
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2011, May 25; 27(5): 781−789           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn  ©2011 CJB, All rights reserved. 

   

                           

Received: December 13, 2010; Accepted: March 10, 2011 
Supported by: National Infectious Diseases Major Project of China during the 11th Five-Year (No. 2008ZX10004-105). 
Corresponding author: Chunjie Liu. Tel: +86-10-66948834; E-mail: liucj@nic.bmi.ac.cn 

Dongsheng Chen. Tel: +86-553-3869217; E-mail: chends@ioz.ac.cn 
*These authors contributed equally to this study. 
十一五国家重大传染病专项 (No. 2008ZX10004-105) 资助。 
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一种 KBMA 炭疽疫苗候选株的研制 

沈非 1,2*，袁盛凌 2*，展德文 2，王艳春 2，任敏 1,2，陶好霞 2，王芃 2，王令春 2，陈冬生 1，

刘纯杰 2 
1 安徽师范大学生命科学学院，芜湖 241000 
2 中国人民解放军军事医学科学院 生物工程研究所 病原微生物与生物安全国家重点实验室，北京 100071 

摘  要: 炭疽病是由炭疽芽胞杆菌 Bacillus anthracis 引起的一种人畜共患传染病，严重影响着人类的健康。近年来在细

菌疫苗的研究中发现一种特殊的现象：细菌被杀死后，体内的代谢活性却仍然维持 (Killed but metabolically active，

KBMA)。此发现为炭疽新型疫苗候选株的研制提供了新思路。先通过同源重组的方法，利用 pMAD 质粒和 Cre-loxP 重

组酶系统完成对缺失两个毒性大质粒的炭疽芽胞杆菌减毒株 AP422 的 uvrAB 基因的敲除，得到 AP422 uvrAB△ 菌株，

然后通过光化学处理 (包括长波紫外光的照射和 8-甲氧基补骨脂素处理)，使炭疽芽胞杆菌 AP422 uvr△ AB 失去繁殖能

力。利用四氮唑化合物 MTS 检测其代谢活性，表明光化学处理杀死后的炭疽芽胞杆菌 AP422 uvrAB△ 在至少 4 h 内维

持一个很高的代谢活性水平，即具备典型的 KBMA 特性。炭疽杆菌 AP422 uvrAB△ 的 KBMA 菌株的成功研制为我们

提供了一种新型炭疽疫苗候选株。 

关键词 : uvrAB 基因，同源重组，Cre-LoxP 系统，基因敲除，长波紫外光，8-MOP，MTS，代谢活性  
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Abstract:  Anthrax is a zoonosis caused by Bacillus anthracis, which seriously affects human health. In recent years, a special 
phenomenon is found that the metabolic active of a bacterium remains after it is killed. To development of a KBMA (killed but 
metabolically active) Bacillus anthracis vaccine candidate strain, a plasmid pMAD and a recombinase system Cre-loxP were used 
to knockout the uvrAB gene of B. anthracis AP422 which lacks both of two plasmids pXO1 and pXO2. The results of PCR and 
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RT-PCR shows that uvrAB genes were deleted from B. anthracis AP422 chromosome successfully. The constructed B. anthracis 
AP422 uvrAB△  was inactivated by photochemical treatment (PCT) including an exposure in a long-wave-length ultraviolet (UVA) 
light and a treatment of 8-Methoxypsoralen (8-MOP), then the metabolic activity were detected by the method of MTS. The 
results showed that the killed B. anthracis AP422 uvrAB△  maintained a highly metabolic activity for at least 4 hours, showing a 
state of KBMA. The KBMA strain of B. anthracis AP422 uvrAB△  provides the prospective vaccine candidate strain for anthrax. 

