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布鲁菌缺失疫苗株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的
构建及毒力和免疫原性的评估

刘翠翠，马思思，王佳莹，吴云燕，易　琳，赵明秋，陈金顶
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】利用分子生物学技术，通过同源重组的方法构建了新型的羊种布鲁菌 Ｂｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ减毒活疫苗

株，为布鲁菌的防治提供新的选择．【方法】以羊种布鲁菌减毒活疫苗 Ｍ５株及缺失 ｂｐ２６基因的 Ｍ５Δｂｐ２６缺失突

变株为亲本株，利用电击转化法，将含有ｚｎｕＡ基因上下游同源臂的自杀质粒转入到亲本株中，通过同源重组敲除

ｚｎｕＡ基因．对构建的新型基因缺失株进行生物学特性及毒力的鉴定与分析．【结果和结论】ＰＣＲ及核苷酸序列测序

结果表明，羊种布鲁菌减毒活疫苗ｚｎｕＡ单基因缺失株和ｂｐ２６、ｚｎｕＡ双基因缺失株均构建成功，分别将其命名为Ｍ５

ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．与亲本株相比，２种缺失突变株的生物学特性没有显著性差异；体外连续传至２０代后，

菌落ＰＣＲ和核苷酸测序结果显示Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ株具有良好的遗传稳定性．小鼠脾脏质量和脾脏

菌落数表明，Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ双基因缺失株毒力最弱，单基因缺失株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６次之．血清中抗体水

平的监测显示，ｚｎｕＡ基因的缺失对布鲁菌减毒活疫苗诱导机体体液免疫的能力没有影响．获得了免疫原性保持良

好而毒力减弱的羊种布鲁菌减毒活疫苗基因突变株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．
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　　布鲁菌病（Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ）是世界范围内的重大人
畜共患传染病之一，牛、羊、猪等多种动物和人均可

感染该病，其导致的巨大经济损失和严重公共卫生

问题一直备受人们关注．目前布鲁菌属Ｂｒｕｃｅｌｌａ中以
马耳他型布鲁菌Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ对人类的致病性最强、
危害最重，在我国也最为流行［１］，因此对马耳他型布

鲁菌病的防控是非常必要的．临床上主要通过接种
减毒活疫苗Ｒｅｖ．１、Ｍ５及Ｍ５９０等预防控制此病，其
中Ｍ５株弱毒苗是通过将马耳他型强毒株 Ｍ２８由鸡
体连续传代致弱而研制成功，自２０世纪７０年代起
被广泛应用于我国，在有效控制羊布鲁菌病方面发

挥了重大作用，但Ｍ５株仍具有布鲁菌弱毒苗普遍存
在的残余毒力强、易引起孕畜流产、干扰血清学检测

等缺点［２３］．为克服以上缺点，构建安全、稳定、易检
测的基因工程疫苗势在必行．ＡＴＰ结合盒式蛋白
（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）又称 ＡＢＣ转运蛋
白，是细菌的一种物质转运蛋白，参与微生物体内的

各种生理活动，如维持细胞内外渗透压平衡、抗原呈

递、细胞分化、细菌免疫、胆固醇及脂质的运输［４］．其
中，锌 ＡＢＣ转运蛋白（ＺｎｕＡＢＣ）为 ＡＢＣ转运蛋白中
的一种金属离子转运蛋白，研究表明高亲和力 Ｚｎｕ
ＡＢＣ蛋白不仅与细菌吸收运输锌离子相关，也和多
种细菌的致病力有着直接或间接的关系［５７］．Ｂｐ２６
蛋白是布鲁菌的外膜周质蛋白，该蛋白具有较强的

免疫活性，能够有效地诱导机体产生特异性抗体．近
年来，Ｂｐ２６蛋白成为了布鲁菌血清学诊断的重要靶
蛋白，此外，ｂｐ２６基因缺失标记型疫苗株在区分布鲁
菌人工免疫与野毒感染方面具有的优势使 ｂｐ２６基
因成为现在布鲁菌基因缺失疫苗株的主要靶基因．

