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【摘要】  目的　构建表达宫颈癌抗原的单增和绵羊李斯特菌平衡致死系统，并研究其基本生物学特性，为宫颈癌免

疫治疗提供参考数据。方法　将实验室已有的HPV16型E6E7融合蛋白抗原基因盒通过无缝克隆的方式连接到含有营养

基因dal的回补质粒pCWgfp-LM dal-Amp上，并用asd营养基因替换回补质粒的氨苄（ampicillin, Amp）抗性基因，转化大肠

杆菌受体菌DH5αΔasd，利用营养筛选得到表达宫颈癌抗原同时不具有Amp抗性的回补质粒pCWgfp-E6E7-LM dal-

Ampfree，将其分别电转两株敲除了毒力基因actA、plcB和营养基因dal、dat的减毒李斯特菌营养缺陷株LMΔdd和LIΔdd中，

得到表达宫颈癌抗原基因的单增和绵羊李斯特菌平衡致死系统。观察其体外生长情况，利用蛋白印迹实验检测蛋白表达

情况，PCR检测回补质粒pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree的体外传代稳定性，通过基本生化反应测定和溶血实验研究其基本

生物学特性。结果　成功构建表达宫颈癌抗原的两种李斯特菌平衡致死系统；目标蛋白能够在李斯特菌平衡致死系统中

成功表达；表达宫颈癌抗原的回补质粒能够在李斯特菌平衡致死系统中稳定存在；表达宫颈癌抗原的李斯特菌平衡致死

系统较李斯特菌营养缺陷株相比明显恢复生长；生化反应测定结果显示，表达宫颈癌抗原的李斯特菌平衡致死系统与李

斯特菌减毒株绝大多数生化反应保持一致；添加了宫颈癌抗原基因的李斯特菌平衡系统仍能保持溶血能力，但略逊于未

表达宫颈癌抗原的李斯特菌平衡致死系统和李斯特菌减毒株。结论　 成功构建表达宫颈癌抗原基因的两种李斯特菌平

衡致死系统，其在体外能正常生长，回补质粒能在体外稳定存在，基本生化特性及溶血能力变化不大，可作为宫颈癌治疗

性疫苗候选株进一步研究。
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【Abstract】   Objective　To  construct Listeria  monocytogenes (LM)  and Listeria  ivanovii (LI)  balanced  lethal
systems expressing cervical  cancer antigens,  to study their  basic  biological  characteristics,  and to provide reference data
for the immunotherapy of cervical cancer. Methods　Through seamless cloning via in vitro ligation kit, the HPV16 E6E7
fusion  protein  antigen  gene  constructed  in  our  lab  was  spliced  to  the  complement  plasmid  pCWgfp-LM dal-Amp  that
contained the nutritional  gene dal.  Then,  we replaced the ampicillin (Amp) resistance gene of  the complement plasmid
with  the asd nutrition  gene.  The  ligation  reaction  mixture  was  transformed  into Escherichia  coli (E.  coli)  recipient
bacteria DH5αΔasd and  the  complement  plasmid  pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree,  which  expressed  cervical  cancer
antigens  and  had  no  Amp  resistance,  was  obtained  by  nutrition  screening  from  the E.  coli DH5αΔasd.  The  plasmid
pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree  was  complemented  into  LMΔdd  and  LIΔdd,  the  attenuated  nutrition-deficient
Listeria strains with the virulence genes actA and plcB and nutrition genes dal and dat deleted by electroporation, thereby
obtaining LM and LI balanced lethal systems expressing cervical cancer antigen genes. The in vitro growth of the strains
was observed.  Western blot  was  performed to examine the status  of  antigen protein expression.  PCR was performed to
measure  the in  vitro passage  stability  of  complement  plasmid  pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree.  Their  basic  biological
characteristics  were examined by biochemical  reaction tests  and hemolysis  assay. Results　Two Listeria balanced lethal
systems  expressing  cervical  cancer  antigen  were  successfully  constructed.  The  HPV16  type  E6E7  fusion  protein  was
successfully  expressed in  the  two Listeria balanced lethal  systems.  pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree,  the  positive  plasmid
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expressing  cervical  cancer  antigen,  maintained  stable  existence  in  the  two Listeria balanced  lethal  systems.  The  two
Listeria balanced  lethal  systems  expressing  cervical  cancer  antigen  showed  significantly  better  recovery  growth  in
comparison with Listeria nutrition deficiency strains.  The results  of  biochemical  reaction tests  showed that  most  of  the
biochemical  reaction of  the two Listeria balanced lethal  systems expressing cervical  cancer antigen were consistent with
those  of Listeria attenuated  strains.  The  two Listeria balanced  lethal  systems  expressing  cervical  cancer  antigen  still
maintained  the  hemolytic  ability,  although  their  hemolytic  ability  was  slightly  inferior  to  that  of  the Listeria balanced
lethal  systems  not  expressing  cervical  cancer  antigen  and  the Listeria attenuated  strains. Conclusion　The  two Listeria
balanced lethal systems expressing cervical cancer antigen genes are constructed successfully. They display normal in vitro
growth.  The  complement  plasmid pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree  can maintain  stable  existence in  vitro,  showing little
change  in  its  biochemical  characteristics  and hemolytic  ability.  Further  research should  be  conducted to  investigate  the
potential of these two recombinant strains to be used as candidate strains for cervical cancer therapeutic vaccine.
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2022年全球癌症数据统计结果显示，宫颈癌的发病

