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摘要：沙门氏菌不仅可以用作疫苗，也是理想的 疫 苗 载 体，已 受 到 医 学 与 兽 医 学 的 广 泛 重 视。沙 门 氏 菌 可 以 经 黏 膜 途 径

免疫（口服或鼻内），操作方便，对接种对象刺激小；此外，沙门氏菌为胞内侵袭细菌，能有效递呈抗原，激发抗沙门氏菌和诱导

外源蛋白的特异性体液免疫反应与细胞免疫反应，并能同时诱导黏膜免疫与全身免疫。文章对沙门氏菌的入侵机制、免疫机

理及其在疫苗中的应用状况进行了综述，为新型疫苗的研究提供参考。
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　　沙门氏菌是重要的人兽共患病病原，在医学、兽
医学和公共卫生学上均具有十分重要的意义（蔡宝

祥等，２００１）。减毒沙门氏菌是通过物理、化学或基

因工程等方法，使沙门氏菌某些特定的基因发生不

可逆的突 变 而 降 低 其 毒 力（Ｓｈａｔａ等，２０００）。现 代

医学中，疫苗接种是预防传染病最有效的方法，减毒

沙门氏菌不但能作为疫苗，而且已被证实是理想的
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疫苗载体，减毒沙门氏菌作为载体可激发强烈的体

液免疫、细胞免疫和黏膜免疫，在研制基因工程疫苗

方面显现了独特的优越性。近年来，应用各种基因

工程方法构建沙门氏菌减毒株、研究毒力基因的功

能和表达调控以及利用减毒沙门氏菌作为活载体表

达外源抗原，研制多价疫苗等已成为该领域的研究

热点。

１　减毒沙门氏菌基因缺失疫苗

沙门氏菌的基因缺失大体上可分为两种，代谢

性途径和营养缺陷性途径（訾占超等，２００９），在疫苗

研究中，最广泛用来减毒的沙门氏菌毒力基因有１０
种之多（表１）。通过各种方法减毒后的沙门氏菌对

人和动物的致病力显著降低，但仍然保持良好的侵
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１．１　减毒沙门氏菌的侵入机制　减毒沙门氏菌可

