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摘要:【目的】了解致病岛-2(Salmonella Pathogenicity Island 2，SPI-2)对鸡白痢沙门菌致病性的影响，初步探
讨研制安全有效的鸡白痢沙门菌减毒株的可行性。【方法】采用 λ-red 同源重组系统构建鸡白痢沙门菌
S06004 株的 SPI-2(约 40 kb)缺失株 S06004ΔSPI2。并与野生型相比较，对该缺失株的生长特性、生化特性、
遗传稳定性和致病性等基本生物学特性进行鉴定。【结果】成功构建 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2，SPI-2 的缺
失不影响鸡白痢沙门菌的生长特性和生化特性，且该缺失株具有良好的遗传稳定性，其对 2 日龄雏鸡的 LD50

是野生株的 252 倍。【结论】SPI-2 的缺失引起鸡白痢沙门菌毒力的明显下降，这为进一步研究鸡白痢沙门
菌 SPI-2 的功能及制备减毒疫苗奠定了基础。
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鸡白痢沙门菌( Salmonella Pullorum)是鸡白痢
的病原菌，呈革兰氏阴性，需氧或兼性厌氧，无芽孢，
无荚膜，无鞭毛、不能运动，具有高度适应专一宿主
的特点。它可引起雏鸡的急性败血症，多侵害 3 周
龄以内幼雏，发病率和死亡率相当高;成年鸡亦可感
染，常导致母鸡产蛋减少，生殖道畸形，体重下降，并
能垂直传播，也导致孵化率和出雏率明显下降，火鸡
和其它鸟类也可感染，给养鸡业带来了巨大危害，引
起严重的经济损失［1 － 2］。

目前，对该病的有效防控对策是进行生物安全
控制和采取净化措施，主要是淘汰发病鸡(群)，持
续性监测非感染鸡群，切断传播途径。但由于社会
发展水平的限制，这些措施在很多国家实施起来还
有很大难度。抗菌药物的使用因易产生耐药性和药

物残留等公共卫生问题已不能作为防控该病的理想
选择［3］。免疫接种可作为防控该病的手段，相对于
传统的灭活疫苗，减毒活疫苗能提供更加高效的保
护，且能诱导较高的细胞免疫反应［4 － 5］。因此，需要
研制安全高效的鸡白痢沙门菌减毒活疫苗来防控鸡
白痢。

致病 岛-2 ( Salmonella Pathogenicity Island 2，
SPI-2)是位于沙门菌基因组上的一个约 40 kb 的
致病岛，其编码的Ⅲ型分泌系统( T3SS2)可以分泌
多种功能不同的效应蛋白，这些效应蛋白对沙门
菌在宿主细胞内的生存和增殖起着重要作用，为
进一步引起全身性的感染提供必要条件［6］。目
前，与 SPI-2 功能相关的研究报道已有很多，但关
于 SPI-2 缺失的沙门菌作为疫苗的研究报道却比
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较少，尤其是以鸡白痢沙门菌为模型对 SPI-2 的相
关研究更少［7］。

因此，本文拟利用 λ-red 同源重组系统构建鸡
白 痢 沙 门 菌 S06004 株 的 SPI-2 缺 失 株
S06004ΔSPI2，并对其生长特性、生化特性、遗传稳定
性和致病性等基本生物学特性进行初步研究，为进
一步研究鸡白痢沙门菌 SPI-2 的功能及制备减毒疫
苗的可行性提供条件。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒、实验动物及细菌培养方法:鸡白
痢沙门菌 S06004(NalＲ)由本实验室于 2006 年从某
养鸡场发病鸡体内分离、鉴定和保存; S06004 /
pkD46 ( NalＲ AmpＲ ) 和质粒 pKD3 ( CmＲ )、pCP20
(AmpＲCmＲ)等均由本实验室保存。根据需要加入
终浓度 100 μg /mL 的氨苄青霉素(Amp)、34 μg /mL