人数和死亡人数均处于上升趋势，宫颈癌仍然是危害全

球女性健康的“头号杀手”，急需有效的治疗手段[1]。肿瘤

疫苗作为一种新兴的免疫治疗手段，因其具有治疗效果

好、副作用小、联合用药效果好的优点，已应用于临床。

与噬菌体、病毒等肿瘤疫苗载体相比，细菌载体能携带多

个抗原，具有更好的抗原表达量，是肿瘤疫苗载体的较优

选择[2]。

单增李斯特菌（Listeria monocytogenes, LM）是革兰阳

性兼性厌氧的胞内寄生菌，在吞噬细胞内，LM携带的抗

原肽可通过MHC-Ⅱ类分子呈递给CD4+ T细胞，同时细菌

分泌的溶血素蛋白（Listeriolysin O, LLO）裂解溶酶体膜，

使细菌从溶酶体中逃逸，通过MHC-Ⅰ类分子递呈抗原

肽，诱导CD8+ T细胞免疫应答[3-6]。目前已有多种以LM作

为载体的肿瘤疫苗进入临床试验 [ 7 ]。绵羊李斯特菌

（Listeria ivanovii, LI）对人体不致病，具有更好的生物安

全性，已证明LI也能作为疫苗载体提呈抗原[8]。

人为敲除或自然丢失调控细菌生长的关键营养基

因的细菌即成为营养缺陷型细菌，只有额外添加相应

的营养物质，该菌才能生长。若在体外构建一个带有

其缺失的营养基因的回补质粒，再将其导入营养缺陷

型细菌中，回补后的菌株能够正常生长，不再需要添加

多余的营养物质，而一旦丢失该质粒，菌株将因不能合

成关键营养物质而死亡，以此种方式构建的系统被称

为平衡致死系统。以平衡致死系统作为载体能够解决

普通细菌载体疫苗因携带抗生素抗性基因，而可能导

致的抗生素耐药问题，同时又可以提高抗原基因表达

量，达到更好的免疫效果 [9-10]。目前已有多种以单增李

斯特菌平衡致死系统为载体的肿瘤疫苗进入临床试

验，观察到了较好的治疗结果 [11]。但尚未有以绵羊李

斯特菌为载体的相关报道。

本研究以LM和LI这两种李斯特菌为疫苗载体，构建

表达宫颈癌抗原的李斯特菌平衡致死系统，检测其抗原

蛋白表达、基因传代稳定性，通过体外生长曲线的测定、

生化反应测定、溶血实验探究其基本生物学特性，为研发

宫颈癌免疫治疗提供参考数据。

 1     材料与方法

 1.1    材料

 1.1.1    菌株和质粒

回补质粒pCW-gfp-LM dal-Amp携带LM营养基因

dal和氨苄抗性基因，pCW702-HPV-36携带HPV16型

E6E7抗原基因盒片段phly-SS-gp33-HA-E6E7gp61和氨苄

抗性基因，由本实验室构建后保存[10, 12]；质粒PYA886携带

asd基因，由四川大学华西公共卫生学院唐田老师惠赠，

本实验室保存。敲除了毒力基因actA、plcB的单增李斯

特菌减毒株LMΔ、绵羊李斯特菌减毒株LIΔ，敲除了毒力

基因actA、plcB和营养基因dal、dat的单增李斯特菌营养

缺陷株LMΔdd和绵羊李斯特菌营养缺陷株LIΔdd由本实

验室构建后保存[10]；大肠杆菌营养缺失株DH5αΔasd由扬

州大学彭大新老师惠赠，本实验室保存。

 1.1.2    引物

见表1，均由北京擎科新业生物技术有限公司合成。

 1.1.3    试剂

