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　　［摘要］　目的　观察重组减毒鼠伤寒沙门菌作为基因载体在人涎腺腺样囊性癌裸鼠移植瘤中的富集情况和对外源基因

的呈递能力。方法　以绿色荧光蛋白基因（ＧＦＰ）为报告基因，以减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７为转基因载体，分别构建原核启
动ＧＦＰ表达的重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 和真核启动ＧＦＰ 表达的重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰ

Ｎ１。原核菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ在体外连续传代，观察ＧＦＰ基因表达的稳定性；同时，对荷人涎腺腺样囊性癌皮下移植瘤裸鼠

模型口服给予原核菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ（０．１ｍＬ，１×１０９ｃｆｕ／ｍＬ），在口服后２４ｈ、４８ｈ、５ｄ、１０ｄ、２０ｄ、３０ｄ处死荷瘤裸鼠，获

取肝、脾及肿瘤组织并制成匀浆液进行重组菌培养及ＧＦＰ表达检测，观察重组菌在瘤体细胞内富集情况。对荷瘤裸鼠模型口

服给予真核菌ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１，５ｄ后取肝、脾及肿瘤组织进行冰冻组织切片，荧光显微镜下观察ＧＦＰ的表达，了解重组菌

携带外源基因在肿瘤细胞内的表达。结果　携带ＧＦＰ原核表达的重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ在体外连续传
代１０次未见表达减少或缺失。荷瘤裸鼠口服原核表达ＧＦＰ 基因重组菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 菌液实验表明，重组菌ＳＬ７２０７

ｐＵＣＧＦＰ在肝、脾及肿瘤组织中能长期存活，以肿瘤组织中聚集明显（Ｐ＜０．０５）且维持时间较长。荷瘤裸鼠口服真核表达

ＧＦＰ基因重组菌ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１菌液实验表明，相对肝脏和脾脏组织，外源基因在肿瘤细胞内表达量最高。结论　重组
减毒鼠伤寒沙门菌可以在瘤体细胞内富集存活，并且携带的外源基因可以释放到肿瘤细胞内表达，具有作为基因治疗载体的

双重优势。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（４）：３８２３８７］

　　减毒鼠伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）

有黏附和侵袭性，通过肠壁上的 Ｍ 细胞到达Ｐｅｙｅｒ
淋巴结，定居在肠系膜相关淋巴组织，并经肠系膜

Ｐｅｙｅｒ淋巴结到达肝脏、脾脏等器官和肿瘤组织，有

刺激机体免疫、呈递基因等作用［１３］。既往研究已报

道减毒鼠伤寒沙门菌用于黑素瘤［３］、结肠癌［４］、肺

癌［５］、胃癌［６］、乳腺癌［７］和骨肉瘤肺转移［８］等多种肿

瘤的治疗研究，但携带外源基因的重组减毒鼠伤寒

沙门菌在口腔来源的肿瘤体内富集生长的时间效应

及表达呈递的时间效应均未见详细报道。本研究构

建了两种重组减毒鼠伤寒沙门菌———原核表达

ＧＦＰ的重组菌和真核表达ＧＦＰ 的重组菌，分别口

服给予携带人涎腺腺样囊性癌移植瘤裸鼠，通过观

察ＧＦＰ蛋白表达，了解重组减毒鼠伤寒沙门菌在瘤

体细胞内的富集生长情况和对外源基因的呈递表达

能力，评价其作为基因治疗载体的双重优势。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　鼠伤寒沙门菌ＬＢ５０００和减

