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摘  要 : 为开发新型重组减毒鼠伤寒沙门菌口服活疫苗载体，本研究以 pYA3493 质粒为基础，用鼠伤寒沙门

菌 sopENt100 基因及其启动子替代原有的 Ptrc 启动子，构建沙门菌三型分泌表达载体 pYA-sopENt100；再将质粒

pYA-sopENt100 电转入沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344，构建减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) 三型分

泌表达系统，研究其生物学特性，进一步将报告基因 egfp 克隆入 sopE 基因下游，构建重组菌株 ΔcrpΔasdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp)，感染 Vero 细胞，用 Western blotting 分析该系统递呈外源抗原的能力。PCR、酶切及测序

结果表明，减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) 三型分泌表达系统构建成功；生物学特性鉴定

结果表明，其血清型与亲本株 Δcrp SL1344 及野生株 SL1344 保持一致；其生化特性与亲本株基本相近，但与

野毒株相比发生明显变化；生长速度也更为缓慢；重组菌株 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) 的 LD50 较野生株

SL1344 降低了 7.0×104 倍；Western blotting 结果发现，重组菌培养上清中能检测到 SopENt100-egfp 融合蛋白    

(37 kDa)；重组菌株感染 Vero 细胞后，可以同时检测到 SopENt100-egfp 融合蛋白 (37 kDa) 和 EGFP 蛋白 (27 kDa)。

以上结果证实，本研究成功构建了新型减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasd (pYA-sopENt100) 三型分泌表达系统，其能

够有效递呈外源抗原，该重组菌株有潜力作为安全、稳定、高效表达外源基因的口服重组活疫苗载体。 

关键词 : 减毒鼠伤寒沙门菌，三型分泌系统，sopE 基因，平衡致死系统，活疫苗载体 

动物及兽医生物技术 
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Abstract:  In order to develop a recombinant attenuated Salmonella typhimurium as oral live vaccine vector, we 

constructed recombinant plasmid pYA-sopENt100 by replacing the trc promoter with the sopE promoter and secretion signal 

sequence sopENt100 of Salmonella typhimurium on the basis of plasmid pYA3493. Then, the complementary plasmid 

pYA-sopENt100 was transformed into ΔcrpΔasdSL1344 by electroporation to generate attenuated Salmonella typhimurium 

type III secretion system ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100). We further characterized ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100). 

We also constructed a recombinant strain ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) that harbored the reporter gene-enhanced 

green fluorescent protein (egfp) gene. Vero cells were infected with ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) and the ability 

of delivery foreign antigens was tested via Western blotting analysis. The results of PCR, enzyme digestion and sequencing 

showed that the ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) type III secretion system was constructed successfully. The serotype of 

ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) was identical to ΔcrpΔasdSL1344 and SL1344. Compared with wild strain SL1344, the 

biochemical characteristics of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) had obvious change, but it was basically the same with 

ΔcrpΔasdSL1344. The growth speed was much slower than that of the wild strain SL1344. The chicken virulence test 

(LD50) showed that the virulence of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) was 7×104 times lower than SL1344. In addition, we 

observed the 37 kDa SopENt100-egfp protein in the cultured supernatant of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) strain by 

Western blotting analysis. However, both the 37 kDa SopENt100-egfp protein and 27 kDa EGFP protein were detected in 

ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp)-infected Vero cells. These results demonstrated that the recombinant Salmonella 

typhimurium type III secretion system ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) was successfully constructed, and it should be 

used as a live vaccine vector for expressing foreign genes. 