Keywords:  uvrAB genes, homologous recombination, Cre-LoxP system, gene knockout, long-wave-length ultraviolet (UVA), 
8-MOP, MTS, metabolically active 

炭疽芽胞杆菌是一种能形成芽胞的革兰氏阳性

菌，它引起的炭疽病是一种人畜共患的传染病，炭

疽可通过皮肤、呼吸道、胃肠道三种方式侵害人类，

因此严重地影响到人类的健康。在我国，据卫生部

报道，仅 2007 年就有近 400 例发生 (1 例死亡)[1]。

同时炭疽芽胞杆菌芽胞可以气溶胶的形式传播，当

前的主要威胁是生物战剂和生物恐怖袭击！ 

炭疽芽胞杆菌携带 2 个毒性质粒。一个是质粒

pXO1，编码炭疽毒素 3 个毒力因子：保护性抗原 

(Protective antigen，PA)、致死因子 (Lethal factor，

LF) 和水肿因子 (Edema factor，EF)；另一个毒性

质粒 pXO2 中则含有 5 个与荚膜形成相关的基因，

它们分别是 capA、capB、capC、capD 和 capE[2]。

炭疽芽胞杆菌 AP422 (pXO1− pXO2−) 是一株不含有

2 个毒性大质粒的菌株，其毒性比我国的炭疽芽胞

杆菌 A16R (pXO1+ pXO2−) 疫苗株明显减弱[3]。 

从研究方法看，目前应用的疫苗有两类：一类

是俄罗斯和中国用的是减毒活芽胞苗 (B. anthracis 

CTИ 和 A16R strain)，减毒活芽胞苗 A16R 通过皮下

划痕接种，保护率为 80％以上。但对肺炭疽的保护

效果不佳，并具有一定的不良反应，如头晕、耳鸣、

心悸、四肢乏力等，严重者可导致晕厥、四肢抽搐

和呼吸困难。另一类是美国用的铝胶吸附苗 (AVA)，

它是一种经氢氧化铝吸附和福尔马林处理的炭疽芽

胞杆菌 V770-NPI-R 株的上清液铝胶苗。注射这种疫

苗能够有效地刺激免疫系统产生特异性结合毒素的

抗体，但它的制备产量有限，免疫效果不理想，要

进行 6 次皮下注射，整个免疫程序长达 18 个月之

久，因滤液中除 PA 外，还含有 EF 和 LF 及其他物

质，所以会有少数免疫者呈现严重的不良反应，副

作用大，轻度局部反应达 30％，约 0.2％接种者呈

全身反应，症状表现为乏力、发热和寒颤[2,4-5]。 

目前，炭疽疫苗的主要研究思路仍然围绕着 PA

展开的，许多研究者认为 PA 加其他菌体或芽胞组分

是一个比较理想的炭疽疫苗研究策略。如 PA 加灭活

的芽胞、PA 加芽胞蛋白、PA 加减毒菌株、PA 加荚

膜多糖和 PA 结构域加毒素结构域等。大量的实验

结果也表明，这种多组分疫苗能起到更好的免疫保

护作用[6-11]。 

KBMA 疫苗在炭疽杆菌疫苗的研究中刚刚崭露

头角。研究者在细菌疫苗研究中，发现缺失基因

uvrA、uvrB、uvrC 的细菌在被补骨脂素 (Psoralen) 

