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胸膜肺炎放线杆菌 $./01 基因插入失活突变株构建及免疫原性分析

徐福洲，史爱华，陈小玲，杨 兵，王金洛
（北京市农林科学院畜牧兽医研究所 北京 &%%%’"）

摘 要：胸膜肺炎放线杆菌是引起猪传染性胸膜肺炎（ABB）的呼吸道病原菌，其分泌的 AC= 毒素是最重要的毒力因

子之一。为构建 ABB 突变弱毒菌株，在 !"#$% 基因下游 &’(D 酶切位点处插入氯霉素抗性基因（E<80）制备转移载体，

通过电转化导入 ABB 血清 &% 型参考菌株（F&(%(’）进行同源重组，筛选获得 !"#$% 基因插入突变菌株 F&(%(’E4 E<80。
该突变菌株特性鉴定结果表明其溶血活性完全丧失，可正常增殖和分泌 AC=D 毒素，连续 &% 次传代后基因组中插入

的 E<80 基因可稳定遗传，利用 # 个剂量（$ G &%H EIJ ) $ G &%? EIJ）对每组 ( 只小鼠腹腔攻毒结果显示突变菌株毒力

较母源菌株降低至少 &%% 倍以上，将突变菌株作为弱毒活疫苗经滴鼻途径免疫仔猪后利用 ABB 血清 & 型（!%"!）和

血清 &% 型（F&(%(’）菌株攻毒进行免疫原性鉴定，结果显示血清 & 型攻毒后非免疫组 ! 头仔猪全部死亡而免疫组 !
头中死亡 $ 头，非免疫组肺损伤指数（(!K!）显著高于免疫组（&"K#），血清 &% 型攻毒后非免疫组肺损伤指数（&"K#）也

高于免疫组（&%K#），同时鼻拭子和肺组织样品的细菌重分离数及 BEL 检测阳性数非免疫组也明显高于免疫组，表

明突变菌株作为弱毒活疫苗对仔猪具有一定的交叉免疫保护力。该突变菌株的构建为鉴定 AC=D 毒素活性及研制

具有交叉保护活性的 ABB 弱毒活疫苗奠定了基础。
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胸膜肺炎放线杆菌（)*+,-(.!*,//01 "/203("-204(-,!2，ABB）

为巴氏杆菌科的一种革兰氏阴性短杆菌，可引起以出血性、

纤维素性和坏死性肺炎为特征的猪传染性胸膜肺炎，各种年

龄猪对该菌均易感，尤其是 $# ) !# 日龄仔猪感染后表现出

较高的发病率和死亡率，给养猪业造成较大的经济损失［&，$］。

由于 ABB 至少有 &# 个血清型［(］，目前使用的灭活疫苗对不

同血清型的交叉保护较差，因而研究对不同血清型具有交叉

保护活性的活疫苗对预防该病将具有重要意义［!］。

ABB 感染动物后的毒力与多种因子有关，其中 AC= 毒素

是最重要的毒力因子之一［#］。AC= 毒素为 LNO（L/C/6,P 7Q ,</
P,0:+,:068 ,-=7Q）毒素家族的重要成员，根据溶血性和细胞毒性

差异分为 ! 种类型，即 AC=!、AC="、AC=#和 AC=$，其中

AC=!溶血性和细胞毒性最强，因而分泌 AC=!毒素的血清

型如 &、#、’、&%、&& 也是 ABB 中毒力最强的血清型［#，?］。AC=
毒素操纵子具有 LNO 毒素的共同特征，即由 E、A、1、F 四个

基因组成，其中 E 基因编码毒素激活蛋白，A 基因编码毒素

结构蛋白，1 和 F 基因编码毒素分泌相关的蛋白［#］。研究发

现 E 基因编码产物参与毒素蛋白的酰基化，是毒素发挥活性

不可缺少的修饰过程［"］，因而将 E 基因失活可构建减毒突变

菌株［H，’］。

由于 ABB 血清 &% 型仅分泌 AC=D 毒素［#］，利用 !"#% 基

因失活可致菌株毒力降低的原理，构建 ABB 血清 &% 型 !"#$%
基因插入失活突变菌株，进而鉴定该突变菌株的生物学特性

特别是对仔猪的免疫原性，为筛选具有交叉保护活性的 ABB

基因工程减毒活疫苗奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细菌及培养条件：ABB 血清 &% 型参考菌株（F&(%(’）