的氯霉素(Cm)、40 μg /mL 的萘啶酮酸(Nal)。9 日
龄海兰白蛋鸡鸡胚购自江苏省仪征市大巷永康种鸡
场，由本实验室自行孵化。所用菌株均培养于 LB

培养基。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Taq DNA 聚合酶、高保真
DNA 聚合酶、dNTP、DNA Marker 和 Agarose Gel DNA

Extraction Kit 购自宝生物工程(大连)有限公司。细

菌微量生化发酵管购自杭州天和微生物试剂有限公

司。L-阿拉伯糖购自 Sigma 公司。其余常规试剂均

为国产或进口分析纯产品。电穿孔仪及电转杯购自

德国 Eppendorf 公司。

1. 2 引物设计

根据 GenBank 中 公 布 的 鸡 白 痢 沙 门 菌
S06004 株 基 因 组 序 列 ( accession No．

CP006575. 1 )，利用软件 Primer 5. 0 设计出特异

性引物(表 1)。P1 /P2 为用于同源重组的一对引

物，该引物分别有两部分组成，5 '端粗体部分序

列与 SPI-2 序列同源 /互补序列，3 '端斜体部分序

列与质粒 pKD3 上的氯霉素序列同源 /互补序列;

CX1 /CX2 为缺失株构建后的 PCＲ 验证及测序引

物序列;N1 /N2、N3 /N4 分别为两对 SPI-2 内部靠

近两端的 PCＲ 验证引物序列。由南京金斯瑞生

物科技有限公司合成。

表 1． PCＲ 扩增的引物序列
Table 1． Primers used in this study

Primers Sequences (5'→3') Size / bp

P1 ATGTCAATCGAGCAACTTTTTGCCTTCCAGG

TCGATGGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
P2 TTATGGTGTTTCGGTAGAATGCGCATAATCT

ATCTTCATCCATATGAATATCCTCCTTAG

1093

CX1 TGATGATGCCTCGCTCTAAG
CX2 TGCGGTTGTGACGCTAATA

842

N1 ACCAGAACAGGACAGCGTAT
N2 GCTATCGGATTTATGGAGACA

651

N3 GACTCAAATACAGGACCAAAC
N4 ATCAGGAGCGTCAGTAGAAC

840

1. 3 鸡白痢沙门菌 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2 的
构建

以 pKD3 质粒 DNA 为模板，用含有 SPI-2 同源
臂的引物 P1 和 P2 对 SPI-2 同源重组片段进行 PCＲ
扩增，采用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCＲ 产物，用胶
回收试剂盒纯化并测定浓度，回收片段作为打靶片
段。将打靶片段电转化到诱导表达了重组蛋白的感
受态细胞 S06004 /pKD46 中，通过 λ-red 同源重组系
统［8］产生鸡白痢沙门菌 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2。
1. 4 生化特性测定

挑取在固体 LB 培养基上培养的鸡白痢沙门菌
株 S06004 和 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2，分别接种
于葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、甘露糖、甘露醇、山梨醇、卫
矛醇、侧金花醇、乳糖、丙二酸盐、鸟氨酸脱羧酶、赖
氨酸脱羧酶、尿素、L-阿拉伯糖和硫化氢等生化鉴定
管，37 ℃过夜，观察生化鉴定结果。
1. 5 生长特性测定

在固体 LB 培养基上挑取鸡白痢沙门菌株
S06004 和 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2，分别接种于
LB 液体培养基中培养过夜，次日分别转接入 15 mL
的 LB 液体培养基(调节 OD600 = 0. 05)中。37 ℃、
180 r /min 振荡培养;连续 16 h，每隔 1 h 测定培养
物的 OD600值，并绘制细菌的生长曲线，观察其生长
速度。
1. 6 遗传稳定性分析

将鸡白痢沙门菌株 S06004 和 SPI-2 缺失株
S06004ΔSPI2 在液体 LB 培养基连续传代培养至 30
代，选取第 10、20、30 代细菌，SPI-2 内部特异性引物
N1 /N2、N3 /N4 进 行 PCＲ 扩 增，若 均 未 在
S06004ΔSPI2 中扩增出条带，而在 S06004 中扩增出
条带，则证明 S06004ΔSPI2 具有良好的遗传稳定性。
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1. 7 S06004ΔSPI2 对雏鸡的毒力试验
分别接种鸡白痢沙门菌株 S06004 和 SPI-2 缺

