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鼠伤寒沙门菌 .$+/ 启动子的克隆与活性分析
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摘 要：从鼠伤寒沙门菌中克隆出 !"#$启动子（E!"#$），构建体内激活的表达质粒 FGH，插入

庚型肝炎病毒（IJ&）.K" 基因，构建出表达质粒 FGH.K"。以其转化减毒鼠伤寒沙门菌
KL0#$0，观察 E!"#$的启动活性。结果表明：MN# O 可抑制 E!"#$的启动活性，MN# O 浓度小于

1$66’(PL时培养的重组菌经 KQK4ERJ5 和 H-=;-S, T(’; 检测能高水平表达 IJ& .K" 蛋白。
MN# O浓度升至 1$66’(PL时，.K"蛋白表达量明显降低。收集以 1$66’(PL MN# O 的培养基扩增
的重组菌，灌胃接种 U10小鼠，检测小鼠的血清抗体、2细胞增殖和 U2L反应。结果显示 E!"#$

是一个强的宿主体内激活的启动子，为构建以伤寒沙门氏菌为载体的高效免疫口服疫苗提供

了一个新的途径。
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伤寒沙门菌是细胞内致病菌，可通过肠道粘膜侵入粘膜相关淋巴组织，并被抗原递呈

细胞如巨噬细胞摄取，在其中增殖。由于其感染的细胞靶向性，伤寒沙门菌作为口服疫苗

载体很有发展潜力，可在多种哺乳动物体内诱导出体液、细胞及粘膜免疫应答。但外源基

因表达的蛋白对伤寒沙门菌可有毒性作用，同时，在缺乏选择条件的体内环境中，菌体内

的外源质粒可逐渐丢失。因此构建营养缺陷配套系统、将外源基因插入减毒菌的基因组

Q.R、引入四环素诱导表达系统或使用体内激活的启动子［/］等已成为改进减毒伤寒沙门
菌载体的关键。已经证明，使用体内激活的启动子是最有效的策略，这是因为该启动子在

伤寒沙门菌中的转录活性极低，而在被摄入的宿主细胞内高水平表达。故这种宿主体内

激活的启动子不仅可减少表达产物对细菌的毒性，而且也有助于防止重组质粒的丢失。

目前常用的体内激活的启动子有：E%&’(、E!"#$、E)"*+、E,*’-、E#’./、E.01$、E0!2和 E3!0等，其中以

E!"#$为启动子的表达系统在减毒沙门菌为载体的疫苗应用上最具潜力
［#］。本研究拟从鼠

伤寒沙门菌基因组 Q.R 中克隆出 !"#$ 启动子，以庚型肝炎病毒（IJ&）非结构蛋白 "
（.K"）为靶基因，转化减毒鼠伤寒沙门菌 KL0#$0，在体内、体外研究 E!"#$的活性，为该启动

子用于以减毒伤寒沙门菌为载体的口服疫苗打下了基础。

! 材料和方法

!"! 实验材料
鼠伤寒沙门菌 LX1$$$和减毒鼠伤寒沙门菌 KL0#$0由美国 K;7,Y’S>大学 XS+?- K;’?Z-S



教授惠赠。!"# 克隆质粒 $!"#%&’%( 由本实验室构建［)］。原核表达质粒载体 $*+ 为
*,-./0产品。表达绿色荧光蛋白的质粒 $+"123%购自 45607/89公司。非放射性细胞增殖
检测试剂盒和非放射性细胞杀伤检测试剂盒均为 2:6;/.-产品。小鼠黑色素瘤细胞 <%=
为本室保存。高保真 !"# >3? 聚合酶、各种限制性内切酶、@A >3? 连接酶购自上海
B-0.60生物工程公司。雌性、= 周龄 4CD 小鼠购自上海西普尔’必凯实验动物有限公司。
!"#’3B)蛋白由本室表达并纯化［A］。!E2 标记的山羊抗小鼠 F."、"A%&、丝裂霉素 4 为
B,.;-公司产品。
!"# 含 !"#$ 启动子表达质粒的构建
提取减毒鼠伤寒沙门菌 >3?，合成引物以高保真 !"# >3?聚合酶扩增 $%&’ 启动子。

