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摘 要：因胸膜肺炎放线杆菌的致病性主要是由毒素决定的，故参照猪胸膜肺炎放线杆血清

# 型菌株的序列（J-,15,K L/#/!M）设计了一对特异性引物，用 NOP 的方法扩增!"#! $ 基因并

得到了长 " !%%CB 的片段，然后将其克隆到 BQR8/72 中，经酶切鉴定和序列分析表明克隆是成

功的；再将!"#! $ 插入到原核表达载体 B:28#7C 后，转化 1L#/（R:"），在 SN2J 诱导下获得高

效表达，经 T-U@-V, C(’@@<,I 检测证实表达产物有活性。以表达产物包被 :LSW0 板，建立了特

异、敏感的 :LSW0 诊断方法。
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猪传染性胸膜肺炎是危害当前世界各国养猪业的主要疾病之一，这种病是由胸膜肺

炎放线杆菌（ $%&’()*!%’++,- "+.,/)"(.,0)(’.，0BB）引起的。目前 0BB 共发现有 /M 种血清

型［/］，并且各个国家流行的优势血清型各不相同。不同血清型之间及同一血清型的不同

菌株的毒力均存在差异，致病性也有强弱之分，从而导致该病的诊断和治疗非常困难。近

几年来的研究表明，与病原菌毒力相关的因子有毒素、荚膜、外膜蛋白、脲酶等，其中毒素

既是主要的毒力因子，也是主要的免疫原，可作为诊断抗原建立血清学检测方法，还可以

用于诊断和衡量免疫状态，因此毒素研究已成为该病研究热点。

胸膜肺炎放线杆菌共有 ! 种毒素，即毒素"，#，!以及最近发现的毒素$，它们均属

于 P2Y 毒素家族。毒素"具有很强的溶血活性，毒素#相对较弱，毒素!虽没有溶血活

性，但细胞毒性较强。分泌表达上述毒素均需相邻的 1、O、0、R 四种基因的共同作用，其

中 0 基因编码毒素的结构蛋白。因此对毒素!0 基因进行克隆和表达，将有助于阐明

0BB 的分子致病机理，在研制新型疫苗和建立诊断方法等方面具有潜在的理论价值和应

用前景。这方面的研究国内尚未见报道。

本试验以胸膜肺炎放线杆菌血清 # 型标准菌株为材料，克隆鉴定了编码毒素!结构

蛋白的 0 基因，进行序列分析后实现了在大肠杆菌的表达，表达产物经 T-U@-V, C(’@@<,I 和

:LSW0 证实有生物活性，现将结果报道如下。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒和载体：!"" 血清 # 型，由中国农业科学院兰州兽医研究所逯忠新研究

