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表达幽门螺杆菌 UreB减毒鼠伤寒沙门氏菌

对小鼠的免疫保护作用

朱森林 , 陈 湖 , 廖文俊 , 陈　洁 , 胡品津

(中山医科大学附属第一医院消化内科 , 广东 广州　510080)

摘　要:【目的】构建表达幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.py lori)尿素酶 B 亚单位(UreB)减毒鼠伤寒沙门氏疫苗

菌 ,研究其对小鼠抗 H .py lori的免疫保护作用。【方法】用 PCR扩增 ureB , 将其克隆入高效原核表达质粒 pT rc99A , 进行基

因测序 ,重组质粒鉴定后导入减毒鼠伤寒沙门氏菌 SL3261。用 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 、Western blot和薄层扫描进行目的

蛋白表达分析。C57BL/6 小鼠用重组菌免疫 , 4 周后用 H.pylori SS1 攻击 ,再 4 周后处死小鼠 , 取胃做快速尿素酶试验和 H.

pylori 定量培养 ,对照观察免疫效果。【结果】构建了携带 ureB 的重组原核表达质粒 pT rc99A-ureB ,并将它成功转化了减毒

鼠伤寒沙门氏菌 SL3261。重组菌 SL3261(pT rc99A-ureB)表达了约 66 ku 的 UreB。与对照组比 ,重组菌免疫组 H.py lori定植

水平明显下降(P <0.05)。【结论】构建了表达 H.pylori UreB的重组减毒鼠伤寒沙门氏疫苗菌 , 该菌株对 C57BL/ 6 有免疫

保护作用。
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Immunoprotection of Mice Against Helicobacter pylori Infection

by Oral Immunization with Attenuated Salmonella

typhimurium Expressing Urease Subunit B

ZH U Sen-lin , CHEN Min-hu , LIAO Wen-jun , CHEN Jie , HU Pin-jin

(Department of Gastroenterology , First Affiliated Hospital , Sun Yat-sen University of M edical Sciences , Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Object ive】To construct a recombinant live attenuated Salmonel la typhimurium vaccine st rain

expressing Helicobacter pylori (H.pylori)urease subunit B(UreB), and to investigate i ts immunoprotection to

mice against H .py lori infection.【Methods】ureB w as amplified by PCR and cloned into a procaryotic expres-

sion plasmid pTrc99A , and the identified recombinant plasmid w as then used to t ransform an attenuated

Salmonella typhimurium vaccine vector S L3261 , and the positive clones were screened by PC R and restriction

enzyme digest ion.The U reB expressed in the recombinant vaccine st rain w as analy zed by SDS-PAGE , Western

blo t and optical densi ty scanning.C57BL/6 mice w ere immunized w ith recombinant vacine strain , challenged

w ith H .pylori SS1 4 w eeks later , and sacrificed for rapid urea test and H .pylori quant itative culture of the gas-

tric mucosa ano ther 4 weeks later.【Results】The ureB could be amplified f rom the plasmid ex tracted f rom the

recombinant SL3261(pTrc99A-ureB)by PCR , and also the ureB flagment could be produced from this plasmid

af ter rest riction enzyme digestion.SDS-PAGE , Western blot and optical density scanning indicated that UreB

w as expressed in the recombinant vaccine st rain SL3261(pTrc99A-ureB)as a 66 ku protein.H .py lori quantita-

tive culture of the gastric mucosa indicated that , the colonized level of H .pylori in immunized mice was low er
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than that of the control(P <0.05).【Conclusion】A recombinant live attenuated Salmonella typhimurium

vaccine st rain expressing H.pylori UreB w as const ructed and identified , and i t induced imm unoprotect ive ef fect

against H .py lori in mice.

