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血清 ! 型胸膜肺炎放线杆菌 $./!0 " # $./"! $ 基因缺失

重组菌株的构建与鉴定

刘金林&，贝为成&，$"，林荔雯&，徐引弟&，陈焕春&，$

（&华中农业大学动物医学院 $农业微生物学国家重点实验室 武汉 !(%%"%）

摘 要：通过接合转移和 G8,1 负向筛选方法，成功构建了一株 !"#!$ 缺失的血清 " 型胸膜肺炎放线杆菌重组菌

株。首先构建重组转移质粒 H:I2&。将 H:I2& 转化供体菌大肠杆菌（% > &’()"$&00），并将其与野生型 2JJ 血清 "
型亲本菌混合培养约 0?，然后涂到含氯霉素抗性的培养基培养，挑取阳性克隆，接种到无抗性液体培养基，培养后

涂于含有蔗糖的的固体培养基，培养一定时间后挑取蔗糖抗性的克隆，即可得到目的突变株。通过 JKL、遗传稳定

性、外毒素分泌、重组位点序列分析证明重组菌构建成功。通过对重组菌生物学特性进行初步研究，表明突变株生

长能力未受影响，对小鼠毒力显著降低。该突变株构建体系的建立为猪传染性胸膜肺炎减毒活疫苗的开发及对胸

膜肺炎放线杆菌新基因的功能研究奠定了良好基础。
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胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌 （ *&+),’-!&)((./
0(1.2’",1.3’,)!1，2JJ）为革兰氏阴性杆菌，目前该菌

共有 &0 个血清型［&］，除血清 &( 和 &! 型菌生长为不

依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（N;,FO;C8-;B+ 2B+C;C+
*;CA,5+FO;B+，N2*）的生物!型外，其余 &( 种血清型

菌均为生长依赖 N2* 的生物#型，并都与猪致病相

关。2JJ 可 引 起 猪 传 染 性 胸 膜 肺 炎（ JF/,;C+
KFCO8P;FAQ J5+A/FHC+A-FC;8，JKJ），在世界各国均有发

生，给全球养猪业带来巨大经济损失［$］。

2JJ 致病因子众多，分泌性毒素是一种主要毒

力因子，同时也是一种重要的免疫原性蛋白，属于

L4R 毒素家族（L+H+8O ;C 4F9;C），胸膜肺炎放线杆菌

共产生 ! 种不同的 2H9 毒素，即 2H9#、2H9!、2H9
$和 2H9%［(，!］。如果要产生和分泌具有生物活性

的 2H9 毒素，需要相邻的按一定顺序排列的 ! 个基

因 K21* 组成的操纵子调控，其中 2 基因编码毒素

结构蛋白，K 基因编码毒素激活蛋白，负责对毒素进

行酰基化激活，1 基因和 * 基因的翻译后蛋白产物

形成跨膜通道，负责毒素由细胞内到细胞外的分

泌［0］。有研究表明缺失了 K 基因的菌株仍能分泌结

构蛋白 2，且具有良好的免疫原性［#］。

目前，猪传染性胸膜肺炎在我国乃至全球广泛

流行，给养猪业造成了巨大的经济损失。抗生素在

预防和控制细菌性传染病曾起到很大作用，但随着

耐药菌株的频繁出现以及国家对抗生素使用的严格

限制，疫苗在控制猪传染性胸膜肺炎将成为主要的

手段。目前所使用的疫苗主要是全细菌灭活疫苗或

亚单位疫苗。由于 2JJ 血清型多，各血清型分泌的

毒素差异很大，导致各血清型之间交叉保护率较低，

大大增加了防治该病的难度［"］。近年来，减毒活疫

苗的研究，为该病的防治带来希望［3 ) &%］。可以预见，

应用新型安全、高效的基因缺失疫苗将成为控制猪

传染性胸膜肺炎的一种趋势。由于血清 " 型胸膜肺

炎放线杆菌不分泌毒素 2H9#仅分泌毒素 2H9!，而

毒素 2H9#和毒素 2H9!既是 2JJ 两个主要的毒力

因子，同时又是作为 2JJ 两个关键的免疫保护性蛋

白，具有“双重作用”。因此，本研究以我国流行的

2JJ 血清型 " 型菌株为出发菌株，通过插入 2JJ 血

清 & 型（2JJ6&）8H9#2 基因来缺失 2JJ 血清 " 型

（2JJ6"）!"#!$ 基因，构建能同时分泌无毒力的毒

素 2H9#和毒素 2H9!的重组胸膜肺炎放线杆菌突

变菌株，诣在获得一株 2JJ 弱毒活疫苗菌株。同

时，优化该突变株构建体系，为研制更合理新型安

全、高效的 2JJ 基因工程疫苗以及为胸膜肺炎放线



杆菌新基因功能研究奠定坚实的理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验动物：! " # 周龄雌性 $%&$’( 小鼠购自

