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摘  要: 戈登氏链球菌是一种非致病性革兰氏阳性黏膜共生菌, 参与组成人类口腔正常菌群。它

具有特殊的生物学特性, 非常适合作为黏膜疫苗的载体。了解戈登氏链球菌的生物学特性, 常用

表达体系及该菌在黏膜疫苗的应用情况, 将为其黏膜疫苗的进一步研制提供重要参考。  
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Abstract: Streptococcus gordonii is a nonpathogenic gram-positive commensal bacterium and component of 
the normal microbial flora of the human oral cavity. It is suitable to be as a mucosa vaccine vector due to its 
special bionomics. knowing the bionomics of Streptococcus gordonii , the general expressing system , and 
the application of it in mucosa vaccine, will provid important reference for the further development of its 
mucosa vaccine.  
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就疾病的预防而言 , 疫苗的研制是近年的热

点。与传统疫苗相比, 黏膜疫苗有许多优势, 采用局

部黏膜接种, 通过激活机体局部和系统双重而持续

的免疫应答阻止病原微生物入侵, 还可通过诱导抗

原特异性的黏膜耐受而选择性地治疗自身免疫性疾

病、变态反应性疾病及感染性免疫病理紊乱等[1]。

黏膜疫苗载体种类较多, 其中非致病性革兰氏阳性

菌—戈登氏链球菌为研究最多的载体菌之一。现将

其生物学特性及在黏膜疫苗的应用作一综述。 

1  生物学特性 

1.1  一般特性 
戈登氏链球菌 , 又称α溶血性链球菌 , 属于革

兰氏阳性球菌属米勒链球菌组, 兼性厌氧, 是存在

于人类口腔的一种非致病性黏膜共生菌, 为牙面的

早期定居菌之一, 在儿童 6 个月大小时便开始出现, 

因其生长的周围竞争较小, 故易生长[2]。在口腔, 戈

登氏链球菌主要参与牙菌斑的构成, 其菌细胞表面 
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有一系列的粘附素 , 可参与介导口腔其它细菌的 
粘附和聚集 [3]。该菌是一种自然突变菌, 常与外界 
环境发生基因交换 , 体外实验已证实戈登链球菌 
可从唾液中摄取胞外游离DNA, 表明该菌较易进行
生物转化[4]。同时该菌具有在人体持续增殖的潜力, 
并能稳定表达外源蛋白 [5], 是较有前景的黏膜疫苗
载体。 

1.2  M6 蛋白的特性 
M6 蛋白是化脓性链球菌表面的一种纤丝状蛋

白 [6], 常作为表达抗原的辅助工具 , 编码基因为
emm6。该蛋白的作用在于其分泌和锚定的特殊功
能。其N端和C端具有各自的功能区, 靠近N端的 122
个氨基酸组成一个功能区, 作用在于将M6 蛋白分
泌到细胞表面, 靠近C端的 140 个氨基酸组成另一
个功能区, 可将蛋白固定于细胞壁上, 如果去掉了
C端功能区, 该蛋白就会直接分泌到细胞外[7]。通过

基因技术可将emm6 整合入戈登氏链球菌的染色体
中, 得到表达M6 蛋白的重组菌。再将M6 蛋白与目
标抗原进行融合表达, 就可起到呈递抗原的作用。
实验表明, 即使emm6 不完整, 只要其编码的N端和
C端区域的功能结构存在, 同样可用于表达异源蛋
白[7]。利用这个表达系统, 各种抗原, 从 15 到 450
个氨基酸大小, 都可在戈登氏链球菌菌体表面稳定
表达, 并有效检测。 