通过两种方式 侵 入 机 体：①通 过 以 扁 平 细 胞（Ｍ 细

胞）为代表 的 上 皮 细 胞 侵 入；②通 过 非 上 皮 细 胞 侵

入。具有侵袭力的沙门氏菌能够选择性地侵入动物

肠道黏膜表面派伊尔氏结（ＰＰ）的 Ｍ 细胞并破坏 Ｍ
细胞进入皮下组织，也可通过包围 Ｍ细胞的具有吸

收能力的上皮细胞进入皮下组织，然后可被位于上

皮下穹隆区（ＳＥＤ）的抗原递呈细胞（ＡＰＣｓ）所捕获，
进而通过 ＭＨＣⅠ类和 ＭＨＣⅡ类两种途径进 行 抗

原递 呈 激 发 机 体 产 生 细 胞 免 疫 和 体 液 免 疫 应 答

（Ｖａｚｑｕｅｚ等，２０００）。缺 乏 侵 袭 力 的 沙 门 氏 菌 可 通

过吞噬细胞直接吞噬而侵入机体，再被运送至淋巴

器官（Ｖａｚｑｕｅｚ等，１９９９）。

表１　沙门氏菌毒力基因及功能

基因 功能

ｇａｌＥ 脂多糖的生物合成

ａｒｏ 氨基酸的生物合成

ｐｕｒ 嘌呤的生物合成

ｃｙａ和ｃｒｐ 环腺苷酸调节途径

ｐｈｏＰ和ｐｈｏＱ 酸性磷酸酶的合成

ｈｔｒＡ 热休克蛋白

ｏｍｐＲ 外膜蛋白Ｒ

ｐｏｘＡ 丙酮酸氧化酶

ｓｕｒＡ 肽酰脯氨酸顺反异构酶

ｗａａＰ 庚糖磷酸化

１．２　可作为疫苗的沙门氏菌减毒株　随着对沙门

氏菌毒力 基 因 以 及 重 组 ＤＮＡ 技 术 的 研 究 不 断 深

入，现在已经研制出许多遗传稳定的减毒株作为口

服活疫苗的候选菌株。

１．２．１　ｃｙａ／ｃｒｐ基因缺失株　ｃｙａ和ｃｒｐ作为沙门

氏菌的毒力调节基因已经被研究得非常深入。ｃｙａ
基因编码环化 腺 苷 酸 合 成 酶，ｃｒｐ基 因 编 码 环 化 腺

苷酸受体蛋白。该两种基因调节多种功能，包括碳

水化合物及氨基酸的利用，细菌代谢过程中某些基

因的转录，营养物质的运送和分解，一些氨基酸渗透

酶的合成，鞭毛、菌毛的合成，外膜蛋白的合成以及

多种基因表达等。Ｒｏｙ　ＣｕｒｔｉｓｓⅢ用Ｔｎ１０转座得到

含有或不含有毒力质粒ｐＳｔＳＲ１００的具有镰孢菌抗

性的鼠伤寒沙门氏菌ＳＲ－１１株的ｃｒｐ与ｃｙａ突变株

（Ｃｕｒｔｉｓｓ等，１９８７），这些突变株对小鼠无毒性，但有

良好的免疫原性。之后的几年里Ｒｏｙ　ＣｕｒｔｉｓｓⅢ和

Ｈａｓｓａｎ对Ｒｏｙ　ＣｕｒｔｉｓｓⅢ构建的突变株进行系统研

究，他们发现 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌ｃｙａ／ｃｒｐ的 缺 失 突 变

体对１日龄鸡的半数致死量大于３×１０９　ＣＦＵ，可保

护１日龄、２周龄以及成年鸡抵抗野生型鼠伤寒 沙

门 氏 菌 攻 击 感 染（Ｈａｓｓａｎ等，１９９０）。覃 宗 华 等

（２００３）从 国 外 引 进 了 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 Ｘ４５５０ｃｙａ／

ｃｒｐ双 突 变 减 毒 株，并 研 究 了 该 菌 株 对 鸡 的 致 病 力

及其在鸡体所诱导的特异性免疫保护效果，结果表

明鼠伤寒沙门氏菌的ｃｙａ／ｃｒｐ突变株不仅毒力大大

降低，而且保留了良好的免疫原性。郁川等（２０１０）

构建了猪霍 乱 沙 门 氏 菌Ｃ７８－１株 的ｃｒｐ基 因 缺 失

株，并对其生物学特性进行了初步研究，研究结果表

明，缺失株的血清型与亲本菌株Ｃ７８－１一致，且能够

稳定遗传缺失的ｃｒｐ基因，但其生化特性和生长速

度与Ｃ７８－１相比发生明显改变，小鼠致死性试验结

果表明其毒力较Ｃ７８－１降低约７５０倍。

１．２．２　ａｓｄ基因缺失株　ａｓｄ基因编码天冬氨酸β
半 乳 糖 脱 氢 酶，该 酶 是 细 菌 合 成 二 氨 基 庚 二 酸

（ＤＡＰ）的生物途径 里 的 必 需 酶。ＤＡＰ为 革 兰 氏 阴

性菌细胞壁主要化学成分肽聚糖中四肽侧链的一个

组分，ＤＡＰ的缺乏直接影响到细菌细胞壁的合 成，

并最终导致细菌死亡。Ｎａｋａｙａｍａ等（１９８８）在沙门

氏菌ｃｙａ／ｃｒｐ基因缺失的基础上进一步缺失了ａｓｄ
基因构建出平衡致死系统，一方面使得沙门氏菌毒

力进一步降低，另一方面大大提高了沙门氏菌携带

质粒的稳定性。徐引弟等（２００８）构建了猪霍乱沙门

氏菌Ｃ５００株△ｃｒｐ△ａｓｄ双缺失株平衡致死载体系

统并成功表达了外源基因。陈晓娟构建了减毒鸡伤

寒沙门氏菌９７Ａ△ａｓｄ缺失株并表达了新城疫Ｆ蛋

白基因部分片段，为研制新型载体疫苗奠定了基础。

１．２．３　ａｒｏ基因缺失株　ａｒｏＡ、ａｒｏＣ、ａｒｏＤ 等基因

分别编码３－磷酸莽草酸１－羧乙烯基转移酶、分支酸

合酶、３－脱氢奎宁酸脱水酶，它们控制着细菌体内色

氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、２，３－二羟基苯甲酸、对氨基

苯甲酸等芳香族氨基酸的生物合成，这些芳香族氨

基酸对于细菌的生长起着重要作用。而哺乳动物不

具备该合成途径，所以ａｒｏＡ单基因缺失以及ａｒｏＡ、

ａｒｏＣ或ａｒｏＣ、ａｒｏＤ 双基因缺失均可导致细菌只能

在 体 内 有 限 增 殖，从 而 起 到 减 毒 的 作 用（Ｃｈａｔｔｉｅｌｄ
等，１９９２）。Ｈｏｎｅ（１９９１）构 建 了 智 利 分 离 伤 寒 株

ＩＳＰ１８２０和实验室株Ｔｙ２的ａｒｏＣ和ａｒｏＤ的双缺失

株ＣＶＤ９０６和ＣＶＤ９０８，突变株在低营养的培养 基

中不能复制，腹腔接种小鼠，ａｒｏ单突变株和双突变

株毒力均减弱。

１．２．４　ｐｈｏＰ／ｐｈｏＱ 基 因 缺 失 株　ｐｈｏＰ 和ｐｈｏＱ
基因分别编码转录激活因子和传感器激酶，主要功

能是调控酸性磷酸酶的合成。当沙门氏菌被巨噬细
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胞吞噬后，自身有一系列措施可以逃避宿主的杀灭，