毒鼠伤寒沙门菌 ＳＬ７２０７ 为美国 Ｓｔａｎｆｏｒｄ 大学

ＢｒｕｃｅＳｔｏｃｋｅｒ教授馈赠；ｐＳＧ１１６４（含绿色荧光蛋白

基因ＧＦＰ）、ｐＵＣ１８（含ＬａｃＺ′基因原核表达框架）、

大肠杆菌 Ｔｏｐ１０Ｆ由第二军医大学基础部微生物学

教研室赵平博士馈赠；ｐＥＧＦＰＮ１购自上海欧易生

物医 学 科 技 有 限 公 司 （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公 司 产 品）。

Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶购自上海皓嘉科技发

展有限公司；质粒抽提试剂盒、异丙基βＤ硫代半乳

糖苷（ＩＰＴＧ）试剂购自 Ｗａｔｓｏｎ公司；酵母抽提物、胰

化蛋白胨购自Ｓｉｇｍａ公司。３４周龄ＢＡＬＢ／ｃ雄性

裸鼠购自中国科学院上海实验动物中心，人涎腺腺

样囊性癌细胞株ＡＣＣ２购自美国ＡＴＣＣ。

１．２　含ＧＦＰ 基因重组减毒鼠伤寒沙门菌的构

建　质粒的提取与纯化，质粒的酶切、连接与回收，

质粒的转化，感受态细胞的制备均按常规分子克隆

方法操作。将ｐＳＧ１１６４用经ＥｃｏＲⅤ／ＸｂａⅠ酶切获

得的ＧＦＰ基因连接入ＳｍａⅠ／ＸｂａⅠ酶切的ｐＵＣ１８
多克隆位点，无移码插入ＬａｃＺ′基因读码框架中。此

重组质粒电转化入大肠杆菌 Ｔｏｐ１０Ｆ后，将细菌涂布

于含氨苄青霉素的ＬＢ平板培养基上，用ＩＰＴＧ诱导，

３７℃培养８１２ｈ。挑取单个菌落，于荧光显微镜下观

察，有绿色荧光的菌落经鉴定为重组阳性克隆，将其

携带的重组质粒经酶切鉴定，命名为ｐＵＣＧＦＰ。

　　将原核表达重组载体ｐＵＣＧＦＰ和真核表达载

体ｐＥＧＦＰＮ１分别用电转化法导入感受态鼠伤寒沙

门菌ＬＢ５０００中，提取在 ＬＢ５０００中经修饰过的质

粒，再经电转化（电转化条件：电压２．５ｋＶ，电容２５

μＦ，电阻２００Ω，放电时间４．７４．８ｍｓ）导入减毒鼠伤

寒沙门菌ＳＬ７２０７感受态细菌中，涂布于相应的平板

（ｐＵＣＧＦＰ 应用氨苄青霉素，ｐＥＧＦＰＮ１应用卡那

霉素）筛选出阳性克隆，含有相应质粒的重组减毒鼠

伤寒 沙 门 菌 分 别 命 名 为 ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 和

ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１。

１．３　ＧＦＰ原核表达重组减毒鼠伤寒沙门菌体外培

养传代中目的蛋白表达的稳定性实验　将重组减毒

鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ接种于ＬＢ固体培

养基上，３７℃过夜培养，于共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳ

ＮＴ）下观察ＧＦＰ蛋白表达情况。同时，挑取单个菌

落，于ＬＢ固体培养基上３７℃继续培养，如此重复１０
次，最后一次抽提质粒并进行酶切分析。

１．４　口服重组菌液的制备　重组减毒鼠伤寒沙门

菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ和ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１分别接

种于含相应抗生素选择的ＬＢ培养液中，３７℃振荡培

养过夜，次日取５０μＬ种子液加入５０ｍＬ培养液中

扩菌培养，至对数生长中后期收集菌体，１×ＰＢＳ洗

涤３次后，用５％ ＮａＨＣＯ３悬浮，调整细菌数为１×

１０９菌落形成单位（ｃｆｕ）／ｍＬ为口服重组菌液。

１．５　低转移人涎腺腺样囊性癌荷瘤裸鼠模型的制

备　ＡＣＣ２细胞常规复苏，传代培养，以每只鼠２×

１０６个细胞接种于裸鼠腹部皮下，２０ｄ后断颈处死荷

瘤裸鼠，无菌取出瘤组织块，剔除包膜及出血坏死组

织后将瘤组织剪成小块制成细胞悬液，调整细胞密

度为１．５×１０７个细胞／ｍＬ。每只裸鼠右侧颌下区皮

下接种０．２ｍＬ细胞悬液，压迫注射孔２ｍｉｎ，接种

１０ｄ后将荷瘤裸鼠随机分组，进行口服重组菌液观
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察实验。

