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摘要：【目的】构建表达猪带绦虫六钩蚴 TSOL18 抗原的重组鼠伤寒沙门氏菌活载体疫苗株。【方法】克隆并

改造 TSOL18 基因，构建重组质粒 pYA3341-TSOL18，电转入鼠伤寒沙门氏菌终宿主菌株 X4550，体外鉴定重组菌

X4550（pYA3341-TSOL18）表达蛋白的免疫原性、稳定性、生长曲线、安全性和小鼠免疫试验进行评价。【结果】

酶切鉴定和基因序列测定证实重组质粒构建成功；尿素-SDS-PAGE 检测有目的蛋白条带,Western Blot 证实该抗原

具有免疫原性；重组菌株在体外营养选择压力下可稳定地携带重组质粒传代繁殖；蛋白的表达对重组菌株的生长

基本没有影响；小鼠实验证实重组菌安全可靠，二免后 ELISA 检测产生抗体。【结论】成功构建了能稳定表达  

TSOL18 蛋白的可口服减毒鼠伤寒沙门氏菌疫苗株 X4550（pYA3341-TSOL18）。 

关键词：猪带绦虫六钩蚴；TSOL18；减毒鼠伤寒沙门氏菌；活载体疫苗 
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Abstract: 【Objective】 To construct a recombinant attenuated Salmonella typhimurium live vector strain expressing the 
antigen of Taenia solium oncosphere 18. 【Method】 The Taenia solium oncosphere 18 gene was cloned and reconstructed into 
expression vector pYA3341. The recombinant plasmid pYA3341-TSOL18 was finally electro-transformed into an attenuated 
S.typhimurium definitive host strain of X4500 and the recombinant strain of X4500 (pYA3341-TSOL18) was identified its 
immunogenicity of expression protein, stability, growth curve, safety in vitro and immunity evaluation by animal experiment in 
mouse. 【Result】 With restriction enzyme digestion and gene sequencing, it was showed that the recombinant plasmid has been 
constructed successfully. Urea-SDS-PAGE and Western blot were used to detect the new protein band and its antigenic property in 
S.typhimurium X4500 (pYA3341-TSOL18). The recombinant strain could stably propagate at noruishment selection pressure in vitro 
and its growth wasn’t influenced by the expression protein on the whole and its safety and reliability were verified by mouse 
experiment. The destinated antibody was detected by ELLISA. 【Conclusion】 Successfully constructed A recombinant attenuated 
S.typhimurium strain X4500 (pYA3341-TSOL18) was succefully constructed, an oral administration live vaccine which can express 
TSOL18 protein stably.  
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0  引言 

