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动物及兽医生物技术                                                              

猪霍乱沙门氏菌递送的双启动子表达载体的构建 

陈弟诗 1, 郭万柱 1, 徐志文 1, 陈杨 1, 李雯 2, 王印 1, 朱玲 1, 王小玉 1 
1 四川农业大学 动物生物技术中心, 雅安 625014 
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摘  要: 猪霍乱沙门氏菌 C500 株不仅可以作为预防猪沙门氏菌病的活疫苗, 还可作为运送其他 DNA 疫苗的优良载体,

并通过粘膜免疫诱导产生针对特定抗原的各种免疫应答。为增强其携带的 DNA 疫苗的免疫效力, 本研究以真核表达载

体 pEGFP-C1 为基础, 将其真核启动子 CMVie 与原核启动子 Ptrc 串联, 并在其多克隆位点 MCS 下游引入 rrnbT1T2 转

录终止序列 , 构建了真、原核双启动子表达载体 pEGFPPtrcR。用 1×TSS 法将其转化 C500, 得到工程菌

C500/pEGFPPtrcR, 通过 SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定了报告基因 EGFP 的原核表达, 该菌在荧光显微镜下能发出

强烈绿色荧光, 被证明在体外至少能稳定遗传 20 代; 采用脂质体介导法将 pEGFPPtrcR 转染 Vero 细胞, EGFP 在胞核和

胞浆内表达, 24 h 后观察可到明显绿色荧光。结果表明, 双启动子表达载体 pEGFPPtrcR 构建成功, 预示其携带的外源基

因既可在 C500 中表达, 又可在体细胞中表达, 为研制以 C500 为载体的新型 DNA 疫苗的发展开辟了一个新的途径。 
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Construction of a dual-promoter expression plasmid 
delivered by Salmonella choleraesuis C500 
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Abstract: Salmonella choleraesuis C500 strain is an attenuated vaccine preventing piglet from paratyphoid and can also be used as 
a live vector of other DNA vaccines. Through mucosal immunization, immune response to specific antigens carried by it can be 
induced. To enhance the immune efficiency of DNA vaccine it carried, promoter Ptrc was inserted into the down stream of the human 
cytomegalovirus (CMV) immediate early promoter of eukaryotic expression plasmid pEGFP-C1. Then transcription terminator 
rrnbT1T2 was inserted into down stream of the multiple clone sites of pEGFP-C1, and the dual-promoter expression vector 
pEGFPPtrcR was constructed. Using 1×TSS method, we transformed the recombinant plasmid into C500, and obtained 
C500/pEGFPPtrcR. We used SDS-PAGE and Western blotting to detect the expression of report gene EGFP. Strong green 
fluorescence was observed under fluorescent microscope. The stable passages of this recombinant bacterium were at least 20 
generations in vitro. Using liposome we transfected plasmid pEGFPPtrcR into Vero cell. After 24 h, green fluorescent was observed, 
showing the expression of EGFP in nuclei and endochylema. The construction of dual-promoter expression vector pEGFPPtrcR was 
successful. The foreign gene was expressed in Salmonella strain C500 and somatocytes, resulting in increased antigen expression. 
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This research provides a foundation for the research of new DNA vaccines which use Salmonella C500 as carrier. 

Keywords: Salmonella choleraesuis C500, promoter, vector, DNA vaccine 

减毒沙门氏菌由于其可以利用粘膜途径免疫

(口服或滴鼻), 在激发宿主针对自身免疫反应的同
时还能诱导对它所携带抗原的各种特异性免疫反应, 
而且它本身兼备优秀免疫佐剂(脂多糖 LPS 和 CpG 
DNA序列等)的素质, 加之制备简单、易于储存和运
输、抗原不需提纯、生产成本低廉等原因, 成为 DNA
疫苗的优良载体并以其独特的魅力受到医学与兽医

