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［摘　要］　为制备猪霍乱沙门菌菌蜕并研究其免疫保护效力，克隆噬菌体 ｐｈｉＸ１７４裂解基因

Ｅ，与ｐＢＶ２２０连接，构建温控溶菌表达载体，将该载体转入猪霍乱沙门菌ＴＴＢ１中，制备菌蜕并

对其裂解率、安全性以及对小鼠的免疫保护效力进行了研究。结果显示：成功克隆了裂解基因

Ｅ、片段大小２７４ｂｐ，构建了温控溶菌质粒载体 ｐＢＶＥ，制备了猪霍乱沙门菌菌蜕，其裂解率最高

为９９．４６％、经冻干灭活残余活菌，安全性试验检测证实其安全后，对小鼠进行了免疫保护试

验，其保护率为７０％、与弗氏佐剂灭活苗保护率相当、优于甲醛灭活苗。研究为猪霍乱沙门菌

感染的防治奠定了基础。
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　　猪霍乱沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）是沙门

菌属的一个代表种，其可以感染２～４月龄的仔猪，

引起败血症计肠炎，是仔猪副伤寒的主要病原菌之

一［１－２］。此外，该菌也侵害其他动物，还引起人类

的食物中毒、伤寒、败血症等，是典型的人兽共患病

原菌［３－４］。预防猪霍乱沙门菌感染的有效手段是

疫苗接种，目前，国内已有减毒疫苗使用［５］，但减毒

活疫苗存在毒力返强以及与野毒株发生重组而出

现新毒菌株的危险。

菌蜕（ｂａｃｔｅｒｉａｌｇｈｏｓｔ）是近年来新发展起来的

一种新型死菌苗，其一般是由 ｐｈｉＸ１７４噬菌体的裂

解蛋白Ｅ，在格兰阴性菌表面形成一种特异性跨膜

通道，胞内物质通过通道排出，从而形成一个菌体

完好、表面抗原结构完整的细菌空壳［６］。由于菌蜕

的各种表面抗原结构完整，因此具有良好的免疫原

性；而且，抗原蛋白、核酸等均可导入菌蜕中，因此

菌蜕是良好的递送系统具有很好的佐剂功能［７－８］。

目前，我国沙门菌菌蜕的研究并不多见［９－１０］，

而有关猪霍乱沙门菌菌蜕的研究更未见报道，鉴于

此，研究通过构建猪霍乱沙门菌菌蜕，并对其免疫

保护效力进行研究，为猪霍乱沙门菌引发疾病的预

防奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒　猪霍乱沙门菌 ＴＴＢ１，吉林农业

大学预防兽医学实验室分离并保存；大肠杆菌

ＤＨ５α，全式金公司；ｐＢＶ２２０，上海北诺生物科技

有限公司；大肠杆菌噬菌体 ｐｈｉＸ１７４ＲＦＩＤＮＡ，

ＢｉｏＬａｂｓ公司。

１．２　主要试剂　ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、限制

性内切酶（ＰｓｔＩ和ＢａｍＨⅠ）、Ｔ４连接酶、ｐＭＤ１８－Ｔ

载体等，ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒、氨苄西林

（Ａｍｐ）、胶回收试剂盒，北京索莱宝生物公司；其余

均为国产或进口分析纯。

１．３　裂解基因 Ｅ的克隆　依据 ｐｈｉＸ１７４ＲＦＩ裂解

基因 Ｅ序列设计一对引物：Ｐ１：ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧ

ＴＡＣＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧ（下划线为限制性酶切位点

ＢａｍＨＩ）、Ｐ２：ＣＴＧＣＡＧＴＣＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＣＧＴＡ（下

划线为限制性酶切位点 ＰｓｔＩ），并送至华大基因公

司合成。

以ｐｈｉＸ１７４ＲＦＩ基因组为模板，ＰＣＲ扩增裂解

基因 Ｅ，扩增条件为：９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，５３℃

１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３０循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增