【研究意义】猪带绦虫病（Taeniasis solium）是一种

世界性分布的人畜共患病，该病不仅对畜牧业造成经济

损失，严重影响肉品的质量，更重要的是严重危害人

类的健康，猪带绦虫病已引起了世界各国政府的普遍

关注和高度重视，如何有效地控制和消灭猪囊虫病

（Cysticercosis cellulosae）是关注的焦点。目前关于

囊虫病的防治还没有成熟的手段，几种化学药物（如

苯硫咪唑、吡喹酮）对人囊虫病的治疗曾起过重要作

用，但随着人们长期反复的使用，药物治疗引起的副

作用和食品中药物残留对人体可能造成的危害已显示

出单独药物治疗的局限性。【前人研究进展】分子生

物学和免疫学的迅速发展，各种新技术的出现和应用

极大地推动了新型疫苗的研究。鼠伤寒沙门氏菌是侵

袭性的肠道杆菌，是一种胞内病原，经消化道进入机

体。沙门氏菌可通过 PPs 上 M 细胞穿过小肠粘膜，感

染在肠壁细胞下层的专业的抗原递呈细胞（APC），

从而诱导产生特异的细胞、体液和粘膜免疫应答。重

组减毒细胞内细菌可作为载体将表达的蛋白抗原通过

口服直接导入动物体内，并且这些革兰氏阴性菌的脂

质体类物质、细菌 DNA 的未甲基化的基序（motif）
和细菌 CpG 序列等还可以发挥免疫佐剂的作用，大大

增强疫苗的免疫原性，能激发产生强大的体液和细胞

免疫反应[1-2]。活载体疫苗已成为疫苗研究的一大热

点，以减毒鼠伤寒沙门氏菌作为活疫苗载体来表达递

呈细菌、病毒和寄生虫等抗原在不同的动物模型上已

得到实验证明能产生有效的免疫应答。Pasetti[3]等成功

地用减毒鼠伤寒沙门氏菌缺失株 CVD915 携带编码破

伤风毒素 C 片段的质粒 pTETnirl 5 通过鼻内接种，发

现小鼠体内产生了针对 C 片段的高滴度的 IgG1、
IgG2a 和 IgG2b 抗体；Doggett[4]等将引起龋齿病的索

布瑞链球菌Ⅰ/Ⅱ型抗原表面蛋白抗原（SpaA）基因克

隆入减毒鼠伤寒沙门氏菌 X4072 中，然后用这种细菌

口服免疫小鼠，发现小鼠血清中抗 SpaA IgG 的滴度很

高，而肠道中抗 SpaA IgG 的滴度也能检测出来，说明

减毒鼠伤寒沙门氏菌有作为预防龋齿疫苗载体的可能

性；利用减毒沙门氏菌载体表达乙肝病毒核衣壳前-s-
颗粒（HBcAg-pre-S）[5]、人类免疫缺陷性病毒表位、

人类 16 型乳头瘤病毒样颗粒（HPV 16VLPs）[6]等病

毒性抗原，也显示出较好的免疫效果；Khan[7]等将曼

氏血吸虫（Schistosoma mansoni,S.m）Sm28GST 基因

克隆入表达载体 pTECH1，构建 rSt-Sm28GST 疫苗并

免疫 Balb/c 鼠，免疫后 3 周可诱导特异性抗体；

Gottstein[8] 等 将 多 房 棘 球 绦 虫 （ Echinococcus 
multilocularis,E.m）的 EmⅡ/3-10 基因导入 S.t 减毒株

LT2MIC，构建 rSt-EmⅡ/3-10 疫苗，将其采用皮下注

射和口服分别免疫 C57BL/6 鼠，发现免疫鼠脾细胞明

显增殖，抗 EmⅡ/3-10 抗体显著升高；在人类疾病防

控中已有成功的应用（如 S.typhi Ty21a，已被证明能

保护人类抵抗伤寒病[9]）。【本研究切入点】沙门氏

菌活载体疫苗在兽医领域的应用发展也十分迅速[10-13]，

但其作为载体传递猪带绦虫六钩蚴抗原的研究尚未见

报道。TSOL18（Taenia solium oncosphere 18）是具有

保护性的猪带绦虫六钩蚴抗原基因，已有的研究证明

TSOL18 抗原对宿主具有很好的保护性[14-17]。【拟解

决的关键问题】本试验通过构建含 TSOL18 基因的重

组表达质粒 pYA3341-TSOL18，并转化减毒鼠伤寒沙

门氏菌 X4550，构建表达猪带绦虫六钩蚴 TSOL18 抗

原的减毒鼠伤寒沙门氏菌疫苗株，为猪囊尾蚴病口服

疫苗的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和质粒  

含有 pGEX-TSOL18 重组质粒的 BL21 菌株由家畜

疫病病原生物学国家重点实验室保存；E.coli X6212
（∆asd）、Salmonella typhimurium X3730（∆asd，Tcs，

Strr，∆Gal）、X4550（∆asd，∆crp，Nalr，∆cya）和

沙门氏菌表达载体 pYA3341（asd+表达载体,asd-/asd+）

由广东农科院兽医研究所惠赠（以下简称 X6212，
X3730，X4550）。 
1.2  主要试剂和耗材 

EcoRⅠ、SalⅠ等限制性内切酶、T4 DNA Ligase、
DNA Marker DL2000 购自 TaKaRa 公司；Taq 酶、

dNTP、Protein Molecular Weight Marker购自 Fermentas
公司；Plasmid Extraction Kit、Agarose Gel DNA 
Extraction Kit 购自北京博大泰克生物基因技术有限公

