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猪胸膜肺炎放线杆菌溶血毒素的克隆表达及其对小鼠 
免疫保护作用 

杜爱庆, 刁有祥*, 张伟, 张瑞平, 臧大鹏, 刘芳娜 
(山东农业大学动物科技学院, 泰安 271018) 

摘要：将猪胸膜肺炎放线杆菌血清 3型分离株的 Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、Apx AⅣ 基因和血清 5型分离株

的 Apx AⅠ 基因分别克隆到原核表达载体 pGEX-5X-3, 并在大肠杆菌 BL21中进行表达。SDS-PAGE

结果表明重组菌表达的最佳条件为诱导时间 2 小时和 IPTG 终浓度 1mmol/L。通过硫酸铵盐析和

Sephadex G-200凝胶过滤层析纯化表达产物。Western blot检测结果显示表达产物具有免疫活性。按

照不同组合将表达产物与弗氏佐剂等比例混合, 制备 3 种亚单位疫苗。并在 30 日龄和 45 日龄免疫

小白鼠, 在 60 日龄分别用血清 1、3、5、7 和 10 型胸膜肺炎放线杆菌攻毒。血清 1、5 和 7 型胸膜

肺炎放线杆菌攻毒后, 3种亚单位疫苗分别提供 58.4%、66.6%和 91.7%的保护率。试验结果表明重组

蛋白具有免疫保护作用, 且含有四种融合蛋白的亚单位疫苗免疫保护效果最佳。 
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猪传染性胸膜肺炎(Porcine pleuropneumonia)是

由 猪 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌 (Actinobacillus  
pleuropneumoniae, APP)引起的一种高度传染性、致死
性呼吸道疾病 , 以急性出血和慢性的纤维素性坏死
性胸膜肺炎为主要特征[1]。该病在我国的发生呈逐年

上升趋势, 对我国养猪业造成严重的经济
APP的致病因子较多, 包括荚膜多糖、脂多糖、

外膜蛋白、转铁结合蛋白及溶血毒素(Apx)等, 其中溶
血毒素是最重要的致病因子。APP能产生四种溶血毒
素即ApxⅠ、ApxⅡ、ApxⅢ和Apx , Ⅳ 它们均属于RTX
毒素(repeat in the structure, RTX)家族[3,4]。ApxⅠ大小
为 105kDa, 具有强溶血活性和强细胞毒性 , 能够产
生ApxⅠ的血清型菌株通常都是致病力强的菌株 , 也
经常能从严重爆发APP的猪场分离得到 ; ApxⅡ的分
子量也为 105 kDa, 溶血活性和细胞毒性比ApxⅠ弱, 
除血清型 10 外, 其它所有血清型的APP都能产生这
种毒素; ApxⅢ大小为 120 kDa, 具有强细胞毒性, 血 

清型 2、3、4、6 和 8 的APP能分泌该毒素; ApxⅣ是
一种新发现的溶血毒素, 虽然它在APP发病机理中的
确切作用还不十分清楚 , 但已确定ApxⅣ是APP的第
一个诱导毒素基因[5]。溶血毒素是引起细胞病变的主

要原因, 同时也是APP最重要的保护性抗原, 是高效
疫苗不可缺少的成分。本试验对猪胸膜肺炎放线杆菌

的ApxⅠA、ApxⅡA、Apx AⅢ 和Apx AⅣ 基因进行克隆、

表达和纯化 , 并用纯化的融合蛋白制备亚单位疫苗 , 
研究其对小白鼠的免疫保护作用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和试验动物来源：pGEX-5X-3质粒、BL21
菌株由本实验室保存。猪胸膜肺炎放线杆菌血清 1型、
3 型、5 型、7 型、10 型菌株由本实验室分离鉴定并
保存。小白鼠 , 购自山东米歇尔生物制品有限公司 , 
KM, 洁净级。 
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1.1.2  主要试剂和仪器：UltraCleanTM15 DNA Purifi-
cation Kit( MOBIO公司); T4DNA连接酶、TaqDNA聚合
酶(5U/μL)、XhoI、EcoRI、SalI、ｄNTP、IPTG(大连
TaKaRa公司); 丙烯酰胺、N,N-亚甲基双丙烯酰胺(北京

鼎国生物技术发展中心); Sephadex G-200(北京欣经科

生物技术公司 ) ;  弗氏佐剂 ( S i g m a公司 )。P C R仪
(Eppendorf); 电泳仪、凝胶成像仪(Biorad); 超声波细胞 

粉碎机 JY92- (Ⅱ 宁波新芝科器研究所); 紫外分光光度
计(UV-2012C, 尤尼柯(上海)仪器有限公司)。 

1.2  不同溶血毒素 A 基因的克隆与表达 
根据 GenBank 已发表的 APP 血清 3 型菌株

ApxⅡA、ApxⅢA、ApxⅣA的基因序列和血清 5型菌
株 Apx AⅠ 基因序列, 分别设计 4对引物(表 1), 由上
海生物工程有限公司合成。 

 
表 1  4 种溶血毒素 A 基因的引物设计 

Table 1  The primer design of A gene from four hemolytic-toxins 
Toxin type Primers Primer sequence (5′→3′) Restrictive enzyme sites Length / bp 

