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带有氯霉素抗性基因标记的重组布氏杆菌 !"
的构建及其生物学特性
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摘 要：无法区分免疫接种和自然感染是限制布氏杆菌疫苗应用的主要原因。本研究通过基因同源重组技术，用

氯霉素抗性基因（!"#）替代布氏杆菌弱毒 A$株的 $%&! 基因，筛选获得重组布氏杆菌 /A$4B.:C株。试验发现，重
组菌 /A$4B.:C由原先的光滑型转变成粗糙型。/A$4B.:C在 2AD培养基上传 $0代后仍能稳定表达氯霉素抗性蛋
白。小鼠动物试验模型表明，/A$4B.:C与 A$有相似的保护性，但 /A$比 A$具有更高的安全性。/A$4B.:C免疫小鼠
后，其抗血清可通过平板凝集试验与 A$免疫的血清相区分。本研究为布氏杆菌标记疫苗的研制提供了技术平台。
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布氏杆菌病（布病）是由布氏杆菌（’#()*++,）引
起的以流产和发热为特征的人兽共患病，严重地威

胁着人和多种动物的生命健康。布氏杆菌具有细胞

内寄生的特点，人感染布氏杆菌后，需要长时间的抗

生素治疗，而且往往会留下严重的后遗症［&］。因此

在布氏杆菌流行的国家，消除布病一直是公共健康

计划中最重要的目标之一［$］。

当前布氏杆菌病我国的流行已经比较严重，通

过疫苗预防接种显然是控制该病的良好手段［5，!］。

目前在我国使用的布氏杆菌疫苗主要为用 A$株（猪
型 $号苗）制备的疫苗，与其它疫苗株制备的疫苗相
比，该疫苗适用的宿主广泛，而且疫苗的毒力较弱，

免疫效果良好［0］。但是和其它布氏杆菌疫苗一样，

经疫苗免疫后的动物，无论从抗原还是从抗体水平

都很难与野毒株布氏杆菌相区分，给布氏杆菌病的

诊断带来了很大的麻烦。这在一定程度上限制了疫

苗的使用，也是 A$布氏杆菌疫苗没被广泛使用于奶
牛免疫的主要原因［$］。

为了克服布氏杆菌现有疫苗的缺点，通过现代

分子生物学技术对布氏杆菌进行分子标记是一种有

效的途径。本研究通过基因同源重组技术，获得了

带有氯霉素抗性蛋白分子标记、且能稳定遗传的重

组布氏杆菌疫苗株。

# 材料和方法
#$# 材料
#$#$# 菌种和试验动物：A$ 株布氏杆菌由中国兽
医药品监察所保存；FDCGC&(!由北京市农林科学院

徐福洲博士提供。昆明系小白鼠购自北京通利华实

验动物技术有限公司。

#$#$" 主要试剂和仪器：FHC&(、ICJ K8L、2! *MD
连接酶、各种限制性内切酶等均购于 27K7J7 公司
（大连）；细菌基因组提取试剂盒（N9L：&("$($）购自
I/9-+<7公司；胰大豆肉汤（2AO，N9L：0$&0$&#）和胰大
豆琼脂（2AD，N9L：!$0&%0!）购自美国 O*公司；电转
化仪（P+;+FQ3R+/ S,+33）购自 O894J7?公司。
#$#$% 引物：用于扩增氯霉素抗性（!"#）基因的引

物和布氏杆菌 $%&! 基因上、下游同源臂的引物见
表 &。
#$" 同源重组质粒的构建
#$"$# 布氏杆菌基因组 *MD的提取：复苏一种冻
干的 A$株布氏杆菌，划线接种到胰!琼脂培养基
上，至 5"T培养 #%U。用生理盐水将细菌洗下，并参
照细菌浊度比浊管，初步计算出细菌含量。按照

I/9-+<7细菌基因组提取试剂盒说明书，提取基因组
*MD，将提取的 *MD溶解于 26中，待用。
#$"$" 不同片断的 ICJ扩增：’0T变性 0-8;；’0T
0%R，0!T 0%R，"$T &-8;，进行 5% 个循环；"$T延伸
&%-8;。
#$"$% FHC4C-/ 质粒的构建：通过 ICJ扩增出的氯
霉素抗性基因片断用 ’,"V!和 -,+!双酶切后克
隆进同酶处理的 FHC&(载体中，筛选获得重组质粒
FHC4C-/。