Key words:Helicobacter pylori / immunology;Salmonella typhimurium ;vaccine , attenuated/biosynthe-

sis;mice

　　人群幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H .

pylori)感染的防治应该建立在有效疫苗应用的基

础上 ,尿素酶(urease , Ure)已被证实为一种有效的

保护性抗原 ,最终可望成为 H .pylori疫苗的重要组

分 ,而其中尿素酶 B 亚单位(UreB)起主要的作

用
[ 1 ,2]
。活减毒鼠 伤寒沙门氏菌 (Salmonella

typhimurium )能表达异种抗原 , 在哺乳动物中经

口 、鼻 、直肠和阴道粘膜途径免疫能诱导强大而特异

的免疫反应[ 3] 。我们将 ureB 克隆入表达质粒

pTrc99A ,并进行了核苷酸测序 ,再将重组质粒导入

减毒鼠伤寒沙门氏菌 SL3261 ,构建成表达幽门螺杆

菌 UreB减毒鼠伤寒沙门氏疫苗菌 ,并研究了重组

疫苗菌对小鼠的免疫保护作用 , 为探索制备 H .

pylori 口服组份活疫苗奠定了基础 。

1　材料和方法

1.1　菌株和质粒

减 毒 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 LB5000 (S .

typhimurium LT2 Trp M etE rpsl flaA etc , R-M +

for all three systems)和 S L3261(S .typhimurium

WARY hisG 46 aroA del 407 Fusaricres etc , R+M

+)为本室保存菌株 ,用氨苄青霉素(Amp)(-)LB

培养基 37 ℃培养 。H .py lori Sydney strain 1(SS1)

为澳大利亚新南威尔士大学 Lee 教授惠赠 ,用改良

Skirrow 培养基 ,37 ℃微需氧培养。原核表达载体

pTrc99A 质粒(有氨苄青霉素抗性基因 amp r筛选标

志)和 JM105菌株(用 LB 培养基 37 ℃培养)购自

Amersham Pharmacia 公司 。

1.2　试剂和仪器

高保真 TaqDNA聚合酶(Taq Plus DNA Poly-

merase)(用于基因克隆)购自上海生工生物工程技

术服务有限公司 , Taq DNA 聚合酶(用于重组质粒

鉴定)、 Sal Ⅰ 、T4 DNA 连接酶购自华美生物工程

公司 , Nco Ⅰ购自宝生物工程(大连)有限公司 ,丙

烯酰胺与亚甲双丙酰胺(均购自 PROM EGA公司)。

Q IAprep spin miniprep kit 、QIAquick gel ex traction

kit购自基因有限公司 ,ABI PRISM
T M

377XL DNA

测序仪均为 Perkin Elmer 公司产品 ,蛋白电泳仪为

Bio-Rad公司产品 ,CS930双波长薄层扫描仪为日本

津岛公司产品 。

1.3　pTrc99A-ureB原核表达载体的构建

引物据基因文库中提供的 ureB 序列设计 、由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成:P1 5′-