１．６　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌后重组

菌在体内分布的观察　１８只接种后第１０天的荷瘤

裸鼠胃管饲服ＧＦＰ 原核表达重组减毒鼠伤寒沙门

菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ，每只０．１ｍＬ（约１０８ｃｆｕ），分

别于２４ｈ、４８ｈ、５ｄ、１０ｄ、２０ｄ、３０ｄ时处死３只裸

鼠，取其脾脏、肝脏和肿瘤组织各１ｍｇ，加入５００μＬ
生理盐水，充分匀浆后，５００ｒ／ｍｉｎ低速离心１０ｍｉｎ。

取上清１００μＬ用生理盐水进行连续稀释（１１０，

１１０２，１１０３）后，分别取原液及各稀释度的溶液２５０

μＬ均匀涂布于ＬＢ平板上，每个时间点和每个浓度下

均涂布６块平板，３７℃培养８１２ｈ，观察每个稀释度下

６块平板上的菌落分散情况，选取菌落独立并便于计

数的稀释度，进行６块平板上的全部绿色菌落计数，

计算每毫升匀浆液中含有细菌的个数，并计算每个脏

器及每个时间点的菌落均数与标准差。随机挑取２～
４个菌落扩菌后抽提质粒并行酶切鉴定。同时，取接

种后第１０天的荷瘤裸鼠２只，口服单纯ＳＬ７２０７菌作

为对照，口服５ｄ后处死，取其脾脏、肝脏和肿瘤组织

作为检测对照。

１．７　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌后肿瘤

细胞内重组菌对外源基因呈递表达能力的观察　将

接种后第１０天的荷瘤裸鼠分成２组，每组５只：

ＧＦＰ真核表达重组细菌ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１组和单

纯ＳＬ７２０７菌对照组，每只荷瘤裸鼠胃管饲服菌液

０．１ｍＬ（约１０８ｃｆｕ），分别在口服后５ｄ处死实验组

和对照组裸鼠，取其脾脏、肝脏和肿瘤组织制备成冰

冻组织切片，荧光显微镜下观察ＧＦＰ的表达。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据

分析，体内分布实验中各脏器及各时间点之间ＧＦＰ
原核表达重组菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 含量比较分析

采用重复测量多重比较，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　含ＧＦＰ 基因重组减毒鼠伤寒沙门菌的鉴

