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摘要：构建了重组减毒鼠伤寒沙门氏茵SL8786／pEGFP-C3，检测了PEGFP—C3在雏鸡体内荧

光表达。将重组减毒鼠伤寒沙门菌SL8786／pEGFP—C3分别灌胃饲服3日龄雏鸡，结果表明，在体

外稳定试验中，重组茵经LB固体及液体培养基连续传20代后，单个茵落和茵液均呈淡绿色。流

式细胞仪结果证实，减毒鼠伤寒沙门茵可以将pEGFP—C3转入脾脏细胞，并在其中表达。在体内

稳定试验中，经雏鸡连续传代12次，从肝脏、脾脏中分离的细菌经LB固体培养仍为绿色，证明构

建的重组减毒鼠伤寒沙门氏菌是稳定的。用免疫剂量的重组细菌接种雏鸡后，观察1个月未见有

异常现象，同时剖检后也未见脏器有眼观病变。免疫一定时间后，在雏鸡肝脏、脾脏、肾脏、胸腺、

十二指肠、肌肉等组织有荧光表达。表达PEGFP-C3的重组鼠伤寒沙门氏茵在鸡体产生荧光表

达，为减毒沙门氏茵作为活栽体的基因工程疫苗研制提供一个优良模型。
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Abstract：In this manuscript，a recombinant attenuated Salmonella typhimurium SL8786／pEGFP

·——C3 which express a green fluorescent protein gene(pEGFP-C3)was constructed and exhibited

genetic stability after 20 generations．Then the recombinant strains inoculated in chicken and

separated from its liver and spleen．The results demonstrated that the recombinant attenuated

Salmonella typhimurium has considerable stability both in vitro and in vivo．Unusual

phenomenon and internal organs observe pathological changes were not observed by inoculating

with immune dosage recombinant bacteria in chicken after one month．The liver，spleen，kidney，
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chest gland，duodenum，muscle organization fluorescent expression was detected by fluorescent

microscope screen in chicken．Cellular and organization fluorescent expression produced after oral

recombinant attenuated Salmonella typhimurium in chicken and it offers a fine model tO research

the genetic engineering vaccine of living carrier．

Key words：enhance green fluorescent protein(EGFP—C3)，recombinant attenuated Salmonella

