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大肠杆菌!长双歧杆菌穿梭载体的构建及

"#$% 在长双歧杆菌中的表达

侯 鑫，刘俊娥
（内蒙古大学生命科学学院 呼和浩特 %.%%$.）

摘 要：长双歧杆菌可特异地定植于实体瘤低氧区，可用做肿瘤靶向性基因治疗的载体，而构建大肠杆菌4长双歧

杆菌穿梭质粒则被证明是外源基因在长双歧杆菌中稳定表达的有效途径。为了构建能在长双歧杆菌中稳定表达

外源基因的穿梭质粒并检测携带抑癌基因的工程菌对小鼠实体瘤的抑制效果，利用软件设计并合成了 !3 条部分

序列相互重叠的引物，通过 @AB 合成了长双歧杆菌质粒 CDE. 序列及长双歧杆菌 FG 启动子区序列，插入克隆载体

CDH.341，构建穿梭载体 CDE4FG，该载体可在大肠杆菌 HF(!及长双歧杆菌 I.& 中稳定复制。@18- 基因编码具有

蛋白质和酯类双重特异性磷酸酶活性的抑癌因子。将 @18- 基因 JH-K 序列插入载体 CDE4FG 中 FG 启动子下游，

构建重组质粒 CDE4FG4@18-，电击转化长双歧杆菌后，L,M?,N+ O2<? 检测表明，表达产物中存在 ((PH6 的 @18- 蛋白

特异条带。抑癌试验表明：与对照组相比，携带 @18- 基因的长双歧杆菌可显著抑制小鼠实体瘤的生长。上述结果

为以长双歧杆菌为载体的实体瘤靶向性基因治疗研究奠定了基础。

关键词：大肠杆菌4长双歧杆菌穿梭载体；FG 启动子；CDE.；@18- 基因；实体瘤靶向性；基因治疗
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实体瘤的靶向治疗是肿瘤基因治疗中遇到的难

题，近年的研究表明：双歧杆菌可特异地在实体瘤的

低氧区内定植和繁殖，具有良好的肿瘤靶向性［.，$］。

由于双歧杆菌是人类肠道内的正常益生菌群，该菌

是人体肠道内的生物学屏障，不仅可以合成多种维

生素、控制内毒素血症、抑制腐败细菌在肠道中腐

化、抗感染及预防腹泻等，而且具有一定的抗肿瘤和

预防癌变的功能，对维持人体健康具有重要作用，因

此利用基因工程技术改造双歧杆菌使其应用于实体

瘤靶向治疗的研究成为热点。国外学者已经从各种

双歧杆菌中分离到多个质粒［# ’ "］，但文献报道中应

用于 双 歧 杆 菌 基 因 工 程 研 究 的 多 为 CDE.［!，&］和

C1E"［3］，国内学者用大肠杆菌表达载体构建的双歧

杆菌基因工程菌株虽已表达了外源基因［/，.%］，但质

粒复制和基因表达的稳定性难以保证。目前，合成

寡核苷酸引物的成本下降，利用多条相互重叠的引

物通过 @AB 法合成全基因已有成功的报道［..］。为

了获得在双歧杆菌基因工程研究和生产中具有长

期、广泛应用价值的表达载体，同时避开从双歧杆菌

中分离、鉴定、分析和改造质粒的繁琐过程，本研究

通过 @AB 法合成已完成序列分析的双歧杆菌质粒

CDE.（R,+E6+P 登记号：S3!"((）［!］，与大肠杆菌克隆

载体 CDH.341 连接，并加入 FG 启动子［.$］，构建了

大肠杆菌4长双歧杆菌穿梭载体。据报道 FG 启动

子可使双歧杆菌中编码自身类组蛋白的基因高效表

达［.$］。

@18-（@;<MC;6?6M, 6+T ?,+M:+ ;<9<2<U*, T,2,?,T
<+ J;N<9<M<9, .%）基因是 .//& 年克隆得到的定位于

