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表达人受精素β 去整合素结构域的重组沙门菌疫苗株的构建

张　军 ,靳风烁 ,江　军 ,李彦锋　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所泌尿外科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　构建表达人受精素 β 去整合素结构域的重组沙门菌疫苗株。方法　应用 PCR方法获得人受精素 β 去

整合素结构域的 cDNA片断 , 将其插入高拷贝表达载体 pYA3339 中 , 构建重组质粒 pYA3339 hf279 , 将该重组质粒转入鼠沙

门菌疫苗株 X4550 ,获得重组菌株 X4550(pYA3339 hf279)。结果　该重组疫苗株可稳定表达能被抗人受精素 β 多克隆抗

体识别的重组蛋白HF93 ,其分子量约为 16×103。结论　该疫苗株的构建为进一步研究以人受精素 β 为靶抗原的免疫避

孕疫苗打下了基础。
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Construction of recombinant Salmonella strain expressing the disintegrin domain of hu-
man fertilin β
ZHANG Jun , JIN Feng-shuo , JIANG Jun , LI Yan-feng (Department of Urology , Institute of Surgery Research , Daping Hospital , Third

Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To construct a recombinant Salmonella vaccine strain expressing the disintegrin domain

of human fertilin β.Methods　The cDNA fragment expressing the disintegrin domain of human fertilin β was ob-

tained by PCR , and then inserted into the high copy number plasmid pYA3339 to get recombinant plasmid pYA3339 
hf279 , which was then transformed into murin Salmonella vaccine strain X4550 to get the recombinant Salmonella

vaccine strain X4550(pYA3339 hf279).Results　The vaccine strain could express stably the recombinant protein

HF93 recognized by polyclonal antibody of human fertilin β.The molecularweight of the protein was about 16×10
3
.

Conclusion　The construction of the recombinant vaccine strain X4550(pYA3339 hf279)has laid a foundation for

further studies of immunocontraceptive vaccines based on human fertilin β as the target antigen.

　　Key words:fertilin;disintegrin;Salmonella typhimurium;genetic recombination

　　随着基因重组技术的发展和人类生殖生物学知识

的不断进步 ,开发安全有效的免疫避孕疫苗逐渐成为
避孕药物研究的热点 。应用于开发免疫避孕疫苗的精

子抗原均需具有睾丸 精子特异性和阻断受精过程关

键环节的能力。受精素 β即是符合靶抗原条件的精子
表面膜蛋白 ,其参与了哺乳动物受精过程中精卵细胞

的结合和融合 。近年来已有研究证实 ,受精素 β的去
整合素结构域是其发挥生理作用的最主要的功能

区
[ 1]
,该结构域通过与卵细胞膜上的同源配体———整

合素的相互作用介导精-卵结合和融合 。

　　本研究以人受精素 β去整合素结构域蛋白作为靶
抗原 ,应用基因重组技术将编码人受精素 β 去整合素

结构域的 cDNA序列插入高拷贝质粒pYA3339 ,并利用

沙门氏菌 asd
+
 asd

-
平衡致死系统 , 构建了能稳定表
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达人受精素 β去整合素结构域蛋白的重组沙门菌疫苗

株。本研究为开发可能应用于人类的口服免疫性避孕
疫苗提供重要的靶抗原和载运系统选择依据 ,还为进

一步进行蛋白质功能鉴定和动物实验奠定了基础 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　表达质粒 pYA3399 (asd +)、大肠杆菌 X6212(Δasd , NA 抗

性)、伤寒杆菌 X3730(Δasd)及 X4550 由美国华盛顿大学 Roy

Curtiss Ⅲ博士惠赠;质粒 pT7-7 hf 、兔抗人受精素 β 多克隆抗体

及兔抗GST抗体由上海计划生育研究所申庆祥研究员惠赠;大

肠杆菌 DH5α菌株由第三军医大学大坪医院野战外科研究所分

子生物学实验室提供。主要分子生物学试剂分别购自大连宝

生物工程公司和美国 SIGMA 公司。 PCR引物由大连宝生物工

程公司合成:

正向引物(P1):5′-CTAGAATTCAGCAAGCAGTGTGTGGTAAT-3′

　　　　　　　　 　EcoRⅠ

反向引物(P2):5′-AGAGGATCCTTAATGCCCAGTCTGAACATAG-3′

　　　　　　　　 　BamHⅠ
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1.2　研究方法
1.2.1　PCR扩增目的 cDNA 片段　　通过 PCR 扩增含有目的

基因的质粒 pT7-7 hf获得编码人受精素 β 去整合素结构域的

cDNA序列(第 1 215～ 1 493 bp)。反应条件为:94 ℃变性 1 min ,

50 ℃退火 1 min , 72℃延长1 min 30 s , 35个循环 , 最后72 ℃延伸

10 min。

1.2.2　PCR 产物和 pMD18-T 载体的连接及亚克隆　　连接 、

转化 、质粒抽提 、酶切和鉴定均按《分子克隆实验指南》操作 , 得

到重组 pMD18-T质粒 , 对 hf279 cDNA测序。

1.2.3　重组质粒 pYA3339 hf279的构建　　重组 pMD18-T 质粒

及pYA3339经 EcoRⅠ BamHⅠ 双酶切后胶回收 , 连接后电穿
孔转化大肠杆菌 X6212 , 挑选平皿中阳性菌落 , 小量扩增 ,提取

质粒后酶切鉴定 ,得到重组质粒 pYA3339 hf279 ,测序。

1.2.4　重组疫苗株 X4550的构建　　先将重组质粒 pYA3339 

hf279用化学转化法转入沙门菌株 X3730 , 提取重组质粒后再用

电穿孔法转入终宿主 X4550 , 构建重组疫苗株 X4550(pYA3339 

hf279)。

1.2.5 　重组蛋白的表达　　含有重组表达载体及质粒

pYA3339的 X4550 菌株经 1 mmol L IPTG 化学诱导培养后上样

进行 12%SDS-PAGE 电泳 ,并通过凝胶薄层扫描测定其表达量 。

1.2.6　表达产物的鉴定　　将表达蛋白转移至硝酸纤维素膜

上 ,用 3%BSA封闭过夜 ,加兔抗人受精素 β 多抗反应 2 h , 以 10

mmol LPBS(pH 7.2)洗涤后 ,加 HRP 标记的羊抗兔 IgG 作用1 h ,

进行Western blot检测。

2　结果

2.1　受精素 β 去整合素结构域 cDNA的 PCR扩增和

亚克隆
　　应用质粒 pT7-7 hf 为模板 , PCR 扩增去整合素结构 cDNA

序列 , 电泳显示目的条带清晰。胶回收后与 pMD18-T 载体连

接 ,转化 DH5α感受态菌 , 挑选阳性菌落小量扩增后提取质粒 ,

酶切鉴定结果符合预期 。测序结果显示插入片段序列与在

GenBank 发表的序列一致。

2.2 　重组表达载体 pYA3339 hf279 和重组 X4550

(pYA3339 hf279)疫苗株构建
　　pYA3339表达载体行 EcoRⅠ BamHⅠ双酶切后 , 与上述回

收目的片段相连接 ,电转化大肠杆菌 X6212 ,挑选阳性菌落小量

扩增后提取质粒 ,酶切后鉴定与预期一致 , 证实该菌落含有重
组质粒。经测序结果显示读框正确 , 重组质粒 pYA3339 hf279

构建成功。将该重组质粒用化学转化法转入沙门菌株 X3730 ,

提取质粒后再用电穿孔法转入终宿主 X4550 ,构建重组疫苗株

X4550(pYA3339 hf279)。扩增提取的质粒经酶切鉴定为重组质

粒 pYA3339 hf279。

2.3　重组蛋白 HF93在重组菌 X4550(pYA3339 hf279)

