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摘 要：采用聚合酶链式反应（=>?），从大肠杆菌@%4A基因组*0B中分别扩增出志贺菌样毒

素::型变体<的结构序列和包括信号肽的全序列两段基因，定向克隆进表达载体质粒

CDB444!（EFGH）的!"#?:、$%&I:位 点 之 间，构 建 成 重 组 表 达 质 粒。在 大 肠 杆 菌J#$%$
（!EFG）筛选出重组质粒C<"和C<%后，经中间宿主J454"转化过渡，再导入!EFG!,KE!,/C减

毒鼠伤寒沙门氏菌J!22"，构建成宿主和载体之间具有平衡致死结构的7893::;<重组菌。

7*73=BLM和N+FO+/P3.(’O分析重组菌J!22"（C<"）在5Q#R*左右处有一条特异性蛋白条带。

动物免疫试验表明该重组菌能刺激机体产生针对7893::;<和沙门氏菌的特异性抗体。这为

进一步研制相应的抗猪水肿病及相应沙门氏菌病的双价活疫苗奠定了重要基础。

关键词：大肠杆菌，志贺样毒素::型变体（7893::;），7893::;<基因，鼠伤寒沙门氏菌，重组

疫苗载体
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仔猪水肿病是多年来困扰我国养猪业的问题之一，且缺少有效的免疫预防手段。随

着几十年的深入研究，现已经明确7893::;是引起水肿病的主要致病因子，它由%个分子

量为44R*的B亚基和2个5Q#R*的<亚基共同组成的聚合体，其中<亚基无毒且具有

抗原性［%］。

以减毒沙门氏菌作为异源抗原载体构建双价活疫苗，已成为新型疫苗研制的重要途

径之一［$］。近年来，国内外在鼠伤寒沙门氏菌中成功地表达产肠毒素大肠杆菌（M9M>）

和893<抗原基因、霍乱>93<和8=73@抗原基因、人乳头瘤病毒I=&%"M5蛋白基

因［4"2］，并能提供一定的免疫保护作用。

本研究应用=>?方法扩增出7893::;<亚单位基因，与表达载体CDB444!（EFGH）构

建成重组质粒，通过两次转化引入减毒鼠伤寒沙门氏菌J!22"（EFG6），构建成减毒沙门氏

菌的宿主6载体平衡致死表达系统，较高水平地表达了7893::;<亚单位，且重组菌能使

小鼠产生特异性免疫应答，这为进一步研制抗仔猪水肿病及鼠伤寒的双价菌苗侯选株奠

定了重要基础。



! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

实验中所用菌株及主要特征见表!。

表! 实验用的菌株及主要特征

"#$%&! ’()#*+,#+-)&%&.#+(/0&+1(2/&

’()#*+1)/%#,3*- 4&%&.#+(/0&+1(2/& ’15)6&
!"#$%&’#$’(#)*’
7!89 :*%-(2/& 75)%#$;
<=>!> ?,-@A#6@B#%C"&%@ D);412E5)(*,,FFF

+(*,)-%**(./0$’,1&’1,
<8G8H I#%J@K,-@?,-@4@LC D);412E5)(*,,FFF
<MNNH E2#@E)/@?,-@4CLC D);412E5)(*,,FFF
/O?888M ?,-C D);412E5)(*,,FFF
/’P> ?3/C Q)1RA5E0&+S/*+S

!;# 培养基及其他试剂

<=>!>、<8G8H、<MNNH在含有二氨基庚二酸（D?Q，’*S3#公司产品，NH!S／3A）的AT
培养基或平板上生长；/O?888M及其重组质粒转化菌，在AT培养基或平板上筛选和生

长。"MDB?连接酶、限制性内切酶等购自华美生物工程公司，DFI标记试剂盒、QE4核

心试剂盒、QE4模板DB?制备试剂盒、QE4产物纯化试剂盒购自T1&0)*+S&)L#++0&*3
公司。抗’A"UFF.T单克隆抗体由南京农业大学兽医微生物学与免疫学教研室惠赠；辣根

过氧化物酶标记羊抗鼠FSI为’*S3#公司产品。

!"$ 实验动物

=周龄FE4小鼠由扬州大学畜牧兽医学院实验动物教研室提供。

!"% 引物设计与合成

’A"UFF.TDB?序列参见文献［=］，T亚单位基因位于!>!M"!MGM$/，其中!>!M"
!>GH$/为信号肽序列，根据该序列设计三条引物Q!、Q>、Q8，NV端引物加上!#)4F酶切位