学的广泛重视[1]。利用鼠伤寒减毒沙门氏菌作为载

体的研究已成为一个热点 , 而猪霍乱沙门氏菌
(Salmonella choleraesuis)报道甚少。我国的猪霍乱沙
门氏菌 C500 是在含醋酸铊的培养基中传代至弱的
免疫原性良好的菌株 [2], 理论上可作为一个非常有
潜力的载体。而用于沙门氏菌携带并表达外源抗原

的常用质粒都是真核表达质粒 [3−5]或平衡致死质  
粒[6,7], 真核表达质粒不能在原核细胞中表达, 在从
减毒沙门氏菌中释放到进入宿主细胞之前相当长时

间不表达抗原, 势必影响诱导免疫反应的强度; 而
平衡致死质粒则需要特殊营养缺陷型工程菌株[5−7], 
构建和筛选相对困难。同时, 绿色荧光蛋白(GFP)基
因作为一种可定量的报告基因已在细菌监测中大量

应用[8,9], 其原核表达可使转化菌在荧光显微镜下发
出绿色荧光 [10,11], 为重组子的筛选及其他方向的研
究提供直观手段。为此, 本研究对绿色荧光蛋白表
达载体 pEGFP-C1 进行改进, 在其人巨噬细胞病毒
早前启动子 CMVie 的下游增加 1 个原核启动子
Ptrc[12], 使抗原能够在减毒沙门氏菌中高效表达 , 
为保证原核表达的稳定性, 加入来自大肠杆菌 rrnB
操纵元的 T1和 T2强转录终止序列[13−15], 构建成新
型双启动子表达载体 pEGFPtrcR, 并将其转化

C500 构建工程菌 , 以期在真核和原核细胞中分别
表达抗原, 提高减毒沙门氏菌携带的外源抗原的表
达量和在体内诱导免疫应答的能力, 对以猪霍乱沙
门氏菌为外源抗原的载体在兽医研究中的应用做

出新的探索。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株和细胞 
原核表达质粒 pBV220 和真核表达质粒

pEGFP-C1 由本实验室保存 , 克隆载体 pMD18-T 
simple Vector 购自 TaKaRa 公司; 宿主菌 E. coli 
DH5α由本实验室繁殖保存。猪霍乱沙门氏菌 C500
标准株由中牧实业股份有限公司成都药械厂提供 ; 
Vero细胞由本实验室保存传代。 

1.2  酶和其他试剂 
限制性内切酶 Apa I、BamH I、EcoR I 购自

TaKaRa公司, Nhe I、Age I购自上海生工(Fermentas
产品); 标准核酸 marker: λ-EcoT14 marker, DL2000 
Marker 购自 TaKaRa公司; OXYGEN凝胶回收试剂
盒 , DNA Ligation Kit, 脂 质 体 转 染 试 剂 盒
LIPOFECTINE Reagent 2000 购自 TaKaRa 公司 ; 
2×Taq PCR Master Mix购自北京天为时代公司; 兔
抗 EGFP 抗体由本实验室制备; HRP 标记的羊抗兔
IgG 购自 Promega 公司; 溶液和缓冲液除特殊标注
外, 均按萨姆布鲁克等编写的《分子克隆实验指南》
(第 2版)提供的方法配制[16]。 

1.3  引物设计与合成 
用于扩增和鉴定的引物见表 1, 本实验中所使

用的引物均为 TaKaRa公司合成。 

表 1  本研究中 PCR 扩增所用引物序列 
Table 1  The primer sequences for PCR amplification in this study 

Gene Primer name Sequence(5′−3′) Restriction site Length (bp)

R1 TTTgggcccTAAATGAGAGAAGATTTTCAGCC Apa I 
rrnBT1T2 

R2 CTCggatccGTAGAAACGCAAAAAGG BamH I 
420 

T1 CTTTCCAAAATGTCG  
Ptrc test 

T2 TGGTCTGTTTCCTGTG  
202 

Nhe I 
Ptrc  

gctagcAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGT
GTGGGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA
GACCATGGAaccggt Age I 