本研究以马耳他型布鲁菌 Ｍ５株和缺失株 Ｍ５
Δｂｐ２６为亲本株，利用同源重组技术对其进行改造，
敲除编码锌离子转运蛋白 ｚｎｕＡＢＣ中的 ｚｎｕＡ基因，
获得了单基因缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和双基因缺失株
Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．对２种缺失株的形态、生长特性、
遗传稳定性进行鉴定；并通过小鼠试验比较了缺失

株Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ及Ｍ５Δｂｐ２６和亲本
株Ｍ５的毒力和免疫原性的强弱．

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒、载体、蛋白
马耳他型布鲁菌减毒活疫苗株 Ｍ５购于新疆天

康畜牧生物技术股份有限公司，大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α!ｐｉｒ、ＰＲＥ１１２自杀质粒（ｃａｔ，ｓａｃＢ，
ｏｒｉＴＲＰ４，ｏｒｉＶＲ６Ｋ，ＭＣＳ）为华南农业大学微生物学
与免疫学教研室保存；布鲁菌疫苗缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６
及布鲁菌ＢＬＳＬ７／Ｌ１２融合蛋白（ＢＬ蛋白）为华南农
业大学微生物学与免疫学教研室构建并保存．
１．２　主要试剂

ＫＯＤＦＸＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ高保真酶为 ＴＯＹＯＢＯ
公司产品；限制性内切酶 ＫｐｎＩ和 ＳａｃＩ、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等为 ＴａＫａＲａ公司产品；胶回收试
剂盒、小量质粒提取试剂盒为 Ｏｍｅｇａ公司产品；
ＱＩＡａｍｐＤＮＡ提取试剂盒为ＱＩＡＧＥＮ公司产品．
１．３　试验动物

１２０只５～６周龄雌性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠、鼠粮、垫料
均购自广东省医学实验动物中心．
１．４　布鲁菌单基因缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ及双基因

缺失株Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的构建
１．４．１　引物合成及 ΔｚｎｕＡ基因片段的构建　按
ＱＩＡａｍｐＤＮＡ抽提试剂盒说明书提取马耳他型布鲁
菌Ｍ５株基因组ＤＮＡ．根据该菌株 ｚｎｕＡ基因（ＢＭＥＡ
＿Ｂ１１１６）左右两端序列运用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计２对通用
引物对序列进行扩增，引物如下：Ｆ１：５′ＧＡＴＧＧ
ＴＡＣＣＣＧＴＣＣＴＣＧＴＴＴＧＣＴＴＧＴＧＣ３′（ＫｐｎＩ），Ｒ１：５′
ＴＣＧＣＴＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＣＴＧＴ３′；Ｆ２：５′ＧＣＡＧＴＣＴＴＴ
ＣＡＧＣＧＡＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧＧＣＡＧＡＡＧＣ３′，Ｒ２：５′ＡＧＡ
ＧＡＧＣＴＣＣＡＡＴＧＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＣＣＣ３′（ＳａｃＩ）．其中
Ｆ１和Ｒ２的５′端分别添加ＫｐｎＩ和ＳａｃＩ酶切位点（斜
体部分），Ｆ２的５′端添加 Ｒ１中１５个碱基的反向互
补序列（划线部分），引物由上海立菲生物技术有限

公司合成．用引物Ｆ１和Ｒ１扩增ｚｎｕＡ基因的左端同
源臂片段ＺＮＬ，Ｆ２和 Ｒ２扩增该基因右端同源臂片
段ＺＮＲ，再以获得的ＺＮＬ和ＺＮＲ片段回收纯化产
物为模版，用引物 Ｆ１、Ｒ２进行 ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ扩增，获
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得缺失ｚｎｕＡ基因的片段ΔｚｎｕＡ．
１．４．２　重组自杀质粒ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ的构建　双酶
切自杀载体 ＰＲＥ１１２和 ΔｚｎｕＡ片段，纯化回收后用
Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接（反应体系和反应条件按说明书
操作），转化大肠埃希菌 ＤＨ５α!ｐｉｒ，经菌落 ＰＣＲ鉴
定、双酶切验证并基因测序正确，获得自杀性同源重

