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表达幽门螺杆菌黏附素保守区的减毒鼠伤寒沙门氏菌株的构建
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$（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%’!）

摘 要 为构建表达幽门螺杆菌（EF）黏附素保守区（6G）的无抗性减毒鼠伤寒沙门氏菌疫苗，采用缺失腺苷酸环

化酶基因（!02+）、环腺苷酸受体蛋白基因（!0*3）以及天冬氨酸"0半醛脱氢酶基因（!+&4）的鼠伤寒沙门菌（H#%’$）

作为宿主，将编码 6G 的基因插入 6IJK 的组成型表达载体 FL6$#1，通过两次转化引入宿主菌，构建了表达 6G 基因

平衡致死的减毒鼠伤寒沙门重组菌 H#%’$（FL6$#106G），采用桥联法 :M4N6 测定 H#%’$（FL6$#106G）培养上清液和裂

解上清液中 6G 的抗原性，参照 58<D)DO 叙述的方法及重组菌生长曲线的测定来确定重组菌株的稳定性，通过

P9’GMQ2 小鼠口服测定半致死量来确定重组菌的安全性。成功构建了表达 6G 的减毒鼠伤寒沙门菌重组菌株 5 +
/23"#6)*#)6 H#%’$（FL6$#106G），桥联法 :M4N6 测定表明重组菌 H#%’$（FL6$#106G）培养上清中 6G 的含量高于菌体

裂解液，重组菌 FL6$#106G 在没有选择压力的情况下培养 !%% 代，随机挑选的重组菌全部都能生长，且在 :M4N6 测

定 6G 抗原时均显阳性。重组菌的生长曲线测定表明，H#%’$（FL6$#1）和 H#%’$（FL6$#106G）的生长状态基本一致；

口服重组菌株 H#%’$（FL6$#106G）!R% S !%!% DT.+&%J 后，P9’GMQ2 存活率仍为 !%%U。成功构建了表达 6G 的无抗性的

减毒鼠伤寒沙门菌疫苗 H#%’$（FL6$#106G），体外实验表明重组质粒是稳定的，动物实验证明重组菌株是安全的；为

防治幽门螺杆菌感染提供了口服活菌疫苗候选株。
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幽门螺杆菌（简称 EF）的发现，使慢性胃炎、消

化性溃疡等有关疾病的发病学和防治学研究发生了

一场革命［!，$］。现已确认，EF 是慢性胃炎、消化性溃

疡的最主要病因，胃癌和胃淋巴瘤发生的重要因

素［&，#］。!""# 年世界卫生组织国际癌症研究机构

（46WP）已将该菌列为 4 类致癌原［9，2］。流行病学资

料显示，全球有 9%U的人口感染 EF，我国是一个 EF
高感染率国家［’］。基于此，根除 EF 是预防和治疗

上述疾病的主要手段之一。目前广泛用于临床根除

EF 的手段是抗菌治疗，尽管有较高的根除率，但存

在诸如费用较高、耐药菌株的不断增加致根除率逐

年降低、药物的副作用以及病人的依从性差等问

题［1 X !%］。免疫防治 EF 成为治疗 EF 最有希望的方

法之一。鉴于 EF 已证实的 # 种黏附素保守区（6G）

是外膜蛋白（35Y）和膜孔素（Y)Z=?）样成分，而外膜

蛋白和膜孔素样成分是优秀的疫苗候选抗原［!! X !&］。

此外，表达外源性抗原的减毒伤寒沙门菌属菌苗是

很有希望的新一代菌苗，人体试验表明减毒伤寒杆

菌株有很好的耐受性和免疫原性，可用于传递外源

抗原，这样，既解决了佐剂问题，又解决了口服亚单

位蛋白疫苗成本昂贵的问题。目前，国内已经有减

毒沙门菌属菌苗用于 EF 疫苗的研制，但还未见包

含有平衡致死系统无抗性的减毒伤寒沙门菌属菌苗

在 EF 疫苗研制中的应用。本研究拟构建表达 6G
的无抗性的减毒鼠伤寒沙门菌疫苗，并研究其生物

特性，为下一步的生物治疗研究打下基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：实验过程中所使用菌株和质粒

见表 !。



表 ! 实验涉及的菌株（质粒）及主要特性

"#$%& ! ’()#*+（,%#-.*/）#+/ 0&+1(2,&

!"#$%&（’($)*%+） ,-&."/’- !.0#1-

!"#$% 23456 7)+8 9# : ;./ <0#"%))

