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以减毒鼠伤寒沙门氏菌为载体的
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摘! 要：采用大量培养含有 .:;+716 的大肠杆菌，提取 .:;+716 质粒，利用电转化方法将 .:;2
+716质粒转化到感受态减毒鼠伤寒沙门氏菌，,;, < =7=> 检测到 &1$ ?. 大小的条带，基因序列
分析到重组菌含有乙肝表面抗原（45678）基因序列；观察重组菌体外传代培养的稳定性，该重组
菌株在体外能稳定地繁殖、生长和传代。试验结果表明，携带 45678 的重组减毒鼠伤寒沙门氏菌
疫苗 @303% A .:;+716已成功构建，为研究和应用人和动物治疗用乙型肝炎病毒口服基因工程活疫
苗奠定了基础。
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! ! 减毒沙门氏菌已作为疫苗载体广泛用于病毒、
细菌和寄生虫等口服疫苗的研究，多数重组疫苗株

能获得针对相应病原体的免疫应答。最近的研究

发现携带外源 "#$的减毒沙门氏菌能通过肠壁上
的 %细胞达到 &氏结。在被吞噬的过程中，菌体死
亡，释放出的 "#$通过某些尚未明了的机制进入细
胞核中，最后导致具有真核启动子的外源基因在宿

主体细胞中的表达。这一发现使减毒沙门氏菌有

可能成为口服基因治疗的载体［’］。徐文忠（’(()）
将 **基因与 +,-$. 基因融合，再插入到痘苗病毒
基因组中，构建重组痘苗病毒［/ 0 )］。"#$ 疫苗是将
编码某种蛋白质抗原的真核重组表达载体直接注

射机体，在宿主细胞中表达外源基因，诱导特异性

的体液免疫和细胞免疫应答，达到预防和治疗疾病

的目的［1］。"#$ 疫苗具有亚单位疫苗的安全性和
弱毒疫苗的高效性，其制备简单，免疫时间长。减

毒的伤寒沙门氏菌作为抗原投递系统，是新型疫苗

研制的重要途径之一，已引起人们极大的兴趣和关

注，特别是近年来的研究取得一些令人鼓舞的结

果。作者采用大量培养含有 23"#$)-的大肠杆菌，
提取 23"#$)-质粒，通过电转化构建表达乙肝表面
抗原的减毒沙门氏菌工程菌株，为发展治疗乙型病

毒性肝炎的口服基因工程活疫苗奠定了基础。

!" 材料与方法

!# !" 质粒与菌株
含有质粒 23"#$)- 的大肠杆菌菌株 !4 "#$%

5%’6(，该菌株由中科院上海生物化学研究所提供；
质粒 23"#$)-上在 &’()7 和 !"#*7 位点之间重组
有乙肝表面抗原 +,-$.基因片段；+,-$. 基因片段
&’()7端与 89 启动子相邻，!"#*7末端紧接 *&: 启
动子；减毒鼠伤寒沙门氏菌 ;<9<:（!3=2>/9，!3?@>
/9）由美国华盛顿大学 AB? CD=EF-- 777 教授提供，江
苏畜牧兽医职业技术学院营养与饲料研究所保存。

!# $" 主要试剂
"#$限制性内切酶（G2H7 、,@I+7 等）；AH@-J$

酶；81"#$连接酶：购自华美公司；琼脂糖，低熔点
琼脂糖：购自美国 *F.I@ 公司；抗生素氨苄青霉素
（$I2）：齐鲁制药厂产品；一般化学试剂采用国产
分析纯试剂。

!# %" 试剂盒
柱式胶回收试剂盒，上海华舜公司产品；抗污

染标准 &CA扩增试剂盒，上海生工公司产品。

$" 实验方法

$# !" 质粒的少量提取
按碱裂解法进行酚氯仿抽提后乙醇沉淀［)，1］。

用 A#$酶消化 A#$，经酚氯仿抽提去除 A#$ 酶，
无水乙醇沉淀后加适量的 8K 溶解，即得到纯化的
23"#$)-质粒。
$# $" 电转化法转化减毒鼠伤寒沙门氏菌 &’(’)
挑取减毒沙门氏菌 ;<9<: 菌种于 / IL L, 液

