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鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４ 株环化腺苷酸合成酶缺失株平衡致死系
统的构建及其雏鸡免疫保护试验
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摘要:【目的】 为构建鼠伤寒沙门菌环化腺苷酸合成酶缺失株平衡致死系统ꎬ并对其生物学特性进行检测ꎮ
【方法】 以鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 株为亲本株ꎬ利用重组自杀性质粒(ｐＲＥΔａｓｄ)介导的同源重组技术ꎬ经
两步法缺失并筛选 ａｓｄ 基因缺失株(ＳＬ１３４４Δｃｙａ Δａｓｄ)ꎮ 将含 ａｓｄ 基因且无抗性的 ｐＹＡ３４９３ 质粒电转化至

缺失株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄꎬ构建重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ( ｐＹＡ３４９３)ꎮ 【结果】 试验结果表明ꎬ重组菌株

ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)生化特性和生长速度与参考株 ＳＬ１３４４ 相比差异较大ꎬ与亲本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 基

本一致ꎬＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)失去了利用麦芽糖、乳糖、山梨醇等碳源的能力ꎬ也不能分解 Ｈ２Ｓ、半乳

糖和鼠李糖ꎬ但仍保留了利用葡萄糖的能力ꎮ 对 １ 日龄雏鸡攻毒试验表明ꎬＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)毒力

较参考株 ＳＬ１３４４ 降低了约 １０４ 倍ꎮ 免疫保护试验显示ꎬ１ 日龄雏鸡免疫 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)后第 １７
天ꎬ利用鼠伤寒沙门菌参考株攻毒ꎬ保护率为 ６２ ５％ ꎮ 【结论】 鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４ 株环化腺苷酸合成酶

缺失株平衡致死系统构建成功ꎬ且具有较好的免疫保护性ꎬ为深入研究以鼠伤寒沙门菌为载体的口服疫苗奠

定基础ꎮ
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　 　 沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ)是一种兼性厌氧的无芽孢直

杆菌ꎬ至今已有 ２５００ 个血清型被鉴定[１]ꎮ 沙门菌的分

布非常广泛ꎬ可通过直接或间接的方式感染动物和人

类ꎮ 由沙门菌引起的食物中毒在世界各地的食物中毒

中占首位或第二位ꎬ因此ꎬ我国已将沙门菌列为食品从

业人员和公共场所从业人员体检中的必检项目[２]ꎮ
由于沙门菌可通过黏膜途径感染机体ꎬ因此通过

疫苗接种进行防治是最适宜的解决策略ꎮ 近年来ꎬ通
过基因工程技术构建安全可靠的减毒鼠伤寒沙门菌载

体已引起人们的广泛关注ꎬ目前已有多个毒力相关基

因被鉴定ꎬ并在此基础上构建了一系列毒力基因突变

的减毒沙门菌[３]ꎮ 编码环化腺苷酸合成酶(ａｄｅｎｙｌａｔｅ
ｃｙｃｌａｓｅꎬ ＡＣ)的 ｃｙａ 基因是沙门菌的毒力调节基因ꎬ该
类减毒株能有效刺激机体产生黏膜免疫、细胞免疫和
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体液免疫应答ꎬ已被证明是携带外源基因的良好