Keywords:  attenuated Salmonella typhimurium, type III secretion system, sopE gene, balance-lethal system, live vaccine vector 

鼠伤寒沙门菌属肠杆菌科沙门菌属的 B 血

清群成员，具有广泛感染的宿主谱，也是一种

重要的人畜共患病原菌，在医学、兽医学和公

共卫生上均具有十分重要的意义[1-2]。通过基因

工程减毒的鼠伤寒沙门菌毒力降低，但能保持

良好的免疫原性，能有效地刺激机体产生粘膜、

细胞和体液免疫应答[3-4]。另外，减毒沙门菌 LPS

作为内在佐剂，可以刺激宿主细胞释放各种细

胞因子以及增强树突状细胞捕获和加工 MHC-I

类抗原的能力，有利于将重组沙门菌的抗原呈

递给特异性的 B、T 细胞[5-6]。因此，减毒鼠伤

寒沙门菌是携带抗原的良好载体和天然粘膜免

疫佐剂，这已受到医学与兽医学的广泛关注[7-8]。 

沙门菌质粒平衡致死载体系统的建立有效

解决了外源质粒的不稳定携带和表达以及耐药

基因潜在的生物安全性问题[9-10]。asd 质粒平衡

致死系统是基于缺失载体菌的编码二氨基庚二

酸 (DL-α，ε-Diaminopimelicacid，DAP) 合成酶

的基因而开发的载体表达系统。 asd 基因 

(Aspartic semialdehyde dehydrogenase) 编码的
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天冬氨酸 β-半乳糖脱氢酶是 DAP生物合成途径

中的必需酶，asd 突变株在无外源 DAP 条件下

不能形成完好的细胞壁，最终溶菌死亡。然而

外源的抗原基因可被克隆至 asd+的质粒中与突

变菌形成互补，使重组菌在无外源 DAP 存在的

条件下仍能存活[11-12]。本实验室为开发新型鼠

伤寒沙门菌口服活疫苗载体，在缺失编码 cAMP

受体蛋白 (cAMP receptor protein，crp) 基因[13]

的沙门菌基础上成功构建出减毒鼠伤寒沙门菌

平衡致死系统 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-3493)[14]。 

鼠伤寒沙门菌Ⅲ型分泌系统  (type Ⅲ 

secretion system，T3SS) 与细菌的定殖、侵染

以及在宿主细胞内的存活有着密切的关系[15]。

T3SS通过一个复杂的针头复合物将外源蛋白注

入宿主细胞内，从而调节细胞的功能。沙门菌

外膜蛋白 E (Salmonella outer protein E，sopE) 

是 T3SS 的一种重要的功能蛋白，它通过与

Cdc42 和 Rac1相互作用，激活 Rho GTPase，

从而导致膜波动和肌动蛋白细胞骨架重组，促

进沙门菌内化到宿主细胞[16]。此外，已经证实

SopE氨基末端 100个氨基酸 (sopENt100) 是分泌

和转位区域，能够作为一种外源蛋白运输工具，

可以高效输送异源蛋白到真核细胞胞质[17]。另

外，在真核细胞内 SopE蛋白能够迅速地被泛素

化处理和被蛋白酶体降解，不仅有利于外源抗原

的递呈，而且对宿主细胞自身的毒性较小[18]。 

综上所述，本试验在减毒鼠沙门菌平衡致

死系统的基础上，利用鼠伤寒沙门菌 III型分泌

系统高效递呈外源抗原的优势，构建减毒鼠伤

寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) 三

型分泌表达系统，进一步研究该系统递呈外源

抗原的能力及其生物学特性，进而为研发更加

安全、有效、稳定的新型重组减毒鼠伤寒沙门

菌口服活疫苗载体奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒、细胞及培养条件 

鼠伤寒沙门菌SL1344强毒株购自中国兽医

药品监督所，质粒 pEGFP-N1购自 Invitrogen公

司，无抗性原核表达载体 pYA3493 (asd+，

pBRori，β-lactamase signal sequence) 及其宿主

菌 χ6097 (araΔ(lac-pro) rPslΔasdA4Δ[zhf-2:: 

