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摘  要 : 重组细菌载体疫苗因其能够诱导机体产生粘膜免疫、体液免疫和细胞免疫的特点，已经被广泛用作递送

保护性抗原和核酸疫苗的载体来预防某些传染病。但是重组到细菌载体疫苗中的保护性抗原和核酸难以穿越细菌

细胞壁释放到宿主细胞内发挥作用，残留在动物或畜禽产品中的疫苗菌株还可能造成环境的污染和疫苗菌株的传

播。而有效解决这些问题的方法是构建一种细菌自动裂解系统，使疫苗菌株能够在体外培养时正常生长而在体内

环境中自动裂解死亡。目前主要应用的细菌裂解系统包括：基于调控延迟肽聚糖合成的裂解系统、基于噬菌体裂

解蛋白调控的裂解系统、基于毒素-抗毒素系统 (Toxin-antitoxin system) 的裂解系统。此外，一种潜在的基于细

菌  Ⅵ 型分泌系统 (Type  Ⅵ secretion system，T6SS) 的裂解系统也有望成为构建自动裂解菌株的新方法。文中将

着重对这几种裂解系统的调控机制进行阐述。 
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Application of lysis system in bacterial vector vaccines 
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Abstract:  Recombinant bacterial vector vaccines have been widely used as carriers for the delivery of protective antigens and 

nucleic acid vaccines to prevent certain infectious diseases because of their ability to induce mucosal immunity, humoral 

immunity and cellular immunity. However, protective antigens and nucleic acids recombined into bacterial vector vaccines are 

difficult to be released into host cells because of the presence of bacterial cell wall. Vaccine strains that are residual in animals or 

livestock products may also cause environmental contamination and spread of the vaccine strains. The effective solution for these 

problems is to construct an auto-lysis system that can regulate the vaccine strains to grow normally in vitro while lysis in vivo. 

The lysis systems that have been applied in germs mainly include: the lysis system based on regulated delayed peptidoglycan 

synthesis, the lysis system based on the regulation of bacteriophage lysis protein and the lysis system based on the toxin-antitoxin 

system. In addition, a potential lysis system based on bacterial Type Ⅵ Secretion System (T6SS) is also expected to be a new method 

for the construction of auto-lysis strains. This review will focus on the regulatory mechanisms of these bacterial lysis systems. 

Keywords:  live vector vaccine, delayed lysis, lysis protein, toxin-antitoxin, T6SS 
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疫苗接种是预防和控制人和动物传染病传播

和流行的一种重要手段，传统疫苗如灭活疫苗和

弱毒疫苗由于存在生产工艺限制、毒力回复和需

多次免疫等弊端，逐渐呈现出被新型生物疫苗所

取代的趋势。近年来发展出了一种新型的重组活载

体疫苗，它以减毒的活细菌或病毒作为载体将携带

的外源保护性抗原或者重组到真核表达质粒的外

源核酸递送至宿主细胞内而发挥免疫作用[1-2]。活

载体疫苗的出现也克服了亚单位疫苗免疫原性差

和核酸疫苗接种用量大以及接种方式繁琐等缺

点[3-4]，逐渐受到了研究学者的广泛关注和研究。其

中重组减毒沙门菌疫苗 (Recombinant attenuated 

Salmonella vaccine，RASV) 因其可以诱导粘膜免

疫、体液免疫和细胞免疫已经被广泛作为疫苗载

体来递送外源抗原和核酸疫苗，用于预防某些细

菌、病毒、真菌的感染或治疗某些癌症 [5-8]，其

一些脂类成分还可以发挥佐剂的作用，制成的口

服疫苗便于接种，成本较低，适用于大规模接种

免疫。 

部分血清型的沙门菌属于细胞内寄生菌，野

生型和普通减毒型的沙门菌在进入宿主细胞内繁

殖到一定程度时，为避免被宿主免疫系统清除会

释放沙门菌囊泡 (Salmonella containing vacuole，

SCV)[9-10]，诱导宿主细胞的焦亡/凋亡 (Pyroptosis/ 

Apoptosis)。形成 SCV 后，疫苗菌株难以被宿主

机体裂解，重组到载体疫苗的保护性抗原很难从

菌株中释放，进而难以被免疫细胞捕获加工递呈

诱导免疫反应，降低了疫苗的免疫效果。此外，

接种疫苗后的动物体内残留的沙门菌还可能在环

境中进行传播造成污染，这对于活细菌载体疫苗

的生产应用也是一大考验。因此如何构建一种自

动裂解系统让减毒沙门菌在体内繁殖到一定程度

而自发裂解菌体使外源核酸或保护性抗原能够释

放到宿主细胞内，并且尽可能在侵染过程中不诱

导宿主细胞的焦亡/凋亡，最终在体内检测不到沙

门菌的残留并产生较好的体液、细胞和粘膜免疫

效果成为了目前研究的难点。目前应用的细菌裂

解系统主要包括：基于调控延迟肽聚糖合成的裂

解系统、基于噬菌体裂解蛋白调控的裂解系统、

基于毒素 -抗毒素系统  (Toxin-antitoxin system) 