体培养基础中，)9 M /N6 = O IFH，振荡过夜。取 N6
!L菌液，接种于 N6 IL L,液体培养基，)9M /N6 = O
IFH，振荡培养至 "N(6HI在 64 : P 64 9（约 / P /4 N Q），1
M、1 666 = O IFH 离心 N IFH，) 次；最后悬浮于 / IL
’6R甘油中，得到感受态菌株。取 /66 !L感受态细
菌液，加入 ’!.质粒 "#$，（对照不加 "#$），冰浴 N
IFH，使 "#$吸附到细菌上，然后移入电击杯中，电
转化条件：/ 666 S电压、/N !T 电容、/66 # 放电时
间 1 I-。电击后加入 166 !L L,，)9 M静止培养 /
Q。涂布在含氨苄青霉素的平板上［N 0 9］。

$# %" 重组质粒的鉴定
挑取 /4 / 平板中的数个菌落，在含有氨苄青霉

素的 L,液体培养基中发酵培养，用碱裂解法抽提
并纯化质粒，制备出来的质粒经 &CA扩增鉴定。于
&CA反应管中加入 ’6 倍反应缓冲液（含 ’N IIBU O L
%.C7/）N !L，1 倍 V#8&混合物（每种 /4 N IIBU O L）1
!L，上游引物 ’ !L（约 ’6 P 1 IBU），下游引物 ’ !L
（约 ’6 P 1 IBU），8@W "#$ 聚合酶（/ P )X）’!L，
"#$模板（N H.）/ !L，无菌去离子水 ): !L，液体石
蜡 )6 !L。&CA 扩增参数为：第 ’ 循环：(1 M变性
)66-；第 / 循环：(1 M、维持 1N -，NN M、维持 1N -，
9/ M、维持 1N-，共 )N 个循环；第 ) 循环：9/ M延伸
)66-。取 ’6 !L反应液，用 / . O VL琼脂糖凝胶电泳
检测，并以标准 "#$ 作参照物分析结果。&CA 扩
增按 &CA试剂盒说明书进行。
$# *" +,-序列分析

"#$序列分析在 $,7 &A7*%8% )99;L "#$ *J>
WDJH3J= 上进行。测序引物为：N’ 0 8$$8$C>
Y$C8C8C8$8$YYY>)’及 N’0 C$8$CY$888$Y>
Y8Y$C$C8$8$Y>)’。对重组质粒进行 "#$ 测序，
以双脱氧链终止法测序，由上海皓嘉公司完成。

$# ." 重组减毒鼠伤寒沙门氏菌的稳定性
将重组减毒鼠伤寒沙门氏菌 ;<9<: O 23"#$)-，

接种于 L,培养液中，分别培养传代 N6 次，每 ’6 代
提取 ’ 次质粒。
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!" 结" 果

!# $" 重组减毒鼠伤寒沙门氏菌 %&’&( ) *+,-.!/
的酶切鉴定

将碱裂解法抽提并纯化的质粒，采用 !"#$% 和
&’#%双酶切鉴定重组质粒，同时进行 ()$ 鉴定，琼
脂糖凝胶电泳检测。可得到约 *+ +,, -. 和 /+, -.
大小的两条带，分别为 ."012+3与 45326。

7：89:;<: ；*：("012+3质粒

图 $" 相关质粒鉴定图
0123 $" 456 76869:;< *8:/=1>/ :**7:1/6>

7：89:;<: ；*：空载质粒；+：转化的菌种质粒，经 !"#$% 和 &’#%

双酶切片断；=：("012+3

图 ?" 相关质粒与酶切鉴定图
0123 ? " @6869:;< *8:/=1> :;> 6;AB=6 +C< :**7:1/1;2

=:**1;2

!# ?" 重组减毒鼠伤寒沙门菌株 %&’&( ) *+,-.!/
中质粒 D+,-.!/鉴定及序列测定
挑取数个 &>?>@ A ."012+3 菌落在含有氨苄青

