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猪霍乱沙门氏菌ΔasdC500 株的生物学特性及作为活疫

苗表达载体的应用 

赵战勤 1,2, 徐引弟 2, 吴斌 2, 程相朝 1, 李银聚 1, 汤细彪 2, 张春杰 1, 陈焕春 2 
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摘  要: 为了评价猪霍乱沙门氏菌ΔasdC500 株作为沙门氏菌 Asd+平衡表达系统的可行性, 对ΔasdC500 株和其亲本菌

株 C500 的生物表型、生长特性、毒力、生物安全性、表达特性等进行比较研究。结果表明: ΔasdC500 缺失株的生化特

性和血清型与亲本菌株 C500 一致 , 符合猪霍乱沙门氏菌的表型特征 ; 携带平衡表达质粒 pYA3493 的重组菌株

ΔasdC500(pYA3493)与 C500 的生长速度没有明显差别 ; 根据 Reed-Muench 法 , 测定ΔasdC500(pYA3493)腹腔感染

BALB/c 小鼠的 LD50 为 1.1×107 CFU, 毒力稍低于 C500; 口服接种 ΔasdC500(pYA3493)和 C500 的所有仔猪未见任何发

病症状, 两者没有显著差别; 携带重组质粒 pYA-F1P2 (含有支气管败血波氏杆菌抗原基因 fhaB 的 Type I 区域和 prn 的

R2 区域)的重组菌株ΔasdC500(pYA-F1P2)能够稳定遗传重组质粒及其外源基因片段, 并能稳定、高效、分泌性表达外源

保护性抗原。由此表明, ΔasdC500 保留了亲本菌株 C500 的一系列生物学特征, 并可高效表达外源抗原, 可作为沙门氏

菌 Asd+平衡表达系统开发基因工程重组疫苗。 
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Abstract: Salmonella enterica serovar Choleraesuis strain C500 is a live, attenuated vaccine that has been used in China for over 40 
years to prevent piglet paratyphoid. The objective of this study was to evaluate the potential of attenuated Salmonella enterica 
serovar Choleraesuis C500 strain with a Δasd mutant as an effective live vaccine vector by the Asd+ balanced-lethal host-vector 
system. Here, we compared the characteristics of S. enterica serovar Choleraesuis ΔasdC500 strain with the parent C500 strain, 



30    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 January 25, 2009  Vol.25  No.1 

  

Journals.im.ac.cn 

including phenotype, growth rate, virulence, safety, and expression for heterologous antigen. The mean generation times of 
ΔasdC500 mutant, the vector control ΔasdC500 (pYA3493), and the parent avirulent C500 vaccine strain in Luria broth were 30.7, 
28.1, and 27.9 min, respectively. The fermentation patterns of theses three strains on different carbohydrates, and the levels of 
production of H2S, were similar. The O and H antigens of ΔasdC500 mutant, ΔasdC500 (pYA3493) and ΔasdC500 (pYA-F1P2) were 
6,7:C:1,5, identical to the parent strain C500. By the method of Reed and Muench, groups of mice were challenged by the 
intraperitoneal route with different amounts of ΔasdC500 (pYA3493) or the parent C500 strain, and the virulence of ΔasdC500 
(pYA3493) with LD50 of 1.1×107 CFU was a little lower than C500 with LD50 of 4.4×106 CFU. All piglets inoculated with 
ΔasdC500 (pYA3493) or C500 survived, and no signs of disease were observed during the entire experimental period. No major 
differences were found in these two groups. In addition, the recombinant pYA-F1P2 plasmid was very stable in the recombinant 
ΔasdC500 (pYA-F1P2) strain, which expressed secretorily a large amount of the recombinant filamentous hemagglutinin type I 
domain and pertactin region 2 domain antigen (rF1P2) of Bordetella bronchiseptica. In this study, we have shown that the 
ΔasdC500 mutant had a series of biological characteristics silimar to the parent vaccine strain C500. Furthermore, the strain could 
express secretorily a large amount of heterologous antigen. It is likely that this Salmonella expression and delivery system could 
be easily adapted to develop multivalent recombinant Salmonella vaccines against infectious agents using the Asd+ balanced-lethal 
host-vector system. 