湖北省疾病预防控制中心。

!"!"# 主 要 试 剂：二 氨 基 庚 二 酸（)*+,*-./*,01*(
+(*2，)%3）、烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸（4*(.5*-+,*20
%20-*-0 )*-6(10.5*20，4%) 7 ）购自美国 8*9,+ 公司。

各种限制性内切酶、:;<+= )4% 聚合酶、<> )4% 连

接酶、)4% ?+@A0@ 酶、/?)BC#< 载体购自大连宝生物

工程（大连）有限公司。)4% 凝胶回收试剂盒购自

上海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司，胰 蛋 白 大 豆 琼 脂

（<@D/5*( 8.D %9+@，<8%）、胰蛋白大豆肉汤（<@D/5*( 8.D
$@.5E，<8$）购自美国 )*F(. 公司。

!"!"$ 菌株和质粒：胸膜肺炎放线杆菌血清 G 型

（%33BG）由本研究室自行分离、鉴定并保存。大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( )*+’）!HCII 以及自杀性质粒 /:?JKH
由德国汉诺威兽医大学 L:M%&)BNO L:M&%KP 教授

惠赠。

!"!"% 引物：引物设计见表 C。

表 ! 实验中所用引物及说明

<+Q10 C <E0 /@*,0@ R05R F.@ 3KM *- 5E*R R562D
L0-0 3@*,0@ 80=60-(0（IS!TS） &0-95E’Q/ M0,+@A
#(," 3(,C <<<K<LK%LKLL<<%<KKLL<LL<<<<K<L C!U> -",#

3(,H LLLL<KL%K<%%%<%<%KKKKLK<<<L%K .(+#
(/0"1)2 3C LLLL<KL%KK<%KLL%<<<%KLKKL<<<%<<<L H>>U .(+#

3H <<<LKLLKKLK%L<<L%%L%K%%%KK<L%%LK 3*,#
(/0#2 3T LLL%K<%L<K%<LLK<%%K<K<K%LK<K TV!! ./%#

3> LLL<K<%L%LK<LK<<L<LK<%%%L%%<%%K<K 14(#
(/0"1) 3I %<KL<K<<K<<LKKLK%L CH#G

3! K<LKKK<LK<<LK<<K%K
(/0")2 3G L<LK%<<<%KKLL<L%<K%KL CTG#

3# LK<%L<LK%%K<L<%L%<LKL
(/0#23 3U %<LLK<%%K<K<K%LK<KL #H! M0F0@0-(0［CG］

3CV KLK<<<%KKL%<%<<LKK<%

!"# 重组转移质粒的构建

质粒 /:P%C 构建过程如图 C 所示。用 ,*-*B<-I
中 #(,"的基因置换 /:?JKH 中 -",#’.(+#片段构

建质粒 /$?KC，以消除 ./%#位点。再将 (/0"1)2
基因插入到 /$?KC 的 .(+#’3*,#位点，形成含有

两段同源臂的质粒 /$PC，利用 /$PC 的 (/0" 1)2
基因中 ./%#’14(#位点，将 (/0#2 的完整编码区

以正 确 的 读 框 插 入 到 /$PC 中，组 成 中 间 载 体

/$P%C，最后将 /$P%C 上含有同源臂和外源基因的

片段通过 .(+#’3*,#连入 /:?JKH 中，形成重组转

移质粒 /:P%C。

!"$ 重组转移质粒转化大肠杆菌!#!&&
按常规 K+K1H 转化方法制备大肠杆菌!HCII 感

受态细胞，热激法转化均按常规方法［CC］进行。以

3KM 及 )%3 依赖性表型鉴定获取的阳性克隆。

!"% 突变株筛选

将 COT 中获得的阳性克隆与亲本菌 %33BG 以 C W
T 的比例混合培养 IE，用 <8$ 洗涤两次后均匀涂于

含 4%)、小牛血清和氯霉素的 <8% 平皿培养 H>E，挑

取单交换克隆子，并用引物 3I、3! 或 3G、3# 进行

3KM 检测，扩增结果阳性的克隆即可判断为单交换

子。将单交换子接种不含氯霉素抗性的 <8$ 培养

基，培养 #E 后，连续 CV 倍稀释，涂布含蔗糖的 <8%
平皿，挑取蔗糖抗性的克隆，分别用 3I、3! 和 3G、3#
两对引物验证重组子。两组引物扩增均为阳性，即

