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摘 要 出血性大肠杆菌 UTH$ 感染是重要的新发食物源性传染病，主要致病特征之一是能引起人肠上皮细胞特征性的 ;VI
损伤，;VI 损伤主要是由 MII 致病岛所编码的毒力因子所引起，,%* 是 MII 致病岛毒力基因群的中心调节基因，对 MII 致病岛

所编码的毒力因子有正调控作用。UTH$：W$ 另一个毒力因子是由整合到染色体上的原噬菌体编码的 46X 毒素。以 UTH$：W$
9:J!Y 为始发菌株，利用自杀性质粒 5F%ZYY! 和同源重组的原理构建了 UTH$：W$ 的 ,%* 基因缺失突变菌株（缺失了 ,%* 基因中

第 $"J"HT 位的碱基，共 !$G85），并利用噬菌体消除技术筛选到消除了编码 46X 的原噬菌体 Z); 的菌株，构建出了 UTH$：W$ ,%*V
&/: 基因缺失突变弱毒菌株，并对该菌株的 %0,& 细胞毒性、小鼠模型的安全性以及乳鼠的被动免疫保护作用进行了研究。结

果表明，UTH$：W$ ,%*V &/: 基因缺失突变菌株丧失了对 %0,& 细胞的毒性作用，并丧失了对实验小鼠的致病性，具有良好的安全

性。乳鼠被动免疫保护性实验表明，用该菌株免疫母鼠后，乳鼠通过吸吮母乳可以获得良好的被动免疫保护作用。因此本研

究所构建的 UTH$：W$ ,%*V &/: 基因缺失突变弱毒菌株可作为预防 IWIF UTH$：W$ 感染的疫苗候选株，为最终研究制出 UTH$ 的

基因工程菌苗奠定基础。
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出 血 性 大 肠 杆 菌（D$*(/0)(30//)%#"+ ’ , ()!*，
D9DP）5678：98 感染是一种新发的食物源性传染

病，是一个世界性的公共卫生问题。5678：98 感染

主要引起婴幼儿腹泻、出血性结肠炎（9P）和溶血性

尿路综合症（9QA）。近十多年来，D9DP 5678：98 感

染在日本、美国、英国、加拿大、澳大利亚等国屡有暴

发，尤其是在 6GGR 年 7 S J 月间，日本发生了大肠杆

菌 5678：98 感染引起的出血性肠炎流行，有 GTTT 余

人受到感染，近 6T 个府县都有发病。我国自 6GJR
年徐州首次报道以来，福建、甘肃、浙江、安徽等省市

先后自人畜以及其它动物中分离出 5678：98 大肠

杆菌。江苏和安徽于 MTT6 年发生了 D9DP 5678：98
感染性腹泻暴发流行，患者超过 M 万例，死亡 688
例，由此可见，我国也受到此病的威胁。从 5678：98
的世界流行情况来看，如日本、美国等都是先散发病

例，继而小规模爆发，然后可发生流行，因此我们应

该对 5678：98 感染有足够的认识和警惕。

近年来，对 5678：98 毒力基因的结构、功能及

其调节基因的作用研究取得了突破性进展。已经完

成了两个 5678：98 分离株的全基因组测序工作。

研究表明 5678：98 的主要毒力因子包括两部分，一

部分是染色 体 上 的 肠 细 胞 脱 落 位 点（I)( 20+1! 0.
($*(/0+;*( (..%+(3($*，FDD）致病岛编 码 的 毒 力 因 子

