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摘要：【目的】构建血清 #% 型胸膜肺炎放线杆菌弱毒菌株，为胸膜肺炎放线杆菌减毒活疫苗研究奠定基础。

【方法】通过细菌接合转移和 (:?P 负向筛选标记完成突变株的构建与筛选，用 Q1R、S)<+).9 -;7+、重组位点序

列对突变株进行鉴定分析。首先构建含肺炎支原体 QA’ 基因的 *I/1BTUV 重组转移质粒，并转化供体大肠

杆菌（ . = "(*& WF$#A），将转化的阳性克隆子与野生型 BQQ 血清 #% 型亲本菌混合培养’ 5；然后涂至含氯霉素

抗性和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（0BU）的 C(B 培养基培养，挑取阳性克隆，接种至无抗性的含 0BU 的 C(P 液

体培养基，培养 ’ X @ 5后涂至含 #%Y的蔗糖及 0BU 的 C(B 培养基，培养$! 5后挑取蔗糖抗性的克隆，即得到

目的突变株。【结果】小鼠毒力试验结果表明突变株比亲本株的毒力显著降低；生长特性分析结果显示突变

株与亲本株的增殖能力无显著差异；同时免疫试验结果表明突变株与安全剂量的亲本株均可诱导小鼠产生

较好的免疫反应，证明 $/0 /1 基因缺失并不影响 BQQ 的免疫活性。【结论】成功构建了含猪肺炎支原体 QA’
基因的胸膜肺炎放线杆菌血清 #% 型突变株，所获得的突变株有望成为猪传染性胸膜肺炎弱毒疫苗株。

关键词：胸膜肺炎放线杆菌；$/0 /1 基因；猪肺炎支原体；QA’ 基因；接合转移；负向筛选
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猪 传 染 性 胸 膜 肺 炎（ *7.?>9) ?79+:K>78<
*;)8.7*9)8,79>:，Q1Q），又称坏死性胸膜肺炎，是由胸

膜肺炎放线杆菌（!"#&-()$"&**12 /*31’(/-314(-&$3，BQQ）

引起的一种猪高度传染性呼吸道疾病［#］，以急性纤维

素性胸膜肺炎或慢性局灶性坏死性肺炎为特征，急性

型死亡率高，慢性型生长不良，常能耐过。目前已鉴

定胸膜肺炎放线杆菌有 #2 种血清型［$］，其致病因子

较多，包括 ! 种 B*H 毒素、脂多糖（T>*7*7;M<:??5:.>Z)，

TQ(）、荚膜多糖（1:* <8;:. Q7;M<:??5:.>Z)，1Q）、外膜蛋

白（[8+). \),-.:9) Q.7+)>9，[\Q）、脲酶（].):<)）以 及

黏附 因 子（BZ5)<>79 ^:?+7.<）等［A & !］。其 分 泌 性 毒 素

B*H 是主要毒力因子，同时也是一种重要的免疫原性

蛋白，属于 RCW 毒素家族（R)*):+ >9 C7H>9），胸膜肺炎

放线 杆 菌 的 B*H 毒 素，可 分 为 B*H!、B*H"、B*H#和

B*H$［! & 2］! 种。B*H$毒 素 存 在 于 BQQ 的 所 有 血 清

型［$］。大量研究表明，B*H 为溶血性外毒素，当这些

毒素基因缺失或失活后，致病力将显著降低［’ & F］。

目前，用于预防猪传染性胸膜肺炎的商品化疫

苗大多是使用本地流行菌株制备的灭活疫苗。灭活

苗只能降低由于 BQQ 感染所引起的死亡率，不能降

低发病率和慢性感染。然而自然感染后的康复猪可

以抵抗所有血清型的感染［@］，说明病原在体内 而 不

是体外产生一些保护性抗原或免疫原复合物，这同

时也表 明 弱 毒 菌 株 能 刺 激 机 体 产 生 针 对 所 有 BQQ



血清型攻击后的交叉保护。近几年来，大量弱毒活

疫苗的研究，为控制和减少该病的发生和流行提供

新的可能［! " ##］。由于血清 #$ 型 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌

分泌 %&’!和 %&’"毒素，而产生和分泌具有生物活

性的 %&’ 毒素，需 ( 个基因 )%*+ 组成的操纵子调

控，其中 % 基因编码毒素结构蛋白，) 基因编码毒素

激活蛋白，负责对毒素进行酰基化激活，* 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［,］。有研究表明缺失了 ) 基