Tn10] thiф80d/lacZΔM15) 由美国华盛顿大学

Dr. Roy Curtiss Ⅲ教授惠赠，鼠伤寒沙门菌

ΔcrpΔasdSL1344由本室构建保存[14]，大肠杆菌

和鼠伤寒沙门菌在各种培养基中 37 ℃静置或振

摇培养，各培养基根据需要加入终浓度为    

50 μg/mL DAP、50 μg/mL的庆大霉素。 

1.2  主要试剂、培养基和实验动物 

沙门菌属诊断血清及各种单因子血清购自

宁波天润生物药业有限公司； DAP 购自

Sigma-Aldrich 公司；Taq DNA聚合酶、琼脂糖、

dNTPs、DNA marker、T4 DNA连接酶和各种限

制性内切酶购自大连宝生物工程有限公司；胰

蛋白胨、酵母提取物购自英国 Oxoid 公司；鼠

抗 EGFP 单抗及 HPR 标记兔抗鼠 IgG 购自

Abcam；质粒小量提取试剂盒购自北京鼎国昌盛

生物技术有限公司；凝胶回收试剂盒购自生工生

物工程有限公司；麦康凯琼脂和生化鉴定试剂均

购自杭州天和微生物试剂有限公司；胎牛血清和

DMEM培养基购自 Gibco；1日龄健康罗曼雏鸡，

按常规方法检测均为沙门菌抗体阴性[19]。 

1.3  引物设计与合成 

根据鼠伤寒沙门菌  (GenBank Accession 

No. AE008859) sopE 基因的启动子和分泌信号

序列以及质粒 pEGFP-N1 中 EGFP 的全基因序

列，运用 Primer 5.0引物设计软件设计引物并由

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合成   
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(表 1，引物中的斜体部分为酶切位点)。 

1.4  沙门菌三型分泌表达载体的构建及鉴定 

以质粒 pYA3493 为基础，用鼠伤寒沙门菌

sopE 基因的启动子及分泌信号序列替代原有的

P t r c 启动子，构建沙门菌三型分泌表达载体

pYA-sopENt100 (图 1)；将 egfp 报告基因插入 

表 1  PCR 扩增所用的引物序列 

Table 1  The primer sets for PCR in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) 

Fw-PsopE 
CCGGAATTAATTCTTCAATGCCAGAA
CGGCAAGGCTC 

Rw-PsopE CCGGAATTCCGCACTACCTCTAATATC

Fw-egfp CGGAATTCATGGTGAGCAAGGGCG 

Rw-egfp CCCAAGCTTTTACTTGTACAGCTC 
 

 

 
图 1  重组质粒 pYA-sopENt100 构建示意图 

Fig. 1  Construction of the recombinant plasmid pYA-sopENt100. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2016  Vol.32  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1668 

 

pYA-sopENt100 下 游 ， 构 建 重 组 标 记 载 体

pYA-sopENt100-egfp。然后分别将质粒 pYA-sopENt100

和 pYA-sopENt100-egfp 转化大肠杆菌 χ6097，取

100 μL涂布于 LB平板上。15−18 h后挑取无色

单菌落接种于 LB液体培养基进行扩大培养，用

碱裂解法提取质粒进行 PCR、酶切和测序鉴定。 

1.5  重组菌株的构建及鉴定 

10 μL pYA-sopENt100和 pYA-sopENt100-egfp

质粒加入 100 μL Δcrp∆asdSL1344 的电转化感

受态中混合均匀，冰浴 30 min，将混合物迅速

转移至电极杯中，然后进行电击；电击后迅速

加入 400 μL 预热的 LB 液体培养基，37 ℃、

180×g 振荡培养 3 h，取出 100 μL 涂布于不含

DAP的 LB平板上。15−24 h后挑取无色单菌落

接种于 LB液体培养基中，用碱裂解法提取质粒

进行 PCR和酶切鉴定。 

1.6  重组菌株 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp) 生物学特性 

1.6.1  重组菌株的表型及生化鉴定 

重组菌株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp) 及其亲本株 ∆crpSL1344、双缺失株