司；X6212、X3730、X4550 菌培养所需的二胺基庚二

酸（DAP）、萘啶酮酸（NA）购自 Sigma 公司；兔抗

TSOL18 免疫血清由家畜疫病病原生物学国家重点实

验室制备保存，羊抗兔 IgG 血清购自北京拜尔迪生物

技术有限公司；Balb/c 试验鼠购自兰州生物制品研究

所；其它试剂均为分析纯，购自上海生工生物工程技

术服务公司。 
1.3  TSOL18 目的基因的制备 

设计上下游引物 P1、P2，上游引物 P1 含有 EcoR 
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Ⅰ酶切位点，下游引物 P2 含有 SalⅠ酶切位点，通过

设计的引物 PCR 扩增截去 TSOL18 N 端的 16 氨基酸

信号肽编码序列，利用 Graphical Codon Usage 
Analyser 2.0分析TSOL18基因中在大肠杆菌表达中属

于稀有密码子的氨基酸，定点突变了 P1、P2 引物中

的 4 个大肠杆菌稀有密码子，但不改变其氨基酸序列。 
P1：5'-ccggaattcgcagcggtgaccgtacattcgg-3' 
            EcoRⅠ  
P2：5'-acgcgtcgacctacgaacggcggaccttcttgt-3' 
              SalⅠ   
以 pGEX-TSOL18 为模板进行 PCR 扩增，扩增体

系 50 µl，内含模板 1 µl、引物（20 µmol·L-1）各 0.5 µl、
Taq 酶 1 µl、dNTP（2.5 mmol·L-1）4 µl、MgCl2（25 
mmol·L-1）4 µl。扩增条件：95 ℃预变性，5 min；94 ℃，

50 s，56℃，40 s，72℃，1 min，35 个循环；72℃延

伸 10 min。1.0%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪下观察

结果。 
1.4  pYA3341-TSOL18 重组质粒的构建和筛选 

将琼脂糖凝胶回收的 PCR 产物和质粒载体

pYA3341 分别用 EcoRⅠ、SalⅠ双酶切 4 h 后，胶回

收约 350 bp 的 PCR 产物和 2.7 kb 的质粒载体酶切片

断，进行连接，连接体系：目的片段，6 µl；质粒载

体，2 µl；T4 DNA Ligase，1 µl；T4 DNA Ligase Buffer，
1 µl（目的片段和质粒载体摩尔比为 5﹕1）；16 ℃连

接 16 h。挑取 LB 琼脂平板（含 50 µg·ml-1 DAP 和 20 
µg·ml-1 NA）上 X6212 单菌落，在含 DAP 的 LB 液中

振摇培养过夜，制备电转感受态 X6212。将连接产物

电转化 X6212，电转化条件：电压 2 500 V，25 µF 电

容，200 Ω电阻，2 mm 电转杯，放电时间 3～5 ms，
涂 LB（含 20 µg·ml-1 NA）琼脂平板，37 ℃培养 18～
24 h。随机挑取转化平板 4 个单菌落振摇过夜，抽提

质粒后用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切鉴定，并将酶切鉴定

正确的菌落送 TaKaRa 公司测序鉴定。 
1.5  重组质粒转化终宿主减毒鼠伤寒沙门氏菌

X4550     
从大肠杆菌 X6212（pYA3341-TSOL18）中抽提

重组质粒，CaCl2法转化沙门氏菌中间宿主 X3730，使

重组质粒获得鼠伤寒沙门菌的甲基化模式，再从

X3730 菌中分离重组质粒，电转入（条件同上）终宿

主 疫 苗 株 X4550 ， 得 到 重 组 菌 X4550
（pYA3341-TSOL18）。同法构建空质粒菌 X4550
（pYA3341）。 
1.6  TSOL18 基因的表达及 Westren blotting 分析 

