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摘要:【目的】探讨 ompH 基因在禽多杀性巴氏杆菌致病过程中的作用。【方法】利用同源重组原理构建中间
为四环素抗性基因，两侧为 ompH 基因上下游同源序列同源的敲除载体 pWSK29ΔompH，将敲除载体电击转
入 C48-3 株感受态细胞中，通过四环素抗性和菌落 PCR 筛选 ompH 基因的敲除突变株，并通过组合 PCR、逆
转录 PCR 和 DNA 测序对突变株进行验证。用生物学功能实验比较野生株、互补株和突变株在生长速率、荚
膜结构、粘着能力和致病性等方面的差异。【结果】组合 PCR、逆转录 PCR 和 DNA 测序结果证实 ompH 基因
的敲除突变株 C48-3ΔompH 构建成功，电镜观察结果证实 ompH 基因的缺陷影响细菌的荚膜合成能力，粘附
实验结果显示与野生株 C48-3 和互补株 C48-3C 相比突变株 C48-3ΔompH 对 CEF 细胞的粘附能力显著降低
(P ＜ 0. 01)，而小鼠毒力实验结果表明突变株 C48-3ΔompH 的致病性相对减弱。【结论】本实验构建的突变
株 C48-3ΔompH，为进一步研究多杀性巴氏杆菌的致病机理奠定基础。
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禽霍乱是主要由血清型 A∶ 1、A∶ 3或 A∶ 4多杀性
巴氏杆菌 ( Pasteurella multocida，以下简称巴氏杆
菌)引起的家禽和野生鸟类的一种接触性传染病，
对养禽业造成严重的经济损失［1 － 2］。目前，预防禽
霍乱的主要措施是接种禽巴氏杆菌的灭活疫苗和活
菌疫苗。研究表明，用强毒株研制的灭活疫苗只对
同源菌株的感染具有保护作用，而用弱毒株研制的
活菌疫苗虽对同源菌株和异源菌株的感染具有一定
的交叉保护作用，但易出现毒力返强的现象［3 － 4］。