Δcrp∆asdSL1344 和野生株 SL1344 分别划线接

种于含 1%麦芽糖的麦康凯琼脂培养基和 LB 琼

脂培养基，培养 15 h后进行 O和 H抗原等血清

型鉴定，然后将各菌株分别转接于各生化管中

培养研究其生化特性。 

1.6.2  重组质粒在菌株中的稳定性检测 

重组菌株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp) 在 LB 固体板上划线培养，挑取单菌落于

LB 液体培养基中培养，按 1∶100 的比例转接

到 LB±DAP 液体培养基中培养，连续培养 50

代。培养产物每 10 代挑取 50 个单菌落提取质

粒，并进行 PCR扩增鉴定和计算质粒丢失率[20]，

以研究重组质粒在菌株中的遗传稳定性。 

1.6.3  重组菌株的生长特性鉴定 

分 别 挑 取 重 组 菌 株 Δcrp∆asdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 及其亲本株∆crpSL1344、

双缺失株 Δcrp∆asdSL1344 和野生株 SL1344 单

菌落培养过夜，菌液用无菌 PBS连续 10倍稀释，

选取合适稀释度涂板计数，计算母液细菌浓度。

然后菌液以终浓度均为 1×106 CFU/mL 进行转

接，连续培养 18 h，每隔 1 h测定波长 600 nm

的光密度 (OD600) 值，绘制 4种菌株的生长曲线。 

1.6.4  重组菌株对雏鸡的毒力试验 

无 菌 挑 取 重 组 菌 株 Δcrp∆asdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 及其亲本株 ΔcrpSL1344

和野生株 SL1344单菌落，培养至对数生长期时

选择合适稀释度，每个稀释度口服 10只鸡，每

只 200 μL，另设 PBS对照组，观察 30 d，记录

鸡死亡情况，运用生物软件 (Bliss) 计算各组

LD50。 

1.7  SopENt100-egfp 融合基因在重组菌株中的

表达情况鉴定 

挑取减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 的单菌落于 LB 液体培养

基中，37 ℃培养 12 h；然后按 1∶100的体积比

转接 LB 培养基继续培养 8 h，8 000×g 离心   

10 min 收集沉淀和上清。沉淀用超声波进行破

碎，上清液经 0.22 μm滤膜过滤，加等体积预冷

的 20%三氯乙酸冰浴 20 min，8 000×g 离心    

30 min；然后将浓缩后上清用 1 mL无水乙醇洗

涤，12 000×g离心 5 min；重复洗涤 2次，向上

清和沉淀中加入 5×SDS 上样缓冲液进行
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SDS-PAGE分析，并进一步进行Western blotting