CGCCATGGGAAAAAAGAT TAG-3′, P2 5′-GCGT-

CGACGAAAATGCTAAA-3′。据载体的多克隆位

点已在 P1的 5′端加 Nco Ⅰ酶切位点 , P2的 5′端加

Sal Ⅰ酶切位点 ,并确保读框正确。提取 H.pylori

基因组 DNA 为模板 ,以 P1 , P2为引物用 PCR扩增

ureB。扩增前 94 ℃变性 10 min。92 ℃变性 45 s ,

55 ℃复性 1 min ,72 ℃延伸 2 min ,共 30循环 ,最后

72 ℃再延长 5 min 。琼脂糖凝胶电泳后 , 用 QI-

Aquick gel ex t racton ki t 回收目的片段。后者与

pTrc99A 质粒同时用 Nco Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切 ,去除

小片段 ,然后用 T4 DNA 连接酶将酶切后 ureB 连

接入 pTrc99A Nco Ⅰ- Sal Ⅰ位点。连接产物转化

大肠杆菌 JM 105菌株 ,挑选 Amp抗性克隆 ,用 QI-

Aprep spin miniprep ki t提取质粒 ,PCR和 Nco Ⅰ与

Sal Ⅰ双酶切后电泳鉴定 ,筛选阳性克隆。

1.4　ureB测序

挑选阳性克隆 ,提取质粒 ,以 P1 , P2 为引物对

ureB 进行序列测定 。

1.5　pTrc99A-ureB转化减毒鼠伤寒沙门氏菌

pTrc99A-ureB 重组质粒用氯化钙法转化减毒

鼠伤寒沙门氏菌 LB5000 ,筛选阳性克隆 ,提取修饰

后质粒进一步转化终宿主疫苗菌 S L3261 , 挑选

Amp抗性克隆 , PCR和双酶切后电泳鉴定 ,得重组

菌 SL3261(pTrc99A-ureB)。

1.6　重组疫苗菌的稳定性

在Amp(+)和 Amp(-)的 LB 培养液中分别培

养传代 50次 ,每 10代提 1次质粒 ,双酶切后电泳鉴

定。

1.7　重组蛋白表达 、薄层扫描及Western blot分析

挑取重组菌落和对照菌落(转化 pTrc99A 空载
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体的 S L3261),在 LB 培养液中 37 ℃振荡过夜 ,取

20μL 加入1 880μL LB培养液中振荡至微浑 ,各取

1 m L 培养物制备成上样样品 。取重组菌和对照菌

各 10μL在 100 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶上电泳 ,

凝胶于考马斯亮蓝 R250液中染色 ,然后固定脱色 ,

并进行薄层扫描分析 。经相同方法电泳的凝胶电转

移至硝酸纤维素膜 , 20 mL/L 牛血清白蛋白 37 ℃

封闭 30 min ,加入一抗 4 ℃过夜 ,山羊抗小鼠 IgG-

H RP 37 ℃温育 1 h ,经 TBS 振洗后 ,用 4-氯-1-萘酚

显色 。

1.8　重组菌对小鼠的免疫保护作用

Ⅱ级 C57BL/6小鼠(雌性 , 8周龄 ,由中山医科

大学动物中心提供)随机分成单纯 H .pylori 感染

组 , SL3261(pTrc99A)(即 SL3261 导入空载体

pTrc99A)处理组和S L3261(pTrc99A-ureB)免疫组 ,

每组 15只 ,后两组灌喂相应菌落量每只均为 0.3×

109/0.4 m L ,单纯 H .pylori 感染组只灌喂生理盐

水0.4 mL ,均只处理 1 次。4 周后 ,各组中每只小

鼠均用 107 CFU SS1攻击。又 4周后 ,用颈椎脱臼

法处死各组小鼠 ,去除前胃 ,取一部分胃组织做快速

尿素酶试验 ,一部分做 H .pylori定量培养 ,3 d后鉴

定并计算 H.pylori菌落 ,结果以 n(H.pylori , CFU)/

g-1表示。

1.9　统计学处理

各组间 H .py lori 定量培养结果用 Kruskal-

Wallis Test和 Student-Newm an-Keuls Test在 SPSS

8.0 for w indow s软件上进行统计分析 。

2　结　果

2.1　pTrc99A-ureB重组质粒的构建

pTrc99A-ureB重组质粒 PCR及 Nco Ⅰ和 Sal

Ⅰ双酶切后显示 ,PC R能扩出 1 707 bp目的片段 ,

双酶切后可见线性化载体片段和目的基因 ,表明重

组载体构建成功(图 1)。

2.2　测序结果

测序结果显示 ureB 已克隆入载体 , 所测出

ureB序列与基因文库中 ureB 序列比 ,有 44 个 bp

置换 ,一致性为 97.42%(1 663 bp/1 707 bp),其中

A/G置换 12个 ,C/ T 置换 23 个 ,其它 9个 ,但所有

碱基置换均没改变所编码氨基酸残基 ,证实了该基

因的保守性(图 2)。

2.3　重组减毒鼠伤寒沙门氏疫苗菌的鉴定

从重组减毒鼠伤寒沙门氏疫苗菌提取质粒 ,以

图 1　重组表达质粒 pTrc99A-ureB的鉴定

Fig.1　Identif ication of a recombinant expression plasmid

pTrc99A-ureB(agarose gel electrophoresis)