和长波紫外光  (UVA) 光化学处理  (Photochemical 

treatment，PCT) 后，菌体虽然失去繁殖能力，但体

内代谢活性却仍然维持[12-14]。它的主要机制是：细

菌的 uvrA、uvrB、uvrC 基因在 PCT 后能诱发表达核

酸修复酶 ABC，此酶能够切除修复被 Amotosalen (补

骨脂素衍生物 ) 发生交联而受损伤的的 DNA 和

RNA 片段，当细菌缺失 uvrA、uvrB、uvrC 任何一

种基因时，在 PCT 作用下，核酸切除修复不能完成，

因此细菌将很快失去繁殖能力，但体内代谢活性却

能维持[14-17]。据文献报道[12,14]，KBMA 疫苗在动物

的免疫和安全评价中，相比目前的减毒活疫苗安全

性增强；相比 AVA 免疫效果要好和免疫周期要缩短；

而且相比其他亚单位疫苗或灭活疫苗免疫效果要

好。因此对 KBMA 候选株的研究具有潜在应用价值。

本 实 验 是 通 过 同 源 重 组 的 方 法 利 用 温 敏 型 质 粒

pMAD[18]和 Cre-LoxP 重组酶系统[19]敲除 uvrAB 基因

从而成功制备了 KBMA 炭疽芽胞杆菌，它为我国研

制新型炭疽疫苗提供了新的候选株。 
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1  材料与方法 

1.1  材料  
1.1.1  菌株与质粒 

文中使用的主要菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  主要试剂 

基因组提取试剂盒为天根公司产品；pfu、Taq

酶，大肠杆菌 DH5α、scs110，T 载体及其他 PCR 相

关试剂为 Transgen 公司产品；限制性内切酶和 T4  

DNA 连接酶为 NEB 公司产品；抗生素购自 Merck

公司；IPTG 和 X-gal 均为 Amresco 公司产品；

TRIzol 为 Invitrogen 公司产品；反转录酶为 Toyobo

公司产品；8-甲氧基补骨脂素 (8-MOP) 为北京华威

锐科化工公司产品；脑心浸液 (BHI)  培养基为 BD

公司产品；质粒提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒

及代谢活性检测试剂盒购自 Promega 公司；PCR 引

物合成和序列测定由华大公司完成，所用引物序列

见表 2。 
 
表 1  主要菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

Plasmids/strains Relevant characteristics Source 
Plasmid   
pT-loxP::spc A spcR inserted between two directly repeated loxP sites of pT-loxP This Lab 
pT-uvrABUD::spc pT-loxP::spc with fragment of uvrAB-U::loxP-spc-loxP:: uvrAB-D This work 
pMAD Shuttle vector, ampR in E.coli and emR in B.anthracis, Ts [18] 
pMAD-uvrABUD::spc pMAD with fragment of uvrAB-U::loxP-spc-loxP:: uvrAB-D This work 
pHY-cre Cre recombinase expression vector This Lab 
B. anthracis strains   
AP422 pXO1− pXO2−, deriving from A16R [3] 
AP422 uvrAB△  AP422, uvrAB knocked out, containing one loxP site This work 

 
表 2  本次实验用的全部引物 (靶基因：uvrAB基因，位

置：4 885 594 bp~4 890 452 bp) 
Table 2  Primers used in this study (Target gene: uvrAB 
gene and Site: 4 885 594 bp−4 890 452 bp) 

Primer Sequence (5′−3′) 
Restriction 

sites 
uvrAB-U F AGGATCCAGCGTCACTTCCACTCGG BamH I

uvrAB-U R ACCGCGGACGTTCTAATCCAGCAAC 
CTATA Sac II 

uvrAB-D F TGAATTCCTCTTACTTGCGGCACTG 
AT EcoR I 

uvrAB-D R ACTCGAGTTATTTGAACGGGATGAT 
GT Xho I 

uvrAB-Uw F CCACTTTTGAAACTCTCTTACCTT  
uvrAB-Dw R TTATTATCAGCCAGAAGCGTATG  
uvrAB F GGTGTACGACCGATTGGCGATTGAT  
uvrAB R CGATGTATAACGGGGACCAAGCGC  
 
1.2  方法 
1.2.1  PCR 扩增上下游同源臂片段及鉴定 

从 GenBank 中收录的 B. anthracis 基因组序列中

找到 uvrAB 基因序列，用 Primer 5.0 软件设计上游

同源臂的引物：uvrAB-U F，uvrAB-U R 和下游同源

臂引物：uvrAB-D F，uvrAB-D R 并合成。提取炭疽

芽胞杆菌 AP422 基因组，以它为模板，用 pfu 酶扩

增上下游同源臂 uvrAB-U 和 uvrAB-D，反应体系为

50 uL，反应条件为：95 ℃预变性 5 min；94  30 s℃ ，

49  30 s℃ ，72  1 min℃ ，5 个循环；94  30 s℃ ，61  ℃

30 s，72  1 min℃ ，27 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩

增完毕后，凝胶电泳检测结果，直接切胶回收纯化同

源臂片段，连接到 T 载体上，进行双酶切检定和测序。 

1.2.2  pT-uvrABUD::spc 载体的构建  

用酶 BamHⅠ和 SacⅡ，EcoRⅠ和 XhoⅠ分别依

次从连接正确的 T 载体上双酶切下上下游同源臂

uvrAB-U 和 uvrAB-D，并纯化，同样用此酶依次双酶

切质粒 pT-loxP::spc，然后依次用 T4 DNA 连接酶将

同源臂片段 16 ℃过夜连接到质粒 pT-loxP::spc 上，

构建成 pT-uvrABUD::spc 载体。  
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1.2.3  打靶载体 pMAD-uvrABUD::spc 的构建  