重组菌 X4550（pYA3341-TSOL18）和空质粒菌

X4550（pYA3341）经 IPTG（终浓度 1 mmol·L-1）诱

导 6 h 后，离心收集菌体，加 8 mol·L-1尿素溶液溶解

作用半小时，加 2 倍的尿素胶上样 Buffer，煮沸 5 min，
进行尿素-SDS-PAGE。将上述尿素-SDS-PAGE 凝胶电

转移至硝酸纤维素膜，蛋白 Marker 置氨基黑染色液中

浸染 3～5 min，取出后用漂洗液脱色，直至背景蓝色

脱尽；其余 NC 膜用 PBST 漂洗 3 次后，用 2 %牛血

清白蛋白37 ℃封闭1 h后漂洗3次，加入兔抗TSOL18
免疫血清 4 ℃过夜，漂洗 3 次后加羊抗兔 IgG 37 ℃
结合 1 h，PBST 漂洗 3 次，将 NC 膜转移至底物溶液

中，室温避光轻摇 3 min 观察显色情况，待出现条带

时立即转入 PBST 缓冲液中室温保存。 
1.7  重组菌 X4550（pYA3341/TSOL18）的体外稳定性 

 重组菌株的稳定性实验参照 Meacock 的方法进

行。将 37℃振荡培养过夜的菌体按 10%接种于含 DAP
的 LB 培养基中，继续培养 12 h，将上述培养物再按

10%量接种于含 DAP 的 LB 液体中培养 12 h，如此连

续培养 4 代至 50 h，相当于菌体传代 100 代。将培养

物稀释 106倍，取 100 µl 稀释液涂含 DAP 的 LB 琼脂

平板，过夜培养后，随机挑选 100 个单菌落，转种在

DAP-的 LB 琼脂平板上，如果质粒丢失，细菌不会在

DAP-的 LB 琼脂平板上生长，以此测定重组质粒的稳

定性。随机挑取 20 个菌落进行抗原的表达，以确定外

源基因在鼠伤寒沙门氏菌宿主表达的稳定性。 
1.8  重组菌生长曲线的测定 

挑取单克隆 X4550（pYA3341-TSOL18）和 X4550
（pYA3341）分别接种于 LB 液体培养基中，37℃振

荡培养 10 h 后，取 50 µl 接种于 5 m1 LB 液体培养基

中，37℃振荡培养，每隔 1 h 测定 OD600值，绘制两

种菌的生长曲线。 
1.9  重组菌的安全性及小鼠免疫实验 

重组菌的安全性，通过昆明系小鼠口服测定半数

致死量来确定。 
小鼠免疫试验，18～20g Balb/c 小鼠 30 只随机分

成 3 组，分别为 X4550（pYA3341-TSOL18）免疫组、

X4550（pYA3341）免疫组和非免疫对照组，各免疫

两次，两次免疫间隔 2 周，1.9～2.5×109 菌体/次，

一、二次免疫前及二免后 2周、4周断尾采血，用ELISA
法测定抗体水平。 

2  结果与分析 

2.1  TSOL18 目的基因的制备 
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1.0%琼脂糖凝胶电泳显示目的条带与预期的大

小吻合，约为 350 bp（图 1）。 
 

 
M：DNA marker DL2000；1：TSOL18 PCR product 

 

图 1  TSOL18 目的基因的凝胶电泳 

Fig. 1  Gel electrophoresis of TSOL18 gene 

 

2.2  pYA3341/TSOL18 重组质粒的构建和鉴定 

随机挑取 LB 平板（含 20 µg·ml-1 NA）上 4 个菌

落摇菌培养后提取质粒，分别经 EcoRⅠ、SalⅠ单酶

切和 EcoRⅠ/SalⅠ双酶切后，1.0%琼脂糖凝胶电泳双 

酶切重组质粒得到约 350 bp 和 2.7 kb 两条带（图 2），

与预期相符，质粒的测序结果与原始序列的核苷酸同 
源性为 97%（图 3）。除通过引物设计突变 4 个碱基

外（加粗碱基为设计的突变碱基），另在 156 位碱基

由 t 突变为 c，177 位碱基由 a 突变为 c，210 位由 a
突变为 g，但氨基酸没有改变。 

 

