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重组质粒在减毒沙门氏菌中的稳定性及其对细菌侵袭力的影响
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摘 要：将含有外源基因的重组真核表达质粒 S+K02M:5 和 STU:5 转化减毒鼠伤寒门氏菌，探讨质粒类型和插入片

段对重组质粒在细菌内的稳定性和细菌侵袭力的影响。结果表明，外源质粒可降低减毒沙门氏菌在体外的增殖能

力和侵袭力，也影响细菌在鸡体内的存活力；就质粒类型而言，STU 的影响大于 S+K02M，而以携带外源基因的重组

质粒影响较为显著；外源基因插入也影响质粒在宿主菌内的稳定性。提示利用减毒鼠伤寒沙门氏菌为载体传递

K02 疫苗研究时，要考虑质粒类型与其在宿主菌内稳定性的关系、携带外源基因重组质粒对载体菌侵袭力和存活

力的影响等问题。
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以侵袭性胞内细菌为 K02 疫苗载体是基因免

疫的一个研究热点。鼠伤寒沙门氏菌（ !"#$%&’##"
()*+,$-.,-$）是一种可产生局部或全身感染的胞内

病原体，通过基因工程方法减毒可降低其对宿主的

致病性，但仍然保持良好的侵袭力，并对粘膜组织有

很强嗜性［%］。减毒沙门氏菌已被试验性地用作外源

抗原基因载体，并已初步证明能直接将真核表达质

粒携带进入动物细胞内，表达相应的蛋白而诱导免

疫反应［#，M］。

减毒沙门氏菌的侵袭力是其作为 K02 疫苗载

体的基本要素，而外源抗原基因的稳定表达对于持

续有效地激发机体的免疫应答也十分重要。目前已

有研究对重组减毒菌的稳定性和侵袭力提出了质

疑［M］。影响重组质粒在宿主菌内的稳定性和宿主菌

的侵袭力有多种因素，如侵袭相关蛋白（三型分泌系

统）［!］、细 菌 的 培 养 条 件（SP、渗 透 压 和 含 氧 量

等）［" W ;］、质粒类型［8］等，其中质粒类型与质粒在宿

主菌内的稳定性直接相关［<］。本研究将含有外源基

因（鸡新城疫病毒 5 基因）的 重 组 真 核 表 达 质 粒

S+K02M:5 和 STU:5 转化减毒鼠伤寒门氏菌，探讨重

组质粒类型和外源基因插入对宿主菌稳定性和侵袭

力的影响。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒、菌株和细胞系：真核表达载体 S+K02M

和 STU、大肠杆菌（/01+’.,1+," 1%#,）KP"!和 P.X6 细胞

系本实验室保存，真核表达质粒 S+K02M:5 和 STU:5
由本 实 验 室 构 建［%$］。 减 毒 沙 门 氏 菌 !"#$%&’##"
’&(’.,1" N./’Y6/ 3LSA?>H/?H> 1O%%% 株为强毒株 VX%M!!
的 2"$ J 和 *+%ZJ 双突变株，系本室与西班牙 V.Y?((6
大学遗传学系 O’N.S T6N6I.NHN 教授合作构建而成。

!"!"# 试剂：KQ=Q 培养基和胎牛血清购自 [U\UT*
公司；庆大霉素硫酸盐、氨苄青霉素钠盐、3"4 Z(HN
和 3! K02 快 速 连 接 酶 等 购 自 上 海 V6CD’C 公 司；