的裂解系统。文中将结合上述几种裂解系统以及本

实验室正在构建的基于细菌 T6SS相关肽聚糖水解

因子调控的沙门菌自动裂解系统等方面进行综述，

为重组细菌载体疫苗的应用研究提供科学依据。 

1  基于调控延迟肽聚糖合成的裂解系统 

该裂解系统是由 Roy Curtiss Ⅲ[11-12]实验室开

发的一种基于抑制沙门菌细胞壁肽聚糖层合成的

活疫苗裂解系统。二氨基庚二酸 (Diaminopimelic 

acid，DAP) 和胞壁酸 (Muramic acid) 是组成细

菌细胞壁肽聚糖层必需的成分，asdA 基因编码一

种合成 DAP 必不可少的酶，而 murA 基因编码胞

壁酸合成途径的第 1 个酶[13]，二者的缺失将导致

细菌无法合成细胞壁。Roy Curtiss Ⅲ团队首先利

用 UK-1 鼠伤寒沙门菌 Salmonella typhimurium 构

建了 asdA 基因缺失株 χ8276[11]，他们又在该菌株

中引入了由 araC PBAD 启动子调控 asdA 基因表达

的重组质粒 pYA3530。araC PBAD 依赖于阿拉伯糖 

(Arabinose) 的调控，在含有阿拉伯糖的培养基中

菌株可以合成 AraC 蛋白，该蛋白可以激活启动

子 PBAD 进而调控 asdA 基因的表达，使 ΔasdA 菌

株仍然能够合成 DAP 维持完整的细胞壁结构；而

在缺少阿拉伯糖的条件下，质粒上的 asdA 基因无

法表达造成细菌细胞壁合成受阻而裂解死亡。在

缺少阿拉伯糖的条件下，asdA 基因残留的转录水

平依然能够合成 DAP ，于是该研究团队将

pYA3530 质粒上 asdA 基因的起始密码子 ATG 突

变为 GTG 以降低 asdA 基因的转录水平。 

为达到组合 asdA 基因和 murA 基因的目的，

Roy Curtiss Ⅲ团队在 PBAD 和 asdA 基因间插入了
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一段起始密码子优化的 murA 基因形成了质粒

pYA3681。为了降低 asdA 基因和 murA 基因残留

的转录水平，他们在 asdA 基因末尾的 3′端引入了

来自 P22 噬菌体的启动子 PR 来指导反义 mRNA

的合成，以此来关闭 asdA 基因和 murA 基因转录

后的翻译过程。PR 启动子还会受到 C2 蛋白的阻

遏，在 C2 蛋白存在的情况下 PR 的功能会受到抑

制。他们将 pYA3681 引入到了具有 ΔasdA 突变的

菌株 χ8937 中最终构建了自动裂解菌株 χ8937 

(pYA3681)。该菌株在阿拉伯糖存在的条件下会激

活 PBAD，启动 murA、asdA 和 c2 的转录保证菌株

正常合成细胞壁，产生的 C2 蛋白则会抑制 P22 PR

启动子的功能；在缺少阿拉伯糖时，PBAD 由于无

法被激活造成 murA、asdA 和 c2 的转录受阻，Asd、

MurA 和 C2 蛋白无法继续合成而随着细胞分裂浓

度降低，Asd 和 MurA 蛋白的减少导致 DAP 和胞

壁酸无法合成，菌株因无法产生细胞壁肽聚糖层

而裂解，C2 的减少激活了 P22 PR 启动子形成反

义 mRNA 阻遏 Asd 和 MurA 蛋白的合成。为了测

试调控延迟裂解系统递送抗原的效果，Roy Curtiss 

Ⅲ团队将携带有肺炎链球菌 Rx1 PspA 蛋白的调控

延迟裂解沙门菌载体疫苗以口服的方式接种到小

鼠体内，结果小鼠产生了针对 PspA 和沙门菌外

膜蛋白的抗体反应，免疫 21 d 后检测到宿主组织

内无疫苗细菌存在。基于调控延迟肽聚糖合成的

裂解系统的原理见图 1。 
 

 
图 1  基于调控延迟肽聚糖合成的裂解系统 (改编自文献[11]) 
Fig. 1  The lysis system based on regulated delayed peptidoglycan synthesis (adapted from the reference [11]). (A) 
Map of plasmid pYA3681. (B) Diagram of model illustrating the regulatory interactions in the regulated delayed lysis 
system. If arabinose is present, arabinose will bind to AraC and the PBAD will be activated. If there is no arabinose, PBAD 
will not be activated. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