失株 S06004ΔSPI2 于 LB 液体培养基中培养过夜，
以 PBS 洗涤细菌 3 次并悬浮，调整细菌浓度。将
110 只 2 日龄雏鸡随机分为 3 组，A 组为 50 只，分别
以 1 × 105、1 × 106、1 × 107、1 × 108、1 × 109 CFU 的剂
量肌肉注射 S06004，每一剂量攻 10 只;B 组为攻
S06004ΔSPI2 组，分别以 1 × 106、1 × 107、1 × 108、1 ×
109、1 × 1010 CFU 的剂量肌肉注射，每一剂量攻 10
只;C 组为 PBS 对照组，10 只。连续观察 2 周并统
计死亡情况，根据 Karber-Behrens 法计算细菌的
LD50，评价菌株对雏鸡的毒力。

2 结果和分析

2. 1 鸡白痢沙门菌 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2 的
鉴定

以 P1 和 P2 为引物、pKD3 为模板进行 PCＲ 扩
增，扩增产物为含有 SPI-2 上、下游同源臂序列和
Cm 抗性基因序列的打靶片段，约为 1093 bp(图 1)。
扩增结果与预期结果一致。经抗性筛选丢失 pCP20
后，用内部引物 N1 /N2、N3 /N4 和测序引物 CX1 /
CX2 进行 PCＲ 验证(图 2)，并对 CX1 /CX2 的扩增
产物进行测序。以 S06004ΔSPI2 基因组为模板，内
部引物 N1 /N2、N3 /N4 均未扩出条带，CX1 /CX2 扩
增出了 842 bp 的条带。扩增结果和测序结果与预
期结果一致，证实了鸡白痢沙门菌 SPI-2 缺失株
S06004ΔSPI2 的成功构建。

图 1． P1 /P2 扩增 pKD3 产物的 PCＲ 鉴定
Figure 1． PCＲ identification of pKD3 with P1 /P2． M，DL2000

DNA ladder; lane 1 － 2，PCＲ products from pKD3．

2. 2 S06004ΔSPI2 的生化特性鉴定
SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2 和野生株 S06004 的

图 2． S06004ΔSPI2 的 PCＲ 鉴定
Figure 2． PCＲ identification of S06004ΔSPI2． M，DL2000 DNA

ladder; lanes 1 － 3 with CX1 /CX2，lanes 4 － 6 with N1 /N2，lanes

7 － 9 with N3 /N4． lanes 1，4，7: genomic DNAs from S06004;

lanes 2，5，8: S06004ΔSPI2; lanes 3，6，9: negative control．

生化特性一致(表 2)，均能发酵葡萄糖、甘露糖、甘
露醇、鸟氨酸脱羧酶和赖氨酸脱羧酶，而不能发酵蔗

糖、麦芽糖、山梨醇、卫矛醇、侧金花醇、乳糖、丙二酸
盐、尿素、L-阿拉伯糖和硫化氢等。说明 SPI-2 的缺
失不影响鸡白痢沙门菌 S06004ΔSPI2 的生化特性。
2. 3 S06004ΔSPI2 的生长特性鉴定

SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2 和野生株 S06004 的
生长特性一致(图 3)。说明 SPI-2 的缺失不影响鸡
白痢沙门菌 S06004ΔSPI2 的的生长特性。

表 2． 鸡白痢沙门菌 S06004 株和缺失株

S06004ΔSPI2 的生化特性比较

Table 2． Biochemical characterization of

S06004 and S06004ΔSPI2

Biochemical characterization
Strains

S06004 S06004ΔSPI2
Glucose + +
Sucrose － －
Maltose － －
Mannose + +
Mannitol + +
Sorbitol － －
Dulcitol － －
Adonitol － －
Lactose － －
Malonate － －
Ornithine decarboxylase + +
Lysine decarboxylase + +
Urea － －
L-Arab alcohol － －
H2 S － －

