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提 要 将编码肠毒素源性大肠杆菌定居因子抗原!")基因克隆至./0)’(，转化#$%基因

突变的&’()*+/)(%’，获得重组质粒.11)2，再将后者转化至减毒的"34"5、"34"6、"378伤

寒沙门氏菌，构建了无药物抗性且稳定的大肠杆菌和伤寒双价菌苗候选株。小鼠腹腔免疫和

攻击实验表明，该菌株对伤寒沙门氏菌毒株的攻击具有良好的保护作用。家兔免疫实验证

明，该菌株能产生抗61)和伤寒菌9:抗原的血清抗体。

关键词 肠毒素源性大肠杆菌，定居因子61)，伤寒沙门氏菌，双价活菌苗

分类号 ;$’+#’ 文献标识码 5 文章编号 (((+<)*(%（+%%%）()<(&$$<$,

人源肠毒素源性大肠杆菌（=>?@4"?"A:B@>:C&$(,-.+(,+#()*+，=D=6）是发展中国家婴

儿和旅游者腹泻的主要病原菌，病原菌的主要致病因素是定居因子（6"E">:F3?:">G3C?"4
3>?:B@>7，6H57）和肠毒素（=>?@4"?"A:>），61)是6H5／I9的共有抗原成分，以往试验表明，

定居因子抗原具有良好的免疫原性，是制备=D=6疫苗的重要组成部分［+，*］。

以减毒沙门氏菌作为载体构建双价活菌苗，是目前研制新型菌苗的重要途径之一。

伤寒沙门氏菌"#*/)0-**#123,+;12+’是由野生型伤寒沙门氏菌DJ*通过缺失突变构建

的减毒株，既可用于预防伤寒，又可作为构建活菌苗的载体菌。本实验室已从人源肠毒素

源性大肠杆菌=&+%／))5株中克隆出编码定居因子抗原61)的基因，构建了重组质粒

.KL*$&，并在大肠杆菌中获得了表达。本文在此基础上，将定居因子抗原61)基因导入

减毒伤寒沙门氏菌菌苗候选株;12+’中，观察其在减毒伤寒沙门氏菌中稳定表达情况及

其免疫原性，为构建新型双价活菌苗打下基础。

$ 材料和方法

菌株、质粒和培养基

伤寒沙门氏菌"#*/)0-**#123,+DJ*购自卫生部药品生物制品检定所，大肠杆菌

/)(%’由美国华盛顿大学;"J6M4?:77!教授惠赠，大肠杆菌;;I（.KL*$&）、伤寒沙门氏

菌"34"5、"34"6双突变体"’123,+;12()和"34"5、"34"6、"378三突变体"’123,+
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!"#$%由本实验室构建。本实验采用的培养基为&’或’()，必要时加二氨基庚乙酸或

氨苄青霉素。

!*" 工具酶及化学试剂

限制性内切酶、+#,-.连接酶、!-.酶、+/0聚合酶均购自华美生物工程公司和

123456/公司。对氨基苯甲酸（7.’.）、8，9:二羟基苯甲酸（,(’）、二氨基庚乙酸（,.1）

均为";64/公司产品。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔)6<购自卫生部北京生物制品研究

所，=;抗体购自卫生部药品生物制品检定所，抗>"?抗血清由本实验室制备。

!*# 重组质粒的构建和电穿孔法转化［#，$］

含目的基因的质粒,-.经相应的限制性内切酶消化后，采用低熔点琼脂糖法回收

目的片段，与经酶切的载体混合后置#@连接过夜，用电穿孔法转化经氯化钙法制备的

!"#$%&’!"#$%感受态细胞。

!%$ &’&()*+,和-./0.1234500627实验

按参考文献［9］进行。

!*8 稳定性实验［8］

重组菌分别接种有选择压力（无,.1）和无选择压力（含,.1）的&’培养基中，每隔

$8A转种新鲜培养基一次，连续传代$BC，再涂布含,.1的平板，随机挑取$BB个单菌落，

分别点种在&’琼脂平板和加,.1的&’琼脂平板上，观察在不含,.1的平板上是否能

生长，再通过提取质粒，=;抗原凝集实验及D5EF52G’H3FF;G6检测重组菌中的外源基因表

达情况。

!%9 野生菌株!"#$%&’:;"的<’8=测定

选用体重为$#!$?6雌性昆明小鼠，实验前在动物房稳定一周，随机分五组，每组?
只，所用剂量为8IJJK$BL!$IJBK$BJ>MN，腹腔注射含一定菌数的菌液BI84&／只，观