378 

 

Roy Curtiss Ⅲ团队基于上述裂解载体，又构

建了一系列重组沙门菌疫苗载体去递送其他抗

原，以验证疫苗在体内的裂解效果和递送抗原的

免疫保护效果。Ameiss 等[14]应用上述构建的延迟

裂解沙门菌株去递送携带有流感 M2e 抗原的土拨

鼠肝炎病毒颗粒，结果表明具有延迟裂解表型的

载体疫苗比不具有裂解表型的对照组载体疫苗产

生了更好的免疫保护效果。Juárezrodríguez 等[15]

构建了具有不同复制起始位点的 pYA3681 裂解

载体质粒的衍生质粒，并将裂解质粒和优化的牛

结核分枝杆菌抗原基因进行组合转入 RASVs 中，

结果构建好的 RASVs 在口服免疫的小鼠体内显示

了调控延迟裂解和延迟抗原合成的表型，产生了比

对照组 BCG 疫苗更高水平的体液和细胞免疫应

答。Ashraf 等[16]构建了携带有流感病毒 NP 抗原

的调控延迟裂解 RASV 菌株 χ11246 (pYA4858)，

他们分别通过口腔、鼻腔和腹腔等不同途径免疫

小鼠，结果在小鼠上分别产生了针对致死性流感

病毒 rWSN 株 80% (口腔)、100% (鼻腔) 和 100% 

(腹腔) 的保护效果，并且都激发了 Th1 型细胞免

疫。2012 年，Kong 等[12]在原来延迟裂解载体的

基础上又构建了一种具有编码阿拉伯糖调控裂解

表型和真核细胞表达质粒的重组沙门菌 DNA 疫

苗递送载体，他们通过在真核表达质粒中插入一

段用于高效核酸转运和基因表达的多重 DNA 核

酸靶向序列，以及通过增加核酸酶抗性来保护质

粒免受宿主降解等方法提高了疫苗载体的递送效

果。他们将筛选出的具有最佳遗传属性的延迟裂

解表型的沙门菌疫苗载体用于递送编码流感病毒 

WSN 株 HA 抗原的 DNA 疫苗，结果疫苗在免疫

的小鼠中实现了对致死性流感病毒的完全保护效

果，这为有效递送 DNA 疫苗提供了一种新思路。

此外，Zhang 等[17]还将携带有禽流感病毒基因组的

重组沙门裂解疫苗转染至禽类细胞当中，结果在从

26 个鸡胚胎成纤维细胞 (CEF) 和 Madin-Darby 犬

肾 (MDCK) 细胞共培养物中的 11 个细胞中回收

到了高达 107 TCID50/mL 的甲型流感病毒，证明

了延迟裂解疫苗载体可以递送流感病毒基因组进

入真核细胞内进行表达产生完整的病毒结构。虽

然该沙门菌延迟裂解系统在递送外源抗原和

DNA 疫苗进入真核细胞发挥免疫作用方面取得

了不错的效果，但其安全性和裂解效果还需进一

步探索和完善。 

2  基于噬菌体裂解蛋白调控的裂解系统 

该系统是由细菌菌蜕 (Bacterial ghost，简称

BG) 衍化而来的一种裂解系统。BG 是一种无生命

活性的细菌包膜复合体空壳结构，它是由 ΦX174

噬菌体的裂解基因 E 在革兰阴性菌中表达产生的

E 蛋白使细菌表面产生跨膜孔洞而形成的一种结

构[18-23]。E 蛋白是一种膜蛋白，能够寡聚化形成

一个跨越细菌内外膜的通道[21,24]，电镜下显示，E

蛋白产生的特定通道与内外膜融合在一起，密封

了周质空间。由于细胞内的高渗透压，包括 DNA

在内的细胞质内容物从通道中排出留下了包膜复

合体的空壳结构[21,23-24]。但是 BG 空壳结构仍然

保持着类似天然细菌的细胞形态，整个细胞表面

结构包括外膜蛋白、粘附素、脂多糖 (LPS) 和肽

聚糖层被保留[23]。一些小分子物质可以在 BG 细

胞内存储并从 E 蛋白裂解细胞形成的通道释放出

来，基于以上特性，BG 现在已经发展成为一种用

于递送保护性抗原、DNA 疫苗以及某些药物的载

体工具[21,23]。由于 BG 表面仍然保留着低毒性的

LPS，所以 BG 也用作佐剂或候选疫苗[23,25]。后来

基于噬菌体相关裂解蛋白又发展出了一些用于调

控活细菌疫苗的自动裂解系统。 

在 2009 年，Zhang 等[26]构建了由 Mg2+调控

噬菌体裂解基因表达的自动裂解系统。在鼠伤寒

沙门菌基因组中编码 mgtB 基因的启动子 Pmgt 是

由 Mg2+严谨调控的，在不含 Mg2+离子的条件下
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该启动子才会启动表达。λ 噬菌体的裂解基因由 R