和血清 & 型参考菌株（!%"!），由澳大利亚 B6, R 186+S688 博士

惠赠；胰酶大豆琼脂（NMA）和胰酶大豆肉汤（NM1）购自 1F
F79+-公司，配 制 后 添 加 #% 5TUV 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（WAF）用于培养 ABB。

!"!"# 质粒载体：包含完整氯霉素抗性基因（E<80）的质粒

CAEXE&H! 由 澳 大 利 亚 BR 186+S688 博 士 惠 赠；CY3Z4N 36P[
\/+,-0 ]7, 购自 B0-5/T6 公司；CJE&’ 由本实验室保存。

!"!"$ 抗体：抗 AC=DA 表达蛋白单克隆抗体，由华中农业大

学陈焕春教授惠赠；̂LB 标记羊抗鼠 DTY 购自 M7T56 公司。

!"!"% 实验动物：168.UE 小鼠，清洁级，购自军事医学科学

院实验动物中心；ABB 抗体检测阴性的 ? 周龄断奶仔猪，购

自京郊某养猪场。

!"# 转移载体的构建

参照 !"#$ 基因序列（J%#%!$）设计 & 对引物自 ABB 血清

&% 型基因组 FWA 中扩增长度为 $KH S. 的 !"#$% 基因片段；

同时根据质粒 CAEXE&H! 基因序列（O%?!%(）设计 & 对引物用

于扩增长度为 %K’ S. 的 E<80 基因片段。以同样的转录方向

将 E<80 基因片段插入 !"#$% 基因下游的 &’(!酶切位点，克

隆入 CJE&’ 载体中作为转移载体（图 &）。



图 ! 构建的转移载体 "#$%&%’(
!"#$% &’()*+,"’ -).-)/)0,+,"10 12 ,() ,-+0/2)- .3+/*"4 .56787(3 $