组质粒ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ．
１．４．３　缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的构
建　参考潘文等［８］，制备 Ｍ５和 Ｍ５Δｂｐ２６感受态细
胞，将自杀性质粒ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ分别电转入２种感
受态细胞，恢复质粒抗性后涂布 ＴＳＡＹＥＣｍ平板，
３７℃培养约７２ｈ，随机挑选单交换子，菌落 ＰＣＲ验
证，得到２菌株的同源重组单交换子．分别挑取上述
２组同源重组单交换子接种至 ＴＳＢＹＥ中培养约２０
ｈ，菌液适当稀释后涂ＴＳＡＹＥＳｕｃｏｒｓｅ平板培养７２～
９６ｈ，利用自杀质粒ＰＲＥ１１２中ｓａｃＢ基因对蔗糖的敏
感性进行筛选，经 ＰＣＲ验证和基因测序正确，获得
Ｍ５和Ｍ５Δｂｐ２６缺失 ｚｎｕＡ基因的同源重组双交换
子，即布鲁菌单基因缺失株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和双基因缺失
株Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．
１．５　缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的

生物学特性及遗传稳定性鉴定

１．５．１　形态学和生化特性鉴定　将２种缺失株Ｍ５
ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ和亲本株Ｍ５在ＴＳＡＹＥ上
培养约４８ｈ，待长出单菌落后肉眼观察菌落形态．挑
单菌落接种至 ＴＳＢＹＥ中，３７℃摇床振荡培养约２４
ｈ，用革兰染色法和科兹洛夫斯基法染色，显微镜下
观察细菌形态及染色情况．通过糖发酵试验、枸橼酸
盐利用试验、吲哚试验等几种生化试验，比较缺失株

与亲本株之间的生化特性差异．
１．５．２　生长特性　分别培养 Ｍ５、Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５
Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ纯培养菌液，分别将各菌液浓度调整
一致（Ｄ６００ｎｍ为０．６），按体积比１∶１００接种至ＴＳＢＹＥ
液体培养基中，３７℃ ２００ｒ·ｍｉｎ１振荡培养，隔４ｈ
取１ｍＬ菌液测定其 Ｄ６００ｎｍ并做１０倍系列稀释后涂
布ＴＳＡＹＥ平板，统计３株菌７２ｈ内菌落数，绘制生
长曲线．遗传稳定性测定：Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ在培养基上连续传 ２０代，隔代次进行菌落
ＰＣＲ鉴定，确定缺失株的体外传代稳定性．
１．６　缺失株对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的毒力测定

将３种缺失株Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ和亲本株Ｍ５在ＴＳＢＹＥ中培养约２４ｈ，离心
收集菌体，ＰＢＳ清洗重悬后进行细菌计数，按 １０８

ＣＦＵ的量调整菌液浓度，再分别以每只０．２ｍＬ腹腔
接种５～６周龄雌性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠各１２只，空白对照
组为接种等量的ＰＢＳ，接种３ｄ内观察所有小鼠存活

情况．接种后的第２、４、６、８周分别按每组３只对各
组小鼠称体质量，断颈处死后无菌取脾脏称质量并

研磨成匀浆，脾脏匀浆作１０倍系列稀释涂布 ＴＳＡ
ＹＥ平板，进行菌数量计数．
１．７　缺失株对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的免疫原性评估

培 养 Ｍ５、Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ４株菌的纯培养菌液，以 ＰＢＳ溶液为空白对
照，分别以每只５×１０５ＣＦＵ的剂量腹腔接种 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠，接种后８周内每隔１周每组各取３只小鼠眼窦
静脉采血分离血清，作为待检样本保存备用．以布鲁
菌ＢＬ融合蛋白为包被抗原进行间接ＥＬＩＳＡ检测，按
照常艳等［９］建立的方法，确定最佳抗原浓度及血清

稀释比例，ｉＥＬＩＳＡ方法检测待检血清中ＢＬ特异性抗
体水平．

２　结果与分析
２．１　Ｍ５株ΔｚｎｕＡ片段的构建

对Ｍ５株ｚｎｕＡ基因左右端同源臂分别扩增，得
到左端同源臂ＺＮＬ片段大小为１０９８ｂｐ；右端同源
臂ＺＮＲ片段大小为１１４９ｂｐ．以ＺＮＬ、ＺＮＲ为模板
进行ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ扩增，得到缺失中间ｚｎｕＡ基因的大
小为２２４７ｂｐ的片段，与理论值相符，表明ΔｚｎｕＡ片
段构建成功（图１）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１：左端同源臂 ＺＮＬ；２：右端同源臂 ＺＮＲ；