分析。第一抗体为鼠抗 EGFP单抗 (1∶1 000稀

释)，第二抗体为 HPR标记兔抗鼠 IgG (1∶3 000

稀 释 ) ， 同 时 设 对 照 组 Δcrp∆asdSL1344 

(pYA-sopENt100)。 

1.8  重组减毒沙门菌侵染 Vero 细胞及表达

蛋白的 Western blotting 分析 

培养 Vero 细胞生长至 80%−90%时，按细

菌/细胞感染比 500∶1 分别将重组减毒鼠伤寒

沙门菌 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 

和 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100) 加入六孔

板中，培养 4 h 后，用无菌 PBS 洗涤 3 次，加

入含有 10%胎牛血清及 50 μg/mL 庆大霉素的

DMEM培养基，继续培养 24 h后，收集细胞，

用细胞裂解液裂解细胞，4 ℃、12 000×g 离心   

5 min 收集上清液，加入等体积的 2×SDS 上样

缓冲液，混匀后煮沸 5 min进行 SDS-PAGE，并

进一步进行 Western blotting分析，其中一抗为

鼠抗 EGFP单抗 (1∶1 000稀释)，二抗为 HPR

标记的兔抗鼠 IgG (1∶3 000稀释)。 

2  结果与分析 

2.1  沙门菌三型分泌表达载体的构建及鉴定 

对 pYA-sopENt100 进行 PCR 和酶切鉴定， 

PCR扩增出大小约为 500 bp的目的条带 (图 2A)；

经 Acc Ⅲ和 EcoRⅠ双酶切后出现大小分别为

500 bp和 2 900 bp的两条目的条带 (图 2B)；

pYA-sopENt100-egfp可扩增出约 800 bp的 egfp片

段 (图 2C)，经 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后出现

大小分别约 800 bp和 3 400 bp两条带 (图 2D)。

测序结果表明，PsopE-sopENt100和 egfp 基因序列

与预期标准核酸序列的同源性均为 100%。重组

质粒可在大肠杆菌 χ6097 (asd–) 菌株中稳定存 

 
 

图 2  重组质粒的鉴定 

Fig. 2  Identification of the recombinant plasmid. (A) 
PCR identification of recombinant plasmid 
pYA-sopENt100. M: DNA marker ladder (DL 5 000); 1: 
recombinant plasmid pYA-sopENt100; 2: ddH2O control. 
(B) Restriction endonuclease digestion of recombinant 
plasmid pYA-sopENt100. M: DNA marker ladder (DL   
5 000); 1: pYA-sopENt100. (C) PCR identification of 
recombinant plasmid pYA-sopENt100-egfp. M: DNA 
marker ladder (DL 2 000); 1: pYA-sopENt100-egfp; 2: 
ddH2O control. (D) Restriction endonuclease digestion 
of recombinant plasmid pYA-sopENt100-egfp. M: DNA 
marker ladder (DL 5 000); 1: recombinant plasmid 
pYA-sopENt100-egfp. 

 

在，以上结果表明，鼠伤寒沙门菌三型分泌表达载

体 pYA-sopENt100及其重组载体 pYA-sopENt100-egfp

构建成功。 

2.2  重组菌株的构建及鉴定 

重组菌株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100)
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和 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 能够

在不含 DAP 的 LB 固体培养基上生长，初步说

明重组质粒 pYA-sopENt100和 pYA-sopENt100-egfp

导入了宿主菌 Δcrp∆asdSL1344。重组质粒

pYA-sopENt100经 PCR可以扩增出 500 bp的目的

条带，经 Acc Ⅲ和 EcoR Ⅰ双酶切后出现大小分

别为 500 bp和 2 900 bp的两条带，而重组质粒

pYA-sopENt100-egfp PCR可以扩增出 800 bp的目

的条带，经 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切后出现大

小分别约为 800 bp和 3 400 bp的两条带。以上

结果可说明重组质粒 pYA-sopENt100 和 pYA- 

sopENt100-egfp 被成功导入了宿主菌株 Δcrp∆asd 

SL1344。 

2.3  ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 

重组菌株的生物学特性 

2.3.1  重组菌株的表型及生化鉴定 

血清型鉴定表明，重组菌 Δcrp∆asdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 的血清型同亲本株和野生

株相比没有发生变化，血清型仍为 O1,4,5,12:Hi1,2。

野生株 SL1344能够利用麦芽糖，在含有麦芽糖

的麦康凯琼脂培养基上呈红色菌落；而重组菌

株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 不能

利用麦芽糖，因此在含麦芽糖的麦康凯琼脂培

养基上呈无色菌落，这与亲本株 ΔcrpSL1344保

持一致。生化鉴定结果显示，重组菌株的生化

特性与野生株 SL1344相比发生了明显改变，其

失去了利用丙三醇、阿拉伯糖、麦芽糖、山梨

醇和木糖碳源的能力，也不能分解 H2S，但仍保

留了利用葡萄糖、甘露醇的能力，这些都与亲

本株 ΔcrpSL1344基本保持一致。 

2.3.2  重组质粒在菌株中的稳定性检测 

将重组菌株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp) 在LB±DAP液体培养基中连续培养 50代，