 
 
1 ： pYA3341-TSOL18/SalⅠ ； 2 ： pYA3341-TSOL18/EcoRⅠ ； 3 ：

pYA3341-TSOL18/Sal +Ⅰ EcoRⅠ；M：DNA marker DL2000 

 

图 2  重组质粒 pYA3341-TSOL18 的酶切鉴定 

Fig. 2  Identification of recombinant plasmid pYA3341- 

TSOL18 by enzyme digestion

 
Query 49 AGCGGTGACCGAACATTCGGCGACGATATTTTCGTGCCATACCTTCGCTGCTTCGCCCTT 108 
  ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   

Sbjct 386 AGCGGTGACCGTACATTCGGCGACGATATTTTCGTGCCATACCTTCGCTGCTTCGCCCTT 327 

Query 109 AGCGCTACCGAAATTGGGGTGTTTTGGGATGCTGGAGAGATGGTTGGCCATGGCGTAGAG 168 
  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct 326 AGCGCTACCGAAATTGGGGTGTTTTGGGATGCTGGAGAGATGGTTGGCCATGGCGTAGAG 267 

Query 169 GAGATCAAAGTGAAAGTAGAAAAAGCAATACACCCATACAAGATCTGGAATGCAACAGTC 228 
  |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| |||  

Sbjct 266 GAGATCAAAGTGAAAGTAGAAAAAGCAATACACCCACACAAGATCTGGAATGCAACCGTC 207 

Query 229 AGCGCGAACAATGGAAAAGTCATCATCAGAGACTTGAAGGCGAAGACAATTTACAGAGTG 288 
  ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct 206 AGCGCGAACAATGGAAAAGTCATCATCAGGGACTTGAAGGCGAAGACAATTTACAGAGTG 147 

Query 289 GACGTAGACGGTTATCGAAACGAAATCATGGTGTTTGGTTCGCAGCGTTTCGCGACAACA 348 
  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct 146 GACGTAGACGGTTATCGAAACGAAATCATGGTGTTTGGTTCGCAGCGTTTCGCGACAACA 87 

Query 349 CTTCCGAAAAAGCAGATCAAGCACAAGAAGGTCCGAAGATCGTAG 393 
  |||||||||||||||||||||||||||||||||||  | ||||||  

Sbjct 86 CTTCCGAAAAAGCAGATCAAGCACAAGAAGGTCCGCCGTTCGTAG 42 

 

图 3  TSOL18 基因测序结果和原始序列比对 

Fig. 3  The blasting result of TSOL18 sequencing and primitive sequence 

 
2.3  TSOL18 基因的表达及 Westren blotting 分析 

尿素-SDS-PAGE电泳显示TSOL18在S.typhimurium 
X4550 中有较高水平的表达，有目的蛋白条带出现，

分子质量约为 12.7 kD，与预期的蛋白分子量一致（图

4）。 
Western blot 结果显示，在 12.7 kD 处位置上有相 
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1：X4550（pYA3341-TsoL18）；2：Marker；3：X4550（pYA3341） 

 

图 4  X4550（pYA3341-TSOL18）和 X4550（pYA3341）尿

素-SDS-PAGE 分析 

Fig. 4  X4550 (pYA3341-TSOL18) and X4550 (pYA3341) 

Urea-SDS-PAGE analysis 

 
应的显色条带（图 5）。初步说明 S.typhimurium X4550
（pYA3341-TSOL18）中表达的 TSOL18 抗原蛋白具

有抗原性，能与抗 TSOL18 的多抗反应。 
 

 
 
1：Marker；2：X4550 (pYA3341-TsoL18) 

 