群，FDD 致病岛编码的毒力因子是引起肠粘膜粘附

与脱落（%**%+)"$# %$& (..%+"$#，-:D）损伤所必需的。

2(/（FDDN($+0&(& /(#12%*0/）基 因 位 于 FDD 致 病 岛

内［6］，其编码产物 F(/ 是 FDD 致病岛的转录活化因

子，可以激活 FDD 致病岛毒力因子的表达［M］。通过

对肠致病性大肠杆菌的研究表明，2(/ 基因的缺失可

导致细菌毒力大大降低［H］。5678：98 另一个主要的

毒力因子是志贺毒素（A)"#% *0<"$，A*<）［@］。A*< 是由

整合到细菌染色体上的一段原噬菌体 EU- 编码［7］。

本研究以野生型 5678：98 JRNM@ 为始发菌株，利用

自杀性质粒和同源重组的原理，敲除 FDD 致病岛的

正调控基因 2(/，并利用原噬菌体消除技术消除编码

A*< 毒素的原噬菌体 EU-，目的是构建 D9DP 5678：

98 的 2(/:!*< 基因缺失突变菌株，并对该突变菌株的

致病性和免疫原性进行研究，探讨这种突变菌株作

为疫苗的可能性，为最终研究制出 D9DP 5678 的基

因工程菌苗奠定基础。

) 材料和方法

)*) 材料

本研究所使用的寡核苷酸引物和质粒与菌株分

别见表 6 和表 M 所示。V(/0 细胞由本室保存，限制

性核酸内切酶、I@ EU- 连接酶、D< I%B EU- 聚合酶、

EFMTTT EU- W%/C(/ 购自大连 I%X%Y% 公司，萘啶酮

酸（U%2"&"<"+ %+"&，U%2）购自 A"#3% 公司，丝裂霉素 P
（W"*03;+"$ P）购自 Y0+)( 公司。本研究所用小鼠均

为昆明鼠，购自卫生部长春生物制品研究所。

表 ) 本研究所使用的寡核苷酸引物
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表 ! 本研究所使用的质粒和菌株

"#$%& ! ’%#()*+( #,+ (-.#*,( /(&+ *, -0*( (-/+1
!"#$%&’$ #(’ $)*#&($ +,#*#-).*&$)&-$ /01*-.

2+34556 /1&-&’. 7.-)0* +34，8(&7.*$&)9 0: ;#*9"#(’
2+34556：：!!"# < $1&-&’. 7.-)0* =&), ’.".).’ !"# >.(. ?,&$ $)1’9
@ABC：DC E4FGHH I&"’ )92.，7&*1".(-. $)*#&( +34，8(&7.*$&)9 0: ;#*9"#(’
@ABC：DC JKL65 I&"’ )92.，$%&A M N +34，8(&7.*$&)9 0: ;#*9"#(’
/;AO < ,0$) -."" 0: $1&-&’. 7.-)0* N +34，8(&7.*$&)9 0: ;#*9"#(’
/;AO（2+34556：：!!"#） /;AO -#**9&(> ),. *.-0%P&(#)&0( $1&-&’. 7.-)0* ?,&$ $)1’9
@ABC：DC JKL65（2+34556：：!!"#） @ABC：DC -#**9&(> ),. *.-0%P&(#)&0( $1&-&’. 7.-)0* ?,&$ $)1’9
@ABC：DC（!!"#Q!$%&） ".*Q$)R ’.".)&0( %1)#() 0: EDE+ @ABC：DC JKL65 ?,&$ $)1’9