培养产物每隔 10 代挑取 50 个单菌落进行 PCR

扩增鉴定并计算质粒丢失率。质粒稳定性结果

表明，重组菌株连续培养 50 代后，LB 组菌株

均可扩增出约 800 bp的 egfp目的条带 (图 3)，

质粒保存率为 100%，而 LB+DAP组菌株的质粒

丢失率为 48% (图 4)。 

 

 
 

图 3  重组沙门菌体外稳定性 PCR 鉴定结果 

Fig. 3  PCR identification of the stabilities of 
recombinant plasmid in recombinant strains. M: DNA 
marker ladder (DL 2 000); 1: ddH2O control; 2−6: the 
10th, 20th, 30th, 40th and 50th generation of 
ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp). 

 

 
 

图 4  重组质粒在沙门菌中的稳定性鉴定结果 

Fig. 4  The plasmid stabilities in recombinant strains. 
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2.3.3  重组菌株的生长特性鉴定 

重组菌株 Δcrp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp)、缺失菌 Δcrp∆asdSL1344 和亲本株 Δcrp  

SL1344的菌落大小明显小于野生株 SL1344，其

平均菌落直径大小分别为 0.39 mm、0.36 mm、

0.42 mm和 0.79 mm。以取样时间为横坐标，以

每小时所测菌液 OD600值为纵坐标，绘制 4种细

菌的生长曲线 (图 5)。结果表明，重组菌株的

生长速度低于强毒株，而与缺失菌株和亲本株

相比没有明显变化。 

2.3.4  重组菌株对雏鸡的毒力试验 

各试验组 1日龄雏鸡接种后连续观察 30 d，

计算各组死亡情况和半数致死量(LD50)。由表 2

可知，口服感染∆crp∆asdSL1344 (pYA-sopENt100- 

egfp) 的 LD50是 2.28×1010 CFU，ΔcrpSL1344的

LD50是 1.14×1010 CFU，野生菌株 SL1344的 LD50

是 3.25×105 CFU，重组菌株 Δcrp∆asdSL1344  

 
 

 

 
图 5  ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 、

ΔcrpΔasdSL1344、ΔcrpSL1344 和 SL1344 生长曲线 

Fig. 5  Growth curves of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA- 
sopENt100-egfp), ΔcrpΔasdSL1344, ΔcrpSL1344 and 
SL1344. 

表 2  各实验组口服感染结果 

Table 2  Oral infection results of each experimental 
group 

Strains 
Inoculating 
dose (CFU) 

Death No./
Total 

chickens 

LD50 
(CFU) 

Δcrp∆asdSL1344
(pYA-sopENt100)

4.8×1010 6/10 

2.28×1010 4.8×109 3/10 

 4.8×108 0/10 

 4.8×107 0/10 

ΔcrpSL1344 5.4×1010 8/10 1.14×1010

 5.4×109 3/10  

 5.4×108 0/10  

 5.4×107 0/10  

SL1344 5.1×108 10/10 3.25×105

 5.1×107 10/10  

 5.1×106 9/10  

 5.1×105 6/10  

PBS 500 μL 0/10 / 

 
 

(pYA-sopENt100-egfp)的 LD50 较野生株  SL1344

降低了 7.0×104 倍，与∆crpSL1344 保持相当。

试 验 结 果 表 明 重 组 菌 ∆crp∆asdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 毒力明显减弱，作为疫苗

载体安全性较好。 

2.4  重组菌株的表达产物鉴定 

重组减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 经过培养后，Western blotting

分析显示，在约 37 kDa处有 SopENt100-egfp融合

蛋白条带，并且存在于过滤的上清和沉淀中   

(图 6)，表明 SopENt100-egfp 融合蛋白能够在减

毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 中获得分泌   

表达。 
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图 6  重组菌株ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp)

表达产物的 Western blotting 鉴定 

Fig. 6  Western blotting identification of the expressed 
protein from recombinant attenuated strain ΔcrpΔasdSL1344 
(pYA-sopENt100-egfp). M: protein marker; 1: 
supernatant of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100); 2: 
supernatant of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp); 
3: precipitation of ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100); 
4: precipitation of ΔcrpΔasdSL1344(pYA-sopENt100- 
egfp). 