106 

E1 ATGGTGAGCAAGGGCG 
EGFP 

E2 ACTTGTACAGCTCGTCC 
 718 
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1.4  双启动子表达载体 pEGFPPtrcR 的构建 
首先用引物 R1/R2 从原核表达质粒 pBV220 中

扩增出强转录终止序列 rrnbT1T2, 连接入 pMD18-T 
simple Vector, 经 PCR鉴定, 用 Apa I/BamH I双酶切
回收。将回收的 rrnbT1T2基因插入 pEGFP-C1的多
克隆位点下游的相应酶切位点处, 构建成重组质粒
pEGFP-rrnBT1T2, 经酶切和 PCR 鉴定。根据 Ptrc
启动子的结构及载体酶切位点, 人工合成一段双链
启动子 Ptrc, 两端含有 Nhe I和 Age I酶切位点, 将
其插入重组质粒 pEGFP-rrnBT1T的相应酶切位点处, 
使 Ptrc 定向位于人类巨细胞病毒立即早期启动子
(CMVie)的下游及 EGFP基因上游处, 从而构建成双
启动子表达载体 pEGFPPtrcR, 使用单双酶切以及
Ptrc test引物 T1/T2 进行 PCR鉴定 Ptrc的插入(构
建策略见图 1)。上述过程中所涉及到的酶切, 连接, 
转化, 筛选和质粒提取均按照《分子克隆实验指南》
(第 2版)[16]进行。 

1.5  pEGFPPtrcR 转化猪霍乱沙门氏菌 C500 株 
采用 1×TSS方法制备 C500感受态并进行转化, 

构建工程菌 C500/pEGFPPtrcR, 根据载体中 EGFP
基因设计检测引物 E1/E2, 进行菌落 PCR 鉴定, 同
时提取质粒进行酶切鉴定。主要步骤: 挑取用 SS平
板复壮后的 C500单菌落, 接种到 10 mL LB肉汤中, 
37oC培养过夜(12~16 h)。将过夜培养的菌液(400 μL)
加入到新鲜的 10 mL LB肉汤中, 于 37oC振荡培养
至 OD600约为 0.4(2 h 40 min~3 h)。冰浴 10 min后, 
2500 r/min 4oC 离心 10 min, 弃上清, 加入原体积
1/10(1 mL)冰预冷的 1×TSS 液悬浮细胞, 然后分装
成 100 μL/管, 全部冰上操作。转化时取 1管(100 μL), 
缓慢加入 10 μL重组质粒 pEGFPPtrcR DNA, 混匀后
冰浴 30 min。加入 0.9 mL含 20 mmol/L葡萄糖的
37oC预热的 LB肉汤, 振荡培养 1 h, 取 200 μL涂布
于含 Kan(50 μg/mL)的 LB琼脂平板, 培养 17~20 h。
缓冲液 1×TSS的配制: 1 g蛋白胨, 0.5 g酵母抽提物, 

 

图 1  双启动子表达载体 pEGFPPtrcR 的构建 
Fig. 1  Construction of dual-promtor pEGFPPtrcR. 
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0.5 g氯化钠, 1 g葡萄糖, 10 g PEG6000, 5 mL二甲基
亚砜(DMSO), 5 mL 1 mol/L氯化镁, 先用去离子水
80 mL 溶解后用盐酸或者氢氧化钠调整 pH 为 6.5, 
再用去离子水定容 100 mL, 用 0.22 μm滤器过滤除
菌、分装。4oC储存, 保质期约 6个月。 

1.6  重组质粒 pEGFPPtrcR 在猪霍乱沙门氏菌

C500 中的表达 
1.6.1  工程菌 C500/pEGFPPtrcR的荧光检测 

将单个工程菌接种到含 Kan(50 μg/mL) 的 LB
琼脂平板和含 Kan(50 μg/mL)、IPTG (50 μg/mL)的
LB琼脂平板, 培养过夜。挑取单个菌落稀释后的菌
液置于载玻片上, 在正置荧光显微镜下观察。 
1.6.2  双启动子表达载体 pEGFPPtrcR 的表达及表
达产物的鉴定 