typhimurium，fluorescent expression

绿色荧光蛋白(Green Fluorescent Protein，

GFP)基因是一种新型的报告基因，GFP是一类存

在于包括水母、水螅等腔肠动物体内的生物发光蛋

白，当受到紫外或蓝光激发时，能发射绿色荧光，且

荧光性质稳定，无种属限制，已在大肠杆菌等多种

动植物中成功表达并产生荧光。在一系列与GFP

的N端或C端融和蛋白质的性质研究中，已证明融

合蛋白质具有GFP的荧光性质和配体蛋白质的生

物功能。其次，GFP的检测极其方便，可用荧光显

微镜、流式细胞仪或显微图像技术在活细胞中检

测，且对细胞无伤害。鉴于这些优点，GFP已成为

监测体内基因表达及细胞内蛋白质定位十分重要

的报告基因。Shimomura等(1962)[11首先从多管

水母属(Aequoriavictoria)中分离出了绿色荧光蛋

白(GFP)；Prasher等(1992)[21克隆了GFP基因的

cDNA；Chalfie等(1994)[3]首次在大肠杆菌细胞和

线虫中表达了GFP，开创了GFP应用研究的先河，

之后很快发现GFP能在多种异源细胞中表达。

Takarda等(1997)[4]将S65TGFP连接到巨细胞病

毒增强子和延长因子一1启动子，使S65TGFP在植

入母体前的鼠和牛的胚胎中进行表达，结果在桑椹

胚和囊胚中检测到S65TGFP，12个雏鸡中有11个

转基因产物。研究表明，GFP可用作逆转录病毒介

导的基因转化标记物，在哺乳动物中表达，这将促

进基因治疗的研究。作者将携带有增强型绿色荧

光蛋白(EGFP)基因的pEGFP-C3质粒通过转化减

毒鼠伤寒沙门氏菌SL8786，成功构建含有pEGFP-

C3的转化减毒鼠伤寒沙门氏菌SL8786／pEGFP-

C3，实验证明构建的转化菌能够稳定表达绿色荧光

蛋白质‘⋯。

1材料与方法

1．1材料

减毒鼠伤寒沙门氏菌SI。8786(AphoP233)：美

国华盛顿大学Roy Curtiss Ill教授提供，江苏畜牧

兽医职业技术学院保存；pEGFP—C3质粒：购自

Clon-tech公司；DNA限制性内切酶(Hindm，Xba

I等)、RnaseA酶、T4DNA连接酶：购自华美公司；

100～3 000 bp核酸标准分子是参照物：购自上海

生物工程公司；质粒小量提取试剂盒：小量胶回收

试剂盒购白上海华舜公司；RPMll640培养基：购自

Gibco公司；胰蛋白胨、酵母提取物：购自宝泰克公

司；抗生素卡那霉素：齐鲁制药厂产品；一般化学试

剂均采用国产分析纯试剂；电转化仪：德国艾本德

股份公司产品；荧光显微镜：上海蔡康光学仪器有

限公司产品；流式细胞仪：BD公司产品；三黄鸡雏

鸡：江苏畜牧兽医职业技术学院畜牧场提供。

1．2 方法

1．2．1 电转化法转化减毒沙门氏茵 挑取减毒沙

门氏菌SL8786菌种涂布于固体LB培养基平皿。

分别挑取平板培养好的减毒沙门氏菌SL8786菌种

2 mL于I。B液体培养基础中，37℃、250 r／min振

荡过夜。取50肛L菌液接种于50 mL LB液体培养

基中，37℃、250 r／rain振荡培养至0D。。。。在0．6～

0．7(约2～2．5 h)，4℃、4 000 r／min离心5 min，用

PBS液洗3次，分别离心；最后悬浮于2 mL体积分

数10％甘油中，得到感受态菌株。分别取200肚L

感受态细菌液，加入1 gg pEGFP—C3，冰浴使其

DNA吸附到细菌上，然后移入电击杯中，电转化条

件：2 000 V电压、25"F电容、200 Q、放电时间4

ms。电击后加入400“L LB，37℃静止培养2 h。

试管中分别加入LB培养基1 mL，37℃轻柔震荡培

养45 min，涂布在含卡那霉素(25 mL／L)的固体LB

培养基的平皿中。37℃培养16 h后挑取转化菌

落，提取质粒，进行酶切鉴定[7]。

1．2．2荧光显微镜观察将1．2．1中鉴定成功的

转化菌SI。8786／pEGFP—C3用LB液体和固体培养

基过夜培养，观察其颜色，挑取培养基中的转化菌

于荧光显微镜下观察。

1．2．3转化细菌体外、体内稳定性试验 将转化

菌SL8786／pEGFP-C3接种于LB固体培养基上，

37℃过夜培养，挑取单个菌落，于LB固定培养基

上37℃继续培养，如此重复20次，最后一次抽提质
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粒，酶切分析。将1×106 CFU转化的细菌经静脉注