因的菌株仍能分泌结构蛋白 %，且具有良 好 的 免 疫

原性［#-］。因此，本 研 究 以 %.. 血 清 #$ 型 菌 株 和 猪

肺炎 支 原 体（ !"#$%&’()’ *"$%+,-)$+.’,，/0.）为 材

料，将 /0. 主 要 免 疫 原 性 蛋 白———乳 酸 脱 氢 酶

（.,1）基 因 插 入 %.. 血 清 #$ 型（%..2#$）’%/ 3) 基

因，构建能分泌无毒力的毒素 %&’!重组胸膜 肺 炎

放线杆 菌 突 变 菌 株，旨 在 获 得 %.. 弱 毒 活 疫 苗 菌

株，为研制新 型 安 全、高 效 的 %.. 多 价 或 多 联 基 因

工程疫苗，也为猪用呼吸道疾病的基因工程疫苗的

研究奠定基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 实验动物：1 4 ! 周龄雌性 *%5*67 小鼠购自

湖北省预防医学科学院实验动物中心。

! "! "# 主 要 药 品 及 试 剂：二 氨 基 庚 二 酸

（+89:8;<&8:=>87 978?，+%.）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（@87<A8;9:8?= %?=;8;= +8;B7>=<A8?=，@%+）、 氯 霉 素

（)C><D<:E7=A8;，7:）、蔗 糖 购 自 美 国 F8G:9 公 司。 各

种限 制 性 内 切 酶、H’I9J +@% 聚 合 酶、I(+@% 连 接

酶、+@% /9DK=D、&/+2#!I 载体购自大连宝生物工程

（大 连 ）有 限 公 司。+@% 回 收 试 剂 盒 为 L=D:=;A9M
（/*3）公司产品。胰蛋白大豆琼脂（IDE&A87 F<E %G9D，
IF%）、胰蛋 白 大 豆 肉 汤（IDE&A87 F<E *D<AC，IF*）购 自

美国 +8N7< 公 司。新 生 牛 血 清（@)F）购 自 杭 州 四 季

青材料有 限 公 司。抗 %.. ’%/ 3 单 克 隆 抗 体 由 本 室

自 行 制 备。)0HO3I2%..2%&’3P H53F% 试 剂 盒 购 自

3+HQQ 公司。

! "! "$ 菌株和质粒：猪传染性胸膜肺炎放线杆菌血

清 #$ 型（%..2#$）由澳大利亚 +DR .9A *>97K9>> 博士惠

赠。含 .,1 基因的重组质粒由本实验室自行构建保

存［#S］。大肠杆 菌 +0T#、QS-#, 均 由 本 室 保 存，自 杀

性质粒 &H/U)- 由德国汉诺威兽医大学 VHW%5+L X
VHW5%)0 教授惠赠。

! "! "% 引物：引物设计见表 #。

表 ! 实验中所用引物及说明
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! "# 重组质粒 &’()*+,- 的构建