人类染色体 .%V$#># 的抑癌基因，编码 !%# 个氨基

酸，蛋白大小约 ((PH6。@18- 蛋白是具有蛋白质和

酯类双重特异性磷酸酶活性的抑癌因子［.#］，具有多

种生物学功能：可催化第二信使分子 #，!，(4三磷酸

磷脂酰肌醇（@W@#）去磷酸化，从而拮抗 KP? X @YE 信

号传导通路，诱导细胞周期停滞［.!］；可增加 C(# 蛋

白的稳定性［.(］；能与细胞外基质发生相互作用而抑

制细胞的迁 移［."］并 可 抑 制 实 体 瘤 内 微 血 管 的 形

成［.&］。本研究将已在大肠杆菌中成功表达的 @18-
基因［.3，./］构建到上述表达载体中并在双歧杆菌中获

得表达，证实了该载体可以有效表达外源基因，且携

带 @18- 基因的长双歧杆菌可显著抑制小鼠实体瘤

的生长，为该系统在肿瘤靶向性基因治疗中的应用

打下了良好的基础。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）!"#!
由本室保存，含 $%&’ (!’) 的质粒 *+!,$%&’［-.］及

含有 $%&’ 原核表达载体的工程菌 /01-（!&2）3*&%,
$%&’ 为 本 室 构 建 和 保 存，长 双 歧 杆 菌

（+’,’-).(#/%&’01 *)2301）0-4 由本室分离、鉴定并保

存，克隆载体 *+!-.,% 购自 %56575 公司。大肠杆

菌 !"#!采用常规液体和固体 0/ 培养基培养。长

双歧 杆 菌 采 用 改 良 +78 培 养 基，249 厌 氧 培 养

（.:; ’1，-:; <=1，-:; "1）。

!"!"# 酶和试剂：限制性内切酶、%> !’) 连接酶、

45&).%"/ !’) 聚合酶、"!’)3!#)% -> +5?@A?、B’%$ 和

胶回收试剂盒购自 %56575 公司，质粒提取试剂盒

CD)*?A* 8*EF 为 CE5GAF 公司产品，溶菌酶、蛋白质分

子量标记为上海 85FGHF 公司产品，$%&’ 多克隆抗

体（兔源）购自福州迈新公司，"7$ 标记羊抗兔二抗

购自 ’HI5GAF 公司，氨苄青霉素为 )J?AK(H 公司产

品，硝酸纤维素膜为 )JA?KL5J 公司产品，其它试剂

为国产分析纯。实验动物 M N . 周龄昆明鼠由内蒙

古大学实 验 动 物 中 心 提 供，动 物 合 格 证 号：8<O6
（蒙）1::1,:::-，肝癌实体瘤小鼠由内蒙古医学院实

验动物中心提供，实验用实体瘤小鼠由本室制作。

引物合成与 !’) 测序由上海 85FGHF 公司完成。

!"# 寡聚核苷酸引物的设计及合成

拟合成的 !’) 片段命名为 +"，全长 -..-P*，包

括 2 部分：第一部分为质粒 *+/- 序列，共 -4>1P*，

去掉了不影响其复制的第 - N -:# 个碱基［>］；第二部

分为长双歧杆菌中 $06（类组蛋白）基因起始密码子

及其上游的 --2P* 序列，其中包含 "Q 启动子［-1］；第

三部分为方便载体构建和验证的 > 个酶切位点及 1
个附加碱基，其序列为 #R,<)%)%SS))%%<SS)%<<
<%<S)S<S,2R（1MP*）。共设计和合成了 >. 条引物，

引物长 ># N M-FT，相邻两条引物间重叠约 -# N 1-FT，
参照 =UEGH MV: 软件分析结果，尽量避免引物二聚体

和发夹结构，引物序列见表 -。

!"$ %& 的 ’() 合成及大肠杆菌*长双歧杆菌穿梭

质粒 +%,*&- 的构建

+" 的合成按以下方案进行：先利用引物 - N 引

物 -M 进行 $<7 扩增，合成 M#:P* 的片段 +"-，反应

体系（#:#0）如 下：-: W 45&).%"/ /XYYA? ##0；B’%$
（-:JJHU30 A5(L）-#0；引物 - 和引物 -M（-:#JHU30）各