挑取单菌落到含 Kan(50 μg/mL)的 LB中过夜培
养, 1:20 转接培养至 OD600约为 0.6, 加入终浓度为
l.0 mmol/L的 IPTG, 诱导 6 h, 分别在加入后 1 h、   
2 h、4 h和 6 h各取样品进行 SDS-PAGE电泳检测, 
分离胶 12%, 浓缩胶用 5%。设 C500 标准株和未诱
导, 以及 DH5α和 DH5α/pEGFPPtrcR 诱导的对照样
品。之后, 用 Westren blotting进行鉴定, 一抗为兔抗
EGFP抗体, 二抗为 HRP标记的羊抗兔 IgG。 

1.7  重组质粒 pEGFPPtrcR在Vero细胞中的表达 
采用脂质体介导法将 pEGFPPtrcR质粒 DNA瞬

时转染 Vero 细胞 , 并设立对照 , 具体操作参照脂
质体转染试剂盒 LIPOFECTINE Reagent 2000说明
书进行。在转染 18 h 后 , 在正置荧光显微镜下观
察结果。  

1.8  工程菌 C500/pEGFPPtrcR 中质粒的体外遗

传稳定性试验 
用连续传代和抗生素选择培养法鉴定质粒在转

化菌 C500/pEGFPPtrcR 中的遗传稳定性。挑取其单
个菌落分别划线接种于含卡那霉素和无卡那霉素的

SS琼脂平板上, 37oC培养 16~18 h, 分别连续传代
20代。每 5代每种平板随机挑取 5个菌落用特异性
引物 E1/E2进行菌落 PCR检测 EGFP基因, 并观察
荧光。 

2  结果 

2.1  双启动子表达载体 pEGFPPtrcR 的构建 
用引物 R1/R2 从 pBV220 中扩增出 420 bp 的

rrnbT1T2经鉴定后, 用 Apa I/BamH I双酶连接入大

小为 4.7 kb的 pEGFP-C1, 构建成重组质粒 pEGFP- 
rrnBT1T2, 约为 5.1 kb。筛选 Kan 阳性重组子, 经
rrnBT1T2基因的质粒 PCR, 扩增出约 420 bp的条带; 
经BamH I进行单酶切出现约 5.1 kb的条带; 经Apa I/ 
BamH I 进行双酶切, 出现约 4.7 kb 载体条带和约
420 bp 的插入条带 , 与预期一致 , 表明重组质粒
pEGFP-rrnBT1T2正确(图 2)。 

 
图 2  重组质粒 pEGFP-rrnBT1T2 的鉴定 
Fig. 2  Identification of pEGFP-rrnBT1T2. M1: λ-EcoT14 I 
digest DNA marker; M2: DNA marker DL2000; 1-2: pEGFP- 
rrnBT1T2/BamH I; 3: pEGFP-rrnBT1T2/Apa I+BamH I; 4: 
pEGFP-c1/BamH I; 5: rrnBT1T2 PRC. 