上游引物为 CG’4@4"?""@@??44?4@4@@??@??@??@""’)G，下游引物为 CG’??"4@@"’
"?@44"??@@4?@?"?@@??4@44@@??@?4@?4’)G。在上游引物中引入 ()*!酶切位点，下
游引物中引入 +,-H"、.%/!!、01*E!酶切位点。产物连入 @ 载体，测序正确后，以
()*!、+,-H"酶切插入原核表达质粒载体 $*+，得到表达质粒 $IJ。
!"$ %&’()*$蛋白重组表达质粒的构建
以 $!"#%&’%(质粒为模板，高保真 !"# >3?聚合酶扩增 !"#’3B)基因。上游引物

为 CG’"??@@44?4@"4"44?"@@"@4’)G，下游引物为 CG’??"4@@?@"@4?44?44?4@?@@"’
)G，上下游引物中分别引入 01*E!、+,-H"酶切位点，连入 @载体测序正确后，以01*E!、
+,-H"酶切后插入 $IJ，得到重组表达质粒 $IJ3B)。
!"+ 重组表达质粒转化减毒鼠伤寒沙门菌
氯化钙法将质粒 $IJ、$IJ3B)分别转化鼠伤寒沙门菌 K<C(((，提取质粒，用电穿孔

仪转化减毒鼠伤寒沙门菌 BKDLD(，获得重组菌（BKDL(DM$IJ3B)）和对照菌（BKDL(DM$IJ）。
电转化条件：LC((#电压、LC#1电容、L(($电阻。
!", %&’()*$蛋白在减毒鼠伤寒沙门菌内的表达
将重组菌和对照菌分别接种于 );K（含 %((#.M;K氨苄青霉素）K<培养基，)DN振荡培

养过夜，次日取 L(#K接种于 ) ;K含 %((#.M;K氨苄青霉素及 C(;;65MK O.45L 的 K<培养
基，)DN振荡培养至对数生长期，用含不同 O.L P浓度（(Q% R C(;;65MK）的 K<培养基重悬，
)DN振荡培养 )9，离心收集细菌。细菌分别用 L S B>B上样缓冲液裂解，煮沸后进行 B>B’
2?"+和 J/T7/:0 U567 分析。检测抗体为 % V LC稀释的 -07,’!"# F."阳性的慢性 !"#感染
者血清，用二氨基联苯胺（>?<）M!LWL 显色。

!"- 表达 %&’()*$及 &./融合蛋白的 0!-细胞株的建立
以 $!"#%&’%(质粒为模板，高保真 !"# >3?聚合酶扩增 !"#’3B)部分基因片段，上

游引物为 CG’??"4@@?44?@"?4@"?"44?"@@"@4?’)G，下游引物为 CG’"??@@4""""@@’
"?"@?4"@4?"""’)G，上、下游引物分别引入 +,-H"、01*E!酶切位点，扩增后连入 @载
体，测序正确后，以 +,-H"、01*E!酶切后插入 $+"123%，得到重组表达质粒$+"123B)ML。
用第 L代脂质体转染试剂（K,$6X/87-;,0/）将表达 "12’!"#3B)融合蛋白的质粒$+"123B)ML
转染 <%=细胞，)H后，用 &((#.M;K "A%&筛选抗性细胞克隆。以毛细吸管转移数个发出绿
色荧光的细胞克隆进行培养，作为检测小鼠 4@K应答的刺激细胞或靶细胞。
!"1 重组减毒鼠伤寒沙门菌的小鼠接种
将重组菌和对照菌分别接种于 );K含抗生素的 K<中，振荡培养过夜，次日各取 L(#K
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接种于 !"#含抗生素及 !$""%&’# ()*&+ 的 #,，于 -./振荡 012，再接种于 !$"#含抗生素
及 !$""%&’# ()*&+ 的 #,，于 -./振荡 3 4 !2至 !"1$$达 $5! 4 $51，离心收集细菌，以 6,7
悬浮，调整细菌浓度为 0 8 0$. 个’"#。*!.小鼠分为两组，每组 0$只，禁水、禁食 32，每只
小鼠灌胃口服接种 0$$!# !9 :;<*=- 以中和胃酸，-$">?后分别口服接种重组菌和对照
菌菌液 0$$!#，每 -周 0次，接种 -次。
!"# 小鼠体液免疫应答的检测
首次免疫后第 +、!、@、00周从各组小鼠眼眶取血，离心分离血清，以 A#B7C法检测小

