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摘要    鸡球虫病给禽类养殖业带来重大经济影响. 本实验利用 DNA 重组技术将柔嫩艾

美尔球虫保护性抗原基因 rhomboid 和增强型绿色荧光蛋白 EGFP 基因串连, 将其克隆到

BCG中, 构建 EGFP标记柔嫩艾美耳球虫重组卡介苗 pMV361-Rho/EGFP. 将 rBCG口服免

疫 6 日龄雏鸡, 一周后剖杀, 取肝、脾、肺、肾、盲肠各组织器官制作冰冻切片, 激光共聚

焦显微镜观察各组织器官 rhomboid 表达情况. 另分别于免疫后 7, 14, 21, 28 天提取肝、脾、

肺、肾、盲肠各组织器官总 RNA, 实时定量 RT-PCR 方法检测 rhomboid 目的基因转录情

况, 比较各时期组织器官 rhomboid基因表达量. 结果显示, 免疫一周后, 用激光共聚焦显微

镜观察到在肝、脾、肺、肾、盲肠各组织器官中均有 EGFP 表达. 实时定量 RT-PCR 结果

显示, 免疫 14 天后 rhomboid 基因表达量达到高峰, 随后开始下降, 至 28 天后消失. 本研究

为重组卡介苗疫苗作为抗球虫疫苗的研究奠定基础. 
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鸡球虫病是由寄生于肠道的艾美耳属(Eimeria)

原虫引起的危害禽类养殖业发展的重要疾病, 严重

影响了饲料的利用率和鸡的生长[1,2]. 目前本病防治

主要依赖于药物和活虫苗[3,4], 但随着近年来耐药虫

株的频繁出现, 研制开发新药成本高, 加之普遍存在

的球虫免疫程序复杂等问题, 生产安全有效的球虫

疫苗已成为当务之急[5,6]. 
有研究[7]报道, 作为递呈异源抗原的活病毒和细

菌载体能够减少免疫的剂量 . 卡介苗 (bacille cal-
mette-guérin, BCG)是一种减毒的牛型结核分枝杆菌, 
是表达重组外源基因的一种非常理想的活菌疫苗载

体[8,9]. 它本身是一种强免疫佐剂和非特异性免疫增

强剂, 能诱导对异源抗原的体液免疫和细胞免疫应

答, 并且热稳定性强, 副作用小, 易于生产, 最重要

的是单次接种即能诱导机体产生完全持久的免疫反

应[10,11]. BCG 能有效地诱导不同抗原的获得性免疫

应答, 已在多种病原体表达的重组卡介苗(rBCG)中
得以证实, 但在 BCG 内表达鸡球虫抗原基因, 国内

外研究报道很少. 
本实验将柔嫩艾美尔球虫保护性抗原基因

rhomboid 和增强型绿色荧光蛋白 EGFP 基因进行串

连 , 克隆到大肠杆菌—分枝杆菌整合表达载体

pMV361 中构建球虫重组卡介苗, 将表达增强型绿色

荧光蛋白的 rBCG 通过口服免疫雏鸡, 观察其在鸡体

内各组织器官中的分布及其稳定性和消长规律, 为
卡介苗作为鸡球虫病疫苗抗原递送载体及其在鸡体
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内免疫机理的研究提供实验基础. 

1  材料和方法 

1.1  材料 

(1) 实验动物.  60只 1日龄海兰小公雏, 购自长

春市种鸡厂, 实验动物饲料未添加任何抗生素及抗

球虫药, 并经 80℃烘烤 2 h 以上. 
(2) 菌种、质粒.  rhomboid 基因从本实验室所构

建的 E.tenella cDNA表达文库中筛选, 宿主菌 DH5α、
pEGFP-N1 质粒、pMD-18T 质粒(购于 TaKaRa 公司), 
大肠杆菌-分枝杆菌质粒整合表达载体 pMV361 
(Stover 博士构建[13])由本室保存, 预防用卡介苗购于

长春生物制品研究所. 
(3) 虫株.  E.tenella 孢子化卵囊, 吉林大学畜牧

兽医学院寄生虫研究室培育并保存. 
(4) 主要试剂.  卡介苗培养基 Middlebrook 7H9

购自美国 Difco 公司; 各种限制酶、AMV 反转录酶、

T4 DNA 连接酶、蛋白质 Marker、DNA marker 均购

于 TaKaRa 公司; 2×Taq PCR MasterMix、质粒提取试

剂盒、凝胶回收试剂盒购于北京天根生化科技有限公

司; 丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠(SDS)
均为 Promega 产品, TRIzol 购自 Invitrogen 公司. 