23! 重组自杀性质粒 456788!：：!!"# 的构建

根据 EDE+ @ABC：DC 染色体上 ".* 基因及两侧

序列，设计两对引物：!*&%.* :、!*&%.* > 和 !*&%.* ,、

!*&%.* &。通过 !+S 扩增出中间缺失 6CGP2 的 !"# 缺

失基因片段!!"#（缺失了 !"# 基因中第 CHLHBA 位的

碱基，共 6CGP2），将之克隆到自杀性质粒 2+34556
中，构建重组自杀性质粒 2+34556：：!!"#。将重组

质粒转化到大肠杆菌感受态细胞 /;AO 中，构建重

组菌株 /;AO（2+34556：：!!"#）。

239 :2;<：=< 菌株萘啶酮酸抗性的诱导

将 @ABC：DC JKL65 菌株分别在含有从低到高不

同浓度萘啶酮酸的 FT 中进行培养，至萘啶酮酸的

终浓度为 BO">Q%F，即诱导出具有萘啶酮酸抗性的

菌株，命名为 @ABC：DC（U#"S）。

238 重组自杀性质粒的接合转移

自杀性质粒可通过接合（-0(V1>#)&0(）在不同菌

株间直接转移，将受体菌 @ABC：DC JKL65（U#"S）和供

体菌 /;AO（2+34556：：!!"#）分别在 FT 中过夜培养，

然后取这两个菌株的过夜培养物混匀，过滤，细菌被

收集在滤膜上。将滤膜置于无抗性的 FT 琼脂平板

培养过夜。然后收集滤膜上的细菌，倍比稀释后涂

布 于 FT 琼 脂 平 板（ 内 含 <%2 AOO">Q%F，U#"
BO">Q%F）。重组自杀质粒可在这两个菌株之间通过

接合而从供体菌转移到受体菌，利用抗性标志筛选

既具有萘啶酮酸抗性又具有氨苄青霉素抗性的菌

株，即 可 能 是 目 的 重 组 菌 株 @ABC：DC JKL65
（2+34556：：!!"#）。由于目的重组菌株基因组上有

一个完整的 !"# 基因，质粒上有一个缺失了 6CGP2 的

!"# 基因，因此通过 !+S 扩增 !"# 基因进一步鉴定，

应能扩增出两条带。

23; :2;<：=< >?@!8 !"# 基因缺失菌株的筛选与鉴

定

重组菌株 @ABC：DC JKL65（2+34556：：!!"#）中含

有一个重组自杀性质粒 2+34556：：!!"#，由于该质

粒中有一个缺失了 6CGP2 的 !"# 基因片段，该片段与

@ABC：DC 基因组中 !"# 基因两端的序列完全相同，

这两个片段可通过同源重组发生交换，即重组菌株

@ABC：DC JKL65（2+34556：：!!"#）基因组中完整的 !"#
基因片段与质粒 2+34556：：!!"# 中的缺失了 6CGP2
的 !"# 基 因 片 段 发 生 交 换。由 于 自 杀 性 质 粒 在