Keywords: Salmonella, live vaccine vector, Asd+ balanced-lethal host-vector system, Bordetella bronchiseptica 

近年来, 以减毒沙门氏菌作为活疫苗表达载体

的研究受到广泛关注[1]。沙门氏菌为胞内寄生菌, 疫
苗株能有效呈递抗原, 在激发抗沙门氏菌免疫反应

的同时诱导产生针对外源抗原的特异性体液和细胞

免疫反应。而且, 口服、滴鼻等免疫途径具有操作

方便、对动物损伤小、能同时诱导广泛的粘膜免疫

与全身免疫等优势。另外, 沙门氏菌载体本身具有

免疫佐剂作用, 其 LPS 作为一种内在佐剂可以刺激

宿主细胞释放各种细胞因子。鉴于此, 以减毒沙门

氏菌作为粘膜免疫用基因工程活疫苗表达载体具有

无可比拟的优越性[2]。目前, 基因工程方法致弱的沙

门氏菌已被用作活细菌载体广泛表达外源基因, 应
用于肿瘤、病毒病、细菌病、寄生虫病等的疫苗研

究[2,3]。 
为使沙门氏菌在体内稳定携带并高效表达外源

基因 , 重组沙门氏菌疫苗常需要使用遗传选择标

记。以前, 普遍采用携带抗性基因的表达质粒作为

重组菌在体内生长的主要遗传选择标记。近年来 , 
出于生物安全性的考虑, 抗生素等抗性质粒选择系

统已不被人们所接受。目前, 已经研制出多种策略

替代抗生素等抗性标记来控制外源基因的稳定表达, 
如将外源抗原稳定整合到沙门氏菌染色体 [4], 或用

能筛选重组菌但不需要抗生素的质粒平衡表达系统

等。质粒平衡表达系统主要有 Asd+平衡表达系统

(Asd+ balanced lethal vector system)、ThyA 平衡表达

系统、hok-sok 平衡表达系统、TetC 融合表达拯救等

多种表达系统[5−8]。其中, 效果最稳定, 应用最多的

是 Asd+平衡表达系统。Asd+平衡表达系统由沙门氏

菌的 asd 基因缺失株与含有 asd 基因的 Asd+质粒构

成。沙门氏菌 asd 基因编码天冬氨酸β-半乳糖脱氢

酶, 该酶是 DAP 生物合成途径中的必需酶。只有含

Asd+质粒的沙门氏菌 asd 缺失株才能在无 DAP 存在

的条件下存活 , 并在体内或体外稳定表达外源抗

原。因此, 质粒在宿主菌中的稳定性显著升高。另

外, 由于 Asd+平衡表达系统中 asd 基因代替了抗生

素抗性标记, 也更加安全[7]。 
猪霍乱沙门氏菌 (Salmonella enterica serovar 

Choleraesuis) C500 弱毒株是我国广泛使用的预防仔

猪副伤寒的标准疫苗株[9,10], 徐引弟等以 C500 为亲

本菌株构建了 asd 基因缺失株ΔasdC500[11]。本研究

旨在进一步对该缺失株ΔasdC500 的生物表型、生长

特性、毒力、生物安全性等生物学特性进行研究, 并
尝 试 把 猪 源 支 气 管 败 血 波 氏 杆 菌 (Bordetella 
bronchiseptica, Bb)免疫原性基因 fhaB(编码丝状血

凝素, filamentous hemagglutinin)的 Type I 区域和

prn(编码百日咳杆菌黏附素, pertactin)的 R2 区域在

该菌株中进行表达以探讨其作为沙门氏菌活疫苗表

达载体的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒、试剂和试验动物 
猪霍乱沙门氏菌弱毒疫苗株 C500 购自中国兽

医药品监察所国家兽医微生物保藏中心。C500 的

asd 基因缺失株 ΔasdC500[11]、asd 和 crp 双基因缺失
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株ΔasdΔcrpC500[12]由徐引弟等构建。猪源支气管败

