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摘 要：根据大肠杆菌 91株主要免疫原性片段 IJ07KK1L的基因序列，设计合成两对引物，利用谷胱甘肽7I7转移酶
（MI0）表达系统将三拷贝 IJ07KK1L的融合基因串联于 MI0下游，并在大肠杆菌中成功表达，获得了大小约为 !8NO5
融合蛋白 MI07/L，表达产物以包涵体形式产生，P1-.1FD =2H. 检测证实表达的融合蛋白具有良好的生物学活性；结合
抑制试验表明，与单拷贝融合表达蛋白 MI07L相比，MI07/L与水肿毒素受体的亲和力更强。MI07/L及 MI07L与等
量弗氏不完全佐剂乳化后制成亚单位疫苗，间隔两周两次皮下免疫小鼠。结果 MI07/L疫苗组产生的抗体水平明
显高于 MI07L疫苗组，但两种疫苗组的抗体消长趋势相同。二免后两周用 8 Q JO8$的 91株大肠杆菌进行腹腔攻
毒。MI07/L疫苗组保护率为 &$G$R（&3)$），明显优于 MI07L疫苗组 !$G$R（!3)$）。研究结果表明 MI07/L具有良好
的生物学活性和免疫原性，可以作为疫苗添加成分，显示了良好的应用前景。
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产毒素大肠杆菌（.H6;,1D;C !"#$%&’#$’( #)*’）是引
起人和动物腹泻的重要病原体。通常分为 / 种类
型：产肠毒素大肠杆菌（909T）、产类志贺氏毒素大
肠杆 菌（ IJ09T）、产 坏 死 性 毒 素 大 肠 杆 菌
（U09T）［) ’ /］。IJ09T 主要血清型有 V)/%、V)/(、
V)8" 等，又称肠出血性肠炎大肠杆菌。IJ09T可产
生 / 种类型毒素（IJ07K、IJ07KK、IJ07KK1），IJ07K 和
IJ07KK是人出血性肠炎和溶血性尿毒综合征的重要
致病因子，IJ07KK1 是猪水肿病的重要致病因子［! ’ &］。
猪水肿病由特定血清型 IJ09T引起，多发生于

断奶后仔猪，它是危害规模化养殖业的重要疾病之

一［! ’ "］。猪水肿病的致病分为 / 个阶段，即致猪水
肿病大肠杆菌 IJ09T 感染易感猪后，细菌以其
4)%5=（4)$"）菌毛粘附于小肠上皮细胞，在肠道内定
居和增殖的细菌产生志贺样毒素!型变异体（IJ07
!1）并被吸收，导致感染猪出现水肿和神经症状［%］。
4)%5=菌毛与类志贺毒素!型变异体（IJ07!1）是
致仔猪水肿病的产类志贺氏毒素大肠杆菌（IJ09T）
的两个主要毒力因子［(，)$］。

IJ07KK1制备的类毒素以及利用基因突变技术

构建的减毒突变体作为免疫原可有效的防止断奶仔

猪水肿病的发生［))，)#］。IJ07KK1 的 L 亚单位（IJ07
KK1L）与靶细胞特异性受体的结合是 *亚单位发生
细胞毒作用的必要条件，L亚单位作为免疫原诱导
的中和抗体可抑制其与受体的结合，从而抑制 *亚
单位进入细胞发挥细胞毒作用。这说明研制相应的

毒素因子为免疫原来预防该病成为一种必要，而利

用大肠杆菌的培养物上清来提取毒素的传统方法成

本较高，而且由于水肿毒素 L亚单位分子量小，分
离与纯化比较困难，不适合大规模生产的需要。因

此，我们利用谷胱甘肽7I7转移酶（MI0）表达系统将
三拷贝 IJ07KK1L的融合基因串联于 MI0下游进行原
核表达，并对重组蛋白的生物学活性、免疫原性进行

了研究。

* 材料和方法

*+* 材料
*+*+* 菌株、质粒与阳性血清：大肠杆菌 91株［)/］，
由本实验室分离鉴定和保存；表达载体 WM9X7YM
（WY）、重组质粒 WM9X7YM3IJ07KK1L（WYL）、受体菌大