因此，研究禽巴氏杆菌菌体表面蛋白的免疫功能及
其致病机理，为研制安全有效禽霍乱亚单位疫苗提
供新的线索。

Borrathybay 等［5 － 6］的研究表明，血清型 A 禽巴
氏杆菌的荚膜厚度与 39 kDa 蛋白的表达量直接相
关，而抗 39 kDa 蛋白抗体抑制了细菌对鸡胚成纤维
( chicken embryo fibroblast，CEF)细胞的粘附。Ali
等［7］用单克隆抗体经免疫电镜技术观察 39 kDa 蛋
白在细菌细胞中的位置，结果显示 39 kDa 蛋白的单
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克隆抗体只能与强毒株 P-1059 细胞壁表面的荚膜
层结合，所以，他们认为 39 kDa 蛋白是荚膜蛋白(39
kDa capsular protein，Cp39)。Borrathybay 等［8］用特
异性抗体从血清型 A:3 禽巴氏杆菌 P-1059 株的表
达型基因组文库中克隆出编码 Cp39 蛋白的基因片
段，表达及纯化重组蛋白 rCp39，同时对血清型 A:1
禽巴氏杆菌 X-73 的 ompH 基因进行表达和纯化，并
用天然 Cp39 蛋白抗体、rCp39 蛋白抗体和 rOmpH
蛋白抗体检测 Cp39 蛋白和 OmpH 蛋白的粘附作
用，DNA 测序结果表明 cp39 基因和 ompH 基因片段
大小均为 1062 bp，它们核苷酸序列的同源性为
99. 9%，而天然 Cp39 蛋白抗体、rCp39 蛋白抗体和
rOmpH 蛋白抗体都能抑制了 P-1059 株和 X-73 株对
CEF 细胞的粘附。Sthitmatee 等［9］以 SPF 鸡为动物
模型比较 rCp39 蛋白和 rOmpH 蛋白的保护作用，结
果显示 rCp39 蛋白免疫组鸡对 P-1059 株和 X-73 株
攻毒的保护率分别为 100%和 80%，而 rOmpH 蛋白
免疫组鸡对 P-1059 株和 X-73 株攻毒的保护率均为
100%。恩特马克等［10］通过免疫保护试验比较血清
型 A:1 禽巴氏杆菌 C48-3 株 Cp39 蛋白和 rCp39 蛋
白的保护作用，结果显示 Cp39 蛋白免疫组小鼠和
rCp39 蛋白免疫组小鼠对同源菌株 C48-3 和血清型
A:3 异源菌株 C51-3 的保护率分别为 100% 和
80%。后来 Sthitmatee 等［11］用 RNA 干扰技术构建
P-1059 株 cp39 基因的沉默突变株 PBA322 并检测
其对 SPF 鸡的毒力，结果表明突变株 PBA322 的荚
膜合成能力及其对 SPF 鸡的毒力基本丧失。上述
研究结果证明，Cp39 蛋白是具有粘附作用和交叉保
护作用的外膜蛋白 OmpH，可以作为禽霍乱的亚单
位疫苗。但是 OmpH 蛋白在禽巴氏杆菌对宿主的
感染和致病过程中的作用尚未清楚。所以，本研究
以 C48-3 株为对象，采用同源重组的方法构建了
ompH 基因的敲除突变株，探讨 OmpH 蛋白的致病
性及其与荚膜的关系。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和实验动物:血清型 A:1 禽巴氏
杆菌 C48-3 株 (CVCC458)购自中国兽医微生物菌
种保藏管理中心; E． coli DH5α，质粒 pBR322 和

pMD18-T 购自大连 TaKaRa 公司;Wang 和 Kushner
［12］构建的多功能低拷贝质粒 pWSK29 由军事医学
科学院微生物流行病研究所秦鄂德教授惠赠;
Homchampa 等［13］构建的大肠杆菌-巴氏杆菌穿梭质
粒 pPBA1101 由澳大利亚莫纳什大学微生物系 Ben
Adler 教授惠赠;SPF 级 BALB / c 小鼠，雌性，5 周龄，
购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司;SPF 级鸡
种蛋购北京梅里亚维通实验动物技术有限公司。
1. 1. 2 主要试剂及仪器:DNA 限制性内切酶、Ex
Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、胶回收试剂盒、
细菌基因组 DNA 及质粒 DNA 抽提试剂盒均为大连
TaKaRa 公司产品;RNA prep pure 培养细胞 /细菌总
RNA 提取试剂盒和 Quantscript RT 试剂盒购自北京
天根生化科技公司;蛋白裂解抽提试剂盒为上海捷
瑞生物公司产品;透明质酸酶为 Worthington 公司产
品; Tryptose Broth ( TB ) 和 Dextrose Starch Agar
(DSA)均为 Difco 公司产品;抗天然 Cp39 蛋白抗
体［10］为本实验室保存。Gene Pulser XcellTM型电穿
孔仪及电转杯为 Bio-Rad 公司产品。
1. 2 敲除载体的构建
1. 2. 1 ompH 基因及其上下游同源序列的克隆和
测序:根据禽巴氏杆菌 Pm70 株 ompH 基因的上下游
序列设计引物 P-1 和 P-2，引物序列见表 1。以 C48-
3 株基因组 DNA 为模板，用引物 P-1 /P-2 经 PCR 扩
增出大小约为 3. 2 kb 的 DNA 片段，回收 DNA 片段
并连接于 pMD18-T 载体上，转化 E． coli DH5α，在含
有氨苄青霉素的 LB 平板上培养，挑取阳性克隆菌
落，PCR 鉴定阳性的克隆由大连 TaKaRa 公司测序。
DNA 测序结果表明，被克隆的 DNA 片段大小为
3185 bp，含有 1062 bp 的 ompH 基因全序列和 1005
bp 和 1118 bp 的 ompH 基因上下游同源序列，与已
报道 P-1059 株 cp39 基因序列 ( EF203903) 和 X-73
株 ompH 基因序列(U50907)的同源性分别为 100%
和 99. 9%。C48-3 株 ompH 基因及其上下游片段核
苷酸序列的 GenBank 登录号为 JX471070。
1. 2. 2 引物设计与合成:根据已测的 C48-3 株
ompH 基因及其上下游同源序列，pBR322 序列以及
pWSK29 和 pPBA1101 的多克隆位点，设计 5 对引
物，引物序列及克隆位置见表 1。引物由大连
TaKaRa 公司合成。
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表 1 PCR 引物
Table 1 PCR primer sequences used in this study

