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建及生物学特性
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摘要：【目的】利用平衡致死系统构建表达产类志贺氏毒素大肠杆菌（06-P<C.-QE 79N-; ./"01’&"0&$ "(*&，0RDH3）
保护性抗原的减毒猪霍乱沙门氏菌。【方法】构建表达 0RDC//EA ’ SEMS的重组质粒，再将其电转入终宿主菌
减毒猪霍乱沙门氏菌!$/23$##株中构建成口服活疫苗株，经聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 0RDC//EACSEMS融合
蛋白的表达情况，并观察重组菌体外培养的稳定性。【结果】利用宿主C载体平衡致死系统构建了表达 0RDH3
保护性抗原的重组减毒猪霍乱沙门氏菌，经 0B0CT*UH电泳出现了 %条蛋白质量约为 )G QB<的蛋白条带。
且在没有选择压力的条件下体外能稳定地繁殖、生长和传代。【结论】成功构建表达 0RDH3保护性抗原的重
组减毒猪霍乱沙门氏菌，为发展猪水肿病 ’副伤寒的口服疫苗奠定了初步基础。
关键词：减毒猪霍乱沙门氏菌；平衡致死系统；产类志贺氏毒素大肠杆菌（06-P<C.-QE 79N-; ./"01’&"0&$ "(*&，
0RDH3）
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猪水肿病（T9,@-;E HME?< M-=E<=E，HB）是仔猪常
见的一种急性致死性传染病，主要由某些特定血清

型产 类 志 贺 毒 素 大 肠 杆 菌（ 06-P<C.-QE 79N-;
./"01’&"0&$ "(*&，0RDH3）引起的肠毒血症［% ’ (］。该病

主要感染断奶仔猪，发病率通常为 %#W X )$W，死
亡率可达 "#W以上，耐过者生长缓慢，给养猪业造
成了很大的经济损失。S%&<J菌毛与类志贺毒素 //
型变异体（0RDC//E）是致仔猪水肿病的产类志贺毒素
大肠杆菌的两个主要毒力因子［)］。SEMS 基因编码
菌毛粘附素，其抗血清则可阻断病原菌对离体猪小

肠微绒毛的粘附作用［!］。0RDC//E 由一个分子量为
)) QB<的 *亚基和 $个分子量为 GV2 QB<的 A亚基
共同组成聚合体［$］，0RDC//EA不具有酶活性作用，但

具有免疫原性，是水肿病毒素的主要保护性抗原［2］。

两者融合表达对预防仔猪水肿病提供了新的思

路［G］。猪霍乱沙门氏菌（ ,$*3(-1**$ "0(*1’$1/4&/）是
导致 ( X !月龄仔猪患副伤寒的主要病原菌，但同时
沙门氏菌作为一种胞内侵袭菌，能有效呈递抗原，

在激发抗沙门氏菌免疫反应的同时诱导产生针对外

源蛋白的特异性体液与细胞免疫反应，并能同时激

发有效的粘膜免疫与全身免疫等。因此，沙门氏菌

作为一种口服疫苗载体越来越得到人们的重视并且

得到广泛应用。基于以上考虑，本试验以实验室已

经构建的猪霍乱沙门氏菌!$/23$##为载体［&］，实现
0RDC//EA与 SEMS联合在 3$## 平衡致死系统中的表
达。最终为免疫防治猪水肿病与沙门氏菌病提供新



的选择。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒、菌株和培养条件：受体菌株大肠杆菌
（!"#$%&’#$%& #()’）!" #!（$%，"&’()*+,#-.#，#（)*+,/0%
*12$）3.45，(678，16+0.，69(0.，:;(8.<（ 1=%，>= ?），
@:70，;A@BCC，$%，D:E%.，2F1054，16)0.），表达菌株 GHI.
（$%，7>@J，:;(K（1GG%>G L），2*)，(+>，!BM）由本实
验室保存；产类志贺毒素大肠杆菌（N"M）由本实验
室分离保存；猪霍乱沙门氏菌弱毒疫苗株 *;(% O#’’
本实验室构建；@/0MC5M（0;(?，@G871E，%%)*+D*>*;6
;E29*) ;6PA69+6）及其宿主菌 Q4’5<（ *1*#（ )*+%@17）
1@;)#*;(0C#［R:S%I：：J9.’］D:E&&’(T)*+,!-.#）由美
国华盛顿大学 !1U 87F OA1DE;; ’教授惠赠；V-!.&
L J购自 J*W*8*公司。大肠杆菌和沙门氏菌在 HG
M<X静止（固体）或振摇（液体）培养，根据需要加

