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携带新城疫病毒融合蛋白基因的重组减毒单核

细胞增多性李斯特菌构建与鉴定

徐晶靓，江玲丽，陈 宁，帅江冰，方维焕"

（浙江大学动物预防医学研究所 浙江省动物预防医学重点实验室 杭州 #5%%$6）

摘 要：以鸡新城疫病毒 !基因（FEK40）为模式外源基因，通过基因切割4重叠延伸 LMN法（OP74LMN）将其插入到
单核细胞增多性李斯特菌（"#$%&’#( )*+*,-%*.&+&$）毒力基因 /0- 的启动子和信号肽序列下游，并将该融合片段克隆入
穿梭质粒 QROK,，随后将重组质粒电转李斯特菌进行同源重组。FEK40基因的 LMN扩增表明该重组菌构建成功，
N-4LMN结果表明 !基因在重组菌中得到了转录。比较了重组菌和野生型菌株的溶血性、黏附和侵袭力、对小鼠和
鸡胚的毒力和生长特性以及重组菌的体内外稳定性，结果表明：/0- 基因中 !片段的整合消除了单核细胞增多性李
斯特菌溶血素基因的表达，其培养上清液没有溶血性，而野生型菌株的溶血价达 $!；细胞试验表明重组菌对细胞
的黏附力和相对侵袭力均有不同程度的降低，而相对侵袭力与野生型菌株具有显著性差异（1 S %T%&）；重组菌对小
鼠及鸡胚的毒力（UE&%）与野生型相比分别下降 #T,和 "T&个对数数量级；重组菌在 VWX肉汤和小鼠体内连续 &次

后，仍然可以扩增出目的基因 FEK40，初步表明该重组菌较为稳定。
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以细胞内感染性细菌如减毒鼠伤寒沙门氏菌

（2(0)*+&00( %-3/#)4’#4)）和单核细胞增多性李斯特
菌（"#$%&’#( )*+*,-%*.&+&$，U8）等作为疫苗载体将外
源基因呈递给宿主 GLM细胞，并诱导相应的免疫反
应，是新型基因工程疫苗研究的新途径［5 ’ #］。U8是
具有潜在优势的重组疫苗活载体之一，已用于人的

乳头瘤病毒（W)81* Q1Q9..J81Z9I)[，WLK）、艾滋病病
毒（;)81* 988)*JB+<9C9+*C\ Z9I)[，WXK）、丙肝病毒
（W+Q1]9]9[ M Z9I)[，WMK）等疫苗的研究。U8作为一
种侵袭性胞内菌，可在专职和非专职吞噬细胞内存

活并繁殖［! ’ "］。其毒力因子包括 30,5、/0-、)30、(,%5
和 30,6，它们位于同一基因簇中，并受 3’75 的调
控［,］。其中 /0- 编码的李斯特菌溶血素 P（UUP）是
其主要毒力因子，能裂解吞噬体膜，使 U8逸入胞浆
并大量繁殖［3］。U8 感染诱导的免疫应答主要以
ME3^介导的细胞免疫为主；同时还可诱导产生 XU4
5$、XU453、!干扰素和 -F0 等细胞因子［6，5%］。而且，
相对于其它细菌，U8对抗生素更为敏感。因此，如
何利用这些特性，将其改造为抗病毒感染或抗肿瘤

疫苗载体是近年来国外一些学者的研究热点。

但 U8为人和动物李斯杆菌病的病原体，因而

将其作为疫苗载体之前需进行减毒。目前 U8减毒
的方法有两种：一为基于毒力基因的缺失或插入突

变［55］，二为营养缺陷型突变。如 E4丙氨酸为 U8生
长所必需，通过缺失 E4丙氨酸消旋酶（ 8(0）和 E4丙
氨酸转氨酶（ 8(%）合成基因即可构建条件突变
株［5$］。而毒力基因缺失或插入突变是主要的减毒

方法。本文以 U8的主要毒力基因 /0- 为靶基因，将
编码鸡新城疫病毒（FEK）融合蛋白的 ! 基因通过
融合 LMN技术插入该基因的启动子及信号肽下游，
并利用同源重组技术构建整合有 FEK ! 基因的重
组单增李斯特菌，并初步观察其溶血活性、细胞侵袭

