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摘要：【目的】由于现有的减毒活疫苗仍存在较强的毒力，因抗原与毒株的差异不大而很难区分疫苗免疫和

自然感染等缺点，限制了现有布鲁氏菌减毒活疫苗的广泛应用。本文拟对布鲁氏菌的减毒活疫苗株 ’% 进

行遗传改造，克服这些缺点。【方法】本研究利用同源重组的方法，用卡那抗性基因替换了布鲁氏菌减毒疫

苗株 ’% 的 ST,1 基因，得到了新的标记疫苗株 ’%!ST,1。分别用标记疫苗株和野生株侵染巨噬细胞和感染

小鼠，比较分析标记株在细胞内和小鼠体内的存活能力。根据种特异性保守基因 U:(V 和缺失的 ST,1 基因

设计引物，建立双重 T2W，用于区分标记株与野生株。【结果】成功构建了 ST,1 基因标记疫苗株，细胞实验和

动物实验结果表明，标记株仍能在胞内和小鼠内存活，具备作为减毒活疫苗的特性。小鼠实验结果显示，感

染后两周野生株的细菌数为 0$,P"，而突变株为 0$0P0（T X $P$0），至第 # 周野生株的细菌数为 0$,P,，而突变株未

能检出，表明与原疫苗株相比，标记株的感染力进一步减弱。根据 Y/B 序列的差异，建立了能够区分标记疫

苗株与野生株的双重 T2W 方法，标记株因只能扩增出一条带而能与野生株和毒株相区分，从而可以区分自

然感染和疫苗免疫。【结论】基因标记疫苗株的构建及鉴别 T2W 方法的建立，为布鲁氏菌疫苗的进一步研发

奠定了基础。
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布鲁氏菌引起的布鲁氏菌病是典型的人兽共患

传染病，给我国畜牧业生产造成巨大的经济损失，也

严重威胁人民的健康生活，是一个重要的公共卫生

问题。近年来，人间布鲁氏菌病的发病数一直呈上

升趋势，已超过历史最高水平。人布鲁氏菌病主要

来源于动物布鲁氏菌病，因此，尽管没有完整的监测

体系，但可以预测动物间的布病发病率也很高。准

确的诊断，对于及时发现疫情，彻底清除传染源，切

断传播途径，开展布鲁氏菌病的治疗工作，具有十分

重要的意义［0］。针对布鲁氏菌病的诊断以及布鲁氏

菌的检测的研究一直在进行，也取得了一些重要进

展，这些方法在布鲁氏菌病的诊断和监测中发挥了

重要作用［, & !］。布鲁氏菌病是一种慢性传染性疾

病，预防该病的发生是控制该病的重要措施。布鲁

氏菌病的预防主要是通过接种疫苗来实现，现有的

疫苗主要是减毒活疫苗，如 ’%、., 和 B0" 等。这些

疫苗具有较好的免疫保护效果，在预防和控制布鲁



氏菌病的蔓延和扩散中起到了重要作用。但是，这

些疫苗还存在一个很大的缺点，即仍存在一定的毒

力，可能导致免疫后发病，并且，由于疫苗株与野生

毒株的抗原性相近，很难与自然感染的相区分［! " #］。

针对减毒活疫苗的这些缺点，本研究拟在减毒活疫

苗株的基础上，对菌株进行改造，敲除布鲁氏菌的重

要诊断抗原 $%&# 基因，使疫苗株的毒力进一步降

低，然后根据两者序列的差异，建立鉴别 ’() 的方

法，以区分疫苗免疫和自然感染。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株、质 粒 载 体：羊 布 鲁 氏 菌（ !"#$%&&’
(%&)*%+,),，*!）购自中国药品生物制品检定所，为布

鲁氏菌的减毒活疫苗株。大肠杆菌（-,$.%")$.)’ $/&)，
+,!!）为本室保存；%-(./01 质粒为本室构建［2］。

!"!"# 引物：设计扩增 3 端同源臂的上下游引物

4’&#0305 和 4’&#030)，上下游引物的 !6端分别添加

0’$"和 1./"，扩增 ( 端同源臂的引物 4’&#0(05
和 4’&#0(0)，上下游引物的 !6端分别添加 2&#"和

0’&"，设计位于同源臂外侧的鉴定引物 4’&#0705 和

4’&#070)，位于抗性基因内部的鉴定引物为 18980705
和 1898070)。针对 4’&# 基因的鉴别 ’() 引物 4’&#0
5 和 4’&#0)，针 对 +981 基 因 的 引 物 +98105 和