入氨苄青霉素（0>@），终浓度 .’’ >2TH，*;( 缺失株
培养时加入 I，4%二氨基庚二酸（!0V），终浓度
#’ >2TH。
!"!"# 主要试剂和仪器：!0V（I，4%二氨基庚二酸）
购自上海 KE2>*公司；各种内切酶、JC!Y0连接酶、
*+, !Y0 聚合酶等均购自大连 J*W*8* 公司；!Y0
回收试剂盒购自上海生工生物工程技术有限公司；

小量质粒提取试剂盒和基因组提取试剂盒购自北京

JE*9Z69公司。胰蛋白胨（J1F@D796）和酵母浸出物购
自英国 [Q7E( 公司；氯化钠、葡萄糖、琼脂粉等常规
试剂均购自中国医药（集团）上海化学试剂公司；生

化鉴定管购自杭州天和微生物试剂有限公司。

B@@69(71S离心机，购自德国 B@@69(71S 公司；GE7%8*(
电转仪，购自美国 GE7%8*(公司。
!"!"$ 引物：用于扩增及鉴定的引物见表 .，引物
由上海生工生物工程公司合成。

表 ! 本研究所用引物
J*\)6 . V1E>61; A;6( E9 D:E; ;DA(F

V1E>61 9*>6 V1E>61 ;6PA69+6（#]"M]） J:6 )692D: 7S S1*2>69DT\@ 86;D1E+DE79 ;ED6
@K. JJJ00Z00JJOZOZZ0JJZJZOJ000ZZ I’C !#(8 ^
@KI JJJ00ZJOZ0OZJJ000OJJO0OOJZZ -+) ^
@$. J00JJZJOZ0O0OJOJ0O00ZJ0Z0O &C’ -+) ^
@$I JJJ00OJZO0ZZJOJ0OJJ0JJ0OZOZ0JZ .’/( ^^^
@E. O0ZZ0J0OOJ0J0ZJZOJZO #&’（-+)0(/%))+） T
@EI OZO0OOZJO000ZZ00OOZJ
@*# JJZOJJJOO00OJZOJZ0ZO .&’M（_D） T
@*4 JOOJ0JOJZOZJOZJOOJ0O M.#（#*;(）
@*< JJZZ0O00JZJJ0OOZ0J00 M<.<（_D） T
@*4 JOOJ0JOJZOZJOZJOOJ0O III5（#*;(）
@/0 00JZ0ZOJZJJZ0O00JJ00JO0 .I’4（@/0%K$） T

!"# %&’())*+和 ,*-,基因片段的克隆、重组质粒
./0( %&’())*+ 1 ,*-,的构建与鉴定

V-!.&%J L KHJ%^^6G L $6($（缩写为 V-!.&%K$）
的获得方法参照文献［<］，基因的来源为实验室最新
分离大肠杆菌 N"M，引物为表 . 所列。用 !#(8 (
和 .’/( ’同时双酶切质粒 V-!.&%K$ 与穿梭质粒
@/0MC5M，将连接产物转化 0;(L 大肠杆菌)4’5<，筛
选阳性克隆，提取 @/0% KHJ%^^6G L $6($（缩写为
@/0%K$）质粒进行酶切鉴定并进行序列测定。
!"$ 表达 %&’())*+和 ,*-,基因片段的重组菌株
的构建