力、生长动态等生物学特性的变化。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（ 9$,/&’#,/#( ,*0#）
EW&"、质粒 Q_M53及新城疫病毒强毒株 0!376株由
本实验室保存；" T )*+*,-%*.&+&$ 参考株 5%!%#O（5/$1
血清型）系国际生命科学协会（ X*]+I*1]9J*1. U9<+
OC9+*C+[ X*[]9])]+）北美食品微生物专家委员会指定
的康乃尔李斯特菌菌种保藏室提供（‘54%%5），穿梭



质粒 !"#$% 由美国康乃尔大学 &’()*+,, 博士
惠赠。

!"!"# 试剂：-./产物纯化试剂盒、)01-、!"# 聚合
酶、12 304 连接酶、牛小肠碱性磷酸酶购自上海
#+,56,公司。
!"!"$ 实验动物及细胞：7 8 9周龄雌性 :./小鼠购
自浙江中医学院实验动物中心，非免疫鸡胚购自杭

州蛋鸡场。;(<+细胞由本实验室保存。

!"# 引物设计和合成
参考 =(,>+,?上发表的 $%& 全基因及其上游序

列（=(,>+,?登录号 0. @@ABC@），设计 2 条引物（表
C），其中 DEFG+，DEFGH，DEFGI，DEFG)用于 $%& 基因同源
重组区的扩增，DEFG)J（DEFG)下游 %%H!处）用于同源
重组菌的 -./鉴定；03$GK+和 03$GKH则用于扩增
鸡新城疫病毒 ’ 基因。以上引物均由上海博亚公
司合成。

表 ! 本实验使用的引物列表
1+HE( C -L’*(L !+’LM NM() ’, OD( O(PO Q’OD OD( L(MOL’IO’6, M’O(M N,)(LE’,()

-L’*(LM #(RN(,I(（SJ 8 AJ） T,UF*( M’O(M
DEFG+ =144=.114=4=.=.1=.14==111=11=1=1. ()*)!
DEFGH 4=14.41.14=414===1==1=..41==41=44411=4 +,""
DEFGI .141.14=41=14.1=..441.=4444=444.4.=. +,""
DEFG) .=4=4411.=.11114.=4=4=.4..1==414= -.//"
DEFG)J =.4441.441=.1=4=1=11441=441.
03$GK+ =11.14=4=41===....4441.11.14..441= +,""
03$GKH .41.14=44..1.1=..1.11=1.1=1=11.4= +,""

!"$ 重组穿梭质粒 %&’()*+,-*.的构建及鉴定
1V法提取 <*的基因组 304［CA，C2］，以基因切割G

重叠延伸 -./法（#WTG-./）［CS］扩增同源重组区，先
以 DEFG+XDEFGH 及 DEFGIXDEFG) 引物对分别扩增 $%& 的
+H（含启动子和信号肽的 $%& 片段）及 I) 片段，再以
上述两片段为上下游模板，DEFG+XDEFG) 引物对扩增
+)片段。DEFG+)经 ()*)!和 -.//"双酶切后克隆
入 !Y.C9 质粒，酶切及 -./ 鉴定重组质粒 !Y.C9G
DEF。

/1G-./扩增鸡新城疫病毒 ’ 基因，随后将 ’
片段插入到 !Y.C9GDEF的 +,""位点中，筛选正向克
隆，重组质粒 !Y.C9GDEFGK经 ()*)!和 -.//"双酶
切后，将 +)及 K融合片段克隆入穿梭质粒 !"#$%，
构建重组质粒 !"#$%GDEFGK。
!"/ 含 ! 基因重组单增李斯特菌的构建与鉴定
参照 -+L? 等［C7］方法将重组穿梭质粒 !"#$%G

DEFGK电转入野生型 <* C@2@A#菌株，并参照 .+*’EE’
等［C%］建立的方法通过温度和氯霉素抗性压力实现

同源重组，将 ’ 基因整合到 <*基因组中（<*G#DEFG
K）。重组菌以引物对 03$GK+X03$GKH、03$GK+XDEFG
)、03$GK+XDEFG)J、DEFG+X03$GKH进行 -./鉴定，同时
以野生型 C@2@A#菌株为阴性对照。
!"0 12*341检测 ! 基因在重组菌内的转录