Primer Sequence (5' → 3') Restriction site Position in sequence
P-1 AAATCCCTAATAAACGATACAG 456466-456487 a

P-2 TAAATAAGTG ACCACATTTTTA 459632-45459610 a

L-1 CGCTCTAGAAAATCCCTAATAAACGATACAG XbaⅠ 1-22 b

L-2 CGCCTGCAGAGTATCACTACCTTGTTTTTGG Pst Ⅰ 1005-984 b

R-1 CGCCTCGAGTTTTTGTTAGAATCTGAAAAAAG XhoⅠ 2068-2090 b

R-2 CGCGGTACCCTAAATAAGTGACCACATTTTTA KpnⅠ 3185-3163 b

IN-1 CAACAGTTTACAATCAAGACG 1067-1087 b

IN-2 AGTCTTTCTCTCTACCCCAAG 2008-1988 b

OmpH-1 CGCTCTAGAATGAAAAAGACAATCGTAGC XbaⅠ 1006-1025 b

OmpH-2 CGCGAGCTCTTAGAAGTGTACGCGTAAAC SacⅠ 2067-2048 b

Tet-1 CGCCTGCAGATGAAATCTAACAATGCGC PstⅠ 86-104 c

Tet-2 CGCCTCGAGTCAGGTCGAGGTGGCC XhoⅠ 1276-1261 c

a Position relative to the sequence deposited in GenBank (AE004439) ; b Position relative to the sequence deposited in GenBank ( JX471070) ; c Position
relative to the sequence deposited in GenBank ( J01749) ; The underlined showed that the restriction sites．

1. 2. 3 敲除载体的构建:首先，以 pBR322 质粒为
模板，用引物 Tet-1 /Tet-2 扩增出 1191 bp 的四环素
抗性(Tetr)基因(图 1-A)，将其克隆到低拷贝质粒
pWSK29 的 PstⅠ和 XhoⅠ多克隆位点上，构建重组
质粒 pWSK29-Tetr;然后分别用引物对 L-1 /L-2 和
R-1 /R-2 经 PCR 从 C48-3 株基因组 DNA 中扩增
ompH 基因的上游同源序列 LA(约 1 kb)和下游同
源序列 RA(约 1. 1 kb) (图 1-A)。在限制性内切酶
和 T4 DNA 连接酶的作用下，将片段 LA 和片段 RA
依次克隆到重组质粒 pWSK29-Tetr的 XbaⅠ、PstⅠ、
XhoⅠ和 KpnⅠ4 个多克隆位点上，构建一个 Tetr基
因两侧具有与 ompH 基因上下游同源序列同源的敲
除载体 pWSK29ΔompH(图 1-B)。

图 1 ompH 基因及其上下游同源序列的 PCR 扩增(A)

和敲除载体 pWSK29ΔompH 的构建(B)
Fig． 1 PCR amplification of the ompH gene and its flanking regions