-#0；引物 1 和引物 -#（##JHU30）各 -#0；引物 2 和引

物 ->（ 1V##JHU30） 各 -#0；引 物 > N 引 物 -2
（-V1##JHU30）各 -#0；45&).%"/ !’) 聚合酶（#Q3#0）

-#0；补加 14#0 BB"1=。同理利用引物 -4 N 引物 21
及引物 22 N 引物 >. 分别进行 $<7，合成 MM>P* 的片

段 +"1 和 M-1P* 的片段 +"2，反应体系同上。$<7
反应条件都为 Z>9 >:K、#:9 2:K、419 M:K，1# 个循

环，最后 419延伸 -:JEF。

将上述 2 种 $<7 产物电泳后切胶回收纯化，分

别与克隆载体 *+!-.,% 连接，经酶切、$<7 初步检

测后，各挑取 2 个克隆测序。序列完全正确的质粒

分别命名为 *+!,+"-、*+!,+"1 和 *+!,+"2。

利用引物 - 和 -M、-4 和 21 及 22 和 >.，分别以

*+!,+"-、*+!,+"1 和 *+!,+"2 为模板进行 $<7，

扩增出 +"-、+"1 和 +"2 2 个片段，切胶回收纯化

后按以下 体 系 进 行 $<7：-: W 45&).%"/ /XYYA? ##0；

B’%$（各 -:JJHU30）-#0；引物 - 和引物 >.（-:#JHU30）

各 -#0；2 种 纯 化 产 物（1V##JHU30）各 -#0，45&).%"/
!’) 聚合酶（#Q3#0）-#0；补加 2.#0 BB"1=。反应条

件：Z>9 M:K，#19 >#K，419 2JEF，1# 个循环；419
-:JEF。$<7 产 物 切 胶 回 收 纯 化，与 克 隆 载 体

*+!-.,% 连接，经酶切、$<7 检测后，挑取 # 个克隆

测序。

!". 穿梭质粒 +%,*&-转化大肠杆菌和长双歧杆菌

常规 <5<U1 法制备感受态大肠杆菌 !"#!，穿梭

质粒 *+/,"Q 转化大杆菌 !"#!后用氨苄青霉素

（-::#G3J0）筛选。长双歧杆菌 0-4 于 +78 液体培

养基中培养至对数中期，取 >:J0 菌液，>9收集菌

体，用预冷 -:;甘油洗涤 2 次，>::#0 预冷 -:;甘油

重悬后，取 #:#0（-V: W -:. N 1V: W -:.<[Q）与 ##0 质

粒（-V: N -V##G）混合，移 入 预 冷 的 电 击 杯 中 冰 浴

#JEF，用电击仪（/EH,75B，Q8)）转化，条件：1V:@\，

1##[，1::$，脉冲间隔 >V#JK，处理后立即加入 -J0
+78 液体培养基，249厌氧培养 #L，涂布于含氨苄

青霉素（2:#G3J0）的 +78 固体培养基，249厌氧培

养 41L，未转化的长双歧杆菌为对照。

!"/ 质粒提取及质粒稳定性检测

参照试剂盒说明书，用 CD)*?A* 8*EF 试剂盒从

大肠杆菌 !"#!中提取质粒。从长双歧杆菌 0-4 中

提取质粒也使用该试剂盒，但在重悬菌体后加入终

浓度为 2:JG3J0 的溶菌酶，249保温 >:JEF，其余操

作参照说明书进行。

穿梭质粒 *+/,"Q 转化大肠杆菌和长双歧杆菌

0-4 后的阳性克隆各传代 1# 次，每个阳性克隆分为

1 组，一组不加氨苄青霉素，另一组加氨苄青霉素，

.>2 "=Q OEF %/ (* ] 37#/( 8’#&).’)*)3’#( 9’2’#(（1::M）>M（2）



浓度同 !"#。每组每代各取 !$ 个阳性克隆提取质