 
 

2.5  重组减毒沙门菌侵染Vero细胞及Western 

blotting 分析 

重组减毒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA- 

sopENt100-egfp) 感染 Vero细胞 24 h后，收集细

胞经处理后进行 Western blotting反应。结果显

示，在约 37 kDa处有 SopENt100-egfp融合蛋白条

带，约 27 kDa处出现 EGFP蛋白条带，而空载

体菌株 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100) 在对

应位置并未出现条带，表明该重组三型分泌表

达系统能够有效地将 SopENt100-egfp融合蛋白递

呈 Vero细胞，并且 SopENt100-egfp融合蛋白能够

被 Vero 细胞加工处理，其分泌相关蛋白

SopENt100能够被进一步切除 (图 7)。 

 
 

图 7  重组菌株感染 Vero 细胞后 EGFP 蛋白的

Western blotting 鉴定  

Fig. 7  Western blotting identification of the expressed 
EGFP protein from Vero cells infected by recombinant 
attenuated strain. M: protein marker; 1: ΔcrpΔasdSL1344 
(pYA-sopENt100); 2: ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp). 

 
 

3  讨论 

减毒鼠伤寒沙门菌可通过自然感染途径如

口服或鼻内接种，引起动物较强的黏膜、细胞

和体液免疫应答，具有培养条件简单、繁殖速

度较快、免疫原性良好、制备及使用方便、经

济等多种优点，可以作为携带外源基因的良好载

体，具有广泛应用前景[12,17]。减毒沙门菌的生物

安全性和稳定性直接决定着疫苗的安全性和适

用性。我们前期的研究发现，口服 1.0×109 CFU

的减毒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA3493) 对

鸡只没有明显的毒性 [14]。这表明减毒沙门菌

ΔcrpΔasdSL1344具有作为疫苗活载体的潜能。 

利用减毒沙门菌作为活载体表达外源抗

原，研制多价疫苗时，常常出现减毒沙门菌在
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体内恶劣环境压力下质粒丢失或表达不稳定的