(A) and Construction of knock-out vector pWSK29ΔompH ( B) ．

M． DL2000 DNA marker; 1． PCR product of Tetr gene; 2． PCR

product of left arm (LA) of ompH gene; 3． PCR product of right arm

(RA) of ompH gene; 4． Negative control．

1. 3 突变株和互补株的构建和鉴定
1. 3. 1 突变株的构建和初次筛选:按照 Chung
等［14］的方法制备 C48-3 株感受态细胞。在 2. 5 kV /
cm、600 Ω 和 25 μF 电转参数下，将构建好的敲除载
体 pWSK29ΔompH 电转化 C48-3 感受态细胞，转化
结束后将菌液涂布于 DSA 平板 (含 5 μg /mL 四环
素)，37℃培养 48 h 后，以单菌落菌液为模板，用位
于 ompH 基因内部的引物 IN-1 / IN-2 进行 PCR 初次
筛选。
1. 3. 2 突变株的组合 PCR 和 DNA 测序鉴定:
ompH 基因是否被 Tetr基因替代而缺失，用引物对 L-
1 /L-2、R-1 /R-2、Tet-1 /Tet-2、L-1 /R-2、L-1 /Tet-2、
Tet-1 /R-2 和 IN-1 / IN-2 对突变株基因组 DNA 进行
PCR 扩增。同时，将用引物 L-1 /R-2 扩增的 PCR 产
物克隆于 pMD18-T 载体中，经 PCR 和酶切鉴定重
组质粒并进行测序鉴定。
1. 3. 3 互补株的构建:以 C48-3 株基因组 DNA 为
模板，用引物 OmpH-1 /OmpH-2 扩增 ompH 基因全序
列，用 XbaⅠ 和 SacⅠ 双酶切 PCR 产物和质粒
pPBA1101，将酶切产物用 T4 DNA 连接酶连接，构
建重组质粒 pPBA1101-ompH，转化 E． coli DH5α，
PCR 和酶切鉴定阳性的重组质粒 DNA 送大连
TaKaRa 公 司 测 序。 将 构 建 好 的 重 组 质 粒
pPBA1101-ompH 电转化突变株感受态，转化结束后
将菌液涂布于 DSA 平板(含 50 μg /mL 卡那霉素)，
37℃培养 24 h 后，以挑取单菌落进行增菌培养并提
取质粒 DNA 作模板，用引物 OmpH-1 /OmpH-2 进行
PCR 鉴定，将 PCR 阳性菌株命名为互补株 C48-3C。
1. 3. 4 RT-PCR 鉴定:将野生株、突变株和互补株
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接种于 TB 培养基，37℃培养 18 h，离心收集菌体，
用细菌总 RNA 提取试剂盒提取 RNA，以此为模板
用 Random Octamers 和 Quant Reverse Transcriptase
合成 cDNA 第一链，并利用 ompH 基因内部引物 IN-
1 / IN-2 对 cDNA 进行 PCR 鉴定。
1. 3. 5 SDS-PAGE 和Western blot 鉴定:利用蛋白
裂解抽提试剂盒制备野生株、突变株和互补株的全
菌蛋白。采用半干式电转仪将 SDS-PAGE 胶上的蛋
白条带转移至硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶粉 4℃封
闭过夜，加天然 Cp39 蛋白抗体(1∶ 200)，室温孵育 2
h，再加 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG(1 ∶ 1000)，室温孵
育 1 h，加底物邻苯二胺(DAB)显色。
1. 4 突变株的生物学特性
1. 4. 1 生长速率的比较:分别挑取野生株、突变株
和互补株的单菌落接种于 TB 培养基，37℃过夜培
养后，按 1∶ 100 转接到 TB 培养基中，37℃继续培养，
每隔 1 h 测定菌液的 OD600值，直至细菌生长处于稳
定期，绘制生长曲线。同时，观察细菌的菌落形态，
并对单菌落进行革兰氏染色。
1. 4. 2 电镜观察:参照 Jacques 和 Graham［15］的方
法用环氧树脂包埋菌体，制备超薄切片，用水化的醋
酸双氧铀和柠檬酸铅染色，用透射电镜观察野生株、
突变株和互补株的荚膜结构。
1. 4. 3 粘附实验:按照 Borrathybay 等［6］的方法用 9
日龄鸡胚制备 1 × 106细胞 /mL 的 CEF 细胞液，将
100 μL 细胞液接种于 96 孔细胞培养板，孵育培养
至细胞铺满培养板。参照陈红娜等［16］的方法检测
细菌对 CEF 细胞的粘附能力，即将 100 μL 野生株、
突变株和互补株菌液分别接种于 96 孔培养板，孵育
2 h，PBS 洗 3 次，加入 200 μL 灭菌冷冻水裂解细
胞，取细胞裂解液作 10 倍连续梯度稀释，分别涂布
于 DSA 平板，37℃培养 24 h 后，计数菌落数，实验重
复 3 次。
1. 4. 4 小鼠毒力实验:本课题组前期研究［10］结果
表明 C48-3 对小鼠的半数致死剂量 ( LD50 )为 6. 7
CFU，所以，根据 C48-3 株的 LD50值确定本次小鼠毒
力实验的攻毒剂量为 100 LD50，即将 5 周龄 BALB / c
小鼠共 40 只，随机分为 4 组，每组 10 只，分别腹腔
注射野生株、互补株和突变株菌液 0. 1 mL(约为 7 ×
102 CFU /只)，阴性对照组小鼠腹腔注射 TB 培养基
0. 1 mL。