Lane 1:pBR322/ Pst Ⅰ markers;Lane 2 and 3:pTrc99A-u reB

expression plasmid digested by both restrict ion enzyme Nco Ⅰ and Sal

Ⅰ ;Lane 4:p Trc99A plasmid vector digested by both restrict ion en-

zyme Nco Ⅰ and Sal Ⅰ , as negative cont rol;Lane 5:1 707 bp ureB

amplified f rom H.pylori DNA by PC R;Lane 6:1 707 bp ureB ampli-

fied from the recombinant plasmid pT rc99A-ureB;Lane7:molecular

standard , 200 bp ladders(2.0 , 1.8 , 1.6 , 1.4 , 1.2 , 1.0 , 0.8 , 0.6 ,

0.4 , 0.2 kb)

图 2　ureB核苷酸顺序及其推导的氨基酸顺序

Fig.2　Sequence of ureB and its deduced amino acid sequence

P1 , P2为引物 PCR能扩出 1 707 bp目的片段 , Nco

Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切后亦可见线性化载体片段和目的

基因(图 3)。

2.4　重组疫苗菌的稳定性

每 10代抽提 1次重组菌质粒 ,可见质粒不会因

无选择压力而丢失 ,且均能酶解出目的基因(图 3)。

2.5　H.pylori ureB的表达和分析

粗提蛋白进行 SDS-PAGE 电泳显示 ,重组菌体

蛋白均在66 ku左右出现 1 条新生蛋白带 ,大小与
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UreB相符 ,而对照菌体蛋白中无该条蛋白带。薄层

扫描分析显示 , UreB量约占总菌体蛋白的 26%(图

4)。Western blot显示 UreB能免疫着色(图 4)。这

一结果初步证实 ,我们构建的重组疫苗菌 SL3261

(pT rc99A-ureB)能特异性表达 H .pylori UreB。

图 3　携带 ureB减毒鼠伤寒沙门氏疫苗菌的鉴定

Fig.3　Identification of a recombinant attenuated Salmonella

typhimurium vaccine strain carrying ureB(agarose

gel electrophoresis)

Lane 1:molecular standard , 200 bp ladders (2.0 , 1.8 , 1.6 ,

1.4 , 1.2 , 1.0 , 0.8 , 0.6 , 0.4 , 0.2 kb);Lane 2 and 3:plasmids

f rom recombinant vaccine st rain before passaging digested by both re-

st riction enzyme Nco Ⅰ and Sal Ⅰ ;Lane 4 and 5:plasmids f rom re-

combinant vaccine strain af ter passaging digested by both rest riction en-

zyme Nco Ⅰ and Sa l Ⅰ

图 4　UreB在疫苗菌中的表达

Fig.4　UreB expressed in vaccine strain(SDS-PAGE)

Lane 1 and 2:expressed UreB(about 66 ku);Lane 3:negat ive

cont rol(SL3261 transformed by pTrc99A);Lane 4:protein markers;

Lane 5:Western blot result

2.6　疫苗菌对小鼠的免疫保护

各组 H .py lori 定量培养结果见表 1 。统计表

明 ,单纯 H .pylori感染组和 SL3261(pTrc99A)处理

组间无显著差异(P >0.05),而 SL3261(pTrc99A-

ureB)免疫组 H .py lori 定植水平少于另两组 ,统计

差异显著(P <0.05)。该结果与快速尿素酶试验

结果相当 。

表 1　3 组小鼠腺胃 H .py lori定植数量

Table 1　Comparison of H.pylori colonization in mouse stomach

among three g roups n(H .py lori , CFU)/g -1

NS control

(n =15)