!)* 突变菌株的筛选和鉴定

转移载体的质粒 9:; 经酶切线性化后利用电转化导入

;<< 血清 %= 型参考菌株（9%>=>?）中发生同源重组，在含氯

霉素的 @&; 培养板上筛选获得具有氯霉素抗性的突变菌株，

进而利用 <7A 和 &1B,()-0 C31, 对突变菌株进行鉴定。

!)+ 溶血活性

突变菌株和母源菌株分别于血琼脂平板上划线培养，同

时在接种物上面用表皮葡萄球菌（ !"#$%&’()())*+ ,$-.,/0-.-+）
垂直划一条线，>DE培养后观察菌落的溶血性差异和生长的

卫星现象。

!), 生长曲线

挑取突变菌株和母源菌株单菌落分别接种 @&F 培养基，

>DE振摇培养，每隔 %( 测定菌液的 12G== 吸光值，绘制细菌

生长曲线，比较两者生长的差异。

!)- ./01/23 4(51
挑取突变菌株和母源菌株单菌落分别接种 @&F 培养基，

取 >DE振摇过夜的培养物按 % H I= 比例接种于新鲜 @&F 中，

继续振摇培养至 12G== 达到 =JK，培养菌液离心后收集上清

液装入透析袋中进行吸水浓缩，将浓缩液透析后作为提纯的

;.L!毒素蛋白溶液。将提纯的毒素蛋白进行 &9&8<;MN 电

泳，然后转印至 <O9! 膜（P"33".1-) 产品）上，以抗 ;.L!毒素

单克 隆 抗 体 为 一 抗，羊 抗 鼠 6#M8QA< 为 二 抗 进 行 R)/,)-0
C31,，检测突变菌株 ;.L!毒素蛋白分泌情况。

!)6 遗传稳定性

将突变菌株培养物在 @&F 培养基中连续传至 %= 代，分

别提取各代次的基因组 9:;，利用 <7A 检测 7(3- 基因在细

菌基因组中的遗传稳定性。

!)7 对小鼠的毒力

取 >> 只 G 周龄雌性 F+3CS’ 小鼠，随机分为 %% 组，每组 >
只。突变和母源菌株经 >DE振摇过夜后取培养物按 %H I= 接

种于新鲜 @&F 中并振摇培养至 12G==达到 =JK，此时活菌浓度

约为 %J= T %=? 7!5S*U。按照突变和母源菌株各 I 个剂量进

行攻毒，空白对照组注射 @&F 培养基，每只腹腔注射 V=="U，

观察各组小鼠死亡情况。

!)8 对仔猪的免疫保护力

将 V= 头 G 周龄断奶仔猪随机平均分为 V 组（免疫组和

非免疫组），分别饲养于封闭的实验动物舍中。取 12G== 为

=JK 的突变菌株培养液 % *U 经鼻腔接种免疫组中每头猪，非

免疫组以同样方法接种 %*U @&F 培养基，V 周后进行二免，

剂量增至 V*U，再过 V 周进行攻毒试验。;<< 血清 % 型和血

清 %= 型参考菌株采用同样方法培养至 12G== 为 =JK 作为攻

毒用菌液。在免疫组和非免疫组中，血清 % 型攻毒 W 头猪，

血清 %= 型攻毒 W 头猪，剩余 V 头猪作为不攻毒对照。攻毒

后观察各组中每头猪的临床症状和死亡情况，攻毒后 % 周麻

醉处死存活猪，对所有猪只剖检采样并计算肺损伤指数［%=］，

对鼻腔拭子和肺组织样品进行 ;<< 重分离及 <7A 检测［%%］。

9 结果和分析

9)! 突变菌株的鉴定

将转移载体 .56787(3- 经电转化导入 ;<< 感受态细胞

后，于含氯霉素的 @&; 平板上培养筛选，共获得 WK 株具有氯

霉素抗性的突变菌株，进而在血琼脂平板上培养获得 V 株丧

失溶血性的突变株，进而利用 <7A 和 &1B,()-0 C31, 鉴定证实

突变菌株基因组 9:; 中插入了 7(3- 基因。

9)9 溶血性

母源菌株和突变菌株在血琼脂平板上培养后生长均呈

现典型的卫星现象，即菌落仅在靠近表皮葡萄球菌划线处生

长，且越靠近葡萄球菌生长线处菌落越大；溶血性比较显示

母源菌株呈现强溶血的特性，而突变菌株溶血活性已丧失

（图 V）。

图 9 突变菌株和母源菌株溶血性比较（中间垂直线为表

皮葡萄球菌生长线）
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9)* 生长曲线

通过对突变菌株和母源菌株在测定时间内绘制的生长

曲线显示两者在增殖能力方面没有显著差异（图 >），提示

#$567 基因的插入突变不影响 ;<< 细菌的正常增殖。

9)+ ./01/23 4(51
结果显示突变菌株和母源菌株培养上清液浓缩后进行

蛋白电泳，转印至 <O9! 膜上与 ;.L!单抗反应均出现约

WV? \5 !B8](1B ," #’ $ S3)"# 8-)/(9-(’(:-)# !-4-)#（V==D）WD（I）



图 ! 突变菌株和母源菌株生长曲线的比较

!"#$% &’()*+ ,-’./0 (1 *+/ 2-*34* 0*’3"4 345 *+/ 63’/4* 0*’3"4 $

7789:3 的阳性条带，突变菌株条带较母源菌株条带稍弱（图

;），提示 !"#!$ 基因插入突变不影响 <6=!毒素的分泌，可

能对毒素蛋白的表达水平有所影响。

图 " 突变菌株与母源菌株培养上清中 #$%& 毒素蛋白的

’()*(+, -./* 分析

!"#$; >/0*/’4 ?@(* 343@A0"0 (4 <6=B 6’(*/"4 0/,’/*/5 ?A *+/ 2-*34*

0*’3"4 345 *+/ 63’/4* 0*’3"4 $ C，6’/0*3"4/5 6’(*/"4 23’9/’，?’(35 ’34#/
（DEF）；@34/ 7，,-@*-’/ 0-6/’43*34* (1 *+/ 2-*34* 0*’3"4；@34/ G，,-@*-’/