粒，经 %&’ 和酶切检查其完整性，对于长双歧杆菌

(!) 每代均镜检鉴定。将 (!) 中提取的质粒再次电

击转化长双歧杆菌，方法同上，阳性克隆再传代 !*
次，按照上述方法提取质粒并检查其完整性。

表 ! "# 条相互重叠的寡聚核苷酸引物序列

+,-./ ! +0/ 1/23/45/1 67 #8 .649 6.:96435./6;:</ =>:?/>1

@:;0 ?3;3,. 6A/>.,=1
B6C (649 6.:96435./6;:</ 1/23/45/1（$D E FD）
! &+GH&&G&H&G&GHH&G&&H +&&GG++&H+&G+&G&&&H&+&&G+&+&GG +&
I G+GHGG&HGHG&&HG++GG&G+&&G+++HGGH&&HGHHGHHGGGG++H&&G&G
F &++&&&&HH+GG&G&&G&GGG&&+&HG&&+G&GGHH&G&G&HG&GGH&G&&GH&G
# G+&G&&+G&GG&+G&&GHG+&+G&&GHG+&+++G&HGG&H&+&H&&GGHGG+G&G
$ GHG+GG&&+&&H&G&GG&&GHH&HGG+&HGGGHGG&+&G&G&H+H&G+GHG&GG&
J &G+H+G&H&+&G&&G&H&&+&++&G&&GH&++&&GG&HGG+&G&&GHHHHG&H&G
) HG&GG&++++&G+G&HGGH+G+G&+GGG&+GGG++&HG&&GH&G&++&G&+GGG&
8 &+G&GHHG&GH&&&GH&+++H+HGH&+GHH&&HHGGG&G&H+HHH&HHG+GH&H+G
K +H+++G++&H&+G+H&HHH+H&GH+G+H+G&+G+HG&&H+ G+&&GH+GHG+H++&
!* &HGG&+H&+&H+HHG &G+&GG&+G&GHH&+&GH&HG&G&G+G&HHG&++&&GH&&
!! H&G++&GHHGG&+GG+GG&+G&&&GHH&G&&&G&+G+G&+G&GH&GH&GH&+H&+
!I &G&+G&+G&+GH+GHGGG&&GH&G+GG&G+&&+&GG&G&GG&+G&G&GHG+++H&
!F &GH&G&G&+&HHH+G&HHG&H&H+&GHGG&GHH&&&&G&&G&G&+GG+GHH&H&G
!# &G&GH&&H&++G+G&+HG&H&&H&&+G+HG&+G&+G&G&++G&GG++&&G&+H&&
!$ H&G&&HHGG&GH+GG&&&+G+GGGHG&H&GHGGG&H+G&GG&&GHH&+GGH+&G&
!J &GG&++GH&&+HG&G&&+&++GGG&&GG++G&&&$%$&$’$%$&$&&&$’&&&’&
!) &’&$&%&’&$&$$$&%$$$%$&+&H&&+++&&GG+G&&&HGHH&&GH+&+GG&G&G+&+&
!8 +HGH&&G&G&HGHG++&GG&HH&++&GHGGH&G+G&GG+GG+G&&+&&&+GH&G&
!K &H&GGHGGGH&+G&G&&G&+&&+G&GH&GGGGH&H+GGG&+H++&GGGH&++&+G
I* H+HHG&&&+GHHGH&+H&++&++GGGG&+&G+HGG&&G&H&&&G&HG&&+G+HG+
I! GGG&G+&GGH&H+&H+&GHG+GGGH&H&&+H&GH&&+GGHH&HG&+&G+G&HG+&
II +G+&GHG&H&G+&HG&GHGG+&&++G+G&&&&+G+H&GG&GGG&HG+&GH&&++&