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒均购于OMEGA公

司；限制性核酸内切酶HindⅢ购于NEB公司；李斯特菌生

化鉴定试剂盒、BHI培养基、LB培养基均购于北京陆桥

技术有限公司；Monoclonal Anti-HA antibody produced in

mouse购于Sigma；HRP-labeled Goat Anti-Rat IgG(H+L)购

于碧云天；In-Fusion HD Cloning kits购于Takara。

 1.2    表达宫颈癌抗原基因的李斯特菌平衡致死系统建立

 1.2.1    pCWgfp-E6E7-LM dal-Amp回补质粒的构建

通过HindⅢ酶切带有Amp抗性的回补质粒pCWgfp-

LM dal-Amp，胶回收得到回补质粒线性载体；利用高保

 1160 四川大学学报（医学版） 第 54卷



真酶和添加同源臂的引物 infusion-phly-gp61从质粒

pCW702-HPV-36中PCR扩增得到HPV16 E6E7抗原基因

盒phly-SS-gp33-HA-E6E7-gp61，与回补质粒线性载体无缝

克隆连接，连接产物转化至大肠杆菌感受态DH5α中，涂

板于添加了100 μg/mL Amp抗生素的LB平板即LA抗性平

板，E6E7和Dal引物PCR筛选的阳性菌落再进行测序验

证，得到表达宫颈癌抗原的回补质粒pCWgfp-E6E7-LM

dal-Amp。

 1.2.2    asd营养基因替换氨苄抗性基因

在1.2.1中构建的回补质粒上通过高保真酶和引物

vector反向PCR扩增回补质粒上除Amp抗性基因以外的

全部序列；利用高保真酶和添加同源臂的引物asd从质粒

PYA3342中PCR扩增得到目的基因片段asd，与去除了氨

苄抗性的回补质粒线性载体无缝克隆连接，连接产物转

化至大肠杆菌营养缺陷型DH5αΔasd感受态中，涂板于

LB平板，通过营养筛选和引物asd PCR筛选阳性菌落，得

到不带Amp抗性基因同时携带宫颈癌抗原基因的回补质

粒pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree。

 1.2.3    表达宫颈癌抗原基因的李斯特菌平衡致死系统的建立

将1.2.2中构建的pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree分别

电转化至LMΔdd菌株和LIΔdd菌株中，30 ℃培养48 h。挑

取单个菌落，利用引物E6E7和Dal进行PCR筛选并测序验

证，将验证正确的菌分别命名为L M Δ d d : d a l - E 6 E 7 -

ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-ampfree。

 1.3    Western blot定性检测HPV16-E6E7目的蛋白的表达

情况

提取LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree的上清分泌蛋白及菌体蛋白[13]，将蛋白进行SDS-