#$"$& 同源穿梭质粒的构建：将 ICJ扩增出的B.:C
基因左臂（B.:C3）通过 -,)!和 ’,"V!克隆进
FHC4C-/ 质粒中，获得重组质粒 FC-/4B.:C4&；将



表 ! 用于扩增不同基因片断的 "#$引物序列
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?*)扩增出的 @;<* 基因右臂（@;<*I），通过 6"$!和
653!克隆进 ’*%+A@;<*A &质粒中，获得重组质粒 ’*%+A
@;<*A &A I，此质粒即为用于同源重组的穿梭质粒。
!%& 转化
!%&%! 布氏杆菌 6I 感受态细胞的制备：接种单个
6I菌于 &KK*R !6S培养基中培养至对数中期后，放
冰水中冷却 :K*)1。&IKKK(D*)1 离心 &K*)1，弃去培
养基，再分别用 &KK*R、8K*R、&K*R、8*R、I*R 灭菌
水各离心洗涤一次。最后将获得的菌体重悬于 &*R
&KT的甘油水溶液中，即为待用的感受态细菌，取
&KK"R感受态进行菌落计数。
!%&%’ 转化：取 :"0 5@*(A>#?@A&AI 质粒加入到
8K"R 6I感受态细菌中，混匀后转移到电极杯中电
击。电击电压和时间分别为：&UM?V，:*6。电击完
成后，立即加入 &*R !6S培养基在 :HW摇振培养 L3
后，将菌液涂布到 I块含 IK"0D*R氯霉素的 !6E培
养皿中，:HW培养 LM3以上，生长出的重组菌命名为
(6IA>#?@。
!%( 重组布氏杆菌的鉴定
!%(%! 氯霉素抗性基因的 ’@<检测：从氯霉素平皿
上挑取生长出的单个菌落，接种到 !6S 培养基中，
:HW振荡培养 LK3后，提取细菌基因组 XYE。设计
引物 =（Z#?4）：89A!!E@F@E!EF!EE@!FE@A:9（ G :P J
G &N ./ ;<= /2 >#? @）；<（Z#?4）：89AEE@@!EEE@EEF@
EE@EEA:9（HMH J MKL ./ ;<= /2 >#? @），该对 ’@<引
物横跨 >#?@基因的 ;<=。以该引物和提取出的细
菌基因组 XYE 作模板进行 ’@<，’@< 产物克隆进
5[XA&M ! %"+C载体中测序（上海生工生物工程技术
有限公司）。取一株鉴定为阳性的重组菌命名为

(6IA>#?@，并进一步对其生物学特性进行检测。
!%(%’ 粗糙型特性检查：对重组菌 (6IA>#?@ 分别
进行热凝集试验、吖啶黄凝集试验、菌落结晶紫染色

和沉降速度试验，同时用未重组的 6I作为对照。
!%) 传代稳定性
!%)%! 重组菌在培养基上传代：挑取单个重组菌在
!6E培养基上划线培养，待长出单个菌落后，继续挑
取单个菌落划线，以此法连续 I8代。
!%)%’ 稳定性检测：用 &ULUI 中提及的方法，分别

检测重组菌的粗糙型特性、和氯霉素抗性，确定其传

代的稳定性。

!%* 重组菌对小白鼠安全性和保护性试验
!%*%! 安全性试验：用生理盐水将在固体培养基上
培养 LM3的 (6IA>#?@和 6I（作为对照）培养物洗下
并进行细菌计数。按 & \ &K&& 个菌落形成单位
（@=]）、& \ &K&K @=]、& \ &KN@=] (6I 或 6I 活菌的剂
量分别皮下注射体重为 &M J IK0的小白鼠 P 只，对
照组注射生理盐水。注射后 H-内观察动物存活情
况，:K-后眼静脉窦采血，分离血清。
!%*%’ 保护性试验：分别以 & \ &K&& @=]、& \
&KN@=]、& \ &KH@=]、& \ &K8@=] (6IA>#?@或 6I活菌
的剂量，各皮下注射体重 &M J IK0的小白鼠 P只，对
照组注射生理盐水。:K 天后用强毒布氏杆菌 [IM
株以 IKK@=]D只的剂量接种小白鼠，:K -后，测定试
验小鼠脾脏含菌量，根据试验结果，比较 (6IA>#?@
和 6I的保护性。
!%+ ,-’./01#抗原及抗血清的血清学反应特性
将 &UMU& 中分离的血清分别与布氏杆菌 6I、