IF &&&G+&HG&+GGHHG&G&H&&HHG&G&G&&&G&H&G&HGGGG&+GGGH&G&HH&+
I# &&GH&&&+G&G++GH&G+G&GHGHHG&+G++&&GGG&G+G&GHG&GGH+GG&GH+
I$ G&+&G&&+H&&G&+H&G++G&GG&GG&+G&&GH&&G++&GGHGG&&HG&HG&GHG
IJ &+&&GG+&G+&G&+&&G+HH&G&GGH+H+G&H&G&HG&G+ GGH&GG+G&++GHG+
I) &&+G&&H&GHH&+&HH&G+&+&G&+G++&&&&GH+&&G&+G&H&G&G&G+GHGG+
I8 &G+G&G&G&H&+&&HG&+&&+G+HG&GG++&+&G+HGG+G+++H&&+HG&HG+GG
IK &HHH+GGH+&G+&H&&&G&HG&&G&H+G+GG&G&GH&GG+G&&H++G&&HH&G&HG
F* GG+HH&GG++G&G+&GG+G+HHG+HG&GG+HGG++HGG&G +G&+&&+G+G+++G+
F! H&GHGGH&H&HHH&H&GG+GHGHH&HHH+H+&HG&HGG+& H+GHHGGHGG&H&+G
FI +H&++&&+&&G+GH&&++H&&H++&&+G&+GHHH&%&&%%&%%&$&$$$&&’&’$
FF $’$$’’$’’$&$&&&$$%$%&+G&H&G+GHH++HG&+GHHG&H+H& GG&G+&+&&H&G&G&
F# &&G&HGHGG+G&G&G+GG+HHG+&+&GH&&&H&&G++H&++&G&G&+&&+HH&&+
F$ G&G&GHGGH++GGH++GH+GHH&HHG&&G&+H+G&G&GH HG&HG+&&G&+&H+H
FJ +&G+&HGG&GHG+H+HG+G&+H&+G&+&&&GG+H+G+H&& GG&G+&+GG&GG&+&
F) &&G&HGH&&G&&GHG&H+++&HH&H+GHG&&HGGG+G&&G+G&G+&HH&G&+G&
F8 H&G&HG++G&GH&GH+G+&&&GHG&G++&&+&G&G&+&&+G&+&&G&&G&&+&+++HG
FK GG&GG&GGHGHHH+&GHHG&H+&+H&&&GG&GHGH++& &H&+G++&GH&+GH&G
#* G+GH&HHG&+GH&+G&GH+++G&HH&HGGG+++G&G&++G&G+&G+GGHGGGHG
#! &G&HG&H&&+&&&+&G&&++G&GG&+++++&&+&++&&H+&GG&&++&GG&H&+&
#I G&&GGHHG&&G+GHG&&&HH&HH&GHGG+&G&GG&G+&&&G&G&&&+&&G
#F &HGGG&G&GGGHGG&+G&GGG&+&GGH++G+G+H+H &HH+&&G+&+HG&++G
## G++HGG&HGH+&GHH&GHH+GGHHG&+HHH&+H&&+H&H &++++GGGHH+H+++
#$ GHHHH&&&++H+HHHH&G&GGG++++&G&HGHHH&H+G&G&+HG+
#J &+++G+H&G&GH+&H+HG+HH&+H&+G++ G+H&&+GH++&G++++&
#) &H+GGH&+HHG&HHHHG+G&++G+&&&&+GH&&&HHGHHGGH+G&
#8 &+GGG++&++&&+H&GHHH+H&GH++H&&++HHG&&+HGGGHG&+&G&