肠杆菌 !"#!、表达菌大肠杆菌 $%&’（!()）和大肠杆
菌 (* 株猪阳性血清及 +*,- 细胞均为本实验室保
存。

!"!"# 酶及主要试剂：./ !01连接酶、限制性内切
酶及 234 试剂、!01 56,7*, 为大连 .68646 公司产
品，90:.;’<柱式 !01胶回收试剂盒购自上海生物
工程公司，:2.=为 2,->*?6产品，蛋白质 56,7*,购自
0($公司，"42 标记的羊抗猪 :?= 抗体、底物 !1$
购自华美公司。=@.;/ $ 融合蛋白纯化试剂盒为
1>*,AB6> $C-ADC*ED*公司产品。
!"# 大肠杆菌 $%株 &’()**%+基因的克隆
!"#"! @%.;::*$ 编码蛋白的跨膜区预测：利用
.5"55 @*,F*, F G &H< 软件［’/］对 =*E$6E7 上公布的
@%.;::*$（5&’#)/）序列编码的氨基酸序列进行跨膜
性预测。

!"#"# 引物设计：参考 =*E$6E7 上公布的 @%.;::*
基因序列（5&’#)/）设计了两对特异性引物用于构
建重组质粒 I=(J;8=K@%.;::*)$（I8)$），如表 ’ 所
示，引物 2’、2&和引物 2)、2/分别扩增不含信号肽
$亚基结构序列，称为 @%.;::*$’ 和 @%.;::*$&，扩增
大小为 &</LI。引物由北京博奥公司合成。

表 ! 表达载体构建引物序列
.6LM* ’ 2,C>*,A NA*O P- D-EAP,NDP ,*D->LCE6EP IM6A>CO I8)$

=*E* 2,C>*, @*QN*ED*（#R!)R）

@%.;::*$’ 2’ ..==1.33=3==1..=.=3.111==
2& 33311=3..=..1113..3133.==

@%.;::*$& 2) 33311=3..=3==1..=.=3.111==
2/ 33==11..3.31=..1113..3133.===

!"#", 234扩增：234模板制作参照文献［’)］，234
反应体系为 #<"%，234 反应条件：S/T />CE；S/T
)<A，#UT )<A，V&T ’>CE，&W 个循环；V&T ’<>CE。
234产物用 <HW 琼脂糖凝胶电泳检测，并用 90:.;
’<柱式 !01胶回收试剂盒回收。
!", 重组表达质粒的构建及序列测定
将回收的 234 产物 @%.;::*$’（引物 2’K2&）、

@%.;::*$&（引物 2)K2/）和 I8载体，分别选择 !"#"
#K$%&O$、$%&O$K’()4#和 !"#"#K’()4#酶切
位点进行消化，按常规方法进行电泳及 !01回收，
按 U XU X#的量将回收产物 @%.;::*$’、@%.;::*$&和 I8
载体混合，用 ./ !01连接酶连接并转化 !"#!感受
态细胞，筛选阳性克隆，并对重组质粒进行酶切及测

序鉴定。

!"- 重组质粒的诱导表达及 &.&)/01$分析
将阳性菌落过夜培养物按 &Y的量接种于 %$

中，振荡培养至 *+U)<值在 <H/ Z <HU，加 :2.=至终浓

度 <HW>>-MK%，继续振荡培养 )B。收集菌体，加上样
缓冲液进行 @!@;21=(（’&Y分离胶、#Y浓缩胶）。
!"2 融合蛋白的纯化与复性
将诱导表达 )B的细菌培养物 /T、W<<<,K>CE离

心 #>CE，弃上清，沉淀用缓冲液 1（’K’<体积）重悬，
超声波破碎。/T、W<<<,K>CE离心 ’<>CE，弃上清，沉
淀用 2$@ 洗涤 & 次，加 ’SHV>% 缓冲液 1 及 <H)>%
&<Y 0;月桂酰胺肌钠盐（@8%）贮存液，剧烈搅动，使
其缓慢溶解，静置 )<>CE至 &B，/T、’&<<<,K>CE离心
’<>CE，弃沉淀，取上清，加 &<Y 2(=/<<< 至终浓度
为 <H&Y，加 #<>>-MK%的氧化型谷胱苷肽至终浓度
为 ’>>-MK%，加 ’<<>>-MK%的还原型谷胱苷肽至终浓
度为 &>>-MK%，静置 )<>CE 至 &B，以 2$@ 透析 )O，复
性蛋白以 =@.;/$ 柱纯化，纯化蛋白测定浓度后
[ W<T冻存备用。
!"3 蛋白活性的分析
!"3"! +*,-细胞的培养和收集：细胞培养条件为：
425:;’U/< 液体培养基，’<Y胎牛血清，#Y 3\&，