[IM、I:KM、[&&&、<[PDPP等抗原进行平板凝集试验；
同时用 (6IA>#?@制备抗原，分别与 [&&&（粗糙型）
和 6I（光滑型）抗原进行平板凝集试验，确定 (6IA
>#?@抗原及抗血清的反应特性。

’ 结果
’%! 重组穿梭质粒的酶切鉴定
将筛选获得的包含 @*(基因和 >#?@基因上下

游同源臂的穿梭质粒 5@*(A>#?@A&AI 用 !"#!、
$"%O!、!"&!、!’(!进行酶切鉴定，结果均于预期
一致。

’%’ 重组效率
感受态细菌菌落计数，浓度为 L \ &K&K个菌 D*R；

:"0 5@*
(A>#?@A&AI质粒转化 8K"R 6I感受态细菌 HI3

后，最终从氯霉素 !6E平板上获得 &M个菌落，不考虑
因电击死亡的细菌，重组率约为 & \ &KG M。

’%& 重组菌的 "#$鉴定
从生长出的 &M个菌落中，随机挑取 8个菌落提

取其基因组 XYE，以 =（Z#?4）和 <（Z#?4）为引物的 ’@<产
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物经凝胶电泳（图 !）和序列测定，结果均与预期一
致，即以 "#$%基因上、下游引物，扩增出了完整的
%&’ 基因。而以 ()基因组 *+,为模板的 -%.产物
中，包含了完整的 "#$%基因。

图 ! 同源重组菌的 "#$鉴定
/012! -%. 034560708960:5 7:’ 6;4 ;:&:<:1:=> ’48:&#05956 8<:54>2 ?2
*@)AAA ?9’$4’；) B C2 -%. D’:3=86> :7 70E4 ;:&:<:1:=> ’48:&#05956
8<:54>，’4>D4860E4<F；G2 -%. D’:3=86 :7 6;4 :’01059< !"#$%&&’ (#)( () >6’9052

%&’ 粗糙型特性鉴定
取 !株 -%.阳性的重组布氏杆菌，命名为 ’()H

"#$%。该重组菌的热凝集试验、吖啶黄凝集试验、
菌落结晶紫染色和沉降速度试验结果符合粗糙型布

氏杆菌的特点，即热凝集试验阳性，吖啶黄凝集试验

阳性，能被结晶紫染色，细菌沉降速度明显快于光滑

型布氏杆菌。

%&( 传代稳定性结果
’()H"#$%在 I(, 培养基上连续传 )C 代，仍能

在含 )A!1J&@氯霉素的 I(,培养基上生长，以 /（K#$8）
和 .（K#$8）为引物的 -%.产物为 LMA#D，序列测定结果
与初代相同，以上试验说明重组菌具有良好的传代

稳定性。

%&) 重组菌对小白鼠安全性和保护性
以一定剂量 () 和 ’()H"#$%菌接种小鼠后，观

察小鼠的健康状况（表 )）。从表 )分析，重组菌 ’()H
"#$%对小白鼠的最大免疫剂量是 ()的 !AA倍。具
有更高的安全性。经一定剂量 ()和 ’()H"#$%免疫
的小鼠对强毒布氏杆菌 ?)N 攻毒所提供的保护性
结果见表 O。表 O结果显示，一定量（! P !AL%/Q活
菌）的重组菌 ’()HK#:,能提供和 () 相似的保护水
平，均都能抵抗强毒布氏杆菌的攻击；但当免疫剂量