可判定为目的突变株。

!"& 突变株的分析检测

!"&"! 突变株遗传稳定性分析 将获得的突变株在

<8% 培养基上连续传代 HV 代，每隔两代取样一次，

最后以引物 3I、3!，3G、3# 和 3U、3CV 验证样品是否

阳性。

!"&"# 突变株毒素 %/;"% 分泌和检测 按文献

［CH］描述方法提取亲本菌和突变菌株天然毒素，以

本实验室制备的抗 %/;#%、%/;"% 的单克隆抗体

为一抗，按文献描述方法［CT］进行 X0R50@- Q1.5 检测。

!"&"$ 突变株重组位点序列分析 将引物 3I、3!，

3G、3# 从突变株中克隆到的片段连接到 /?)BC#<，

送大连宝生物工程（大连）有限公司测序（双脱氧末

端终止法）。

!"&"% 突变株增殖能力分析 将过夜培养的亲本菌

>GU &YZ [*-B1*- %, (+ \ ’2#,( 5’#&*4’*+*6’#( .’7’#(（HVVG）>G（!）



和突变株分别以 ! " !### 比例接种到 !##$% &’( 培

养基（含 )*+ 和 !#,小牛血清），接种后每隔 !- 取

样，共取 !# 次，测定每小时的活菌数，比较两株菌增

长能力。

!"#"# 突变株对小鼠毒力试验 将过夜培养的亲本

菌和突变株分别以 ! "!### 比例接种到 .#$% &’( 培

养基，培养至 !"/## 约 #01，连续 . 倍稀释，每个稀释

度腹腔注射（ 2 0 3）1 只小鼠，每只 .##!%，连续观察

45，记录小鼠存活情况。

图 ! 重组转移质粒 $%&’! 构建流程图示

6278! 9:;<=>> ;? <;@>A:B<A2@7 A:C@><;@DB7CA2;@ 3EC>$25 3FG*!

( 结果

("! 重组转移质粒的构建

通过 9HI 从 *99 基因组中克隆到约 .4##J3 的

#$%"&’( 基因和约 K!##J3 的 #$%#( 基因，大小与

预期相符合。用 )#*#L+,-#双酶切从 3(G! 中可

以得到约 .04MJ 的 #$%" &’(，从 3FG*! 可酶切得

到 #$%"&’(N#$%# (，约 40/MJ，说明重组转移质粒

构建正确。

("( 突变株的筛选

将引物 94、9/ 和 9O、91 扩增阳性的而对蔗糖不

敏感的克隆用引物 9P、9!# 加以验证，结果均与预期

相符。将突变株连续传代 .# 次，用 94L9/，9OL91，

9PL9!# 三对引物扩增均为阳性，说明该突变株遗传

稳定。提取分泌性外毒素，用抗 *3Q#*、*3Q"* 单

克隆抗体进行 R=>A=:@ JE;A 检测时，结果 *3Q"* 为

阳性（见图 .），而 *3Q#* 为阴性（结果未显示），由

此可见 #$%#( 基因的插入并没有影响 *3Q"* 的

分泌及免疫学活性，但是突变株不能分泌 *3Q#*。

图 ( 分泌性外毒素 ’$)!’ *+*,-’.% 和 /012034 5672
分析

6278. ’+’N9*SF C@5 T=>A=:@ JE;A C@CEU>2> ;? A-= =Q;A;Q2@ *3Q"*8 *：

’+’N9*SF C@CEU>2> ;? A-= >B3=:@CAC@A >C$3E=>；(：R=>A=:@ JE;A C@CEU>2> ;?

A-= >B3=:@CAC@A >C$3E=>8 V8 9:;A=2@ $C:M=: T2A- E;T $;E=<BEC: T=27-A；!