入雏鸡中，第2天从其肝脏、脾脏中分离细菌。将

肝脏、脾脏于LB上涂布，37℃培养过夜，再将此细

菌1×106 CFU注入雏鸡中，传代10次。同时进行

口服接种，每只雏鸡1×108 CFU，共10只。分别于

不同时间点捕杀雏鸡，取其脾脏、肝脏组织于研磨

器中研磨，取100肚L稀释物于LB平板上过夜培

养，观察细菌生长状况。

1．2．4 口服接种有表达质粒的转化减毒沙门氏茵

用含有相应抗生素的LB培养基分别培养

SL8786／pEGFP-C3、SL8786／peDNA3，振荡培养至

A。。。在0．6～0．7，以PBS悬浮，调整细菌浓度为

1×109 CFU／mL。3日龄雏鸡12只，随机分A、B

两组，每组6只，每只雏鸡灌服5 g／dL的NaHCO。

100扯L，以中和胃酸，30 rain后，A组分别灌服

SL8786／pEGFP-C3 0．1 mL，B组分别灌服

SI。8786／peDNA3 0．1 mL。

1．2．5检测绿色荧光蛋白在雏鸡脾细胞内的表达

雏鸡口服转化菌3周后，每组分别脱颈处死2只

雏鸡。无菌取脾脏，低渗裂解红细胞后得到单细

胞，悬浮于无血清RPMll640培养基中，接种于60

mm细胞培养皿。37℃、5％CO。培养箱培养2 h，

使之贴壁。然后用无抗生素RPMll640培养基洗

涤细胞2次，洗去非贴壁细胞，所得贴壁细胞即为

雏鸡脾脏细胞。用流式细胞仪检测贴壁细胞荧光

蛋白表达。

1．2．6 绿色荧光蛋白在不同组织中表达的检测

雏鸡口服转化菌2周后，A、B组分别宰杀2只。分

离肝脏、脾脏、肾脏、胸腺、十二指肠、肌肉，分离后

的组织立即用红细胞裂解液(O。01 mol／L Tris—HCI

pH 7．6；0．01 mol／L NaCl；0．005 mol／L MgCl2)溶

解红细胞，以PBS洗涤，利用超声波打碎组织，离心

去除上清液，置于紫外测定仪观察。

2 结 果

2．1转化减毒鼠伤寒沙门氏菌酶切鉴定

挑取pEGFP—C3质粒转化菌落，提取质粒，

Marker DNA用EcoR I和HindⅢ双酶切，质粒用

HindⅢ，Xba工双酶切。电泳结果表明：在电泳条

带800 bp附近，有一条符合EGFP为730 bp的理

论值，表明pEGFP-C3已转到减毒鼠伤寒沙门氏菌

中，见图1。pEGFP—C3的MCS为：一HindⅢ一

EcoRI—Pstl-Sal I-Kpa I-Sac 11一Apa I—BamH I—Xba

I—BdI。

图1重组减毒鼠伤寒沙门茵质粒pEGFP-C3酶切鉴

定

Fig．1 Recombinant attenuated Salmonella typhimuri·

Hm plasmid pEGFP-C3 enzyme cut electrophore-

sis analysis

2．2转化减毒鼠伤寒沙门菌的观察

转化菌于LB液体培养基中过夜培养，菌液呈

淡绿色。转化菌于LB固体培养基上过夜培养，见

菌落亦呈淡绿色。挑取在LB培养基中培养的转化

菌于荧光显微镜下观察，可见单个细菌呈淡绿色，

细菌形态十分清晰，见图2。

图2 重组减霉鼠伤寒沙门氏两SL8768／EGFP-C3平

板菌落形态(显微镜X200)

Fig．2 Recombinant attenuated Salmonella typhimuri·

Ilm SL8768(EGFpoC=3)cultivating on plateform

(microscope X200)

2．3转化菌的稳定性

2．3．1转化茵的体外稳定性试验 观察于LB固

体培养基上培养的转化菌SL8786／pEGFP-C3，所

有细菌均成绿色，经连续20代培养，仍是绿色，证

明转化菌SL8786／pEGFP-C3在体外稳定表达GF—

PC3。最后一次培养物经碱裂解法抽提质粒，经酶

切分析证明，质粒条带大小正确。

2．3．2转化茵的体内稳定性试验 将转化菌于雏

鸡中连续传12代，无菌取肝脏、脾脏，涂布于I。B平

板上，过夜培养，见有绿色细菌生长，而无其它杂

菌，取最后一次细菌培养物提取质粒，同时酶切鉴

定，结果酶切条带正确。口服组于29天时仍有转

化菌，而静脉注射组于45天仍有转化菌生长。因
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此，可以确定转化菌在体内能够稳定存活至少1个