察9C，记录死亡及存活动物数。

!*> 小鼠腹腔免疫和攻击试验

选用雌性昆明小鼠，体重$#!$?6，试验前在动物房稳定一周，随机分成八组，每组?
只，其中对照为两组，免疫组为六组，以六个剂量LI##K$B#!$I%BK$BJ腹腔免疫，对照

组腹腔注射生理盐水。免疫9次，间隔9C，最后一次免疫后的第$BC以$BK&,LB剂量的

伤寒菌毒株!"#$%&’+O8腹腔攻击，观察%C，记录结果。

!*? 免疫原性试验

试验用雄性大耳白家兔，体重8ILP6，耳缘静脉分别注射甲醛处理的菌体：!"#$%&’
!"#$%（7""?#），!"#$%&’!"#B?，!!)（7Q<89L），剂量为$I?K$B%!8IBK$BJ或生理盐水

$4&／次，免疫#次，间隔9!#C，分别在第B，$#，8J，#8，L?C。耳动脉或耳静脉采血$4&，

待凝固后，吸取血清，用于效价测定。

" 结果和讨论

"*! 重组质粒的构建及在大肠杆菌和伤寒沙门氏菌中的表达

重组质粒的构建如图$所示。将质粒7Q<89L用!())和!)*)酶切，回收目的基因

片段+!?，用同样的酶对质粒7R&?%B酶切，回收9IBPS片段作载体，然后在+#,-.连接
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酶的作用下进行连接，转化!"#$%&!"#$%，用不含&’(的琼脂平板筛选转化子。以质粒

)!*"%#为对照，分别用’()+、’)%+、’*++和’()+、’)%+酶切鉴定，结果表明构建正确

（图略），含目的基因,’"的重组质粒命名为),,"-。

图. 重组质粒),,"-的构建

/012. 3456789:70454;8<:4=>05?57)@?6=0A),,"-

为检测重组菌!"#$%（),,"-）是否能表达,’"，以含,’"基因的菌株BB+（)CDEFG）

为阳性对照，含空载体的菌株!"#$%（)!*"%#）为阴性对照，分别制备样品，经,&,H(’DI
电泳后，J<67<85K@477051分析，结果表明重组体!"#$%（),,"-）与BB+（)CDEFG）均表达

,’"基因，见图E。

为避免伤寒沙门氏菌对外源质粒的限制作用，提高转化效率，采用电穿孔法将含

,’"基因的重组质粒),,"-转化!?84’、!?843、!?6A三突变的受体菌’"-.*/&B,-.%
中。J<67<85K@477051检测,’"在重组伤寒沙门氏菌’"-.*/&B,-.%（),,"-）中的表达情

况，结果表明,’"在大肠杆菌!"#$%（),,"-）和伤寒沙门氏菌中的表达相同，见图F。

!2! 重组菌株的稳定性实验

对于双价或多价口服菌苗，外源抗原基因表达的稳定性是一个十分重要的问题。因

为工程菌必须在体内有一定时间的存活期，以便持续释放抗原才能有效地激活机体免疫

系统的应答。我们将肠毒素源性表面抗原3,"克隆至带有)01 基因的质粒后，导入

!?84’、!?843、!?6A伤寒沙门氏菌，体外连续传代E#次，结果表明重组质粒在无任何抗

生素存在的条件下，在受体菌内是稳定的，并且外源抗原基因,’"仍能稳定表达（图略）。
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图! !""在大肠杆菌中表达的#$%&$’()*+&&,(-
分析