鼠血清抗 <DEF:7- B)D。检测抗体为 0 G0$ $$$稀释的 <H6标记山羊抗小鼠 B)D，用四甲基
联苯胺（I(,）’<+=+ 显色。重组菌组小鼠血清的 !"3!$ ’!"1-$大于对照组血清平均值的

+50倍确定为抗体阳性。
!"$ 小鼠 %细胞增殖反应的检测
首次免疫后第 00周处死小鼠，无菌取脾脏制备脾细胞悬液（! 8 0$! 细胞’"#），每孔

0$$!#接种至 J1孔细胞培养板，加入 <DEF:7-蛋白，设刀豆蛋白 C（*%?C）对照孔、牛血清
白蛋白（,7C）对照孔和阴性对照孔。抗原和 ,7C终浓度为 0$!)’"#，*%?C终浓度为 !!)’
"#，每组均设 - 孔。培养 .+ 2 后，以 (I7［-F（3，!FK>"LM2N&M2>;O%&F+FN&）F!F（-FP;QR%SN"LF
M2%SNT2L?N&）F+F（3FUV&W%T2L?N&）F+<FMLMQ;O%&>V"，>??LQ U;&M］+$!#处理 02，测 !"!J$值并计算刺

激指数（7B）。7B X抗原刺激孔平均 !"!J$ ’阴性对照孔平均 !"!J$。

!"!& 小鼠细胞毒 %细胞（’%(）效应的检测
以表达 DY6F<DE :7-融合蛋白的 ,01细胞为刺激细胞，以免疫小鼠的脾细胞为效应

细胞。结果以杀伤率表示，操作参照文献［!］。
!"!! 统计学分析
实验数据的统计学分析用 # 检验。

) 结果

)"! *!"#$的克隆与 +,-序列
以 6*H扩增出 $%&’ 启动子，6$%&’的 Z:C测序结果与 DL?,;?[（:=\(!!!31）中的序

列完全符合。

)") 含 %"#$ 启动子表达质粒的构建
克隆产物以()*"、+,-K#酶切插入原核表达质粒载体 T]A，得到表达质粒 T^_。以

6*H扩增 <DEF:7- 片段，以 ./*H"、+,-K#酶切后插入 T^_，得到重组表达质粒
T^_:7-。用酶切法鉴定，如图 0所示，插入片段与预期的相符。
)". /0)1浓度对 !"#$ 启动子活性的影响
将重组菌在不同 ()+ ‘浓度的 #,（$50 4 !$""%&’#）中培养，收集细菌以 7Z7F6CDA分

析。结果表明，当 ()+ ‘升到 !$ ""%&’#时，:7-表达受到明显抑制（:7-蛋白分子量约为
1J[Z）。_LUMLQ? R&%M分析表明，重组菌的表达产物能与抗 <DE B)D阳性血清反应，而对照
菌的表达产物无相应条带，当 #,中 ()+ ‘浓度达 !$ ""%&’#时，重组菌的表达产物亦未检
出相应条带（图 +）。
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图 ! 质粒 "#$%&’酶切鉴定
!"#$% &’()*"+)",- ’-.,-/+0’1(’

."#’()",- ,2 345678

%9!:6;<!"#." = $%&&#；>9345678

."#’()’. ?")@ !"#." 1-. $%&&# $

图 ( &)&*+,-. 和 $/01/23 4561分析
!"#$> 7:7AB;CD 1-. 5’()’*- E0,) 1-10F("( ,2 B’()* .*"G’- ’H3*’((",-