Y0:ZGC@柱式 1/:U6E总 /04抽提试剂盒提取重
组菌的总 /04，经 30+M("处理后，用特异引物
03$GK+XKH进行 /1G-./ 扩增，以检测 ’ 基因在重

组菌中的转录。

!"5 6789细胞侵袭力试验
参考 [+L+)+O等［C9］的方法并加以改进。将 ;(<+

细胞接种于 CB 孔细胞培养板，培养液为 3\T\（含
S]胎牛血清），A%^、S] .WB 培养至 7@] 8 9@]的
细胞融合度后，用 @_@C*6EX< ->#（!;%_B）洗涤一次。
细菌于 A%^静置培养过夜，调节 017@@至 @_C 8 @_CB
（C@9 I‘NX*<），以 C a C@的比例与 3\T\培养液混合，
每孔接种 @_A*<细菌混合液，置 A%^、S] .WB 培养

CD后，弃去培养液，用 ->#洗涤 A次，用C@@$5X*<庆
大霉素作用 CD（A%^、S] .WB）。-># 洗涤 2 次后，
再用 @_C] 1L’O6,Gb C@@ 室温作用 S*’,。细菌粘附
力的测定为在感染后 CD经 ->#洗涤 2次后直接裂
解。细胞裂解液经 C@倍连续稀释后，分别在 1#>Gc
平板上进行细菌计数，粘附率计算公式为：.KYL(IX
.KY+))() d C@@（其中 .KYL(I 表示细胞裂解后的细
菌数）。而相对侵袭率的计算公式为：.KY’,OL+X
.KY+)D d C@@@方法（其中 .KY’,OL+ 表示庆大霉素作
用 CD 后的细菌裂解数，.KY+)D 表示黏附的细菌
数）。

!") 鸡胚及 :41小鼠毒力试验
按 06LLN,5等［Ce］方法进行，调整 <*C@2@A#的浓

度为 B_S d C@9 I‘NX*<，<*G#DEFGK B_7% d C@CC I‘NX*<，
用 ->#进行 C@倍梯度稀释，选取 C@f C 8 C@f S稀释度

分别通过尿囊腔接种 C2日龄鸡胚（@_C*<X只），每组
7只，连续观察 %)，每天记录鸡胚死亡情况。同时调

722 bY [’,5Gg’,5 23 "% h X4.3" 5).6/,)/%/7)." 8)*)."（B@@7）27（A）



整 !" #$%$&’ 的浓度为 ()* + #$* ,-./"!，!"0!12304
细菌数为 %)( + #$#$ ,-./"!，用 56’进行 #$倍梯度稀
释后，选取 #$$ 7 #$8 9稀释度接种 #: 7 ;;< =>?小鼠
（腹腔注射 $)#"! /只），每组 @只，连续观察 #$A，每
天记录小鼠死亡情况。寇氏法计算 !B9$。

!"# 重组菌溶血活性变化
溶血价测定按照本实验室建立的方法进行［##］，

将突变株 !"0!12304及野生型菌株 #$%$&’ &*C培养
#:1，取上清用生理盐水进行对倍稀释，加入等体积
的 #D绵羊红细胞悬液，&*C温育 #1，以生理盐水为
空白对照，溶血价以能产生 9$D溶血的最高稀释倍
数表示。同时将该重组菌及 #$%$&’菌株划线接种
到含 *D绵羊血的 E’F平板上，&*C培养过夜，观察
其溶血现象。

!"$ 重组菌的体外生长试验
(@孔板中依次加入 #:$"! 6G=肉汤（HG*); 和

HG9)9）及 ;$"!重组菌 !"!12304和野生型 #$%$&’
（!"@$$ I $)#;），&*C培养 #;1，每隔 #1 测 !"@$$值，

JK,L2软件绘制成图。
!"!% 重组菌的稳定性试验
将重组菌在 6G= 中 &*C培养 #@ 7 #:1，连续 9

次以检测重组菌在体外的稳定性。同时在 =>?小鼠
体内连续传 9次，即第一次腹腔内注射后，隔日无菌
取腹水、肝脏、脾脏涂布 6G=平板，&*C培养过夜，分
离细菌，用分离菌株再用同样的方法注射小鼠，依此