员惠赠；"$%&’()（)&*+,-./）购自大连宝生物公司；"012+3,/4"- ! 56（ 7 ）、! 8 "#$% %9:"、

0;#’、"<)&#(=，本室保存。

!"!"# 工具酶及主要试剂：限制性内切酶、<> )?@ %A! 聚合酶、)B %A! 连接酶（)?6?C?），

%A! 凝胶回收试剂盒（上海生工生物工程有限公司），猪抗 !"" 血清 # 型抗血清（本室自

制），9CD 标记鼠抗猪 EFG 抗体（华美生物公司），其它试剂均为分析纯。

!"!"$ 培养基：;0 培养基、DD;H 培养基，均按常规方法配制。

!"!"% 引物：根据 G?I0?IJ 上 !"" 血清 # 型的序列（;’#’B:）设计合成（上海生工生物工程

有限公司）了一对特异性引物，扩增片段大小为 K BLL="。

上游引物序列为：:MG)!N))GG)N!!GN!)G))!GNNG KM；
下游引物序列为：:M)!!NG)G))G!NN!)N!)N)NGNN KM。

!"# 方法

!"#"! !"" 基因组的提取及 DNC 模板的制备：具体操作参照文献［#］进行。

!"#"# DNC 反应条件：OBP预热 BQ4I，OBP变性 LR3，LSP复性 S:3，S#P延伸 ’L:3，KR 个循

环，最后再 S#P延伸 ’#Q4I。

!"#"$ DNC 产物的鉴定及克隆：DNC 扩增得到的片段经琼脂糖凝胶电泳鉴定，在紫外灯

下观察回收后，与 )&*+,-./ 连接，转化大肠杆菌 %9:"，经蓝白斑筛选得到阳性克隆子，酶

切鉴定，获得重组质粒，再经测序分析克隆成功与否及片段插入载体的方向。

!"#"% 序列测定：采用双脱氧法，由上海生工生物工程有限公司完成。

!"#"& 表达质粒的构建：因为 )&*+,-./ 与 "<)&#(= 表达载体的酶切位点的限制，导致

&’(# )无法正向插入到表达载体中，所以在表达载体的构建过程中引进了一个过渡载体

"012+3,/4"- ! 56 7（"56），利用其丰富的多克隆位点，选择不同的酶切组合，使&’(# ) 可

以顺利正向插入到表达载体 "<)&#(= 中。

首先用 *&+9$和 ,&$$分别消化重组质粒（&’(# ) T)&*+,-./），将酶切产物连接到中

间 载 体 "56 中，得 到 过 渡 重 组 质 粒 &’(# ) T"56 后，再 用 ,&$$和 -#.$分 别 消 化

&’(# ) T"56及 "<)&#(= 后回收，连接，得到表达重组表达质粒&’(# ) T"<)&#(=。技术路

线见图 ’。

!"#"’ &’(# ) 基因的表达及 U+3-+/I =1.--4IF 检测：用重组表达质粒&’(# ) T"<)&#(= 转

化 0;#’。将其表达的蛋白质进行 5%5&D!G< 电泳。然后以猪抗 !"" 血清 # 型抗血清为一

抗，9CD 标记鼠抗猪 EFG 抗体为二抗进行 U+3-+/I =1.---4IF 分析，具体操作见参考文献［K］。

!"#"( <;E5! 方法的初步建立：用表达的 &’(# ) 及空白载体 "<)&#(= 分别包被 <;E5!
板，以猪抗 !"" 抗体为一抗，以 9CD 标记鼠抗猪 EFG 抗体为二抗，再按常规方法进行

<;E5!，测定 /0LKR值，比较阴阳性血清的 /0LKR值大小，确定阴阳性结果的判定标准；以所

建立的 <;E5! 方法检测了 S’ 份血样。

:#KK 期 陈汉阳等：猪胸膜肺炎放线杆菌毒素#! 基因的克隆、序列分析及原核表达



图 ! 重组质粒!"#!$ "#$%&’() 的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 342)0"5 ’. !"#! $ 63789:;1

’ 结果

’*! !"#!$ 基因的 +,- 扩增

扩增大小为 < =>>13，与预计的大小一

致。

’*’ !"#!$ 克隆到 %&./0123 及其方向的

酶切鉴定

比较!"#! $ 及 89?/-*’+ 的限制性酶切

图谱，发现在扩增的!"#! $ 基因中的 @A端
B<=13 的地方有一 %&’"酶切位点，同时在

89?/-*’+ 的 <A端也有一 %&’"位点（图 %），若

!"#! $ 正向插入到 89?/-*’+，酶切片段大小

图 ’ 重组质粒!"#!$ "%&./0123 的酶切鉴定

!"#$: &C2+2-*/+"D2*"’( ’. !"#! $ 689?/-*’+ 1E %&’"
F$GH9%@ III；%，:$ !"#! $ 689?/-*’+（%&’"）$

应为 < >:>13 和 : @<<13；若是反向，则大小为 B=I13 和 @ ::@13。%&’"单酶切的结果（图 :）

说明!"#! $ 成功克隆进了 89?/-*’+ 且是反向插入的。
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!"# !"#!$ 基因的序列分析

将测序结果上 !"#$ 网站作 #%&’()*+ 分析（图 ,），其中 -.)*/ 为测序结果，0123( 为 !"#$
公布的序列 45+5678 分析比较发现它们核苷酸同源性 998,:，推测氨基酸同源性达