;：7:7AB;CD$ % I J$ DH3*’((",- ,2 7KL>ML<345678 "- ."22’*’-) +,-+’-)*1A

)",-( ,2 N#> =（JMOO,0<K，M9%OO,0<K，%OO,0<K，%MOO,0<K，>MOO,0<K）；

P$ N,0’+/01* O1(( O1*Q’* ,2 @"#@ *1-#’ 3*,)’"-$

R：5’()’*- E0,) $ % $ DH3*’((",- ,2 7KL>ML<345；>$ DH3*’((",- ,2 7KL>ML<

345678 "- KR +,-)1"-"-# JMOO,0<K N#> =；8$ DH3*’((",- ,2 7KL>ML<

345678 "- KR +,-)1"-"-# %MOO,0<K N#> = $

(78 9-:*%&’及 -;+融合蛋白在 <!=细胞的表达
以含 C!B和部分 SCTA678基因的质粒 3DC!B678<>转染 R%P细胞并经 CU%V筛选后，

在荧光显微镜下可见绿色荧光（图略）。该转染的细胞株以 C!B为报告基因，表达 C!BA
678<>融合蛋白，可作为检测小鼠 WXK应答的刺激细胞或靶细胞。

图 ’ 免疫小鼠血清抗 9-: %&’的检测
（%Y%MM稀释）

!"#$8 ;-)"ASCT 678 "- (’*/O ,2 ,*100F

"OO/-"Z’. O"+’（%Y%MM ."0/)",-）

!：345678<7KL>ML "OO/-"Z’. O"+’； "：345<

7KL>ML "OO/-"Z’. O"+’$

(7> 小鼠血清抗体的检测
分别于首次免疫后第 >、J、V、%%周检测重组菌

7KL>ML<345678 和对照菌 7KL>ML<345口服免疫的
小鼠血清抗 SCTA678，U 次检测结果证明 7KL>ML<
345678 免疫组小鼠 [#C 抗体的阳性率分别为
LM\、%MM\、%MM\ 和 %MM\，抗体滴度最高为
% Y% PMM。抗体水平的变化趋势见图 8。
(7= 小鼠 ?细胞增殖反应的检测
用 R7; 刺激，两组小鼠的 X 细胞均无增殖反

应。用重组 SCTA678 蛋白刺激后，7KL>ML<345678
免疫组小鼠的脾细胞发生明显增殖反应，与

7KL>ML<345 免疫组比较有显著性差异（ ’ ]
M9MMM%），略高于 W,-;刺激的增殖效果（见表 %）。
(7@ 小鼠 A?B反应的检测
检测免疫小鼠脾细胞对稳定表达 C!BASCTA

678 融合蛋白的 R%P细胞的杀伤反应，当效应细胞（D）<靶细胞（X）比为 >M Y %或 %MM Y %时，
如表 >所示，7KL>ML<345678口服免疫组的杀伤率与各对照组相比均有显著性差异（ ’ 分
别为 M9MM%、M9MMM8）。
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表 ! 免疫小鼠 "细胞增殖反应的检测（#$）
!"#$% & ’()$*+%(",*-% (%./)0.% )+ ! $12/3)41,%. +()2 *2250*6%7 2*4%（89）

:()5/ 8,*25$",)(
8;<=><?/@AB8C 8;<=><?/@A

D8E B8C F)0E D8E B8C F)0E
89 &G>& H >G>I =G&C H >G&C =G>J H >G&K &G>L H >G&> &G>K H >G&= =G>& H >G&L

表 % 免疫小鼠 &’()*#+特异性 ,"-反应
!"#$% = M:NOB8C ./%4*+*4 F!; (%./)0.%.

PQ ! 8;<=><?/@AB8C R()5/ 8;<=><?/@A R()5/
=> Q& KCG>K H IGCJS TG&I H &GTCS
&>>Q& J&G&= H JG<KS TGJ< H &GC=S

B),%：PQ ! U %++%4,)( 4%$$.：,"(R%, 4%$$.