类推。提取每次分离株基因组 BMF，用上述引物对
（MBN04O/1230AP）进行 5>?扩增。

& 结果

&"! 含 ! 基因重组穿梭质粒的鉴定
采用 ’QJ05>?法可先扩增到 !" #$% 基因的 OR

（9*&RH）和 ,A片段（;@#RH），两个片段经融合 5>?得
到 :;$RH 的 OA 片段，中间引入特异性酶切位点
&’(#。OA片段经 )*+A$和 ,-.?#双酶切后克隆
到 HS>#:，构建成 HS>#:0123。重组质粒经 )*+A$和
,-.?#双酶切后可切出 OA 片段，表明重组质粒
HS>#:0123的成功构建。

/ 基因经 &’(#酶切后插入到重组质粒 HS>#:0
123中，构建成 HS>#:012304。)*+A$（引物 O 引入）
和 012#（4片段第 #;;RH处）双酶切能切出 @(9RH的
片段，与理论值相符合，表明了 / 基因为正向插入。
HS>#:012304用 )*+A$和 ,-.?#双酶切后，将目的
片段 OA T 4（;%:;RH）克隆入穿梭质粒 HU’N*。重组
穿梭质粒的 5>?和 &’(#单酶切鉴定均能检测到 /

片段，并且 )*+A$和 ,-.?#双酶切也能切出 OA T 4
片段。以上结果都表明已成功构建了重组穿梭质粒

HU’N*012304。
&"& 含 ! 基因重组单增李斯特菌的鉴定
重组穿梭质粒 HU’N*012304 电转入野生型

#$%$&’后，通过温度和氯霉素抗性压力实现两次同
源重组，将 4基因整合到 !"基因组中。用引物对
MBN04O/MBN04R，MBN04O/1230A，MBN04O/1230AP，1230
O/MBN04R以重组菌和野生型 #$%$&’菌株的基因组
BMF为模板进行 5>?扩增。图 #表明，重组菌中均
能扩增出对应的预期目的片段（分别为 #@@;RH，
#(;&RH，;$$$RH和 ;;&9RH），而阴性对照菌无任何片
段，表明 / 基因已整合到 !"染色体基因组中。

图 ! 重组单增李斯特菌 ’()鉴定
4V<W # 5>? VALXYV-V,OYVZX Z- Y1L [L,Z"RVXOXY 3*1245*( 6.+.-%2.74+41

.\VX< AV--L[LXY H[V"L[ HOV[\W ] [LH[L\LXY\ B! ;$$$ ]O[^L[；#，&，9，*

[LH[L\LXY 5>? O"H2V-V,OYVZX Z- Y1L <LXZ"V, BMF Z- Y1L [L,Z"RVXOXY

RO,YL[VO .\VX< AV--L[LXY H[V"L[ HOV[\；;，%，@，: [LH[L\LXY Y1L [L2OYV_L

XL<OYV_L ,ZXY[Z2 W

&"* )+,’()表明 ! 基因能在重组菌中转录
重组菌 !"!012304总 ?MF经 ?E05>?检测能得

到 #@@;RH的 / 片段，与以基因组 BMF为模板扩增
得到的 5>?产物一致（图 ;），表明 / 基因在重组菌
内得到了转录。

图 & )+,’()扩增 !基因
4V<W; E[OX\,[VHYVZX Z- / R3 Y1L [L,Z"RVXOXY ".YOXY \Y[OVX O\ O"H2V-VLA

R3 ?E05>? ZX YZYO2 ?MF（2OXL # OXA ;），2OXL & V\ 5>? O"H2V-V,OYVZX Z-

/ -[Z" Y1L <LXZ"V, BMF Z- Y1L [L,Z"RVXOXY RO,YL[VO O\ Y1L HZ\VYV_L

,ZXY[Z2；]W ]O[^L[ W

&"- ./!,012,3与野生型 !%-%*4对 56.7细胞的
粘附、侵袭力

!"!012304 对 GL2O 细胞的黏附力低于 !"
#$%$&’野生型菌株，分别为 ;#);* ‘ #);#和 ;&)(9 ‘
9)&:，但两者无显著性差异（0 a $)$9），重组李斯特