将重组质粒 @/0%K$电转化#*;(O#’’感受态细
胞，在 !0V阴性平板上筛选阳性克隆，挑取单菌落
进行培养，并用引物 @*<T@*4、@K.T@KI 和 @$.T@$I 进
行 VO8鉴定。重组菌株命名为 O#’.（@/0%K$）。

!"2 重组菌株 345!（./0(%,）的表型鉴定
分别将 O#’.（@/0%K$）重组菌株、亲本菌株

O#’’及其徐引弟构建的 O#’’平衡载体表达系统菌
株#*;(O#’’（@/0MC5M）划线接种 HG平板，然后分别
转接葡萄糖、乳糖、蔗糖、鼠李糖、甘露糖、阿拉伯糖、

木糖、卫矛醇、尿素等碳源生化鉴定管进行生化反

应。

!"4 重组菌株 345!（./0(%,）的生长特性研究
将 O#’.（@/0%K$）重组菌株在 HG中 M<X培养

过夜，连续 .’倍稀释，选取 M个合适的稀释度，每个
稀释度取 .’’*H在 HG平板上轻轻均匀晃开，各做 M
个重复，M<X培养过夜，计数，取平均值，并计算原液
的 O$3。转接终浓度为 .’4 O$3T>H，M<X I’’ 1T>E9
培养，每 . :取样同上法计数并测 124’’值，绘出生

长曲线。同样的方法绘制亲本菌株 O#’’及其徐引
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弟构建的 !"## 平衡载体表达系统菌株!$%& !"##
（’()*+,*）的生长曲线，并比较其生长特性的差别。
!"# 重组菌株 $%&!（’()*+,）的遗传稳定性
将 !"#-（’()./0）重组菌株在 12 固体平板上

划线培养，挑取单菌落到 12 液体培养基中，*34，
5## 6789:培养 -; <，按 - =-##的比例转接到 12液体
培养基中培养 -5 <，再次按 - = -##的比例转接到 12
液体培养基中，连续进行 "# 次转接。用引物 ’/-7
’/5和 ’0-7’05 进行 >!? 扩增，扩增质粒在重组菌
中的遗传情况。

!"- 重组菌株 $%&!（’()*+,）的分泌表达
挑取重组菌株 !"#-（’()./0）的单菌落在 12液

体培养基中，*34、5## 6789: 培养 -5 <，+4放置
-5 <，按 - = -## 的比例转接 12 培养基再培养 ; <，
@### A B离心 -# 89:收集菌体。上清液经 #C55"8
滤膜过滤，加等体积冰冷 5#D三氯乙酸冰浴 5# 89:，
-5### A B离心 5# 89:，沉淀用 - 81无水乙醇洗涤，
-5### A B 离心 " 89:，重复洗涤 - 次，将两者进行
/E/.>)FG。并使用制备的兔抗 HI/. /1J.IIK2 L 0K&0
血清进行 MK%NK6: OPQN分析。
!". 重组菌株 $%&!（’()*+,）对小鼠的毒力试验
为测定构建的重组菌株 !"#-（ ’()./0）对

2)127R小鼠的安全性，将 +#只 2)127R小鼠分成两
个大组，每个大组又分为 +小组，每小组分别腹腔注
射 5C- A -#" !0S、5C- A -#; !0S、5C- A -#3 !0S 和
5C- A -#@ !0S。记录死亡情况并按照 ?.T法进行计
算小鼠半数致死剂量（1E"#）。评价 !"#-（’()./0）
重组菌株与亲本菌株 !"##相比毒力是否减弱以及
对小鼠是否安全。

/ 结果

/"! +01*2234和 ,35,基因片段的克隆、重组质粒
’()*+,的构建与鉴定
电泳结果显示所扩增的 /1J.IIK2和 0K&0基因

片段大小约为 5#+ O’，@+# O’，与预期片段大小相
符，初步证实扩增产物为所需目的片段。连接

’()*+,*，得到的重组质粒酶切后在 -### O’左右有
所需目的融合基因（图略）。

/"/ 表达 +01*2234和 ,35,基因片段的重组菌株
的构建

用引物 ’$37’$; 对重组菌株进行鉴定，可以扩
增出!$%&缺失型 555, O’片段，而亲本菌 !"##则扩
增出 *3-3 O’的片段；引物 ’/-7’/5 扩增出 /1J.IIK2
特异性片段 5#+ O’，引物 ’0-7’05扩增出 0K&0特异