基因 (编码内溶素水解细胞壁肽聚糖层)、S 基因 

(编码穿孔素攻击细胞内膜) 以及 Rz1 和 Rz2 基因 

(编码裂解辅助因子) 组成[27]。Zhang 等将野生型

λ 噬菌体裂解基因 SRRZ 连接到重组质粒上，在

SRRZ 基因的上游引入了 Pmgt 启动子，并将质粒转

化到大肠埃希菌 Escherichia coli 内进行表达。结

果在不含 Mg2+的培养基中，Pmgt-SRRZ 组合造成了

细菌的快速裂解；在外源性添加 10 mmol/L Mg2+ 

的培养基中细菌显示出了和阴性对照组相似的生

长曲线，说明该裂解系统受到 Mg2+的严谨调控。

在同一年，Liu 和 Curtiss[28]又报道了由 Ni2+调控噬

菌体裂解基因表达的裂解系统。镍感应/反应信号

系统能控制 nrsBACD 操纵子的表达[28-29]，在 Ni2+

存在条件下该操纵子才启动表达。Liu 将该系统

与一系列噬菌体裂解基因进行组合后连接到了质

粒载体上，并将质粒转化至蓝藻中表达。结果在

外源性添加 Ni2+的条件下裂解基因启动表达合成

裂解蛋白造成宿主细胞壁结构的破坏。电镜下显

示，分别在加入 7.0 μmol/L 的 Ni2+ 6 h 和 12 h 后

蓝藻细胞壁的厚度下降，并在 24 h 后形成 BG。

而 Guan 等[30]在霍乱弧菌 Vibrio cholerae 中找到

了一种由 Fe2+严谨调控的启动子 PviuB。PviuB 受到

Fur-Fe2+复合物的调控，在富含 Fe2+的条件下

Fur-Fe2+复合物能够结合到 Fur 盒上阻遏 PviuB 的转

录，而在缺少 Fe2+的环境中该启动子正常表达[30-31]。

他们将 PviuB 和 ΦX174 噬菌体裂解基因 E 融合到

pUT 质粒载体上形成质粒 pUTaBE，并将 pUTaBE

转化至 E. coli BL21 (DE3) 中。在富含 Fe2+的培

养基中 PviuB 的转录受到抑制造成基因 E 的表达

受阻，菌株正常生长并表达异源抗原；而在 Fe2+

限制的培养基中或在体内环境时，PviuB 正常启

动基因 E 的表达合成裂解蛋白 E 造成大肠埃希

菌的裂解死亡形成 BG，同时异源抗原会从 BG

中释放出来发挥作用。由 Fe2+调控的裂解系统

见图 2。 

这些由金属离子调控噬菌体裂解基因表达的

裂解系统虽然在体外试验取得了不错的裂解效

果，但还需进一步完善体内试验来验证它们的自

发裂解效果。目前大多数递送抗原、药物或者

DNA疫苗的方式还是通过表达E蛋白形成灭活的

BG 空壳来实现，而最近 Won 等[32]通过将 λ 噬菌

体的穿孔素-内溶素基因和 ΦX174 噬菌体的裂解

E 基因组合一起共同表达而提高了细菌的裂解效

果，使产生的 BG 表面的细胞毒性降低并更易递

送外源性物质，有着很好的应用前景。 

3  基于毒素-抗毒素系统的裂解系统 

毒素 -抗毒素系统  (TAs) 广泛存在于细菌

中，它被认为是一种和细胞程序化死亡相关的系

统[33-35]。该系统广泛存在于细菌染色体和质粒当

中，它由毒素蛋白和抗毒素蛋白两部分组成[36-39]。

通常毒素和抗毒素会在细菌体内形成稳定的复合

体，但是当外界环境改变给细菌带来生长压力时

例如 C、N 等营养成分缺少，毒素蛋白就会从毒

素-抗毒素系统中释放出来造成细菌自身的中毒

死亡或生长停滞，从而实现一种细胞程序化死亡

调节机制[40]。例如，Nariya 等[36]发现在黄色粘球

菌 Myxococcu xanthus中 mazF基因编码一种 MazF

毒素，而 mrpC 是一个潜在的抗 MazF 毒素基因。

他们发现在粘球菌子实体形成期间 MazF 毒素会

自动释放强制性裂解细胞而有效地实现子实体和

孢子的形成，MrpC 蛋白可以中和剩余的 MazF 对

处于其他生长期细胞的毒性作用。此外，细菌在

受到噬菌体侵染时也会出现由 TAs 介导的“自杀”

行为来裂解细菌 [35]。例如，存在于欧文杆菌

Erwinia carotovora 中的 ToxIN 系统会在噬菌体侵

入时自动释放出 ToxN 毒素蛋白来抑制细菌自身

的生长，防止噬菌体进一步繁殖和侵染[41]。当然

除了以上调控细胞程序化死亡之外，TA 系统也参

与 DNA 复制[42]、维持细胞膜完整性[43]以及细胞

壁合成[44]等环节。 
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图 2  Fe2+调控的裂解系统 (改编自文献[30]) 

Fig. 2  The Fe2+-regulated lysis system (Fig. 2 adapted from the reference [30]). (A) Map of plasmid pUTaBE. (B) 
Bacterial cells lysis and the heterologous antigen release caused by protein E. In iron-rich conditions, the Fe2+-Fur 
complex binds to the Fur box of PviuB and represses the transcription of the E gene. In iron-limiting conditions, the 
Fe2+-Fur complex is dissociated and the transcription of the E gene initiated. Bacterial cells are rapidly lysed by protein 
E to achieve the heterologous antigen release. 

 

