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伤寒沙门菌三基因敲除株的构建及其减毒效果分析

穆媛媛!

!熊
!

坤$

!刘
!

璐(

!樊
!

佳(

!张
!

丹(

!余
!

癑(

!邓
!

冲(

!魏
!

聪(

!赵
!

容(

#

"

!"

辽河油田中心医院消化科!辽宁盘锦
!$&%!%

'

$"

陆军军医大学微生物学教研室!重庆
&%%%(3

'

("

西南医科大学附属中医医院检验科!四川泸州
/&/%%%

$

!!

"摘要#
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目的
!

通过敲除伤寒沙门菌与体内生存相关的基因构建减毒株%方法
!

采用同源重组方法进行

基因敲除!将涉及铁摄取的外膜转运蛋白编码基因
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&

ND

P

A

&

5HLA

全部敲除%采用小鼠感染模型测定野生株

和突变株的毒力水平!采用概率单位加权回归法计算半数致死量"

2W

'%

$%结果
!

采用同源重组方法将
(

个基

因一一敲除!成功构建三基因敲除株%贫铁培养基中的生长曲线显示突变株生长较野生株明显缓慢'以动物模

型检测的毒力水平显示!野生株和突变株的
2W

'%

分别为
("/&e!%9+C

和
("'/e!%

/

9+C

%结论
!

伤寒沙门

菌外膜转运蛋白编码基因
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5HLA

敲除后病原菌毒力显著减低!为减毒疫苗的后续评价奠定了基础%
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根据世界卫生组织最新数据#全球伤寒感染者约

为
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万!
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"

#是一个严重的公共卫生问题*针对伤

寒的感染途径#减毒疫苗具有免疫机制全面'成本低

廉'使用方便'顺应性高等优势#是控制伤寒的有效手

段*本研究将伤寒沙门菌
(

个参与铁载体转运的基

因
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全部敲除#构建三基因敲除株#并

采用动物模型对突变株的毒力进行检测*
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材料与方法
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菌株和培养基
!

研究使用的菌株'质粒和引物

见表
!

*细菌采用
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培养基培养#如有需要#抗生素

按以下浓度加入培养基&卡那霉素
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菌株%质粒和引物

菌株 质粒和引物 基因型'表型或序列 备注

大肠杆菌
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伤寒沙门菌
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野生株 中国医学培养物保藏中心

,
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5HLA

将伤寒沙门菌
V

6
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株的
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'

ND

P

A

和
5HLA(

个基因敲除获得的突变株 本研究构建

质粒
P

@X&

自杀载体 参考文献!

$

"自制

引物
;!! 'j*AAAAXVX9A9X99XXV9VVVX9VVVVVXA9*(j

用于扩增
5HLA

的同源臂序列

;!$

'j*XVVAVAAAVVVXXAXVXVXAAXXVVAVVX9XVX V9*

9AVVV9V99AVXAXXVAA*(j

;!(

'j*9A9X9AAVAA99VV9A9A9V99AAAVVVA*

VAA99AXAXA9VXX9XA9AX99X9XVVVV *(j

;!& 'j*AAAAAXAV9VVVA99AVVAAAXAV9XV999*(j

;$! 'j*AAAAXVX9A9V99AVA9X9XX9XXXAXVVA*(j

用于扩增
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9VX9VVVV9VVV*(j
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VAA9VXX9AA99VV999V999V9AVV *(j

;$& 'j*AAAAAXAV9VVAV9XXXXVAVVX9X9VAAX *(j

;(! 'j*AAAAXVX9A9XV9XXXVVAV99VXV9VVAV*(j

用于扩增
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的同源臂序列
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伤寒沙门菌三基因敲除株的构建
!

参考文
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#采用同源重组法将
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个基因从

细菌染色体上一一敲除*以
5HLA

基因的敲除为例说

明如下&以伤寒沙门菌基因组
W<A

为模板#采用

5LI88IRDL;9:

扩增伤寒沙门菌上下游序列并拼接在

一起*即以
;!!

和
;!$

为引物扩增
5HLA

基因上游序

列#以
;!(

和
;!&

为引物扩增
5HLA

基因下游序列#两

次
;9:

产物混合作为模板#以
;!!

和
;!&

扩增#由于

;!$

和
;!(

引物序列中有一段
((G

P

的互补序列$表

!