1.2  方法 

(1) rhomboid, EGFP 基因的扩增与克隆.  根据

GenBank 中 E.tenella rhomboid 基因(DQ323509)DNA
序列及整合载体 pMV361 物理图谱采用 Primer5.0 软

件设计特异性引物并引入酶切位点. 
Rho  上游 QF：5′-CTGACAGCTGATGTCGGA 

CATCGAATCCCAGAG-3′; 下游 QR：5′-GACTCT  

CGAGTGCGCATCCCATGGCAAAGGAA-3′; EGFP  

上游 GF：5′-GATCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCG- 

3′; 下游 GR：5′-CGCATCGATTTACTTGTACAGCTC 

GTCC-3′. 

引物由大连宝生物工程有限公司合成. PCR 产物

经纯化后, 分别与 pMD18-T 载体连接, 转化至感受

态 E.coli DH5α中. 通过酶切分析、PCR 扩增鉴定重

组克隆, 并送大连 TaKaRa 公司测序. 
(2) 重组整合表达载体 pMV361-Rho/EGFP 的构

建. 将纯化的质粒 pMV361 用 PvuⅡ/ClaⅠ酶进行消

化, PCR 产物 rhomboid, EGFP 基因测序鉴定正确后

进行双酶切反应并回收目的片段 , pMV361 与

rhomboid, EGFP 基因片段以 2∶3∶3 物质的量比混

合, 16℃连接过夜, 连接产物转化 E.coli DH5α后筛选

阳性重组质粒 . 将重组质粒命名为 pMV361-Rho/ 
EGFP(图 1). 

(3) BCG 感受态的制备及电转化 . 参照文献

[12~14], 将 BCG 接种于 7H9ADC 液体培养基中, 
37℃培养至对数生长期(3~4 周), 4000×g 离心收集菌

体, 沉淀用 10%甘油洗涤 3次, 最后重悬于 1 mL 10%

甘油中, −80℃ 保存用于电转化. 取 60~80 μL 菌液加

入 0.1 μg 重组质粒 pMV361-Rho/EGFP 置于电 转杯

中. 电转条件为：电压 2.5 kV, 电容 25 μF, 电阻 1000 Ω. 
转化后立即加入 7H9ADC 培养基中, 37℃培养 2 天后

涂布于含 Kan 7H9ADC 培养基平板. 
(4) SDS-PAGE 和 Western 印迹. 从含有 Kan 的

7H9ADC 培养基平板上挑取 BCG 重组子, 接种于液

体培养基(含 Kan), 37℃培养至对数生长期, PCR 鉴定

含有 rhomboid, EGFP 基因后, 45℃水浴中诱导 2 h, 
离心收集菌体, 加入分枝杆菌裂解缓冲液以重悬沉

淀, 并加入终浓度为 1%SDS, 100 μg/mL溶菌酶, 37℃

作用 15 min. 超声处理后, 进行 SDS-PAGE 电泳, 考
马斯亮蓝 R250 染色 , 观察融合蛋白表达情况 . 
SDS-PAGE 后, 切出含待转移蛋白的凝胶, 电转到尼

龙膜上. 电转移结束后, 加封闭液(5%脱脂奶粉溶于

PBST 中), 4℃封闭过夜, 加入自制 E.tenella 阳性血清

(ELISA 效价为 1∶12800)用封闭液 1∶1000 稀释, 
37℃作用2 h. 洗涤缓冲液洗膜后, 加入HRP标记羊抗

鼠 IgG 抗体反应(1∶500). 最后用 DAB 显色液显色. 
(5) 动物实验.  将购买的 1 日龄海兰小公雏, 饲

养于严格消毒无球虫的铁丝笼中. 自由采食, 自由饮

水 . 6 日龄时 , 将鸡只随机分成两组 , 实验组口服 
200 μL rBCG pMV361-Rho/EGFP(107 单位/只), 对照

组口服 200 μL 生理盐水. 
(6) 激光共聚焦显微镜观察.  免疫一周后对鸡

只进行剖杀, 无菌取出肝、脾、肺、肾、盲肠各组织 
器官, OCT 包埋后移入−20℃冰冻切片机中, 切片厚

度 8~12 μm, 平铺于预先高温烘烤处理过的载玻片上, 
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丙酮固定后树胶封片, 激光共聚焦显微镜下观察各

组织器官 EGFP 表达情况. 
(7) 抗体水平检测.  分别于免疫后 1, 2, 3, 4 周

用 ELISA方法对抗体水平进行检测. E. tenella子孢子

抗原(10 μg/mL) 4℃包被过夜, BSA 室温封闭 1 h 后, 
加入 100 μL 血清室温作用 2 h, 最后加入酶标兔抗鸡

IgG 抗体(1∶1000), 洗涤后加入 OPD 显色反应 10 
min. 分光光度计检测吸光值 A490 nm. 