产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测并回收，与

ｐＭＤ１８－Ｔ载体 １６℃连接过夜，构建重组质粒

ｐＭＤ１８Ｔ－Ｅ，转入 ＤＨ５α，经 ＰＣＲ及双酶切鉴定，阳

性克隆送至华大基因公司测序。

１．４　溶菌质粒载体的构建　用 ＰｓｔＩ和 ＢａｍＨⅠ双

酶切ｐＭＤ１８Ｔ－Ｅ与 ｐＢＶ２２０质粒，酶切反应条件：

３７℃２ｈ、３０℃ ２ｈ，分别回收目的片段，１６℃连接过

夜，并转化至ＤＨ５α内，ＰＣＲ鉴定，阳性者送至华大

基因公司测序，并将重组质粒命名为ｐＢＶＥ。

１．５　猪霍乱沙门菌菌蜕的制备　将溶菌质粒

ｐＢＶＥ转化入自制的猪霍乱沙门菌感受态细胞中，

Ａｍｐ抗性筛选，挑取白色菌落接种于５ｍＬ含 Ａｍｐ

的液体ＬＢ培养基中，２８℃过夜，提取质粒，ＰＣＲ鉴

定，阳性克隆继续扩增培养，并于次日取１００μＬ转

至５０ｍＬ液体ＬＢ中，２８℃ １７０ｒ／ｍｉｎ，培养至ＯＤ６００
为０．４时，升温４２℃，诱导６ｈ，测定ＯＤ６００及活菌

数，以此观察裂解效果。

１．６　裂解率测定及电镜观察　分别计算４２℃诱导

前后的活菌数，依据公式：裂解率 ＝（１－诱导后

ＣＦＵ／诱导前ＣＦＵ）×１００％，计算裂解率。

将收集的菌蜕按参考文献［９］方法处理，并使用

扫描电镜观察。

１．７　菌蜕安全性试验　将制备的猪霍乱沙门菌菌

蜕经冻干处理，以破坏活菌菌体，经无菌检验合格，

免疫注射健康小鼠１０只，每只１．０ｍＬ。连续观察

１４ｄ小鼠健康状况，同时设ＰＢＳ作为对照。

１．８　菌蜕免疫保护效力实验　分别制备猪霍乱沙

门菌的甲醛灭活苗、弗氏佐剂灭活苗，并无菌检验。

将１２０只６～８周龄昆明鼠随机分为灭活组、

灭佐组、菌蜕 ＢＧ组、ＰＢＳ组等４组，３０只／组。其

中，灭活组、灭佐组、菌蜕 ＢＧ组免疫剂量为 １×

１０８ＣＦＵ／只，ＰＢＳ组每只注射２００μＬ无菌 ＰＢＳ。共
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分为３免、两周免疫１次。将三免后的小鼠分别感

染猪霍乱沙门菌 ＴＴＢ１，５×１０８ＣＦＵ／只，连续观察

１４ｄ，记录并计算免疫保护率。

２　结 果

２．１　噬菌体 ｐｈｉＸ１７４裂解基因 Ｅ的克隆　以

ｐｈｉＸ１７４基因组为模板，ＰＣＲ扩增裂解基因Ｅ，电泳

结果显示：在３００ｂｐ左右有目的条带（图１）连接

ｐＭＤ１８－Ｔ，构建 ｐＭＤ１８Ｔ－Ｅ，经双酶切与 ＰＣＲ鉴

定，阳性克隆者测序，结果显示扩增的 ＤＮＡ片段长

２７４ｂｐ，经比对，与 ｐｈｉＸ１７４裂解基因 Ｅ同源性为

１００％。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：裂解基因Ｅ；２：阴性对照

图１　裂解基因ＥＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　溶菌质粒载体的构建　将重组质粒 ｐＢＶＥ双