2011 年 Mutschler 等[45]报道了一种和细菌细

胞壁合成相关的 TA 系统造成细菌自动裂解的机

制。他们发现在 Epsilon-Zeta (ε-ζ) TA 系统中，Zeta

毒素或者是肺炎链球菌 Streptococcus pneumonia 中

的 Zeta 毒素 PezT 能够磷酸化合成肽聚糖的前体

物质 UDP-N-乙酰葡萄糖胺 (UNAG)，磷酸化的

UNAG-3P 会积聚在细胞质内而抑制 MurA 蛋白的

功能，MurA 蛋白合成受到抑制导致胞壁酸无法

合成进而肽聚糖合成受阻而造成细菌裂解。他们

又将克隆出来的 pezT 基因转入大肠埃希菌内进

行诱导表达，诱导 30 min 后电镜下观察到细菌中

央部形成隆起，诱导 1 h 后细菌大量死亡，仅剩

的一些完整细胞结构的细菌也呈现出小尺寸形态

和卵圆形形态，这些现象与细胞壁结构受损有着

密切关系。肺炎链球菌在受到环境压力或者侵染

宿主细胞的过程中可能激活自身的 PezT 毒素造

成肺炎链球菌的裂解而释放肺炎球菌溶血素 

(Pneumolysin)，这一现象可能与肺炎链球菌菌株

的毒力增强有一定的联系，但目前尚不清楚具体

的机制与联系[46-47]。肺炎链球菌 PezT 毒素造成的

细菌裂解和肺炎链球菌溶血素释放的模式图见图

3。此外，还有一些学者认为降低 UNAG 的水平使

细菌无法合成细胞壁的现象可能只是 Zeta/PzaT

毒素在面对生存压力条件下表达的几种形式之

一 [47-48]。最近，Rocker 等[49]就报道了革兰阴性菌

淋球菌中 zeta 毒素基因 ng_ζ1 不仅能够磷酸化

UNAG，也能够磷酸化 UNAM (UDP-muramic acid，

UDP-胞壁酸) 以及磷酸化 UDP-葡萄糖。磷酸化

的 UNAM 积聚在细胞质内能够抑制 MurC 蛋白的

活性从而抑制胞壁酸的合成。淋球菌通过 ng_ζ1

毒素抑制 MurA 和 MurC 合成的双重作用来抑制

自身细胞壁合成实现自动裂解调控自身生长的功

能。此外，Zeta/PezT 毒素不仅会激发细菌自身的

裂解死亡，也有可能对感染的宿主细胞造成毒害

作用 [47]。Ng 等 [50]发现在真核微藻类的小球菌

Chlorella vulgaris 当中表达的肺炎链球菌 PezT 毒

素也导致了藻类细胞的损伤和裂解，该毒素可能

也对哺乳动物的细胞有着潜在的毒性，但还没有

试验证实这一点。 

根据抗毒素的性质和活性，目前已经有超过

100 种的 TAs 被鉴定和归类，它们总共被分为六

大类 (Ⅰ型–Ⅵ型)[38]。虽然 TAs 广泛存在于细菌 
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图 3  肺炎链球菌 PezT 毒素造成细菌裂解的模式图 (改编自文献[45]) 

Fig. 3  Model diagram of bacterial lysis caused by the pneumococcal PezT toxin (adapted from the reference [45]). 
Stress conditions lead to release of the UNAG kinase PezT via degradation of the antitoxin PezA. PezT converts UNAG 