点，8V端引物上加2(,KF酶切位点，其中Q!、Q>扩增T亚单位结构序列，称为TH；Q8、Q>
扩增包含信号肽的基因序列，称为T!。引物由中国科学院上海细胞生物学研究所合成。

Q!：NV@EEEI??""EEIIEII?""I"IE"IE"??@8V >93&)
Q>：NV@EEEII?"EE"E?I""???E""E?EE@8V >N3&)
Q8：NV@EEEI??""E?I??I?"I"""?"?"IE@8V >=3&)

!&’ 重组()*的常规技术

质粒的转化、感受态细胞的制备、质粒的提取与纯化、质粒的酶切消化、连接均参考文

献［G］的方法进行。

!"+ 大肠杆菌,!$-染色体()*的制备

按照QE4模板DB?纯化试剂盒说明书进行操作，制得DB?供QE4扩增使用。

!". /0123345基因的扩增及纯化

两个HWN3AJ/&+-1RR管中分别加入引物Q!、Q>和Q8、Q>各>!A（HWHN331%／A），
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!"#$（%&’’()／*）+!*，%&倍缓冲液（含,-+.）%&!*，模板%/!*（约&01!-），超纯水加至

%&&!*，稍振混合，作短时离心，加入灭菌饱和石蜡油%&&!*，于234预变性1’56，然后加

入#789":聚合酶%!*（10;<），短时间离心后，在9":#=>?’7)@AB)>?（$C@>DEF公司）

进行如下1&次循环：2343&F（变性）；/14;&F（退火）；G+4;&F（延伸），最后一次延伸时间

为%&’56。反应结束后，扩增产物用:-7?(F>H>)9":CID?7BD5(6J5D（K,公司产品）回收

纯化，于34保存备用。取%&!*样品作%0/L琼脂糖凝胶电泳，检测$@M扩增效果。

!"# 重组质粒及重组菌的构建

取适量体积的$@M产物K&、K%和载体质粒NO:1113分别用!"#MP和$%&QP双酶

消化，用:-7?(F>H>)9":CID?7BD5(6J5D回收$@M片段K&、K%及NO:1113载体质粒，分

别以+R%（$@M片断：NO:1113摩尔比）混合，加入#39":连接酶，%;4保温过夜，连接混

合物用@7@)+法转化大肠杆菌S;+%+，转化子在不含9:$的*K平板上筛选。用菌落原

位杂交技术［G］初选出两种阳性克隆，从中提取质粒酶切鉴定，并将质粒NTU+中T*#VPPWK
片段制成9PH标记的特异性探针，用于检测重组质粒中的外源片段。重组质粒则分别命

名为NK&、NK%。然后从S;+%+转化子中分离提取重组质粒，转化沙门氏菌中间宿主

S1G1&，*K平板筛选鉴定后，再提取重组质粒，最终导入沙门氏菌终末宿主S3//&，同样

用*K平板筛选转化子，提取质粒，酶切鉴定分析。同时对重组质粒中的外源片段进行序

列分析，测序工作在中国科学院上海植物生理研究所进行。

!"$ 重组蛋白的%&%’聚丙烯酰胺凝胶电泳和()*+),-./0+分析

重组菌S3//&（NK&）、S3//&（NK%）菌体蛋白的提取参照文献［/］方法进行。取蛋白样

品各%+!*在%/L的分离胶上电泳，X&Y，1=。用考马斯亮蓝MZ+/&染色。另一块未染

色凝胶用半干电转仪（K5(VM7!公司产品），%/Y+[+=，将蛋白条带转移到&0+!’硝酸纤维

膜上（T5-’7公司产品），将膜晾干后置于封闭液（含%&LU@T缓冲液$KT）中封闭过夜，并

分别与抗T*#VPPWK单克隆抗体、羊抗鼠P-H抗体反应，最后用二氨基联苯胺（T5-’7公司

产品）显色液显色，待特异性蛋白条带清晰可见，蒸馏水漂洗终止反应。

!"!1 免疫动物试验

免疫和对照组各;只;周龄K:*K／B小鼠，免疫组口服活菌S3//&（NK&）+\%&X／只，

阴性对照口服活菌S3//&（NO:1113），空白组口服生理盐水，口服前用"7Q@]1处理。两

周后加强免疫一次。加强免疫后第二、三周眼眶采血，离心收集血清。用表达T*#VPPWK
基因的重组菌以及疫苗菌株S3//&的新鲜培养物以%&X@U<／&[+’*分别包被酶标板，检