用酶 BamHⅠ和 XhoⅠ对质粒 pT-uvrABUD::spc

进 行 双 酶 切 ， 然 后 切 胶 回 收 并 纯 化 uvrAB-U- 

spc-uvrAB-D 片段，同样用酶 BamHⅠ和 SalⅠ对质

粒 pMAD 进行双酶切，用 T4 DNA 连接酶将酶切片

段 uvrAB-U-spc-uvrAB-D 16 ℃过 夜 连 接 到 质 粒

pMAD 上，构建成 pMAD-uvrABUD::spc 载体。 

1.2.4  炭疽芽胞杆菌 AP422 感受态细胞的制备 

用试剂 1 (BHI containing 0.5％ glycerol) 37 ℃

培养炭疽芽胞杆菌 AP422，OD600 达到 0.6 时，将菌

液冰浴 10 min，4 ℃、8 000×g 离心 2 min，去上清。

用冰冷的试剂 2 (1 mmol/L HEPES，10％ glycerol，

pH 7.0) 重悬菌液，重复 2 遍，最终用试剂 2 定容菌

液到 100 μL，直接使用或−80 ℃储存备用[20]。 

1.2.5  炭疽芽胞杆菌 AP422 菌株 uvrAB 基因的“无

痕”敲除 

按 照 文 献 [12]所 述 ， 将 去 甲 基 化 的 打 靶 载 体

pMAD-uvrABUD::spc 电击转入炭疽芽胞杆菌 AP422

感 受 态 细 胞 中 ， 使 打 靶 片 段 uvrAB-U-LoxP-spc- 

LoxP-uvrAB-D 与 AP422 基因组上的部分 uvrAB 基

因发生同源重组，敲除 uvrAB 基因；然后再将质粒

pHY-Cre 电击转入敲除 uvrAB 基因的 AP422 中，去

除壮观霉素 (Spc) 抗性基因，最终实现“无痕”敲

除 uvrAB 基因的 AP422，即 AP422 uvrAB△ 。 

1.2.6  AP422 uvrAB△ 的 PCR 鉴定 

对 于 AP422 及 带 spc 抗 性 重 组 菌

AP422 uvrAB△ ::spc 和 AP422 uvrAB△ 菌株，提取基

因组作为模板，用炭疽芽胞杆菌基因组上下游同源

臂外侧设计的引物 uvrAB-Uw F 和 uvrAB-Dw R 进行

PCR 鉴定，体系为 20 μL，反应条件为：95 ℃预变

性 5 min；94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72  3 min℃ ，30

个循环；72 ℃延伸 10 min。并对 PCR 产物连接到 T

载体后进行测序鉴定。 

1.2.7  AP422 uvrAB△ 的 RT-PCR 鉴定 

将 AP422 uvrAB△ 和 AP422 菌株在 BHI 液中

37 ℃培养 6 h，取 1.5 mL 培养物 (约 109 CFU)，离

心取上清收集菌体，加入 200 μL 溶菌酶 (20 mg/mL) 