2  常用表达体系 

2.1  以 emm6 为基础的基因融合 
首先利用大肠杆菌构建emm6 与目的基因之间

的基因融合[8]。基础质粒PVMB20 系大肠杆菌质粒, 

含有完整的emm6 及ermC(红霉素抗性基因), 其他

质粒都是在此基础上构建成而具有不同特点和功 

能[6, 8]。其中衍生质粒PSMB55最常用于转化受体菌

而表达抗原, 该质粒同样含有emm6 和ermC, emm6

中心有 538 bp大小的片段被一个 28 bp大小的人工

接头所取代, 该接头含有多克隆位点, 供外源基因

进行整合[8]。外源基因经相应酶切, 连接于PSMB55

的多克隆位点上, 再经筛选鉴定, 便可用于受体菌

的转化。 

2.2  常用受体菌 
受体菌须带有与质粒载体同源的序列, 才能使

外源基因与受体菌染色体进行整合。利用基因技术

将emm6 随机整合入戈登氏链球菌染色体上, 可得
到表达M6 蛋白且与质粒载体有同源序列的重组  
菌[7]。在Pozzi.G等构建的表达M6蛋白的重组菌  中
[9], GP230应用较多。由GP230(含ermC)可得到 2种
常用表达株GP251 和GP1221[7], 在GP251 染色体中, 
emm6/ermC片段的中心部位被cat(氯霉素抗性基因)
取代, cat两端分别连接剩下的emm6前 145个核苷酸
和ermC后 202个核苷酸以作为质粒载体识别的同源
序列, 可用于表达 15至 440个氨基酸大小的外源蛋
白 ; GP1221 是以aphⅢ (卡那霉素抗性基因 )取代
emm6/ermC中心部位构建而成, 两端剩下的同源片
段长度分别为 504 bp和 581 bp, 其特点为转化效率
高, Pozzi G等用 1 μg质粒DNA转化 1 mL GP1221感
受态细胞 , 便可得到 8.1 × 105个转化子 [8], 因此
PSMB55/GP1221为常用的表达系统。成功转化的重
组菌易筛选, 100%对红霉素耐药[7]。 

2.3  受体菌的转化 
质粒PSMB55 并不在戈登氏链球菌内复制, 而

是将含有同源序列的基因整合于该菌的染色体中随

染色体的复制而复制[7]。目前已测得该菌接受生物

转化的最佳条件和参数[10], 转化最适合在其指数生
长期进行 , 转化效率与两者同源序列的长度成正 
比[7]。转化原理(以GP1221为例)如图 1 [7]。 

3  黏膜疫苗的应用 

3.1  口腔和鼻腔免疫 
戈登氏链球菌存在于人体口鼻腔, 因此口腔和

鼻腔接种自然成为最可行也是最主要的免疫方式。

鼻腔内存在上呼吸道、鼻腔和口腔的黏膜诱导部位

—鼻相关淋巴组织(NALT)[1], 可经此诱导产生免疫
效应, 其机制主要为重组戈登氏链球菌通过诱导单
核细胞向树状突细胞分化, 并激活树状突细胞而引
发局部和全身的免疫应答[11]。 

目前 ,  很多目的抗原已经通过该菌成功表达 , 
并进行了小鼠动物实验, 证实了重组戈登氏链球菌
可在小鼠口鼻腔增殖并能激发机体的免疫应答。

Valeria Falcone等将表达人呼吸道合胞病毒糖蛋白G
的重组戈登氏链球菌用皮下接种和鼻内黏膜接种的

方式免疫小鼠 [12], 结果发现, 前者可以诱导出血清
特异性的IgG, 而在后者, 血清和肺泡分泌液中都可
检测到特异性 IgA。用病毒攻击小鼠后发现肺内 
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图 1  转化原理图 
Fig. 1 Principle diagram of translation  

注: A: 外源基因(HG, 灰色表示)被插入到质粒 PSMB55上 emm6编码区(白色表示)之中, 构成新的重组质粒, 该质粒与受体菌 GP1221的染色
体同源部分发生同源重组, 取代受体菌的卡那霉素标记(aphⅢ, 浅灰色表示), 并在上游固有启动子 P230的作用下启动表达; B: 外源蛋白借助
M6蛋白 N端和 C端功能区连接于细胞壁, 表达于链球菌细胞表面; Km-R: 耐卡那霉素; Km-S: 卡那霉素敏感; Em-R: 耐红霉素 
Note: A: The DNA of a recombinant pSMB55 derivative is shown where a heterologous gene (HG, shown in gray) is inserted within the 
emm6 coding region (white). The plasmid DNA recombines with regions of homology of the engineered locus of the chromosome of the 
recipient strain GP1221.The kanamycin marker (light gray) has been substituted with the recombinant insert. The expression of the gene 
fusion is derived by the upstream resident promoter P230; B: The recombinant fusion protein is linked to the cell wall and displayed on the 
streptococcal cell surface by the N-terminal and C-terminal region; Km-R: Kanamycin resistant; Km-S: Kanamycin sensitive; Em-R: Eryth-
romycin resistant 