)VT孵箱培养；在细胞生长至对数期后，收集细胞
& ] ’<U 个。
!"3"# +.毒素受体蛋白的制备：将上述收集的细
胞用 2$@缓冲液洗两次，细胞重悬于 <HW>%的 2$@
（含 <H<#Y 060)，’>>-MK% (!.1）中，冻融 & 次，
’/<<<,K>CE离心 U<>CE，弃上清。沉淀重悬于 <HW>%
的 2$@（含 <H<#Y 060)，’>>-MK% (!.1）中，超声破
碎细胞（输出功率"#<Y，脉冲 &<Y Z )<Y，/<A，间
隔超声）至溶液清亮。’&<<<,K>CE 离心 )<>CE，取上
清，作为 +.毒素受体蛋白抗原，测定蛋白浓度，储
存待用。

!"3", 结合抑制试验：将上述提取的 +.毒素受体
蛋白包被 SU孔 (%:@1板，’<<"?K>%K^*MM，/T过夜，用
/Y的脱脂奶粉封闭各包被孔 &B，同时在另一块
(%:@1板中每一行孔中加入 #<"%含 /Y脱脂奶粉的
2$@，并从第 )孔对多抗进行倍比稀释到第 ’&孔，留
下第 ’和第 &孔；于第 &到第 ’&孔中加入 #<"% =@.;
)$或 =@.;$并使其终浓度为 ’"?K>%，留下第一孔，
并用含 /Y脱脂奶粉 2$@ 补足到 ’<<"%，)VT保温
&B。将第二块板各孔中的反应液转入包被板的对应
的各孔中，)VT保温 ’B；2$@.洗涤包被板 )次，每次
’>CE，于每孔中加入 ’<<"% "42标记的羊抗鼠 :?=（’
X#<<<），)VT保温 ’B；2$@.洗板 #次，每次 ’>CE，于
每孔中加入 ’<<显色液，室温避光显色到满意为止；
于每孔中加入 #<"% &>-MK%的 "&@\/ 终止反应；利用

酶标仪读取每孔在 U)<E>的吸收值 *+U)<，根据以下

的公式计算抗体在不同浓度下的抑制率和 :3#<。
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上述试验每个浓度做双复孔。抑制率的计算公式

为：［（!"!"#!"!"$!%）$（!"!"#&’()*）］+ ,--.
!"#"$ /012034 %562分析：对空白载体、重组菌菌体
诱导后的裂解物，以及复性后获得的融合蛋白进行

/012034 %562分析，检测融合蛋白免疫学活性。一抗
为大肠杆菌 70株感染猪所制的高免血清，二抗为辣
根过氧化物酶标记的羊抗猪 8"9。
!"% 表达蛋白对小鼠的免疫原性
取 :周龄雌性 *(;昆明系小鼠，共 <: 只，随机

分成 =组，每组 ,=只。其中每组 =只用于抗体水平
检测，其余 ,-只用于攻毒试验。实验分组如下：第
一组为免疫纯化 9*>#*?>#880@)（9*>#@)）蛋白组，
A<!" $只；第二组为免疫纯化 9*>#*?>#880)（9*>#)）
组，A<!" $只；第三组为灭菌生理盐水空白对照；第四
组为 9*> 对照，A<!"$只。蛋白免疫剂量参考
BCD?06E等［,<］文中所用免疫剂量。免疫方式采用皮
下免疫。一免后隔周采集血清，每次采集血清后，将

同一组血清等量混合，采用间接 7?8*!检测该组的
平均抗体水平。

!"& 实验动物的攻毒
本试验于二免后 A 周，以 ,F@ + ,-GH;I（< +

&’<-）剂量的大肠杆菌 70株对小鼠进行腹腔攻毒。
攻毒后 ,<E内定期观察实验鼠的临床表现并记录。

图 ! 重组质粒 ’()*结构图
;J"K, >L0 D64123MD2J64 6N 30D6O%J4C42 P5C1OJE PQ@)K

+ 结果

+"! 重组质粒 ’()*的构建和特性分析
+"!"! 大肠杆菌 70株的 *?>#880)基因的克隆：将
(HR产物进行 -FS.琼脂糖凝胶电泳检测，扩增出
A-=%P左右大小的清晰条带，与预期的 ’T!片段大
小相符。