构建技术路 线 见 图 #。用 0%’!和 1$2!分 别

对 ’%/ 3)% 基 因 的 .)W 扩 增 回 收 产 物 和 载 体

&H/U)- 进行双酶切，并回收连接，构建成中间载体

&H3)%。用 .)W 从含 .,1 重组质粒中扩增 .,1 基因

并回收，再 用 13,!分 别 对 .,1 基 因 和 载 体 &H3)%
进行酶切，并回收连接，最终构建含胸膜肺炎放线杆

菌 9&’3)% 基因 和 肺 炎 支 原 体 .,1 基 因 的 重 组 质 粒

&H3)%5+0。

! "$ 重组转移质粒转化大肠杆菌 ./#!$
按常规 )9)>- 转化方法制备大肠杆菌 QS-#, 感

受态 细 胞，热 激 法 转 化 均 按 常 规 方 法［#,］进 行。 以

.)W 及 +%. 依 赖 性 表 型 鉴 定 获 取 阳 性 转 化 的 大 肠

杆菌克隆。

! "% 突变株的筛选

将 # R, 中处于对数生长期的阳性克隆与亲本菌

（%..2#$）以 # ] , 的 体 积 比 例 在 含 @%+ 的 IF* 培 养

基中混合培 养1 C，用 IF* 洗 涤 两 次 后 重 悬 均 匀 涂

于含 @%+、小牛血清和氯霉素的 IF% 平皿培养-( C，

挑取克隆子，并用引物对 .#6.- 进行 .)W 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 IF* 培养基，培养 1 4 ! C后，