定　重组质粒ｐＵＣＧＦＰ转化的大肠杆菌在 ＵＶ和

荧光显微镜下均能观察到绿色荧光，而空载体

ｐＵＣ１８转化的菌体未发现绿色荧光，表明ＧＦＰ基因

已成功克隆至ｐＵＣ１８，并转化至大肠杆菌 Ｔｏｐ１０Ｆ
且获得表达。

　　将原核表达重组载体ｐＵＣＧＦＰ和真核表达载

体ｐＥＧＦＰＮ１分别转化至沙门菌中间宿主ＬＢ５０００，

利用其ＤＮＡ修饰作用使质粒获得鼠伤寒沙门菌的

修饰模式，再从ＬＢ５０００中提取质粒转化减毒鼠伤寒

沙门菌终宿主ＳＬ７２０７，之后再次提取质粒进行酶切

鉴定（图略），分别获得阳性重组菌 ＳＬ７２０７ｐＵＣ

ＧＦＰ和ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１。

２．２　ＧＦＰ原核表达重组减毒鼠伤寒沙门菌体外培

养传代中目的蛋白表达的稳定性观察结果　重组减

毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ于ＬＢ培养液中

过夜培养，可见菌液呈绿色；重组菌于固体培养基上

过夜培养，见菌落亦呈绿色；挑取在ＬＢ固体培养基

上培养的重组菌于共聚焦显微镜下观察，可见单个

细菌呈绿色，细菌形态十分清晰（图１），而空载体重

组菌无绿色荧光。将重组菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 于

ＬＢ固体培养基上连续培养１０代观察 ＧＦＰ蛋白的

表达，全部细菌均仍呈绿色，并且最后一次培养菌抽

提质粒经酶切鉴定，与构建质粒完全相同，表明重组

减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 在体外稳定

表达ＧＦＰ蛋白。

图１　ＧＦＰ在重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ
中表达的共聚焦显微镜观察

Ｆｉｇ１　Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ

ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００

２．３　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌后重组

菌在体内分布的观察结果　将接种后第１０天的荷

瘤裸鼠胃管饲服ＧＦＰ 原核表达重组减毒鼠伤寒沙

门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ 后在２４ｈ、４８ｈ、５ｄ、１０ｄ、

２０ｄ、３０ｄ时处死，取其脾脏、肝脏和肿瘤组织匀浆

液接种于ＬＢ平板上过夜培养，观察绿色菌落克隆形

成（单位：ｃｆｕ／ｍＬ）。结果可见肝脏和脾脏组织有少

量绿色细菌生长，肿瘤组织内有大量绿色细菌生长，

随着口服后时间的延长，肿瘤组织中绿色细菌数有

所减少，第１０天时减少约５０％，而口服单纯ＳＬ７２０７
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菌对照裸鼠的肝脏、脾脏及肿瘤组织均未见绿色细

菌生长。抽提绿色细菌克隆内质粒，经酶切鉴定，发

现与构建质粒完全相同。统计分析结果显示，绿色

菌落克隆数在肿瘤组织中明显存在，与肝脏和脾脏

组织之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且肿瘤组织

中菌落克隆数在各时间点之间差异也有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图２），表明重组减毒鼠伤寒沙门菌

ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ在体内具有肿瘤组织靶向富集

性，并可稳定存活生长。同时，接种菌体后，观察动

物一般状态，未见裸鼠粪便、精神、体质有异常现象，

初步显现减毒鼠伤寒沙门菌作为基因载体具有一定

的安全性。

２．４　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌后肿瘤

细胞内重组菌对外源基因特异性呈递表达能力的观

察结果　首先将真核表达的重组减毒鼠伤寒沙门菌

ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１在体外培养基中传代培养，在

ＵＶ和荧光显微镜下未见ＧＦＰ表达，表明真核启动

的ＧＦＰ不能在原核细菌内表达。而后，将第１０天

荷瘤裸鼠分别胃管饲服 ＧＦＰ 真核表达重组菌

ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１和单纯ＳＬ７２０７对照菌，分别于

口服后５ｄ处死实验组和对照组裸鼠，取其脾脏、肝

脏和肿瘤组织制备成冰冻组织切片。荧光显微镜下

观察发现所有裸鼠肝脏和脾脏内仅见微弱 ＧＦＰ表

达 ，但肿瘤组织内均发现明显ＧＦＰ表达（图３）。口

服单纯ＳＬ７２０７菌的对照裸鼠肝脏、脾脏及肿瘤组织

均未见ＧＦＰ表达。结果表明，口服的重组减毒鼠伤

寒沙门菌可使其携带的真核表达框架较为特异地释

放到肿瘤组织细胞中，并有效表达携带的目的基因，

具有体内转基因能力。

图２　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ后

重组菌在肝、脾及肿瘤组织中的分布及存活时间

Ｆｉｇ２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ

ｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅａｆｔｅｒ

ｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａ

ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍＳＬ７２０７ｐＵＣＧＦＰ

ｃｆｕ：Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉｘｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｐ＜０．０５ｖｓｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｓ．ｎ＝

１８，珚ｘ±ｓ

图３　荷瘤裸鼠口服重组减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１５ｄ后在肝、脾及肿瘤组织中ＧＦＰ表达的观察