&’$(#)*$$’ +,-.%(/0%/( 2=>?> @%(+ )"#$%& A&)"%"0"- B.# "C- 1.&"#.( .B D%.(.E%1$( ’#.+01"，F%&%)"#/ .B C-$("C

2=6=4 ,$(G8 ，C)+8 ，$)+ 8 9# : ;./ <0#"%))

2H46I </$8 ，<#’8 ，7)+8 9# : ;./ <0#"%))

’GJKIID（ L ）K7M 7*’#，7M <.&)"#01"%.& %& "C- ’#-N%.0) #-)-$#1C［>H，>O］

’P7IH? 7)+L 9# : ;./ <0#"%))

’P7IH?K7M 7M <.&)"#01"%.& %& "C- #-)-$#1C

!3!34 实验动物：无特定病原体（!’-1%B%1K’$"C.E-&
B#--，!QR）<O6MST3 小鼠 >O 只，H 周龄，雄性，购自本

所动物中心。

!3!35 工具酶：!"#;!、&’$!等限制酶及 JH 9U7
(%E$)-、V-&" 9U7 ’.(/*-#$)- 等工具酶分别购自 U-W
G&E($&+ M%.($D) 公司、Q#.*-E$ 公司及华美生物工程

公司。

!3!36 试剂：X;Q 标记羊抗兔 AE, 购自华美生物工

程公司，抗 7M 抗体本所制备，二氨基庚二酸（97Q，

O4*E Y S ）购自 !%E*$ 公司，其它试剂为国产分析纯。

!34 方法

!343! 质粒的提取及纯化：质粒的快速抽提及大量

制备均采用碱变性法，详见参考文献［>3］。

!3434 目的基因的 Q<; 扩增：根据保守区基因序列

设计引物，在其 OZ端加上合适的限制性酶切位点，

由上海 博 亚 公 司 合 成。模 板 为 ’GJKIID（ L ）K7M。

序列如下：

保守区 >：OZK<<, ,77 JJ< 77< ,<, <J< 77< 77J <7,K=Z
!"#;!

保守区 I：OZK<7< ,J< ,7< <J7 ,77 J,7 7J7 <<< 7J7 7,K=Z
&’$!