月以上。

2．4绿色荧光蛋白在雏鸡脾细胞内的表达

雏鸡口服转化菌SL8786／pEGFP—C3 3周后，

用流式细胞仪检测贴壁细胞荧光蛋白表达。发现

两次贴壁培养得脾细胞中，EGFP阳性率分别为

19．26％和20．17％，而SL8786(pcDNA3)口服的

雏鸡细胞中阳性率分别为2．26％和1．69％。流式

细胞仪结果证实，体外情况下，减毒鼠伤寒沙门菌

可以将pEGFP-C3转入雏鸡腹腔灌洗巨噬细胞，并

在其中表达。

2．5 口服转化菌后雏鸡体内不同组织表达情况

雏鸡口服转化菌SI。8786／pEGFP-C3后，检测

发现，雏鸡肝脏、脾、十二指肠EGFP-C3都表达较

强，肾、胸腺、肌肉次之，结果见表1。

表1 不同组织的pEGFP-C3质粒表达水平

Tab．1 Plasmid pEGFP-C3 expression level in various tissues

十代表正；一代表负

雏鸡口服转化菌SL8786／pEGFP—C3后，解剖

获取肝脏、脾脏、肾脏、胸腺、十二指肠、肌肉等，分

离后的组织立即用红细胞裂解液溶解红细胞，以

PBS洗涤，利用超声波打碎组织，离心去除上清液，

经过制片后，置于紫外测定仪观察，6种组织均有不

同强度的绿色荧光，结果见图2。

a：肾脏；b：脾脏Ic：肌肉}d：十二指肠；e：胸腺；f：肝脏

圈3 SL8768／pEGFP-C3在雏鸡不同组织绿色荧光表达(荧光显微镜拍摄)

Fig．3 SL8768／pEGFP-C3 green fluorescence expression in different organization in chicken(fluorescence microscope

Screen)

3 讨 论

减毒鼠伤寒沙门菌作为疫苗载体已有多种细

菌、寄生虫和病毒抗原被表达于沙门氏菌用作疫

苗L8他3。鼠伤寒沙门氏菌能够通过粘附、侵袭，定居

在肠道相关淋巴组织，并经肠系膜淋巴结到达肝

脏、脾脏，进一步有效地刺激机体产生粘膜、细胞和

体液免疫应答，产生分泌型抗体，目前已构建了一

系列鼠伤寒沙门氏菌的减毒株，以它作为载体携带

其它细菌、病毒或寄生虫等保护性抗原基因，构建

双价、多价活苗。试验证明，这些活苗进入机体后，

能够激发机体产生针对载体沙门氏菌和外源抗原

的体液免疫、细胞免疫和粘膜免疫。减毒鼠伤寒沙

门菌无致病性，但仍有一定的侵袭力。Peyer淋巴

结内的树突状细胞(dendritic cell，DC)在吞噬沙门

菌中的作用可能更加重要。巨噬细胞和DC细胞都

是良好的抗原提呈细胞，表达在沙门菌上的抗原蛋

白可以被有效地递呈，从而诱导产生高效的粘膜和

系统免疫反应[i引。Ayub等[1妇将李斯特菌的两种

致病基因克隆入真核表达载体，转染鼠伤寒沙门氏

菌用于免疫动物，诱导产生了良好的体液和细胞免

疫反应。Paola等[1 5]的研究进一步证实，在体内，减

毒沙门菌可以将真核质粒递呈给雏鸡脾脏的树突

状细胞。目前在动物体内，以减毒鼠伤寒沙门菌作

为DNA递呈载体研制的口服DNA疫苗取得了良

好的抗菌和抗肿瘤作用L16_1川。

DNA疫苗有许多优点：接种到体内的DNA可

以持久地表达，成为抗原的体内贮备库；某些质粒

序列具有免疫刺激作用可以作为佐剂[6]。为了研

究减毒沙门氏菌活疫苗载体与宿主免疫系统相互

作用的规律及其调控机制，作者将绿色荧光蛋白

(GFPC3)基因通过转化转入减毒鼠伤寒沙门氏菌

SL8786中，获得了稳定表达GFPC3的转化鼠伤寒

沙门氏菌。GFPC3的表达与否，眼观即可看见，很

直观。另外将菌液放于载玻片上，盖上盖玻片于荧

光显微镜下观察，即可见一个个单个细菌发出很强
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的绿色荧光，它产生的荧光不影响细菌进入到哺乳

动物细胞中去，也不影响细菌在哺乳动物中的存

活。在活的哺乳动物和被感染的组织中，可以观测

到细菌产生的GFP，它的荧光可以利用流式细胞术

来检测。这样就可以衡量哺乳动物细胞被细菌侵

染的程度，有助于了解宿主一病原体相互作用的机

理，从而达到消灭病原体的作用。

根据表达GFPC3的减毒鼠伤寒沙门氏菌的特
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