将人工合成的 94 bp启动子 Ptrc连接入经 Nhe I/ 

Age I 双酶切的重组载体 pEGFP-rrnBT1T2, 构建成

重组质粒 pEGFPPtrcR, 约为 5.2 kb。筛选 Kan阳性

重组子, 用经特异性检测后的 Ptrc test引物 T1/T2扩

增出约 200 bp 的条带; 用 Nhe I 单酶切, 出现约  

5.2 kb的条带; 用 Age I/Nhe I进行双酶切出现条约

5.1 kb 条带, 并明显比单酶切小, 而理论上应有的

100 bp 插入条带, 由于其相对分子量太小不能被观

察到(图 3)。PCR、酶切条带和测序结果与预期一致, 

表明重组质粒 pEGFPPtrcR构建正确。 

测序后软件分析 pEGFPPtrcR 载体 , 其携带

CMVie 和 Ptrc 杂合启动子, 绿色荧光蛋白基因, 多

克隆酶切位点和真核、原核细胞转录终止信号等 , 

Ptrc 杂合启动子包含了−35 区、−10 区、SD 序列和

Kozak保守序列。 

2.2  重组质粒 pEGFPPtrcR 在原核细胞 C500 中

表达的检测 
挑取在无 IPTG和含有 IPTG的 LB琼脂平板上

的工程菌 C500/pEGFPPtrcR, 各自涂片于正置荧光 



陈弟诗等: 猪霍乱沙门氏菌递送的双启动子表达载体的构建  345 

 

Journals.im.ac.cn 

 
图 3  重组质粒 pEGFPPtrcR 
Fig. 3  Identification of pEGFPPtrcR. M1: DL2000; M2: λ-EcoT14 
I digest DNA marker; 1: pEGFP-c1/BamH I; 2: pEGFPPtrcR/Nhe I;  
3: pEGFPPtrcR/Nhe I+Age I; 4: Ptrc test primer PCR. 

 

显微镜下观察, 均能观察到发出绿色荧光的单个形

态清晰的两端钝圆短杆状细菌, 两种平板上的无明

显差别, 说明表达不需要诱导(图 4)。 

SDS-PAGE 电泳结果表明未诱导和诱导的重组

菌 C500/pEGFPPtrcR均比对照菌 C500标准株多出了

1条约 27 kD的蛋白条带(图 5, 箭头所表示位置), 同

样诱导后的 DH5α/pEGFPPtrcR 比诱导后的 DH5α也

多出相同条带, 与绿色荧光蛋白核苷酸序列推导的

分子量大小相符。而经 IPTG 诱导的重组菌, 随着诱

导时间增加表达量有所增加, 但增加不明显。Westren 

blotting 结果显示 SDS-PAGE 上出现的特异蛋白条带

可被兔抗 EGFP抗体识别, 说明 EGFP得到表达。 

2.3  重组质粒 pEGFPPtrcR在真核Vero细胞中的

表达检测 
重组质粒 pEGFPPtrcR转染到 Vero细胞后 24 h 

在荧光显微镜下可以观察细胞浆和细胞核乃至整个 

 

图 4  荧光显微镜下观察 C500/ pEGFPPtrcR 
Fig. 4  Recombinant strain C500/pEGFPPtrcR observed under fluorescence microscopy. A: C500/ pEGFPPtrcR with fluorescence; B: 
C500 control with fluorescence; C: unstained C500/ pEGFPPtrc under fluorescence microscopy with visible light. 
 

 
图 5  SDS-PAGE(A) 和 Western blotting(B) 分 析

pEGFPPtrcR 质粒在 C500 中的表达 
Fig. 5  SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis of 
expression products of pEGFPPtrcR in C500. (A) M: protein 
molecular weight marker (low); 1: C500 standarded strain 
control; 2: C500/pEGFPPtrcR none induced expression; 3−6: C500/ 
pEGFPPtrcR induced with IPTG for 1 h, 2 h, 4 h, 6 h; 7: DH5α 
induced with IPTG; 8: DH5α/pEGFPPtrcR induced with IPTG. (B) 
9: C500 control; 10: C500/pEGFPPtrcR Western blotting results. 