0-6/’43*34* (1 *+/ 63’/4* 0*’3"4 $

012 遗传稳定性

HIJ结果显示突变菌株连续传至 78 代，I+@’ 基因扩增

结果均为阳性（图略），提示 I+@’ 基因在突变株基因组中可稳

定遗传。

013 对小鼠的毒力

结果显示突变菌株仅 G K 78L I!M 剂量组 7 只小鼠死亡，

其余小鼠在攻毒后的短时间内出现不同程度的精神沉郁，几

小时后均恢复正常；母源菌株仅 G K 78N I!M 剂量组存活 7 只

小鼠，其余小鼠于攻毒后 G + 内全部死亡（表 7）。提示突变

菌株毒力较母源菌株降低至少 788 倍以上。

表 4 不同剂量突变菌株和母源菌株攻毒后小鼠存活数比较

O3?@/ 7 I(263’"0(4 (1 0-’."."4# 4-2?/’ (4 ,+3@@/4#/ )"*+ *+/ 2-*34*

0*’3"4 345 *+/ 63’/4* 0*’3"4 (1 % $ "&’()*"+’(,*+-!’ "4 2",/

P*’3"4
D($ (1 0-’."."4# 2",/ #"./4 *+/ "45",3*/5 ,+3@@/4#/ 5(0/（I!M）

G K 78L 7 K 78L ; K 78Q G K 78Q 7 K 78Q ; K 78N G K 78N

C-*34* G3 % % % % D:? D:
H3’/4* D: D: 8 8 8 8 7

3 <@@ *’/3*2/4* #’(-60 ,(40"0*/5 (1 % 2",/；? D(* 5(4/$

015 对仔猪的免疫保护力

在 <HH 血清 7 型攻毒猪中，; 头非免疫猪均出现严重的

呼吸困难等症状，并在攻毒后 G; R SN + 内相继死亡，早期死

亡猪以胸腔和肺脏的急性出血为特征，而 SN + 前后死亡猪

纤维素性渗出比较严重，肺脏与胸腔大面积粘连；; 头免疫

猪中有 G 头在攻毒后约 SN + 死亡，同样出现较严重的纤维素

性渗出和粘连现象，另 G 头猪出现短时间的呼吸急促症状，

耐过后表现正常，剖检可见个别局灶性坏死。在 <HH 血清

78 型攻毒猪中，免疫猪及非免疫猪均未出现死亡，可能与菌

株毒力及攻毒剂量等相关，但非免疫猪攻毒后的临床症状、

病理变化较免疫猪明显严重。免疫和非免疫的对照猪在整

个试验过程中表现正常，未出现临床可见的症状，剖检后也

未见肺脏的病理损伤。细菌重分离和 HIJ 检测结果显示非

免疫猪较免疫猪的检出阳性数稍高，但由于试验猪只较少，

尚不具有统计学意义（表 G）。结果提示突变菌株作为弱毒

活疫苗免疫仔猪后对不同血清型攻毒可提供一定的交叉保

护效果。

表 0 突变菌株免疫仔猪后对 #66 不同血清型菌株攻毒的保护效果

O3?@/ G J/0-@*0 (1 +(2(@(#(-0 345 +/*/’(@(#(-0 ,+3@@/4#/ (1 6"#0 6’/."(-0@A .3,,"43*/5 )"*+ 3 2-*34* 0*’3"4 (1 % $ "&’()*"+’(,*+-!’
I+3@@/4#/
0/’(.3’ O’/3*2/4* D($ (1