性片段 @+# O’，而亲本菌 !"##则不能扩增出该两种
片段（图 -）。

图 ! 重组菌株 !"# 缺失 6$7鉴定（)）和不同引物 6$7
鉴定重组菌（4）
09BU - （)）>!? $8’P9V9R$N9Q: NQ 9&K:N9VW 6KRQ8O9:$:N !"# &KPKNK&

8XN$:N%U TU EY) 8$6ZK6（E1 -"，###）；-.5C?KRQ8O9:$:N %N6$9:%；

*C>$6K:N %N6$9: !"##C（2）>!? $8’P9V9R$N9Q: NQ 9&K:N9VW O$RNK69$ [9N< N<K

&9VVK6K:N ’$96% QV ’698K6 U -.5C I&K:N9V9R$N9Q: QV 0K&0 BK:K； *.

+C I&K:N9V9R$N9Q: QV /1J.IIK2 BK:KU

/"8 重组菌株 $%&!（’()*+,）的表型鉴定
将质粒 ’()*+,*和 ’()./0电转化!$%&!"##缺

失株，构建的重组空载体菌株!$%&!"##（’()*+,*）
和表达 /1JG!基因的重组菌株 !"#-（’()./0）恢复
了在不含 E)> 的培养基上生长的能力，这说明
’()*+,*和 ’()./0质粒在!$%&!"##菌株内能够表
达 E)>并与后者的 !"# 基因的缺失形成互补。与
亲本菌株 !"##相同，重组菌株 !"#-（’()./0）能够
利用麦芽糖，在加麦芽糖的麦康凯琼脂上呈红色菌

落，在 12平板上长成无色、光滑、湿润的乳白色菌
落（图 5）。生化鉴定结果表明，!$%&!"##（’()*+,*）
和 !"#-（’()./0）与亲本菌 !"## 不能利用乳糖、蔗
糖、阿拉伯糖、半乳糖醇和尿素，但是能利用麦芽糖、

葡萄糖、鼠李糖、甘露糖和木糖作为唯一碳源。

/"9 重组菌株 $%&!（’()*+,）的生长特性研究
从 !"#-（’()./0）、!$%&!"##（’()*+,*）与亲本

菌株 !"## 的生长曲线（图 *）也可以看出，!"#-
（’()./0）生长速度与亲本菌株 !"## 相似，而 !"##
缺失菌株!$%&!"##（’()*+,*）的生长速度比亲本菌
株 !"##偏慢。

#5" \9$QW9:B T$: KN $P U 7$%&! ’(%)*+(*,*-(%! .(/(%!（5##,）+,（+）

Absent Image
File: 0



图 ! 重组菌株 "#$%（&’()*+）的生长情况
!"#$% &’( #)*+,’ *- ./01（23456!）*7 8"--()(7, 9:;( :#:) $ 4：<:=.*7>(? 2@:,( +",’ 1A B:@,*;(；C：<:=.*7>(? 2@:,(；.：DC 2@:,($

图 , 亲本菌株 "#$$、"#$%（&’()*+）重组菌株和

!-./"#$$（&’(,01,）菌株的生长曲线
!"#$E &’( #)*+,’ =F)G(; *- 2:)(7, ;,):"7 ./00，,’( ./01（23456!）:78

!:;8./00（234EHIE）$

!2# 重组菌株 "#$%（&’()*+）的遗传稳定性
将 ./01（23456!）在 DC液体培养基中连续传 /0

代，分别取含有相同 .!J的第 1、10、%0、E0 和 /0 代
的培养物为模板，用引物 261K26%进行 L.M检测重
组质粒 23456!在!:;8./00中的遗传稳定性。结果
表明，第 1、10、E0和 /0代均能扩增出 %0H 92的 NO4
条带，其亮度没有差别（图 H）。
!23 重组菌株 "#$%（&’()*+）的分泌表达