Ｆｉｇ３　Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

ａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍＳＬ７２０７ｐＥＧＦＰＮ１ｏｎｄａｙ５

Ａ：Ｌｉｖｅｒ；Ｂ：Ｓｐｌｅｅｎ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　减毒鼠伤寒沙门菌载体经口服可以到达体内肿

瘤，具有靶向转基因的能力［９］。近年来，许多研究者

尝试将其研制成有效的肿瘤 ＤＮＡ 疫苗的携带

者［５，１０１１］，但对其体内存活的时间依赖性和携带的外

源基因释放到肿瘤细胞内能否有效表达，既往研究

报道不够深入。本研究分别构建两种重组减毒鼠伤

寒沙门菌———原核表达ＧＦＰ 的重组菌和真核表达

ＧＦＰ 的重组菌，一方面，应用原核表达框架启动

ＧＦＰ基因表达，实时、快捷观察细菌在体内的存活

情况，从而获得减毒鼠伤寒沙门菌靶向感染肿瘤细

胞并在细胞内存活生长的证据；另一方面应用真核

表达框架启动ＧＦＰ基因表达，实时、快捷观察细菌
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在体内递呈携带的外源基因表达的情况，从而获得

减毒鼠伤寒沙门菌可使外源基因在细胞内表达的证

据，客观评价重组减毒鼠伤寒沙门菌作为基因治疗

载体的双重优势。

　　ＧＦＰ可在原核和真核生物中高效表达，凸显出

其用于示踪转基因载体构建和观察基因转移效率的

价值。１９９４年，Ｃｈａｌｆｉｅ等［１２］在研究维多利亚水母

（Ａｅｑｕｏｒｅａｖｉｃｔｒｉａ）发光机制时发现此蛋白基因，其

ｃＤＮＡ全长仅２．６ｋｂ，不影响与其连接的目的基因

的表达，其相对分子质量只有２７０００，也不影响目的

基因的结构与功能。在组织或细胞中，ＧＦＰ能耐受

各种处理，其发光特性不受影响，使用激发共聚焦显

微镜图像效果更佳。ＧＦＰ的表达与否在体内外均

可直观观察，体外筛选简单，体内可以作为示踪

剂［１３］，本研究利用它的这种特点来观察重组减毒鼠

伤寒沙门菌在体内组织的分布及与细胞的关系。

　　本研究发现，在体外ＬＢ平板传代培养实验中，

１０次传代的每个菌落均呈绿色，说明重组减毒鼠伤

寒沙门菌在体外培养中较稳定，质粒不易丢失。在

荷瘤动物口服体内实验中，我们观察到重组减毒鼠

伤寒沙门菌可在肿瘤组织中靶向富集，其原因在于

减毒鼠伤寒沙门菌在前期改造和筛选中，除使其合

成的脂多糖诱导机体ＴＮＦ的能力大大下降，避免了

机体出现中毒性休克外，其还具有嘌呤等多种营养

缺陷依赖性和需氧条件下高侵袭性［９］。肿瘤组织中

细胞活力强并伴有一定程度的坏死区域，这些肿瘤

微环境较正常组织可提供更为丰富的嘌呤、嘧啶和

氨基酸等营养物质，同时血液循环丰富提供了较高

氧浓度等，这些因素为减毒鼠伤寒沙门菌提供了生

长的良好环境。在既往研究中，这种肿瘤靶向富集

能力高于正常肝脏和脾脏组织可达１０００倍［１４］，而

本研究发现这种肿瘤组织靶向富集比正常肝脏和脾

脏高约５倍，此差异的原因可能在于给药方式不同

