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一、中文摘要

豬霍亂沙門氏菌對豬來說是非常重要
的細菌性傳染病，為了選殖一個減毒的菌
株做為活毒疫苗，利用已發表的沙門氏菌
typhimurium的 htrA基因設計的引子，經多
聚合脢連鎖反應增幅選殖出豬霍亂沙門氏
菌的 htrA 基因，並利用 karamycin 抗藥性
基因插入 htrA基因中來不活化該基因。將
此不活化基因接入自殺質體 pGP704 中，再
轉型入豬霍亂沙門氏菌中，雖利用
karamycin 篩選得到數顆具抗藥性的菌
株，但經多聚合脢連鎖反應確無法增幅出
該不活化基因片段。

關鍵詞：豬霍亂沙門氏菌、htrA 基因、沙
門氏菌 typhimurium、多聚合脢連鎖反應

Abstract

Salmonella choleraesuis is an important
swine infectious disease. In order to produce
an attenuated Salmonella choleraesuis as a
vaccine, we expect to clone a htrA gene
mutated Salmonella choleraesuis to be a
attenuated strain. At first, we inactivate htrA
gene by inserting a karamycine resistant gene
to the htrA gene containing fragment which
is amplified by PCR with primers derived
from Salmonella typhimurium htrA gene and
then ligate the mutated htrA gene to suicide
plasmid pGP704. After transforming to
Salmonella choleraesuis, we have selected
several colonies. Unfortunately, we are
unable to amplify the inactivated htrA gene
fragment from all the colonies.

Keyword: Salmonella choleraesuis, htra
gene, Salmonella typhimurium, PCR

二、緣由與目的

沙門氏菌症為本省養豬業非常重要，
且常見之細菌性傳染病[1]。所造成的經濟
損失非常嚴重。養豬農民在飼料中添加超
量抗菌劑使抗藥性菌株愈來愈多。無法使
用抗生素治療，雖然施打疫苗是有效且最
經濟的方法，然而因為傳統的死菌疫苗無
法產生有效的黏膜免疫和細胞性免疫，因
此效果不彰。如果能將沙門氏菌當作載
體，攜帶其它抗原基因，甚或接上具增強
免疫功能的細胞激素（cytokine）基因；使
變 成 多 價 的 活 菌 複 合 疫 苗
[19][2][11][12][5]，其經濟效益將變的更
高。

一 般 最 常 用 溫 度 敏 感 變 異 株
（temperature-sensitive mutant; TS mutant）
來製造活菌菌苗[7][9]，且可發生減毒的特
性，很多研究者均朝此減毒或無毒活菌菌
苗的方向發展[13]。本計劃製造 htrA 的突
變種，htrA是耐高溫的基因，因此 htrA突
變菌株不能耐高溫[3][4][6][14][15][17]。高
溫對細菌是一種窮境(stress)[10]，而細菌在
窮境產生熱休克(heat shock)蛋白質。窮境
不只在高溫，在吞食細胞內也是窮境，故
帶有 htrA-的沙門氏菌可能在吞食細胞內不
能產生 htrA 因而不能存活。故製成 htrA-

的沙門氏菌後，將試驗其毒性，如減毒或
失去毒性，或許可當作疫苗。豬之沙門氏
菌感染也有其他血清型，如海德堡
(Heidelberg)血清型，而這些均可致病於
人，因此也將其他血清型做突變株。本計



畫擬從本地分離株中挑選具高抗原性、高
病原性之豬霍亂沙門氏菌，利用核酸增
幅、基因選殖、基因互補、及同源性基因
交換等技術，來建構幾種充份減毒，但仍
具足夠抗原性，而能引發保護性液遞及細
胞免疫的變異株。

三、結果

(一)、豬霍亂沙門氏菌 htrA 基因突變株之
建構
1. 參考已發表 typhimurium血清型
之 htrA 基因（GenBank A18802）
分別設計一對含 Pst I 及 HindIII
酵素切位的 primer:
SC1-
GAACTGCAGTATATGAAAAAA
ACCAC
SC2-
TGAAGCTTCGGCTTGCTGTCG
GGAATCTT。