B6;/：34</>.:4/< ./;;/>1 ,; $D,4< FD /4< 67 ,.. =>:?/>1（FD 76> B6C ! =>:?/> ,4< $D
76> B6C #8 =>:?/>）:4<:5,;/ ;0/ =,>; 67 ?3;3,. 6A/>.,=1 -/;@//4 =>:?/>1，,4< ;0/ -6.<
34</>.:4/< ./;;/>1 ,; B6C !J，B6C !)，B6C FI ,4< B6C FF :4<:5,;/ ;0/ .649/> ?3;3,.
6A/>.,=1 -/;@//4 =>:?/>1C

!() 表达载体 *+,-./-0%12 的构建

含有 %+LB 基因 5MBH 的 质 粒 =NMO%+LB! 经

!"#!和 $%&!双 酶 切，切 胶 回 收 !"IP- 的 片 段

（%+LB 基因 5MBH），与经相同酶切并纯化的质粒

=NQORS 过夜连接，转化大肠杆菌 MR$"后用氨苄青

霉素筛选，经 %&’、酶切、测序鉴定阳性克隆，序列正

确的质粒命名为 =NQORSO%+LB。从大肠杆菌中提

取质粒转化长双歧杆菌，转化、筛选、鉴定方法同上。

!(3 0%12 基 因 在 长 双 歧 杆 菌 中 表 达 产 物 的

4567589 :;<7 检测

含表达载体 =NQORSO%+LB 的 (!) 在含氨苄青

霉素（F*#9T?(）的 N’U 液体培养基中 F)V厌氧培养

FJ W #80，#***>T?:4 离心 !$?:4（#V）收集菌体，按照

文献［I*］所述方法裂解菌体，经 UMUO%HGL 分离样

品后，湿转法转膜，$X脱脂奶粉过夜封闭，一抗（兔

源 %+LB 蛋白多克隆抗体，! Y !$**）#V孵育 I0，洗膜

F 次；二抗（羊抗兔 Z9G，R’% 标记，! Y F***）室温孵育

K*?:4，洗膜 F 次，MHQ 显色。以未转质粒和转化穿

梭质粒 =NQORS 的长双歧杆菌为阴性对照，以本室

构建 的 含 有 %+LB 原 核 表 达 载 体 的 工 程 菌 Q(I!
（MLF）T=L+O%+LB 的诱导产物为阳性对照。

!(# 实体瘤小鼠制作及转 0%12 基因长双歧杆菌

抑癌效果检测

取肿瘤生长旺盛的肝癌荷瘤小鼠，颈椎脱臼处

死，无菌条件下取出瘤块，仔细切碎组织，制成单细

胞悬 液，每 只 小 鼠 右 前 肢 皮 下 注 射 癌 细 胞 悬 液

*"$?(（浓度约 I [ !*) T?(），小鼠第 $ W )< 成瘤。于

第 !*< 将小鼠随机分为 F 组，每组 I* 只。阴性对照

组小鼠尾静脉注射 *"#?( %QU 溶液，第 !*<、!$<、I*<
各注射 ! 次。实验组分为 (!) 和 (!)T=NQORSO%+LB
组，将经 %QU 洗涤 F 次的 (!) 和 (!)T=NQORSO%+LB
以 %QU 调节活菌浓度为 I"* [ !*K T?(，每只小鼠尾静