载体[４]ꎮ
在将沙门菌作为疫苗载体研究过程中ꎬ其所携

带的外源基因的稳定性就显得至关重要ꎬ抗生素的

抗性选择压力可以解决这一问题ꎬ但是在构建疫苗

载体时存在一定的风险ꎬ近年来发展起来的宿主平

衡致死的方法能有效解决质粒携带外源基因表达不

稳定性的问题[５]ꎮ ａｓｄ 基因编码天冬氨酸 β￣半乳糖

脱氢酶ꎬ是细菌苏氨酸、赖氨酸、蛋氨酸和二氨基庚

二酸(ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＤＡＰ)生物合成途径的关

键酶ꎬａｓｄ 缺失菌株在无外源 ＤＡＰ 存在的条件下会

发生死亡ꎬ在这个系统中使用携带有 ａｓｄ 基因的质

粒与鼠伤寒沙门菌染色体 ａｓｄ 突变菌株形成互补ꎬ
使重组菌在无外源 ＤＡＰ 存在的条件下仍能存活[６]ꎮ
本实验室廖成水等在 ＳＬ１３４４ 基础上构建的减毒株

ＳＬ１３４４Δｃｙａꎬ与参考株 ＳＬ１３４４ 相比其毒力降低显

著ꎬ并且具有良好的免疫效果[７]ꎮ 本研究中ꎬ进一

步缺失编码天冬氨酸 β￣半乳糖脱氢酶的 ａｓｄ 基因ꎬ
构建 ａｓｄ 平衡致死系统ꎬ对于构建减毒鼠伤寒沙门

菌菌株及用于高效稳定表达外源基因的疫苗活载体

均具有十分重要的意义ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 细菌菌株、质粒和培养条件

鼠伤寒沙门菌参考株 ＳＬ１３４４ 由南京农业大学

惠赠ꎻ减毒鼠伤寒沙门菌菌株 ＳＬ１３４４ Δｃｙａ[７] 和缺

失 ３１５ ｂｐ ａｓｄ 基因的重组自杀性质粒 ｐＲＥΔａｓｄ[８]由

本室 构 建 并 保 存ꎻ ｐＹＡ３４９３ ( ａｓｄ ＋ ꎬ ｐＢＲｏｒｉꎬ β￣
ｌａｃｔａｍａｓｅ ｓｉｇｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)及其宿主菌 χ７２１３ 由美国

华盛顿大学 Ｄｒ. Ｒｏｙ 教授惠赠ꎻ大肠杆菌和鼠伤寒

沙门菌在各种培养基中恒温培养ꎬ根据需要加入终

浓度为 ２５ μｇ / ｍＬ 的氯霉素(ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌꎬ Ｃｍ)ꎬ
５０ μｇ / ｍＬ 的 ＤＡＰ 及其它所需物质ꎮ
１ ２　 试剂和实验动物

生化鉴定试剂由杭州天和微生物试剂有限公司

生产ꎻ沙门菌属诊断血清(１１ 种)及各种单因子血清

由宁波天润生物药业有限公司生产ꎻ蔗糖、ＤＡＰ 由

美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司生产ꎻ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、
ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和各种限制性内切酶均由宝生

物工程(大连)有限公司生产ꎻ质粒小量提取试剂

盒、ＤＮＡ 胶回收试剂盒由生工生物工程(上海)有限

公司生产ꎮ 胰蛋白胨、酵母浸出物由 ＯＸＯＩＤ(英国)
公司生产ꎬＳＳ 固体培养基和麦康凯固体培养基由广

东环凯微生物科技有限公司生产ꎮ １ 日龄健康且沙

门菌检测为阴性的罗曼雏鸡购自洛阳公华种鸡场ꎮ
１ ３　 引物

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的鼠伤寒沙门菌 ＬＴ２ ａｓｄ
基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ＡＥ００６４６８ １)设计引物ꎬ根
据鼠伤寒沙门菌 ｉｎｖＡ 基因序列设计特异性引物用

于沙门菌的鉴定ꎬ引物由生工生物工程(上海)有限

公司合成(表 １)ꎮ

表 １. ＰＣＲ 扩增所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) Ｓｉｚｅ / ｂｐ

ａｓｄ / Δａｓｄ
Ｐａ１ ＴＴＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＧＣＴＧＡＧＣ
Ｐａ２ ＴＣＣＴＡＴＣＴＧＣＧＴＣＧＴＣＣＴＡＣ

１８０３ (ｗｔ)
３１５ (Δａｓｄ)

ａｓｄ / Δａｓｄ
Ｐａ３ ＴＴＧＧＡＣＡＡＴＧＴＴＡＣＣＧＡＴＡＡ
Ｐａ２ ＴＣＣＴＡＴＣＴＧＣＧＴＣＧＴＣＣＴＡＣ

３７１７ (ｗｔ)
２２２９ (Δａｓｄ)

ｉｎｖＡ
Ｐｉ１ ＣＡＧＧＡＴＡＣＣＴＡＴＡＧＴＧＣＴＧＣ
Ｐｉ２ ＣＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＡＧＧＡＡＣＣＧＴ

５８０

１ ４ 　 鼠伤寒沙门菌重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)的构建及鉴定

参考文献[７￣８]中缺失菌株的构建方法并加以

改进ꎬ通过重组自杀性质粒介导的细菌基因等位交

换技 术 两 步 法 筛 选 出 基 因 突 变 株ꎮ 以 χ７２１３
(ｐＲＥΔａｓｄ)为供体菌ꎬＳＬ１３４４Δｃｙａ 为受体菌进行接

合转移ꎮ 供体菌和受体菌分别培养过夜ꎬ各取

１００ μＬ细菌悬液混合ꎬ补充含有 ＤＡＰ 的 ＬＢ 培养液

１ ｍＬꎬ３７℃、 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振摇过夜ꎬ取适量菌液涂布

于含 Ｃｍ 和 ５％ 蔗糖的 ＬＢ 固体平板上培养ꎬ挑取

Ｃｍ 抗性 ( Ｃｍｒ ) 蔗糖敏感 ( ＳＵＣｓ ) 菌落ꎬ利用引物

ｐａ１ / ｐａ２ 进行扩增鉴定ꎬ同时设供体菌和受体菌对

照ꎮ 阳性接合子在含 ５％蔗糖无抗性无 ＮａＣｌ 的 ＬＢ
(ＮＢ)液体培养基中培养过夜ꎬ连续 １０ 倍稀释ꎬ选取

３４９



Ｊｉｎｇ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

合适的稀释度涂布于含有 １％麦芽糖的麦康凯固体

平板ꎬ筛选 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ 缺失菌株ꎮ 将细菌划线

接种于含 Ｃｍ 的 ＬＢ 固体平板中检测其抗性ꎬ提取细

菌基因组ꎬ利用引物 ｐａ１ / ｐａ２、ｐａ２ / ｐａ３ 进行 ＰＣＲ 扩

增鉴定ꎬ并将引物为 ｐａ２ / ｐａ３ 的 ＰＣＲ 扩增产物送至

生工生物工程(上海)有限公司进行序列测定ꎮ
挑取含 ａｓｄ 基因的无抗性质粒 ｐＹＡ３４９３ 阳性菌

落接种于 ３ ｍＬ 相应的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７℃、２００
ｒ / ｍｉｎ 振荡培养过夜ꎬ参照生工生物工程(上海)有

限公司的质粒(小量)提取试剂盒的步骤提取质粒ꎮ
取 １０ μＬ 该质粒加入 １００ μＬ 感受态细菌液中ꎬ小心

混匀ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎꎬ使 ＤＮＡ 吸附到细菌上ꎬ然后移入

电击杯ꎬ电转化条件:２０００ Ｖ 电压、２５ μＦ 电容、２００
Ω 放电时间 ５ ｍｓꎮ 电击后迅速加入预热的 ５００ μＬ
ＬＢ 培养液ꎬ３７℃、１００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ９０ ｍｉｎꎬ涂布

在预热的 ＬＢ 固体平板上ꎮ 挑取单菌落于 ＬＢ 液体

培养基中培养过夜ꎬ利用引物 ｐａ２ / ｐａ３ 进行 ＰＣＲ 扩

增鉴定ꎬ并将扩增产物送至生工生物工程(上海)有
限公司进行序列测定ꎮ
１ ５　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的表

型鉴定

利 用 玻 片 凝 集 试 验 对 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)重组菌株进行血清型鉴定ꎬ同时将重组

菌 株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ( ｐＹＡ３４９３ )、 缺 失 株

ＳＬ１３４４Δｃｙａ 与参考株 ＳＬ１３４４ 分别接种于含和不含

１％麦芽糖的麦康凯固体平板上ꎬ然后将细菌转接至

麦芽糖、蔗糖、半乳糖等生化鉴定管中ꎬ检测其生化

特性情况ꎮ
１ ６　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)遗传

稳定性测定

将重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)于 ＬＢ
液体培养基中连续传代 ６０ 代ꎬ以 １０、２０、３０、４０、５０、
６０ 代细菌为模板ꎬ利用 ｐａ２ / ｐａ３ 引物进行 ＰＣＲ 扩增

鉴 定ꎬ 以 研 究 ａｓｄ 基 因 在 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)中的稳定性ꎮ
１ ７　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)生长

特性的鉴定

将重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)、缺失

株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 与参考株 ＳＬ１３４４ 在 ＬＢ 液体培养基

中 ３７℃培养过夜ꎬ无菌生理盐水连续 １０ 倍稀释ꎬ取
１００ μＬ 适当稀释度菌液均匀涂布于 ＬＢ 固体平板

上ꎬ每个稀释度做 ３ 个重复ꎬ３７℃培养过夜ꎬ计数ꎬ取
平均值计算原液的 ＣＦＵꎮ 然后以终浓度约为 １０６

ＣＦＵ / ｍＬ 转接于相同液体培养基ꎬ３７℃、２００ ｒ / ｍｉｎ
培养ꎬ每 １ ｈ 取样并进行涂板计数ꎬ绘制生长曲线ꎮ
１ ８　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的毒