３：ΔｚｎｕＡ片段．

图１　布鲁菌Ｍ５株ｚｎｕＡ基因左右端同源臂ＺＮＬ、ＺＮＲ片段
及ΔｚｎｕＡ片段的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｚｎｕＡｇｅｎｅａｂｏｕｔｕｐｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ａｒｍｓＺＮＬａｎｄｄｏｗｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｒｍｓＺＮＲａｎｄｔｈｅ

ΔｚｎｕＡｏｆＢｒｕｃｅｌｌａＭ５ｓｔｒａｉｎ

２．２　重组自杀质粒ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ的构建
ＫｐｎＩ、ＳａｃＩ双酶切 ＰＲＥ１１２和 ΔｚｎｕＡ并对两者

进行连接，连接产物转化大肠埃希菌 ＤＨ５α!ｐｉｒ，随
机挑选转化子用引物 Ｆ１和 Ｒ２进行菌落 ＰＣＲ验证，
阳性克隆获得后进行质粒抽提，对其双酶切 ＰＣＲ验
证并送交测序，酶切验证结果与 ΔｚｎｕＡ片段大小相
同为２２４７ｂｐ，测序结果与 ΔｚｕｎＡ片段序列完全一
致，表明重组自杀质粒ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ构建成功．
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２．３　缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的筛
选与鉴定

　　自杀性质粒 ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ在１．８ｋＶ、４００Ω、
２５μＦ的电场强度下分别电转入Ｍ５和Ｍ５Δｂｐ２６感
受态细胞中，通过氯霉素抗性平板筛选获得的阳性

克隆用引物Ｆ１／Ｒ２进行扩增，从 ＰＣＲ产物的凝胶电
泳图中可观察到在３１８０与２２４７ｂｐ处的２条片段，
验证结果与预期相符（如图２，以 Ｍ５ΔｚｎｕＡ为例），
得到同源重组单交换子．利用 ｐＲＥＭ５ΔｚｎｕＡ质粒
中含有的ｓａｃＢ基因对蔗糖的敏感性，将同源重组单
交换子在ＴＳＡＹＥＳｕｃｒｏｓｅ中培养筛选得到同源重组
双交换子，ＰＣＲ扩增，凝胶电泳图显示条带大小为
２２４７ｂｐ，与预期结果相符（如图３，以 Ｍ５ΔｚｎｕＡ为
例）．送测序验证正确，得到目标菌株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和
Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１００００；１：Ｍ５株ΔｚｎｕＡ阳性对照；２：Ｍ５株 ｚｎｕＡ阳
性对照；３～６：Ｍ５ΔｚｎｕＡ同源重组单交换子的 ＰＣＲ产物；７：阴性对
照．

图２　布鲁菌Ｍ５ΔｚｎｕＡ株同源重组单交换子的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｉｎｇｌｅ

ｃｒｏｓｓｏｖｅｒｏｆＢｒｕｃｅｌｌａＭ５ΔｚｎｕＡｓｔｒａｉｎ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１００００；１：Ｍ５株ΔｚｎｕＡ阳性对照２：Ｍ５株ｚｎｕＡ阳性对照；３～２０：同源重组双交换子ＰＣＲ产物，其中５、１１、１２、１３泳道为Ｍ５

ΔｚｎｕＡ；２１：阴性对照．

图３　布鲁菌Ｍ５ΔｚｎｕＡ株同源重组双交换子的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｅｃｒｏｓｓｏｖｅｒｏｆＢｒｕｃｅｌｌａＭ５ΔｚｎｕＡｓｔｒａｉｎ