+"!"+ 重组质粒 PQ@)的构建及鉴定结果：重组质
粒 PQ@)结构如图 ,所示，将重组质粒 PQ@)分别由
#$%U"、&’(E#及 )*+R"酶切鉴定。#$%U"单
酶切后，得到两条带，大小为 <=--%P和 A-=%P左右；

&’(E#单酶切后，得到两条带，大小为 <=--%P 和
A-=%P左右；7D6R8 单酶切后得到一条带，大小为
<:--%P左右。

*?>#880)编码区全长 A:,%P，编码 SV个氨基酸，
>BUBB软件对 *?>#880)编码的氨基酸序列的跨膜
区进行跨膜性分析（图 A#!），结果表明，*?>#880)编
码的氨基酸序列存在 ,个跨膜区，位于第 @ W A@个
氨基酸之间，对应于猪水肿毒素 *?>#880)的信号肽
序列位置。测序结果（图 @）表明，筛选得到三拷贝
的 *?>#880) 基因，命名为 *?>#880@)。分析表明，该
重组质粒中含有 @ 个完整的 *?>#880)基因，并没有
缺失、插入终止突变。与国外报道的 7 K D65J *,,G,
菌相比，只有第 <@:处的点突变，由 H变成 >（H!>），
相应氨基酸序列由脯氨酸突变为亮氨酸（(!?）。

图 + ,-./001*蛋白跨膜区的预测（2）和 ,-./001)* 与
,!!3!氨基酸序列同源性比较（*）
;J"KA (30EJD2J64 6N 23C41O0O%3C40 L05JD01 J4 *?>#880) P3620J4（!）C4E
50X051 6N JE042J2Y 6N 2L0 COJ46 CDJE1 L6O656"1（)）K

+"+ ,-./001*和 ,-./001)*基因编码蛋白的抗原
表位分析

利用 7B)&**软件 C42J"04JD程序（(C3Z03 [BR ,-
$. K，,GS:）对 *?>#880)、*?>#880@)基因编码的蛋白进
行抗原性位点分析。结果表明 *?>#880)编码的蛋白
有 @个抗原位点，分别为抗原位点 ,（*J20,）位于 *?>#
880)的第 @< W =@ 位氨基酸；抗原位点 A（*J20A）位于
*?>#880)的第 A- W A: 氨基酸；抗原位点 @（*J20@）位
于 *?>#880)的第 =G W <G氨基酸。

*?>#880@)编码的蛋白有 ,=个抗原位点。除了
上述 *?>#880)的 @ 个主要抗原位点，即抗原位点 ,
（*J20,）分别位于 *?>#880@)的第 ,VG W ,SV、@V W =<和
,-G W ,,V氨基酸；抗原位点 A（*J20A）分别位于 *?>#
880@)的第 ,:= W ,V-、AA W AS 和 G= W ,--氨基酸；抗
原位点 @（*J20@）位于 *?>#880@)的第 ,A@ W ,@@、,G@ W

SS: ?8I 9M6#PJ4" ,- $. K $/*-$ 0’*1+2’+.+3’*$ 4’(’*$（A--V）=V（=）



!"#和 $% & ’%氨基酸。还增加了 !个抗原性位点，
抗原位点 (（)*+,(）位于 )-./00,#1的第 2( & 3" 氨基
酸，抗原位点 $（)*+,$）分别位于 )-./00,#1 的第 %((
& %$"氨基酸。
!"# $%&’(及 $%&’#(的表达和检测

)4)/5678结果表明：含 9:#1、9:1重组质粒的
! ; "#$% 1-!%（48#）分别在约 ($<4=、#$<4=处有明显
的表达带，是 )-./00,#1、)-./00,1与 7).表达的融合
蛋白。空载体对照在约 !2<4=有明显的表达带，相
当于 7).蛋白的分子量（图 #/6）。利用提纯的包涵
体进行 >,?+,@A BCD+ 分析，结果表明 7)./#1、7)./1
与猪水肿病的阳性血清发生了特异性的免疫反应，