（前者为腹腔注射给菌，本研究为口服给菌）和靶向

的肿瘤种类不同（前者为黑素瘤，本研究为低转移人

涎腺腺样囊性癌）。另一方面，体内连续观察稳定性

时，我们发现１０ｄ后肿瘤组织中富集菌落数可下降

约５０％，说明在体内无选择压力，且细菌易受到多

种影响，如ｐＨ 值、低氧环境和免疫攻击等，使其有

所丢失，但未来可根据需要不断改进，如采用沙门菌

启动子或低氧启动子、给予一定的选择压力等，以利

于沙门菌体内稳定和蛋白质表达［１５］。

　　为了研究减毒鼠伤寒沙门菌作为基因载体能否

有效将其携带的真核表达框架呈递给其感染的肿瘤

细胞，我们将ＧＦＰ 基因置于真核启动子控制下的

ｐＥＧＦＰＮ１转化减毒鼠伤寒沙门菌ＳＬ７２０７，获得了

稳定携带目的基因ＧＦＰ的重组减毒鼠伤寒沙门菌。

真核启动子控制下的ＧＦＰ，经减毒鼠伤寒沙门菌呈

递在肿瘤中有表达，口服后５ｄ，肿瘤组织中显示出

高表达ＧＦＰ的信号，表明减毒鼠伤寒沙门菌可以将

其携带真核表达框架呈递给其感染的细胞。

　　２０１０年，Ｎｇｕｙｅｎ等［４］报道将原核表达调控细

菌荧光素酶基因ｌｕｘ和真核表达调控细胞毒蛋白

ＣｌｙＡ 基因的两个表达框架同时构建入一个载体内，

并制备出重组减毒鼠伤寒沙门菌，而后，在小鼠荷瘤

模型上，静脉给予重组减毒鼠伤寒沙门菌进行肿瘤

治疗。实验发现，此载体不仅使ＣｌｙＡ 基因在肿瘤

细胞内高表达，发挥抗瘤效果，而且在活体动物模型

观察到重组减毒鼠伤寒沙门菌在瘤体内富集。本研

究虽然应用原核和真核表达载体分别观察目的基因

ＧＦＰ在肿瘤细胞内表达和菌体在肿瘤组织中富集

情况，与其报道结果一致，但本研究采用口服给菌方

式，较其静脉给药具有更好的安全性及应用前景。

　　将重组减毒鼠伤寒沙门菌口服给荷瘤裸鼠后，

在机体内可产生多重抗瘤效果。一方面与肿瘤组织

竞争营养，抑制和杀死肿瘤细胞；另一方面携带的外

源基因可通过其高效表达发挥抗瘤作用，如携带免

疫调解基因可激发免疫，破坏肿瘤的免疫防御屏障。

近年来，以减毒鼠沙门菌作为呈递基因的载体治疗

肿瘤多见报道，Ｆｌｅｎｔｉｅ等［１６］用减毒沙门菌自身基因

启动子调控毒性基因，可将此毒性基因呈递给肿瘤

细胞，使减毒沙门菌更加特异地在肿瘤微环境中释

放毒性产物，产生更加精确的肿瘤靶向性杀伤作用。

Ｔｉａｎ等［１７］报道用减毒鼠伤寒沙门菌携带干扰ＲＮＡ
来治疗肿瘤，达到杀伤、免疫激发双重效果。而且，

作为基因呈递载体，减毒鼠伤寒沙门菌还被广泛应

用在疫苗的制备上，Ｘｉｎ等［１８］发现了一种携带抗原

的新鼠伤寒沙门菌疫苗载体，ＡｌＯｊａｌｉ等［１１］发现减

毒鼠伤寒沙门菌携带干扰素的表达可以增加疫苗的

效率，Ｙｕ等［１９］发现用减毒鼠伤寒沙门菌携带病毒

基因作为疫苗可以有效激活系统和黏膜免疫反应，

并且安全有效。

　　总之，减毒鼠沙门菌可有效作为转基因治疗呈

递载体。重组减毒鼠伤寒沙门菌可以在瘤体细胞内

富集存活，并且携带的外源基因可以释放到肿瘤细

胞内表达，具有作为基因治疗载体的双重优势。
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