２．４　缺失株的生长特性及遗传稳定性测定
将２株缺失株和亲本株 Ｍ５分别在 ＴＳＡＹＥ培

养基上划线培养７２ｈ后，均长出无色半透明、表面圆
润光滑、边缘整齐、圆形稍隆起、均质样的露滴状单

菌落；在液体培养基中均匀浑浊生长，不透明；２种缺
失株菌落涂片革兰染色镜检，菌体均被染成红色、单

个散在的、无鞭毛无芽孢球杆状菌；科兹洛夫斯基染

色镜检，２种缺失株的菌体均被染成红色，而其他的
组织细胞及杂物均被染成绿色，与布鲁菌Ｍ５的染色
特性一致．多种生化反应试验显示缺失株与亲本株
在生长特性上没有差异（表１）．

以相同的剂量在 ＴＳＢＹＥ中分别培养 Ｍ５、Ｍ５
ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ菌液共７２ｈ，每４ｈ吸取
１ｍＬ菌液，１０倍系列稀释后涂布于 ＴＳＡＹＥ平板，
３７℃培养４８～７２ｈ，记录平板上的菌落数，并绘制
生长曲线，如图４所示，构建的２种缺失株与亲本株

的生长特性无显著性差异，表明在营养充足的条件

下单基因缺失（ｚｎｕＡ）或双基因缺失 （ｚｎｕＡ、ｂｐ２６）不
会影响布鲁菌的生长．Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ体外传代培养至２０代，隔代次进行菌落 ＰＣＲ
和基因测序，均未发生回复突变，表明２种缺失株遗
传稳定性良好（图５，仅以Ｍ５ΔｚｎｕＡ为例）．

表１　３种菌株的生化特性鉴定结果１）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｒｅｅＢｒｕｃｅｌｌａ
ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

生化试验名称 Ｍ５ Ｍ５ΔｚｎｕＡ Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ
糖发酵试验 ＋ ＋ ＋
ＶＰ试验

! ! !

利用枸橼酸钠
! ! !

Ｈ２Ｓ产生试验 ! ! !

ＣＯ２利用试验 ! ! !

明胶液化试验
! ! !

　１）“＋”表示阳性反应，“－”表示阴性反应．
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图４　布鲁菌Ｍ５、Ｍ５ΔｚｎｕＡ及Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ株的生长曲线
Ｆｉｇ．４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＢｒｕｃｅｌｌａＭ５，Ｍ５ΔｚｎｕＡａｎｄＭ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１００００；１：Ｍ５株 ΔｚｎｕＡ阳性对照；２：Ｍ５株 ｚｎｕＡ阳
性对照；３～１２：缺失株Ｍ５ΔｚｎｕＡ第２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０代
菌落的ＰＣＲ鉴定；１３：阴性对照．

图５　布鲁菌Ｍ５ΔｚｎｕＡ株遗传稳定性的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＢｒｕｃｅｌｌａＭ５

ΔｚｎｕＡｓｔｒａｉｎ

２．５　３种缺失株对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的毒力测定结果
５～６周龄的雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，每只小鼠腹腔注

射１０８ＣＦＵ的待测菌液，并在接种的３ｄ之内每天观
察小鼠的精神状态直至恢复正常为止．接种后２４～
４８ｈ内亲本株 Ｍ５及 ３种缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５
ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ组内小鼠暂时出现轻度
的精神萎靡、被毛凌乱现象，在７２ｈ内均恢复正常，
未见死亡，对照组全部正常，表明缺失株对小鼠具有

良好的安全性．接种后每个试验组每 ２周随机取 ３
只小鼠，称体质量，无菌取脾称质量，以每１０ｇ体质
量中脾脏所占质量（ｍｇ）表示脾脏质量指数，如图６
所示，布鲁菌减毒活疫苗的接种均会引起小鼠脾脏

的肿大，脾脏的肿大程度随着时间的延长而逐渐减

脾脏质量指数为每１０ｇ体质量中脾脏所占质量（ｍｇ）；图中同一时间点不同柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＜０．０５，单
因素方差分析）．

图６　接种Ｍ５、Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ后小鼠脾脏质量指数测定
Ｆｉｇ．６　ＳｐｌｅｅｎｍａｓｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＭ５，Ｍ５Δｂｐ２６，Ｍ５ΔｚｎｕＡａｎｄＭ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ

弱，尤其在接种后４周，脾脏的肿胀程度明显低于接
种后２周．接种后４～８周３株缺失株脾脏的质量变
化与ＰＢＳ的空白组比较变化不大．从图６中，可知３
种基因缺失株引起脾脏的肿胀程度均低于亲本株

Ｍ５．在３种缺失突变株中，双基因缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ试验组的脾脏指数最小与亲本株 Ｍ５具有显

著性差异，此外，与单基因缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ组及
Ｍ５Δｂｐ２６组也成显著性差异．

将上述脾脏研磨成匀浆，ＰＢＳ倍比稀释后涂布
于ＴＳＡＹＥ平板，菌落计数结果如图７，在接种８周
内可见３种缺失株在小鼠体内的脾菌数残留量均随
时间而逐渐减少（被排出体外），其中亲本株 Ｍ５的
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脾菌数残留量呈平稳降低态势，在 ８周时仍维持
４．４６ｌｇ１０左右的量，高于其余３株缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６、
Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ约２．０ｌｇ１０，有着较强
的毒力；Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ在脾脏内残留菌数量最
少，免疫２周时较 Ｍ５低０．７５ｌｇ１０，并随时间呈逐渐
减少趋势，８周时脾脏内所含的菌数量约 ２．５ｌｇ１０，基
本被清出小鼠体外．在接种后８周时，脾菌数残留量
为Ｍ５＞Ｍ５Δｂｐ２６＞Ｍ５ΔｚｎｕＡ＞Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ，
表明单基因缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６的毒力
较之亲本株 Ｍ５有所降低，而双基因缺失株 Ｍ５
Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的毒力最低．

图７　Ｍ５、Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ接种小鼠
脾脏细菌残留量测定结果

Ｆｉｇ．７　ＴｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｓｉｄｕｅｏｆＭ５，Ｍ５ΔｚｎｕＡ，Ｍ５

Δｂｐ２６ａｎｄＭ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅ

２．６　３种缺失株免疫小鼠产生特异性抗体水平的检
测结果

　　 Ｍ５株 和 Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ株分别以５×１０５ＣＦＵ剂量免疫小鼠，每２周
眼窦静脉采集１次血清，ｉＥＬＩＳＡ检测方法检测血清
中抗ＢＬＳＬ７／Ｌ１２蛋白特异性抗体的产生量．抗原的
包被浓度５μｇ·ｍＬ－１、血清稀释度１∶８０时为 Ｐ／Ｎ
最优值，测定结果如图８，Ｍ５和 Ｍ５ΔｚｎｕＡ株接种小
鼠诱导产生的 ＢＬＳＬ７／Ｌ１２特异性抗体水平随时间
变化趋势基本一致，且均在免疫小鼠后４周时达到
峰值，此时Ｍ５抗体量略高于Ｍ５ΔｚｎｕＡ，随着时间的
延长，各自特异性抗体量也逐渐下降直至维持在稳

定的同等水平内，表明 Ｍ５ΔｚｎｕＡ与 Ｍ５株均能引起
小鼠产生相应程度的免疫应答；而 Ｍ５Δｂｐ２６和 Ｍ５
Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ株诱导小鼠产生特异性抗体的量在第
６周时达到峰值，其中前者在前４周内产生的抗体量
与Ｍ５在２周内产生的抗体量几乎相同，随时间延长
逐渐增加至与 Ｍ５峰量几乎等值，说明 ｂｐ２６基因的
缺失对疫苗株的免疫原性影响不大，与Ｍ５相比仅在

短期免疫的过程中产生免疫应答的时间略有推迟．
后者在４周内诱导小鼠产生的抗体量已与 Ｍ５株相
同，其峰值量则远远高于亲本株Ｍ５．

图８　免疫小鼠血清中ＢＬ特异性抗体间接ＥＬＩＳＡ测定结果
Ｆｉｇ．８　ｉＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏＢＬｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍ

ｏｆｍｏｕｓｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

３　讨论
布鲁菌为细胞内寄生的兼性需氧型革兰阴性

菌，可引起多种动物和人的感染，其感染动物后主要

通过进入宿主细胞生存繁殖并产生毒力作用造成致

病［１０］．布鲁菌毒力基因的存在，一方面使该菌逃避吞
噬细胞的抗菌作用，成功进入宿主细胞内寄生繁殖，

造成细胞损伤；另一方面也可使该菌避免宿主细胞

的杀害机制从而引起长期的细胞毒性与慢性感

染［１０１２］．因此，改造诱发布鲁菌产生毒力的基因可极
大地降低该菌的细胞损伤能力，从而降低致病力．

ＡＢＣ转运蛋白是一种在微生物中普遍存在的具
有一系列功能的载体蛋白，对细菌获取和运输所需的

各种营养物质，影响部分病原菌的致病过程等方面起

到重要作用［１３］．锌离子作为细菌多种结构蛋白的组成
成分和代谢过程的催化因子，是细菌生长所必须的微

量元素．高亲和力的ＺｎｕＡＢＣ是细菌主要的锌吸收转
运系统，存在于大肠埃希菌、嗜血杆菌、淋球菌、巴斯德

菌、布鲁菌等多种菌体中，ＺｎｕＡＢＣ不仅参与锌的运
输，还和多种病原菌的致病性相关［５，１４－１８］．Ｙａｎｇ
等［１６－１７］将流产布鲁菌Ｂｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓ２３０８中的ｚｎｕＡ
基因敲除，证明了ΔｚｎｕＡ２３０８菌株抵抗巨噬细胞吞噬
的能力下降、对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的毒力小且免疫保护力与
Ｓ１９、ＲＢ５１相当．在此基础上他们又构建了１株 ｚｎｕＡ
和ｐｕｒＥ双基因缺失株ΔｚｎｕＡΔｐｕｒＥ２３０８，该株显示出
对小鼠单剂量毒力高于 ΔｚｎｕＡ２３０８株，双剂量毒力
与ΔｚｎｕＡ２３０８相当的特性，但无论单基因缺失株还
是双基因缺失株、无论接种小鼠的剂量大小，均比

Ｓ１９疫苗株对小鼠的毒力要低，因此缺失株
ΔｚｎｕＡ２３０８和 ΔｚｎｕＡΔｐｕｒＥ２３０８均可作为布鲁菌新

３２　第５期　　　　　刘翠翠，等：布鲁菌缺失疫苗株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的构建及毒力和免疫原性的评估　　　



型疫苗潜在候选者进行研究与开发．
本研究，以羊种布鲁菌减毒活疫苗Ｍ５株及缺失

ｂｐ２６基因的 Ｍ５Δｂｐ２６缺失突变株为亲本株，通过
ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ方法扩增获得了缺失 ｚｎｕＡ基因的片段
ΔｚｎｕＡ．利用含有ｓａｃＢ基因的自杀质粒ＰＲＥ１１２为载
体，通过等位基因交换的方法成功敲除布鲁菌的重

要抗原基因 ｚｎｕＡ，构建了具有非抗性基因标记的缺
失株Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ．构建的２株缺
失株在形态、生长、培养、染色、生化等生物学特性方

面与亲本株基本保持一致，且体外遗传性状稳定，为

开发新型布鲁菌疫苗奠定基础．
通过对比Ｍ５ΔｚｎｕＡ、Ｍ５Δｂｐ２６株与Ｍ５株之间

的脾脏菌数残留量（即小鼠康复时间）和脾脏质量指

数来判断缺失株的毒力大小，发现 Ｍ５ΔｚｎｕＡ株比
Ｍ５株毒力有明显的减小，比前人［１８－１９］构建的流产

型布鲁菌ｚｎｕＡ基因缺失株在 ＨｅＬａ细胞和巨噬细胞
内的生存力低，较亲本株毒力小，杜克嗜血杆菌Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓｄｕｃｒｅｙｉ缺失 ｚｎｕＡ基因突变株［６］构建的

ΔｚｎｕＡ２３０８缺失株具有巨噬细胞内生存能力低、对
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠毒力小且免疫保护力与 Ｓ１９、ＲＢ５１相当
的研究结论相符．缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６（兽医微生物学
与免疫学教研室保存）的毒力检测中发现其比亲本