证实表达产物具有很好的反应原性（图 #/1）。

图 # （)）重组质粒 *+#(及 *+( 的 %,%’-)$.检测；
（(）融合蛋白 $%&’#(及 $%&’( 的免疫印迹
E*F;# （6）)4)/5678 =A=CG?*? DH ,I9@,??*DA DH @,JDKB*A=A+ 9C=?K*L
9:#1M1 *A 8; JDC* 1-!%；（1）>,?+,@A BCD+ =A=CG?*? DH 9@DLNJ+? DH 9:#1M
1 ,I9@,??*DA; O; 5@D+,*A K=@<,@；6：%P-G?=+, DH 9:#1 *ALNJ,L Q*+R
05.7 HD@ #R；!P-G?=+, DH 9: *ALNJ,L Q*+R 05.7 HD@ #R；#P -G?=+, DH 9:1
*ALNJ,L Q*+R 05.7 HD@ #R；(P5N@*H*,L 7)./1；$P 5N@*H*,L 7)./#1; 1：

%P5@D+,*A? ,I9@,??,L BG 9:#1；!P 5@D+,*A? ,I9@,??,L BG 9<1；#P 7).;

!"/ $%&’(及 $%&’#(的生物学活性
本试验从 S,@D细胞中提取水肿毒素受体蛋白，

并用固相 8-0)6的方法检测了水肿毒素高免血清对
7)./1及 7)./#1与受体结合的抑制效应。结果抑
制 %!FMK-的 7)./1及 7)./#1与水肿毒素受体的结
合，$"T的抑制率时（0U$"）高免血清（8-0)6 效价为
% V!"(3）的稀释度分别为约% V(!及 % V(3。
!"0 融合蛋白对小鼠的免疫原性试验
!"0"1 小鼠抗体消长规律：表达产物纯化 7)./#1
蛋白免疫组和纯化 7)./1蛋白组于首免后 !周的平
均值分别达到 "P3!和 "P’#，二免疫后 !周（首免后 (
周）其抗体水平达到最高值。二免疫后 (周其体内
的抗体水平较加强免疫后 ! 周有所下降。7)./#1
疫苗组抗体水平明显高于 7)./#1疫苗组（ ./.,?+，&
W "P"$），对照免疫组在整个实验期间针对 )-./00,1

的 8-0)6抗体为阴性（图 (）。

图 / 免疫后不同时间小鼠体内 %2&’334 .23%)抗体水平
E*F;( 6A+*BDLG +*+,@? =F=*A?+ )-./00, BG 8-0)6 =+ L*HH,@,A+ +*K, DH
9D?+/X=JJ*A=+*DA *A K*J,

!"0"! 保护性试验结果：二免两周后试验组和对照
组分别用 $Y4$"进行攻毒。第三、四组（生理盐水对

照组及 7).对照组）的小鼠于 %!R内全部死亡，死亡
时口流血性泡沫，剖检死亡小鼠可见肺部有出血点、

肝脾肿大并有出血点，肠胀气，并从死亡小鼠全部内

脏器官均能分离到感染菌。第一组为 7)./ #1蛋白
免疫组，攻毒的 %"只小鼠中，#只攻毒后 ’R内死亡，
另外 %只于攻毒后 %!R内死亡，其余小鼠攻毒后 !(R
精神沉郁，不食，扎堆，之后逐步恢复正常，保护率为

’"P"T（’M%"）。第二组 7)./1 蛋白免疫组，死亡六
只，%只攻毒后 ’R内死亡，另 $只于攻毒后 %!R内死
亡，其余小鼠攻毒后 !(R精神沉郁，不食，扎堆，之后
逐步恢复正常，保护率为 ("P"T（(M%"）。

# 讨论
致猪水肿病大肠杆菌 8,株是本实验室从湖北

武汉分离的地方菌株，动物致病性试验表明该菌对

小鼠很较强的致病性，引起小鼠死亡；肉汤培养物无

菌滤液能致死小鼠且剖检见相关脏器水肿，引起

S,@D细胞死亡。静脉注射断奶仔猪能复制典型水肿
病症状［%#］。

本研究从 8,株中克隆出 )-./00,1基因，并将其
融合后构建了 )-./00,#1，序列分析表明，所克隆
)-./00,1基因全长 !"(B9，编码 ’3个氨基酸，未发生
任何碱基突变，与 ZU10上所发表的 %!个序列的核
苷酸的同源性都是 %""T。 )-./00,#1 基因全长
’#"B9，编码 !%" 个氨基酸，测序结果显示第 $#’ 处
碱基由 U变成 .（U!.），相应的氨基酸序列由脯氨
酸突变为亮氨酸（5!-）。-*AF 等［%’］利用点突变技
术表明，)-./00,1 的第 ’$ 位的谷氨酰氨（7CA）和第
’2位赖氨酸（-G?）与靶细胞上的受体 7B(结合的特
异性有关。因此重组 )-./00,#1并不涉及结合位点