霉素的 B5液体培养基中发酵培养，用碱裂解法抽
提并纯化质粒，制备出来的质粒经 ()$ 扩增鉴定。

对重组质粒进行 012 测序，以双脱氧链终止法
测序。

图 !" 重组 %&’&( ) *+,-.!/沙门氏菌质粒核苷酸测序
结果

0123 ! " E56+F G7>67 GH 76+G=I1;;:;< :<<6;C:<6> !"#$
%&’(##" )*+,-%./-.% *8:/=1> ;C+86G/1>6 :+1>
GH JK&’&(

图 L" 重组 %&’&( ) *+,-.!/酶切位点图
0123 L " @6+G=I1;;:;< :<<6;C:<6> !"#%&’(##" )*+,-$

%./-.% JK&’&( 6;AB=6 +C</1<6/ =:**1;2

&>?>@ A ."012+3中质粒测序结果：
22C)DDCCD2))C2C)D)CC2D))2DCC2
C2C)2)22)2D)2CC2DD))D2CC2))))
DC)D)CDCDD2)2CC)CCCCDDDDD)DDC
DDC2)22C22D))D)2)22D2))2)2C2C
D)D2C2)D)CDCCDCC2)DD)D)D)22DD
DD)D2CCCCC2C)2)))2)CDCD))DCC
))2222DD)C)2CD))))22))D))22D)
2)D)2))22))D)DDCD))D))22DDDCD
))DCCDD2D)CDDCC2DCDCD)DC)CC)
CDDDD2D)2D2DD))D)DD)2D))DC)DC
)D2DC))D)2D)DD)DDCDDCCDD)DD)D
CC2)D2))22CCD2DCDDC)))CDDDCD
))D)D2)DD))2CC22)2D)22)D2))2
C)2)CCC2))2DC)22C2))DC)2)C2
DD))DC)D)22CC22))D)D2DCDDD))
)D)DDCDDC)DCD2)2222))DD)CC2)
CC222)DC)2)DDCD2DD)))2D)))2D
)2D))DCCC)DDD)C)22C2DD))D2DC
CC2CDCCC))D)2CD))CDDD)D))DC
C)D)2CDDD2)D2CDC))2DDDCDD)2C
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%&$ 序列分析表明，所有基因顺序与原来设计
完全一致，重组质粒的部分 %&$序列中含有 ’()$*
基因序列。

!" !# 重组减毒沙门氏菌株体外传代的稳定性分析
将重组减毒鼠伤寒沙门氏菌每 +, 代提取 + 次

质粒，每个菌落抽提质粒均含有重组质粒，可见质

粒不会因无选择压力而丢失。

$# 讨# 论

乙型肝炎病毒（’(-）所致的病毒性肝炎，具有
感染性强，携带率高、流行面广、慢性化倾向严重的

特点，属致癌性病毒。对乙肝的现患，目前尚无任

何特效药物治疗，对人群中大量存在的 ’()$* 慢性
携带者，亦无理想的消除措施。乙型肝炎病毒

（’(-）属嗜肝 %&$病毒，呈双层外壳的圆形颗粒，
直径为 ./ 01，外膜厚 2 01，为病毒的包膜。包膜蛋
白构成 ’(-表面抗原（’()$*），在肝细胞内合成，
大量释放于血液循环中，有抗原性，但无感染性，又

能组装成颗粒。因而，它有很强的免疫原性，可利

用它制备安全有效的乙型肝炎疫苗和抗体［3 4 5］。

’()$*基因位于 ’(- 基因的 6 区，6 区基因分 7
段，从上游开始依次为前 6+ 基因、前 6/ 基因和 6基
因。6基因区含有 7 个具有转录活性的启动子，分
别位于 ++8、/3.3 和 7+2/ 位核苷酸。
$" %# 减毒伤寒沙门氏菌作为疫苗的载体
沙门氏菌株已经发展成为人类或动物防止沙

门氏菌感染的活菌疫苗，因为口服活的重组沙门氏

菌抗原侵入内脏有关的淋巴组织（9:;:<’) =>?@A:)）
和内脏淋巴组织，引起黏液、体液与细胞免疫。目

前减毒沙门菌已作为疫苗载体广泛用于病毒、细菌

和寄生虫等口服疫苗的构建和研究。用以表达病

毒抗原如流感病毒核蛋白或血凝素、’B-*C+D, 的
-7 环、乙型肝炎病毒前 6+ E前 6/ 和核心抗原、登革
热病毒 . 型囊膜糖蛋白、轮状病毒 -92 和单纯疱疹
病毒糖蛋白等；用以表达的细菌抗原有霍乱弧菌毒