2 结果和分析

2. 1 敲除载体 pWSK29ΔompH 的鉴定
提取构建好的敲除质粒 pWSK29ΔompH，对质粒

DNA 进行交叉酶切验证。如图 2 所示，用限制性内
切酶 KpnⅠ和 XbaⅠ、XbaⅠ和 XhoⅠ、PstⅠ和 KpnⅠ、PstⅠ和 Xho
Ⅰ双酶切敲除质粒 pWSK29ΔompH 后，分别获得大小
约为 3. 3、2. 2、2. 3 和 1. 2 kb 的 DNA 片段，各条带大
小均与理论值相符，DNA 测序结果亦显示 3 个 DNA
片段序列及连接顺序正确。

图 2 敲除载体 pWSK29ΔompH 的交叉酶切鉴定
Fig． 2 Restriction enzyme digesting of the knock-out vector

pWSK29ΔompH． M． λ-Hind Ⅲ digest DNA marker; 1． Undigested

pWSK29ΔompH; 2． Digested by KpnⅠand XbaⅠ; 3． Digested by

XbaⅠand XhoⅠ; 4． Digested by PstⅠand KpnⅠ; 5． Digested by

PstⅠand XhoⅠ; 6． DL2000 DNA marker．

2. 2 突变株 C48-3ΔompH 的初步筛选
用引物 IN-1 / IN-2 对挑取的单菌落菌液进行

PCR。由于引物 IN-1 / IN-2 位于 ompH 基因的内部
(产物大小 942 bp)，如果基因 ompH 被敲除，用引物
IN-1 / IN-2 进行 PCR 扩增会得到阴性结果，反之则
说明 ompH 基因未被敲掉。PCR 结果显示，在用引
物 IN-1 / IN-2 的一组菌落 PCR 扩增结果中第 5 泳道
的菌株为阴性 (图 3 )，将其命名为突变株 C48-
3ΔompH。
2. 3 突变株 C48-3ΔompH 的组合 PCR 和 DNA 测
序鉴定