+9810)。设计的引物由北京奥科生物技术公司合

成。本研究所用的引物及其序列见表 .。

表 ! 引物名称及序列

:8$;< . ’=>?<=@ A@<B >9 CD>@ @CABE
’=>?<= F<GA<9H<（!6!I6）
4’&#0305 J:K(KJK(:(K(JKJJ(JKK(J(KJ(:(
4’&#030) J:(K(:(KJKKJ(KJK(J:KJ::K:KKJ
4’&#0(05 J:(KJ(K(K:JK((K(J((KKJ(JJ::(
4’&#0(0) J:K(K:(KJ(:(K((K:(J:(J:(J:(K
4’&#0705 :J(::K(:KJJKK:KK:K(
4’&#070) :J::KJ:K((K((:K:(:
18980705 J:(JKKJ(J:JK(K::KK(
1898070) KK(JJKJJJK((J:((JK:
4’&#05 J:K(:(K:(KK(K(:::(JK((:K(((K(:::(K(J(JK
4’&#0) (JJ:KK(J::KK((J(:K(K(K(::K(K(K((:(K::KJ:
+98105 :KKK:(KJKK:K(J(KK(JJKJJJ:J::(:((K:(K(JKJ:
+9810) ((JJKK:(J:JKJ(JK(KJ:KK:(::K((::(K(:(::K