中的表达和鉴定
　　应用抗人受精素 β 多克隆抗体作为免疫识别标志 , 对重组

菌 X4550(pYA3339 hf279)所表达的重组 HF93 蛋白进行了免疫

学检测。考马斯亮蓝染色后可见目的条带位于约 16×103 水

平。在应用 IPTG诱导后可见重组蛋白表达增加 , 凝胶薄层扫

描分析显示重组蛋白表达量约占菌体总蛋白的 6%;而阴性对

照菌 X4550(pYA3339)显示在 IPTG 诱导前后均无 HF93 蛋白的

免疫印迹条带出现(图 1);另一电泳凝胶蛋白带形电转印至

PVDF膜 ,利用化学发光法曝光 X 光胶片 ,获得重组蛋白的免疫

印迹条带 ,呈较清晰的单一条带(图 2)。因该多克隆抗体系采

用GST融合蛋白免疫家兔获得 ,其中可能含有抗 GST成分 , 因

而实验设计应用抗GST抗体与重组菌X4550(pYA3339 hf279)蛋

白行免疫印迹分析作为对照 , 结果为阴性 , 提示Western blot 所

得免疫印迹条带对应于重组 HF93 蛋白。

1:Protein molecular weihght marker;2:The recombinant bacteria X4550

(pYA3339 hf279)after induction;3:The bacteria X4550(pYA3339)after

induction;4:The empty bacteria X4550 after induction;5:The recombinant

bacteria X4550(pYA3339 hf279)before induction;6:The bacteria X4550

(pYA3339)before induction;7:The empty bacteria X4550 before induct ion

图 1　重组菌 X4550(pYA3339 hf279)的考马斯亮蓝染色分析

Fig 1　SDS-PAGE analysis of the recombinant bacteria X4550

(pYA3339 hf279)

1:Protein molecular weihght marker;2:The recombinant bacteria X4550

(pYA3339 hf279)after induction;3:The bacteria X4550(pYA3339)after

induction;4:The empty bacteria X4550 after induction;5:The recombinant

bacteria X4550(pYA3339 hf279)before induction;6:The bacteria X4550

(pYA3339)before induction;7:The empty bacteria X4550 before induct ion

图 2　重组菌 X4550(pYA3339 hf279)的Western blot分析

Fig 2　Western blot analysis of the recombinant bacteria X4550

(pYA3339 hf279)

3　讨论

　　编码人受精素 β去整合素结构域的 cDNA 序列位

于全基因序列第 1 215 ～ 1 493 bp基因片段
[ 2]
,本研究

结合文献方法及表达载体的多克隆位点情况 , 选择
EcoRⅠ和 BamH Ⅰ酶切位点分别设计于引物 1和 2的

5ˊ端 ,通过 PCR方法可准确获得受精素 β去整合素
结构域 cDNA序列 ,并使目的基因以正确读框定向克

隆于表达载体 pYA3339中 。
　　asd

+
 asd

-
平衡致死系统是 Curtiss等

[ 3 ,4]
成功构建

的一种载体-宿主平衡致死系统。
　　该系统的主要原理是将沙门菌中的天冬氨酸 β半
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醛脱氢酶基因(asd)进行缺失突变 ,并将该基因插入一