6N65L4PQ结果显示，重组菌株 ./01（23456!）
在约 ER >N:处有明显的表达带，而空载体对照菌株

!:;8./00（234EHIE）则没有对应的表达带。S(;,()7
9@*,分析表明，该重组蛋白能够与在大肠杆菌中表
达的重组蛋白 TU656!的兔抗血清发生特异性反应
（图 /）。
!24 重组菌株 "#$%（&’()*+）的毒力测定
将重组菌株 ./01（23456!）与亲本菌株 ./00分

别计数后，每只小鼠腹腔注射适当浓度的 /00"D菌
液，观察 %0 8，记录死亡情况（表 %）。死亡小鼠心血
接种麦康凯平板，分离到无色透明中等大小的纯菌

图 0 重组菌株 "#$%（&’()*+）的遗传稳定性结果
!"#$H 6,:9@( B:"7,:"7(7=( *- 23456! 2@:;B"8 "7 )(=*B9"7:7,!:;8./00

;,):"7$ <$ NO4 B:)>()（ND%000）；15HV N"--()(7, ;"7#@( =*@*7? *- L.M

)(;F@,;；/VL:)(7, ;,):"7 ./00V

图 # 5*67)889: ; +9/+（缩写为 5*+）在!-./"#$$突变株
中的表达

!"#$ / QW2)(;;"*7 *- )6! "7 ! $ "#$%&’(&)*+) !:;8./00 BF,:7, $ <$

L)*,("7 <:)>() $ 4：6N65L4PQ :7:@?;";$ 1V 6F2()7:,:7, *- ./01（2345

6!）；%V&*,:@5=(@@ (W,):=, *- ./01（ 23456!）；EV./01（ 234EHIE）；

HV./00V C：S(;,()7 9@*, :7:@?;"; *- ./01（23456!）$ /V 6F2()7:,:7,；XV

&*,:@5=(@@ (W,):=, $

落。用引物 2"1K2"%扩增沙门氏菌属特异性 "7G4基
因，用引物 234K2!%扩增 23456!质粒的基因片段，
用引物 2:/K2:X扩增沙门氏菌的 (), 基因片段，均扩
出预期 /Y0 92、1%0X 92和 E1/ 92的特异性 NO4条
带。根据 M((85<F(7=’ 法计算细菌的 DN/0，结果表

明：重组菌株 ./01（23456!）的 DN/0为 1V/ Z 10R .!J，
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!"## $%"#为 &’& ( )#* !+,，重组菌株的毒力较亲本
菌株 !"##降低了 -’"倍。这说明 !"#)（./012+）重
组菌株与已被证明安全的弱毒疫苗亲本菌株 !"##
相比，毒力更低。