血波氏杆菌 HH0809 株和 pET-28a 质粒由华中农业

大学农业微生物学国家重点实验室保存。无抗性、

Asd+原核表达质粒 pYA3493[13]及其宿主菌大肠杆菌

χ6097[14]由美国华盛顿大学 Dr. Roy Curtiss III 教授

惠赠。生化鉴定管、麦康凯琼脂培养基购自杭州天

和微生物试剂有限公司。沙门氏菌属标准血清因子

购自兰州生物制品所。LB 液体或固体培养基购自美

国 BD 公司。DAP 购自美国 Sigma-Aldrich 公司。

DNA Marker、Pyrobest DNA Polymerase、T4 DNA 

Ligase 和限制性内切酶购自大连 TaKaRa 公司。DNA

回收试剂盒购自上海 Sangon 公司。所有引物由上海

Sangon 公司合成。5~6 周龄、SPF 级、雌性 BALB/c

小鼠购自湖北省医学科学院实验动物中心。22~25

日龄、6.0~7.0 kg、沙门氏菌阴性、长大系断奶仔猪

由河南科技大学试验牧场提供。 

1.2  ΔasdC500 缺失株的表型鉴定 
将含有 asd 基因, 用于外源抗原表达的无抗性

质 粒 pYA3493[13] 分 别 电 转 化 ΔasdC500[11] 和

ΔcrpΔasdC500[12], 获 得 空 载 体 菌 株 ΔasdC500 

(pYA3493)和ΔcrpΔasdC500 (pYA3493)。按厂家说明

书对ΔasdC500 (pYA3493)与亲本菌株 C500 进行生

化试验和 O、H 抗原鉴定。 

1.3  ΔasdC500 缺失株的生长特性 
将ΔasdC500 (pYA3493)、ΔcrpΔasdC500 (pYA3493)

和 C500 亲本菌株在 LB 液体培养基中培养 12 h 后, 

以平板表面涂布法进行活菌计数(CFU/mL), 然后转

接 LB 液体培养基使终浓度约为 106 CFU/mL, 37oC 

200 r/min 培养, 每 1 h 取样进行活菌计数, 绘生长曲

线[15]。 

1.4  ΔasdC500 缺失株对小鼠的毒力试验 
将 85 只 BALB/c 小鼠均分为 17 组(5 只/组)。第

1~4 组小鼠以腹腔注射途径分别接种含有 2.2×105 

CFU、2.2×106 CFU、2.2×107 CFU 和 2.2×108 CFU 

ΔasdC500 (pYA3493)的 LB 培养物(0.2 mL); 5~8 组

小鼠进行口服途径接种, 免疫前 4 h, 小鼠禁水禁食, 

免疫前 5 min 口服 30 μL 10% NaHCO3 中和胃酸, 然

后用 12 号灌胃针口服接种含有 2.1×107 CFU、

2.1×108 CFU 、 2.1×109 CFU 和 2.1×1010 CFU 

ΔasdC500 (pYA3493)的 LB 培养物(0.2 mL), 30 min

后恢复饮水和饲料[13]。第 9~16 组以同样的方法接种

亲本菌株 C500。第 17 组小鼠不做任何处理为空白

对照。观察、记录发病及死亡情况 30 d, 死亡者立

即剖检 , 取其内脏和脑组织进行细菌分离鉴定 , 并

根据 Reed-Muench 法[16]计算小鼠半数致死剂量(50% 

lethal dose, LD50)。 

1.5  ΔasdC500 缺失株对猪的安全性试验 
以亲本菌株 C500 的免疫剂量(3.0×109 CFU)为

参考数据[9,10], 分别通过肌肉注射和口服 2 种途径将

ΔasdC500(pYA3493)接种 22~25 日龄断奶仔猪, 测

定重组菌株ΔasdC500(pYA3493)对猪的安全性。将

30 头仔猪均分为 5 组(6 头/组)。第 1 组仔猪每头口

服接种 4 mL 含有 3.6×109 CFU ΔasdC500(pYA3493)的

PBS; 第 2 组仔猪每头在颈部浅层肌肉注射 2 mL 含

有 3.6×109 CFU ΔasdC500 (pYA3493)的 10%铝胶生

理盐水 ; 第 3、4 组以同样的方法接种亲本菌株

C500。第 5 组不做任何处理。另设一组仔猪(3 头)