PAGE电泳后转至0.22 μm的PVDF膜上，封闭液封闭2 h后

利用工作浓度为0.1 μg/mL抗HA鼠单克隆抗体作为一抗，

工作浓度为1 μg/mL辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠Ig

（G+H）作为二抗孵育，HRP化学发光底物显色反应液显色。

 1.4    体外传代基因稳定性实验

分别取LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree 100 μL接种5 mL BHI肉汤，连续传代25代，取1、

5、10、15、20、25代利用E6E7、Dal和李斯特菌特异性引

物LM、LI进行PCR验证。

 1.5    生长曲线的绘制

LMΔ、LIΔ、LMΔdd:da l -ampfree、LIΔdd:da l -

ampfree、LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree在BHI肉汤中培育16～18 h（37 ℃、180 r/min），取

适量各菌液接种于50 mL BHI肉汤中调至600 nm的光密

度（OD600）值约等于0.05。37 ℃、180 r/min培养，每小时

测定OD600值，绘制生长曲线。

 1.6    生化反应鉴定

利用全自动菌种鉴定及药敏分析仪（法国梅里埃公

司，VITEK® 2 Compact），分别测定LMΔ、LIΔ、LMΔdd:

dal-ampfree和LIΔdd:dal-ampfree、LMΔdd:dal-E6E7-

ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-ampfree的43种生化反应。

 1.7    溶血实验

 1.7.1    绵羊血平板上溶血情况

将LMΔ、LIΔ、LMΔdd:dal-ampfree、LIΔdd:dal-

ampfree、LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree穿刺接种及涂圈接种于含5%绵羊血的BHI平板

上，37 ℃培育48 h，观察溶血情况。

 1.7.2    溶血效价测定

LMΔ、LIΔ、LMΔdd:dal-ampfree、LIΔdd:dal-ampfree、

LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-ampfree接种

于BHI肉汤中培养至对数生长期，13 500 r/min离心5 min

得菌液上清，2倍倍比稀释后加入96孔板中作为样品孔，

表 1    本实验所用PCR引物

Table 1    PCR primers

Primer Sequence (5′→3′) Target gene
Infusion-phly-gp61 F: TTAGGTCGACAAGCTCAGTGTGATGGATATCTGCAGA HPV16 E6E7 gene with homologous arm

R: TACCGCATTAAAGCTCTCGACATCAAATTCAACACTTT
E6E7 F: AACGTACAGCAATGTTCCA phly-SS-gp33-HA-E6E7gp61 gene

R: GAGAAGAACGACAACAAG
Dal F: GAACAAAATAAACTCCCGGAA dal gene

R: TACTTTTGAACCAGTTTG AAAT
LM F: CTTCGATGACAACAGCTGTACC LM-orfBAldh gene

R: AATCCTAAAGCATGCGCCTTCG
LI F: GATTAAAGATTGGTGATTTAAAG LI-orfBAldh gene

R: ACAAAAAACGGAAATCAGTTAG
Vector F: CTGTCAGACCAAGTTTACTCA Specific primers for linearizing the vector

R: ACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGA
asd F: TGAAAAAGGAAGAGTATGAAAAATGTTGGTTTTATCGGCT asd gene with homologous arm

R: AACTTGGTCTGACAGCTAGGCCAACTGGCGCAG
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同时设立PBS对照孔，加入1%绵羊红细胞悬液，37 ℃培育

2 h，观察结果。

 1.8    统计学方法

经正态性检验和方差齐性检验后，采用Graphpad

Prism软件进行方差分析，每种实验独立重复3次，P<

0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    表达宫颈癌抗原基因的李斯特菌平衡致死系统的构建