如果发生双向同源重组，Tetr基因将取代 ompH

基因，以突变株 C48-3ΔompH 基因组为模板，用引物
对 L-1 /L-2、R-1 /R-2、Tet-1 /Tet-2、L-1 /R-2、L-1 /Tet-
2 和 Tet-1 /R-2 进行 PCR 就应该扩增出大小分别为
1005、1118、1191、3314、2196 和 2309 bp 的片段，而
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图 3 突变株 C48-3ΔompH 的初步筛选
Fig． 3 Preliminary PCR screening of C48-3ΔompH mutant strains

using primers IN-1 and IN-2． M． DL2000 DNA marker; 1．

Positive control; 2-9． Mutants; 10． Negative control．

用引物 IN-1 / IN-2 进行 PCR 应得到阴性结果。组合
PCR 鉴定结果 (图 4) 与以上理论值完全一致。同
时，对用引物 L-1 /R-2 扩增的 PCR 产物进行克隆和
测序，测序结果亦证明所获得的菌株已经成功发生
双向同源重组。

图 4 突变株 C48-3ΔompH 的组合 PCR 鉴定
Fig． 4 Multiple-PCR analysis of genomic DNA from the C48-

3ΔompH mutant strain． M． Wide range DNA marker; 1． PCR

amplification with primers L-1 and R-2; 2． PCR amplification

with primers L-1 and Tet-2; 3． PCR amplification with primers

Tet-1 and R-2; 4． PCR amplification with primers L-1 and L-2;

5． PCR amplification with primers Tet-1 and Tet-2; 6． PCR

amplification with primers R-1 and R-2; 7． PCR amplification

with primers IN-1 and IN-2; 8． Negative control．

2. 4 突变株 C48-3ΔompH 的 RT-PCR 鉴定
如图 5-A 所示，利用细菌 RNA 提取试剂盒提取

了高纯度的野生株、互补株和突变株的总 RNA。利
用引物 IN-1 / IN-2 分别对野生株、互补株和突变株
反转录得到的 cDNA 进行 PCR 扩增。结果显示，野
生株和互补株中结果均为阳性，说明 ompH 基因正
常转录，而在突变株 C48-3ΔompH 中为阴性，从转录
水平证实 ompH 基因的缺失(图 5-B)。

图 5 突变株 C48-3ΔompH 的反转录 PCR 鉴定
Fig． 5 RT-PCR analysis of parent strain C48-3，complemented

strain C48-3C and C48-3ΔompH mutant strain． A: 1． Total

RNA of C48-3; 2． Total RNA of C48-3C; 3． Total RNA of

C48-3ΔompH． B: M． DL2000 DNA marker; 1． PCR

amplification using cDNA of C48-3; 2． PCR amplification using

cDNA of C48-3C; 3． PCR amplification using cDNA of C48-

3ΔompH; 4． Negative control．

2. 5 突变株 C48-3ΔompH 的 Western blot 鉴定
如果基因 ompH 被敲除后，突变株不能表达

OmpH 蛋白，而该蛋白在野生株 C48-3 和互补株
C48-3C 均能正常表达。SDS-PAGE 结果显示，在野
生株 C48-3 和互补株 C48-3C 的全菌蛋白中均能观
察到 39 kDa 的蛋白条带，而在突变株 C48-3ΔompH
的全菌蛋白中没有观察到该蛋白(图 6-A)。用抗天
然 Cp39 蛋白抗体对突变株 C48-3ΔompH 的全菌蛋
白进行 Western blot 验证，结果显示 Cp39 蛋白的抗
体分别能与野生株 C48-3 和互补株 C48-3C 的 39
kDa 蛋白结合，而在突变株 C48-3ΔompH 中为阴性
(图 6-B)。从蛋白水平证实 ompH 基因的缺失。

图 6 突 变 株 C48-3ΔompH 的 SDS-PAGE ( A ) 和
Western blot(B)检测
Fig． 6 SDS-PAGE (A) and Western blot ( B) analysis of whole

cell proteins of the C48-3ΔompH mutant strain． M． Low molecular

mass standards; 1． C48-3; 2． C48-3C; 3． C48-3ΔompH． Arrow

indicates the position of the 39 kDa protein．
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2. 6 突变株的生长速率
将野生株 C48-3、互补株 C48-3C 和突变株 C48-