K02 片段快速纯化和回收试剂盒购自北京鼎国生

物有限公司；/1%]"、56""和 5+%"等各种限制性

内切酶购自大连 36^6]6 公司；胆硫乳琼脂购自北京

陆桥技术责任有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

!"# 重组质粒电转化减毒沙门氏菌

重组质粒 S+K02M:5 和 STU:5 电转入宿主菌减

毒沙门氏菌 1O%%% 株，分别命名为 1O%%%4S+K02M:5
和 1O%%%4STU:5，含 空 质 粒 的 1O%%% 株 分 别 命 名 为

1O%%%4S+K02M 和 1O%%%4STU。
!"$ 重组质粒体外培养减毒沙门氏菌中的稳定性

将 1O%%%4S+K02M:5 和 1O%%%4STU:5 以 % _ %$$$ 的

比例 在 不 含 2>S 的 X\ 培 养 液 中 连 续 传 %#$ 代

（M;‘震荡培养 %#A 为 %$ 代），每隔 #$ 代分别在含

和不含 2>S 的胆硫乳（KPX）琼脂平板上进行细菌

计数，以分析其稳定性（即在含 2>S 平板上生长的

细菌数4在不含 2>S 平板上生长的细菌数 a %$$b）。



!"# 携带重组质粒沙门氏菌对 $%&’ 细胞的粘附、

侵袭力和增殖试验

参考 !"#$%#& 等［’’］的方法并加以改进。将 ()*"
细胞接种于 ’+ 孔细胞培养板，培养液为 ,-.-（含

/0胎牛血清），123、/0 45+ 培养至 670 8 970的

细胞融合度后，用 7:7’$%;<* =>?（@(2:A）洗涤一次。

细菌 于 123 静 置 过 夜，调 节 !"677 至 7:’ 8 7:’+
（’79 BCD<$*），以 ’ E ’7 比例与 ,-.- 培养液混合，每

孔接种 7:1$* 细菌混合液，置 123、/0 45+ 培养 ’F
后，用 =>? 洗涤菌体 A 次，用 +77!G<$* 庆大霉素作

用 ’F（123、/0 45+ ）。=>? 洗涤两次后，再换用含

’7!G<$* 庆大霉素的 ,-.- 培养液（+0胎牛血清）培

养至 ’7F、+7F 和 17F，每一时间点的相应孔经 =>? 洗

涤一次后，加入 ’0 H#IJ%KLM ’77 室温 /$IK。侵袭率计

算 公 式 为：4NOIKJ#"<4NO"PP)P Q ’77 方 法（ 其 中

4NOIKJ#" 表示细胞内的细菌数，4NO"PP)P 表示加入孔

中的细菌数）。而细菌粘附力的测定则在感染后 ’F
经 =>? 洗涤 A 次后直接裂解。细胞裂解液经 ’7 倍连

续稀释后，分别在含和不含 R$@ 的 ,(* 琼脂平板上

进行细菌计数。粘附率计算公式为：4NO#)B<4NO"PP)P
Q ’77（其中 4NO#)B 表示细胞裂解后的细菌数）。

!"( 雏鸡体内侵袭力和存活试验

将 ST’’’<@B,UR1LN、ST’’’<@4VLN、ST’’’<@B,UR1
和 ST’’’<@4V 分别以 ’79 BCD 口服免疫 1 日龄非免疫

来航鸡，在免疫后第 1、6、’7 天进行人工剖杀，用含

和不含 R$@ 的 ,(* 平板分离肝脏和脾脏内的细菌。

图 ! 不同质粒在减毒沙门氏菌内的体外传代稳定性
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) 结果

)"! *+,-./01 和 *2301 的稳定性

在不含 R$@ 的培养基中，ST’’’<@B,UR1 经 67

代后含重组质粒菌的比例仍在 +70以上，而 ST’’’<
@4VLN 经 +7 代 后 的 比 例 约 为 ’70；ST’’’<@4V 和

ST’’’<@B,UR1LN 最不稳定，+7 代时的稳定性在 ’0
以 下。 +7 代 后 ST’’’<@4VLN、ST’’’<@4V 和 ST’’’<
@B,UR1LN 含重组质粒菌的比例仍持续下降（图 ’）。

)") 携带重组质粒沙门氏菌对 $%&’ 细胞的粘附、

侵袭力和增殖

不含质粒的 ST’’’ 株粘附率和侵袭率分别达到

/]0和 ’60，均显著高于各含质粒的 ST’’’ 株（2 ^
7:7/）（图 +），而携带不同质粒（包括重组质粒）的

ST’’’ 株之间无显著性差异（2 _ 7:7/）。图 1 表明，

细菌在细胞内的增殖能力因其携带的质粒的不同而

有所差异，ST’’’ 株在 +7F 后出现了明显的增殖，而

ST’’’<@4V 和 ST’’’<@4VLN 在细胞内培养 +7F 后的细

菌 数 也 明 显 增 加，但 ST’’’<@B,UR1 和 ST’’’<
@B,UR1LN 在整个培养过程中未见增殖。提示了质

粒类型会影响细菌在 ()*" 细胞内的繁殖。重组质

粒在细菌中的稳定性也随着培养时间的延长而逐渐

降低，ST’’’<@B,UR1LN、ST’’’<@4V 和 ST’’’<@4VLN 的

稳定性在 +7F 后急剧下降；相比之下，ST’’’<@B,UR1
的下 降 程 度 不 明 显，17F 后 为 /’:+0，而 ST’’’<
@B,UR1LN、ST’’’<@4V 和 ST’’’<@4VLN 分 别 只 有