测血清中抗T*#VPPWK及抗沙门氏菌]抗原的抗体滴度。

2 结果

2"! 大肠杆菌3!4#%56’7789基因:;<扩增

用设计的引物$%、$+及$1、$+，以大肠杆菌]%1X基因组9":为模板，按照设定的扩

增程序扩增出’()*++,$基因片段K&和K%，产物大小分别为++%、+G/̂N，与预期设计相

符。

2"2 重组表达质粒的构建与鉴定

在表达质粒NO:1113的$D?B启动子下游带一个起始密码子和一个多克隆酶切位点。
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将双酶消化的!"#产物定向插进载体质粒启动子下游!"##$、$%&%$两酶切位点之间，构

建成重组质粒&’(、&’)（图)）。重组质粒的转化在大肠杆菌*+,),上进行，待转化子长出，

用菌落原位杂交法挑出阳性克隆，提取重组质粒&’(、&’)，并用!"##$、$%&%$双酶消化，载

体质粒&-.///0同样用双酶消化，结果从重组质粒&’(、&’)分别能切出一条,((1&及,2(1&
左右的条带，与!"#产物’(、’)大小相等，另一条带则与载体质粒大小相等，约/3/+41（图

,）。将56.目的片段转印到硝酸纤维膜上，与特异性探针杂交后，重组质粒&’(和&’)以

及!"#片段’(、’)显示阳性条带。表明载体质粒中已克隆进’(、’)基因片段，且与已知基

因片段具有同源性。对&’)、&’)的!"##$、$%&%$位点间进行核苷酸序列分析，结果表明克

隆片段的序列与已知序列一致［+］，且编码基因读框未发生改变。

图) &’(、&’)重组表达质粒的构建

789:) ";<=>?@A>8;<;B?CA;D18<E<>CF&?C==8;<&GE=D8H=&’(、&’)

0IJ 微 生 物 学 报 0(卷



图! 重组质粒酶切分析电泳结果（"）及#$%&’()*杂交结果（+）

’(,(-&)./&.$*(*0$*%/1(2-(2*213-.-$4)(/$56.*2*&712-5.0-7+8，7+9（"）2*0#$%&’()*61$&2--23（+）

9:7+8／!"#,;；!:7+8／!"#,;<$%&=;；>:7?">>>@／!"#,;；

@:7+9／!"#,;；A:7+9／!"#,;<$%&=;；B:!CD"／’()0;;;:

进一步从大肠杆菌EB!9!中提取重组质粒，转化沙门氏菌中间宿主E>F>8，利用其

CD"修饰作用使质粒获得鼠伤寒沙门氏菌的甲基化模式，从E>F>8中提取经修饰的重组

质粒再转化沙门氏菌终末宿主E@AA8。用碱变性法快速分离和鉴定转化子中的质粒

CD"，结果与图!所示相同。

!"# $%&’(()*基因在重组载体中的表达

挑取E@AA8（7+8）、E@@A8（7+9）重组菌和对照细菌E@AA8（7?">>>@），过夜培养后的

裂解体，进行G"HI和 J(-&()*61$&分析。从图>"中可以看出，E@AA8（7+8）重组菌在

FKBLC左右 处 出 现 一 条 蛋 白 条 带，而 E@AA8（7+9）重 组 菌 及 阴 性 对 照 细 菌 E@AA8
（7?">>>@）和E@AA8在此处则没有相应条带，J(-&()*61$&免疫转印（图>+）发现，E@AA8
（7+8）重组疫苗细菌在相应大小的位置上有一条特异性蛋白反应条带，E@AA8（7+9）重组