@ABC：DC 菌中不稳定，容易丢失，且带有自杀性质粒

的 @ABC：DC 细菌在含蔗糖的平板上不能生长。因

此可利用含蔗糖的平板筛选发生了同源重组并丢失

了重组自杀性质粒的菌株即目的菌株 @ABC：DC JKL
65 !"# 基因缺失突变菌株。

具体 操 作 程 序：将 重 组 菌 株 @ABC：DC JKL65
（2+34556：：!!"#）于 FT 中过夜培养。培养物 AO 倍

梯度稀释后涂布于含 BW蔗糖和 BO">Q%F 萘啶酮酸

的 FT 琼脂平板，6GX培养过夜。用含蔗糖和萘啶酮

酸以及氨苄青霉素和萘啶酮酸的琼脂平板进行筛

选，并对筛选出的菌株通过 !+S 扩增 !"# 基因进行

鉴定，筛选只能扩增出一个缺失了 6CGP2 的 !"# 基因

的菌株，该菌株即是发生了同源重组且丢失了重组

自杀质粒的目的菌株 @ABC JKL65 !"# 基因缺失突变

菌株。用引物 T0.’CBA 和 !*&%.* ’ 扩增该菌株的 !"#
基因片段，纯化回收 !+S 产物，进行序列分析，进一

步确认目的菌株 @ABC JKL65 !"# 基因缺失突变菌株

的基因缺失突变。

23? :2;<：=< >?@!8 !"# A $%& 基因缺失突变菌株的

筛选与鉴定

由于编码 /)R 毒素的原噬菌体本身具有潜在的

不稳定性，因此将 @ABC：DC JKL65 !"# 基因缺失突变

菌株在 FT 中进行传代培养，并用丝裂霉素进行诱

导，用 !+S 筛选消除了编码 /)R6 原噬菌体序列的菌

株，该 菌 株 也 就 不 能 编 码 志 贺 毒 素，即 @ABC：DC
（!!"# Q!$%&）。根据 Y.(T#(Z 报道的 @ABC：DC 基因组

中编码志贺毒素的两个原噬菌体 4U< 序列及其旁

侧序列设计引物，通过 !+S 和序列分析对 @ABC：DC

HA6刘 军等：出血性大肠杆菌 @ABC 基因缺失疫苗株的构建及其免疫



（!!"# !!$%&）菌株中编码志贺毒素的原噬菌体 "#$
序列消除进一步鉴定。

!"# $!%#：&#（!!"# ’!$%&）菌株对 ()*+ 细胞毒性分

析

将 强 毒 株 %&’(：)( *"+,--、%&’(：)(（!!"# !
!$%&）和对照菌株 ")’"接种到 +. 中培养过夜，培

养上清过滤除菌。将这 - 株细菌的滤液按 &/ 0 梯

度稀释，将原液及各稀释度的滤液分别取 &/#+ 加入

到培养好的 1234 细胞孔中（每孔的细菌培养上清原

液加入量范围为 &/ 5 &/6 7
#+），继续培养 (89。按文

献报道改进方法［7］，倒掉培养液，用 :.; 轻轻冲洗 -
次，在各孔中分别加入 &//#+ 结晶紫染色液，常温下

作用 &/<=>，倒掉染色液，流水轻轻冲洗，甩干，加入

脱色液（--?醋酸溶液），于 ’(/>< 波长下用酶标仪

测定吸光度值。以未加细菌培养上清的细胞孔作为

阴性对照，计算细菌培养上清滤液对细胞的抑制率。

计算公式为：抑制率 @（阴性对照组 ’( 值 6 实验

组 ’( 值）! 阴性对照组 ’( 值 0 &//?。重复实验