细胞发出明显的绿色荧光(图 6)。 

2.4  工程菌 C500/pEGFPPtrcR 中质粒的体外遗

传稳定性 
C500/pEGFPPtrcR 工程菌在含卡那霉素和无卡

那霉素的 SS琼脂平板上连续传代 20代, 每代生长良
好, 每 5 代随机菌落 PCR, 都能检测出 EGFP 基因,  

 

图 6  pEPR-apxIIA 转染 Vero 细胞后的绿色荧光 
Fig. 6  Green fluorescence of pEGFPPtrcR after transfection to Vero. 
Left: pEGFPPtrcR; Right: un-transfected Vero cells as control. 
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并观察到明显绿色荧光, 表明该菌中的 pEGFPPtrcR
未丢失, 能够稳定遗传。 

3  讨论 

目前, 裸 DNA作为核酸疫苗从被转移至宿主, 
经过在细胞间质和细胞质的停留至转录, 约有

60%~100%被降解。而减毒沙门氏菌可保护 DNA免
受生物环境破坏, 有效将其导入靶细胞。然而, 沙门
氏菌原核表达体系很难将异源抗原直接分泌到胞液

中 , 且细菌在体内降解后原核表达载体丧失功能 ; 
而真核表达体系使减毒沙门氏菌携带的 DNA 疫苗
进入真核细胞之前都不能表达外源抗原诱导免疫应

答。因此, 目前多数以减毒沙门氏菌为载体核酸疫
苗的效果仍不理想。优化其核酸免疫, 提高其免疫
效率, 是当前以减毒沙门氏菌为载体的核酸免疫研
究面临的重要课题。通过改造现有载体以增强其表

达水平和免疫应答反应是行之有效的方法 , 卞继 
峰[17]将细菌内源性厌氧诱导启动子 nirB 与 CMVie
联合使用, 构建了人乳头瘤病毒双启动子DNA疫苗
载体 pCN-16L1E7, 并导入减毒沙门氏细菌 S.SL326, 
经小鼠实验证明免疫效果优于单一启动子。但利用

常见细菌内源性启动子仍具条件性, 如 pagC需要低
浓度 Mg2+, nirB需要厌氧, osmC需要渗透压等, 从
细菌培养至到达体内实现可启动环境这一过程均不

能表达外源抗原。因此, 本研究以含增强型绿色荧
光蛋白(EGFP)报告基因的真核表达载体 pEGFP-C1
为基础, 将其 CMVie启动子与由 Trp 与 Lac启动子
人工杂合成的 Ptrc原核强启动子联合使用: Ptrc启动
子作用更于 Trp与 Lac, 其−35区和−10区间距 17 bp
使转录水平达最高, 在大肠杆菌受 Lac 阻遏蛋白的
负调节, 可被 IPTG诱导, 但沙门氏菌中不具有大肠
杆菌中的操纵子(Operon)调控机制 , 其外源基因可
持续的高效表达; 同时 CMVie 为广谱启动子, 不具
组织及发育阶段特异性, 在多类真核细胞内不需诱
导可持续表达外源蛋白, 因此该载体在沙门氏菌和
真核细胞内无条件性限制均能持续表达外源基因 , 
从而可大幅度提高目的基因的表达效率。本研究将

EGFP的 ATG与 Ptrc的 SD序列保留 8 bp的适当距
离, 并设计 Kozak 序列 ACCATGG, 保证了 mRNA
在细菌和真核细胞中的有效转译。 

虽然转录终止子在表达质粒的构建过程中常被

忽略, 但有效的转录终止子是表达载体必不可少的
元件, 本研究引入来自大肠杆菌 rrnB 操纵元的 2 个
终止子 T1 和 T2 串联的强转录终止序列 rrnbT1T2, 

阻止 Ptrc 启动的强转录贯穿其他启动子, 避免所谓
的启动子封堵现象 , 最大限度地减小背景的转录 ; 
防止由于 Ptrc 在沙门氏菌中无可诱导性而导致的外
源基因过量表达使宿主菌生长受阻以及即使在外源

蛋白(EGFP)对宿主细胞没有毒性的情况下质粒的严
重不稳定性; 增强了 mRNA 的稳定性, 从而提高外
源蛋白的表达水平。经过初步体外遗传稳定性实验

证实 , 所构建载体中 Ptrc 启动的持续原核表达对
C500生长无阻碍, EGFP的原核表达对 C500的代谢
无毒害作用, 质粒在其中不易丢失可较稳定存在。 