图 5  X4550（pYA3341-TSOL18）Western blot 分析 

Fig. 5  X4550（pYA3341-TSOL18）Western blot analysis 

2.4  重组菌 X4550（pYA3341/TSOL18）的体外稳定

性 

重组菌 X4550（pYA3341-TSOL18）在没有选择

压力的情况下培养约 100 代，随机挑选 100 个菌落转

移至 DAP-平板，100 个菌落全部都能生长。对随机挑

取的 20 个单克隆进行诱导表达，均有目的抗原表达，

表明重组质粒 pYA3341-TSOL18 能在减毒宿主菌

X4550 中至少稳定传代 100 代。 
2.5  重组菌生长曲线的测定 

从图 6 可以看出 X4550（pYA3341）和 X4550
（pYA3341-TSOL18）两种菌的生长状态基本一致，

即表示在减毒沙门氏菌中转入重组质粒，基本不影响

该菌的生长。 
 

 
 

图 6  X4550（pYA3341）和 X4550（pYA3341-TSOL18）的

生长曲线 

Fig. 6  The growing curve of X4550 (pYA3341) and X4550 

(pYA3341-TSOL18) 

 
2.6  重组菌的安全性试验 

Balb/c 小鼠口服重组菌株的安全性试验结果见表

2。口服重组菌株 X4550（pYA3341-TSOL18）。 
2.0×1012 cfu 30 d 后，存活率仍为 100%，而据已

有研究报道 C57BL/6 小鼠口服野生株 X3181 1×107 
cfu 后，在 5 d 内全部死亡[18]，这也证明重组菌株是安

全的。 
 
表 1  X4550（pYA3341）和 X4550（pYA3341-TSOL18）培养不同时间的 OD600值 

Table 1  The OD600 of X4550 (pYA3341) and X4550 (pYA3341-TSOL18) in different culture times 

时间 Time (h) 菌株 
Strains 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

X4550 (pYA3341-TSOL18) 0.010 0.014 0.029 0.052 0.107 0.238 0.426 0.605 0.877 1.181 1.602 2.205 2.409 2.691 2.810

X4550 (pYA3341) 0.006 0.014 0.037 0.082 0.215 0.429 0.810 1.124 1.417 1.674 1.876 1.980 2.310 2.448 2.593
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表 2  小鼠口服重组鼠伤寒沙门氏菌后的存活率 

Table 2  Survival rate of mice after oral inoculation with recombinant S.typhimurium strains 

菌株 
Strains 

相关基因型 
Relate genetype 

口服剂量(cfu) 
Oral dose (cfu) 

观察周期 
Observe time (d) 

存活率 
Survival rate 

X4550(pYA3341-TSOL18） ∆crp, ∆cya, TSOL18+ 1.0×107 
1.0×109 

1.0×1010 

2.0×1012 

30 
30 
30 
30 

5/5 
5/5 
5/5 
5/5 

 
2.7  小鼠免疫试验 

小鼠口服免疫后各组抗体水平结果统计分析见表

3，图 7 显示 X4550（pYA3341-TSOL18）免疫组抗体

水平有明显的升高，而 X4550（pYA3341）免疫对照

组和非免疫对照组的抗体水平没有明显的变化，证明

X4550（pYA3341-TSOL18）疫苗株能诱导动物体产

 
表 3  小鼠口服重组活载体疫苗后血清中抗体水平的测定 

Table 3  The results of antibody level in sera after oral inoculation of mice 

OD492（X ± S)  

免疫前 
Preimmune 

二免前 
Ahead of second immune 

二免后 2 周 
Two weeks after second immune 

二免后 4 周 
Four weeks after second immune

X4550 (pYA3341-TSOL18)组 

X4550 (pYA3341-TSOL18) group 
0.021±0.001a 0.089±0.007a 0.277±0.008a 0.645±0.025a 

X4550 (pYA3341)组 

X4550 (pYA3341) group 
0.021±0.002b 0.021±0.001b 0.024±0.002b 0.024±0.004b 

非免疫对照组 
Nonimmune control group 

0.022±0.001b 0.021±0.002b 0.024±0.003b 0.023±0.004b 

同列字母不同组表示差异极显著（P＜0.01）；字母相同组表示差异不显著（P＞0.05） 
Values with different letters in the same column means significant difference (P＜0.01); Values with identical letters in the same column means nonsignificant 
difference (P＞0.05) 