!"!"$ 主要试剂：’() 产物回收试剂盒、+3J 胶回

收试剂盒及质粒提取试剂盒均购自 ’=L?<M8 公司，

各种限制性内切酶购自 :818)8 公司，:N +3J 连接

酶购自 3O4 公司，其它试剂均为国产分析纯。

!"# 标记盒的构建

以基因组 +3J 为模板，用 4’&#0305 和 4’&#030

)引物扩增 3 端同源臂，用 4’&#0(05 和 4’&#0(0)
引物扩增 ( 端同源臂。’() 产物用 .P的琼脂糖凝

胶电泳分离，切胶回收 ’() 产物。3 端片段用 0’$
"和 1./"酶切后与 %-(./1 线性质粒连接，转化

+,!!，涂卡那抗性平板，抗性克隆用 3 端同源臂的

扩增引物进行鉴定，’() 阳性的克隆提取质粒，进行

酶切鉴定，鉴定正确的重组质粒命名为 %-(./103。

( 端同源臂 ’() 产物用 2&#"和 0’&"酶切后与

%-(./103 线性质粒连接，然后按照克隆 3 端同源

臂的方法进行克隆和重组子的鉴定，得到含有标记

盒的载体 %-(./103(。

!"$ 标记菌株的构建

将含有标记盒的质粒 %-(./103( 转入布鲁氏

菌感受态细胞中，电转化产物经复苏后全部涂布卡

那抗性 :FJ 平板，I2Q培养 I R ! B，筛选到抗性克

隆。用标记株的鉴定引物 4’&#0705 S 1898070) 进行

抗性克隆的鉴定，同时以野生株作为对照，只有标记

株能够扩增出特异的目的带。对鉴定引物扩增的产

物进行测序，确保序列的正确性。

!"% 细胞侵袭实验

T22NJU. 细胞在 I# H?& 的空斑瓶内培养 .# D 形

成单层细胞，用布鲁氏菌以 &VV W . 的比例侵染巨噬

细胞 T22NXJ。感染的空斑瓶在室温下 &VV Y M 离心

! ?>9，然后在 !P(Z&、I2Q环境中孵育 #V ?>9。用

’4F 洗涤细胞去除未感染的胞外细菌，并且在含有

.VV#M[?\ 氨苄青霉素和链霉素的培养基中再孵育

#V ?>9 以杀死胞外菌，’4F 漂洗以后将抗生素的浓

度降为 &!#M[?\。于孵育后不同时间点去除空斑瓶

中的培 养 基，然 后 直 接 在 培 养 瓶 中 加 入 VX.P 的

:=>CL9 ]0.VV，裂解细胞释放出胞内的细菌，涂板计

数。每个时间点 I 个复孔。重复实验 I 次，计算平

均值。

!"& 小鼠感染实验

选 # R ^ 周龄的雌性 48;$[H 小鼠，随机分组，每

个时间点每组 ^ 只。用腹腔注射的方式每只注射

&VV#\ 浓度为 ! Y .V2 (5-[?\ 布鲁氏菌，在感染后

第 .、&、I 周，处死小鼠，无菌条件下取小鼠的脾脏，

称重后放入 .?\ 生理盐水中匀浆，取 .VV#\ 涂板计

数。重复实验 & 次，计算平均值。

!"’ 鉴别 ()* 方法

根据标记菌株中 4’&# 基因缺失的序列，设计一

对引物，4’&#05 和 4’&#0)，预期扩增大小为 N^V $%。

利用这对引物进行扩增，标记菌株扩增为阴性。根

据在各个种的布鲁氏菌中保守的 B981 基因，设计一

对引物 +98105 和 +9810)，扩增大小为 &#V $%，利用

#VN _DLA‘>8 a89M <C 8; U [3$*’ 2)$"/4)/&/5)$’ 0)+)$’（&VV/）N/（I）



这对引物进行扩增，标记菌株和其它布鲁氏菌菌株

扩增均为阳性。由 ! 条引物组成双重 "#$，按如下

反应体系和条件进行扩增：采用 %&!’ 反应体系，反

应条 件 为：(!) % *+,；(!) -& .，%!) -& .，/0)
-& .，-& 个循环；/0) / *+,。12琼脂糖凝胶电泳分

析 "#$ 扩增产物。

! 结果

!"# 含标记盒的 $%&#’()*& 质粒的构建

以布鲁氏菌的基因组 345 为模板，分别扩增

%!& 67 和 !%& 67 的 4 端和 # 端同源臂。然后分别

将 4 端同源臂和 # 端同源臂克隆到 78#1(9 中卡那

抗性基因的 4 端和 # 端，得到了含有突变盒的重组

载体 78#1(9:4#。酶切鉴定和 345 测序结果表明，

所构建的重组质粒中插入的序列是完全正确的（结

果略）。

!"! 标记株的构建与验证

将含标记盒的载体 78#1(9:4# 转化到布鲁氏

菌 ;% 的感受态细胞中。用 <"0=:>:? @ 9A,A:>:$ 组

合对抗性克隆进行 "#$ 鉴定。结果显示，挑取的克

隆用鉴定引物可扩增出预期大小的产物，而野生株

扩增为阴性，初步表明标记株构建是正确的（图 1）。

对鉴定引物扩增产物进行序列测定，结果与预期的

完全一致（结果略），表明标记株的序列是正确的，抗

性基因 正 确 替 换 了 目 标 基 因。将 标 记 株 命 名 为

;%"<"0=。

图 # 标记株 +,？-.!/ 的 .&0 鉴定结果

?+BC 1 "#$ DEF+G+HAI+J, JG ;%"<"0=K 1K;%；0K;%"<"0=；;C;AFLEF

# C

!"1 标记株的胞内生存能力