混匀 37 ℃处理 1 h，然后按说明书要求用 TRIzol 提

取 RNA，再测定其浓度，取 1 μg 作为模板，利用随

机引物反转录合成 cNDA 第一链，然后再以此 cDNA

作为模板，使用同源臂内侧设计的引物 uvrAB F 和

uvrAB R 进行 RT-PCR 分析，反应条件同上。 

1.2.8  AP422 uvrAB△ 菌株生长曲线的测定  

炭疽芽胞杆菌 AP422 uvrAB△ 和 AP422 菌株

37 ℃过夜培养后，以 1∶100 转接至 200 mL BHI 三

角烧瓶中，37 ℃、250 r/min 振荡培养，每隔 1 h 测

一次 OD600 值。 

1.2.9  AP422 uvrAB△ 菌株对 PCT 的敏感性测定 

AP422 uvrAB△ 菌液在 BHI 液中 37 ℃培养，

OD600 达到 0.6 时，加入 8-MOP (1 μg/mL)，37 ℃孵

育 1 h，然后按紫外照射时间将菌液分 6 个组，每

组做一复孔，以每孔 2 mL 菌液加入 12 孔细胞板中，

1 700 μW/cm2 紫外灯下分别照射 10、20、30、40、

50、60 min，照射距离为 6 cm，然后进行残留活

菌计数。同时，分别用加有 8-MOP (1 μg/mL 和

10 μg/mL) 的 AP422 菌液作为对照。 

1.2.10  KBMA AP422 uvrAB△ 代谢活性的检测  

按照此前方法，1 700 μW/cm 紫外灯下照射菌

液 1 h 后  (6 J/cm2)。用 CellTiter 96 Aqueous Assay

试剂盒测定代谢活性。在 96 孔板中加入 20 μL 

MTS/PMS 混合溶液和 100 μL 稀释后的 PCT 菌液 

(1×106 CFU)，混匀，37 ℃孵育，每隔 30 min 在

492 nm 下用酶标仪测一次吸光度。同时用 PCT 

(8-MOP，10 μg/mL) 的 AP422 菌液和不做 PCT 的

活菌：AP422 uvrAB△ 、AP422 菌液作为对照。 

2  结果与分析 

2.1  上下游同源臂片段的获得 
同源臂是基因片段间发生同源重组的重要“桥

梁”，PCR 扩增同源臂片段大小为：上游同源臂

uvrAB-U 是 625 bp，下游同源臂 uvrAB-D 是 658 bp。

上游同源臂两端有两个酶切位点：BamHⅠ和 SacⅡ，

下 游 同 源 臂 两 端 也 有 两 个 酶 切 位 点 ： EcoRⅠ和

XhoⅠ。PCR 扩增出的上下游同源臂片段纯化后连到
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T 载体上，经过双酶切鉴定正确 (图 1) 和测序鉴定

正确。 

2.2  炭疽芽胞杆菌 AP422 菌株 uvrAB基因的“无

痕”敲除 
pMAD 是温敏型质粒，不仅可以在 X-gal 催化

下生成蓝白斑，提高筛选效率，还可以在温度≥40 ℃

去除该质粒。我们先利用 pMAD 质粒构建成打靶载

体 pMAD-uvrABUD::spc，然后在 Spc 抗性压力下促

进同源重组；再利用 pHY-Cre 质粒表达的 Cre 重组

酶识别 loxP 位点，去除重组后遗留在炭疽芽胞杆菌

AP422 基因组上的 Spc 抗性基因，最终实现 uvrAB

基因的“无痕”敲除 (图 2)。

       

图 1  PCR 扩增出的上下游同源臂与双酶切鉴定 
Fig. 1  PCR amplification of homologous arms and restriction enzyme analysis of homologous arms. (A) M: DNA marker; 1: 
upstream homologous arm, 625 bp; 2: downstream homologous arm, 658 bp. (B) M: DNA marker; 1: restriction enzyme analysis of 
upstream homologous arm; 2: restriction enzyme analysis of downstream homologous arm. 