绝大多数研究中质粒成功转化沙门氏菌的方法都

是电转化法, 而本研究则首次采用了 1×TSS法制备其
感受态的方法简单高效地将质粒转化 C500。该方法将
高分子 PEG6000 和氯化镁联合使用改变溶液的渗透
压, 更容易使富含脂多糖(LPS)的沙门氏菌细胞壁通
透性增加, 聚乙二醇结合 DNA 并吸附到细胞膜上, 
Mg2+起稳定 DNA 的作用, 在低温及二价离子的作用
下, 诱导细胞膜局部区域发生相变, 促使跨外膜通道
的形成及膜通透性的增大, 使细胞可以摄取聚乙二醇
DNA 复合物, 而聚乙二醇为大分子被排阻在膜外, 
DNA进入膜内, 同时二甲基亚砜对细胞的强力保护作
用增加了细菌的存活率, 从而提高转化效率。根据本
研究发现, C500的种子培养时间和扩大培养时间即初
始数量和生长时期对该方法转化效率的影响至关重

要：新鲜种子在 10 mL LB中振荡培养约 12 h, 而 4oC
冷藏保存的种子振荡培养约 15 h, 进行扩大培养合适; 
扩大培养时间约 2 h 40 min, 其感受态转化效率较高。 

转化后从 C500中提取的质粒没有大肠杆菌中提
取的质粒那样典型清晰的电泳条带, 往往伴有其他
模糊条带, 并且容易消散, 这与以往报道是一致的[18], 
不容易辨认超螺旋、线形、环状 3种质粒形态。推测
可能是弱毒猪霍乱沙门氏菌细胞内的各种酶类等或

其他因素(遗传性状)导致转化的质粒 DNA 甲基化或
形成不同拓扑结构[4], 以及质粒持续表达的缘故。本
研究采用在增菌过程中细菌进入稳定期后加入适当

氯霉素选择性地抑制细菌的蛋白合成和细菌分裂增加

质粒拷贝以及多次酚/氯仿抽提纯化和较高量 RNAse 
A 较长时间处理的方法, 可很好观察到酶切后除其他
模糊条带外的明亮线形 DNA 的正确位置, 加上特异
性的菌落 PCR和质粒 PCR, 使鉴定更为准确。 

pEGFPPtrcR在 C500中和 Vero细胞中表达均能
很好观察到绿色荧光, 说明该质粒能够同时在原核
和真核细胞内表达, 预示将 EGFP 用作穿梭表达的
报告基因, 可准确检测基因表达量 [11], 精确观察到
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载体菌运送方式以及与活宿主细胞间的相互作用 , 
并在活细胞里定位蛋白质, 以期实现对体内免疫情
况的实时定量监测。SDS-PAGE结果显示, 工程菌经
IPTG诱导和未诱导均能表达 EGFP蛋白, 而经 IPTG
诱导随着时间增加表达量有不明显增加, 原因还不
清楚, 怀疑 C500中可能含有具 Ptrc阻遏蛋白的内源
性质粒。pEGFPPtrc在大肠杆菌 DH5α中经 IPTG诱
导同样能高效表达绿色荧光, 因此还作为一般的载
体应用于原核、真核细胞的表达研究。 

本研究成功构建了携带双启动子表达载体

pEGFPPtrcR 的猪霍乱沙门氏菌 , 提示该菌可经
MHC I类和Ⅱ类 2种途径刺激机体产生免疫应答[19], 
具备更优越的免疫效果。为从 DNA疫苗本身作手改
善其免疫应答机制和提高其免疫原性开辟了探索性

道路, 为进一步研究以弱毒猪霍乱沙门氏菌为载体
的高效 DNA疫苗提供了新的思路。 
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