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肠毒素性大肠杆菌!"5菌毛抗原与霍乱毒素#亚基在

痢疾菌中的表达及其免疫学效果

应天翼!，# 韩照中! 冯尔玲! 王恒木梁 张兆山! 苏国富!" 黄翠芬!
!（北京生物工程研究所，北京 !$$$"!）

#（北京药物化学研究所，北京 !$$#$3）

摘 要 构建了携带+&3、霍乱毒素C亚基（D6C）基因的表达质粒EFG#$!，与福氏#+痢疾菌68#的#+&3突变株

9+H构成宿主0质粒平衡致死系统，用于在没有抗生素选择压力的情况下，稳定表达D6C抗原基因。以此为基础，

构建了单独表达肠毒素性大肠杆菌DI#5菌毛抗原基因的重组质粒EFG#$#，以及同时表达DI5和D6C的共表达

质粒EFG#$8。J7>K7.,B’&KK=,?和;LMIN检测结果证实DI5及D6C在痢疾菌9+H中可以有效表达。重组菌免疫

家兔后可诱生相应的血清抗体，特别是D6C的抗体效价较高，并持续较长时间。本研究为细菌性腹泻疫苗的研究

提供了候选株。

关键词 疫苗，平稳致死系统，DI5，D6C，痢疾菌

中图分类号 O3$8 文献标识码 N 文章编号!$$$08$5!（#$$!）$!0$$#40$3

细菌性腹泻是人群中常见的肠道传染病，广泛

流行于世界各地。据统计，全球年腹泻病人达8$亿

左右，我国年发病约2亿多人次，死亡率达$P$#Q，

严重影响成人健康和婴幼儿发育［!］。引起细菌性

腹泻的主要病原体是肠道致病菌，其中尤以大肠杆

菌、痢疾杆菌、伤寒沙门氏菌和霍乱弧菌对人类健康

构成最大威胁。由于细菌对抗生素的抗性在逐渐增

加，临床耐药菌株不断产生，用抗菌素治疗的效果越

来越不理想，所以研制有效的疫苗加强免疫预防是

迫切需要解决的卫生问题。在细菌性腹泻中，以肠

毒性大肠杆菌（;6;D）为代表的大肠杆菌感染是造

成我国乃至世界传染性腹泻的主要病因之一，对婴

幼儿发育及成人健康造成严重影响，而目前尚没有

适于人用的;6;D疫苗。;6;D的致病过程包括细

菌依赖其表面的定居因子（D9>）在肠道内定居、繁

殖，并释放细菌毒素（主要是耐热肠毒素I6和不耐

热肠毒素L6）引起肠细胞坏死和肠道功能紊乱。

目前已经鉴定出#$种不同的D9>，但在3$R"2$R
临床分离出的;6;D中仅大约"种是常见的（D9N／

M，DI!，DI#，DI8复合物，DI1，DI3，DI5复合物）［#］。

D9N／M由单一组分构成，D9N／MM由表面抗原DI!、

DI#和DI8以 不 同 方 式 构 成D9N／M%则 由DI1、

DI3与DI5组成。其中DI5是D9N／M%的共有抗

原组分。试验证明，定居因子抗原（D9N）免疫可以

有效地阻止大肠杆菌在小肠上皮的粘附，对于预防

感染有积极意义［8］。另外，由于霍乱毒素（D6）和大

肠杆菌不耐热肠毒素（L6）在结构上有很大程度的

相似性，且它们的C亚基有免疫交叉反应，所以用

D6C代替L6C制备联合疫苗的研究愈来愈受到重

视。目前临床试验的几株单价腹泻疫苗只针对个别

病原菌的个别血清型，难以预防大多数腹泻病原菌的

感染。因此，构建多价疫苗是十分必要的，其中以一

种病原菌的减毒株或疫苗株为抗原载体所构建的多

价菌苗具有更大的优势。为此，本研究以福氏#+痢

疾菌68#的#+&3突变株9+H［1］为载体，表达肠毒素

性大肠杆菌定居因子DI5菌毛抗原和霍乱毒素C亚

基（D6C），以期评价其作为多价腹泻疫苗的可行性。

$ 材料与方法

$%$ 材料

$%$%$ 细菌与质粒：见表!。

$%$%& 试剂：限制酶、61H)N连接酶购自华美生

物工程公司，其余试剂为分析纯。

$%$%’ 动物：由军事医学科学院动物中心提供。



!"# 方法

!"#"! !"#片段的体外重组：按文献［$］方法进

行。

!"#"# %&’抗血清制备及其免疫检测：按文献［’］

方法进行。

!"#"$ %()抗血清制备及其免疫检测：按文献［*］

方法进行。

!"#"% 动物免疫：免疫程序参照中国药品生物制品

检定所+,,-年制定的“生物制品检定标准操作细

则”进行。

!"#"& 细菌的微量凝集实验：将-*.过夜培养后

用作抗原的液体菌（(-/）’0001／234离心$234收集

菌体，5)&（67*89）洗涤-次，以适量5)&（67*89）