力测定

将重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)、缺失

株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 和参考株 ＳＬ１３４４ 分别接种至 ＬＢ 液

体培养基中 ３７℃ 培养过夜后ꎬ以 ５０００ × ｇꎬ 离心

１０ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ利用无菌生理盐水重悬菌体至预

期浓度ꎬ具体浓度值见表 ２ꎮ １ 日龄雏鸡 １６０ 只ꎬ
１０ 只 /组ꎬ每组口服感染预期浓度ꎬ５００ μＬ /只ꎬ同时

设无菌生理盐水对照组ꎮ 观察其临床症状及鸡只死

亡情况ꎬ剖检观察死亡雏鸡的病理变化ꎬ无菌采集其

肝脏并接种至 ＳＳ 培养基和含有麦芽糖的麦康凯固

体平板ꎬ利用引物 Ｐｉ１ / Ｐｉ２ 进行菌株鉴定ꎬ根据 Ｂｌｉｓｓ
法计算雏鸡的半数致死量(ＬＤ５０)ꎮ
１ ９　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)毒力

稳定性的测定

将重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)于 ＬＢ
液体培养基中连续传代 ６０ 代ꎬ收集原代、１０、２０、３０、
４０、５０、６０ 代细菌ꎬ稀释至预期浓度后感染 １ 日龄雏

鸡ꎬ具体步骤同 １ ９ꎬ同时设无菌生理盐水对照组ꎮ
利用引物 Ｐｉ１ / Ｐｉ２ 对分离菌株进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ同时

计算雏鸡的 ＬＤ５０ꎮ
１ １０　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)免疫

保护率的测定

将鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４Δｃｙａ、ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３ ) 突 变 株 在 ＬＢ 液 体 培 养 基 中ꎬ ３７℃
２００ ｒ / ｍｉｎ振摇培养 １６ ｈꎬ无菌生理盐水洗涤细菌并

悬浮ꎬ 调 整 细 菌 浓 度ꎬ 试 验 分 为 ４ 组ꎬ 分 别 是

ＳＬ１３４４Δｃｙａ 免疫组、ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)免
疫组、未免疫雏鸡参考株攻毒组和空白对照组ꎬ每组

１０ 只 １ 日龄雏鸡ꎬ分别以口服的方式免疫ꎬ口服剂

量 １０８ＣＦＵ / ５００ μＬ /只ꎬ空白对照组口服相同剂量的

无菌生理盐水ꎮ 在免疫后第 １７ 天ꎬ 将参考株

ＳＬ１３４４ 以口服方式分别对免疫雏鸡进行攻毒ꎬ攻毒

剂量口服 １ ７ × １０７ ＣＦＵ / ５００ μＬ /只ꎬ攻毒细菌的处

理方法同 １ ９ꎮ 攻毒后连续观察记录免疫雏鸡生长

及死亡情况ꎬ以评价减毒沙门菌的免疫保护作用ꎮ
１ １１　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７ ０ 软件进行分析ꎮ 按照 Ｂｌｉｓｓ 法计

算 ＬＤ５０ꎮ 组间比较采用单因素方差分析ꎬ相关性分

析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析ꎮ 以 Ｐ < ０ ０５ 为差异

有统计学意义ꎮ
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２　 结果

２ １　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的构

建及鉴定

大肠杆菌 χ７２１３ ( ｐＲＥΔａｓｄ)与 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 在

含 Ｃｍ 的 ＬＢ 液体培养基中混合培养后ꎬ由于自杀性

质粒 ｐＲＥΔａｓｄ 整合到 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 染色体上ꎬ会得

到缺失型和野生型 ２ 个 ａｓｄ 拷贝且表型呈 Ｃｍ 抗性

的阳性结合子ꎮ 因此利用上臂内部引物 ｐａ１ 和下臂

内部引物 ｐａ２ 扩增结合子ꎬ可以得到缺失型 ３１５ ｂｐ
和野生型 １８０３ ｂｐ 的两个条带ꎮ ｐＲＥΔａｓｄ 含有负向

选择基因( ｓａｃＢꎬ蔗糖敏感基因)ꎬ阳性结合子在含

５％蔗糖和 ＤＡＰ 无 ＮａＣｌ 的 ＬＢ (ＮＢ)培养基连续传

代培养中发生第二次同源重组ꎬ为了进一步加大筛

选力度ꎬ利用 ＤＡＰ 选择培养基涂板培养更加快速便

捷ꎮ 挑取单菌落ꎬ利用引物 ｐａ１ / ｐａ２ 扩增产生 ３１５
ｂｐ 突变型和 １８０３ ｂｐ 恢复野生型两种结果ꎮ 为了证

明扩增缺失片段是发生在染色体而不是重组自杀性

质粒上ꎬ阳性缺失株进一步用下臂内部引物 ｐａ２ 和

上臂以外染色体上的引物 ｐａ３ 进行扩增鉴定ꎬ缺失

型可获得 ２２２９ ｂｐ 的片段ꎬ野生型获得 ３７１７ ｂｐ 的片

段ꎬｐＲＥΔａｓｄ 则扩增不出任何条带ꎮ 此时筛选所得

到的菌株呈 Ｃｍ 敏感(Ｃｍｓ)和蔗糖抗性(ＳＵＣｒ)ꎬ表
明 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ 缺失株构建成功ꎮ