to UNAG-3P, which leads to inhibition of peptidoglycan synthesis. The rapidly dividing cells will undergo lysis, and the 
cytosolic pneumolysin will be released from these lysed cells. 

 

当中，但还有许多 TAs 没有被人们发现，即使对

已经发现的这些 TAs 来说其部分功能可能还未鉴

定，对于 TAs 能否在细菌载体疫苗中运用以及其

安全性还有待进一步探索。 

4  基于细菌 T6SS 的裂解系统 

4.1  T6SS 结构及肽聚糖水解效应因子 

Ⅵ型分泌系统 (T6SS) 是革兰氏阴性细菌的

一种独特分泌方式，在 25%的革兰氏阴性细菌中

都发现了相关基因簇[51]。T6SS 是一种类似 T4 噬

菌体尖状尾部的细胞穿刺装置，它通过接触-依赖

的方式刺入到受体细胞内并释放相应的效应蛋白

而发挥作用[52-54]。随着近几年的深入研究，T6SS

的结构逐渐被科学家们揭示出来。T6SS 其实是一

种纳米收缩鞘装置，它由跨膜复合物、基底和鞘-

管复合体三部分组成[55-57]。跨膜复合物和基底由

一系列蛋白质组成[58-59]，基底用作连接跨膜复合

物和鞘-管复合体的平台[60]，鞘-管复合体的管状

部分由 HCP 蛋白 (溶血素共调节蛋白) 构成，

VipA 和 VipB 等结构蛋白围绕 HCP 管形成鞘状结

构[61-63]。由 VgrG 三聚体蛋白和 PAAR 蛋白组成

的尖状复合物位于 HCP 管的尖端[54,64]，而一些效 

应因子 (Effector) 通过非共价键的方式结合到了

这些尖状复合物上。具有 T6SS 装置的细菌通过

直接接触宿主细胞或者竞争菌将收缩鞘装置刺入

受体细胞内，进而释放相应的效应因子对受体细

胞造成损伤[65-68]。T6SS 装置的结构示意图见图 4。 

最早关于 T6SS 相关效应因子功能的报道起

始于 Tse (Type six exported) 蛋白家族的研究。

Hood 等 [68]首先在铜绿假单胞菌 Pseudomonas 

aeruginosa  HCP 分泌毒力岛 -1 编码的 T6SS 

(H1-T6SS) 中鉴定出了 3 种严谨翻译后调控的毒 
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图 4  铜绿假单胞菌 T6SS 效应因子的递送机制 (改编自文献[69]) 

Fig. 4  The mechanism of delivery of T6SS effectors from P. aeruginosa (adapted from the reference [69]). P. aeruginosa 
delivers the Tse effector proteins to adjacent recipient cell through a T6SS device, and the recipient cell will lyse due to 
lack of the Tsi proteins. Effectors and immunity proteins are shown as circles and rounded rectangles, respectively. 