但其中一些适应措施都受控于ｐｈｏＰ／ｐｈｏＱ双基因

的调节。缺失ｐｈｏＰ／ｐｈｏＱ基因后导致细菌在巨噬

细胞中的存活能力下降从而达到减毒的目的。伤寒

沙门氏菌Ｔｙ２的ｐｈｏＰ／ｐｈｏＱ缺失株Ｔｙ８００作为伤

寒弱毒 活 疫 苗 在 志 愿 者 上 进 行 了 测 试，结 果 证 明

Ｔｙ８００是安全的，单剂量口服对人有很高的免 疫 原

性；将Ｔｙ２的ａｒｏＡ缺失株进一步缺失ｐｈｏＰ／ｐｈｏＱ
后构建Ｔｙ４４５，缺 失 后 的 毒 力 明 显 降 低（Ｈｏｈｍａｎｎ
等，１９９６）。

１．２．５　其他基因缺失株　沙门氏菌的全基因组已

经被不断深入认知，越来越多的基因也都已应用到

基因工程减毒上来。

ｈｔｒＡ基因编码沙门氏菌的ｈｔｒＡ热休克应激蛋

白，该蛋白控制细菌在面临压力环境中相应基因的

转录，ｈｔｒＡ基因缺失导致沙门氏菌对巨噬细胞中氧

化环境的抵抗力降低，从而得到减毒。如果在ａｒｏＡ
缺失株基础上进一步缺失与大肠埃希菌编码热激蛋

白基因同源的ｈｔｒＡ 基因，将影响细菌抵抗巨噬细胞

的氧化杀灭能 力。ｈｔｒＡ缺 失 结 合ａｒｏＡ缺 失，对 小

鼠是极好的口服疫苗且对小鼠的毒力不增强，缺陷

是只有中等 免 疫 力。因 此，ｈｔｒＡ 和ｈｔｒＡａｒｏＡ 突 变

株可 以 作 为 抗 沙 门 氏 菌 病 很 有 潜 力 的 口 服 疫 苗

（Ｃｈａｔｆｉｅｌｄ等，１９９２）。

ｏｍｐＲ基因编码外膜蛋白Ｒ。用ｐ２２转座突变

鼠伤寒沙门氏菌ＳＬ１３４４的外膜蛋白ｏｍｐＲ，突变株

经口服或 静 脉 免 疫 小 鼠 后 表 明 已 减 毒，ＬＤ５０降 低

１０５，能很好地保护ＳＬ１３４４的攻击（Ｄｏｒｍａｎ，１９８９）。

ｐｏｘＡ基因 编 码 丙 酮 酸 氧 化 酶。ｐｏｘＡ突 变 株

表现为多效应表型，鼠伤寒沙门氏菌ＵＫ－１的ｐｏｘＡ
突变株口服小鼠毒力比ＵＫ－１降低１０４倍，静脉接种

毒力降 低１０３倍，但 仍 能 在 脾、肠 系 膜 淋 巴 结 和ＰＰ
结中定居，能诱导强烈的体液免疫反应，能对致死量

的野毒攻击提供保护（Ｋａｎｉｇａ等，１９９８）。

１．３　理想的减毒疫苗　与灭活疫苗、亚单位疫苗相

比，减毒活疫苗具有高效、花费低、使用方便等优点。

理想的活疫苗应具备下列条件（徐引弟等，２００８）：①
完全减毒；②高度免疫原性；③不能回复突变，限定

性多重性缺失突变可防止回复突变的发生；④不对

环境造成污染，疫苗应在体内存留特定的时间，诱导

免疫反应后被某种机制清除并不滞留于环境；⑤对

后代无害，疫苗所诱导的保护性免疫应能传给下一

代，而疫苗本身不应垂直传播；⑥经济且使用方便，

如口服、滴鼻途径较肌肉注射简单、方便。

２　减毒沙门氏菌载体

为了能激起有效的黏膜免疫，使用疫苗载体将

抗原运送到黏膜表面已是很成功的策略。能够作为

黏膜免疫抗原的载体有很多种，减毒沙门氏菌是最

好的选择之一。

２．１　减毒沙门氏菌载体递呈外源抗原的优点　减

毒沙门氏菌 作 为 载 体 递 呈 外 源 抗 原 具 有 很 多 的 优

点：①减毒沙门氏菌既可携带原核表达质粒也可携

带真核表达质粒（Ｃｈｅｎ等，２００７）；②减 毒 沙 门 氏 菌

可入侵至淋巴系统，运送抗原效率高，能更有效地激