口服接种 1.0×109 CFU 强毒株 C78-1 为对照。接种

后观察发病及死亡情况 30 d, 并测定接种后 1~3 d的

直肠平均温度和 3~6 d 的平均日增重(Average daily 

gain, ADG)。对相关数据采用 Fisher’s exact test 进行

检验, P <0.05 为差异有显著性。 

1.6  重组菌株ΔasdC500(pYA-F1P2)的构建与鉴定 
提取支气管败血波氏杆菌 HH0809 株的基因组

为模板, 用 1 对引物 fha1(5′-TTTAAGAATTCCTGA 

CTGCCC TGGACAAT-3′, 含有 EcoRⅠ酶切位点)和

fha2 (5′-TTTAAGTCGACTCGCAGATCCGCGGCAA  
A-3′, 含有 SalⅠ酶切位点)进行 PCR, 扩增 fhaB 基

因中编码丝状血凝素免疫原性片段 type I 区域的

DNA 片段(命名为 F1), 大小为 465 bp, 将其克隆到

pET-28a 质粒的 EcoRⅠ和 SalⅠ位点构建重组质粒

pET-F1。用另 1 对引物 prn1(5′-TAATTGTCGACAA 

CACCATGCTGCTGGTG-3′, 含有 SalⅠ酶切位点)和

prn2 (5′-TTTAACTGCAGGGCGGACAACTCCCTG 
CC-3′,  含有 Hind Ⅲ酶切位点)扩增 prn 基因中编码

百日咳杆菌黏附素免疫原性片段 R2 区域的 DNA 片

段(命名为 P2), 大小为 300 bp, 将其克隆到 pET-F1

质粒的 SalⅠ和 Hind Ⅲ位点构建重组质粒 pET- 

F1P2。最后, 用 EcoR I 和 Hind Ⅲ酶切 pET-F1P2 质

粒 , 回收 765 bp 的“F1+P2”片段并将其克隆到

pYA3493 的 SalⅠ和 Hind Ⅲ位点构建重组质粒

pYA-F1P2; 将连接产物电转化缺失 asd 基因的大肠
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杆菌χ6097, 筛选阳性克隆, 提取 pYA-F1P2 质粒进