- 次，对结果进行比较，观察 %&’(：)(（!!"# !!$%&）培

养上清对 1234 细胞的毒性情况。

!", $!%#：&#（!!"# ’!$%&）菌株对小鼠模型的安全

性分析

离乳昆明小鼠（约 &/A 左右）随机分为 - 组，每

组 7 只。首先对所有小鼠按 8B’<A!CA 体重腹腔注

射丝裂霉素 D，以增加小鼠对 %&’(：)( 的敏感性。

第 & 组小鼠灌胃接种 %&’(：)(（!!"# !!$%&），第 8 组

小鼠灌胃接种野生型强毒株 %&’(：)( *"+,--，接种

剂量均为 E 0 &/,DFG!只，第 - 组小鼠以相同体积的

生理盐水灌胃作为阴性对照。观察小鼠生长情况，

并对实验小鼠进行组织切片镜检分析。

!"- 特异性抗体及抗体消长规律检测

成年昆明母鼠（平均体重约 8HA）分为 8 组，每组

7 只。一组用 %&’(：)(（!!"# !!$%&）经灌胃接种免疫

8 次，免疫剂量为 &/&/DFG!只，免疫间隔为 8 周，另一

组用相同剂量的生理盐水以相同方式灌胃，作为对

照组。第 8 次灌胃后 &EI、-/I、7/I、,/I 分别采集血

液和粪便样品。以 %&’(：)( 菌体超声波裂解后作

为包被用抗原，用 *+J;$ 的方法检测血液和粪便样

品中的 JAK 和 JA$ 水平。

!"!. $!%#：&#（!!"# ’!$%&）菌株的被动免疫保护性

实验

成年昆明母鼠（平均体重约 8HA）分为 8 组，第 &
组 -/ 只，用 %&’(：)(（!!"# !!LMN）经灌胃接种免疫，

免疫剂量为 &/&/DFG!只，(I 后与公鼠混养交配，再过

(I 后加强免疫；第 8 组 8/ 只，与第 & 组相同的方式

用生理盐水灌胃后作为对照组。母鼠所生的乳鼠，

可通过正常吸吮母乳获得母源抗体。利用 %&’(：)(
*"+,-- 强毒株对 ( 日龄的乳鼠进行灌胃攻毒，攻毒

剂量为 EB7 0 &/H DFG!只，观察并记录乳鼠生长情

况，评价被动免疫效果。

/ 结 果

/"! 重组自杀性质粒 01(233/：：!!"# 的构建

将中间缺失了 8(,OP 的 !"# 缺失基因片段与自

杀性质粒 PD1"EE8 连接，转化到 ;Q&/，从重组菌株

中提取质粒，进行 )*+$!,-*$双酶切鉴定，并用引

物 .42I (’&!:3=<23 I 进 行 :DR 鉴 定，酶 切 产 物 和

:DR 鉴定产物电泳，结果与预期的大小一致（图 &），

证实重组菌株 ;Q&/（PD1"EE8：：!!"#）构建正确。

图 & 重组自杀性质粒 PD1"EE8：：!!"# 的

酶切鉴定和 :DR 鉴定

F=AS & R2LM3=TM=4> 2>UV<2 I=A2LM=4> W>I :DR
=I2>M=X=TWM=4> 4X PD1"EE8：：!!"#

&："+8/// "#$ <W3C23；8：PD1"EE8：：!!"# I=A2LM2I OV )*+$!,-*
$；-：:DR W<PY=X=TWM=4> OV P3=<23 X!P3=<23 J；E：:DR W<PY=X=TWM=4> OV
:3=<23 I!.42I (’&B