连续 #$ 倍稀释，涂布含蔗糖的 IF% 平皿，挑取蔗糖

抗性克隆子，用 .#6.-、.T6.1 和 .S6.! 三对引物验证

重组子。三组引物扩增条带大小均正确，即为目的

突变株。

! "0 突变株的分析检测

! "0 "! 溶 血 性 试 验：挑 取 突 变 株 和 亲 本 株（ D=2%..
和 %..2#$ 型），分别接种于含有脱 脂 绵 羊 血 的 琼 脂

平皿，,S^培养过夜，观察溶血情况。按文献［#(］描

述方法提取亲本菌和突变菌株天然 %&’!毒 素，以

$#-# 09<E<;G _<B =A 9> X 6 0#2’ !.#4$5.$&$6.#’ 7.+.#’（-$$\）(\（\）



图 ! 重组转移质粒 "#$%&’() 的构建

!"# $ % &’()*+,-*"’( ’. */0 +0-’12"(3(* *+3().0+ 453)1"6 478&9:;<$

本实验室制备的抗 94=!的单克隆抗体为一 抗，进

行 >0)*0+( 25’* 检测［%?］。

! *+ *, 间 接 荧 光 抗 体 试 验（ 8!9）：将%@@":培 养 的

菌液涂抹在洁净的玻片，直径约 % A % B? -1，自然干

燥后，滴加 % C D@，% C E@ 等不同稀释度的抗 FGH 血清

（一抗）%@@"5，置湿盒中 GIJ温育G@ 1"(，用 FKL 冲

洗，室温干燥，加 % C %@@，% C ?@@，% C %@@@ 三个不同稀释

度的 !8M& 标 记 羊 抗 兔 8#N（二 抗）%@@":，于 湿 盒 中

GIJ温 育G@ 1"(后，滴 加 甘 油，覆 盖 盖 玻 片，作 为 待

检样品于荧光显微镜下观察。

! *+ *- 生长特性分析：挑取突变株和亲本株单菌落

分别接种? 1: MLK（含 O9;）培养基，于 GIJ振摇培

养（%P@ +Q1"(），每 隔 % /取 %@@":菌 液 测 定 菌 液 的

!"HG@（K"’M0R）值，绘 制 生 长 曲 线 图，比 较 突 变 株 和

亲本株增殖能力的差异性。

! *+ *. 遗传稳定性分析：将获得的突变株在 MLK 培

养基 上 连 续 传 代 D@ 代，每 隔 一 代 取 样 一 次，利 用

F&S 检测 FGH 基 因 在 突 变 株 基 因 组 中 的 遗 传 稳 定

性，同时检测了 #$% 8T 基因。

! *+ *+ 重组位点序列分析：用引物对 F%、FD 建立的

F&S 方法，从突变株中扩增的片段连接到 4U;V%PM，

送大连宝生物工程（大连）有限公司测序（双脱氧末

端终止法）。

! *+ */ 小 鼠 毒 力 测 定：取 D W %@P &!XQ1:、

E W %@I &!XQ1:、D W %@I &!XQ1:、E W %@H &!XQ1:、

D W %@H &!XQ1:的 突 变 株 和 亲 本 菌 分 别 腹 腔 接 种

%%D%邹浩勇等：胸膜肺炎放线杆菌血清 %@ 型 34=8& Y QFGH Z 弱毒株的构建与鉴定 $ Q微生物学报（D@@[）E[（[）



! 只 " # !周龄雌性 $%&$’( 小鼠，观察并记录死亡数。

! "# "$ 免 疫 效 力 测 定：将 )* 只 " # ! 周 龄 雌 性

$%&$’( 小鼠随机分成三组，每组 ! 只，用)++!&的突

变株（, - ,+. /01’2&）和 亲 本 株（, - ,+" /01’2&）分

别接种小鼠腹腔，空白对照组用同样体积的 34$ 培

养 基。 ) 周 后 加 强 免 疫，在 免 疫 前 后 采 血。 用

56788 公司的检测 %99:%;<5= 抗体的 7&54% 试剂盒

进行检测。

% 结果

% "! 重组质粒的构建

用 9/> 从 %99:,+ 型基因组中克隆到约,?++ @;
的 !"# 5/% 基因 片 段 和 从 本 实 验 室 构 建 的 含 有 9A"
基因质 粒 中 扩 增 出B*! @;的 9A" 基 因 片 段，大 小 与

预 期 的 相 吻 合。 用 $"! " 单 酶 切 重 组 质 粒

;75/%&6C 可以得到大小约,+!,? @;片段，用 $"!"’
%&’"双酶 切 从 质 粒 ;75/%&6C 中 可 以 获 得 大 小 约

为)**! @;片段和!A". @;片段，说明重组转移质粒构

建正确（如图 )）。对重组质粒 ;75/%&6C 中插入序

列（ !"# 5/% D 9A"）进行序列分析，结果表明，所测序

列与 EC9 乳 酸 脱 氢 酶（9A"）核 苷 酸 序 列（序 列 号：

8".)!"）同源性为 BBF（图略）。

图 % 重组转移质粒 &’()*+,- 的酶切鉴定

0GH I) 5JKLMGNG(OMGPL PN MQK RK(P2@GLOLM MROLSNKR ;TOS2GJ ;75/%&6C @U
JGHKSMGPL I E I 6&,?+++ 6V% 2ORWKR；, X ;75/%&6C JGHKSMKJ @U $"!"；