菌、阴性对照细菌E@AA8（7?">>>@）以及E@AA8均未检出此特异蛋白带。结果表明所构

建的E@AA8（7+8）重组菌能特异表达#MNO;;P+蛋白。

图> 考马斯亮蓝染色的#C#QG"HI电泳结果（"）及抗#MNO;;P+单抗检测的J(-&()*O61$&结果（+）

R.S:> T$$52--.(61%(O-&2.*(0#C#OG"HI7)$4.1(-（"）2*0J(-&()*61$&0(&(/&.$*$4#MNO;;P+7)$&(.*
4)$5U’$1(/(117)$&(.*-（+）

9，!:,(/$56.*2*&-&)2.*E@AA8（7+8）；>，@:V(/&$)-&)2.*E@AA8（7?">>>@）；A，B:V2//.*(-&)2.*E@AA8；

F:,(/$56.*2*&-&)2.*E@AA8（7+9）；W:#&2*02)07)$&(.*5$1(/%12)U(.S’&52)L():

AXAB期 倪振亚等：大肠杆菌#MNO;;P+基因的克隆和表达



!"# 免疫动物试验结果

对免疫小鼠的血清，测定针对!"#$%%&’抗原及沙门氏菌菌体(抗原%)*抗体滴度。

结果见表+，可以看出，重组疫苗株,-../（0’/）能刺激机体产生针对!"#$%%&’抗原及沙

门氏菌(抗原的特异性抗体，而,-../（012333-）仅产生抗沙门氏菌特异抗体，空白对照

组未测出特异性抗体。

表! 间接$%&’(检测抗血清中抗’%)*&&+,抗体滴度

#4567+ 8"%!29:97;<=><07?:>:?4@9:5=A:7<:@B:?74@9:<7;4

*;=C0
2@9:5=A:7<4)4:@<9!"#$%%&’ 2@9:5=A:7<4)4:@<9(4@9:)7@=>

<46B=@76649D0E:BC;:CB

+F77G<! 3F77G< +F77G< 3F77G<
,-../（0’/） HIHJ/ HI3+/ HIH+K/ HI+.J/
,-../（012333-） / / HIH+K/ HI+.J/
’64@G / / / /

!%@A:?4979E79:B70=:@94>97;=@75==<9:@)

- 讨 论

随着人们对仔猪水肿病致病机理的深入了解，有学者提出预防水肿病的发生，理想的

疫苗不仅应保护仔猪抵抗大肠杆菌的附着，同时也应保护仔猪免受其产生的!"#$%%&的

攻击［K］。而目前国内用于预防该病的主要是灭活菌苗，实践证明不能达到有效保护作

用，研制相应的毒素因子为免疫原来预防该病成为一种必要。考虑!"#$%%&主要作用于

机体的小肠上皮细胞，其相应疫苗研制所需载体应具有粘膜趋向性的特点，有鉴于此，我

们试用减毒沙门氏菌,-../作载体表达!"#$%%&毒素的抗原性部位’亚基，研制成重组

疫苗候选株。这在目前尚未见报道。

采用LMN方法从大肠杆菌(H3K中分离出!"#$%%&’基因，将其与012333-连接后，

构建成重组质粒0’/、0’H，通过中间菌株,3O3/的转化过渡，成功地将重组质粒引入鼠伤

寒沙门氏菌减毒疫苗菌株,-../构建成宿主和载体之间具有平衡致死结构的!"#$%%&
重组菌苗。该宿主菌,-../特点在于是!4<A!?D4!?;0基因缺陷型，细菌自身不能产生

P2L，它只有在含有P2L的培养基中才能生长。而重组质粒0’/上有一个结构不同而功

能完整的互补基因，在没有P2L的选择压下，疫苗细菌的存活有赖于重组质粒保持存在。

这就保证了在动物体内无P2L的环境中!"#$%%&’抗原基因能够持续表达，以有足够的

抗原量刺激机体产生免疫应答。我们构建的重组菌,-../（0’/）能刺激机体产生较高滴

度的针对!"#$%%&’以及沙门氏菌(抗原特异性抗体，亦证明了这一点。另一方面由于

该表达系统用4<AQ作为选择标记取代了常用的抗药性标记［R］，克服了重组活菌苗带有抗

性基因的问题，为疫苗的下游研究和应用提供了有利条件。

试验中，我们注意到带有信号肽的扩增基因片段所构成的重组菌,-../（0’H）并未能

检测出特异性蛋白条带。这可能的主要原因是信号肽序列所编码的HK个氨基酸多是疏

水性氨基酸，带有该信号肽’亚单位呈不溶状态［H］；也可能宿主菌的分泌机制能够识别’
亚基的信号肽序列，从而将其分泌至细胞外［H/］，这一有趣现象还有待进一步探讨。
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