/"/ $!%#：&# ,45/3 !"# ’ $%& 基因缺失突变菌株的

构建与鉴定

重组自杀质粒的供体菌 ;Q&/（PD1"EE8：：!!"#）
与受体菌 %&’(：)( H7Z8E（#WYR）进行接合转导，转导

后的菌株即 %&’(：)( H7Z8E（PD1"EE8：：!!"#）。将该

菌株培养以后，用蔗糖筛选 #WYR、$<P; 的菌株进行

:DR 鉴定，挑选只能扩增出一条!!"# 片段的菌株

（图 8），此菌株即 %&’(：)( H7Z8E !"# 基因缺失突变

菌株。对该菌株的 !"# 基因进行序列比较分析，结

果证实所构建菌株的 !"# 基因缺失了 8(,OP。

将 %&’(：)( H7Z8E !"# 基因缺失突变菌株在 +.
中传代培养以后，通过 :DR 筛选消除了编码 ;MN8 的

原噬菌体 "#$ 的菌株，序列分析证实所构建的菌株

已消除了带有编码志贺毒素基因的原噬菌体 "#$
序列，该菌株即 %&’(：)( H7Z8E !"# ! $%& 基因缺失突
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变菌株，命名为 !"#$：%$（!!"# &!$%&）。

图 ’ !"#$：%$ 野生株及突变株的 !"# 基因鉴定

()*+ ’ ,-./0)1)230)4/ 41 !"# *./. 1546 7)8-09:.
!"#$：%$ 45 6;03/0<

"：=>’??? =@A 635B.5；’：!"# *./. 1546 !"#$：%$ CDE’F；G：!"# *./.
1546 !"#$：%$ CDE’F（@38H ）；F： !"# *./. 1546 !"#$：%$ CDE’F

（:IJ=FF’：：!!"#）；#：!"# *./. 1546 !"#$：%$ CDE’F !"# *./. -.8.0)4/
6;03/0 +

!"# $%&’：(’（!!"# )!$%&）培养上清对 *+,- 细胞毒

性分析

J.54 细胞加入 !"#$：%$ 野生株及基因缺失突

变株培养上清过滤液 $’K 后，按实验所述方法测量

计算不同细菌各个稀释度对 J.54 细胞生长的影响，

结果见图 G 所示。野生株 !"#$：%$ L=>MGG 有很强

的 J.54 细胞毒性作用，镜检可见细胞变圆、脱落、死

亡，加入 "?N G O "?N F
"> L=>MGG 菌株的培养上清滤

液即可抑制约 #?P的细胞生长。而 !"#$：%$（!!"# &
!$%&）与 =%##的培养上清滤液对 J.54 细胞的生长

无影响，证实 !"#$：%$（!!"# &!$%&）对 J.54 细胞无毒

性作用。

图 G !"#$：%$ 及其突变体对 J.54 细胞的毒性实验

()*+ G QK. 04R)*./)2)09 41 !"#$：%$ 3/- )0< !"#& $%& -.8.0)4/
6;03/0 2;80;5. <;:.5/303/0< 04 J.54 2.88

!". $%&’：(’（!!"#)!$%&）菌株对小鼠模型的安全性

接种 !"#$：%$（!!"# &!$%&）的实验组小鼠生长正

常，无可见临床症状，体重变化与用生理盐水灌胃的

阴性对照组小鼠一致（图 F）；接种野生型强毒株

!"#$：%$ L=>MGG 的对照组小鼠体重减轻，F 天内 D
只小鼠全部死亡。组织病理学镜检结果见图 # 所

示：接种强毒株的对照组小鼠肝细胞素紊乱，失去肝

小叶固有结构，肝细胞内含有粉红色颗粒，呈重度颗

粒变性，部分肝细胞肿胀如气球，肝细胞核悬浮于中

央或一侧，呈重度的水泡变性（气球样变）；肠组织呈

卡他性肠炎，杯状细胞增多，肠腔内有炎性分泌物，

固有层轻度出血和水肿。而实验组小鼠各脏器未见

明显组织病理学变化。证实 !"#$：%$（!!"# &!$%&）对

实验小鼠丧失了致病性，具有良好的安全性。

图 F 小鼠安全性实验体重曲线

()*+ F QK. 7.)*K0 2;5S.< 41 6)2. )/42;830.-
7)0K T320.5)3 2;80;5.<

!"& 免疫鼠血清和粪便特异性抗体及抗体消长规

律结果

二次免疫后第 "F 天，采集免疫组和对照组的粪

便和血清样品，用 L>,UA 检测其中的 ,*V 和 ,*A 水

平，结果见表 G 所示。粪便中 ,*A 水平较高，血清中

,*V 水平较高。

二次免疫后第 "F、G?、D?、M? 天分别采集免疫鼠

的血液和粪便样品，L>,UA 检测其 ,*V 和 ,*A 消长规

律，结果见图 D 所示。粪便中 ,*A 和血清中 ,*V 水

平在免疫后第 "F 天最高，然后逐渐下降，但直到 M?-
后仍能从粪便和血液中检测到相应抗体。

以上两个实验证实 !"#$：%$（!!"# &!$%&）能够有

效激发机体系统免疫和粘膜免疫应答，并且抗体的

分泌能够持续较长时间。

!"/ 菌株 $%&’：(’（!!"# )!$%&）免疫母鼠后对乳鼠

的被动免疫保护性实验

用 !"#$：%$ L=>MGG 强毒株对 $ 日龄乳鼠攻毒

后，G O D 天内陆续出现死亡。!"#$：%$（!!"# &!$%&）

菌株免疫组母鼠所生乳鼠 ’"$ 只，死亡 F$ 只，乳鼠

存活率为 $CWGFP；未免疫对照组母鼠所生乳鼠 "D#
只，死 亡 "FF 只，乳 鼠 存 活 率 为 "’W$GP。 说 明

!"#$：%$（!!"# &!$%&）菌株免疫母鼠后，乳鼠通过吸

#"’刘 军等：出血性大肠杆菌 !"#$ 基因缺失疫苗株的构建及其免疫



图 ! 对照组（接种 "#!$：%$ &’()**）和实验组（接种 "#!$：%$（!!"#+!$%&））小鼠组织病理学变化

,-./ ! 0-12 3-4452 67389:9.-17: :24-9;4 9< 19;3=9: .=956（2>62=-?2;37::@ -;915:732A B-38 "#!$：%$ &’()**）

7;A 3243 .=956（2>62=-?2;37::@ -;915:732A B-38 "#!$：%$（!!"#+!$%&））

吮母乳而获得了良好的被动免疫保护作用。

表 ! 免疫后第 "# 天免疫组和对照组抗体应答水平 $%&’( 结果比较（#)*+, !" 值 # - $）
./012 ! .32 45,6/7895+ 5: ;< =/1>29 0? $%&’( @2A24A8+B &B( /+@ &BC /A "# @/?9 /:A27 8,,>+8D/A85+（!" #)*+, # - $）

C=9564
D.E D.C

,217: F2=5? ,217: F2=5?