2. 以豬霍亂沙門氏菌核酸為模版，
以 Takara Ex Taq PCR kit 增殖
htrA 基因（預計產物為 1,368
bp），PCR 條件為 94℃ 1 分鐘、
42℃ 1 分鐘、72℃ 1 分鐘。所得
產物如下圖

3. 將上述產物選殖到 pCRII-TOPO
的質體上，再將 htrA 基因片段以
KpnI 及 XbaI 酵素重覆切割下
來。

4. 將上述產物選殖到pUC18，pUC18

上的限制脢切位 NarI 經切割及再
補滿後重新接合篩選到的質體再
以 KpnI 及 XbaI 酵素重覆切割並
與 htrA 基因片段接合，轉殖至 E.
coli Top 10 ， 得 到 pUC-htrA
plasmid。

5. 將其經 DNA 定序已得序列 1338
bp，經與沙門氏菌 typhimurium 的
htra 基因比對有 97.83%的相似
性。

6. 將 pUC-htrA plasmid 質體以 NarI
切開後並補滿，接入市售 pUC-4K
質體（Pharmacia Biotech）之 Tn
903 即 Kanamycin 抗性基因(以
BamHI 切開並補滿 )，可得到
pUC-Tn903-htrA 的質體，此時
htrA 基因已經被不活化了。

7. 將不活化 htrA 基因從質體上以
SacI 及 XbaI 切下植入自殺質體
pGP704( 以 SacI 及 XbaI 切
開)[8][16]中得到 pGP-htrA 質體。

8. 將 pGP-htrA 質體轉殖進入 E. coli
SY327 中增殖質體，將此質體抽
出在轉殖進入豬霍亂沙門氏菌
中，此豬霍亂沙門氏菌為經過篩
選，對 Kanamycin & Ampicillin 均
具有敏感性 。

(二)、多聚合脢連鎖反應(PCR)及豬霍亂沙
門氏菌基因重組株之篩選
1. 將 pGP-htrA 質體轉殖至豬霍亂
沙門氏菌並以含有 kanamycin 之
培養基去篩選因基因交換而產生
之 htrA 基因變異株，經挑選出來
菌株對 Ampicillin 必須具有敏感
性。

2. 並以 SC1 及 SC2 引子利用 PCR
增幅 htrA 變異基因來確認陽性的
豬霍亂沙門氏菌 htrA 基因變異
株。

3. 經過多次轉殖雖得數株豬霍亂沙
門氏菌對 Karamycin 有抗藥性及
對 Amipicillin 敏感性的菌株，但
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經 PCR 增幅卻無法增幅出 htrA 變
異基因。

四、討論

利用由沙門氏菌 typhimurium 的 htra
基因所設計的引子 SC1 與 SC2 確實可從豬
霍亂沙門氏菌增幅出所預定的 DNA 片
段，而其序列相似性高達 97.83%。本計劃
中利用 Kanamycin 抗性基因插入所選殖基
因中雖可造成該基因的突變，但因而將抗
藥性基因帶入，亦將減弱其在疫苗上的應
用，此缺陷可利用單點突變及相反選擇標
記(counter selectable marker )[18]來改善。
本計劃中經幾次改造選殖含有不活化 htra
基因的質體利用氯化鈣所製作的competent
cell 或電氣轉型作用將質體送入豬霍亂沙
門氏菌，但利用 karamycin 及 PCR 並無法
篩選到含有不活化 htra 的豬霍亂沙門氏
菌，其原因可能為(1)所選用的豬霍亂沙門
氏菌本身可能已含有質體而影響轉型作用
的成功率(2)所選用豬霍亂沙門氏菌的基因
重組頻率較低，造成不易選殖。若上述推
測為真，可利用 liposome 增加轉型的機率
並且以相反選擇標記[18]來增加基因重組
選殖的機會。

五、計畫成果自評
本計畫已選出殖豬霍亂沙門氏菌之

htrA 基因，為建構該菌的活毒疫苗踏出第
一步，雖未能成功選殖出含不活化 htrA基
因的豬霍亂沙門氏菌，但由本計畫中所累
積的經驗可加速未來基因選殖的速度及減
少所犯的錯誤，並對染色體基因重組能有
更好的操作模式。
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