%#通过
;9:

扩增可使上下游序列拼接在一起*
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产物经
B
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F

#

和
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P
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双酶切后插入自杀质粒

P

@X&

中#并测序验证*获得的
P

@X&*

,

5HLA

质粒电

转化到伤寒沙门菌中#采用含有卡那霉素的
2B

平板

筛选质粒整合株$

P

@X&

质粒含有卡那霉素耐药基

因%*获得的整合株于液体
2B

培养基中培养过夜#取

菌液涂布在含有
'c

蔗糖的
2B

固体培养基上继续培

养*

P

@X&

质粒上有
8.5B

基因#该基因编码产物果聚

糖合酶#可以分解蔗糖并合成高分子量的果聚糖#进

而造成细菌死亡*因此带有该质粒的细菌无法在含

有
'c

蔗糖的
2B

平板上生长#只有该质粒通过同源

重组从染色体上丢失后#细菌才能生长*同源重组的

结果有两个#细菌恢复为野生型#或者成为敲除株#可

以通过
;9:

进行鉴定*故在培养
!/7

后#挑取菌落

鉴定其卡那霉素敏感性#对卡那霉素敏感的菌落$染

色体上的质粒序列丢失%进行
;9:

和测序鉴定#鉴定

准确的敲除株
,

5HLA

保存于
`3%d

*接下来采用同

样的方法#以
,

5HLA

作为亲本#将
ND

P

A

基因敲除#进

而将
HLI<

基因敲除#最终获得的三基因敲除株保存

3̀%d

备用*
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三基因敲除株生长特征分析
!

将
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'

2

细菌新

鲜培养物$约含
!e!%

&

9+C

(

S2

%接种于
!%S2

贫铁

培养基中$

(

个平行管%#于
(0d

震荡培养#每隔
$7

取
!S2

培养物测定
/%%JS

吸光度#绘制生长曲线*

="@

!

三基因敲除株半数致死量$

2W

'%

%测定
!

采用小

鼠胃黏蛋白增毒模型测定三基因敲除株和野生株的

2W

'%

*

/

!

3

周龄的
BA2B

(

5

小鼠随机分
'

组#每组
/

只*取细菌新鲜培养物经
;B=

洗涤后测定
D0

值#重

悬于
!%c

的猪胃黏蛋白液中配制系列浓度$野生
'e

!%

'

9+C

(

S2

)三基因敲除株
'e!%

(

!

'e!%

0

9+C

(

S2

%的菌悬液*取
%"'S2

菌悬液进行腹腔注射#动

物禁食喂水#观察记录
0$7

内小鼠的死亡情况#采用

概率单位加权回归法$

BFH88

法%计算
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测定结果

菌株
各剂量组小鼠死亡比例$死亡数(总数%
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构建并获得三基因敲除株
!

成功将伤寒沙门菌

V
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$

株的
(

个参与铁载体转运的基因
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ND

P

A
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5H*

LA

一一敲除#如图
!

所示#当以一对被敲除基因外围

的引物分别扩增野生株和敲除株的基因组
W<A

时#

敲除株由于目的基因被敲除#故扩增片段较野生株明

显小*

;9:

鉴定的结果显示#

(

个基因均被有效

敲除*

!!

!

&分子量标准)

$

&引物
;!!

和
;!&;9:

扩增产物$三基因敲除

株%)

(

&引物
;!!

和
;!&;9:

扩增产物$野生株%)

&

&引物
;$!

和
;$&

;9:

扩增产物$三基因敲除株%)

'

&引物
;$!

和
;$&;9:

扩增产物$野

生株%)

/

&引物
;(!

和
;(&;9:

扩增产物$三基因敲除株%)

0

&引物
;(!

和
;(&;9:

扩增产物$野生株%

图
!

!!

敲除株
;9:

鉴定电泳图

图
$
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细菌在贫铁培养基中培养的生长曲线

>">

!

三基因敲除株在贫铁培养基中生长较野生株缓

慢
!

采用
$

#

$j*TH

P6

LHT

6

F

将培养基中的铁离子螯合#

然后在培养基中加入微量三价铁造成一个贫铁的环

境*生长曲线测定显示#三基因敲除株在这种贫铁环

境中的生长较野生株明显缓慢$图
$

%*

>"?