挑取含 ａｓｄ 基因的无抗性质粒 ｐＹＡ３４９３ 阳性菌

落接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培

养过夜后提取质粒ꎮ 经电转将质粒转入感受态细菌

液中ꎬ３７℃、１００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ涂布在

预热的 ＬＢ 固体平板上ꎮ 挑取单菌落于 ＬＢ 液体培

养基中培养过夜ꎮ 利用引物 ｐａ２ / ｐａ３ 进行 ＰＣＲ 扩

增鉴定ꎬ结果发现ꎬ所挑取菌落可扩增出 ２２２９ ｂｐ 的

片段ꎬ且能在不含 ＤＡＰ 的 ＬＢ 固体平板上生长ꎬ由此

说明重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ( ｐＹＡ３４９３ ) 构建

成功ꎮ
２ ２　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的生

物学特性研究

２ ２ １　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的表

型: 血 清 型 鉴 定 结 果 表 明ꎬ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)的血清型与亲本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ、参考株

ＳＬ１３４４ 相同ꎬ均为 １ꎬ４ꎬ５ꎬ１２:ｉ:１ꎬ２ꎮ 参考株 ＳＬ１３４４
可以利用麦芽糖ꎬ在含有麦芽糖的麦康凯固体平板上

菌落呈红色ꎻ重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)不

能利用麦芽糖ꎬ在含麦芽糖和 ＤＡＰ 的麦康凯固体平

板上菌落呈无色ꎬ该表型与亲本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 一致ꎮ
生化 鉴 定 结 果 表 明ꎬ 重 组 菌 株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)与参考株 ＳＬ１３４４ 相比ꎬ其生化特性发生

了明 显 变 化ꎬ 与 亲 本 株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 保 持 一 致ꎮ
ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)失去了利用乳糖、麦芽

糖、山梨醇等碳源的能力ꎬ也不能分解 Ｈ２Ｓ、半乳糖和

鼠李糖ꎬ但仍保留了利用葡萄糖的能力ꎮ

图 １. 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)、亲本

株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 与参考株 ＳＬ１３４４ 的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)ꎬ ＳＬ１３４４Δｃｙａ ａｎｄ ＳＬ１３４４.

２ ２ ２　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ( ｐＹＡ３４９３)的
遗 传 稳 定 性: 将 重 组 菌 株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)在含 ＤＡＰ 和麦芽糖麦康凯板固体平板

上连续培养 ６０ 代ꎬ挑取第 １０、２０、３０、４０、５０、６０ 代单

菌落ꎬ利用引物 ｐａ１ / ｐａ２ 进行 ＰＣＲ 扩增鉴定ꎬ均能

扩增 出 ３１５ ｂｐ 的 ａｓｄ 缺 失 型 片 段ꎬ 而 亲 本 株

ＳＬ１３４４Δｃｙａ 则扩增出 １８０３ ｂｐ 的 ａｓｄ 野生型片段

(图 略 )ꎬ 这 表 明 重 组 菌 株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)能够稳定遗传 ３１５ ｂｐ 的 ａｓｄ 缺失片段ꎮ
２ ２ ３　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的生

长特性:将重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ (ｐＹＡ３４９３)、亲
本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 及参考株 ＳＬ１３４４ 菌液浓度以约 １ ×
１０６ ＣＦＵ / ｍＬ 为起始浓度开始振荡培养ꎬ然后每１ ｈ 取

５０ μＬ 菌液稀释相应的倍数涂板ꎬ过夜培养计数ꎬ结
果表明重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)生长速

度明显比参考株 ＳＬ１３４４ 缓慢ꎬ与亲本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ
基本一致(图 １)ꎮ
２ ２ ４　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ( ｐＹＡ３４９３)的
毒力测定:１ 日龄健康雏鸡经口感染不同浓度参考

株 ＳＬ１３４４ꎬ鸡只发生死亡或呈现不同程度的临床症
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状ꎮ 无菌生理盐水对照组雏鸡未发生死亡ꎮ 剖检观