 

 

 

图 7  各免疫组小鼠不同时期抗体水平柱状图 

Fig. 7  The column figure of mouse antibody level in different 

immunity classes at different times 

 
生相应的抗体，具有免疫效果。 

3  讨论 

3.1  猪囊尾蚴病呈全球性分布，主要流行于亚、非、

拉等一些国家和地区，其中以中非、南非、中南美等

最为严重。在囊虫病的免疫防治中，传统疫苗所用抗

原有全囊虫抗原、分泌代谢（ES）抗原、异源抗原以

及六钩蚴抗原，这些疫苗都能对绦虫病起到很好的预

防作用，但都不能在体外大量制备，因而抗原来源非

常有限。棘球蚴和羊囊虫基因工程重组抗原疫苗的问

世，为其它绦虫新型疫苗的研究提供了典范[19]，在此

基础上相继开展了抗囊尾蚴基因工程重组疫苗、核酸

疫苗和多肽疫苗等的研究。TSOL18 是猪带绦虫六钩

蚴阶段特异性表达抗原[20]，主要作用于六钩蚴感染后

的早期，在不同地理分离株的猪带绦虫六钩蚴中，

TSOL18 相当保守，这也表明 TSOL18 在猪带绦虫六

钩蚴的发育阶段是至关重要的[21]。六钩蚴是抗体介导

为主的免疫应答作用的靶标，用六钩蚴阶段的抗原基

因研制疫苗有较好的前景。已有的研究证明无论是

TSOL18 重组抗原还是抗整体六钩蚴的免疫血清均能

在体外试验中杀死六钩蚴[22]，TSOL18 抗原成为预防

猪囊尾蚴病的重要的疫苗候选抗原之一。 
3.2  减毒鼠伤寒沙门氏菌能靶向感染树突状细胞等

专职抗原递呈细胞（APC），是目前较常用的口服疫
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苗载体[23]，具有安全、无副作用、易于给药且具有长

时间保护作用的特点。作为工程菌能直接在肠壁表达

目的抗原（使所需表达的蛋白无需在体外产生、分离、

纯化和鉴定），而且表达的蛋白可直接通过肠壁微褶

细胞传递给抗原提呈细胞，有效避免目的蛋白的降解。

六钩蚴通过肠道入侵，而 TSOL18 是六钩蚴阶段的重

要抗原分子，可能与六钩蚴的入侵有关。通过口服重

组沙门氏菌，可以阻断六钩蚴通过小肠粘膜入侵宿主，

从而达到保护宿主的目的。根据上述设想，本研究将

猪带绦虫六钩蚴 TSOL18 的基因克隆改造并成功构建

了携带 TSOL18 基因的沙门氏菌原核重组表达载体

X4550（pYA3341/TSOL18），并通过体外诱导表达和

Western blot 证实重组菌能表达 TSOL18 蛋白。在减毒

沙门菌株的选择上，使用 cya、cry 双基因突变的减毒

株 X4550，该株染色体上 asd 基因缺失（asd-突变株），

而用于表达外源基因的表达质粒 pYA3341 携带 asd 基

因。因此，在无 DAP 时，asd-突变株携带表达外源基

因的 asd+质粒可稳定存活并表达外源蛋白，此 asd-突

变株和 asd+质粒所构成的平衡致死体系能保证重组菌

的稳定传代和表达。 

4  结论 

本试验首次成功地在猪囊尾蚴疫苗研制上利用减

毒鼠伤寒沙门氏菌作为疫苗的活载体，证实了该菌株

能稳定的携带表达载体在体内外连续传代，表达的蛋

白具有免疫原性，并能诱导机体产生相应抗体，为猪

囊尾蚴病的防治和进一步直接应用减毒鼠伤寒沙门氏

菌作为活菌苗载体的研究奠定了基础。 
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