!

三基因敲除株毒力显著下降
!

为了进一步测定

和评价三基因敲除株及野生株的毒力#本研究采用小

鼠急性感染模型测定了伤寒沙门菌野生株和敲除株

的
2W

'%

#分别为
("/&e!%

!

9+C

和
("'/e!%

/

9+C

$表
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讨
!!

论
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伤寒的自然感染途径是粪
*

口途径#其保护性免疫

机制包括体液免疫'细胞免疫和黏膜免疫!

&

"

#其中黏

膜免疫可以有效阻止病原体在肠黏膜表面的定居和

繁殖#对于阻断再次感染发挥了重要作用*因此#针

对伤寒的疫苗设计#口服减毒疫苗方式具有很多优

势&$

!

%减毒疫苗通过自然感染途径接种#除了诱导体

液免疫'细胞免疫外#还可以有效诱导黏膜免疫#免疫

机制全面#免疫效果好)$

$

%其次在接种方式上#口服

方式比较方便'简单#不需要注射器和专业的医务人

员*为非侵入性接种#接种者顺应性高#尤其适合儿

童*$

(

%避免疫苗与全身循环的直接接触#减轻不良

反应*$

&

%沙门菌减毒疫苗生产工艺简单#疫苗成本

相对较低*沙门菌减毒疫苗的研制和应用已有很长

的历史#例如伤寒沙门菌
V

6

$!.

和众多鼠伤寒沙门菌

减毒株等#其良好的安全性得到大量实验和临床应用

的证实!

'*/

"

*另外#沙门菌是最早应用于疫苗载体的

细菌之一#也是目前研究最深入的活菌疫苗载体#已

被广泛用于病毒'细菌'寄生虫'肿瘤等疫苗的研制并

展示了良好的应用前景!

'*/

"

*

本研究通过敲除涉及铁载体转运的
(

个基因实

现细菌的减毒#理论依据是铁摄取功能对于细菌生存

至关重要*虽然自然界中有非常丰富的铁元素#然而

对于细菌来说#却是个-贫铁.的环境*这是因为铁在

有氧条件下主要以三价铁形式存在#在中性及偏碱性

环境中#三价铁由于形成
+D

$

,4

%

(

以及羟基氧化铁

而几乎不溶#细菌很难直接从环境中获得游离铁的供

应!

0*)

"

*为了生存#多数细菌会通过合成并分泌铁载

体$

8HTDLI

P

7ILD8

#一种与铁离子具有高亲和力的螯合

剂%到环境中去争夺铁离子!

0

"

)然而#结合了铁的铁载

体并不能直接通过细菌外膜回到菌体内#必须借助外

膜上
VIJB

依赖的转运蛋白$

VIJB*TD

P

DJTDJEVL.J8*

P

ILEDL8

#

VBWV8

%的转运!

0

"

*与之相似#在人和动物体

内#铁元素主要以结合方式存在于转铁蛋白'乳铁蛋

白等铁蛋白中而无法被自由利用#但细菌同样可以通

过铁载体从这些含铁蛋白中争夺铁元素#再由转运蛋

白转运到菌体内利用*既往研究显示#这些涉及铁摄

取的
VBWV8

对病原菌在体内的生存和致病有重要

作用!

0*)

"

*

实验研究和生物信息学分析显示伤寒沙门菌一

共有
/

个
VBWV8

$

+I]A

'

@J5W

'

BEKB

'

1LI<

'
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9HLA

%#其中
'

个涉及铁转运*

+I]A

转运高铁氧胺铁

载体)

@J5W

涉及转铁#但铁载体类型未知*

1LI<

'

+D*

P

A

和
9HLA

主要涉及儿茶酚胺类铁载体#

1LI<

能转

运
$

#

(*

二羟苯甲酰基丝氨酸'肠菌素'沙门螯合素)

+D

P

A

能够转运
$

#

(*

二羟苯甲酰基丝氨酸和肠菌素)

而
9HLA

只能转运
$

#

(*

二羟苯甲酰基丝氨酸#三者在

功能上具有一定互补性!