+ 讨论
伤寒沙门菌的 /3)’?/3)V系统为伤寒沙门菌的双成分调节子，/3)V可感受巨噬细胞

中某些因子的变化，显示组氨酸激酶活性，使 ’!"#氨基端特定的残基磷酸化。磷酸化的

’!"#结合于特定的启动子，诱导或抑制一系列基因的表达，这些基因称 ’!"#激活的基因

（$%&）和 ’!"#抑制的基因（$’&）。’!"#激活的基因位点，被依次命名为 $%&( W $%&#［K，<］。伤
寒沙门菌侵入巨噬细胞后，$%& 基因的转录可提高 L> W <>倍［J］。改变伤寒沙门菌培养的
条件，如改变 XR= Y、F"= Y离子浓度或降低培养基营养成分，可调控 $%& 基因的表达。XR= Y

参与许多生理过程并且是包括 E!’在内的磷酰转移反应中的重要辅助因子，可作为一种
特殊信号分子调控 ’!"# ?’!")系统。已经证明，增加 XR= Y浓度可抑制 ’!")的激酶活性

［I］，使

磷酸化的 ’!"#减少，从而降低外源蛋白的表达。 $%&* 基因的编码区长 LK<#/，编码 &JJ个
氨基酸，是伤寒沙门菌外膜蛋白的成员之一。$%&* 基因 L’端非编码区长约 <>>#/，转录起
始点在起始密码子上游约 TI>#/处，CZ非编码区近终止密码子有一茎环结构，为转录终止
序列［I］。低 XR= Y环境会诱导 $%&* 启动子起始蛋白表达［&>］。
减毒伤寒沙门菌作为口服疫苗的运载体已得到广泛应用，缺点是外源质粒极易丢失，

且表达的外源蛋白对伤寒沙门菌有毒性作用。使用宿主体内激活的 $%&* 启动子可使外
源基因在接种宿主前在细菌中不表达，从而避免了外源基因过早表达对重组细菌的影响。

重组菌进入宿主细胞后，$%&* 启动子能迅速启动外源基因表达［&&，&=］，表达的抗原经宿主
细胞内加工、递呈后，激发宿主产生体液和细胞免疫应答。 $%&* 基因在人或鼠伤寒沙门
菌中存在，但不存在于其他肠道菌中，故 $%&* 启动子在减毒伤寒沙门菌为载体的疫苗研
究中有很好的前景。

本研究应用 ’F[方法从鼠伤寒沙门菌中扩增出 $%&* 启动子序列，以其置换原核表
达载体 /VP中 !L噬菌体的乳糖杂合启动子，得到以 ’/"RF为启动子的体内激活的表达质
粒，命名为 /@A。该质粒引入了酶切位点 +!"!、,-.7"、/%0M9、12"[!，为构建口服疫
苗提供了便利。在酶切位点 +!"!?,-.7"间插入 M:N B8C基因，证明 M:NOB8C蛋白在
XR= Y浓度低于 L>22)$?;的 ;D中表达较高，当 XR= Y 浓度接近或高于 L>22)$?;时，M:NO
B8C蛋白表达被明显抑制，故我们选择含 L>22)$?; XR= Y的 ;D培养基进行 8;<=><?/@AB8C
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的体外扩增培养，以尽量减少体外扩增的重组菌中 !"#蛋白的表达。另外，由于动物或
人体消化道中镁离子浓度（如人体肠液镁含量约为 $%#!&’(，胃液镁含量为 )* + *,-!&’(）
相对于可抑制 .!"#$活性的镁离子浓度而言是极低的，故以 .!"#$起始抗原的口服疫苗可不

必考虑消化道中镁离子对 .!"#$活性的影响。本文使用的鼠伤寒沙门菌 "(/)-/为 "%&’ 基
因缺陷的减毒菌［0#］，不能合成自身增殖所必需的分枝酸。以重组菌 "(/)-/’123!"#口服
接种小鼠，两次免疫后小鼠的抗体阳转率即达到 0--4，抗体滴度最高可达0 50 6--。同时
鼠伤寒沙门菌的基因组 7!8和脂多糖等成分还可刺激 8.9上调 :;9 <<分子和 <=!>"、
?!=>#等细胞因子的表达，是有效的 ?@0 型免疫佐剂，可诱导出强的脾细胞增殖反应和
9?(反应。
本实验室已建立了全长 ;AB>C7!8转基因小鼠品系，口服以伤寒沙门菌为运载体的

7!8疫苗可望消除转基因小鼠的免疫耐受状态，从而产生针对转基因编码抗原的免疫反
应［0$］。该项研究为以后的工作打下基础，同时也为口服疫苗的改进提供了新的思路。
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