+ : Positive; － : Negative．

2. 4 S06004ΔSPI2 的遗传稳定性
分别 以 传 至 第 10、20、30 代 的 缺 失 株
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图 3． S06004 和 S06004ΔSPI2 的生长曲线
Figure 3． Growth curves of S06004 and S06004ΔSPI2．

S06004ΔSPI2 和野生型 S06004 的基因组为模板，用
SPI-2 内部特异性引物 N1 /N2、N3 /N4 进行 PCＲ 扩
增，均 未 在 S06004ΔSPI2 中 扩 增 出 条 带，而 在
S06004 中则扩增出相应大小条带 (图 4 )，证明
S06004ΔSPI2 具有良好的遗传稳定性。

图 4． S06004ΔSPI2 的遗传稳定性鉴定
Figure 4． Stability of S06004ΔSPI2． M， DL2000 DNA

ladder; lanes 1 － 3 and lanes 7 － 9: the 10th，20th，30th

generation of S06004 with N1 /2 and N3 /N4， respectively;

lanes 4 － 6 and lanes 10 － 12: the 10th，20th，30th generation

of S06004ΔSPI2．

2. 5 S06004ΔSPI2 对雏鸡的毒力试验
根据 Karber-Behrens 法计算，S06004ΔSPI2 对 2

日龄雏鸡的 LD50为 1. 74 × 108 CFU，S06004 对雏鸡

的 LD50为 6. 90 × 106 CFU(表 3)。S06004ΔSPI2 的
LD50是其亲本野生型 S06004 的 252 倍，说明 SPI-2

缺失后，其毒力明显下降。

3 讨论

鸡白痢沙门菌属肠杆菌科沙门菌属，引起禽的
鸡白痢。它和鸡伤寒沙门菌是沙门菌属中仅有的无
鞭毛、不能运动的细菌，给养禽业带来很大的经济损
失。目前，该病在西方发达国家已基本被消除，仅偶
有少数鸡群发生该病，而该病在广大发展中国家依

然危害严重［9 － 10］。但是与鸡白痢沙门菌的致病机
理及其防治相关研究的报道却比较少见。新型减毒
沙门菌活疫苗的研究已成为防控沙门菌病的一个热
点，并取得了较好的效果［5］。

表 3． 鸡白痢沙门菌 S06004 株和缺失株
S06004ΔSPI2 的 LD50测定结果

Table 3． LD50 of S06004 and S06004ΔSPI2

Strains
Challenge

dose /CFU

No． of deaths / total

No． of chicken
LD50 / CFU

S06004 1 × 105 0 /10 6. 90 × 106

1 × 106 1 /10

1 × 107 6 /10

1 × 108 9 /10

1 × 109 10 /10
S06004ΔSPI2 1 × 106 0 /10 1. 74 × 109

1 × 107 0 /10

1 × 108 0 /10

1 × 109 4 /10

1 × 1010 9 /10
PBS — 0 /10 —

近年来，基因工程技术已成为我们研究病原微
生物致病机理及其防控措施的重要手段。λ-red 同
源重组技术便是其中之一，它是一种基于 λ 噬菌体
Ｒed 操纵子和 Ｒac 噬菌体 ＲecE /ＲecT 重组系统的
DNA 工程技术［11］。这种技术可简单、快速地在
DNA 靶标分子的目的位点进行基因敲除、敲入、点
突变等操作，且不易发生碱基突变，重组效率高。目
前，该技术已被广泛地用于基因组 DNA 等的遗传修
饰研究以及基因工程药物的研究和开发中。

作为一个约 40 kb 的毒力基因簇，SPI-2 在沙门
菌的致病过程中起着重要作用，其编码的 T3SS2 在
沙门菌侵入宿主细胞后才开始组装合成，通过该装
置分泌的效应蛋白与沙门菌在宿主细胞内生成的赖
以生存的沙门菌囊泡( SCV)密切相关，T3SS2 分泌
的效应蛋白可修饰 SCV，保持 SCV 的稳定性及其膜
的完整性，阻止溶酶体对其融合，使其适合沙门菌的
生存并干扰宿主细胞的杀菌作用，这是沙门菌对宿
主全身性的感染所必需的［12 － 13］。到目前为止，已有
30 多个 T3SS2 效应蛋白被发现和鉴定［14］。