 2.1.1    成功构建含有HPV16型E6E7融合蛋白基因的回补

质粒

通过HindⅢ酶切回补质粒载体，PCR扩增目的基因

phly-SS-gp33-HA-E6E7-gp61，无缝克隆连接，同时经

E6E7和Dal引物PCR验证及测序验证，证明成功得到含有

HPV16型E6E7融合蛋白基因的回补质粒pCW gfp-E6E7-

LM dal-Amp，如图1A所示。

  2.1.2    asd营养基因成功替换pCWgfp-E6E7-LM dal-

Amp质粒上的Amp抗性基因

利用PCR扩增asd目的基因，反向PCR得到去除

Amp基因的回补质粒载体，无缝克隆连接，热击转化至

DH5αΔasd大肠杆菌中，同时经E6E7和asd引物PCR验证

及测序验证，证明成功得到用asd基因替换Amp抗性基因

同时带有H P V 1 6型E 6 E 7融合蛋白基因的回补质粒

pCWgfp-E6E7-LM dal-Ampfree，如图1B所示。
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图 1  表达宫颈癌抗原的李斯特菌平衡致死系统的构建PCR验证结果图

Fig 1  PCR verification results for the construction of the Listeria balanced lethal system expressing cervical cancer antigen genes

M1: DL2000 DNA marker; M2: 250 bp DNA marker; PC: positive control; NC: negative control; 1 and 2: colonies to be validated. A, Verifying the construction of the

plasmid pCW gfp-E6E7-LM dal-Amp with primers E6E7 and Dal; B, verifying the construction of the plasmid pCW gfp-E6E7-LM dal-Ampfree with primers E6E7 and asd;

C, verifying the construction of LIΔdd:dal-E6E7-ampfree with primers E6E7, Dal, and LI; D, verifying the construction of LMΔdd:dal-E6E7-ampfree with primers E6E7,

Dal, and LM.
 

 2.1.3    成功构建表达宫颈癌抗原的两种李斯特菌平衡致

死系统

提取在DH5αΔasd大肠杆菌中的回补质粒pCW gfp-

E6E7-LM dal-Ampfree，电转化单增和绵羊李斯特菌营养

缺陷株，利用营养筛选、E6E7、Dal和李斯特菌特异性引

物LM、LI进行PCR验证，获得表达宫颈癌抗原的两种李

斯特菌平衡致死系统，如图1C、1D所示。

 2.2    抗原蛋白表达

提取LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree的上清分泌蛋白及菌体蛋白，Western blot实验结

果表明李斯特菌平衡致死系统成功表达目标抗原蛋白

HPV16-E6E7（图2）。

 2.3    基因传代稳定性

见图3。将LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-

E6E7-ampfree在BHI肉汤中连续传25代，取第1、5、10、15、
 

(Mr, ×103)

55

40

35

1 2 3 4

 
图 2  Western blot检测上清分泌蛋白及菌体蛋白

Fig 2  Western blot of culture supernatant and cell lysate

1 and 2, cell lysate of LMΔdd:dal-E6E7-ampfree and LIΔdd:dal-E6E7-

ampfree; 3 and 4, culture supernatant of LMΔdd:dal-E6E7-ampfree and

LIΔdd:dal-E6E7-ampfree.
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20、25代的细菌用E6E7、Dal和李斯特菌特异性引物进行