发体液免疫和细胞免疫；③接种简便，可通过自然感

染途径（如 口 服 或 滴 鼻）（Ｖｅｃｉｎｏ等，２００２），即 可 激

发系统和黏膜免疫反应，同时阻止了病原在黏膜表

面定居和繁殖；④减毒沙门氏菌具有免疫佐剂作用。

近年来研究最多的沙门氏菌脂多糖（ＬＰＳ）是其内在

佐剂，ＬＰＳ的刺激 可 以 增 强 树 突 状 细 胞（ＤＣｓ）捕 获

和加工 ＭＨＣⅠ类 抗 原 的 能 力，有 利 于 将 重 组 沙 门

氏菌的抗原呈递给特异性的Ｂ、Ｔ细胞；⑤免疫具有

持续性，减毒沙门氏菌作为载体侵入宿主体内后在

一段时间内有限增殖，其表达的外源蛋白可对宿主

持续刺激，不需要反复加强免疫；⑥重组减毒沙门氏

菌疫苗生产工艺简单，疫苗易于储存和运输，因此疫

苗的成本相对较低。

２．２　减毒沙门氏菌作为载体存在的问题　减毒沙

门氏菌 进 入 分 化 活 跃 的 淋 巴 细 胞 后，将 异 源 质 粒

ＤＮＡ递呈给宿主细胞，很可能与宿主的基因组发生

整合，使原癌基因和抑癌基因的表达失控而导致体

细胞癌变；作为载体的减毒沙门氏菌如果遗传背景

不清楚可能会出现毒力返强的危险；重组减毒沙门

氏菌的表达产物与天然蛋白存在差异，表达产物是

否会对疫苗或宿主有害无法确定；部分重组减毒沙

门氏菌可能会出现外源抗原表达量低而不能激发免

疫反应的现象；除了表达量低外，常常遇到的另外一

个问题是外源基因表达不稳定，特别是在体内，会出

现表达质粒丢失的现象。

２．３　减毒沙门氏菌载体在疫苗中的应用

２．３．１　应用于细菌疫苗　减毒沙门氏菌载体已被

广泛应用于链球菌、结核杆菌、百日咳杆菌、产单核

细胞李斯特菌、鼠疫耶尔森菌、土拉弗郎西斯菌、铜

绿假单胞菌、淋病奈瑟菌、牛布氏杆菌、破伤风梭菌、

炭疽芽孢杆菌、沙眼衣原体和猪肺炎支原体等细菌

疫苗的 研 制。研 究 结 果 表 明，将 含 有 幽 门 螺 杆 菌
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ｕｒｅＢ和ＩＬ－２的融合表达载体转化到减毒沙门菌内

后所构建的重组疫苗可以有效地保护细菌对小鼠的

攻击（Ｘｕ等，２００７）。将链球菌溶血素（ＳＬＹ）克隆到

原核表 达 载 体ｐＢＶ２２０上 构 成ｐＢＶ２２０／ＳＬＹ重 组

质粒，再导入减毒鼠伤寒沙门氏菌ＳＶ４０８９株，用聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）可见ｐＢＶ２２０／ＳＬＹ
能在ＳＶ４０８９疫苗菌中稳定存在进行表达（马有 智

等，２００５）。Ｐａｒｉｄ等（２００５）构 建 了 携 带 结 核 杆 菌

（ＴＢ）的Ａｇ８５Ａ基因的重组 减 毒 菌 疫 苗，该 疫 苗 组

比肌注ＤＮＡ疫 苗 组 对 强 毒 株 攻 击 的 保 护 率 高，该

研究为进一步深入研制抗结核的减毒沙门氏菌核酸

疫苗提供了依据。

２．３．２　应用于病毒疫苗　减毒沙门氏菌载体在病

毒疫苗研制方面应用广泛，已被用于乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）、鸡传染性法氏囊病毒、艾滋病病毒（ＨＩＶ）、