 
病毒滴度明显低于对照组, 表明该疫苗的确可以减
少病毒在小鼠肺内的复制。Song F. Lee等将表达百
日咳毒素的重组菌接种于BALB/c小鼠口鼻腔, 19周
之后在 60%的小鼠口鼻腔内仍可检测到重组菌的存
在[13]。类似的Lee CW、Medaglini等分别将表达白喉
毒素、大黄蜂毒液的重组戈登氏链球菌接种于小鼠

口腔, 其可增殖时间分别为 11周和 12周[2]。这表明, 
重组菌具有在小鼠口鼻腔增殖的能力, 但并非永久
性的, 且不同的重组菌增殖能力也会有差异。在这
三者的研究中, 小鼠唾液和肺灌洗液中都可以检测
到抗原特异性IgA, 在肠灌洗液中也能检测到较低
浓度的IgA, 这对于以口鼻为病原菌主要入侵门户
的呼吸系统的免疫而言至关重要, 因为这样的免疫
方式使病原菌在侵入呼吸系统以前便可被阻止, 但
并非所有的菌株都能诱导出系统性IgG免疫反应。这
可能与不同抗原免疫原性的差异有关, 同时也表明, 
在现有研究中重组戈登氏菌的黏膜免疫效能并未达

理想的水平。目前尚无人体临床实验检测重组戈登

氏链球菌的免疫能力。 

3.2  消化道和生殖道免疫 
消化道免疫是黏膜免疫的另一种方式, 主要采

取口服的形式。迄今为止, 除了脊髓灰质炎口服疫
苗外, 几乎没有黏膜疫苗被有效地用于人[1]。胃肠道

同样存在着黏膜诱导部位— Peyer氏结 (Peyer’S 
patch, PP), 可通过免疫活性细胞诱导免疫应答。
Ricci等将表达不耐热肠毒素的重组戈登氏链球菌注
入小鼠胃内, 在小鼠粪便和血浆中分别检测到抗原
特异性的IgA和IgG[7], 证实了该菌疫苗消化道免疫
的潜力。但消化道免疫和生殖道免疫一样, 脱离了
戈登氏链球菌特有的生长环境, 为持续增殖带来了
困难 , 且有研究证实鼻内接种比口服免疫更有效 , 
鼻内免疫需要较少的抗原就能诱导有效的免疫应答, 
且没有抗原的丢失, 简单易行[1]。相比而言, 沙门氏
菌等肠道寄生疫苗载体在消化道免疫方面则更有 
优势。 

生殖道黏膜免疫主要针对以生殖道黏膜为感染

途径的疾病, 如艾滋病等。目前尚无有效的生殖道
黏膜疫苗应用于临床。Pozzi G等将表达人类乳头瘤
病毒(HPV-16)E7 蛋白的重组戈登氏链球菌接种于
小鼠阴道黏膜, 在小鼠阴道分泌物和血浆中分别检
测到抗原特异性IgA和IgG[7]。Barbara等将一种艾滋
病毒灭活蛋白CV-N成功表达于戈登氏链球菌 , 体
外实验证实该蛋白的确有俘获HIV病毒的能力, 可
望将来通过黏膜接种, 从性传播途径上预防艾滋病
的发生[14]。Oggioni等在用表达白色念珠菌相关抗原
的戈登氏链球菌免疫小鼠阴道的实验中也发现, 免
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疫效果与给予氟康唑治疗的效果相当[15]。这些研究