(8) 实时定量 RT-PCR.  分别于免疫后 7, 14, 21, 
28 天随机选取 4 只雏鸡进行剖杀, 取肝、脾、肺、肾、

盲肠各组织器官, 按照 TRIzol 说明书提供的方法提

取各组织器官总RNA. RNA沉淀最终溶于灭菌DEPC
水中, DU650 分光光度计检测其含量, 1%琼脂糖凝胶 

电泳分析其完整性. 
以提取的总 RNA 为模板, Oligo-dT 为引物进行

反转录反应. 反应体系 20 μL：RNA 1 μL, 5×AMV 

缓冲液 4 μL, dNTP 混合物(10 mmol/L) 3 μL; RNase
抑制剂(40 U/μL) 1 μL; Oligo-dT (10 pmol/μL) 1 μL; 
AMV 反转录酶(5 U/μL) 0.5 μL; 无 RNase 蒸馏水 
9.5 μL. RT 反应条件：42℃, 55 min; 95℃, 5 min.反应

产物保存于−20 .℃  以 RT 产物为模板, 再进行 PCR
反应, 所用引物及探针如表 1.  

PCR 反应体系 20 μL, 反应条件为：94℃, 30 s, 
60℃, 40 s, 72℃, 40 s, 共 30 个循环, 最后 72℃延伸 
10 min. 每个样品重复 3 遍, ABI Prism 7000 SDS 软件

进行数据分析 . 结果显示为 rhomboid 和 GAPDH 
mRNA 的比值. 

2  结果 

2.1  重组质粒 pMV361-Rho/EGFP 的鉴定 

以筛选的阳性克隆质粒为模板, 分别以 QF, QR
和 GF, GR 为引物进行 PCR 扩增, 产物经琼脂糖凝胶

 

 

图 1  重组载体 pMV361-Rho/EGFP 构建流程 
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表 1  实时定量 RT-PCR 引物及探针序列 
基因 引物及探针 

正向引物  5′- GAGCGCGTCTTGTACCAAT-3′ 
反向引物  5′- AATGCCGACATGAAGGAAA-3′ 

rhomboid 

探针  5′-FAM-CCTGGGATACGGCACCTCCAA GC-ECLIPSE-3′ 
正向引物  5′-AGCGACTCGGAAGAAGAACAAG-3′ 
反向引物 5′-CTCACTCCTTGGATGCCATGT-3′ 

GAPDH 

探针 5′-FAM-ATACAGCAACCGTGTTGTGGACTTGATGGT-ECLIPSE-3′ 
 

电泳检测在 770 bp 和 750 bp 处出现清晰的阳性扩增

带(图 2); 将重组质粒 pMV361-Rho/EGFP 分别用 Pvu
Ⅱ+XhoⅠ和XhoⅠ+ClaⅠ进行双酶切鉴定, 电泳后均

可见目的条带, 与预期结果一致, 证明重组质粒构建

成功(图 3). 
 

 
图 2  重组质粒 pMV361-Rho/EGFP 的 PCR 鉴定 

M: DL2000 Marker; 1, rhomboid 基因 PCR 扩增产物;  
2, EGFP 基因 PCR 扩增产物 

 

图 3  重组质粒 pMV361-Rho/EGFP 的酶切鉴定 
M: DL2000 Marker; 1, rhomboid 基因; 2, pMV361-Rho/EGFP 用
PvuⅡ和 XhoⅠ酶切; 3, EGFP 基因; 4, pMV361-Rho/EGFP 用  

Cla Ⅰ和 XhoⅠ酶切 
 

2.2  重组蛋白 SDS-PAGE 及 Western 印迹检测 

将处于对数生长期的 pMV361-Rho/EGFP重组卡

介苗 45℃诱导 2 h 后, 经 12% SDS-PAGE 电泳检测, 

结果表达出的融合蛋白的相对分子质量为 50 kD 左

右, 与预期结果一致(图 4), 表明 Rho/EGFP 成功地在

rBCG 中表达. 

 
图 4  rBCG pMV361-Rho/EGFP SDS-PAGE 及 Western  

印迹检测 
(a) 1, BCG; 2, rBCG pMV361-Rho/EGFP; 3, rBCG pMV361 

(b) M: Marker; 1, 2, rBCG pMV361-Rho/EGFP; 3, BCG 

2.3  重组卡介苗在鸡体内各组织器官的分布 

将进行免疫重组卡介苗 pMV361-Rho/EGFP的鸡

于一周后进行剖杀, 取肝、脾、肺、肾、盲肠各组织

器官做冰冻切片, 使用激光共聚焦显微镜观察并拍

照, 结果如图 5. 从图中可看出, 口服免疫重组卡介

苗 pMV361-Rho/EGFP 后, 在肝、脾、肺、肾、盲肠

各组织器官中均有 EGFP 蛋白表达, 而阴性对照中无

此荧光蛋白显示. 