!3435 9U7 片段的酶切、连接、转化和阳性克隆的

筛选：详见参考文献［>6］。质粒和目的基因 9U7 经

!"#;!、&’$!双酶切，玻璃奶回收酶切片段，JH 连

接酶作用下 >3[连接 >IC，依次转化宿主菌 ! : "#$%
23456、&’$(#)*$$’ +,-.%(/0%/( 2=6=4 和 2H46I，双酶

切鉴定筛选阳性克隆。

!3436 重组菌表达的 7M 蛋白的测定：重组菌株 & :
+,-.%(/0%/( 2H46I（’P7IH?K7M）接种于液体 SM 培养

基中，=6[振荡培养 >O \ >3C，离心分别收集菌体和

上清液。菌体用生理盐水洗 > 次后，离心后用去离

子水悬浮，悬液菌液超声破碎 =*%&，离心取上清。

桥联法 GSA!7 测定 2H46I（’P7IH?K7M）培养上清液

和裂解上清液中 7M 的抗原性。

!3437 重组菌株的稳定性实验：重组菌株的稳定性

实验参照 F-$1.1] 叙述的方法进行。将 =6[振荡培

养过夜的菌体按 >4^接种于含 97Q 的 SM 培养基

中，继续培养 >IC，将上述培养物再按 >4^量接种于

含 97Q 的 SM 液体中培养 >IC，如此培养至 O4C，则菌

体传代 >44 代后，将培养物稀释 >43 倍，取 >44"S 稀

释液涂含 97Q 的 SM 琼脂平板，过夜培养后，随机挑

选 >44 个单菌落，转种在 97Q8 的 SM 琼脂平板上，

如果质粒丢失，细菌不会在 97Q8 液体中生长，以此

测定重组质粒的稳定性。同时用 GSA!7 法检测这

>44 个菌落培养上清 7M 抗原的表达，以确定外源基

因在鼠伤寒沙门氏菌宿主表达的稳定性。

!3438 重 组 菌 的 生 长 曲 线 的 测 定：挑 取 单 克 隆

& : +,-.%(/0%/( 2H46I（ ’P7IH?）和 & : +,-.%(/0%/(
2H46I（’P7IH?K7M）分别接种于 SM 液体培养基中，

=6[振荡培养 >4C 后，取 O4"S 接种于 O*S SM 液体

培养基中，=6[振荡培养，每隔 >C 测定 12344 值 >
次，绘制测定菌的生长曲线。

!3439 重组菌的安全性实验：重组菌的安全性，通过

<O6MST3 小鼠口服测定半致死量来确定。

4 结 果

43! 含 !"# 基因并编码 :; 基因的重组质粒的构

建

质粒 ’P7IH? 大小为 =_4]D，启动子为 Q"#1，多克

隆位点包括 !"#;!、3%)+#、&’$!等。用 !"#;!
和 &’$!对 ’P7IH? 进行酶切，回收大的 GK! 片段作

为载体。用同样的酶完全酶切 7M Q<; 产物，回收

后与 载 体 混 合 进 行 连 接，然 后 以 <$<(I 法 转 化

! : "#$% 23456 宿主菌，转化子在 97Q8 的 SM 琼脂平

板上生长，进一步提取质粒进行鉴定。重组质粒

’P7IH?K7M 经 !"#;!和 &’$! 双酶切鉴定结果见

图 >。
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图 ! 重组质粒 "#$%&’($) 的双酶切鉴定图谱

*+,-! ./0123 43564+76+/8 389:;3 <+,356+/8 ;=> /?
437/;1+8=86 >2=5;+< "#$%&’($)

!- .@$ ;=4A34；%- "BC >4/<076；D - "#$%&’E!"#C!；&- "#$%&’($)E

!"#C!；F - "#$%&’ G H $)E!"#C! I $%&!

!"! 重组菌株的构建

从 ! - "#&’ JKLMN（>#$%&’($)）中分离重组质粒，

电转 法 依 次 转 入 宿 主 菌 $ - ()*+’,-.’-, JDNDL、

J&LN%。由于宿主菌的不同，摸索了相应的最佳转化

条 件。 采 用 条 件（!）：B0O3663 P=> LQ%7;，R/26=,3
%QFAR，*+32< S6438,T !%QFARE7;，B=>=7+6/4 %F"*，C35+5(
6/4 %LL#，U+;3 B/856=86 &QF V FQL;5 将重组质粒转化

入宿 主 菌 $ - ()*+’,-.’-, JDNDL 中，再 从 $ - ()*+’/
,-.’-, JDNDL（>#$%&’($)）重组菌中分离重组质粒；

采用条件（%）：B0O3663 P=> LQ%7;，R/26=,3 %Q&AR，*+32<
S6438,T !%QLARE7;，B=>=7+6/4 %F"*，C35+56/4 &LL#，U+;3
B/856=86 M V !D;5，将 重 组 质 粒 转 化 入 宿 主 菌 $ -
()*+’,-.’-, J&LN% 中，得到重组菌株 $ - ()*+’,-.’-,
J&LN%（>#$%&’($)）。