9;8+:。

图 # 克隆基因!"#!$ 的序列分析

<=>?, 0)@.)A3) &%=>AB)A( CD !"#! $（-.)*/）&AE 45+567（0123(）

!"$ 表达重组质粒的构建及鉴定结果

构建过渡载体的目的是为了利用 F0G 上的多克隆位点使!"#! $ 可以正向插入到表

达载体 FHIJ+;1 中。用 %&! "对过渡重组质粒进行酶切，鉴定克隆及插入方向（图 5），得

到两条带，与预期的大小一致，分别为 9,K1F 和 7 5KK1F（图 6），证明!"#! $ 克隆进了 F0G
载体中。而重组表达质粒经 ’!("和 )*+"酶切后，得到预期的两条带，大小分别为

, 6KK1F和 7 7KK1F，至此原核表达质粒构建成功（图 7）。

!"% !"#!$ 基因的表达及检测

对表达产物进行 0L0JMNOH 分析，以空白载体为对照，发现在 55P8KQL 处多出一条蛋
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白质带，约 !!"#$%&（见图 ’），与文献报道()*!+ 的分子量相符；用制备包涵体［,］的方法纯

化表达的蛋白质，将此蛋白进行 -./0.12 34500627 分析，出现阳性反应。

图 ! 重组质粒!"#!$ "#$%的酶切（%&!"）鉴定

8679, :;(1(<0.16=(0652 5> !"#! $ ?)@A 3B %&!"
C9&DE!$ FFF；! G H9 !"#! $ ?)@A（%&!"）9

图 & 表达质粒!"#!$ "#’()*+, 的酶切鉴定

8679$ :;(1(<0.16=(0652 5> !"#!$ ?)IJE"K3 3B ’!("L )*+"
C9&DE!$ FFF；! G ,9!"#!$ ?)IJE"K3（’!("L )*+"）9

图 - $.$)/01’ 的结果

8679’ @&@EM+NI (2(4B/6/ 5> .*)1.//.O

!"#! $ ?)IJE"K3 62 PD"!

C9 M150.62 C(1%.1 @CEF,H!（CPQ）；

! 9 )IJE"K3；" G ,9 )IJE"K3?!"#! $ 9

*2- ’34$0 试验结果

共检测了 R! 份血清，其中抗 !"#! $ 血清

阳性为 ,, 份，抗 !"#! $ 血清阴性为 "R 份，阴

阳性血清的平均 ,-’HF 值见表 !。实验结果与

QS+ 试验结果比较，要求样品的 ,-’HF ?标准阳

性 ,-’HF T F#’ 才可以判为阳性。

表 5 运用!"#!$ 建立的 ’34$0 方法检测病例的结果

J(34. ! J;. 1./U40/ 5> <;.<%627 <(/./ 3B IDQ@+ O.).2O627 52 !"#! $

:(/./
,-’HF

P4(2% V.<051 I*)1.//.O )150.62
W.7(06V. F#!F, F#"RK

M5/606V. F#!$H !#F!$

6 讨论

猪传染性胸膜肺炎放线杆菌产生和分泌的毒素共有 , 种，不同毒素的生物活性有差

异，在这些毒素中毒素!具有最强的细胞毒性，因此获得此纯化的毒素，及对其功能的研

究将有助于阐明胸膜肺炎放线杆菌致病的分子机制。然而，尽管该毒素可以分泌到细菌

培养基中，但由于培养基中蛋白质成分相当复杂，加之抗!"#! $ 抗体的获得也比较困难，

因此，运用常规的分离纯化技术很难得到数量较多且含量相对较纯的毒素!。本试验采

用基因工程方法，成功地在原核生物中表达了编码毒素!的结构蛋白。虽然不是完整地

表达整个毒素!基因，但是表达产物经 -./0.12 34500627 和 IDQ@+ 试验证实有活性。这些结

果为该病原菌的进一步深入研究，如以该毒素为抗原建立诊断方法以及研制亚单位疫苗

奠定了基础。

另外本文应用 M:X 技术扩增的!"#! $ 基因，经序列分析表明，它不仅与血清型 " 同
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源性极高，而且和其它血清型也有相当高的同源性，如与血清 ! 型的同源性就高达 "!#，

可见该基因是相当保守的，因此也可将扩增此基因的 $%& 技术用于分子诊断。
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