SL3261(pT rc99A)
trea ted
(n =14)

SL3261(pT rc99A-ureB)
immunized
(n =12)

4 047 244 4 710 543 35 087

3 368 200 7 974 522 89 928

2 560 000 2 987 241 797 342

6 998 444 6 324 375 114 068

3 940 217 10 430 932 1 485 319

1 792 207 4 836 575 55 944

4 413 924 8 306 137 147 058

4 594 594 2 681 587 224 489

11 960 784 1 764 701 0

6 971 816 6 598 242 408 805

5 627 705 2 671 994 801 526

2 787 456 5 633 806 210 656

3 917 910 1 669 136

10 424 710 7 580 218

6 237 623

　　NS , normal saline.H.pylor i colonized in immunized group is less

than that colonized in cont rol or S L3261(pTrc99A)t reated group(P

<0.05), statist ic diff erence of colonized H.pylori betw een NS and

SL3261(pTrc99A)t reated group is not signif icant(P >0.05)

3　讨　论

H .py lori 疫苗的研究已显示免疫防治 H .

py lori感染的可行性。H .pylori 抗原加粘膜佐剂

[霍乱毒素(CT)或大肠杆菌热敏肠毒素(LT)]能在

动物模型中诱导保护性免疫[ 4～ 7] ,但细菌毒素的毒

性作用妨碍其临床应用 。有报道用 LT 的无毒突变

物 LTK63或皂甙衍生物作佐剂 ,取得了较好的免

疫效果[ 2 ,4] 。还有学者将 ureB代替脊髓灰质炎病

毒壳体基因 ,构建成携有 ureB 的脊髓灰质炎病毒

复制子 ,经肌注免疫小鼠 ,再单次肌注重组 UreB ,也

诱导出免疫反应[ 8] 。更理想的免疫策略仍在积极

探索中。

我们通过用活减毒鼠伤寒沙门氏菌载体改进口

服疫苗释放系统 ,同时筛选新的疫苗候选组分。活

减毒伤寒沙门氏菌属作为异种抗原载体 ,可克服佐
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剂的缺点 ,与传统疫苗比有如下优点:不必纯化抗

原 ,不需佐剂 ,避免了抗原在胃内降解和变性 ,对所

表达的外源抗原的免疫应答不随粘膜免疫途径的变

化而变化 ,并且能诱导细胞介导的 、体液的和分泌型

IgA 抗体反应[ 3 ,9 ,10] 。尿素酶已被证实为一种有效

的保护性抗原 ,最终可望成为 H .py lori 疫苗的重要

组分 ,尿素酶A ,B两个亚单位中 UreB起主要作用 。

本实验将 ureB表达完整蛋白的开放读框克隆入原

核表达载体pTrc99A质粒 ,构建成 pTrc99A-ureB重

组质粒 。核苷酸测序显示 ,所克隆 ureB 与基因文

库中 ureB 的一致性为 97.42%(1 663 bp/1 707

bp),进一步证实了该基因的保守性 ,这也是筛选疫

苗抗原的基本条件之一。重组质粒转化减毒鼠伤寒

沙门氏疫苗菌也得以实现 ,并且重组质粒不会因重

组菌无选择压力转种而丢失 ,可见 pTrc99A-ureB可

在 SL3261宿主菌中稳定存在 ,且对宿主无明显毒

性。进一步研究表明 , H .pylori UreB 能在疫苗菌

中特异表达。

动物实验结果表明 , SL3261(pTrc99A-ureB)对

C57BL/6小鼠 H .py lori 感染有免疫保护作用 ,但

不能完全清除感染的 H .py lori ,只能显著降低 H .

pylori定植水平 。这提示 ,减毒鼠伤寒沙门氏菌

S L3261有可能作为 H.pylori 疫苗的有效载体 ,但

应开发多组分(效价)活疫苗 ,以提高免疫效果 。
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