脉注射 *"#?(，注射时间同阴性对照组。第 I!< 颈

椎脱臼处死小鼠，解剖剥离瘤块，称瘤重。按公式计

算抑瘤率：肿瘤抑制率 \（对照组瘤重 E 实验组瘤

重）T对照组瘤重 [ !**X，统计学处理采用 ’ 检验。

= 结果

=(! 穿梭质粒 *+,-./ 的构建及转化大肠杆菌和

长双歧杆菌

首先 通 过 %&’ 合 成 F 个 片 段 NR!、NRI 和

NRF，其大小分别为 J$*-=、JJ#-= 和 J!I-=，克隆后

筛选出阳性质粒 =NMONR!、=NMONRI 和 =NMONRF；

第二轮 %&’ 合成了全长 !88!-= 的序列，其中含双歧

K#F侯 鑫等：大肠杆菌O长双歧杆菌穿梭载体的构建及 %+LB 在长双歧杆菌中的表达 C T微生物学报（I**J）#J（F）



杆菌质粒 !"#$、%& 启动子及设计的酶切位点，经纯

化后与克隆载体 !"’ $()* 连接。测序结果表明，+
个克隆中有 , 个序列完全正确的阳性克隆，其中 $
个为合成序列的正向插入，命名为 !"#)%&。以上

操作 均 以 大 肠 杆 菌 ’%+!为 宿 主，氨 苄 青 霉 素

（$--"./01）筛选。提取质粒 !"#)%& 后，电击转化

长双歧杆菌 1$2，在氨苄青霉素工作浓度为 3-"./01
时可有效筛选出阳性克隆，未转化质粒的对照组长

双歧杆菌在含有氨苄青霉素（3-"./01）的 "45 培养

基上培养 2,6 未见菌落形成。

!"! 穿梭质粒 #$%&’( 的稳定性

将穿梭质粒 !"#)%& 转化大肠杆菌 ’%+!，筛选

出的 $+ 个阳性克隆传代 ,+ 次并提取质粒，经 784
和酶切鉴定结果表明：加氨苄青霉素传代的克隆中，

质粒可稳定复制和传代，序列未发生明显突变。未

加氨苄青霉素传代的克隆中，每次采用同样的菌量

提取质粒，未见杂带或弥散背景出现，质粒的得率在

相邻两代之间未见明显差异，但第 ,+ 代提取的质粒

得率略小于第 $ 代；784 和酶切鉴定表明，质粒序列

无明显改变。用同样的检测证实在加氨苄青霉素的

培养基中，重组质粒 !"#)%& 在长双歧杆菌 1$2 中

可稳定复制，但同样条件下提取质粒的得率低于

’%+!，提示该宿主中质粒拷贝数可能较低。在未加

氨苄青霉素的培养基中，转化后的 1$2 经传代 ,+ 次

以后提取质粒，仍可见清晰均一的条带，质粒大小不

变，未见明显序列突变，第 ,+ 代的质粒得率亦略小

于第 $ 代。将 1$2 中提取的质粒再次电击转化长双

歧杆菌，阳性克隆在含有和不含氨苄青霉素的培养

基中再传代 $- 次后提取质粒进行检测，发现质粒仍

能稳定复制，质粒得率无明显变化。

!") 表达载体 #$%&’(&*+,- 的构建

质粒 !"’)7*9: 经 !"##和 $%&#双酶切后与

质粒 !"#)%& 连接，筛选出的阳性克隆中插入片段

为 7*9: 基 因 ;’:<，共 $,$,=!，序 列 与 已 发 表 的

7*9: 基因序列（>?@#A@B 登记号：&C3-+$）相同，命

名为 !"#)%&)7*9:。提取该质粒后用电击法转化

长双歧杆菌 1$2，筛选出阳性克隆。

!". *+,- 基因表达产物的 /012034 5672 检测

将含有质粒 !"#)%&)7*9: 的长双歧杆菌培养

D(6 后，裂解菌体，对总蛋白进行 E?FG?H@ =IJG 检测，

获得 $ 条分子量大小约为 ++B’A 的特异性条带，与

7*9: 基因在大肠杆菌 #1,$（’93）中的表达产物大

小相同，而在未转 化 质 粒 及 转 化 质 粒 !"#)%& 的

1$2 菌中未检测到特异条带（图 $），证实 7*9: 基因

可在长双歧杆菌 1$2 中获得表达。含质粒 !"#)%&)
7*9: 的 1$2 经 + 次传代后进行 E?FG?H@ =IJG 检测仍

能获得特异性条带（图 $），表明该质粒在 1$2 中能

稳定复制并可持续表达外源基因。

图 8 #$%&’(&*+,- 在 双 歧 杆 菌 98: 中 诱 导 产 物 的

/012034 5672 检测

KL.M$ E?FG?H@ =IJG A@AINFLF JO ?P!H?FF?Q H?;J0=L@A@G !HJG?L@ L@ 1$2/

!"#)%&)7*9:M $R *JGAI !HJG?L@ JO 1$2 ;SIGSH?Q D(6；,R*JGAI !HJG?L@ JO

1$2/!"#)%& ;SIGSH?Q D(6；3R*JGAI !HJG?L@ JO 1$2/!"#)%&) 7*9:

;SIGSH?Q D(6；DR*JGAI !HJG?L@ JO 1$2/ !"#)%&)7*9: ;SIGSH?Q D(6 AOG?H +

.?@?HAGLJ@F；+R*JGAI !HJG?L@ JO #1,$（’93）/!9*)7*9: L@QS;?Q D6 =N

T7*>；"R7HJG?L@ 0JI?;SIAH U?L.6G 0AHB?H M

!"; 含 *+,- 基因的长双歧杆菌 98: 的抑癌效果

用尾静脉法给荷瘤小鼠注射长双歧杆菌 1$2 和

工程菌 1$2/!"#)%&)7*9: 后，对供试小鼠实体瘤测

量结果显示，1$2/!"#)%&)7*9: 组小鼠的平均瘤重

显著 低 于 7#5 对 照 组（ ’ V -R-$），其 抑 瘤 率 为

+2R++W，而 1$2 组抑瘤率为 $(R(2W（表 ,），以上结

果表明：虽然长双歧杆菌自身具有一定的实体瘤抑

制效果，但表达 7*9: 蛋白的长双歧杆菌工程菌的

实体瘤抑制效果有明显提高。本室已有研究表明：

大肠杆菌中表达的重组 7*9: 蛋白对小鼠实体瘤和

癌细胞生长具有明显的抑制作用（待发表资料），上

述研究结果与此一致。

表 ! 转基因长双歧杆菌对小鼠实体瘤的抑制作用

*A=I? , T@6L=LGLJ@ JO ?@.L@??H?Q ( M )&*+,- L@ 0L;? FJILQ GS0JH
>HJS!F <X?HA.? U?L.6G JO GS0JHF（.） T@6L=LGJHN HAGLJ（W）

7#5 ;J@GHJI .HJS! YR,- Z $R(C [
1$2 +R-3 Z $R+3 $(R(2

1$2/!"#)%&)7*9: ,R2Y Z $R32! +2R++!

!’ V -R-$，;J0!AH?Q ULG6 7#5 ;J@GHJI .HJS!M

) 讨论

双歧杆菌用于肿瘤的靶向性基因治疗最近受到

了研究者的关注，但实现这一目标的前提是携带抑

癌基因的质粒能在双歧杆菌中稳定复制，目前采取

的解决方案是：利用从长双歧杆菌中分离到的质粒

和大肠杆菌中成熟的载体构建含有双歧杆菌复制起

始序列的穿梭质粒［2］。但由于双歧杆菌中的质粒遗

-+3 %\& ]L@ #. /) M /01./ 2314&53&)&+31/ 63*31/（,--Y）DY（3）



传背景并不十分清晰，因此研究中常将质粒全序列

克隆到大肠杆菌的克隆载体中［!，"］。鉴于从双歧杆

菌中分离质粒的难度较大，质粒的序列分析和关键

复制元件的定位工作量大［# $ %］，而 &’( 合成（或改

造）基因的方法使用灵活、操作简便、耗费低，适用于

合成较短的序列［))］，因此本研究设计了 *" 条部分

序列相互重叠的引物，经 &’( 合成了长双歧杆菌质

粒 +,-)，该 质 粒 已 被 成 功 应 用 于 穿 梭 质 粒 的 构

建［*，!］。研究证实构建的穿梭质粒 +,-./0 可在大

肠杆菌和长双歧杆菌中稳定复制，该质粒在长双歧

杆菌中的拷贝数低于在大肠杆菌中的拷贝数，这可

能与 +,-) 自身的复制元件有关，本文暂未做进一

步讨论。

为了改善外源基因在长双歧杆菌中的表达效

率，应考虑使用长双歧杆菌自身的表达元件。本研

究在质粒 +,-./0 中加入了 /0 启动子区序列，该

启动子来源于长双歧杆菌自身，可使其下游编码类

组蛋白的基因有效表达，已被成功应用于构建穿梭

载体的研究工作中［"］。本室已经实现了抑癌基因

&123 在大肠杆菌中的高效表达［)"］，并获得了有一

定生物学活性的重组蛋白（待发表资料）。本研究将

&123 基因 4536 序列插入 /0 启动子元件下游，获

得了能稳定、有效地表达抑癌基因的长双歧杆菌菌

株。虽然长双歧杆菌在实体瘤厌氧区的靶向性定植

本身会对实体瘤生长产生一定的抑制效应［7］，但本

文的抑癌实验表明，表达 &123 蛋白的长双歧杆菌

对小鼠实体瘤生长具有明显的抑制作用，这不仅为

外源基因在双歧杆菌中的表达作了有益的探索，而

且为基于双歧杆菌的肿瘤靶向性基因治疗奠定了应

用基础。
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《微生物学报》综述文章投稿要求

我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加新颖并更

具可读性，$""1 年 & 月提出具体要求。欢迎大家根据要求，跟踪投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

#) 本刊主要刊登微型综述（45,5 678579），来稿字数最好控制在 *""" 字以内（不包括参考文献）。

$) 综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

1) 参考文献应控制在 &" 篇以内，近 1 年发表的文献不少于 #" 篇。

&) 应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

*) 应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

() 欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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