酶切，并电泳检测，其出现两条目的条带，与预期结

果相符（图２）。温控溶菌质粒载体构建成功。

２．３　猪霍乱沙门菌菌蜕株的鉴定

ｐＢＶＥ转化至猪霍乱沙门菌感受态细胞中，

Ａｍｐ抗性筛选，出现白色单个菌落（图３），挑取并

扩增培养，ＰＣＲ鉴定，出现目的条带，菌蜕株制备成

功。将菌蜕株２８℃１７０ｒ／ｍｉｎ培养至ＯＤ６０００．４时，

开始４２℃诱导６ｈ，其ＯＤ６００值上升、单活菌数下降。

２．４　裂解率的测定与扫描电镜观察　通过活菌计

数，诱导前活菌数为６．１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，诱导后活
菌数为 ３．３×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，依据公式，裂解率为

９９．４６％。冻干处理后，无活菌存在。

经扫描电镜观察，溶菌孔道位于细菌的两端，

有大量内容物排出，细菌形态基本没有改变，但有

明显皱缩（图４）。

Ｍ：ＤＬ５０００；１：质粒ｐＢＶＥ双酶切鉴定

图２　重组表达质粒ｐＢＶＥ酶切鉴定结果

图３　沙门氏菌重组菌株生长结果图

图４　猪霍乱沙门菌ＴＴＢ１菌蜕扫描电镜图片（２００００×）

２．５　菌蜕安全性与免疫保护效力试验　将菌蜕与

ＰＢＳ分别免疫小鼠，二组小鼠在一周内均出现体重

略有下降、一周后恢复正常的现象，其余无临床异

常现象。

用猪霍乱沙门菌ＴＢＢ１对免疫后的小鼠进行攻

毒试验，结果显示：菌蜕ＢＧ组、甲醛灭活组、佐剂灭
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活组的保护率分别是：７０％、６０％、７０％，ＰＢＳ对照

组发病死亡。

３　讨 论

菌蜕是革兰阴性菌以物理化学方法制备的细

菌空壳，其有多种制备方法。本研究是以温控表达

系统控制ｐｈｉＸ１７４裂解基因Ｅ的表达，在４２℃发挥

最大裂解效应，从而实现猪霍乱沙门菌的裂解，进

而制备菌蜕。

通过前期试验摸索，当沙门菌 ２８℃生长至

ＯＤ６００为０．４左右时，开始４２℃诱导，可达到理想效

果，但如果大于０．４，则裂解效率较低。因此，本实

验在沙门菌２８℃生长至 ＯＤ６００为０．４左右时４２℃

诱导６ｈ，裂解效率最高可达 ９９．４６％。但在诱导

７ｈ甚至更长时间时，仍可检测到活菌存在，这与温

晶、吕敏娜等［１０－１１］研究结果类似。而未被裂解的

活菌蜕株膜上存有裂解Ｅ蛋白，如果进行无保护剂

的冻干，其要比没有携带 Ｅ蛋白的菌株更易破

裂［１２］，因此，为保证菌蜕使用的安全性，本研究采

用冻干法将残余活菌灭活。

在正式免疫试验之前，本研究对菌蜕以及其他

２种疫苗进行动物安全性试验，结果显示，三种疫苗

均安全可以进行下一步试验。而在安全性试验中，

所有免疫小鼠（包括 ＰＢＳ组）均出现体重暂时下

降，而后有恢复正常，出现这种现象的原因可能与

免疫注射产生的应激有一定关联。虽然免疫保护

效力试验显示，菌蜕组与佐剂灭活苗组的免疫保护

效力相当，但是菌蜕不含有甲醛、对机体没有不良

刺激，且菌蜕有佐剂功能、没有遗传物质［１３－１５］，因

此，菌蜕与传统疫苗相比，其生物安全性更高，具有

更好的应用前景。

本研究成功的构建了温控溶菌质粒载体

ｐＢＶＥ，制备了猪霍乱沙门菌菌蜕，小鼠试验表明，

其具有一定的保护力。研究为猪霍乱沙门菌菌蜕

的临床应用奠定基础。
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