低至 ! P !AC%/Q时，从 ’()HK#:,试验组小鼠脾脏中
分离到的攻毒菌是 ()组的 C倍（GRLJ!RS）。

表 % 布氏杆菌 *%和 +*%,-./#对小白鼠的安全性比较
I9#<4 ) (48=’06F 8:&D9’0>:5 #46K445 !"#$%&&’ (#)( () 953 ’()H"#$% >6’905>
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表 0 布氏杆菌 *%和 +*%,-./#对小白鼠免疫力比较
I9#<4 O %:&D9’0>:5 :7 0&&=5:<:1089< 477080458F #46K445
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表 ’ +*%,-./#抗血清与不同布氏杆菌毒株
抗原的平板凝集反应结果

I9#<4 S I;4 ’49860:5> :7 ’()H"#$% 9560H>4’=& 6:
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%&1 +*%,-./#的血清学反应特性
’()H"#$%抗血清与不同布氏杆菌毒株抗原的

平板凝集反应结果见表 S。’()H"#$%抗原与 ?!!!
（粗糙型）平板凝集试验为阳性，与 ()（光滑型）平板
凝集试验为阴性。

0 讨论
布氏杆菌病是世界范围内存在的常见人兽共患

传染病，严格控制好本病，不仅有利于我国畜牧业的

发展，而且也关系到人们的生活健康。对布氏杆菌

病流行不严重的国家，布氏杆菌病的防治主要是靠

通过血清学诊断试验淘汰阳性动物，而对布氏杆菌

病严重感染的国家和地区，则一般使用疫苗加以

预防。

根据布氏杆菌菌落的形态特点，可以将布氏杆

菌分为光滑型和粗糙型两种，一般粗糙型菌株的毒

力比较弱。由于光滑型与粗糙型布氏杆菌之间在血

清学上没有交叉反应，所以用粗糙型布氏杆菌疫苗

免疫的动物，其血清只与粗糙型抗原发生凝集反应，

ANL ?,U X90H’:51 %* ’& 2 J+$*’ ,)$"-!)-&-.)$’ /)0)$’（)AAM）SM（G）



与光滑型血清不反应，以此可以区分疫苗株和野毒

株。但目前自然分离的粗糙型布氏杆菌（如：!"""、
#!$%$$等）由于其宿主限制性和免疫保护效果等方
面的原因，未能得到广泛的应用。已有的研究证实

布氏杆菌细胞壁脂多糖（&’(）结构中的 )链决定其
光滑型或粗糙型的表型，)链缺失会导致光滑型变
成粗糙型。目前已经发现多个基因（如：!"#、$%&、
’()*、’()+、,$-、’.、’/ 等）与 )链的表达相关［$ * +］。
基于以上考虑，本文选择了毒力弱、免疫原性优良、

宿主广泛的布氏杆菌疫苗株 (,为研究对象，通过同
源重组技术，破坏了与 )链光滑型表型形成相关的
0()+ 基因，最终筛选获得了重组粗糙型布氏杆菌
-(,./012株。
为了确定 -(,./012作为疫苗株应用的可能，本

文从菌株的传代稳定性、安全性和免疫保护性进行

了比较全面的研究，结果证实重组菌株不仅能在适

宜培养基上稳定遗传，而且能提供比 (,更高的安全
性；同样的免疫菌数，-(,./012能提供不低于 (,的
免疫效率（表 3）。更具有诱人前景的是，-(,./012
免疫小鼠的抗血清，在平板凝集试验中不与常规虎

红发生凝集反应，用 -(,./012制备的抗原只与粗糙
型布氏杆菌抗血清发生凝集反应，与光滑型布氏杆

菌抗血清不发生凝集反应。因而以该重组菌株制备

的疫苗免疫动物后，不会对野毒感染的检测产生干

扰，这为用 -(,./012生产疫苗对布氏杆菌病的综合
防治提供了可能。

由于氯霉素已经作为兽医上禁用的抗菌素之

一，所以本研究使用了氯霉素抗性基因作为报告基

因，以减少因抗性基因而带来的生物安全的隐患。

即便如此，我们仍在探索新的、非抗性基因的筛选方

法，以获得具有完全生物安全意义的重组布氏杆菌

疫苗株，以满足我国目前对布病防治的需要。
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