行酶切鉴定和序列测定后将其电转化 ΔasdC500 感

受态细胞, 在不含 DAP 的 LB 平板上筛选阳性克隆, 

挑取单菌落进行培养, 并分别用 3 对引物 fha1/fha2、

prn1/prn2 和 pa7/pa6 (5′-TTGGACAATGTTACCGAT 

AA-3′和 5′-TCCTATCTGCGTCGTCCTAC-3′)[12]进行

PCR 鉴定, 重组菌株命名为ΔasdC500 (pYA-F1P2)。 

1.7  外源抗原在重组菌株ΔasdC500 (pYA-F1P2)
中的表达 

挑取重组菌株ΔasdC500 (pYA-F1P2)单菌落到

LB 液体培养基中, 37°C、200 r/min 摇床培养 12 h, 

4°C 放置 12 h, 按 1:100 的比例转接 LB 培养基再培

养 6 h, 8000 r/min 离心 10 min 收集菌体。上清液经

0.22 μm滤膜过滤, 加等体积冰冷 20%三氯乙酸冰浴

20 min, 12 000 r/min 离心 20 min, 沉淀用 1 mL 无水

乙醇洗涤, 12 000 r/min 离心 5 min, 重复洗涤 1 次。

将两者进行 SDS-PAGE[17], 并使用重组百日咳杆菌

黏附素白的兔抗血清[18]进行Western blotting分析[17]。

同时设含空质粒 pYA3493 的ΔasdC500 为对照。进一

步使用 Bio-Rad Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA)软件对融合蛋白的表达量进行

分析。 

1.8  外源基因在重组菌株ΔasdC500(pYA-F1P2)中的

遗传稳定性 
将ΔasdC500 (pYA-F1P2)在 LB 液体培养基中

连续传 50 代 , 分别取含有相同 CFU 的第 1、10、

20、30 和 50 代的培养物为模板 , 用引物 fha1/fha2

进行 PCR 检测重组质粒 pYA-F1P2 在ΔasdC500 中

的遗传稳定性 ; 分别取不同代次的含有相同 CFU

的培养物进行 SDS-PAGE, 检测融合蛋白表达量

的变化。  

2  结果 

2.1  ΔasdC500 突变株的表型鉴定 
ΔasdC500 突变株, 即缺失了 asd 基因的 C500

菌株 , 不能在 LB 培养基上生长 , 当添加了 DAP  

(50 ng/mL)后则能生长。这说明仔猪副伤寒弱毒疫苗

菌株 C500 缺失了 asd 基因后失去了合成 DAP 的能

力, 只能在含有 DAP 的培养基上进行培养。将含有

asd 基因的原核表达质粒 pYA3493 电转化ΔasdC500, 

构建的空载体菌株ΔasdC500(pYA3493)恢复了在不

含 DAP 培养基上生长的能力, 这说明含有 pYA3493

质粒的ΔasdC500 菌株能够表达 DAP 并与缺失 asd

基因的 C500 菌株形成互补。生化鉴定结果表明, 菌

株ΔasdC500 和ΔasdC500 (pYA3493)不产生 H2S, 不

能利用乳糖、蔗糖、阿拉伯糖、半乳糖醇和尿素作

为唯一碳源, 但能利用麦芽糖、葡萄糖、鼠李糖、

甘露糖和木糖作为唯一碳源, 这些生化指标与亲本

菌株C500相同。血清因子鉴定结果表明菌株ΔasdC500

和ΔasdC500 (pYA3493)的血清型为 6,7:C:1,5, 与

C500 一致。这表明ΔasdC500 缺失株和重组菌株

C501(pYA3493)的生化特性和血清型与亲本菌株

C500 一致, 符合猪霍乱沙门氏菌的表型特征。 

2.2  ΔasdC500(pYA3493)菌株的生长特性 
在 LB 固体培养基上 37oC 培养 24 h 后 , 

ΔasdC500 (pYA3493)、ΔcrpΔasdC500(pYA3493)与
亲本菌株 C500 的平均菌落直径分别为 1.9 mm、  
1.0 mm 和 2 mm。经过计算, ΔasdC500(pYA3493)、
ΔcrpΔasdC500 (pYA3493)与亲本菌株 C500 的世代

间隔(Mean generation time)分别为 28.1 mm、41.3 mm
和 27.9 min。ΔasdC500 (pYA3493)较ΔcrpΔasdC500 
(pYA3493)的世代间隔减少了 13.2 min, 且与亲本菌

株 C500 的生长速度没有明显差别。从ΔasdC500 
(pYA3493)、ΔcrpΔasdC500 (pYA3493)和亲本菌株

C500 的生长曲线 (图 1)也可以看出 , ΔasdC500 
(pYA3493)的生长速度与亲本菌株 C500 相似 , 但
C500 双缺失株ΔcrpΔasdC500 (pYA3493) 的生长速

度明显偏慢。 

 

图 1  菌株ΔasdC500 (pYA3493)、亲本菌株 C500 和

ΔcrpΔasdC500 (pYA3493)的生长曲线 
Fig. 1  Growth curves of ΔasdC500 (pYA3493), parent strain 
C500 and ΔcrpΔasdC500 (pYA3493). 
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2.3  ΔasdC500 缺失株对小鼠的毒性试验结果 
ΔasdC500 (pYA3493)和亲本菌株 C500 的高剂

量腹腔感染组均出现了死亡, 死亡小鼠心血接种麦

康凯平板 , 分离到无色透明中等大小的均一菌落 , 

ΔasdC500 (pYA3493) 组分离的菌落与亲本菌株

C500 组相当。用引物 pi1/pi2 扩增沙门氏菌属特异

性 invA 基因, 均扩出预期 580 bp 的特异性 DNA 条

带。血清型鉴定表明细菌的抗原式为 6,7,C:1,5, 表

明小鼠是因感染猪霍乱沙门氏菌而死亡。根据

Reed-Muench 法计算[16], ΔasdC500 (pYA3493)腹腔

感染小鼠的 LD50 为 1.1×107 CFU, 毒力较亲本菌株

C500(LD50 为 4.4×106 CFU)稍低。当口服感染时, 所

有 小 鼠 均 没 有 发 生 死 亡 ; 甚 至 当 口 服 高 达  

2.2×1010 CFU ΔasdC500 (pYA3493)时, 所有小鼠也

没有出现任何发病症状 ; 口服感染 2.1×1010 CFU 

C500 的小鼠中有 1 只出现了短时的腹泻, 但 2 d 内

症状消失。在观察 30 d 后进行解剖观察, 发现腹腔

和口服感染的小鼠与空白对照组小鼠相比没有明显

的病理变化。这说明ΔasdC500(pYA3493)与已被证

明安全的亲本菌株 C500 相比毒力稍低, 应更安全。 

2.4  ΔasdC500 缺失株对猪的安全性试验结果 
口服接种野生型强毒株 C78-1 的 3 头仔猪出现

高热、精神沉郁、腹泻、食欲减退或废绝, 四肢末

端及腹部发绀等临床症状(表 1)。接种后 5 d 和 9 d

分别死亡 1 头, 剖检后发现均具有急性仔猪副伤寒

的病理变化。另一头猪在 30 d 的观察期内存活, 但

是被毛粗糙、极度消瘦, 30 d 观察期后对其剖检发现

也具有仔猪副伤寒的病理变化。口服接种ΔasdC500 

(pYA3493)和 C500 的所有仔猪精神食欲均正常, 未

见任何发病症状。肌肉注射接种ΔasdC500 (pYA3493)