) X ;75/%&6C JGHKSMKJ @U $"!" D %&’" I

% "% 突变株的筛选与分析

将引物 9A’9* 扩增阳性的而对蔗糖不敏感的阳

性克隆子，分别用引物对 9,’9)、9?’9" 和 9.’9! 进行

9/> 扩 增，分 别 扩 增 出 )**! @;的 !"# 5/% D 9A" 片

段、)!. @;的 9A" 片 段 和A.. @;的 !"# 5= 片 段（如 图

A）。将突变株连续传代 )+ 次，用 9?’ 9"、9.’9! 引物

进行 9/> 扩 增，在 每 一 代 突 变 株 中 均 可 检 测 出

O;<5= 和 9A" 基因（如图 *、?），说明该突变株插入片

段遗传稳定。在含有脱脂绵羊血和 V%6 的 34% 琼

脂平皿，构建的突变株完全失去了溶血活性，但亲本

株具有溶血性（如图 "）。

图 . 突变株的 /)0 鉴定

0GH IA 5JKLMGNG(OMGPL PN MQK HKLKMG( KLHGLKKRGLH 2YMOLM SMROGL @U 9/> I

E,X 6&,?+++ 6V% 2ORWKR；,:A X %2;TGNGKJ MQK !"# 5/% D 9A"，9A"，

!"# 5= NROHK2KLM NRP2 MQK 2YMOLM SMROGL；* XC)Z (PLMRPT；E)X6&)+++

2ORWKR；E)X)+++ 6V% 2ORWKR I

% ". /.1 基因与毒素 ( 的表达

提取分泌性 外 毒 素，用 抗 %;<"单 克 隆 抗 体 进

行 [KSMKRL @TPM 检测时，结果 %;<"为阳性（如图 .），

而间接荧 光 抗 体 试 验 和 [KSMKRL @TPM 检 测 9A" 蛋 白

均未出现明显的预期信号（结果未显示），由此可见

9A" 基因的插入并没有影响 %;<"的分泌及生物学

活性。突变株不能分泌 9A"，但通过 >3:9/> 检测结

果表 明，用 引 物 对 9A’9* 和 O;<5= 特 异 引 物（?\:
3]]/%/3]%/]]3]%3]%:A\，?\:]]//%3/]%/3/%%

图 2 不同代次突变株中 /.1 基因的 /)0 检测

0GH I* 6KMK(MGPL PN EC9 9A" HKLK NRP2 MQK HKLKROMGPL PN %99 2YMOLM SMROGLS @U 9/> I EX6&)+++ 6V% 2ORWKR &OLK；,:,+ X 9A" HKLK O2;TGNGKJ NRP2

HKLP2G( 6V% PN K^KRU GLMKROT HKLKROMGPL PN )+ ;OSSOHKS PN %99 2YMOLM SMROGLS；&OLK ,, X 9ORKLMOT SMROGL PN %99 SKRP^OR ,+ I

),), COPUPLH _PY KM OT I ’ $(’! )*(+&,*&-&.*(! /*0*(!（)++B）*B（B）
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图 ! 不同代次突变株中 !"#"# 基因的检测

!"# $ % &’(’)("*+ *, !"# -. #’+’ "+ /",,’0’+( #’+’01("*+ *, 233 45(1+( 6(01"+6 78 39: $ ;<&=>??? &@2 41’0A’0；BCD < !"# -. #’+’ 14EF","’/ ,0*4 #’+*4")