察死亡雏鸡的病理变化ꎬ无菌采集其肝脏并接种至

含麦芽糖的麦康凯固体平板ꎬ利用引物 ｐｉ１ / ｐｉ２ 对分

离到的细菌进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ可得到约 ５８０ ｂｐ 的特异

性 ＤＮＡ 片段ꎮ 应用 Ｂｌｉｓｓ 法计算ꎬ参考株 ＳＬ１３４４ 的

口 服 感 染 半 数 致 死 量 为 ３ ３９ × １０５ ＣＦＵꎬ
ＳＬ１３４４Δｃｙａ 的口服感染半数致死量为 ３ ５８ × １０９

ＣＦＵꎬ重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)的口服

感染半数致死量为 ３ ４６ × １０９ ＣＦＵꎬ其毒力较参考

株 ＳＬ１３４４ 约降低了 １０４ 倍(表 ２)ꎮ

表 ２. 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)、缺失株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 和参考株 ＳＬ１３４４ 的毒力测定

Ｔａｂｌｅ ２. Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｉｃｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ (ｐＹＡ３４９３)ꎬ ＳＬ１３４４Δｃｙａ ａｎｄ ＳＬ１３４４
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｄｏｓｅ (ＣＦＵ) Ｔｏｔａｌ Ｎｏ. ｏｆ ｃｈｉｃｋｓ Ｎｏ. ｏｆ ｄｅａｔｈ ＬＤ５０(ＣＦＵ)

ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)

２ ６７ × １０９ １０ ４
８ ４６ × １０８ １０ １
１ ５７ × １０８ １０ ０
３ ３８ × １０７ １０ ０
６ ４５ × １０６ １０ ０

３ ４６ × １０９

ＳＬ１３４４Δｃｙａ

２ ８３ × １０９ １０ ３
７ ９８ × １０８ １０ ２
１ ３２ × １０８ １０ ０
３ ５７ × １０７ １０ ０
７ １８ × １０６ １０ ０

３ ５８ × １０９

ＳＬ１３４４

１ ６９ × １０７ １０ １０
３ ５８ × １０６ １０ ８
６ ９２ × １０５ １０ ７
１ ４５ × １０５ １０ ４
２ ７８ × １０４ １０ ２

３ ３９ × １０５

２ ２ ５　 重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ( ｐＹＡ３４９３)毒
力稳 定 性 测 定: 将 重 组 菌 株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)第 １０、２０、３０、４０、５０、６０ 代细菌经平板法

培养计数后ꎬ用无菌生理盐水稀释至预期浓度后感

染 １ 日龄雏鸡ꎬ计算雏鸡的 ＬＤ５０ꎮ 利用引物 ｐｉ１ / ｐｉ２
对从死亡雏鸡肝脏分离到的细菌进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ可
得到约 ５８０ ｂｐ 的特异性 ＤＮＡ 片段ꎮ 应用 Ｂｌｉｓｓ 法计

算ꎬ重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)经传代后

其口服感染 ＬＤ５０差异不显著(Ｐ > ０ ０５)ꎮ
２ ３　 缺失株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ的免疫保护率的测定