3ΔompH 接种 DSA 平板培养 24 h 后，可见三者均长
出为淡灰白色、圆形、边缘整齐、表面光滑的菌落，而
突变株的菌落直径较野生株和互补株小。革兰氏染
色显示野生株、互补株和突变株均为阴性，菌体形态
为球杆状或短杆状。如图 7 所示，突变株对数期生
长速迟缓，进入平台期的细菌密度值较野生株和互
补株低(OD600为 0. 98)。
2. 7 突变株的透视电镜观察

在相同培养条件下，制备禽巴氏杆菌的电镜标
本，用电镜观察细菌细胞壁表面的荚膜层。电镜观
察结果显示，野生株 C48-3 和互补株 C48-3C 均有明
显的荚膜层包绕在细菌细胞壁，而突变株 C48-

3ΔompH 的细胞壁表面只观察到不完整且较薄的荚
膜层(图 8)，表明 ompH 基因的缺陷影响禽巴氏杆
菌的荚膜合成。

图 7 突变株 C48-3ΔompH 生长曲线图
Fig． 7 Growth curves of the C48-3ΔompH mutant strain．

图 8 突变株 C48-3ΔompH 的电镜观察结果
Fig． 8 Electron micrographs of the parent strain C48-3 (A)，complemented strain C48-3C (B) and C48-3ΔompH mutant strain (C) ． Arrow

shows capsular material．

2. 8 突变株对 CEF 细胞的粘附能力
在相同的培养条件下，比较野生株 C48-3、互补

株 C48-3C 和突变株 C48-3ΔompH 对 CEF 细胞的粘
附能力。如图 9 所示，野生株和互补株对 CEF 细胞
的粘附能力的差异不具有统计学意义(P ＞ 0. 05)，
与野生株和互补株相比，突变株对 CEF 细胞的附着
能力显著降低(P ＜ 0. 01)，说明 OmpH 是禽巴氏杆
菌的粘附因子。
2. 9 小鼠毒力实验
观察结果显示，野生株 C48-3 注射组 10 只小鼠

在感染后 24 h 开始死亡，到 72 h 小鼠全部死亡;互
补株 C48-3C 注射组 10 只小鼠 72 h 内死亡 8 只，存
活 2 只;突变株 C48-3ΔompH 注射组 10 只 72 h 内死
亡 4 只，存活 6 只;阴性对照组 10 只小鼠状态均良
好。本实验结果只能说明 ompH 基因的缺失突变可
能影响 C48-3 株对小鼠的致病性，因为未测突变株
C48-3ΔompH 对小鼠的 LD50值。

图 9 突变株 C48-3ΔompH 对 CEF 细胞的粘附能力
Fig． 9 Adhesion of the C48-3ΔompH mutant strain to CEF cells．

＊＊． Significantly different at P ＜ 0. 01 when compared to the parent

strain C48-3 and complemented strain C48-3C．

3 讨论

Chung 等［14］以 pWSK29 为出发质粒，构建一个
Tetr基因两侧具有与 hexA 基因上下游同源序列同源
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的敲除载体 pPBA1622，将其转化禽巴氏杆菌 X-73

株感受态细胞，通过同源重组构建 hexA 基因缺失的
无荚膜突变株 PBA930，小鼠毒力实验结果显示突变
株 PBA930 对小鼠的毒力降低了 106倍，同时表明这

种重组技术是禽巴氏杆菌基因功能研究和突变株构
建的有力工具。因此本文为探讨 OmpH 蛋白的毒
力作用，利用该技术，通过构建一个 Tetr基因两侧具

有与 ompH 基因上下游同源序列同源的敲除载体
pWSK29ΔompH，通过敲除载体和 C48-3 株基因组
DNA 之间的双向同源重组获得了缺失 ompH 基因的
敲除株 C48-3ΔompH，并通过组合 PCR、RT-PCR 和
Western blot 对敲除株在基因、转录和蛋白水平上进
行了鉴定，结果证实敲除株构建成功。