的所有仔猪精神食欲也均正常, 虽然接种后 24 h 出

现体温暂时升高的现象, 但与亲本菌 C500组没有显

著差异(P>0.05), 且未见其他发病症状(表 1)。口服

或肌肉注射接种ΔasdC500 (pYA3493)组仔猪的平均

日增重与 C500 组和空白对照组没有显著差异

(P>0.05)。这说明ΔasdC500 (pYA3493)以亲本菌株

C500 的免疫剂量接种断奶仔猪是安全的。 

2.5  表达支气管败血波氏杆菌免疫原性基因的重

组菌株ΔasdC500(pYA-F1P2)的构建与鉴定 
将重组质粒 pYA-F1P2电转化ΔasdC500缺失株, 

在无 DAP 的 LB 平板上筛选阳性重组子, 获得携带

表达质粒 pYA-F1P2 的重组菌株, 命名为ΔasdC500 

(pYA-F1P2)。ΔasdC500 (pYA-F1P2)因含有与 asd 基

因互补的原核表达质粒而获得表达 DAP 的能力, 所

以不需要培养基再添加 DAP。用一对引物 pa7/pa6[12]

进行 PCR 鉴定, ΔasdC500 (pYA-F1P2)可以扩增出

Δasd 缺失型 2229 bp 的片段, 而亲本菌株 C500 则

扩增出 3717 bp 的片段(图 2A); 引物 fha1/fha2 可扩

增出 fhaB 基因上 465 bp 的特异性片段(图 2B), 引

物 prn1/prn2 可扩增出 prn 基因上 300 bp 的特异性

片段(图 2C), 而亲本菌株 C500 则不能扩增出这两

种片段。 

2.6  外源抗原在ΔasdC500(pYA-F1P2)的分泌表达 
SDS-PAGE 结果(图 3)显示, 重组菌株ΔasdC500 

(pYA-F1P2)在约 30 kD 处有明显的表达带, 而空载

体菌株ΔasdC500(pYA3493)则没有对应的表达带(图

3A)。Western blotting 结果表明, 该重组蛋白(命名为

rF1P2)能够与重组百日咳杆菌黏附素蛋白的兔抗血

清 [ 1 8 ]发生特异性反应 ,  而空载体菌株ΔasdC500 

(pYA3493)则不能(图 3B)。通过生物学软件 Bio-Rad 

表 1  ΔasdC500(pYA3493)对猪的安全性试验结果 
Table 1  Inoculation safety: clinical signs of pigs following vaccination with different strains 

Mean temperature ± SD (oC) 
Strain or group Inoculation route Dose (CFU) Mortality 

(%) 
Diarrhea 
(%) 

ADG 
(g) Pre Post 

C500 oral 6.0×109 0 0 137.3 ±5.3 39.6±0.12 39.8±0.14 

C500 s.c. 6.0×109 0 0 153.2±11.4 39.7±0.10 40.2±0.12 

ΔasdC500(pYA3493) oral 6.2×109 0 0 147.6±12.8 39.4±0.14 39.5±0.15 

ΔasdC500(pYA3493) s.c. 6.2×109 0 0 140.4±9.9 39.6±0.08 40.0±0.20 

C78-1 oral 1.0×109 66.7 100 NT 39.6±0.12 41.7±0.37* 

Nonvaccinated − − 0 0 147.9±14.1 39.5±0.13 39.6±0.15 

Results are expressed as mean±SD (standard deviation). “Pre” and “Post” values are the mean temperatures for the 3 days pre- or 
post-inocubation. NT: not tested. *: values in the same column are significantly different (P <0.05). 
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图 2  重组菌ΔasdC500(pYA-F1P2)的 PCR 鉴定结果 
Fig. 2 Identification of recombinant S. choeraesuis ΔasdC500(pYA-F1P2) strain by PCR. (A) Δasd identification. M: DNA marker 
(DL 15 000); 1, 2: ΔasdC500 (pYA-F1P2); 3: C500. (B) fhaB gene (F1) identification. M: DNA marker (DL 2000); 1: C500; 2: 
ΔasdC500(pYA-F1P2). (C) prn gene (P2) identification. M: DNA marker (DL 2000); 1: ΔasdC500 (pYA-F1P2); 2: C500. 