C@5 K 8 ( 8 $*./0,$1./2,13#. 3C:=@A >A:C2@； . C@5 W 8 ( 8

$*./0,$1./2,13#. $BAC@A >A:C2@ 8

4OP刘金林等：血清 O 型胸膜肺炎放线杆菌 #$%"’ X L #$%#( Y 基因缺失⋯⋯ 8 L微生物学报（.##O）WO（/）



对 !"#! $ 插入位点序列分析，发现在 !"#! $ 的

!"# 前为!$"!#"$（%"&!），在 !"#!$ 最后一个密

码子序列为 #$"$"!#!（’(!!），而且 !"#!$ 基因

序列中也没有移码情况（结果未显示）。突变株的生

长能力也没有发生明显变化，培养 %& 后活菌数接近

’() * +),$-./01，如图 2 所示。

图 ! 突变株和亲本株生长曲线

-3452 #6789& :;6<=> 7? $ 5 ")&*+,"-&*.,-/!& @A6=B9 >96A3B ABC 0;AB9 5

"#! 突变株对小鼠毒力试验

将不同浓度的亲本菌和突变株接种小鼠，从小鼠

存活情况看，突变株毒力已明显下降，结果见表 D。

表 " 突变株与亲本菌对小鼠毒力

"AEF= D G36;F=B:= 7? 9&= 0;9AB9 ABC @A6=B9 7B 03:=

H96A3B>
IJ( 7? 03:= >;6<3<=C A?9=6 :&AFF=B4= 839& 9&= 43<=B C7>=（:?;）

K() * +)’ D(K * +)’ +(D * +)’ L * +)L 2 * +)L

M;9AB9 N % % % %
OA6=B9 ) ) ) K %

! 讨论

对于猪传染性胸膜肺炎的免疫防制，目前主要

依赖菌苗和亚单位疫苗，这样虽然能对同源血清型

攻击提供良好的保护，但是，由于 !OO 血清型众多，

所有血清型均能引起猪发病，所以仅能提供对同源

血清型保护的疫苗已不能满足当前防制该传染病需

要。人们从临床检测中发现自然感染并康复猪能抵

抗多种其他血清型菌株的再次攻击［+N］，表明活疫苗

免疫可提供对异源血清型的交叉保护，因此，减毒活

疫苗的研制已成为研究胸膜肺炎放线杆菌疫苗研究

的热点。减毒活疫苗除了毒力降低外，还需要具备

2 个最基本条件，即不能回复突变，不能将主要免疫

原性基因缺失后致使免疫原性降低，不能将重要代

谢基因缺失致使生长缓慢［+K］。本研究构建的突变

株是将分泌性外毒素 !"#"基因的激活调节基因

!"#"0 缺失，而不影响结构基因 !"#" $ 的表达，

突变株增殖能力分析表明其生长能力并未下降，小

鼠毒力试验证明突变株毒力明显降低，所以，本实验

构建的突变株是成功的，基本具备了作为弱毒疫苗

菌株的条件。

在本次突变株构建过程中，使用了自杀性重组

质粒 @PMJ$D，它能在大肠杆菌中保持较高的拷贝

数（@.$ 763），但是进入到 !OO 后，失去复制能力，只

有通过同源臂整合到基因组中，其抗性基因才能得

以表达；该质粒上带有可用于负向筛选的标记 1!23
基因，在 !OO 外膜蛋白基因 ,.)$ 启动子的驱动下

表达蔗糖果聚糖酶，蔗糖果聚糖酶通过分解蔗糖而

对细菌产生毒性作用。当培养基中含有蔗糖时，则

会对相应菌株产生毒性作用，从而达到剔除单交换

子的目的。

在 !OO 的四种 Q"R 毒素中，!@S!具有很强的

溶血活性和强细胞毒性，因此含有 !"#!的血清型

也都具有较高的毒力。本实验室贝为成等以我国流

行的血清 ’ 型 !OO TU)N 为亲本菌，构建了一株不含

抗性标记基因的弱毒疫苗菌株［+L］，它对同源血清型

攻击能提供完全保护，但是对于含有毒素 !"#!的

强毒菌株的攻击只能提供部分保护。鉴于此，为改

造获得一株能提供更好交叉免疫保护水平的弱毒疫

苗菌株，本研究克隆了完整的 !"#!$ 的编码区，将

其整合到 !"#"$ 的激活基因 !"#"0 中，使其丧失

激活能力，从而得到表达 !@S!! 的弱毒菌株。尽

管 O$Q 等鉴定发现，!"#! $ 基因已经成功插入到

!"#" 0 位 点 相 应，而 且 通 过 对 重 组 菌 株 上 清

V=>9=6B EF79 分析发现，!@S"! 的表达没受到影响，

但是 !@S!! 蛋白却没有表达。推测其原因可能是

在 !"#! $ 整合到 !"#" 0 中后，其两端仍有部分

!"#"0 基因，它们影响了 !@S!! 的活性以及分泌

特性，或 !"#"0 基因启动子太弱不能启动 !@S!!
蛋白表达。目前，本实验室正试图用 !"#! $ 基因

完全取代 !"#"0 或在 !"#!$ 前添加强启动子，以

增强 !"#! $ 和 !"#" $ 的表达而不受 !"#" 0 的

影响。

总之，通过 O$Q、序列分析、稳定性分析以及小

鼠毒力试验，表明成功构建了一株胸膜肺炎放线杆

菌弱毒菌株，并为将突变菌株改造成多价疫苗载体

进行了初步探索，为以后研究 O$O 疫苗及 !OO 新基

因功能研究奠定了基础。
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