经 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ( ｐＹＡ３４９３)免疫的雏鸡口

服感染参考株 ＳＬ１３４４ 后ꎬ免疫保护率达到 ６２ ５％ ꎬ
ＳＬ１３４４Δｃｙａ 免疫保护率达到 ６２ ８％ ꎬ而未免疫的参

考株攻毒组雏鸡全部死亡ꎬ无菌生理盐水对照组雏

鸡均未发生死亡ꎮ

３　 讨论

近年来ꎬ由于重组 ＤＮＡ 技术的发展和应用ꎬ给
新型疫苗的制备提供了新的方法ꎮ 其中ꎬ以基因工

程减毒细菌活疫苗及其作为载体递呈外源抗原被认

为是最有发展前景的研究领域之一[９]ꎮ 目前ꎬ减毒

鼠伤寒沙门菌的应用最为广泛ꎬ并受到广大研究者

的一致青睐ꎮ 李正等在以鼠伤寒沙门菌 ＳＬｌ３４４Δｃｙａ
的基础上进一步缺失了 ｃｒｐ 基因ꎬ该双缺失株生长

速度更加缓慢ꎬ毒力进一步降低ꎬ而且免疫原性良

好ꎬ可作为减毒沙门菌活疫苗的候选菌株[１０]ꎮ
Ｈａｓｓａｎ 等 通 过 接 种 雏 鸡 减 毒 鼠 伤 寒 沙 门 菌

ΔｃｙａΔｃｒｐχ３９８５ꎬ具有抵御雏鸡沙门菌感染的能力ꎬ
结果表明其控制雏鸡的沙门菌感染具有重要作

用[１１]ꎮ 但这些减毒鼠伤寒沙门菌菌株用于表达外

源抗原时ꎬ需将编码外源抗原的基因克隆至抗生素

标记的质粒载体上ꎬ在实际生产应用中就存在抗药

性的风险ꎬ且抗生素重组质粒在人类和动物体内也

不能稳定存在ꎬ因此抗性选择在实际生产应用中并

不适用[１２]ꎮ
为了在没有抗生素标记的情况下减毒鼠伤寒沙

门菌能够稳定携带和表达外源抗原基因ꎬ近年来研

究的 ａｓｄ 载体￣宿主平衡致死系统ꎬ通过接受 ａｓｄ ＋ 质

粒携带外源抗原基因而表达相应抗原蛋白ꎬ为沙门

菌活疫苗载体的研发开辟了新的途径ꎮ 虽然国内对

减毒沙门菌携带外源基因方面的研究已取得了一定

的成果[１３￣ １４]ꎬ但仍没有自主研发并应用于临床的减

毒鼠伤寒沙门菌缺失株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ 平衡致死
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系统ꎮ 因此ꎬ本研究以鼠伤寒沙门菌 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 为

亲本菌株ꎬ通过自杀性质粒介导的同源重组的方法

构建得到 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ 缺失株ꎬ然后将含 ａｓｄ 基

因且无抗性的 ｐＹＡ３４９３ 质粒电转化至缺失株

ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄꎬ获得 ＳＬ１３４４ ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)
重组菌株ꎮ 生化特性研究表明ꎬ该菌株失去了利用

麦芽糖、乳糖、山梨醇等碳源的能力ꎬ不能分解 Ｈ２Ｓ、
半乳糖和鼠李糖ꎬ但保留了利用葡萄糖的能力ꎬ这些

都与亲本株 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 保持一致ꎬ说明 ａｓｄ 基因并

不影响 ＳＬ１３４４Δｃｙａ 的生化特性ꎮ
本研究以 １ 日龄健康雏鸡为实验动物ꎬ设计了

ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ(ｐＹＡ３４９３)对雏鸡的致病性测定试

验ꎬ结果显示ꎬ参考株 ＳＬ１３４４ 的口服感染半数致死

量为 ３ ３９ × １０５ ＣＦＵꎬ重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３)的口服感染半数致死量为 ３ ４６ × １０９

ＣＦＵꎬ其毒力较参考株 ＳＬ１３４４ 降低了约 １０４ 倍ꎬ初
步说明重组菌株 ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ( ｐＹＡ３４９３)作为

疫苗载体具有良好的安全性ꎬ所构成的宿主载体平

衡致死系统可用于外源基因的稳定表达ꎬ为开发安

全高效的口服多价鼠伤寒沙门菌活载体疫苗奠定了

基础ꎮ 减毒鼠伤寒沙门菌载体作为基因疫苗运送载

体的研究真正走入临床应用方面ꎬ还需进一步的完

善ꎬ还需考虑到表达量低、毒力返强、表达产物对载

体有危害等不足之处ꎮ 相信对减毒鼠伤寒沙门菌载

体研究的不断深入和分子生物学的不断发展ꎬ会逐

步解决存在的问题ꎬ使完善的减毒鼠伤寒沙门菌载

体真正应用到临床中ꎮ
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Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｖｉｒｕｌｅｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ
ｖｉｖｏ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９０ꎬ １４１ ( ７￣８ ):
７９７￣８０５.

[１３]　 Ｚｈａｏ Ｈꎬ Ｘｕ Ｘꎬ Ｔｏｎｇ Ｄꎬ Ｌｕｏ Ｘ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＰＲＲＳＶ ＧＰ３ ａｎｔｉｇｅｎ. Ａｃｔａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅ
Ｂｏｒｅａｌｉ￣Ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１１ꎬ ２０(１０): ６￣１１. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
赵红妮ꎬ 许信刚ꎬ 童德文ꎬ 罗小毛. 表达 ＰＲＲＳＶ ＧＰ３
蛋白减毒鼠伤寒沙门氏菌疫苗株的构建. 西北农业

学报ꎬ ２０１１ꎬ ２０(１０): ６￣１１.
[１４]　 Ｙｉｎ Ｊꎬ Ｚｈｏｕ Ｂꎬ Ｗｅｎ Ｍꎬ Ｆａｎ Ｃꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｄｕ Ｈ.

