杯，电场强度 12.5 kV/cm，电击脉冲宽
度 5 ms电击后迅速加入 900 μL 37℃预热的 SOC培
养基。37℃ 220 r/min复苏 2 h，取 100 μL菌液涂布
平板上，37℃培养 16 h。

3.6免疫组化

组织切片的制备：组织样品胃、肠道、肝脏、脾脏
浸泡于 4%多聚甲醛固定，转移入 20%蔗糖溶液中
4℃过夜。蜡块制作、切片、贴片，用 0.01 mol/L KPBS
清洗 3次，5 min/次。加入 0.3%的过氧化氢甲醇溶液
(甲醇 80 mL＋0.01 mol/L KPBS 100 mL＋30%过氧化
氢)浸泡 30 min，0.01 mol/L PBS清洗 3次，5 min/次。
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加入 0.3% Triton X 100 (30% Triton X 100＋0.01 mol/L
KPBS 100 mL)作用 30 min，0.01 mol/L KPBS 清洗
3次，5 min/次。

免疫组化染色：加入用血清稀释液(牛血清白蛋
白 1.00 g＋0.01 mol/L PBS 100 mL＋叠氮纳 0.08 g)稀
释的一抗 RV G蛋白小鼠单克隆抗体 MAb 15-13，
4℃孵育 24 h；0.01 mol/L KPBS洗 3次，5 min/次。加
入 0.01 mol/L KPBS 稀释的的酶标二抗 Goat Anti-
Mouse IgG，室温孵育 2 h。0.01 mol/L KPBS洗 3次，
5 min/次。加入显色液，进行免疫组织化学显色，加入
0.01 mol/L KPBS终止反应。梯度酒精脱水之后，封
片，拍照。

3.7 ELISA方法检测 RV中和抗体

于重组菌 SL3261-pIRESneo-G免疫小鼠第 0周、
第 1周、第 2周、第 3周、第 4周、第 5周、第 6周、第
7周，断尾采血分离血清，用 ELISA方法检测 RV的
中和抗体，具体方法按试剂盒说明书操作进行。

3.8 重组菌安全性实验

用液体培养基培养重组菌 SL3261-pIRES-
neo-G，37℃培养 16~20 h，OD460 在 0.4~0.8 之间时，
通过平板计数法、显微计数法和比浊法进行综合判
定培养的重组菌 SL3261-pIRESneo-G浓度。4周龄
的 BALB/c小鼠共 112只随机分成 28组，每组 4只。
制备 104~1010 CFU/mL浓度的重组菌，将每个浓度的
重组菌分别通过口服、肌注、腹腔注射 3种方式攻毒
小鼠,来验证重组菌 SL3261-pIRESneo-G的安全性。
每天 7:00、12:00、18:00 和 23:00，4 个时间点观察小
鼠的临床变化。

3.9小鼠免疫保护实验

4周龄的 BALB/c小鼠共 24只随机分成 4组，
即阴性对照组(生理盐水组) 5只、ERA疫苗组 5只、
SL3261-pIRESneo空载体组 5只、重组菌 SL3261-
pIRESneo-G 组 9 只。109 CFU/mL 浓度的重组菌
SL3261-pIRESneo-G口服免疫小鼠第 2周，肌肉注
射剂量为 100 LD50/0.03 mL的野毒株 GX074进行攻
毒试验，观察攻毒 3周内重组菌的免疫保护效果。
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