株Ｍ５引起小鼠的炎症反应稍弱，差异并不显著，小
鼠康复时间（脾菌数残留量）与亲本株 Ｍ５的基本保
持一致，说明 Ｍ５Δｂｐ２６株在对小鼠的毒力方面与
Ｍ５株相差不大，与胡森［２３］构建的１株布鲁菌 ｂｐ２６
基因缺失株 Ｍ５９０２６在安全性及免疫原性方面与
亲本株相比均未发生改变，并具备从血清学角度区

分人工免疫和自然感染布鲁菌的优势的研究结果一

致．在对２种缺失株毒力大小进行对比的试验中我
们得出 Ｍ５Δｂｐ２６株比 Ｍ５株的毒力减弱程度不如
Ｍ５ΔｚｎｕＡ株的结论．

本研究在Ｍ５Δｂｐ２６株的基础上又敲除了 ｚｎｕＡ
基因，构建 １株双基因缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ，期
望为开发安全性好、毒力小、能保持良好免疫原性又

能从血清学角度区分人工免疫和野毒感染的布鲁菌

新型疫苗提供新的途径．研究结果表明，ｂｐ２６和ｚｎｕＡ
双基因的缺失对亲本株Ｍ５的生物学特性无影响，且
Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ株对小鼠的毒力远远低于亲本株，
也比２株单基因缺失株要低，呈显著性差异．陈瑞花
等［２４］构建 ｂｐ２６基因缺失株 Ｍ５９０Δｂｐ２６并表达了
ＢＰ２６蛋白，胚胎滋养层细胞侵染结果表明 ＢＰ２６蛋
白对细胞具有毒性作用，且缺失株Ｍ５９０Δｂｐ２６的细
胞毒性小于亲本株，但由于缺失株在侵染细胞后仍

产生大量脱落和溶解的细胞，说明 ｂｐ２６基因可能是
协同多种基因在布鲁菌侵染细胞的过程中发挥细胞

毒性作用．本试验结果与此结论相符．
我们又通过对比 Ｍ５株和３种缺失株在诱导小

鼠产生特异性抗体水平方面进行了缺失株免疫原性

的研究，发现Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ株诱发小鼠产生的特
异性抗体水平比 Ｍ５和 Ｍ５Δｂｐ２６、Ｍ５ΔｚｎｕＡ株均
强，具有更好的免疫原性，而 ｂｐ２６基因缺失株 Ｍ５
Δｂｐ２６的免疫原性与亲本株基本保持一致，仅在产
生免疫应答的时间上较Ｍ５株推迟了２周．推测ｚｎｕＡ
和ｂｐ２６基因在机体对布鲁菌的免疫过程中可能具
有一定的相关性作用．缺失株Ｍ５ΔｚｎｕＡ产生的抗体
量消长趋势与Ｍ５株基本一致，维持时间与脾菌数残
留时间成正相关，说明该菌株也能诱导小鼠产生相

应的免疫应答，保持了相对良好的免疫原性，与李先

富等［２５］研究的猪链球菌Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｕｉｓ中ＺｎｕＡ蛋
白对小鼠具有良好的免疫保护作用结论基本相符．

综上所述，本研究对布鲁菌 Ｍ５株进行基因改
造，构建了２株基因缺失株 Ｍ５ΔｚｎｕＡ和 Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ，进一步证实了潘文等［８］非抗性基因标记方法

的可行性．在几种缺失株与亲本株的毒力、免疫原性
比较方面，发现Ｍ５ΔｚｎｕＡ株在毒力降低的同时保持
了自身良好的免疫原性，而双基因缺失株Ｍ５Δｂｐ２６
ΔｚｎｕＡ毒力最低、免疫原性最好，又基于ｂｐ２６基因的
缺失标记使该菌株具有能在血清学诊断方面区别人

工免疫或野毒感染的优势．布鲁菌单基因缺失株Ｍ５
ΔｚｎｕＡ和双基因缺失株 Ｍ５Δｂｐ２６ΔｚｎｕＡ的构建为
布鲁菌新型疫苗的研究提供新的途径，也为研究布

鲁菌 Ｂｐ２６蛋白与 ＺｎｕＡ蛋白在布鲁菌致病过程
中［２６］的相互关系奠定了基础．
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