!"# 重组菌表达 $% 蛋白的测定

桥联法 WXYS$ 测定 J&LN%（>#$%&’($)）培养上

清液和裂解上清液中 $) 的抗原性的结果如表 % 所

示。重组菌 J&LN%（"#$%&’($)）培养上清中 $) 的

含量高于菌体裂解液，说明 $) 主要存在于培养上

清液中，即以分泌的方式表达。

表 ! 桥联法 &’()$ 测定 *+,-!（./$!+01$%）中 $% 抗原性

23456 ! $% 67896::6; <= *+,-!（./$!+01$%）

3::3>6; 4> 49<;?6; &’()$

S=;>23 0&M%8; "E@

@3,6+O3 7/864/2 /? J&LN%（>#$%&’）7026043 50>348=6=86 LQL&

@3,6+O3 7/864/2 /? J&LN%（>#$%&’）5/8+7=63 50>348=6=86 LQL&

"/5+6+O3 7/864/2 /? )X%!（>WU($)）>34+>2=5; !QL’ %NQL

J&LN%（>#$%&’($)）7026043 50>348=6=86 LQMK %&QL

J&LN%（>#$%&’($)）5/8+7=63 50>348=6=86 LQN’ !MQF

!"+ 表达 $% 抗原的稳定性

重组菌 >#$%&’($) 在没有选择压力的情况下

培养 !LL 代，随机挑选 !LL 个菌落转移至 .$"Z 平

板，!LL 个菌全部都能生长，且在 WXYS$ 测定 $) 抗

原时均显阳性，其 0&M%8;值的均数 [ 标准差为 LQMNM
[ LQLF%，阴 性 对 照 菌 J&LN%（>#$%&’）0&M%8; 值 为

LQL&L，表明重组菌生长 !LL 代后，重组质粒能稳定

存在于减毒宿主内。

!"@ 重组菌的生长曲线

挑取单克隆 J&LN%（"#$%&’）和 J&LN%（"#$%&’(
$)），分别接种于 X) 液体培养基中，DN\过夜，取

FL"X 接种于 F;X X) 液体培养基中，DN\振摇培养，

每隔 !T，测定 12KLL值 ! 次，记录各 12 值，得到测定

菌生长曲线（图 %）。从图 ! 可以看出各种菌的生长

状态基本一致，即表示在减毒沙门氏菌中转入重组

质粒，基本不影响该菌的新陈代谢。

图 % J&LN%（"#$%&’）和 J&LN%（"#$%&’($)）的生长曲线

*+,-% UT3 ,4/]+8, 704O3 /? J&LN%（"#$%&’）

=8< J&LN%（"#$%&’($)）

!"A 重组菌的安全性

BFN)XEK 小鼠口服重组菌株的安全性实验结果

见表 D。小鼠口服野生株 JD!’! ! ^ !LN 7?0 后，在 F<

表 # 小鼠口服重组鼠伤寒沙门氏菌和野生株后的存活率

23456 # )B9C<C35 DE F<G6 3EH69 D935 <=DGB53H<D= I<HJ C<9B56=H 3=; 96GDF4<=3=H ! K "#$%&’()&(’ :H93<=:

S64=+8 C323O=86 >T38/6:>3 Y8/702=6+8, </53（7?0） _1534O=6+/8 Y8634O=25E< S04O+=2（2+O3E6/6=2）

JD!’! ‘+2< 6:>3 !QL ^ !LN F LEF

%QK ^ !LF DL %EF

J&LN%（"#$%&’($)） B:=Z B4> Z $)I !QL ^ !L!L DL FEF
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内全部死亡，而口服重组菌株 !"#$%（&’(%")*(+）