重悬菌体，调整其!"’00:/。在凝集板上每孔加入

+00!;液体菌，再加入+00!;系列稀释的免疫后动

物血清，混匀，置于-*.，过夜后观察结果。

表! 研究中涉及的细菌菌株、质粒及其特性

’()*+! ,(-.+/0(*1./(021(234*(1503161+302.7+/+1+(/-7

&<1=34>=4?
6@=>23?> %A=1=B<C13><3B &DE1BC

#$%&’(
!7$" FE1@=GH

I’0,* )*+J %E1<3>>#K

,$-’./0.1(/)
L=! )*+J，&21（)=>C?D4(-/） ［9］

(-/ M=BB34CB=4?3?=<C><1=34，&21 FE1@=GH

5@=>23?>

6%)/* NO61C>>3D4PCB<D1，%()Q，)*+Q ［*］

6RI+0/ NO61C>>3D4PCB<D1，)*+Q ［9］

6ST/-$ NO61C>>3D4PCB<D1，%&’Q，)231 ［’］

6RI/0+ NO61C>>3D4PCB<D1，%()Q，)*+Q (A3>UD1V

6RI/0/ NO61C>>3D4PCB<D1，%&’Q，)*+Q (A3>UD1V

6RI/0- NO61C>>3D4PCB<D1，%()Q，%&’Q，)*+Q (A3>UD1V

# 实验结果

#"! 重组质粒的构建

用45’$和6(0?#双酶切6%)/*，回收带有

%()编码基因和=>?基因的片段；同时用45’$和

6(0?#进行双酶切6RI+0/，回收带有<1B启动子

（5<1B）和多克隆位点的片段，将此二片段连接，得到

可用 于 平 衡 致 死 系 统 的 重 组 质 粒6RI/0+（见 图

+#）。6ST/-$是%&’的高效表达质粒，包含%&’
的结构基因片段，用6(0?#酶切6ST/-$，回收含

有%&’基因的片段，分别插入6RI+0/、6RI/0+上

的6(0?#位点，挑选正向插入的重组质粒，得到可

用于平衡致死系统的%&’单一表达质粒6RI/0/与

%&’、%()共表达质粒6RI/0-（见图+W)、%）。在以

上表达质粒中，%&’的表达受控于5<1B，而%()的表

达受51D+（5%W@=B）和51D/（自身启动子）的双重调控。

#"# 89:与8’,在大肠杆菌;:<=>及痢疾菌?(@
中的表达

用%=%@/法将6RI/0+、6RI/0/、6RI/0-转化

至)*+缺陷型大肠杆菌菌株I’0,*，发现以上重组

质粒均可恢复I’0,*在;)培养基上的生长能力。

利用 XC><C14G@D<<34Y方 法 测 定 了 %&’、%()在

I’0,*中 的 表 达 状 况，结 果 如 图/。 结 果 显 示

5RI/0/、5RI/0-在I’0,*中表达的分子量与预期

结果 相 符；6RI/0+、6RI/0-在 I’0,*中 表 达 的

%()分子量也与预期结果一致，并均可以与相应抗

体发生结合反应。说明所构建的重组质粒能够表达

目的抗原基因%&’、%()，可以用于重组菌株的构

建。分别将重组质粒6RI/0+、6RI/0/、6RI/0-转

化至痢疾菌L=!，各重组菌均可以在基础培养基上

正常生长。利用N;Z&#法检测%&’、%()在大肠杆

图+ 重组质粒的物理图谱

L3YH+ &BAC2=<3B2=6>D[1CBD2G34=4<6@=>23?>BD4><1EB<C?34<AC1C>C=1BA
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图! "#$%#&’()*%%+’,检测-./及-01在

大肠杆菌中的表达

2+,3! "#$%#&’()*%%+’,4’4)5$+$*6-./（7）4’8-01（1）

#9:&#$$#8+’!"#$%&;/<=>$%&4+’3
43;/<=>／:?;!<@（’#,4%+A#B*’%&*)）；(3;/<=>／:?;!<!；

B3/<=>／:?;!<C；83DEF!／:GH!CF（:*$+%+A#B*’%&*)）；

#3;/<=>／:?;@<I（:*$+%+A#B*’%&*)）；63;/<=>／:?;!<@；

,3;/<=>／:?;!<C；J3;/<=>／:?;!<!（’#,4%+A#B*’%&*)）

表! "#$%&法测定’%(在不同宿主菌中的表达!