为戈登氏链球菌在阴道免疫的应用提供了较好的参

考, 但相比其他部位的黏膜免疫而言, 阴道的局部
免疫应答往往需要重复的接种和较多量的抗原方能

诱导, 抗原的局部降解、阴道上皮细胞通透性的改
变、宿主的动情周期等因素都会对免疫应答的产生

带来影响[7]。 

3.3  人体安全性和增殖问题 
本菌一般不致病, 国外有报道该菌是感染性心

内膜炎的病原菌之一[16], 近年国内也有报道在亚急

性细菌性心内膜炎的患者血液中检测出戈登氏链球

菌 [17], 该菌通过血流侵入心瓣膜而引发瓣膜病变 , 

往往发生于抵抗力下降、不合理使用抗生素、有口

腔创伤的患者, 但发病率低, 其发病机理可能与有

毒株能逃避黏附素介导的吞噬作用有关[16]。为研究

该菌作为疫苗载体的安全性问题, Karen L等将不表

达任何外源抗原但含有抗性标记的重组菌SP204 接

种于 150 名健康志愿者口鼻腔以观其毒性反应[18], 

结果发现, 在接种引起的头痛、咽喉痛、鼻充血、

发热等症状中, 大多患者反映轻微, 在短期内便可

恢复, 使用常用抗生素则能加速恢复, 证明人体对

该菌耐受良好。值得注意的是, 虽然早期的研究表

明将天然菌株移植回人体口腔, 该菌仍可持续增殖

2 年以上[19], 但该实验报道SP204 在志愿者体内最

多只能存活 35 d, 而作为接种人体的理想黏膜疫苗, 

这个增殖时间显然是不够的。目前也没有其它研究

详细报道重组菌在人体的增殖能力。戈登氏链球菌

属黏膜共生正常菌群, 其生存与其他共栖菌群的相

互作用、与宿主的免疫状态等因素都有重要联系。

重组菌株是否改变了与其他菌群的共生关系, 或已

作为人体免疫监视的目标, 以及如何提高重组菌在

人体的增殖能力等问题 , 须在以后的研究中予以 

阐明。 

4  结语 

黏膜疫苗通过激活机体黏膜和系统双重免疫应

答而达到预防疾病的目的。戈登氏链球菌作为黏膜

疫苗载体, 其潜力已被看好, 但其免疫效应并未达
到理想的水平。目前, Karenn G等发现戈登氏链球菌
脂膜酸中的某种成分对于调节免疫应答起关键作用
[5]。也有报道如果将目的基因与某些细胞因子(如

IL-2, IFN-γ)进行融合表达 , 会具有更好的免疫   
力[20]。为该菌黏膜疫苗的研究提供了重要参考。同

时, 对于重组菌的持续增殖问题, 尚需进一步研究。
相信随着微生物学和基因工程技术的成熟和完善 , 
这些问题会得以很好的解决。 
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勘  误 

 
 
由于排版人员的疏忽，本刊 2008年 35(2)期 p.262题名为“酿酒酵母乙醇脱氢酶 I基因的超表达”的表 1

引物序列有误, 正确的引物序列表如下, 特此更正并向所有作者和读者致歉！ 
 

表 1  扩增引物 
Table 1  Primers used for amplification 

 

引物 

Primers 

长度 

Length 

序列 (5´→ 3´) 

Sequence (5´→ 3´) 

酶切位点 

Restriction sites 

adh-F 20 CTGAAGGCTAGGCTGTGGAT  

adh-R 20 TACACTGCCTCATTGATGGT  

PGK-F 20 GAAACCGACCATAGAAGAGT  

PGK-R 20 CAAGTCGTATTCAAAGGCAC  

F-PGK1 26 CCGGATATCCAGACAACTTTGAAGAT EcoRⅤ 

F-PGK2 37 GAGTTTCTGGGATAGACATTCTAACTGATCTATCCAA  

F-adh1 37 TTGGATAGATCAGTTAGAATGTCTATCCCAGAAACTC  

F-adh2 34 GGACTAGTTTATTTAGAAGTGTCAACAACGTATC Spe I 

CYC-F 26 GGACTAGTGGCCGCAAATTAAAGCCT Spe I 

CYC-R 28 TCCCCGCGGGTCATGTAATTAGTTATGT Sac Ⅱ 

Y1 18 CTGTGCGTCTTGAGTTGA  

Y2 18 CGGAGATAGCAACCCAGT  
 
在此也特别提醒广大作者在清样校对过程中一定要认真校对。 
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