!%*!$

"

*本研究结果表明#当
(

个基因被敲除后导致细菌毒力显著下降#表明以这
(

个基因作为减毒的敲除靶基因是适合的*当然#后续

还需要对减毒株的免疫保护效能及其免疫机制进行

全面而系统的研究#才有可能将该减毒株纳入伤寒疫

苗株的候选*
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Â< V V

#

=U,,[>:; U"2HRD*.EEDJK.EDT

G.5EDLH.FRD5EIL8

&

EIIF8NILR.55HJD.JTE7DL.

P

DKEH5.

M

DJE

TDFHRDL

6

!

#

"

"̂.55HJD8

$

B.8DF

%#

$%!'

#

(

$

&

%&

)&%*)0$"

!

0

"

>22>:UA<< U

#

A:V4C:#9"=HTDLI

P

7ILD*SDTH.EDT

1LIJ.5

h

KH8HEHIJ.JTSITKF.EHIJIN7I8E*G.5EDLH.FHJEDL.5*

EHIJ8

!

#

"

"+LDD:.TH5BHIFUDT

#

$%!0

#

!%'

$

!

%&

/3*03"

!

3

"

21C U

#

4CA<X U

#

=4C1@

#

DE.F":IFD8INB0()

,

!(&(

HJ1LIJ.5

h

KH8HEHIJ.JT

P

.E7I

M

DJD8H8HJ:HDSDLDFF..J.EH

P

*

D8EHNDL94*!.JTDR.FK.EHIJINE7D:A*94*!

,

B0()

,

!(&(

SKE.JE.8.J.EEDJK.EDTR.55HJD

!

#

"

";2I=,JD

#

$%!3

#

!(

$

'

%&

D%!)0(!%"

!

)

"

21@X

#

UAY#"1LIJ.5

h

KH8HEHIJ8EL.ED

M

HD8INRHGLHI.J*

M

KHFF.LKS

!

#

"

"+LIJE9DFF1JND5EUH5LIGHIF

#

$%!0

$

0

%&

(&$"

!

!%

"

B

/

CU2>:A#

#

<,::1=V2

#

2A=9,V

#

DE.F"1LI<.

JIRDFIKEDLSDSGL.JD8HTDLI

P

7ILDLD5D

P

EIL57.L.5EDLH8EH5

IN=.FSIJDFF.DJEDLH5

!

#

"

"#B.5EDLHIF

#

!))3

$

!3%

%&

!&&/*

!&'("

!

!!

"

:AB=94 Z

#

,̂1XV Z

#

:>1==B:,WV:

#

DE.F"=.FSI*

JDFF.E

6P

7HSKLHKS1LI<.JT+D

P

A

P

LIEDHJ8SDTH.EDK

P

*

E.ODINDJEDLIG.5EHJGKETHNNDLHJE7DHL8

P

D5HNH5HE

6

NILIE7DL

8HTDLI

P

7ILD8

!

#

"

"#B.5EDLHIF

#

!)))

$

!3!

%&

(/!%*(/!$"

!

!$

"

B>A:=,<B2

#

B>A:=,<=U

#

CV4>##

#

DE.F"1LIJ

LD

M

KF.EDT

M

DJD8IN=.FSIJDFF.DJEDLH5.8DLIR.L V

6P

7H*

SKLHKSHJLD8

P

IJ8DEIJILD

P

HJD

P

7LHJD.JTE7DLD

h

KHLD*

SDJEINND

P

WX9NILJILD

P

HJD

P

7LHJD*DJ7.J5DT

M

LIQE7

!

#

"

"

UH5LIGD81JND5E

#

$%%3

#

!%

$

0

%&

3%0*3!/"

$收稿日期&

$%!)*%!*%$

!

修回日期&

$%!)*%(*!/

%

$上接第
!)!3

页%

!!

技术建立
=W*ZH8E.L

大鼠肾移植模型!

#

"

"

医学研究杂

志#

$%!/

#

&'

$

!!

%&

!((*!('"

!

&

" 王竹林#曹浩#占贞贞#等
"

大鼠腹腔内工作型心脏移植模

型的改进!

#

"

"

中国实验动物学报#

$%!'

#

$(

$

$

%&

!!)*!$("

!

'

" 胡定辉#李鸿雁#刘尊涛#等
"

大鼠腹腔异位心脏移植模型

的建立与评价!

#

(

9W

"

"

中西医结合心血管病$电子杂志%#

$%!3

#

/

$

$

%&

!)$*!)("

!

/

"

1B:A41U U

#
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