因此，本实验以 SPI-2 作为研究对象，利用 λ-
red 同源重组系统成功构建了鸡白痢沙门菌 S06004
株的 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2，并对其基本生物学
特性进行了初步研究。生化特性和生长特性鉴定结
果表明，SPI-2 的缺失不影响鸡白痢沙门菌的生化特
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性，且对其生长特性也没有影响，说明其对鸡白痢沙
门菌的生长代谢没有影响。遗传稳定性实验表明，
SPI-2 缺失后，缺失株 S06004ΔSPI2 具有良好的遗传
稳定性。毒力试验结果表明，SPI-2 的缺失引起鸡白
痢沙门菌毒力明显下降，进一步证明了 SPI-2 在沙
门菌致病性方面的重要作用。有研究显示，SPI-2 功
能性丧失的突变可导致鼠伤寒沙门菌、伤寒沙门菌
和肠炎沙门菌毒力的显著下降，且这些突变株具有
作为减毒活疫苗的潜质［15 － 16］。SPI-2 与鸡伤寒沙门
菌和鸡白痢沙门菌在鸡体内的长期定殖密切相关，
当 SPI-2 功能性失活后，鸡伤寒沙门菌和鸡白痢沙
门菌均不能在鸡体内长期定殖，很快就会被机体清
除［13，17］。当鸡白痢沙门菌 T3SS2 的一个重要效应
蛋白基因 spiC 缺失后，其对鸡白痢沙门菌生长特性
和生化特性均没有影响，但也引起其对雏鸡的毒力
显著下降，且具有良好的遗传稳定性［18］。

综上所述，本研究成功构建了鸡白痢沙门菌
S06004 株的 SPI-2 缺失株 S06004ΔSPI2，为进一步
研究鸡白痢沙门菌的致病机理及制备减毒疫苗可行
性提供了基础数据，也为更深入的相关研究奠定了
基础。
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Construction and characterization of Salmonella
Pathogenicity Island 2 ( SPI-2 ) deletion mutant of
Salmonella Pullorum S06004

Junlei Yin，Yingfei Wu，Zhijie Lin，Xiaochun Wang，Yachen Hu，Qiuchun Li，
Shizhong Geng，Xinan Jiao*

Key Laboratory of Zoonoses in Jiangsu Province，Co-innovation Center for Prevention and Control of Important Animal
Infectious Diseases and Zoonoses，Yangzhou University，Yangzhou 225009，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To research the pathogenicity of Salmonella Pathogenicity Island 2 ( SPI-2) deletion mutant of
Salmonella Pullorum and preliminary explore the feasibility of developing safe attenuated Salmonella Pullorum candidate
vaccine strain． ［Methods］ TheSPI-2 ( － 40 kb) deletion mutant of Salmonella Pullorum S06004 was constructed using
the λ-red recombinant system． Then the biological characteristics such as growth rate，biochemical properties，genetic
stability and virulence were evaluated between the deletion mutant strain S06004ΔSPI2 and its parent strain S06004．
［Ｒesults］ S06004ΔSPI2 was successfully constructed． The growth rate and biochemical properties of S06004ΔSPI2 were
consistent with those of its parent strain S06004． The mutant was stable with the deletion of SPI-2． Chicken lethal test
showed that the LD50 of S06004ΔSPI2 was 252 times higher than the parent strain S06004． ［Conclusion］The virulence of
S06004ΔSPI2 was obviously attenuated． This study provided basic data for further study of the functions of SPI-2，and
implied its potential to develop attenuated Salmonella vaccine．
Keywords: Salmonella Pullorum， λ-red recombinant system， Salmonella Pathogenicity Island 2 ( SPI-2 )，
biological characteristics
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