 
Quantity One 对 SDS-PAGE 结果进行分析, 发现重

组蛋白的总表达量占菌体总蛋白的 1.7%。其中, 重
组蛋白 rF1P2 在菌体中的表达量约占总表达量的

71.4%, 分泌到上清液中的表达量 (分泌性表达 )占
28.6%(图 3C)。 

2.7  重组菌株ΔasdC500(pYA-F1P2)的遗传稳定

性 
用引物 pa6/pa7 对 ΔasdC500(pYA-F1P2)菌株的

第 1、10、20、30、40 和 50 代模板进行 PCR, 均能

扩增到预期 2229 bp 的 DNA 片段, 而 C500 菌株能

扩增到未缺失 asd 基因的 3717 bp 的 DNA 片段, 表

明ΔasdC500(pYA-F1P2)菌株能够稳定遗传 C500 基

因组中缺失的 Δasd 基因片段。分别取含有相同 CFU

的第 1、10、20、30、40 和 50 代的培养物为模板, 用 

 

图 3  rF1P2 在ΔasdC500 突变株中的表达 
Fig. 3 Expression of rF1P2 in S. choleraesuis ΔasdC500 mutant 
(A) SDS-PAGE analysis. 1: ΔasdC500 (pYA-F1P2); 2: ΔasdC500 
(pYA3493). (B) Western blotting analysis of the duplicated gel (A). 
(C) Western blotting analysis of ΔasdC500 (pYA-F1P2) for 
secretory expression. 1: total-cell extract; 2: concentrated 
supernatant. 

引物 fha1/fha2 进行 PCR 均能扩增到预期 465 bp 的

DNA 片段(见图 4 A); 将第 50 代培养物稀释到合适

浓度, 涂平板, 分别挑取 50 个单菌落为模板, 用引

物进行 fha1/fha2 进行 PCR也均能扩增到预期 465 bp
的 DNA 片段 ; 这两个试验结果表明重组菌株

ΔasdC500(pYA-F1P2)能够稳定遗传重组质粒及其外

源基因片段。分别取含有相同 CFU 的第 10、20、30、

40和50代的培养物进行SDS-PAGE和Western blotting

分析, 发现ΔasdC500(pYA-F1P2)能够稳定表达猪源

支气管败血波氏杆菌的保护性抗原(图 4 B)。 

3  讨论 

粘膜免疫与多价疫苗是未来免疫预防传染病的

重要方向, 以细菌为载体的重组活疫苗是其最有发

展前景的研究领域之一[1,3]。减毒沙门氏菌作为基因 

 

图 4  重组菌ΔasdC500(pYA-F1P2)的遗传稳定性 
Fig. 4  Stability of plasmids pYA-F1P2 in Salmonella asdC500 
(pYA-F1P2) strain. (A) Identification of stability of pYA-F1P2 
plasmid in Salmonella. M: DNA marker (DL 2000); 1: H2O; 2−6: 
ΔasdC500(pYA-F1P2) at 10−50 generations. (B) Identification 
of stable expression of rF1P2 by immunoblot. 1: ΔasdC500 
(pYA3493); 2−6: ΔasdC500(pYA-F1P2) at 10−50 generations. 
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工程活疫苗表达载体具有无可比拟的优越性, 因此