)*+,-! .-/-0/12324’%(135144-6-3/728/0-,,8

K#B*L(+’4’%:)4$L+8 ;/<=>（’(I=!） 24D（’(I=!）

:?;!<@ <3@<IM<3<<C <3@!IM<3<<=

:?;!<! <3/F!M<3<<N <3N<=M<3<</

:?;!<C <3//>M<3<!I <3>@!M<3<C>

!：7))4$$45O#&#B*’8PB%#8+’%&+:)+B4%#$

表9 "#$%&法测定’):在不同宿主菌中的表达!

)*+,-9 .-/-0/12324’):135144-6-3/728/0-,,8;

K#B*L(+’4’%:)4$L+8 ;/<=>（’(I=!） 24D（’(I=!）

:?;!<@ @3@>=M<3<>> @3!>!M<3@@!

:?;!<! <3@>!M<3<C< <3CI@M<3<CC

:?;!<C @3<<NM<3<>! @3@<FM<3<@=

!：7))4$$45O#&#B*’8PB%#8+’%&+:)+B4%#$

菌和痢疾菌中的表达状况。结果（见表!、C）显示，

-./和-01在24D中的表达水平与在;/<=>中表

达水平相当。单一表达-01、-./的重组菌24D／

:?;!<@、24D／:?;!<!表 达 水 平 与 共 表 达 菌 株

24D／:?;!<C的表达水平无明显差别。

作为活菌疫苗候选株，具有良好的生长特性，可

以高密度发酵培养是一至关重要的菌株特性。对包

含不同重组质粒的24D菌株的生长特性研究结果

（图C）表明，随着质粒包含的基因数目增加，相应重

组菌株的生长速度也减慢，但各重组菌株的生长曲

线基本一致，经过一定时期的培养，各重组菌株均可

以培养至高密度，说明构建的各菌株满足疫苗候选

株对生长特性的要求。

图C 包含不同重组质粒的24D菌株生长特性

2+,3C H&*O%JBP&A#$*6&#B*L(+’4’%24DJ4&(*&&+’,
8+66#&#’%&#B*L(+’4’%:)4$L+8$

!<9 重组菌的免疫学效果评价

免疫动物的方法参照“生物制品检定标准操作

细则”（中国药品生物制品检定所@==C），对家兔耳

缘静脉注射活菌，间隔I8，免疫>次，免疫剂量为第

一次/亿菌（-2Q），第二次@!亿，第三次!I亿，第

四次IN亿，第五次=/亿，第六次@=!亿，第七次

@=!亿。分别在起始免疫的第<，!，I，/，N，@<，@!，@I
周由耳动脉采血@RFLS，IT放置过夜，离心吸取血

清，分别用于-./及-01抗体的USV.7效价测定

和载体菌24D的菌体抗原（主要是W抗原）抗体的

液相凝集效价测定。

!<9<= 24D菌体抗原抗血清的凝集效价：以痢疾菌

0C!作凝集原，用微量凝集的方法检测免疫后血清

的凝集效价。结果显示（见图I），各重组痢疾菌所

图I 三株重组24D菌诱生的菌体

抗原抗血清的凝集效价

2+,3I 0+%&4%+*’*64’%+(*8+#$4,4+’$%W4’%+,#’
#)+B+%#8(5%J&##&#B*L(+’4’%)*&+,%%-

.%,/0,1&!4$%&4+’24D3
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诱生 的 血 清 凝 集 效 价 上 升 迅 速，然 后 急 剧 下 降。