在此基础上，通过生物学功能实验比较野生株
C48-3、互补株 C48-3C 和突变株 C48-3ΔompH 在生
长速率、荚膜结构、粘附能力和致病性等方面的差
异。细菌生长曲线结果显示，与野生株和互补株相
比突变株对数期生长速率迟缓。菌落形态观察和革
兰氏染色结果显示，与野生株和互补株相比突变株
在 DSA 平板上长出非粘性的小菌落，而三者的菌体
形态均为球杆状或短杆状。DNA 测序结果显示
C48-3 株 ompH 基 因 片 段 大 小 为 1062 bp，与
Sthitmatee 等［11］报道的 P-1059 株 cp39 基因序列完

全相同。电镜观察结果显示，野生株和互补株均具
有较完整的荚膜层，而突变株细胞壁表面只观察到
不完整且较薄的荚膜层，与 Sthitmatee 等［11］构建的
cp39 基因沉默突变株 PBA332 的荚膜结构基本相
似，表明 OmpH 蛋白在禽巴氏杆菌荚膜生物合成或
荚膜多糖的胞外运输过程中可能发挥一定的作用，

但其具体作用机制尚未清楚。粘附实验结果显示，

与野生株和互补株相比突变株对 CEF 细胞的附着
能力降低了 3 倍，本实验结果从基因水平上验证
OmpH 蛋白是禽巴氏杆菌的粘附因子。小鼠毒力实
验结果显示，与野生株 C48-3 相比突变株 C48-
3ΔompH 对小鼠的毒力相对减弱，而 Sthitmatee

等［11］经静脉注射 SPF 鸡 3. 5 × 108 CFU 的 cp39 基

因沉默突变株时仍未导致鸡的死亡，这暗示小鼠和
鸡对禽巴氏杆菌感染的抵抗力可能有差异。鉴于鸡
为禽巴氏杆菌的天然宿主，本实验还需要通过 SPF

鸡模型对 ompH 基因的功能做进一步研究，为禽巴
氏杆菌致病机理的研究奠定基础。
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Construction and characterization of ompH gene knock-
out mutant of avian Pasteurella multocida C48-3

Wulumuhan Nazierbieke1， Yufeng Zhang1， Fengjuan Gong1， Sawada Takuo2，
Entomack Borrathybay1*
1 College of Biology and Environmental Sciences，Jishou University，Jishou 416000，China
2 Laboratory of Veterinary Microbiology，Nippon Veterinary and Life Science University，Tokyo 180-8602，Japan

Abstract:［Objective］ To study the role of the outer membrane protein H (OmpH) in pathogenicity of avian Pasteurella
multocida． ［Methods］ The ompH knock-out mutant of avian P． multocida C48-3 was constructed by homologous
recombination． The DNA replacement was confirmed by PCR，RT-PCR and Western blot． We compared the differences of
biological characteristics such as growth rate，capsular structure，adhesion ability and virulence between the ompH knock-
out mutant of C48-3ΔompH and parent strain C48-3，as well as the complemented strain C48-3C． ［Results］ C48-
3ΔompH was successfully constructed． Electron microscopy examination of C48-3ΔompH shows the absence of capsular
material compared to the parent strain C48-3 and complemented strain C48-3C． The adhesion assay shows that the number
of C48-3ΔompH adhered to CEF cells was significantly lower than that of C48-3 and C48-3C． C48-3ΔompH was relatively
attenuated in mice by intraperitoneal injection． ［Conclusion］ The construction of C48-3ΔompH would facilitate further
study on pathogenesis of avian Pasteurella multocida．
Keywords: Avian Pasteurella multocida，ompH gene，knock-out mutant，adhesion，pathogenicity
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