 
 

力分泌蛋白 Tse1–3，同时有 3 种同源免疫蛋白

Tsi1–3 (Type six immuned 1–3) 伴随这 3种毒力蛋

白产生。他们发现在大肠埃希菌和真核细胞质中

表达的Tse2蛋白都对细胞的生长起着明显的抑制

作用，而细胞质中的免疫蛋白 Tsi2 可以中和 Tse2

毒性防止铜绿假单胞菌自身中毒。后来 Russell

等[69]在 Nature上报道了铜绿假单胞菌能够借助接

触-依赖性的 T6SS 方式分泌 Tse1 和 Tse3 进入到

受体细菌的周质空间中，造成受体菌的裂解死

亡。通过液相色谱和质谱分析二者纯化产物，他

们发现 Tse1 能切割肽聚糖肽链中的酰胺键以及

肽链残基中的 γ-D-谷氨酰基 -L-内消旋 -二氨基

庚 二酸键  (γ-D-glutamyl-L-meso-diaminopimelic 

acid bond，D-Glu-m-DAP)，Tse3 能切割乙酰胞

壁酸(N-acetylmuramic acid，MurNAc) 和 N-乙酰

氨基葡萄糖 (N-acetylglucosamine，GlcNAc) 残基

之间的碳骨架，二者能够破坏细菌细胞壁肽聚糖

层。Tse1 和 Tse3 不会进入供体菌自身的周质空间

中表达，而是在细胞质内表达后通过 T6SS 的跨

膜装置转运到受体菌的周质空间发挥作用，而存

在于供体菌周质空间的免疫蛋白 Tsi1 和 Tsi3 可以

中和供体菌间彼此接触时释放的 Tse1 和 Tse3 的

毒性，防止自身中毒。Russell 研究团队在大肠埃

希菌中分别诱导表达了周质空间定位的 Peri-Tse1

和 Peri-Tse2，分别在 5 h 和 6 h 后检测不到活菌，

电镜下观察到细胞膨大变形裂解，说明 Tse1 和

Tse3 具有破坏细菌细胞壁结构造成细菌裂解死亡

的功能。Tse1、Tse2 和 Tse3 从供体菌递送至受体

菌的机制见图 4。 

除了 Tse1 和 Tse3 之外，研究学者陆续还发

现了一些其他能够水解细胞壁肽聚糖层的效应因

子。具有酰胺酶活性的 Tae (Tae1–Tae4) 蛋白超

家族[70-72]，具有肽聚糖 DL-内肽酶活性的小分子

蛋白 Ssp1 和 Ssp2[73]，肽聚糖糖苷键水解效应因

子 Tge (Tge1–Tge3) 家族[74]，以及一种细胞壁降

解酶家族的新成员 TseH[75]等效应因子也具有水
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解细胞壁肽聚糖层的功能。此外，T6SS 中一些非

效应因子也具有肽聚糖水解效应。例如，不动杆

菌 Acinetobacter 中的一种肽聚糖水解酶 TagX[76]

以及霍乱弧菌 VgrG 家族中的 VgrG3 蛋白[77-78]能

分别在供体菌和受体菌的肽聚糖层产生孔洞以实

现 T6SS 装置的跨膜组装和接触穿刺功能。除了

以上水解肽聚糖相关的效应因子外，T6SS 还能够

分泌一些脂肪酶、核酸酶、 Rhs-重复蛋白和

Non-VgrG 蛋白等效应因子[79]，这些效应因子共

同作用发挥抑菌或损伤宿主细胞的作用。 

4.2  基于肽聚糖水解因子调控的裂解系统的

构建 

本研究团队的研究方向之一就是构建基于

T6SS 效应因子调控的沙门菌裂解系统。构建该系

统的关键就在于要将 tse1 或 tse3 等编码肽聚糖水

解因子的基因引入到沙门菌基因组中，使其能够

稳定遗传表达。要实现疫苗菌株进入体内增殖后

裂解而体外培养时不裂解，其难点是在于如何找

到一种能严谨调控 tse1 或 tse3 基因在体内表达而

在体外不表达的启动子。此外，效应因子因缺少信

号肽序列无法进入细菌自身周质空间内表达[69]，

因此还需在启动子和 tse1 或 tse3 基因之间插入一

段信号肽序列去引导效应因子进入沙门菌的周质

空间中表达，例如 β-lactamase 和 PelB 等蛋白的

信号肽序列[80-81]。本团队的工作就是构建一系列

启动子-信号肽序列-tse1/tse3 的组合整合到减毒

沙门菌基因组的特定位点，并筛选出具有最佳遗

传属性和裂解效果的候选疫苗菌株，而这方面的

工作还未见相关报道。 

近些年，一些研究学者在 SPI-6 (沙门菌毒力

岛-6) 编码的鼠伤寒沙门菌的 T6SS 中都发现了

具有酰胺酶活性的效应因子 Tae4 及其免疫蛋白

Tai4[70-71]。Tae4 的晶体结构显示其属于细胞壁半

胱氨酸肽酶 N1pC/P60 超家族，与细胞壁的水解

和循环利用有关[70,82]。一些体外试验证明了只表

达 Peri-Tae4 蛋白能够造成大肠埃希菌的显著裂

解死亡[70-71]。T6SS 效应-免疫系统中的免疫因子

一般编码在与效应因子邻近的下游[63]，因此也可

以考虑将鼠伤寒沙门菌染色体中的 tai4 基因敲除

并在 tae4 基因的上游引入严谨的启动子-周质引

导信号肽序列的组合，调控 tae4 基因能在体外培

养时不表达而在体内环境中表达。但是 Sana 等[83]