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｇｏａｔ ｐｏｘｖｉｒｕｓ Ｐ３２ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ａｓ ｃａｒｒｉｅｒ. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２０１０ꎬ ２０(４): ３￣５. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
殷俊磊ꎬ 周碧君ꎬ 文明ꎬ 樊翠华ꎬ 杨颖ꎬ 杜海燕. 以

减毒沙门氏菌为载体山羊痘病毒 Ｐ３２ 基因真核表达

载体的构建与鉴定. 生物技术ꎬ ２０１０ꎬ ２０(４): ３￣５.

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｓｔ￣ｖｅｃｔｏｒ ｂａｌａｎｃｅｄ ｌｅｔｈａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＳＬ１３４４Δｃｙａ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｈｉｃｋｌｉｎｇ

Ｊｉｎｇ Ｌｉ＃ꎬ Ｓｏｎｇｂｉａｏ Ｃｈｅｎ﹟ꎬ Ｚｕｈｕａ Ｙｕꎬ Ｌｅｉ Ｈｅꎬ Ｘｉａｏｋａｎｇ Ｌｉꎬ Ｙａｎｙａｎ Ｊｉａꎬ Ｃｈｕａｎ Ｙｕꎬ
Ｃｈｕｎｊｉｅ Ｚｈａｎｇ∗ꎬ Ｘｉａｎｇｃｈａｏ Ｃｈｅｎｇꎬ Ｙｉｎｊｕ Ｌｉꎬ Ｔｉｎｇｃａｉ Ｗｕꎬ Ｚｈａｎｑｉｎ Ｚｈａｏ
Ａｎｉｍａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ Ｐｕｂｌｉｃ Ｓｅｃｕｒｉｔｙ Ａｃａｄｅｍｉｃｉａｎ Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｄ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈꎬ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｌｕｏｙａｎｇ ４７１００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｈｏｓｔ￣ｖｅｃｔｏｒ ｂａｌａｎｃｅｄ ｌｅｔｈａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ
ｍｕｔａｎｔꎬ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. [ Ｍｅｔｈｏｄｓ ] Ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｕｉｃｉｄｅ ｐｌａｓｍｉｄ (ｐＲＥΔａｓｄ)ꎬ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐＹＡ３４９３ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｅ ａｓｄ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ＳＬ１３４４ ΔｃｙａΔａｓｄꎬ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ＳＬ１３４４ ΔｃｙａΔａｓｄ
(ｐＹＡ３４９３) ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ＳＬ１３４４ꎬ ｂｕｔ ａｌｍｏｓｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎ ＳＬ１３４４Δｃｙａ. Ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ
ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｎｅｉｔｈｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔ ｍａｌｔｏｓｅꎬ ｌａｃｔｏｓｅꎬ ａｎｄ ｓｏｒｂｉｔｏｌꎬ ｎｏｒ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅ Ｈ２Ｓꎬ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｒａｔ ｌｅｅ ｓｕｇａｒꎬ ｂｕｔ ｓｔｉｌｌ
ｒｅｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｕｓｅ ｇｌｕｃｏｓｅ. Ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｄａｙ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｅｔｈａｌ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ (ｐＹＡ３４９３) ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ
ａｔ ｌｅａｓｔ １０４ ｔｉｍｅｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ＳＬ１３４４ ｓｔｒａｉｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ (ｐＹＡ３４９３) ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ
６２ ５％ . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ＳＬ１３４４ΔｃｙａΔａｓｄ (ｐＹＡ３４９３) ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｉｔ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍꎬ ｍｕｔａｎｔꎬ ａｓｄ ｈｏｓｔ￣ｖｅｃｔｏｒ ｂａｌａｎｃｅｄ ｌｅｔｈａｌ ｓｙｓｔｅｍꎬ ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

(本文责编:王晋芳ꎬ李磊)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｄｒ. Ｓｔａｒｔ￣ｕｐ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (０９００１５８０)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｙｏｕｔｈ ｓｃｉｅｎｃｅ ｆｕｎｄ ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｈｅｎａｎ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (２０１２ＱＮ００９) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (１５Ａ２３００１０)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃｊｚｈａｎｇ＠ｓｉｎａ. ｃｏｍ
＃Ｔｈｅｓｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｅｑｕａｌｌｙ ｔｏ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ.
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２６ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１４ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２ Ｍａｒｃｈ ２０１５
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