&@2 *, ’G’08 "+(’01F #’+’01("*+ *, >? E1661#’6 *, 233 45(1+( 6(01"+6；B? < H>I )*+(0*F

图 $ 突变株和亲本株溶血性比较

!"# $ J H’4*F86"6 (’6( *, (K’ 45(1+( 6(01"+ 1+/ (K’ E10’+(1F 6(01"+ $

2< 310’+(1F 6(01"+；L< MK’ 45(1+( $

图 % &’()’*+ ,-.) 检测突变株中 /01" 表达

!"# $N O’6(’0+ 7F*( /’(’)("*+ *, ’PE0’66’/ 2EP- "+ (K’ 45(1+( 6(01"+ $

B < 45(1+( 6(01"+；> < 310’+(1F 6(01"+ $

992MCQR）来分析 3QJ 基因和 !"# -. 在 233 突变株中

的转录水平（如图 S）。

2 34 生长特性

通过在一定时间测定细菌培养液的 $%JQ? 值得

变化来绘制细菌的生长曲线，结果表明突变株和亲

本株的 增 殖 能 力 无 差 异。 说 明 插 入 外 源 基 因 致

!"# -9 基 因 缺 失 对 细 菌 的 增 殖 能 力 没 有 影 响，是 非

图 5 6789:6 鉴定突变株

!"# $ S -/’+(",")1("*+ *, (K’ 45(1+( 6(01"+ 78 :MC39: $ B < E10’+(1F 6(01"+；

> <45(1+( 6(01"+ $

致死性的细菌突变（如图 D）。

图 ; 突变株与亲本株的生长曲线的比较

!"# $ D T0*U(K )50G’6 *, (K’ 45(1+( 6(01"+ 1+/ (K’ E10’+(1F 6(01"+ $

2 3! 突变株对小鼠的毒力下降

连续观察 N 天后发现，每组 S 只小鼠中，在接种

> V B?S 9!WX4=和 Y V B?N 9!WX4=剂量时分别死 亡 J
只和 Q 只，其余剂量组没有造成小鼠的死亡；而亲本

菌 在 接 种 > V B?S 9!WX4=、Y V B?N 9!WX4= 和

> V B?N 9!WX4= 剂 量 时， 小 鼠 全 部 死 亡，

Y V B?J 9!WX4=剂量组死亡 Q 只小鼠，> V B?J 9!WX4=
剂量组毒力没有差异（见表 >）；MZL 接种组小鼠全部

存活，说明突变株对小鼠的毒力明显下降。

QB>B邹浩勇等：胸膜肺炎放线杆菌血清 B? 型 1EP-9 [ X3QJ \ 弱毒株的构建与鉴定 $ X微生物学报（>??D）YD（D）
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表 ! 突变株和亲本株对小鼠的毒力

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

4/)"(+

5-6 -. 1(,% 4*)(7%2 "./%) ,0"$$%+8% 9(/0
/0% 8(7%+ 2-4%（:;< 3%) 1-*4%）

& = >?@ A = >?B & = >?B A = >?C & = >?C

D*/"+/ & E @ @ @

F")%+/ ? ? ? E @

! "# 免疫与检测

免疫后第 A 周，!GH 对照组、亲本株对照组与突

变株 试 验 组 分 别 用 IFF 血 清 >? 型 菌（ 活 菌 含 量

> = >?@ :;<J1K）对免疫小鼠进 行 攻 毒。!GH 对 照 组

>& 0内小鼠全部死亡，死亡小鼠肺部有出血，从心血

和肺脏能分离攻毒用的 IFF。而 > = >?C :;<J1K亲

本株和 > = >?B :;<J1$突变株接种 鼠，均 获 得 >??L

的保护力。按照 IFFMI3NO’ PKOGI 试剂盒说明书对

获得的血清进行检测，结果如图 >? 所示。

图 $% 免疫小鼠后 !"#&’ 抗体检测结果

;(8 Q >? I+/(#-2R "8"(+4/ !"# O’ (+ 1(,% "./%) 7",,(+"/(-+4 Q

( 讨论

由胸膜肺炎放线杆菌和猪肺炎支原体单独感染

或混合感染是引起目前呼吸道综合症的主要原因之

一，给养猪业造成严重的危害。而针对临床中这两

种病原同时感染或继发感染的现状，分别接种单独

的疫苗会造成猪只的应激和养殖成本增加，以致弱

的胸膜肺炎放线杆菌表达 DSF 主要抗原 蛋 白 的 突

变株，并研制有效的基因工程疫苗，是预防这两种呼

吸道传染病的策略。

在感染过程中产生的抗荚膜和抗脂多糖抗体作

用在于血清分型，但传染性胸膜肺炎免疫防治过程

中，产生抗毒素抗体是最重要的。本实验室构建的

血清 B 型胸膜肺炎放线杆菌突变株，其产生的针对

异种血清的免疫保护力只能达到 BEL［>C］，原因之一

就是它不能产生抗毒素!的抗体。而血清 >? 型 菌

能产生 I3N!，同时不产生 I3N"和 I3N#，因 此 在

构建疫苗的过程中无需失活其他的毒素，操作简单。

高毒力的胸膜肺炎放线杆菌野毒感染的过程中，都

会产生毒素!，本实验构建的血清 >? 型突变株，失

活了毒素!的毒力基因，但保留了它的免疫原性基

因，故在强毒感染过程中，能起到保护作用。在能够

产生 I3N!、I3N"、I3N#和 I3N$四种毒素，其中毒

素 I3N!溶血活性最强。IFF 有 >E 个血清型，其中

血清型 >、E、T、>? 和 >> 型菌株能产生 I3N!，但 >、E、

T、>> 型菌株还 分 别 产 生 I3N"和 I3N$，而 血 清 >?