*%%徐晶靓等：携带新城疫病毒融合蛋白基因的重组减毒单核细胞增多性李斯特菌构建与鉴定 W /微生物学报（;$$@）%@（&）



菌对 !"#$细胞的相对侵袭率为 %&’( ) *&’+，而野生
型菌株 ’*%*,-为 .&// ) ’&+0，具有显著性差异（! 1
*&*0）。
!"# $%#&试验表明 $’!()*+(,毒力显著下降

"基因的插入突变使该重组菌毒力显著降低，
与野生型相比，在鸡胚模型中下降了 /&0 个对数数
量级（’*2&%, 34 ’*+&’*），而在小鼠模型中则下降了 ,&(
个对数数量级（’*.&’. 34 ’*0&+.）。
!"-重组菌 $’!()*+(,无溶血活性
重组菌 56!78#97:由于 " 片段的插入突变使

溶血素基因失活，溶血活性消失，野生型菌株的溶血

价为 ’/而突变株为 *。野生型菌株在血平板上的
溶血现象非常明显（图 ,7;），而重组菌则无可见的
溶血圈（图 ,7<）。

图 . $’!()*+(,重组菌与野生型 /&0&.1菌株的溶血活
性比较

:=>?, @8" 8"6A#9B=C C8$D$CB"D=4B=C AE 6FB$GB #$%&’($) *+,+-.&+/’,’% BA>"B8"D

H=B8 =B4 I$D"GB 4BD$=G AG @-;7J I#$B"4 H=B8 (K 48""I L#AAM $EB"D +%8

=GCFL$B=AG?（<）NGB"D>$B=AG AE " >"G" M"6A#=48"M #=4B"D=A#94=G O "PID"44=AG

H8=#" B8"D" H$4 C#"$D 8"6A#9B=C QAG"4 H=B8 B8" I$D"GB 4BD$=G（;）?

!"2 $’!()*+(, 与野生型 /&0&.1 菌株的体外生长
曲线具有一定的相似性

重组菌和野生型菌株 ’*%*,- 在正常 I! 值
（(&+）的 ;!N 肉汤中具有相似的生长曲线，而在
I!0&0下，重组菌比野生型菌株生长缓慢（图 %），表
明 01. 基因中 " 基因的插入突变在一定程度上影响
了该重组菌的体外生长。

!"3 重组菌的稳定性
将在体内外连续传代 0次的重组菌，以 RST7:$

作为上游引物，RST 基因下游外侧的溶血素基因
8#97MU作为下游引物进行 VWX扩增，所有菌株均呈现
与图 ’一致的 +***LI条带。

. 讨论
单核细胞增多性李斯特菌作为一种兼性胞内细

菌，可侵袭多种非吞噬细胞，并可在胞浆中生长繁

殖，因而具有与某些在吞噬体中长期生存的细菌（如

沙门氏菌、分支杆菌）不同的免疫应答机制，同时它

图 0 $’!()*+(, 重组菌与野生型 /&0&.1 的体外生长
曲线

:=>?% YDAHB8 =G ;!N LDAB8 H=B8 M=EE"D"GB I! 3$#F"4 AE B8" D"CA6L=G$GB

#$%&’($) *+,+-.&+/’,’% $GM =B4 I$D"GB 4BD$=G ? W#A4"M BD=$G>#" 496LA#4

D"ID"4"GB L$CB"D=$ >DAHB8 =G ;!N $B I!(&+ ? OI"G C=DC#" 496LA#4 D"ID"4"GB

L$CB"D=$ >DAHB8 =G ;!N $B I!0&0 ?