!"#／$%&’()和!"#／$%&’(’诱生的抗体凝集效价

及抗体滴度的消长状况基本一致，!"#／$%&’(*诱

生的抗体效价较高。总体而言，各重组菌株在第三

次免疫（’周）后诱生的抗血清凝集效价最高，即便

有后续加倍剂量的抗原免疫，仍未见血清凝集效价

的升高。在我们其它类似的研究中也发现相似现

象，对此现象的合理解释需要进行进一步的探讨。

!"#"! 抗+,-、+./血清抗体的012,3效价测定：

图43的结果显示，单表达+,-的重组菌株所诱生

的+,-抗体滴度，在免疫结束（第5周）后升至)6
-5(，而后逐步下降，但可以在)67(的效价水平以上

维持较长时间。相对而言，同时表达+,-和+./的

共表达重组菌株所诱生的抗体效价则一直徘徊于低

水平。图4/显示，单表达+./的重组菌株、共表达

+,-和+./的重组菌株在免疫后，所诱生的+./
抗体效价均迅速升高到)6’4-(的水平，而后则缓慢

下滑，在)6)’7(效价水平上维持较长时间，至第)5
周时+./抗体效价仍为)6-5(。

图4 重组菌诱生的+,-（3）、+./（/）抗体消长状况分析

!89:4 .8;<";8=>=?">;8@=A8BC"9"8>C;+,-（3）">A+./（/）

BD8E8;BA@F<BE=G@8>">;!"#$%&&’(&%)*%+#’":

# 讨 论

以减毒的肠道菌或疫苗菌为抗原载体，表达其

它肠道菌的优势保护性抗原，制备基因工程多价口

服活疫苗是预防肠道细菌感染的理想途径之一。福

氏’"痢疾菌.*’株是临床分离出的痢疾菌减毒

株，研究结果表明.*’具有较好的安全性。国内外

的疫苗研究工作者以.*’为载体菌，已经构建了具

有较好免疫效果的多价疫苗菌株［7］。因此，本研究

选用.*’为抗原载体，利用基于’,-基因功能互补

的宿主染色体H质粒平衡致死表达系统［I］，实现了在

没有抗菌素选择压力的条件下，肠毒性大肠杆菌菌

毛抗原+,-和霍乱弧菌毒素/亚基（+./）在.*’
菌中的稳定表达，并对其生物学特性和免疫学特性

进行了分析。研究结果表明，+,-和+./在.*’痢

疾菌中均可以有效地分别单独表达或共表达，各种

重组菌株的生长特性良好，免疫家兔后均诱生相应

抗体。从诱生的抗体效价和持续时间来看，具有较

好的免疫原性、表达水平较高的+./诱生的抗体效

价较高，并可以在高效价水平持续较长时间；相对而

言，由于+,-的表达水平较低，诱生的抗体效价不

高，且在高效价水平持续时间较短。因此，利用基于

宿主染色体H质粒平衡致死表达系统的.*’痢疾菌

为抗原载体菌，构建基因工程多价活疫苗时，需要考

虑增强外源抗原基因的表达水平，或者加入有效的

免疫佐剂，以便达到较好的免疫保护效果。
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天然食品防腐剂—乳链菌肽投入工业化生产

中国科学院微生物研究所和浙江天台银象生物化工厂经过数年努力，联合攻关，已将一种天然食品防腐剂—乳链菌肽投

入工业化生产。

乳链菌肽（#&?&(）又称之为乳酸链球菌素，是乳酸链球菌（现定名为乳酸乳球菌）产生的一种小肽，对引起食物腐败的许多

革兰氏阳性菌，如梭菌、金黄色葡萄球菌、利斯特氏菌、嗜热脂肪芽孢杆菌等有强烈抑杀作用，是一种高效、无毒的天然食品防

腐剂，已被包括我国大陆、台湾和香港在内的世界许多国家和地区广泛应用于乳制品、罐头食品、植物蛋白食品、肉制品和饮

料的防腐保鲜。

中科院微生物所的科研人员在国家自然科学基金委和中国科学院“八五”重点科研项目的资助下，从*WXW年开始，开展

了对乳链菌肽的基础研究，在完成了高产菌株的选育、探索了发酵条件和提取工艺后，于*WW+年底与浙江天台银象生物化工

厂和中国食品发酵工业研究所协作，完成了中试及中试产品的应用试验。从*WWN年起，在国家科技部的支持下，该项目被列

为国家“九五”科技攻关项目，在浙江天台建立了我国第一条乳链菌肽工业化生产线，将中试结果在此生产线上进行大规模工

业化生产试验并获得成功。目前已正式投入生产，其产品已销往国内外市场。

最近，乳链菌肽的工业化生产已通过中国科学院主持的专家鉴定。以中国食品添加剂生产应用协会、清华大学、北京大

学、北京师范大学、卫生部食品卫生监督检验所和中国食品发酵工业研究所等单位的著名专家教授组成的鉴定委员会一致认

为：乳链菌肽是一种天然食品防腐剂和食品品质改良剂。该攻关项目的完成，填补了我国不能工业化生产乳链菌肽的空白，

必将为我国现代食品工业的发展带来良好的经济效益和社会效益。

（还连栋 供稿）

LL*期 应天翼等：肠毒素性大肠杆菌;8N菌毛抗原与霍乱毒素O亚基在痢疾菌中的表达及其免疫学效果