PCR验证均在预期位置得到目标条带，证明pCWgfp-E6E7-

LM dal-Ampfree能够在李斯特菌营养缺陷株中稳定存在。

 2.4    体外生长能力

LMΔdd:dal-E6E7-ampfree、LIΔdd:dal-E6E7-ampfree、

LMΔ、LIΔ、LMΔdd:dal-ampfree、LIΔdd:dal-ampfree和李

斯特菌营养缺陷株LMΔdd、 LIΔdd体外生长结果表明，

L M组的L M Δ d d : d a l -E6E7 - a m p f r e e和L M Δ d d : d a l -

ampfree均在生长4 h后生长速度稍慢于LMΔ,更晚进入平

台期，但最终生长到同一水平，与在BHI肉汤中生长的营

养缺陷株LMΔdd相比，明显恢复生长（图4）；LI组的

LIΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-ampfree同样在生长

4 h后生长速度稍慢于LIΔ，更晚进入平台期，最终平台期

OD600值稍低于LIΔ，但与在BHI肉汤中生长的营养缺陷株

LMΔdd相比，同样明显恢复生长（图4）。结果表明表达宫

颈癌抗原的李斯特菌平衡致死系统能够恢复正常生长，

但生长速度稍慢于李斯特菌减毒株。

 2.5    生化结果

43种生化反应检测结果表明，LMΔdd:dal-E6E7-

ampfree和LMΔdd:dal-ampfree大部分生化特性与LMΔ一

致；LIΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-ampfree大部分

生化特性与LIΔ保持一致。有差异的结果见表2、表3。

 2.6    溶血实验结果

见图5。LMΔ、LMΔdd:dal-ampfree、LMΔdd:dal-

E6E7-ampfree穿刺接种血平板产生狭小的透明溶血环，

涂圈接种血平板未产生明显的溶血现象；LIΔ、LIΔdd:dal-

ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-ampfree穿刺接种和涂圈接种

 

Dal

Dal

M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25
M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25 M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25

M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25 M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25 M PC NCP1 P5 P10 P15 P20 P25

1 000 bp
750 bp
500 bp

1 000 bp
750 bp

500 bp 1 000 bp
750 bp
500 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

LMΔdd: dal-E6E7-ampfree

LIΔdd: dal-E6E7-ampfree

E6E7

E6E7

LM

LI

 
图 3  体外基因传代稳定性PCR验证图

Fig 3  PCR verification results of gene passage stability in vitro

M: 250 bp marker; PC: positive control; NC: negative control; P1, P5, P10, P15, P20 , and P25: the 1, 5, 10, 15, 20, and 25th generations of LMΔdd:dal-E6E7-ampfree and

LIΔdd:dal-E6E7-ampfree.
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图 4  LMΔdd:dal-E6E7-ampfree和LIΔdd:dal-E6E7-ampfree生长曲线

Fig 4  Growth curves of LMΔdd:dal-E6E7-ampfree and LIΔdd:dal-E6E7-
ampfree

*** P<0.001, **** P<0.000 1, vs. LMΔ or LIΔ. n=3.
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血平板均产生大而透明的β溶血环。LIΔdd:dal-E6E7-