素亚单位、志贺毒素亚单位、破伤风毒素、大肠杆菌

毒素等。这些研究目前正处于实验室研究阶段。

以减毒沙门菌为载体构建的疫苗株可通过口服免

疫，最近似于自然感染，能在体内稳定、持续的表达

相应抗原，不仅刺激机体产生体液免疫和细胞免

疫，还可刺激黏膜免疫［3］。以沙门氏菌携带疫苗抗

原进入机体后，除能激发机体产生针对沙门氏菌的

免疫应答外，沙门氏菌还可作为免疫佐剂同时刺激

和增强机体产生针对外源抗原的体液免疫、细胞免

疫和粘膜免疫［5 4 +,］。#FCF0:等构建了能表达 G!的
鼠伤寒沙门氏菌，小鼠口服免疫此菌株后产生了高

滴度的抗鼠伤寒沙门氏菌和 G! 的肠道分泌型 B*$
抗体，血清中产生相应的抗毒素应答［++ 4 +/］。

$" &# 生物安全性问题
以减毒胞内菌作为 %&$ 疫苗运送载体利用基

因工程减毒的某些侵袭性胞内菌作为载体运送

%&$疫苗是一种新型的途径。常用的减毒胞内菌
有鼠伤寒沙门氏菌、伤寒沙门氏菌、痢疾志贺氏杆

菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、侵袭性大肠杆菌、分支

杆菌（(#）及单核细胞增生症李斯特菌等。通过减
毒胞内菌运送 %&$疫苗的最大优势就在于其能够
将 %&$疫苗直接运送到专业性抗原提呈细胞（巨
噬细胞和树突状细胞）内，细菌在 $9#中裂解后，将
携带的质粒 %&$释放出来。外源 %&$随机整合入
宿主基因组，可能会激活癌基因或者使肿瘤抑制物

失活。此外，外源 %&$被干细胞或生殖细胞摄取之
后还可能将外源 %&$ 传给后代。但是迄今为止尚
未发现质粒 %&$ 整合入基因组 %&$ 的直接证据，
仅有 6@AHII:<?等的 + 篇报道表明在小鼠脾细胞、肝
细胞及肠细胞中检测到降解的质粒 %&$ 片
段［+7 4 +8］。

目前，基因工程微生物的应用及被释放到环境

中后的安全性问题受到关注。抗药性病原菌的大

量出现，许多药物，特别是抗生素已经不能抑制或

杀死原来敏感的病原菌，这已不仅仅是基因突变可

解释的，可能与抗药性基因的水平转移有关。已发

现基因的转移不仅仅是发生在细菌之间，而且也发
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生在细菌与高等生物之间，甚至是高等生物之间。

目前对 !"#疫苗的安全性考虑主要基于以下 $ 个
方面：%）质粒 !"# 低水平整合到宿主基因组的潜
在危险性；&）!"# 疫苗载体携带的抗生素基因可
能导致的生物学后果；’）产生针对双链 !"# 的抗
体；$）引起免疫耐受。一般用作 !"# 疫苗的真核
表达载体为了筛选方便都带有一个抗生素抗性基

因，最常用的是氨苄青霉素和卡那霉素抗性基因，

抗生素抗性基因的存在有可能导致致病菌的耐药

性问题，但是如果能够对特定抗生素抗性基因的使

用作出一个通用的规定，那么这个问题也应该可以

解决。

!" #$ 表达 %&’()的减毒沙门氏菌疫苗株的构建
本实验利用电转化方法构建了表达乙肝表面

抗原的重组减毒沙门氏菌工程菌株 ()*)+ , -.!/
"#’0，且在体外能稳定地繁殖、生长和传代。体外
传代稳定性分析表明：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

在有选择压力的条件下，质粒基本不丢失。研究结

果表明，构建的重组减毒沙门氏菌株将可能作为

123的口服活疫苗侯选株用于预防和控制人和动
物 123的感染，进一步地还需动物实验观察效果
和加以评价。
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