 

图 2  炭疽芽胞杆菌 AP422 菌株通过 Cre-loxP 重组酶系统敲除 uvrAB基因示意图 
Fig. 2  Schematic model showing the knockout of the uvrAB gene of B. anthracis AP422 by Cre-loxP system. 
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2.3  AP422△uvrAB 菌株的 PCR 鉴定 
理论上用引物 uvrAB-Uw F 和 uvrAB-Dw R 扩增

uvrAB 基因片段大小：原始菌株 AP422 为 4 648 bp，

重组菌 AP422 uvrAB::△ spc 为 2 751 bp，“无痕”敲

除株 AP422 uvrAB△ 为 1 621 bp。这和图 3A 中相一

致，从基因水平上说明在炭疽芽胞杆菌 AP422 的

uvrAB 基因已经被成功地“无痕”敲除。测序结果

分析也再次验证了此结论。敲除位点上只留下一个

LoxP 位点。 

2.4  AP422△uvrAB 的 RT-PCR 鉴定 
对于 DNA 水平鉴定正确的菌株，利用 TRIzol

提取总 RNA，结果如图 3B。以 uvrAB 基因特异性

的引物 uvrAB F 和 uvrAB R 进行 RT-PCR 鉴定，结

果如图 3C 所示。理论上，对于 uvrAB 基因完全敲除

株 AP422 uvrAB△ 来讲，用引物 uvrAB F 和 uvrAB R

是扩增不出条带的，而对照菌株 AP422 的总 RNA

应该能够扩增出相应的 uvrAB 基因，长度为 3 027 bp。

实验结果与理论值完全吻合，这也就在 RNA 水平上

说明，uvrAB 基因已经被成功敲除，不再转录。 

2.5  AP422△uvrAB 生长曲线测定 
将 AP422 和出发菌株 AP422 同时转接培养，每

小时检测 OD600，共测定了 18 h。相比较原始菌株炭

疽芽胞杆菌 AP422，基因敲除后的炭疽芽胞杆菌

AP422 uvrAB△ 菌株生长状况未发生改变 (图 4)。 

2.6  AP422△uvrAB 菌株对 PCT 的敏感性测定 
在 相 同 浓 度 的 8-MOP (1 μg/mL) 下 ，

AP422 uvrAB△ 相比 AP422 对长波紫外光更为敏感。

8-MOP 进入菌株体内和基因组结合，破坏基因组双

螺旋，在缺失 uvrAB 基因后，使菌株不能表达核苷

酸修复酶 ABC 来修复 DNA 和 RNA 的损伤[5]，因此

炭疽芽胞杆菌 AP422 uvrAB△ 在 60 min 内的光化学

处理下先失去繁殖能力。而当 8-MOP 浓度增高时，

炭疽芽胞杆菌对紫外光敏感加强，当 8-MOP 的浓度

达到 10 μg/mL 时，在长波紫外灯下照射 60 min，

AP422 全部失去繁殖能力 (图 5A)。 

2.7  KBMA AP422△uvrAB 代谢活性的测定 
MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy- 

phenyl)-2-(4-suLfophenyl)-2H-tetrazolium，inner salt) 

是新合成的四唑氮衍生物，它能被活细胞中线粒体

臜脱氢酶降解而产生棕黄色水溶性的甲 ，能直接通

过光谱吸收测定，这和炭疽芽胞杆菌的代谢活性相

一致。当与电子耦合剂 PMS (Phenazine methosulfate) 

         

图 3  完全敲除株 AP422 uvrAB△ 的 PCR 鉴定和 RT-PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of B. anthracis AP422ΔuvrAB by PCR and RT-PCR. (A) PCR analysis of knock-out of the uvrAB gene in 
B. anthracis AP422. M: DNA marker; 1: AP422ΔuvrAB (The uvrAB gene of B. anthracis AP422 was knocked out but retained loxP 
site); 2: AP422 (The uvrAB gene of B.anthracis AP422 was not knocked out); 3: AP422ΔuvrAB::spc (The uvrAB gene of B. anthracis 
AP422 was knocked out but retained loxP-spc-loxP). (B) Total RNA of B. anthracis AP422 and AP422ΔuvrAB. M: DNA marker; 1: 
AP422; 2: AP422ΔuvrAB. (C) Identification of B. anthracis AP422 and AP422ΔuvrAB by RT-PCR. M: DNA marker; 1: AP422; 2: 
AP422ΔuvrAB. 
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图 4  炭疽芽胞杆菌 AP422 uvrAB△ 与 AP422 菌株生长

曲线的比较 
Fig. 4  Growth curve of B. anthracis AP422ΔuvrAB and 
AP422. 