.,-/! #$%&$’()*+&&,(-0(0*1%,%+2&3$!""$45’$%%,+(
,(#$%&’(

6/#$%&’(7"89:30’;+’,(-5<<"=；

!/#$%&’(7"89:30’;+’,(-57>":8；

?/#$%&’(@@A30’;+’,(-5BC!?D/

图? !""在伤寒沙门氏菌中表达的#$%&$’(
)*+&&,(-分析

.,-/? #$%&$’()*+&&,(-0(0*1%,%+2&3$!""$45’$%%,+(
,(’$E+F;,(0(&"$)*+,(%&’0,(%
6/#$%&’(7"89:30’;+’,(-5<<"=；

!/@$E+F;,(0(&"$)*+,(@<=6:%&’0,(%/

!/" 重组菌对小鼠的保护性试验

以往试验证明，表面抗原G<"作为G.H／AI家族的共同抗原，当动物被G<"阳性的

JKJG株感染后，可引起机体的免疫应答，使感染动物具有抵抗携带相同表面抗原的

JKJG株在肠道内定居的能力，从而使机体免受此类致病菌的再感染，因而认为G<"是一

种重要的保护性抗原［"］。由于小鼠模型对含G<"的人源野生菌株不敏感，无法进行

JKJG毒株攻击试验。为检测重组菌对小鼠的保护性作用，我们首先测定了野生菌"$
)*+,(K1!的>LD8，计算得野生菌"$)*+,(K1!的>LD8为9M!=N68"。用野生型伤寒菌攻

击免疫小鼠，结果见表6，存活率为??M??O!688O，表明重组菌"$)*+,(@<=6:（5<<"=）

对伤寒毒株的攻击具有明显的保护作用。

表# !"#$%&’$%&#’（(%%)&）小鼠免疫保护性试验

K0;*$6 K3$,FFP($0(Q5’+$E&,R$’$%P*&%+2"$)*+,(@<=6:（5<<"=）,(F,E$!

免疫原

AFFP(-$(%

免疫剂量

AFFP($Q+%$
（G.S）

攻毒剂量

G30**$(-$Q+%$

存活／总数

<P’R,0*／K+&0*

存活率／O

<P’R,0*$22,E0E1

"$)*+,( 6M:8N68T 68>LD8 D／D 688
@<=6:（5<<"=） ?M=8N68: 68>LD8 "／" 688

"MT8N68" 68>LD8 "／" 688
6M?"N68" 68>LD8 D／" T?M??
!M:!N68D 68>LD8 =／" ""M":
DM==N68= 68>LD8 !／" ??M??

<0*,($ 8M!F* 68>LD8 8／6! 8

!攻毒菌株："$)*+,(K1!

G30**$(-$%&’0,(："$)*+,(K1!

!/& 重组菌免疫家兔后抗体效价的测定

减毒沙门氏菌携带外源抗原进入机体后，能激发机体对其自身和携带的外源保护性
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抗原产生特异的免疫反应［!!"#］。我们用重组菌对家兔进行了耳缘静脉免疫，采用$%&’(
方法检测免疫家兔血清中抗)’*抗体滴度，最高效价达"+*,###，并在初次免疫后第-*.
仍维持在"+,###（表/）。玻片凝集法检测抗01抗原的抗体效价，最高达"+*,#（表2）。

从中可以看出，重组菌免疫家兔后，能诱发机体产生双重免疫应答。

表! 重组菌免疫家兔后血清中抗)’"抗体效价

34567/ 38749:15;.<:1:7=>;?>7=4?=;@=4551:>1@@A91B7.C1:8=7D;@51949:>:=419>!"#$%&’E’,"!（F’’*,）

免疫原

&@@A9;G79>

免疫后时间／.

387:1@74?:7=1@@A9;B4:1;9
# ", /H ,/ -*

!"#$%&’E’,#* "+,## "+,## "+,## "+,## "+,##
!"#$%&’E’,"!（F’’*,） "+,## "+,### "+*,### "+"*### "+,###
EE&（FIJ/2-） "+,## "+,### "+"/H### "+*,### "+"*###
’46197 "+,## "+,## "+,## "+,## "+,##

!攻毒菌株：!"#$%&’3</
)846679G7>:=419：!"#$%&’3</

表# 用玻片凝集试验测定兔血清中抗01抗体效价

345672 K7:7D:1;9;?49:1L0149:15;.<:1:7=>;?>7=4;?=4551:>5<>61.74GG6A:194:1;9:7>:>

免疫原

&@@A9;G79>

抗01抗体效价

(9:1L0149:15;.<:1:7=>
#. ",. /H. ,/. -*.