,-# . ,#,# /01，2#3 后，存活率仍为 ,##4。从表上还

可以看出 56$+789 小鼠口服重组菌株的活菌数已是

野生株 !2,), 致死剂量的 ,#2 倍。

! 讨 论

伤寒沙门氏菌能通过黏附、侵袭、定居在肠道相

关淋巴组织，被 &:;:< 结中的巨噬细胞或 = 细胞吞

噬，并经肠系膜淋巴结到达肝脏、脾脏，进一步有效

地刺激机体其它部位（包括胃）产生粘膜、细胞和体

液免疫应答。近几年，以减毒沙门菌菌苗为释放系

统研制胃肠道疫苗，成为重组口服新型活疫苗研究

的一个新的方向。其中，减毒鼠伤寒沙门菌是迄今

为止作为携带外源疫苗抗原应用最广泛的菌属。这

主要归因于鼠伤寒沙门氏菌感染鼠类的模型同人伤

寒沙门氏菌感染人类的机制基本一致，且对鼠伤寒

沙门氏菌的毒力因子已有深入的研究。现已用于伤

寒沙门氏菌减毒突变的基因包括：控制芳香族化合

物生物合成的 !"# 基因［,)］，影响脂多糖合成的 $!%>
基因［,?］，调 节 环 腺 苷 酸 代 谢 水 平 的 &’!、&"( 基

因［%#］，控制嘌呤生物合成的 ()" 基因［%,］，调控基因

转录的非特异性酸性磷酸酶 (*#& 基因［%%］，以及调

节 @A<BC 表达的 #+(D 基因［%2］等。许多实验室已突

变这些相关基因而成功地构建了无毒、并且具有免

疫原性的伤寒沙门氏菌株，在小鼠、牛、猪等动物甚

至志愿者体内实验证明安全有效［%" E %?］；但用这些减

毒株表达外源保护性抗原时，通常将编码保护性抗

原的基因克隆在含抗药基因的载体上，为使质粒稳

定，必须用抗生素作为选择压力。按照美国 FG( 食

品与药物管理机构（FAA3 HC3 G<1I (3JBCBKL<HLBAC）的

规定，活疫苗中不能存在抗药质粒，且在人和动物体

内，无法以抗生素来维持重组质粒的稳定性。

为了在没有抗生素存在条件下，外源保护性抗

原能在减毒伤寒沙门氏菌中稳定表达，目前已发展

起来一种新型的质粒载体系统，即载体*宿主平衡致

死系统。载体*宿主平衡致死系统的宿主菌是一类

染色 体 突 变 体，突 变 的 基 因 是 管 家 基 因（MA1KBCI
N::@BCI I:C:），因其编码的产物催化细菌的基因代谢

反应，故该基因的缺陷必然导致细菌成为营养缺陷

型，不能在正常培养基上生长。当引入带有其互补

基因的重组质粒后，因与缺陷型宿主菌构成遗传互

补，故可在正常培养基上生长。在这一条件下，质粒

对细菌的生存成为必需。一旦转化子质粒丢失，细

菌则由于不能合成必需物质，又不能在正常培养基

上生长，因此，凡是能在正常培养基上生长的细菌，

必定包含重组质粒，从而构成了平衡致死系统。在

该系统中，在没有抗菌素存在的情况下，外源保护性

抗原能在受体菌中稳定表达。其中，以 !,- 基因构

建的平衡致死系统得到广泛使用，如 D:3JHC 等将链

球菌的表面蛋白抗原基因克隆至带 HK3O 的质粒，然

后转化至!&’!!&"(!!,- 三缺陷鼠伤寒沙门氏 菌

株，小鼠口服免疫试验结果表明：重组菌能诱导小鼠

产生持续性的抗体应答反应［2#］。还有学者将表达

乙肝病毒 /A<: @<: P 蛋白的!&’!!（ &"( &-.）!!,- 伤

寒沙门氏菌，在成年妇女志愿者体内进行试验，结果

表明：该菌株能激发机体全身性和粘膜性免疫应答，

并且在泌尿生殖道和肠道产生特异的分泌型抗体

（KQI(）［2,］。

我们即利用上述系统完成了表达 (+ 的减毒鼠

伤寒沙门菌疫苗的构建工作。由于沙门氏菌细胞壁

厚难以 转 化，我 们 采 用 敲 除 了 !,- 基 因 的 / R &#%0
!9#?$ 作为挑选重组克隆的宿主。挑出的重组质粒

电击转入中间宿主 1 R .’(*0+)"0)+ !2$2#。!2$2# 是

减毒鼠伤寒沙门菌 7S*% 的 $!%> 突变型菌株，并已

敲除了 !,- 基因，它缺失了限制性作用而具有修饰

作用；由于它的修饰作用，进入该宿主的质粒可获得

鼠伤寒沙门氏菌的甲基化模式，从而能稳定地存在

鼠伤寒沙门氏菌中。我们用从 !2$2# 中分离的经特

异甲基化模式的重组质粒电转入终宿主菌 !"#$% 而

不受限制，从而完成了构建工作。

动物实验证明重组菌株是安全的。>7QP( 检测

发现 (+ 蛋白主要以分泌形式表达，但表达水平较

低，然而对于以疫苗构建为目标的重组菌株，比高水

平表达更重要的一个问题是外源基因表达的稳定性

问题，因为工程菌必须能在体内较长时间地存活并

稳定地释放抗原，才能有效地激活机体的免疫系统

应答，过高水平的表达可能破坏菌株作为一个完整

有机体的生化平衡，使宿主菌难以维持外源基因的

稳定性表达。我们构建的重组菌株具有良好的稳定

性，在没有选择压力的情况下，重组质粒能维持稳定

存在，外源基因也能稳定地表达，且其生长曲线并未

因外源基因的表达而出现明显的改变。这其中的主

要原因可能就是外源基因表达水平相对于宿主的适

中。另外，根据 &TBUB@ 等关于免疫防治 M@ 的“U:KK BK
V:KL”的原则［2%］，即低的抗原剂量较高的抗原剂量免

疫效果更佳，也许这种稳定的低水平表达 M@ 抗原

的减毒鼠伤寒沙门菌活疫苗能够产生更好的免疫效

果，有关动物实验验证我们正在进行中。
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