在体外试验证明了鼠伤寒沙门菌 T6SS 的 Hcp1

蛋白能够和 Tae4 相互作用杀死产酸克雷伯菌

Klebsiella oxytoca，这种 T6SS 的抗菌机制对于鼠

伤寒沙门菌在宿主肠道内的定植是至关重要的。

因此在构建该裂解系统的同时还需考虑是否会对

疫苗菌株在肠道内的定植能力产生影响。 

5  总结与展望 

虽然本文介绍的几种细菌自动裂解系统在体

外试验或者临床试验当中取得了不错的成就，但

这些裂解系统都还存在着一定的缺陷。例如阿拉

伯糖调控的延迟裂解系统虽然在临床体内试验取

得了不错的效果，但是人或动物体内也会有痕量

的阿拉伯糖存在，可能会导致低剂量的沙门菌长期

残留在体内[11-12]；而由金属离子诱导噬菌体相关裂

解基因表达的裂解系统只是在细胞表面形成孔洞

产生菌蜕释放内容物，并不能完全裂解菌体[26,28,30]，

而且这种菌蜕载体庞大无法充分刺激机体产生免

疫[21,28,30]；而毒素-抗毒素系统大多体现在细菌面

对环境压力时的程序化死亡[18-19]，虽然 Zeta/PzaT

毒素能够抑制细菌细胞壁的合成，但是有相关报

道其可能损害真核细胞[45,47,84]，因此将其用在疫

苗上的安全性还有待验证；而细菌 T6SS 分泌的

肽聚糖水解因子在体外表达时显示出了不错的裂

解效果[69,71,83]，但还没有见到应用该方法构建体

内自动裂解菌株的报道，其体内裂解效果还有待

进一步去探索和验证。除了上文介绍的几种裂解

系统外，还有研究学者通过表达溶菌酶去构建裂
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解菌株[85]，但溶菌酶成分复杂可能会对疫苗递送

的保护性抗原产生影响，其递送抗原的效果还有

待进一步验证。 

在构建自动裂解菌株的同时，还需要在沙门

菌染色体中引入一些其他突变来减弱沙门菌对宿

主的毒性以及提高疫苗递送的效果。例如可以利

用调控延迟减毒技术去调控 rfaH 基因，构建的突

变株可以在体外合成类似野生型沙门菌的 O-抗

原，保持侵染定植能力，到体内会自动停止 O-

抗原的合成，减少宿主对沙门 O-抗原的免疫反

应，提高对异源抗原的免疫反应[86]；一些小分子

刺激物如 LPS 能诱导宿主细胞产生 caspase-1 依赖

的细胞凋亡[87]，因此也要适当引入一些突变降低

LPS 的毒性；同时也要引入一些其他突变来保持

DNA 疫苗在沙门菌疫苗内的稳定复制，剔除抗性

基因作为筛选标记等。当然对于细菌染色体上的突

变要适度，过多的突变可能会造成菌株的一些特性

发生改变，反而达不到较好的疫苗免疫效果。将来

构建成功的自动裂解疫苗载体不仅能够递送保护

性抗原和 DNA 疫苗，也有望递送糖蛋白抗原、多

糖抗原甚至抗肿瘤药物，有着广泛的应用范围。当

然基于 T6SS相关效应因子构建自动裂解菌株是有

一定难度，但是凭借本实验室多年积累的减毒沙门

菌疫苗载体构建技术以及和 Curtiss 实验室长期的

技术合作关系，我们是有能力完成这方面工作的。 

总之，减毒活疫苗载体是目前疫苗研究的热

点之一，构建疫苗载体不仅要考虑应如何减弱其

毒性，保持其侵袭和定植能力以及诱导免疫的效

果，还要考虑如何减弱其对宿主的诱导死亡以及

如何清除体内残留的疫苗菌株等问题。自动裂解

载体疫苗有着良好的应用前景，但还需要进一步

去验证其在临床上的裂解效果、免疫效果以及对

宿主的副作用等。我们相信随着技术的不断进步

会逐步解决这些问题，最终能发展出较为完善的

活疫苗载体。 
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