!"#$%&’E’,#* # "+"*# "+"/H# "+*,# "+2/#
!"#$%&’E’,"!（F’’*,） # "+H# "+*,# "+"*# "+,#
EE&（FIJ/2-） M;=74D:1;9
’46197 M;=74D:1;9

采用减毒伤寒门氏菌作为受体构建双价或多价活疫苗，已成为新型疫苗研制的重要

途径之一。本研究使用的受体菌为!"#$%&’E’,"!，它是"4=;(、"4=;)和"4>.三突变

体，前两者使!"#$%&’3</充分减毒，后者使其在%N中生长依赖K(O的存在。为避免

使用抗生素作为表达质粒的选择压，我们将(!*基因克隆至含4>.基因的表达质粒

FP%*!#，然后转化!"#$%&’E’,"!，结果表明菌苗候选株!"#$%&’E’,"!（F’’*,）能在无

任何抗生素的条件下，稳定表达肠毒素源性定居因子抗原)’*，小鼠腹腔免疫和攻击试验

表明它对伤寒菌具有良好的保护作用，家兔免疫试验证明，该菌株能产生抗)’*和伤寒

菌01抗原的血清抗体，为今后构建新型大肠杆菌／伤寒双价口服活疫苗打下了基础。
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［!］ "#$%&’’!(，)*+*,*-*.，./00,123!""#$%&!$’()*，4!5!，!"（6）：758"7!93
［4:］ (;</$%’231*0-;=/00**’>*$$&/$’;?@/%/$;0;A;#’*=%&A/=’，B;>*(*%;=，C0*"("D$/’’E=>，4!!63FG"893

#$%&’(()*+(##,-.%./,001.-2(.,3,$4,.%%$$(.1%$(/
!"#$%&’##"()*+,#$+%,.-53-’,#1+5%3(%.$,2(.69

-5(.$(+-$-),2(.,3’!-+’.,-+,"-%#,!

H/=AI&*<;4 (#&J&*=0&*=AK@*=AL&F K@*=AK@*;’@*= 1#M#;?#
（!$)*+*#*(%,-+%*(./$%&%01，2.34("1%,5+&+*3615(4+.3&7.+($.()，-(+8+$04:::G4）

（49/3$0./#$!$)*+*#*(%,-+%&%0+.3&:6%4#.*)，9/3$0./#$ 48::9F）

（F-(*/#$(5(4+.3&;$+’(6)+*1，9/3$0./#$ 48::F4）

%789:;<9 NA/=/?$*A-/=%/=>;O&=A?;$’#$?*>/*=%&A/="19;?/=%/$;%;P&A/=&>;?<)=
./(6+./+3.%&+@*’<//=>0;=/O&=%;%@/Q0*’-&OQJR9G:，*=/S$/>;-<&=*=%Q0*’-&OQ1196
S*’;<%*&=/O<,%$*=’?;$-&=A<>.%&+J9:!GS&%@*’OA/=/O/0/%&;=3N’*?/*=O/??/>%&T/<>
.%&+／7>*1?/+<&T*0/=%>*=O&O*%/T*>>&=/S*’>;=’%$#>%/O<,&=%$;O#>&=AQ1196&=%;"*$;N、

"*$;"、"*’O73&"%$(&&3*1?/+>H@/T*>>&=/’%$*&=&’’%&00’%*<0/&=%@/*<’/=>/;?*=%&<&U
;%&>’3N=&-*0%/’%’O/-;=’%$*%/O%@*%%@&’’%$*&=，S@/=*O-&=&’%/$/O’#<>#%*=/;#’0,&=
-&>/，>;#0OQ$;T&O/’&A=&?&>*=%Q$;%/>%&;=*A*&=’%%@/&=%$*Q/$&%;=/*0>@*00/=A/?$;-S&0O7>
*1?/+H,F3E--#=&V*%&;=;?$*<<&%S&%@%@&’’%$*&=$*&’/O’Q/>&?&>*=%&<;O,$/’Q;=’/’*A*&=’%
"19*=OW&*=%&A/=;?7>*1?/+3H@&’’%#O,0*,’%@/?;#=O*%&;=?;$%@/>;=’%$#>%&;=;?*=/S
<>.%&+／7>*1?/+<&T*0/=%0&T/;$*0T*>>&=/3
=>?@A:B8 X=%/$;%;P&A/=&><)./(6+./+3.%&+，1#$?*>/*=%&A/="19，73&"%$(&&3*1?/+，B&U
T*0/=%0&T/T*>>&=/

! D$;Y/>%M$*=%/O<,"@&=/’/)*%&;=*0)*%#$*01>&/=>/C#=O（);38!7G:99F）
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