2.4  抗体水平检测 

实验组和对照组鸡只体液免疫水平 ELISA 检测

结果见图 6. 在不同的时间点每组随机选取 5 只鸡进

行心脏采血, 收集血清. rBCG 免疫 1 周后并未检测到

抗体水平, 实验组在免疫 3~4 周后组均显示一定的抗

体效价, 而且不断升高, 与阴性对照组差异显著. 

2.5  rhomboid基因表达量的 RT-PCR 检测 

实时定量 RT-PCR 方法检测 rhomboid 目的基因

在不同时期各组织器官的基因表达量. 结果显示如

图 7, rBCG 免疫雏鸡 7 天后能在肝、脾、肺、肾、盲

肠各组织器官中检测到 rhomboid 基因的表达, 并在免 
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图 5  重组卡介苗在鸡只体内各组织器官的分布(×600) 
(a) 肝, ×600; (b) 脾, ×600; (c) 肺, ×600; (d) 肾, ×600; (e) 盲肠, ×600;  

(f)~(j) 分别为阴性对照的肝、脾、肺、肾、盲肠, ×600 
  

 

图 6  ELISA 检测各组鸡抗体效价变化 
 

 

图 7  免疫不同时间各器官 rhomboid基因表达量的

RT-PCR 检测 
 

疫 14 天后 rhomboid 基因表达量显著增加达到最高, 
之后开始逐渐降低, 第 28 天 rhomboid 基因表达消失. 

3  讨论 
选择合适的抗原和表达载体是影响球虫疫苗诱

导有效免疫应答的两个重要因素 . 研究表明原虫

rhomboid 蛋白是一类膜内丝氨酸蛋白酶, 它在侵入宿

主细胞过程中, 对水解微线蛋白具有重要作用[15,16]. 
rhomboid 蛋白作为优秀的球虫疫苗候选抗原已在本

实验组先前的研究中得到了证实 [17,18]. 在目前所有

活疫苗中卡介苗热稳定性最好, 生产成本低, 易于保

存和运输, 而且是世界上应用最广泛、最安全的疫苗, 
为推广应用提供可靠保证. 此外, 从疫苗的安全性和

诱导特异性免疫反应的角度出发, 卡介苗亦是异源

抗原免疫的优良载体. 鉴于卡介苗在球虫重组疫苗

研究中的优点, 本研究选用了 BCG 作为球虫保护性

抗原基因的表达宿主, 在 BCG 中进行了 rhomboid 蛋

白和 EGFP 的融合表达. pMV361 表达载体含有从分

枝杆菌噬菌体 L5 获得的整合基因 , 重组质粒

pMV361- Rho/EGFP 能够通过特异性位点整合到

BCG 基因组. Western 印迹结果证实 rhomboid 和

EGFP 成功在 BCG 中克隆和表达. 
黏膜免疫被认为是优于其他位点的能够在黏膜

感染疾病中诱导保护性免疫应答的有效免疫方 
式[19~21]. 因此, 本实验采用了口服方式进行 rBCG 免

疫, rBCG 能够通过鸡的消化道, 并且抵抗胃酸和一

些酶的消化, 然后被肠道的细胞吸收, 激活有效的免

疫保护. 
实时定量 RT-PCR 结果显示, 在实验鸡各组织

器官中均检测到了 rhomboid 的转录产物, 说明实验

所用 rBCG 菌可侵入鸡的肝、脾、肺、肾、盲肠各组

织细胞表达异源抗原, 这样不仅能激发鸡体对结核

杆菌本身的免疫反应, 使 BCG 作为免疫增强剂发挥
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很好的作用, 而且能够激发出针对柔嫩艾美耳球虫

抗原的特异性免疫应答, 将外源性球虫 rhomboid 基

因表达的保护性蛋白通过黏膜免疫系统传递给机体

的抗原递呈细胞, 通过体液免疫和细胞免疫产生抗

球虫抗体, 从而发挥其抗球虫的功能. 
从表达动态上来看, 雏鸡免疫 rBCG 后 7 天即可

检测到 rhomboid 的转录产物, 说明本实验所构建的

rBCG 疫苗基因在体内很快得到转录和表达, 而且结

核杆菌在鸡体内有一个积累的过程, 在第 28 天几乎检

测不到目的基因转录产物, 可能的原因是基因的表达

在一定时间后受到抑制或者疫苗 rBCG 逐渐被机体清

除. 这种现象有利也有弊, 有利的一面是可以防止因

基因无限表达而产生免疫耐受或免疫过敏的现象, 弊
端是由于表达时间的限制很可能诱导的免疫应答强度

不够而起不到免疫保护效果, 但后者可能通过增加免

疫次数和加强免疫剂量而得到改善.  
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