现象。目前，已报道多种方法来提高外源基因

的稳定表达，其中，效果最稳定且应用最多的

是 asd+质粒平衡表达系统。asd+质粒平衡表达系

统由缺失其生存所必需的 asd 基因的亲本菌株

和含有 asd基因的互补质粒组成。asd基因表达

产物天冬氨酸 β-半乳糖脱氢酶，是 DAP合成的

必需酶，而 DAP又是革兰氏阴性菌细胞壁的主

要成分。因此，asd基因的缺失将导致突变菌株

无法在 DAP–条件下生存。沙门菌质粒平衡致死

载体系统的建立有效解决了外源质粒的不稳定

携带和表达以及耐药基因潜在生物安全性问  

题 [11-12]。为保证该系统的稳定性，重组质粒

pYA-sopENt100上的 SD-asd基因为 asd基因的部

分片段，其缺少相应的启动子元件 (–10 区和

–35 区)，仅保留了 SD 序列。同时，重组质粒

pYA-sopENt100 采用 pBR ori 低水平复制起始位

点，这样一方面大大降低了 Asd 蛋白的表达水

平，减少了 Asd 蛋白对宿主菌的毒性作用。另

一方面能够适量增加质粒的拷贝数，从而提高

外源蛋白的表达量[21]。质粒稳定性结果显示，

重组菌株连续培养 50 代，LB 组菌株均可扩增

出约 800 bp 的 egfp 目的条带，质粒保存率为

100%，而 LB+DAP组菌株的质粒丢失率为 48%。

这初步表明该分泌表达系统在 DAP–环境下具

有良好的稳定性。 

减毒沙门菌通过利用细菌的分泌系统将外

源抗原递呈给抗原递呈细胞。在疫苗载体设计

的过程中，外源抗原的表达和递呈能力直接关

系着疫苗的功效。鼠伤寒沙门菌进入宿主细胞

后形成内化空泡而不能有效地将外源抗原呈递

给 MHC分子，从而直接影响着鼠伤寒沙门菌的

抗原递呈能力[22]。T3SS通过一个复杂的针头复

合物将外源蛋白注入宿主细胞内，从而发挥相

应的生物学功能[23]。许多学者已经证实，利用

鼠伤寒沙门菌三型分泌系统来递呈外源抗原能

够有效的解决上述问题，具有更大的优越性和

广泛的应用价值。将外源抗原与鼠伤寒沙门菌

三型分泌蛋白 SopE 的分泌和转位信号进行融

合，从而利用沙门菌三型分泌系统来实现外源

蛋白的定向运输[17]。另外，在真核细胞内 SopE

蛋白能够迅速地被蛋白酶体降解，有利于外源

抗原的递呈 [18]。2011 年 Chen 等 [24]通过构建

sopE-Sj23LHD-GST 表达载体来预防日本血吸

虫，试验结果表明该载体能够有效地递呈

sopE-Sj23LHD-GST，对日本血吸虫具有良好的免

疫保护力；2012 年 Juárez 等[25]构建 sopE-ESAT-6

等表达载体来预防结核分枝杆菌，结果表明该

载体可以诱使机体产生较高的特异性抗体，可

以有效地预防结核病。鉴于此，本研究将标记基因

egfp插入 sopE信号序列下游，初步探究构建的三

型分泌表达载体 pYA-sopENt100 抗原递呈能力。结

果显示，重组减毒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA- 

sopENt100-egfp) 成功表达了融合蛋白 SopENt100- 

egfp。此外，重组菌株 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA- 

sopENt100-egfp) 感染 Vero细胞后，Western blotting

结果发现，在约 37 kDa处有 SopENt100-egfp融合

蛋白条带，而在约 27 kDa处出现 EGFP蛋白条

带。上述结果表明，本研究构建的减毒鼠伤寒

沙门菌三型分泌系统 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA- 

sopENt100) 能够有效地递呈外源抗原，并且融合

蛋白中的信号蛋白 SopENt100能够被宿主细胞进

一步切除。 

本研究通过对重组减毒鼠伤寒沙门菌的生

物学特性研究发现，该重组菌株与强毒株相比

生长速度明显减慢，毒力明显降低，具有良好
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的安全性，且遗传稳定。这说明 sopE基因的表

达对重组菌株的生物学特性没有明显的影响。

同时，重组减毒鼠伤寒沙门菌 ΔcrpΔasdSL1344 

(pYA-sopENt100-egfp) 表达的 SopENt100-egfp融合

蛋白可存在于过滤的上清中，说明重组菌株可

分泌性表达该蛋白，避免了被胞内蛋白酶降解，

利于表达蛋白的正确折叠及保持良好的生物学

活性。以上结果表明将鼠伤寒沙门菌三型分泌

系统引入沙门菌平衡致死系统可以作为安全、

稳定、高效表达外源基因的口服重组活疫苗载

体，具有广阔的应用前景。 

综上，本研究利用减毒鼠伤寒沙门菌三型

分泌系统以及平衡致死系统成功构建了能稳定

携带外源抗原的新型减毒鼠伤寒沙门菌三型分

泌表达系统 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100)；

重组菌 ΔcrpΔasdSL1344 (pYA-sopENt100-egfp) 毒

力降低，遗传稳定，能分泌性表达 SopENt100-egfp

融合蛋白，且能有效地向 Vero 细胞递呈 EGFP

蛋白，为开发减毒鼠伤寒沙门菌新型口服活疫

苗载体奠定基础。 
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