还具有 Z!W7"类和 Z!W7#类抗原加工途径，可激
发较强的 @ 细胞免疫应答［+* [ +’］。其中由 01. 基因
编码的 55O能溶解宿主细胞的吞噬体膜，使细菌进
入宿主细胞胞浆，逃避吞噬体的杀灭。由于 55O的
独特生物学特性，单增李斯特菌已被用于构建各种

减毒疫苗或核酸疫苗［++ [ +%］。

本试验利用同源重组技术将 RST的 " 基因整
合到单增李斯特菌染色体基因组中，成功构建了重

组单增李斯特菌。表明 X@7VWX整合的外源基因 "
在重组菌中得到了转录（图 +），而 01. 基因中" 片段
的整合降低了重组菌对 !"5$细胞的黏附力和相对
侵袭力，改变了单增李斯特菌溶血素基因的表达（图

,），但不影响其在 ;!N肉汤中（I!(&+）的生长，而在
I!0&0下，重组菌比野生型生长缓慢（图 %），可能跟
01. 在酸性条件下能发挥较好的活性有关。鸡胚及
小鼠 5S0*试验表明该重组菌毒力比野生型分别下降

了 /&0个和 ,&(个对数数量级，表明 01. 基因中" 片
段的整合致弱了单增李斯特菌。而 Y$D$GM"$F等［+0］

缺失 %(&2 基因 OX:中 0(LI短片段构建的 %(&2 缺失
株对瑞士小鼠的毒力比野生型约低 + 个对数倍数
（’*/&%对 ’*%&0）。;AD"Q"" 等［+/］用同源重组的方法构
建了 3452 基因缺失株，该突变株缺失 (.LI 3452
（GB00. [ /,2）基因序列，对瑞士小鼠的 5S0*为 ’*(&+，
比野生型 5O+2（5S0*为 ’*0）的毒力低 + 个对数级。
因此，本研究基于 01. 基因突变所构建的重组李斯
特菌对小鼠的毒力更弱，作为疫苗活载体在安全性

上具有更大的潜力。

重组单增李斯特菌 VWX筛选和鉴定发现，用引
物 $和引物 M扩增出的条带一直都存在着基因组的

2%% \] ^=G>7_=G> ’& )1 ? ‘2-&) 6$-(+7$+1+/$-) 3$,$-)（+**/）%/（,）



干扰。而选用重组区旁侧引物 !"# !"并结合 #片段
的上游或下游引物进行 $%&扩增时则只得到一个
目的条带，野生型阴性对照没有任何条带。

’()*+,-(.等［/0］学者也发现用旁侧引物和重组区任
何一条引物筛选，/12 3 /42由引物 5与 !筛选为
阴性的克隆其实是真阳性。

本试验表明 !"# 基因可以作为单增李斯特菌减
毒的靶基因，而且可以启动外源基因的转录，这些结

果为研究减毒李斯特菌与抗原递呈细胞之间的关系

以及含外源基因的减毒李斯特菌作为基因工程疫苗

载体通过口服等方式进行免疫，诱导相应的免疫反

应等方面奠定基础，从而为新型基因疫苗的研发开

辟一条新途径。
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《中国旱地和高水效农业的研究与发展》

张正斌 著 3456 ( 7 $" 7 $#.(.) 7 "04’"., 定价 )1’$$ %$$. 7 $"
本书是作者在长期的生产实践中，系统总结和研究出来的关于我国旱地和高水效农业发展的专著。

全书分三部分：第一部分（第 # 8 (章）是半干旱地区作物产量潜力限制因子分析以及温热、降水、肥料、
科技等因子对作物增产的贡献及应用方向。第二部分（第 1 8 #.章）是黄土高原整治和生态农业建设经
验总结以及雨水利用研究。在搞好水土保持治理、对有限降雨充分储蓄和高效利用、提高粮食生产能力

的同时，提高农业经济发展能力，即稳粮抓钱，这是我国旱地农业重要发展方向和环境整治的成功经验。

第三部分（第 #( 8 %)章）是提高水分利用效率，开拓生物节水和高水效农业研究与发展，思考和探讨我
国农业未来发展方向。只有发展高水效农业，发展优质、高产、高效、高附加值的外向型创汇农业，建立高水效的农林复合型

农业体系，中国生态农业才能可持续发展，走向世界。

本书可作为大中专院校和科研单位旱地和节水农业及生态学和经济学等领域的师生与科研工作者及农村基层干部、群

众的参考用书。
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