D??5;2 .=956 #G)*# H IG**J IGK$L H IG#)! IG$ML H IGLLK LG$$) H IGL#$

N9;3=9: .=956 IG*J! H IG#JL IGLMM H IGI$# IG#)M H IGI#$ IGL! H IGIML

图 J 免疫鼠抗体消长 &(DFE 测定结果

,-./ J O82 =245:34 9< &(DFE 7447@ <9= A23213-;.
<:9B-;. P7:524 9< D.E 7;A D.C

! 讨 论

肠出血性大肠杆菌 "#!$：%$ 感染是一种新发

食物源性传染病。对 "#!$ 的感染不建议使用抗生

素治疗，因为使用抗生素治疗至少会引起三方面的

不良后果：（#）可能导致耐药菌株的产生；（L）会引起

肠道菌群失调；（*）会引起菌体裂解，从而导致志贺

毒素（’%&）的大量释放，引起更为严重的后果。因此

对 "#!$ 的感染应以预防为主。目前正在研究中的

疫苗主要是针对 "#!$：%$ 的 (QF、紧密素（D;3-?-;）

或志贺毒素 R 亚基（ ’%&(）等组分构建的亚单位疫

苗，但目前临床上还缺乏有效的 "#!$ 疫苗。阻碍

"#!$ 疫苗研究的因素主要有两个方面，一方面是由

于常用的实验动物对 "#!$：%$ 都不易感，还没有一

个合适的动物模型来对构建的 "#!$ 疫苗进行免疫

学评价；另一方面尽管 "#!$：%$ 的 (QF、紧密素或志

贺毒素 R 亚基等组分虽都具有一定的免疫原性，但

其免疫保护效果都不够理想［$］。因此本研究的目的

是通过基因工程的方法，敲除 "#!$：%$ 的毒力编码

基因或毒力基因的调节基因，以构建一个 "#!$：%$
基因缺失突变弱毒疫苗菌株。

&%&N "#!$：%$ 最重要的致病特征之一是肠上

皮细胞特征性的 E+& 损伤。研究发现编码 E+& 损
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伤的所有基因都位于染色体上的 !"" 致病岛内。

"##$%&& 等的研究结果表明 !"# 基因对 "’"( 和 ")"(
中 !"" 致 病 岛 毒 力 因 子 的 表 达 具 有 正 调 控 作

用［*，+］，!"# 是 "’"( 和 ")"( 毒力因子表达的中心

调节基因。冯书章等通过实验敲除 "’"( ,-./ 和

01"(2- 两个菌株的 !"# 基因，成功构建了兔致病性

大肠杆菌基因工程菌苗，结果表明细菌的 !"# 基因

缺失突变可导致细菌致病性的丧失，但保留细菌的

免疫原性［-.，--］。这为本研究提供了研究方案和技

术路线。

本研 究 所 使 用 的 自 杀 性 质 粒 3(41556，带 有

078 复制起始位点，$%&’ 基因和 0’5 基因，078 是

依赖于!蛋白的复制起始位点，本实验所使用的自

杀质粒宿主菌 9:-. 能够表达!蛋白，因此 3(41556
可以在 9:-. 中复制；$%&’ 基因编码果聚糖蔗糖酶，

含有 $%&’ 基因的革兰氏阴性菌在含 ;<蔗糖的培

养基上不能生长，这就提供了一种筛选质粒丢失菌

株的方法；0’5 能够诱导细菌接合（=%>?@AB&$%>）而发

生质粒在细菌间直接转移。本研究利用基因组特定

基因定点敲除技术，为基因缺失突变弱毒菌株的构

建提供了技术支持。

本研究以 ,-;C：)C *7265 菌株为始发菌株，利

用上述自杀性质粒技术敲除了 ,-;C：)C 的 !"# 基

因，继而利用噬菌体消除技术消除了细菌基因组中

的原噬菌体序列［-6］，从而成功构建出 ,-;C：)C !"# D
$() 基因缺失突变菌株。 !"# 基因是 !"" 致病岛毒力

基因群的正调控基因，$() 是编码志贺毒素的基因，

这两个基因的缺失将导致 ,-;C：)C 的致病性大大

降低。研究表明 ,-;C：)C !"# D $() 基因缺失突变菌

株仍可在小鼠肠道内定居一定时间（该数据另文发

表），细菌的一些表面抗原、!’9 以及其它分泌性蛋

白抗原可刺激机体产生有效的免疫应答反应，阻止

野生型 ,-;C：)C 感染后在机体内的定居，从而达到

预防 ,-;C：)C 感染的目的。

本研究对 ,-;C：)C !"# D $() 基因缺失突变菌株

的细胞毒性、致病性和免疫原性进行了研究，探讨

!"# 和 $() 基因缺失对细菌致病性的影响，以及这种

突变菌株作为疫苗的可能性。结果表明 ,-;C：)C
!"# D $() 基因缺失突变菌株丧失了对 4EF% 细胞的细

胞毒性作用，并丧失了对实验小鼠的致病性，具有良

好的安全性。乳鼠被动免疫保护性实验表明，该菌

株免疫母鼠后，乳鼠通过吸吮母乳可以获得良好的

被动免疫保护作用。因此本研究所构建的 ,-;C：)C

!"# D $() 基 因 缺 失 突 变 弱 毒 菌 株 有 可 能 作 为 预 防

")"( ,-;C 感染的基因工程弱毒疫苗候选株，为最

终研究制出 ")"( ,-;C 的基因工程菌苗奠定基础。
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