6"#0
D($ (1
5/35

C/34 @-4#
@/0"(4 0,(’/3

D($ 6(0"*"./ (1 "0(@3*"(4 D($ 6(0"*"./ ?A HIJ
D303@ 0)3? T-4# 0326@/ D303@ 0)3? T-4# 0326@/

7 U3,,"43*/5 ; G 7QVW X WVL G G G ;
M4.3,,"43*/5 ; ; %;V; X 7V% ; ; ; ;

78 U3,,"43*/5 ; 8 78VW X %VG 8 7 8 %
M4.3,,"43*/5 ; 8 7QVW X QVS 8 G 7 ;

I(4*’(@ U3,,"43*/5 G 8 8 8 8 8 8
M4.3,,"43*/5 G 8 8 8 8 8 8

3 C/34 @-4# @/0"(4 0,(’/ )30 5/*/’2"4/5 30 5/0,’"?/5 ?A Y34434 /* 3@（7SLG）$

! 讨论

<HH 灭活疫苗在临床实践中证实可有效预防 <HH 感染，

但研究发现灭活疫苗对同种血清型具有较好的保护力，而对

不同血清型的交叉保护活性较差［7，G］，使其广泛应用受到了

限制。野外临床发现猪感染 <HH 任何一种血清型后可产生

抵抗不同血清型菌株感染的能力［L］，为研制具有交叉保护活

性的 <HH 活疫苗提供了重要依据。目前国内外均已开展了

基因工程减毒突变菌株的研究［L，S，7G R 7N］，构建的突变菌株毒
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力大大降低，同时具有一定的交叉保护活性，为研制 !"" 基

因工程减毒活疫苗奠定了坚实的基础。

目前鉴定的几种 !#$ 毒素中，!#$!具有最强的溶血活

性和细胞毒性，是 !"" 最主要的毒力因子［%］，因而 !#$!毒

素失活后将会大大降低 !"" 的毒力。研究发现在编码 !#$
毒素的基因中，!"#$ 毒素结构蛋白基因编码后必须经 !"#%
基因产物的酰基化作用才能发挥毒素活性［&］，因而 !"#% 基

因产物在 !#$ 毒素激活过程中具有重要作用。通过基因工

程手段使 !"#% 基因失活将会降低 !#$ 的毒力同时不影响

!#$! 毒素蛋白的表达和分泌，保留其较强的免疫原性，此研

究思路已在 !#$"毒素失活研究中被证实切实可行［’，(］。鉴

于 !#$!毒素的溶血活性、细胞毒性和免疫原性等生物学活

性均强于 !#$"毒素，研究还发现中和 !#$!毒素的抗血清

同时可中和 !#$"毒素，反之却不成［)&］，因而构建 !"#! %
基因插入失活突变株有可能获得更好的免疫原性和交叉保

护力。

利用氯霉素抗性基因等抗生素抗性基因作为筛选突变

菌株的标记基因具有操作简单、易于筛选等优点，成为构建

突变菌株进而鉴定靶基因生物学活性的首选基因，但此类标

记基因具有明显的生物安全风险，在生产中被严禁使用，因

此目前在一些研究中已采用无抗性标记基因如营养缺陷型

基因［(］等作为标记基因，通过与反向插入的抗生素抗性基因

联合构建双向筛选系统来筛选突变菌株，为研制可用于生产

的细菌减毒活疫苗奠定了基础。

本试验利用仅分泌 !#$!毒素的 !"" 血清 )* 型菌株作

为突变的目标菌株，通过在 !"#&% 基因下游插入氯霉素抗性

基因构建基因失活突变菌株，生物学特性显示突变菌株溶血

活性丧失，毒力大大降低，免疫仔猪后显示出一定的交叉保

护活性，但由于本试验所用仔猪数目较少，获得的数据多数

无法进行统计学分析，而且某些评价指标尚未标准化或得到

国际普遍认可，这也为突变菌株免疫原性的鉴定和评价带来

困难，尽管如此，本试验构建的突变菌株仍为研制具有交叉

保护活性的基因工程减毒活疫苗奠定了基础。
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