[3’刘国平等：大肠杆菌 8,株 )-./00,1基因的 #拷贝融合表达及其生物学活性与免疫原性 ; M微生物学报（!""2）(2（(）



的突变。

采用 !"#""软件对猪水肿病毒素（$%!&’’(）)
亚基进行跨膜螺旋分析，结果表明跨膜区位于第 *
+ ,*个氨基酸之间，对应于信号肽序列。$-./0 1等
$%!&’’()全基因构建成的重组菌 #2345（6$12），未能
实现表达，而去掉信号肽的基因片断得到高效融合

表达。主要原因可能是信号肽序列所编码的 27 个
氨基酸多是疏水性氨基酸，而导致带有信号肽的 )
亚单位呈不溶状态［28］；也可能是外源蛋白以融合蛋

白的形式存在，外源基因的信号肽影响重组质粒的

表达。%(9:; < #等［27］将 $%!基因 =亚基的 >端信
号肽和 ?端跨膜区缺失后，高效表达了 @$!&$%!融
合蛋白。因此，本试验引物 <2 的设计避开了其 >
端跨膜区和信号肽序列，实现了 $%!&’’()的 * 拷贝
融合高效表达。

我们 用 A")B$$（ <CDE(D F"G !" #$， 2574；
HI.CJECD =$ !" #$，255K）软件对 $%!&’’()、$%!&’’(*)
基因编码的蛋白进行抗原性位点分析，结果表明，

$%!&’’(*)蛋白除了保留 $%!&’’() 蛋白的 * 个主要
抗原位点（$0L(2、$0L(, 和 $0L(*）外，还增加了 , 个抗
原位点。其中包含两个保守的抗原表位［24］。因此

$%!&’’(*)抗原表位数除倍比增加外，同时还增加了
新的分值高的表位。

并非所有融合蛋白都发挥出其预想的协同效

应，这是由于相连的两种分子在肽链折叠过程中相

互干扰，不一定能形成天然空间构型，或者出现非中

和表位对中和表位的覆盖，从而影响了其生物学活

性［25］。利用 A( 株感染猪血清为一抗进行 M(JL(D:
N.IL反应，可见特异性条带，这说明融合蛋白具有较
好的免疫学活性。水肿毒素是通过与它的受体结合

来发挥生理功能的，中和性的抗体能够结合 $%!&
’’()并阻断 $%!&’’()与其受体的结合。毒素结合抑
制试验结果表明多抗抑制 $%!&’’(*)及 $%!&’’()与
受体结合的 ’?OK 前者大于后者，因此 $%!&*) 与受
体的亲和力大于 @$!&)。这既说明重组蛋白具备天
然蛋白的生物学活性；而且，*拷贝融合能增强表达
蛋白的生物学活性。

将重组 @$!&*) 和 @$!&) 融合蛋白分别免疫
$<1昆明小鼠，利用 $%!&’’(*)&A%’$=方法检测免疫
小鼠的抗体消长规律。两组抗体消长趋势相同，但

各时期平均抗体水平 @$!&*)免疫组明显高于 @$!&
)。攻毒试验表明，@$!&*)组相对于 @$!&)组来说
对水肿病强毒株的攻击具有较好的保护力。

总之，本研究首次利用致猪水肿病大肠杆菌

（$%!A?）的主要免疫原性基因 $%!&’’()进行 *拷贝

融合表达，并对融合蛋白的生物学活性、免疫原性及

其免疫效力进行了检测。证实 *拷贝一定程度地解
决了 $%!&’’()免疫原性弱的难题，这为今后多基因
的表达策略及研制新型大肠杆菌疫苗提供了新的思

路和研究基础，也对人产 $%!&!和 $%!&’’ B2O8 P #8
的防治提供新的思路，具有一定的公共卫生学意义。
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