+:60、7:60和 7:60。表明质粒类型和插入片段会

影响质粒在 ()*" 细胞内细菌中的稳定性。

图 ) 减毒沙门氏菌对 $%&’ 细胞的粘附力和侵袭性

NIGW + RPF)XI%K "KP IK\"XI%K %C "JJ)KD"J)P *+,-)$3,,+ ’./0&-1(&1-

B%KJ"IKIKG @;"X$IPX J% ()*" B);;X

)"/ 携带重组质粒沙门氏菌对雏鸡的侵袭性和体

内存活力

接种后 1 8 6P 脾脏未见有任何细菌，而只有在

’7P 后的脾脏中才能分 离到细菌，在不含 R$@ 平板

上的细菌数在 ’7 8 ’77 之间（黑色标记，图 A），以不

含重组质粒的 ST’’’ 组较高；在含 R$@ 平板上的细

菌数则更少（黑框标记）。肝脏则可在接种后 1P 分

离到细菌，在不含 R$@ 平板上的细菌数平均在 ’7
个以上，但除 ST’’’ 株外，其余含质粒的菌株在第 6

/A2+77/，‘%;WA/ U%W/ 陈雪燕等：重组质粒在减毒沙门氏菌中的稳定性及其对细菌侵袭力的影响



图 ! 含重组质粒减毒沙门氏菌在 "#$% 细胞内的增殖力和质粒稳定性
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天时细菌数下降、甚至未分离到细菌，而到第 9E 天

分离到的细菌数甚至高于第 % 天的菌数；与脾脏中

的分离结果相似，肝脏中的细菌数以在不含 H:< 平

板上较多，而在含 H:< 平板上较少。

图 & 含重组质粒减毒沙门氏菌在雏鸡体内的侵袭力和

质粒稳定性
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! 讨论

以减毒鼠伤寒沙门氏菌作为 GMH 疫苗载体是

基因免疫研究的热点之一。鼠伤寒沙门氏菌通过基

因工程方法减毒，在降低其毒力的同时，仍要有良好

的侵袭力，才能发挥其基因疫苗的“载体”功能。

本试验探讨了含外源基因的重组质粒在减毒沙

门氏菌中的稳定性以及质粒类型和外源基因插入对

细菌侵袭力的影响。质粒 <1GMH% 的体外传代稳定

性显著高于 <>@（图 9），<1GMH% 在 -./0 细胞内和鸡

体内的稳定性也高于 <>@（图 %、I），可能与复制子的

类型和拷贝数有关，<1GMH% 的复制子是 >(2N 型，而

<>@ 为 <P> 型，含 <P> 型 的 质 粒 拷 贝 数 较 高。

G5,3*0, 等［Q］通过比较不同表达质粒在沙门氏菌内

的稳定性，发现低拷贝数的质粒具有较高的稳定性。

而 &0’:(’= 等［9D］也通过降低拷贝数成功构建了高稳

定性的表达质粒。另外，含外源基因的 <1GMH%B!
和 <>@ 在 /K 培养基和 -./0 细胞内的稳定性也显著

低于不含外源基因的相应质粒，表明 ! 基因的插入

降低了质粒在宿主菌中的稳定性。

减毒沙门氏菌对动物细胞具有侵袭力是其作为

GMH 疫苗载体的前提条件。对 -./0 细胞的体外侵

袭力结果表明，携带质粒可影响宿主菌的侵袭力，

78999 的粘附力和侵袭性显著高于 78999L<1GMH%B!
和 78999L<>@B!（图 D）。从细胞内的增殖能力比较，

78999、78999L<>@ 和 78999L<>@B! 在感染 DE+ 后见有

显著 增 殖，但 78999L<1GMH% 和 78999L<1GMH%B! 在

%E+ 内未见生长（图 %），说明细胞内的增殖能力也与

质粒类型有关，携带 <>@ 质粒菌在感染细胞 DE+ 后

的快速生长是否与质粒的丢失有关值得进一步探

讨。而将含或不含质粒的细菌口服感染 % 日龄非免

OIR 微生物学报 /0(" 1,0.%2,%#%3,0" !,&,0" DEES，T(2$IS M($S



疫来航鸡，发现仅有少量细菌能侵入体内，并在肝脏

中分离到，但在脾脏则只在接种后 !"# 才能分离到

（图 $），表明细菌进入体内后只有一小部分躲避了

机体免疫系统的作用而存活。同时携带质粒也可以

影响 细 菌 在 体 内 的 存 活 力，%&’()* 的 影 响 小 于

%+,。
综上所述，外源质粒可影响减毒沙门氏菌对体

外培养细胞的侵袭力和增殖能力，也影响细菌在鸡

体内的存活力，而以携带外源基因的重组质粒影响

较为显著，体内外试验结果基本一致。因此，在利用

减毒鼠伤寒沙门氏菌为载体传递 ’() 疫苗研究时，

要充分考虑质粒类型及其拷贝数与其在宿主菌内稳

定性的关系、携带外源基因重组质粒对载体菌侵袭

力和存活力的影响等问题，以提高免疫效果。
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