表 ! 重组菌株 "#$%（&’()*+）与亲本菌株 "#$$ 毒力比较
试验

34567 8 397 :;<=67>?7 @A !"#)（./012+）?@B.4<7C D;E9 E97 .4<7>E !"##

FE<4;>

37FE FE<4;>F G>A7?E;@> C@F7
397 E@E46
@A E7FE
B;?7

C74E9F $%"#（!+,）

H4<7>E FE<4;> 8 I# ( )#"!+, " # &’& ( )#*

!"## 8 I# ( )#*!+, " &
8I# ( )#J!+, " -
8I# ( )#K!+, " "
8I# ( )#"!+, " # )’" ( )#JL7?@B5;>4>E

FE<4;> !"#)
（./012+）

8 I# ( )#*!+, " )
8I# ( )#J!+, " &
8I# ( )#K!+, " "

, 讨论

近 8#年来，以沙门氏菌作为载体表达外源抗原
的多价重组活疫苗发展迅速。沙门氏菌可作为活疫

苗载体携带多种细菌、病毒或寄生虫的免疫原性基

因，组成沙门氏菌病和其它疾病的多价重组基因工

程活疫苗。减毒沙门氏菌可将克隆有异源抗原基因

的真核表达质粒携带释放入宿主深部淋巴细胞，使

异源抗原基因在淋巴细胞的真核环境中进行表达。

另外，沙门氏菌重组活疫苗还具有副作用低等诸多

优点。沙门氏菌的 0FCM 平衡致死表达系统由缺失

其生存所必需的 !"# 基因的亲本菌和含有 !"# 基因
的互补质粒组成。该系统可以显著提高携带外源基

因的质粒在沙门氏菌载体菌株中的存在和稳定表

达，且不降低其自身针对沙门氏菌感染的免疫效力。

./0&-N&是一个含有 !"# 基因的互补质粒，由于该
质粒同时含有沙门氏菌!164?E4B4F7的信号肽序列和

)8个氨基酸的 O端序列，使其能够引导分泌外源蛋
白到细胞质中并增强其免疫应答反应。因此，该质

粒己被应用到多种沙门氏菌 0FCM 平衡致死表达系

统中表达外源蛋白［N］。

猪霍乱沙门氏菌 !"##弱毒株是我国广泛使用
的预防仔猪副伤寒的标准疫苗株。!"## 株是上世
纪 *#年代将猪霍乱沙门氏菌强毒株在含醋酸铊的
普通肉汤中传代 "##次后筛选出的一株具有良好免

疫原性的弱毒株，已在国内推广使用超过 &#年，在
我国仔猪副伤寒的有效控制中起了重要作用。实践

证明 !"##株具有免疫原性良好，能激活全身、局部
和远端粘膜的免疫系统，副作用低，安全性好的特

点［)#］。本实验室徐引弟等构建了 !"##株的 !"# 基
因缺失株"4FC!"##。实验证实"4FC!"## 缺失株进
一步降低了 !"##的毒力，增加了疫苗安全性［K］。

+)K45菌毛与类志贺毒素 GG型变异体（2$31GG7）
是致仔猪水肿病的产类志贺毒素大肠杆菌的两个主

要毒力因子。+)K45（+)#J）是报道的首个水肿病大
肠杆菌定居因子，其基因也进行了克隆。编码

+)K45的基因有 * 个：+7C0、+7CP、+7C!、+7C%、+7CQ
和 +7C+。2B7CF 0等（8##)）利用融合蛋白对 +)K菌
毛粘附特性作了进一步的研究，表明纯化的 +7C+的
融合蛋白（RPH1+7C+）可粘附于离体猪肠上皮细胞，
其抗血清则可阻断质粒 .GS)8# 转化菌 SP)#) 对离
体猪小肠微绒毛的粘附作用。2$31GG7 由一个分子
量为 && T%4的 0亚基和 "个分子量为 J’* T%4的 P
亚基共同组成的聚合体。0亚基是水肿病毒素的主
要毒力亚单位，为毒素的酶活性部位，具有细胞毒性

作用。2$31GG7P不具有酶活性作用，但具有免疫原
性，是水肿病毒素的主要保护性抗原。因此将两者

融合表达构建了重组质粒 ./012+，将其转入

"4FC!"##缺失株，期望后续工作中据此开发的重组
疫苗能起到良好的保护免疫动物抵抗猪源产类志贺

毒素大肠杆菌攻击的效果。

在本研究中，成功地将重组质粒两次转化最终

获得 ./0&-N&12+U"!"#!"## 菌株，体外传代稳定性
表明：在有和无选择压力的情况下，重组菌株的繁殖

生长和传代都较稳定，特别是在没有选择压力的条

件下，质粒基本不丢失。结果说明构建的重组减毒

沙门氏菌株有望作为预防猪水肿病 V仔猪副伤寒的
口服疫苗候选株。但可能因为质粒 ./012+的拷贝
数较低，所以表达的蛋白量也较少，还需摸索改进实

验方法，提高目的蛋白的表达量，同时，动物免疫的

试验研究正在进行之中。
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