 

 

图 5  炭疽芽胞杆菌AP422 uvrAB△ 对光化学敏感性以及

代谢活性检测 
Fig. 5   Photochemical sensitivity and analysis of metabolic 
activity of B. anthracis AP422 uvrAB△ . (A) Photochemical 
sensitivity of B. anthracis AP422ΔuvrAB (8-MOP: 1 μg/mL). 
(B) Analysis of metabolic activity of KBMA AP422 uvrA△ B. 

联用时，能增强 MTS 的还原反应，提高反应的灵敏

性。PCT 实验中，在相同的紫外照射时间 (1 h) 下，

AP422 uvrAB (8△ -MOP：1 μg/mL) 和 AP422 (8-MOP：

10 μg/mL) 都失去繁殖能力后，通过 MTS 试剂进行

代 谢 活 性 检 测 ， 我 们 发 现 ： 相 比 PCT AP422，

AP422 uvrAB△ 和活菌一样在 4 h 内维持一个很高

的代谢活性水平，即形成 KBMA AP422 uvrAB△  

(图 5B)。 

3  讨论 

KBMA 最早由 Brockstedt 等发现，他们通过

Amotosalen HCl (s-59) 和长波紫外光的组合方法杀

死细菌[4,12-13]。本研究中，我们参照 Grass 等[21]的研

究选择了易于购买的 8-MOP，它和 s-59 都是补骨脂

素的衍生物，都具有光敏作用。本次实验证明，在

1 μg/mL 浓度的 8-MOP 和 6 J/cm2 强度的长波紫外光

的 PCT 作 用下，失去繁殖能力的炭疽芽胞杆菌

AP422 uvrAB△ 仍然维持代谢活性，达到了 KBMA

实验要求。  

在光化学敏感实验中，特别要注意以下几点：

首先是要选择强度适中的长波长紫外灯；其次是紫

外照射时间不能太长；再次是菌液的用量，本次实

验统一都是用 2 mL 菌液，菌液用量太多，需要加长

紫外照射时间才能杀死全部菌液，这会影响到实验

的准确性；还要注意的是菌液要达到对数生长期时

才能加入 8-MOP，8-MOP 的浓度选择影响菌株的代

谢活性检测。 

对在 PCT 作用下被杀死的菌液代谢活性的检

测是本次实验的重点，首先要确保实验用的炭疽

芽胞杆菌全部在 PCT 中失去繁殖能力，为了能在

6 J/cm2 杀死所有的菌株，所以我们选择了对炭疽芽

胞杆菌 AP422 加大 8-MOP 的浓度 (10 μg/mL)。

8-MOP 浓度太大会对菌株本身代谢活性产生影响，

我们曾经参照 Lin 等 [22]的方法用 300 μg/mL 的

8-MOP 处理菌株，结果 AP422ΔuvrAB 在 3 J/cm2 的

紫外光强度下失去了繁殖能力，但检测出的代谢活
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性很低。随后我们做了大量的摸索，最终确定了本

次实验方案。同时，我们在实验中设定了两个活菌

作为对照，KBMA AP422ΔuvrAB 和活菌一样，在 4 h

内维持了代谢活性，这也为后续的疫苗的研究提供

了实验基础。 

相对于传统的疫苗研究策略，如何采用新思路

来探索更为安全和有效的新型炭疽疫苗，成为各国

和政府应对于生物突发事件的首要问题。如 2009 年

美国犹太大学(Yeshiva University)医学院在炭疽新

型疫苗的研究中，研究人员从产生疫苗的毒素蛋白

中寻找其中最小的蛋白质片段(或称多肽)，并且这个

小片段的蛋白质在注射到动物体内后，能引起动物

产生保护性抗体[23]。同时，KBMA 的发现也为疫苗

的研究提供了新的思路，本次实验的研究成果，为

新型炭疽疫苗的研究提供了实验基础。在当前异常

复杂国际形势下，生物恐怖袭击的危险依然存在，

KBMA 炭疽疫苗有可能会在生物反恐和保护人们的

健康方面发挥积极的作用。 
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