用野生株和标记株分别侵染巨噬细胞 M//!5C
1，在感染后的 &、!、N、10、0! 和 !N O 裂解细胞释放出

胞内的细菌，系列稀释后涂板计数。重复实验 - 次，

计算平均值。胞内细菌计数结果显示，标记株在胞

内仍能够生存。与野生株相比，标记株在胞内的生

存能力略有下降（图 0）。

图 ! 标记株与野生株在胞内的存活能力

?+BC0 >,IFAHEPPQPAF .QFD+DAP JG R+PS IT7E .IFA+, A,S ;%"<"0=C

!"2 标记株在小鼠脾脏内的存活能力

野生株和标记株在 UV< 中培养至对数中期，然

后按每只 1 W 1&/ 的量腹膜内接种小鼠。于感染后

的第 1、0 和 - 周取出小鼠的脾脏，脾脏匀浆后涂板

计数。计数结果显示，野生株和标记株接种量是基

本一致的，但在感染后的不同时间点，脾脏中标记株

的数量少于野生株。与原疫苗株相比，标记株的感

染力进一步减弱，感染后两周野生株的细菌数为

1&0K(，而突变株为 1&1K1（" X &K&1），至第 - 周野生株

的细菌数为 1&0K0，而突变株未能检出（图 -）。

图 1 标记株和野生株在小鼠脾脏内的存活

?+BC- VQFD+DAP JG R+PS IT7E .IFA+, A,S ;%"<"0= +, .7PEE,C

!", 标记疫苗株与野生株的鉴别 .&0
为鉴别野生株和标记株，根据被缺失的 <"0= 的

序列，在被缺失的区域内设计了一对引物 <"0=:? 和

<"0=:$。用这对引物扩增，野生株能扩增出来，而标

记株因该基因被缺失而不能被扩增。此外，针对布

鲁氏菌的保守基因 S,A9 再设计了一对引物 3,A9:?
和 3,A9:$，这对引物是野生株和标记株都能扩增出

来的。利用这两对引物组成双重 "#$，结果显示，野

生株能够扩增出预期大小的两条带，而标记株只能

扩增出一条带（图 !）。
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图 ! 双重 "#$鉴别野生株和标记疫苗株

!"#$% &’()*+ ,-. /01 2"341"5"678"6# 9")2 8:(* 3817"6 762 ;<!=,>?@
A@9")2 8:(* 3817"6；>@;<!=,>?；;$ABBC( &DE )722*1 $

% 讨论

布鲁氏菌是布鲁氏菌病的病原体，是一种胞内

寄生菌。因为在胞内有极强的生存能力，使得布鲁

氏菌引起的感染一旦发生，很难彻底治愈。因此，布

鲁氏菌病应该重在预防，而事实也确是如此：布鲁氏

菌病的预防主要是通过接种减毒活疫苗来实现的。

事实证明，布鲁氏菌的减毒活疫苗是到目前为止最

为有效的疫苗形式，其它疫苗方式都不能提供很好

的保护效果［F G H］。但是，现有的这些减毒活疫苗仍

存在一定的问题，包括还存在较大的毒力、会引起免

疫后发病、无法在监测中区分是疫苗免疫还是自然

感染等等。因此，本研究针对这些问题，对减毒活疫

苗株进行基因标记改造，克服其中的一些问题。

本研究中，我们首先对布鲁氏菌减毒活疫苗株

进行了缺失标记，并比较分析了其在细胞内的生存

能力。从标记疫苗株和野生株侵染小鼠巨噬细胞的

实验结果可以看出，在刚开始的 % I 内，标记株和野

生株的胞内菌数呈上升趋势，% I 以后，标记疫苗株

与野生株的胞内菌数均开始下降，有相同的变化趋

势，但是，与野生株相比，标记疫苗株的胞内细菌数

下降速度更快。这表明，我们构建的标记疫苗株仍

能够在巨噬细胞内生存，但是，与野生株相比，在胞

内的生存能力降低，与我们预期的结果是一致的。

从小鼠体内的存活可以看出，标记疫苗株与野生株

感染 A 周后，小鼠脾脏中的细菌数下降，而标记株下

降更快，到第 J 周时，野生株的细菌数下降到了一个

较低的水平，而标记株则消失。这说明，与野生株相

比，标记株在体内的生存能力降低。

=,>? 作为布鲁氏菌的一个诊断抗原基因，已得

到了广泛应用［AB］。该蛋白已被用于大肠杆菌表达，

用纯化的蛋白作为包被抗原建立 KLMNE 的诊断方

法，有较好的特异性和敏感性［AA G AJ］。=,>? 是一个

周质蛋白，根据其所在的胞内定位，该蛋白可能发挥

了较为重要的作用［A%］。但是，到目前为止，还未见

到有关 =,>? 功能的报道。本研究对 =,>? 进行了缺

失标记，然后比较了其缺失标记株在巨噬细胞内和

小鼠体内的生存能力，结果表明缺失标记疫苗株在

胞内和体内的生存能力降低，提示 =,>? 在布鲁氏菌

的毒力，特别是胞内生存方面，发挥了一定的作用。

但是，它究竟发挥了怎样的作用，还有待进一步探

讨。

在本研究中，利用同源重组的方法，我们成功构

建了 =,>? 的缺失标记疫苗株，细胞和小鼠实验证

实，标记株的毒力有一定降低，然后，根据标记株与

野生株序列的差异，建立了双重鉴别 ,-. 方法。基

因标记疫苗株的构建及鉴别 ,-. 方法的建立，为进

一步进行免疫保护性评价等奠定了基础。
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