种表达质粒中。由于该 asd基因编码的天冬氨酸 β半
醛脱氢酶是二氨基庚二酸(DAP)生物合成途径中的必

需酶 ,而 DAP 是革兰阴性细菌细胞壁肽聚糖的基本组

成成分 ,因而 asd基因的突变引起 DAP 合成的缺乏 ,导
致该突变株在无外源性 DAP 的培养条件下发生溶菌

死亡。如果该菌株中转入 asd
+
的表达质粒 ,则该菌株

可稳定携带质粒传代表达 。由于在哺乳动物组织中不
存在 DAP ,这一系统保证细菌进入宿主后能够稳定表

达外源抗原。在筛选过程中避免了在活疫苗中有潜在
危险性的抗性基因的应用 , 对研制人用疫苗具有实用

价值 。
　　pYA3339 即是一种 asd

+
表达载体 , 由质粒

pYA3148衍生而来 。该载体在细胞内具有高拷贝数 ,

并存在 trc 强启动子 ,因而可较高水平地表达外源基
因。用于表达外源基因的重组质粒可先在大肠杆菌
X6212中进行构建并鉴定后 ,再转入转化效率极低的

沙门氏菌疫苗株中。X6212菌成为构建重组沙门菌疫

苗株的一个极为重要的桥梁。由于沙门菌具有有效的

宿主限制系统 ,对于转化的质粒 DNA有明显的限制作

用。本实验选择一种限制功能缺陷 、修饰功能正常的
沙门菌 X3730作为质粒的中间宿主 ,可对转入的质粒

DNA进行甲基化修饰 。由于该中间宿主也是 Δasd ,因
而同样通过上述平衡致死系统进行了阳性克隆的筛

选。在将从重组 X3730菌中提取的重组质粒转入终宿

主X4550菌时 ,该菌株具有的野生型宿主限制系统将
不再限制重组质粒的转化 。

　　沙门氏伤寒杆菌 X4550是腺苷酸环化酶(cya)和
腺苷酸受体蛋白(crp)基因缺失突变体。这种突变体

保持沙门菌在人和动物肠道淋巴结定居的能力和其抗

原性 ,但因以上基因的缺失而失去致病性成为减毒株。
应用该类菌株构建应用于人类的疫苗具有极大的优

势 ,表现在:①该类菌株中 asd基因缺失 ,可与 asd
+
质

粒构成载体-宿主平衡致死系统
[ 4]
;②减毒沙门菌载体

具有培养简便 、繁殖迅速等优越性;③可口服或鼻饲接

种 ,方法简单;④该疫苗株在体内产生的靶抗原的传
送无需附加任何免疫佐剂;⑤该类菌株可较长时间定

居于肠相关淋巴组织 ,持续表达外源抗原 ,增强免疫原
性 ,并可在生殖道产生强大的粘膜免疫反应

[ 5]
;⑥通过

分子生物学技术便于构建成多价疫苗 , 易被接种人群

接受;⑦一次免疫后在相当长时间内有效 ,并且可逆;
⑧免疫用蛋白无需在体外产生 、分离 、纯化和鉴定;⑨
对抗生素敏感 ,如发生严重副作用可以用常用抗生素

控制 。
　　动物实验研究已经显示 ,直接应用纯化的重组受

精素抗原注射免疫动物可以在血清中产生高滴度的特

异性 IgG 抗体 ,但是并不能引起明显的避孕效应
[ 6, 7]
,

其中不能激发生殖道粘膜产生分泌型 IgA (SIgA)抗体

是一个重要原因 。口服给予该类减毒株后 ,在激发机

体产生抗沙门菌免疫反应的同时 ,还能诱导产生针对
重组蛋白的抗原特异性粘膜 、体液和细胞免疫 ,尤其是

可产生高水平的粘膜免疫 。已有报道将表达乙肝病毒
core-pre-S 蛋白的沙门氏伤寒菌在成年妇女志愿者体
内进行试验 ,结果表明:该菌株能激发机体全身性和粘

膜性免疫应答 ,并且在肠道和泌尿生殖道产生特异的
分泌型抗体

[ 8]
。该减毒沙门菌技术为开发安全 、方便

和廉价的多价疫苗提供了希望 ,使得口服活菌苗的研
制及应用前景非常广阔。
　　构建表达外源蛋白的重组菌 ,其基本要求是获得

与天然蛋白相同或相似的免疫原性的重组蛋白表达。
虽然天然受精素 β 是高度糖基化的 ,在原核系统表达

的重组蛋白的空间构象与真核系统可能也存在较大差

异 ,然而已有研究显示 ,原核系统表达的重组精子蛋白

仍然具有相似的免疫原性 ,免疫动物后产生的抗体也
显示出一定的抗生育效应 。由于 HF93分子量较小 ,
免疫原性相对较弱 ,直接用于免疫产生的抗体效价较

低 ,另外根据HF93本身的结构特点(富含半胱氨酸),
直接纯化重组蛋白用于主动免疫也存在较大难度 。本

研究中构建的表达 HF93的重组沙门菌疫苗株可以通

过口服免疫激发机体产生较强的特异性体液免疫 、细

胞免疫和生殖道粘膜免疫应答 ,为进一步的实验研究
奠定了基础。
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