单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）、新城疫病毒（ＮＤＶ）、猪 传 染

性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）及呼吸道合胞体病毒（ＲＳＶ）

等病毒疫苗的研究。李龙等（２００４）用减毒鼠伤寒沙

门氏 菌ＺＪ１１１株 携 带 克 隆 有 传 染 性 法 氏 囊 病 病 毒

ＺＪ２０００株多聚蛋白基因ＶＰ２的重组质粒而后转染

Ｖｅｒｏ细胞，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ均可检

测到与ＶＰ２蛋白分子质量一致的４１ｋｕ蛋白条带，

表明减毒沙门氏菌可将外源基因ＶＰ２导入Ｖｅｒｏ细

胞，并进行转录和表达。唐丽华等（２００７）构建了禽

流 感 Ｈ５ 亚 型 的 ＳＬ７２０７（ｐｍｃＤＮＡ３．１－ＨＡ）和

ＳＬ７２０７（ｐｃＤＮＡ３．１－ＨＡ）两 种 减 毒 沙 门 氏 菌 疫 苗，

体内 外 试 验 结 果 表 明，质 粒ｐｍｃＤＮＡ３．１－ＨＡ 比

ｐｃＤＮＡ３．１－ＨＡ更 稳 定，两 种 ＤＮＡ疫 苗 均 能 诱 导

明显的黏膜免疫。

２．３．３　应 用 于 寄 生 虫 疫 苗　Ｑｕ等（２００８）将 编 码

鼠弓形虫表面抗原蛋白ＳＡＧ１的真核表达质粒转入

减毒沙门氏菌ＺＪ１１１中，以不同剂量口服接种小鼠。

结 果 显 示，重 组 沙 门 氏 菌 有 效 诱 导 了 小 鼠 产 生

ＳＡＧ１抗体，且抗 体 水 平 与 免 疫 剂 量 相 关，１０７　ＣＦＵ
接种量诱 导 的 抗 体 水 平 显 著 高 于１０６　ＣＦＵ 与１０８

ＣＦＵ；免疫小鼠体内检测到了高水平的ＩＮＦ－γ，表明

诱导了Ｔｈ１型免疫应答；攻毒试验显示将小鼠的死

亡率有效减少了２０％。

覃宗华等（２００５）将堆型艾美耳球虫广东株孢子

表 面 抗 原 基 因 ｃＳＺ１ 的 阅 读 框 架，连 接 载 体

ｐＹＡ３３４２质粒，并将该质粒电转化进入减毒鼠伤寒

沙门氏菌 Ｘ４５５０，将 重 组 的 减 毒 沙 门 氏 菌 Ｘ４５５０／

ｐＹＡ３３４２－ｃＳＺ１分别 以１０８或１０９　ＣＦＵ 经 口 免 疫４

日龄岭南 黄 肉 鸡，免 疫 后２周 血 清 中 可 以 检 测 到

ｃＳＺ１特异性ＩｇＧ，３周 时 抗 体 水 平 达 到 峰 值；同 时

２５日龄在 肠 道 可 以 检 测 到 特 异 性ＩｇＡ。免 疫 后３
周，１０８及１０９　ＣＦＵ两个免疫组分别经口攻击５００个

孢子化卵囊，计数感染后３～１０ｄ卵囊总产量，分别

降低２５．１％和４６．４％的卵囊产生。

２．３．４　应用于肿瘤疫苗　减毒沙门氏菌具有众多

作为抗肿瘤 理 想 基 因 传 递 载 体 的 特 征（廖 成 水 等，

２０１０），目前有关专家已将减毒沙门氏菌作为基因转

移载体应用于实体瘤、深部肿瘤及转移瘤基因治疗

方面，在体外试验及动物模型试验中均取得了较满

意的治疗效果，比如ＶＮＰ２０００９是临床上研究较深

入的减毒沙门氏菌菌株。在临床Ⅰ期试验证实其具

有较高 的 肿 瘤 靶 向 性 和 安 全 性。并 且 ＶＮＰ２０００９
可以抑制多种鼠源及人源移植瘤的生长。包括鼠、

人黑色素瘤、人结肠癌、肺癌和乳腺癌等。部分成果

已初步应用于临床，显示出了强大的发展前景（Ｌｏｗ
等，２００４）。

３　展望

减毒沙门氏菌无论作为疫苗还是作为异源抗原

和核酸疫苗的载体都有着无可比拟的优势。国内外

都已将其广泛应用于细菌、病毒、寄生虫、肿瘤等疫

苗的研制并展示了良好的应用前景。但正如文中所

指出，其仍然存在一些不可避免的问题，相信随着对

沙门氏菌研究的不断深入，尤其是基因工程改造技

术的不断完善和发展，减毒沙门氏菌在疫苗和载体

的应用中将体现出巨大的价值。
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