型菌株在体外只分泌 I3N!，便于标记。因此，本研

究采用 IFFM>? 型菌作为亲本株来 成 功 构 建 的 突 变

株，基本具备了作为弱毒疫苗菌株的条件。

本研 究 所 用 的 方 法 与 刘 金 林 等［>@］所 用 的 方 法

类似，使用了自杀性重组质粒 3PDU:&，构建含抗生

素 标 记 和 负 向 筛 选 标 记 的 中 间 转 移 载 体

3PO:IKVS。将 3PO:IKVS 转 化 大 肠 杆 菌 WB&>X 感

受态细胞，再 与 IFFM>? 型 标 准 株 进 行 接 合 转 移 试

验，通过同源重组，利用 4",H 负向筛选法，获得 FXC

基因插入 !"# O: 基因的 IFF 突变株，该突变株不含

抗生素抗性基因，对突变株进行 9%4/%)+ #$-/ 和间接

荧光抗体试验检测，发现培养上清浓缩蛋白能与毒

素 O 单抗反 应，表 明 外 源 基 因 FXC 的 插 入 并 不 影 响

I3NO 毒素的正常表达与分泌；但未检测到肺炎支原

体 FXC 基因 表 达 产 物。根 据 &??B 年 首 都 师 范 大 学

周宏专硕士论文研 究 报 道，在 缺 失 !"# O: 基 因 的 基

础上成功的表达 FYYG 病毒的 UY;E 基因，同时也证

明在 : 基因中插入外源基因比在 I 基因中插入 外

源基因的表达水平要低。因此，检测不到 FXC 基 因

表达产物可能是突变株中 FXC 基因表达水平过低所

致。除此之外，本研究还对突变株和亲本株感染后

!"# O’ 抗体评 估，结 果 表 明 突 变 株 和 亲 本 株 之 间 无

显著差异。免疫攻毒试验表明，构建的突变株也能

提供 很 好 的 保 护，证 明 !"# O: 基 因 缺 失 并 不 影 响

IFF 的免疫活性。

A>&> S"-R-+8 Z-* %/ "$ Q J $%&! ’(%)*+(*,*-(%! .(/(%!（&??T）AT（T）
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总之，通过 !"#、序列分析、稳定性分析、溶血活

性分析、生长特性分析，小鼠毒力测定及保护试验，

表明成功构建了胸膜肺炎放线杆菌弱毒菌株，并为

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 !"! 弱毒疫苗奠定了基础。
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：我们的承诺是争取在 0 个月之内给予答复，a d L 个月之内刊出。

（&）收到来稿后，首先将请 0 位专家进行初审，再送主编进行最后的总审，这个过程一般不会超过 0 个月。如果初审的 0 位专

家的意见分歧较大，编辑部将再请第 # 位专家进行初审，之后再送主编总审，那么此稿的审理时间可能会超过 0 个月。

（0）完成审稿后（即主编给出总审意见），编辑会给作者发出 4 ! V)6? 告知修改意见（包括学术 上 的 和 写 作 格 式 上 的），作 者 在

返回修改稿后经本刊审核合格后方可被录用。在此提醒作者不要在远程系统中看到初审意见时就急于修改稿件。

问：如我的投稿没有被贵刊录用，是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？

答：本着对每一篇投稿负责的原则，本 刊 一 贯 遵 循 三 审 制 的 制 度，即：编 辑 部 内 审、专 家 初 审、主 编 总 审。所 以 无 论 录 用 和 退

稿，都会给作者一份比较全面的审稿意见。

（&）对于每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。

（0）如您对退稿意见有异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

问：我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？

答：您在投稿时可以附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但编辑部是否采纳将视具体情况而定。
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