成为开发新型重组疫苗的研究热点[2]。其中, 效果最

稳定, 应用最多的是沙门氏菌 Asd+平衡表达系统[3]。

asd 基因编码天冬氨酸β-半乳糖脱氢酶 , 该酶是

DAP 生物合成途径中的必需酶, DAP 是革兰氏阴性

菌细胞壁主要化学成分肽聚糖四肽侧链的一个组分, 

Δasd 缺失株在无外源 DAP 条件下不能形成完整细

胞壁 , 最终溶菌死亡。由于哺乳动物组织中不含

DAP, 因此 Δasd 突变株在不含 DAP 的培养基中或

动物体内均被降解。构建含 asd 基因的质粒, 将目的

基因插入该质粒的多克隆位点, 转化 Δasd 宿主菌后

可形成互补, 从而维持宿主菌的生长、繁殖并稳定

表达外源基因。此外, 用 Asd+平衡系统代替抗生素

抗性标记, 因而更加安全。目前, 利用 Asd+平衡表

达系统构建高效基因工程二价疫苗在鼠伤寒沙门氏

菌中已有较多报道 [19,20], 但在猪霍乱沙门氏菌中尚

未见相关报道。 

猪霍乱沙门氏菌 C500 株是化学方法致弱的用

于预防仔猪副伤寒的弱毒疫苗菌株, 毒力较弱且免

疫原性好。C500 在国内已经使用超过 30 年, 在我国

仔猪副伤寒的控制中发挥了重要作用[9,10]。鉴于猪霍

乱沙门氏菌 C500的良好免疫原性, 将其开发为多价

疫苗的活载体具有广阔的应用前景。徐引弟等曾利

用重组自杀性质粒介导的负向筛选技术构建了

ΔcrpΔasdC500 双基因缺失株[12]。但后续研究发现, 

由于 crp 基因是其重要的毒力调节基因 , 携带

pYA3493 的双缺失株ΔcrpΔasdC500 与亲本菌株

C500 相比 , 碳源利用特征改变 , 毒力明显减弱(对

BALB/c 小鼠的 LD50增加 22 倍), 生长速度显著减缓

(生长倍时 41.3 min, 较亲本菌株 27.9 min 延长 13.4 min), 

在动物体内侵染能力很弱, 导致其免疫效力较亲本

菌 C500 显著下降[11]。因此, 徐引弟等[11]又构建了

asd 基因的单缺失株ΔasdC500, 以期利用 Asd+平衡

表达系统的原理将其开发为重组多价疫苗的活载

体。本研究进一步对缺失株ΔasdC500 的生物表型、

生长特性、毒力、生物安全性等生物学特性与亲本

菌株 C500 作了比较研究, 并尝试把猪源支气管败血

波氏杆菌免疫原性基因片段 fhaB 的 Type I 区域和

prn 的 R2 区域在该菌株中进行表达以探讨其作为沙

门氏菌活疫苗表达载体的可行性。本研究结果证实, 

携带平衡表达质粒 pYA3493 的ΔasdC500 缺失株仍

具有和亲本菌株 C500 一致的碳源利用特征和血清

型, 生长速度(生长倍时分别为 28.1 min 和 27.9 min)

接近, 毒力没有明显降低(LD50 分别为 1.1×107 CFU

和 4.4×106 CFU)。另外, ΔasdC500(pYA3493)菌株高

剂量(3.0×109 CFU)接种仔猪无任何不良反应, 保留

了 弱 毒 疫 苗 菌 株 C500 对 猪 的 安 全 性 。 由 于

ΔasdC500(pYA3493)菌株和亲本菌株 C500 具有一系

列相似的生物学特征, 因此推测该突变菌株具有和

亲本菌株 C500 大致相当的针对沙门氏菌攻击的免

疫保护力。 

丝状血凝素是由支气管败血波氏杆菌 fhaB 基因

编码的一种分泌型大蛋白, 在细菌粘附宿主细胞的

过程中起到关键作用[21]。丝状血凝素具有良好的抗

原保护性, 含有 Type I 和 Type II 两个保护性抗原区

域, 其中 Type I 较 Type II 包含了更多的抗原表位而

具有更好的免疫保护性[22,23]。百日咳杆菌黏附素是

由支气管败血波氏杆菌 prn 基因编码的一种外膜蛋

白成分, 是其重要的黏附因子和最主要的保护性抗

原[24]。百日咳杆菌黏附素包含 2 个重复性序列区域, 

R1 和 R2, 其中 R1 与黏附相关, 而 R2 是重要的抗原

位点 [25,26]。因此 , 为进一步验证外源抗原能否在

ΔasdC500 的 Asd+平衡载体表达系统中表达, 我们选

取 fhaB 的 Type I 区域和 prn 的 R2 区域片段构建重

组质粒 pYA-F1P2, 将其转入ΔasdC500缺失株, 期望

后续工作中据此开发的重组疫苗能很好的保护免疫

动物抵抗支气管败血波氏杆菌攻击的效果。SDS- 

PAGE 和 Western blotting 分析结果表明: 外源抗原

基因的融合片段 F1P2 能在ΔasdC500 的细胞质和培

养基上清中高效表达重组蛋白 rF1P2。外源蛋白的分

泌表达对于辅助抗原提呈 , 刺激免疫反应 , 提高免

疫效力具有重要意义[13]。将ΔasdC500(pYA-F1P2)连

续传代 50 代后 pYA-F1P2 质粒仍然稳定存在并高效

表达 rF1P2。这说明外源抗原能通过 Asd+平衡表达

系统在ΔasdC500 缺失株中高效表达, 并具有良好的

遗传稳定性。 

总之 , 本 研 究 对 猪 霍 乱 沙 门 氏 菌 缺 失 株

ΔasdC500 的一系列生物学特性进行研究 , 证实

ΔasdC500 保留了亲本菌株 C500 的生物表型、生长

特性、毒力等生物学特征, 并能通过 Asd+平衡表达

系统的原理分泌表达外源抗原基因, 为开发以猪霍

乱沙门氏菌 C500 为载体的基因工程重组疫苗奠定
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了理论基础。 
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