a m p f r e e溶血效价低于L I Δ d d : d a l - a m p f r e e和L I Δ；

L M Δ d d : d a l - E 6 E 7 - a m p f r e e的溶血效价同样低于

LMΔdd:dal-ampfree和LMΔ（图6）。

 3     讨论

平衡致死系统能够解决抗生素抗性残留、体内基因

不稳定及耐药风险等问题因此也被称为“绿色减毒疫苗

活载体” [14 ]。李斯特菌通常通过敲除营养代谢基因dal、

dat进行平衡致死系统的构建[15]，以李斯特菌为载体的活

菌肿瘤疫苗已在转移性腺瘤、前列腺肿瘤和肝部肿瘤等

肿瘤中进行了相关研究 [1 6 - 1 9 ]。因此本研究构建了表达

HPV16型E6E7融合蛋白基因的单增和绵羊李斯特菌两种

平衡致死系统，探究其基本特性，为宫颈癌治疗手段提供

新思路。

研究表明单增李斯特菌对人致病，绵羊李斯特菌则

不引起人类疾病，目前已有的报道大多为单增李斯特菌

平衡致死系统，绵羊李斯特菌平衡致死系统报告较少。

MASON等[20]曾以单增李斯特菌平衡致死系统为载体的

构建骨肉瘤治疗性疫苗，具有较好的临床表现，与其相

比，本实验除了两个营养基因dal、dat外，还删除了李斯

特菌中的两个主要毒力基因，即actA和plcB，使其较其他

平衡致死系统相比可能更加安全。同时已有研究表明，

按照初次免疫-加强免疫-再次免疫的策略，采用LM-LI-

LM的组合免疫方式能有效提高疫苗抗肿瘤免疫效果[12]。

本研究创新性地构建了两种表达宫颈癌抗原基因的李斯

特菌平衡致死，其中表达肿瘤癌基因的绵羊李斯特菌平

衡致死系统在已有报道中第一次提到，在今后治疗效果

研究中可采用组合免疫的方式，可能具有较好的免疫

效果。

单增李斯特菌平衡致死系统已被证实能够使单增李

斯特菌营养缺陷株基本恢复生长，回补质粒能够在体外

稳定性传代[21]。体外稳定性实验表明带有宫颈癌抗原基

因的回补质粒能够在体外稳定存在；体外生长曲线测定

结果表明带有回补质粒的单增李斯特菌平衡致死系统和

绵羊李斯特菌平衡致死系统均能够恢复正常生长，外来

肿瘤抗原基因的引入也不会影响其生长能力，轻微的生

长延迟可能是合成质粒的代谢负荷造成的，符合预期。

Western blot实验表明目的蛋白基因phly-SS-gp33-

HA-E6E7-gp61在菌体内外都能稳定表达，证明了李斯特

菌平衡致死系统作为疫苗载体的可行性。溶血效价测定
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图 5  血平板生长情况

Fig 5  Growth on the blood plate

LM group: 1, LMΔ; 2, LMΔdd:dal-ampfree; 3, LMΔdd:dal-E6E7-ampfree.

LI group: 1, LIΔ; 2, LIΔdd:dal-ampfree; 3, LIΔdd:dal-E6E7-ampfree.
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图 6  溶血效价测定结果

Fig 6  Results of hemolytic titers

0: undiluted; 1: diluted 21 fold; 2: diluted 22 fold; 3: diluted 23 fold; 4: diluted

24 fold; 5: diluted 25 fold; 6: diluted 26 fold; 7: diluted 27 fold; 8: diluted 28 fold.

表 2    LM组生化鉴定有差异的结果

Table 2    Different biochemical properties of the LM group

Biochemical
reactions LMΔ LMΔdd:dal-E6E7-ampfree LMΔdd:dal-ampfree

LAC + − +

SAC + − +

POLYB + + −

　LAC: lactose; SAC: saccharose; POLYB: polymyxin B.

表 3    LI组生化鉴定有差异的结果

Table 3    Different biochemical properties of the LI group

Biochemical
reactions LIΔ LIΔdd:dal-E6E7-ampfree LIΔdd:dal-ampfree

LeuA − + −

dRIB + − −

POLYB + − −

　LeuA: leucine aminopeptidase; dRIB: deoxyribose; POLYB: polymyxin B.
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实验表明，添加了宫颈癌抗原基因的李斯特菌平衡致死

系统的溶血能力低于未引入宫颈癌抗原基因的李斯特菌

平衡致死系统，未添加宫颈癌抗原基因的平衡致死系统

的溶血能力与李斯特菌减毒株相似。目前李斯特菌平衡

致死系统生化反应测定较少，仅有文献测定6种基本糖发

酵反应，结果表明单增李斯特菌会丢失发酵木糖的能力[10]。

本实验同时测定了43种反应，结果表明携带宫颈癌抗原

的李斯特菌平衡致死系统绝大多数生化结果均与李斯特

菌减毒株类似，部分生化结果的不一致可能是由于营养

基因dal、dat的敲除所导致的，但未出现单增李斯特菌平

衡致死系统不能发酵木糖的情况，可能与抗性基因敲除

方式不同及测定方式不同有关，具体原因机制还需要进

一步研究。

总而言之，本实验所构建的表达宫颈癌抗原的双李

斯特菌平衡致死系统是一种能够在体外稳定遗传，基本

生物学特性与亲本株基本一致，且避免了抗生素耐药风

险的绿色载体疫苗，同时创新性地构建出了表达宫颈癌

抗原的绵羊李斯特菌平衡致死系统，为后续宫颈癌肿瘤

治疗提供新思路。本实验也具有局限性，仅在体外对疫

苗候选株进行了初步分析，后续应通过动物实验深入探

究疫苗候选株在体内的安全性、免疫原性及治疗效果。

但所构建的双李斯特菌平衡致死系统仍可以作为一种新

的活菌载体结合各种肿瘤抗原基因用于各种肿瘤治疗研

究，为免疫治疗手段提供新方向。
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