F1 CCGGAATTCCCGAAAGATTATCAAG EcoRⅠ  ApxⅠA 
R1 ATACTCGAGGAAGATTGCCTGTTTAG XhoⅠ  

1095 
     

F2 CAGGAATTCGGGTCAAGGAAATGGA EcoRⅠ  ApxⅡA 
R2 AAAGTCGACCAGCAACGAGTAACGCA SalⅠ  

1017 
     

F3 GCCCGAATTCAAATAGCCAAACGT C EcoRⅠ  ApxⅢA 
R3 AATGTCGACATCCCTGAGCCACCCAA SalⅠ  

1462 
     

F4 ACCGAATTCCAAAGGACACGGACAGGAT EcoRⅠ  ApxⅣA 
R4 TCGGTCGACTTCCGCATAATTCACATCG SalⅠ  

537 

 
参照文献 [6]介绍的方法 , 进行APP的培养及模

板DNA的制备 , PCR扩增Apx AⅠ 、Apx AⅡ 、Apx AⅢ

和Apx AⅣ 基因。PCR采用 50.0μL反应体系。PCR反应
条件为：Apx AⅠ ：95℃ 3 min, 94℃ 1 min,52℃   1 
min,  72℃ 3 min, 30个循环,  72  15min℃ 。Apx AⅡ 、

Apx AⅢ  和Apx AⅣ ：94℃ 5min, 94℃ 30s, 58℃ 1 min, 
72℃ 1min, 28个循环, 72℃ 10min。用 0.8%的琼脂糖
凝胶电泳对PCR扩增产物进行鉴定 , 按UltraCleanTM 
DNA Purification Kit介绍的方法, 回收并纯化PCR产
物 , 然后与pMD18-T载体连接 , 转化大肠杆菌TG1, 
经蓝白斑筛选得到阳性克隆, 酶切鉴定, 对阳性重组
质粒, 送上海生工生物工程有限公司测序。 

用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切 ApxⅠA 基因的 PCR
产物及 pGEX-5X-3 质粒 DNA, 用 EcoRⅠ和 SalⅠ双
酶切 Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、ApxⅣA 基因的 PCR 产物及
pGEX-5X-3 质粒 DNA, 将双酶切后的 Apx AⅠ 、

Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、ApxⅣA 基因的 PCR 产物分别与
酶切质粒 pGEX-5X-3 连接, 连接产物转入 BL21 菌
株。对质粒 DNA进行提取并酶切鉴定。 
1.3  表达产物最佳诱导时间的确定 

4 种重组菌分别在 2×YT培养基(Amp+)中 37℃振
荡培养 2h, 然后分别向试管中加入终浓度为
1.0mmol/L的IPTG, 分别诱导 1h、2h、3h、4h, 以确
定最佳诱导时间。同时, 按照上述同样的方法诱导表
达pGEX-5X-3空载体转化的BL21大肠杆菌。 

取 1mL 诱导表达的菌液 , 离心、弃上清 , 用
1mLPBS(pH7.2)洗涤沉淀 , 最后将菌体沉淀重悬于

100μLPBS中, 加入 2×SDS上样缓冲液, 煮沸 10min。
取 20μL进行 SDS-PAGE凝胶电泳。 
1.4  表达产物的免疫活性检测 

取 SDS-PAGE 后的凝胶, 直接用 Bio-RAD 公司
Mini Trans-Blot Electrophoretic cell 转印装置 , 将其 
转印于 NC 膜上。以封闭液稀释的鼠抗血清 3 型或 5
型 APP抗体为一抗, 以封闭液稀释的兔抗鼠 IgG-HRP
酶标抗体为二抗, Western blot检测其反应活性。 
1.5  表达产物的纯化及浓度的测定 

4 种重组菌在 2×YT培养基(Amp+)中, 37℃振荡培
养至最佳的诱导时间, 4℃ 10000r/min离心 10min, 收集
的菌体通过 PBS(pH7.2)悬浮 , 超声波破碎 , 4℃ 
10000r/min离心 10min, 将上清液通过硫酸铵盐析 , 
Sephadex G-200凝胶过滤层析纯化表达产物, 收集并标
记每个洗脱峰所对应的样品。以上各步纯化的样品, 分
别取 50μL加入等体积的 2×SDS上样缓冲液 , 煮沸
10min。取 20μL进行SDS-PAGE, 检测样品的纯化程度。
将纯化的表达产物, 在波长 280nm处测定其浓度[7]。 
1.6  重组蛋白对小鼠的免疫保护作用 
1.6.1  重组蛋白亚单位疫苗的制备：根据不同血清型
APP分泌 Apx的规律, 将纯化的表达产物分别制备成 3
种亚单位疫苗：疫苗 A(Apx AⅠ 和 Apx AⅣ 重组蛋白的

等量混合液, 再按 1:1 的比例与弗氏佐剂制备成亚单位
疫苗); 疫苗 B(ApxⅠ、ApxⅢA 和 Apx AⅣ 重组蛋白的

等量混合液, 再按 1:1 的比例与弗氏佐剂制备成亚单位
疫苗); 疫苗 C(Apx AⅠ 、ApxⅡA、ApxⅢA和 Apx AⅣ 重

组蛋白的等量混合液, 再按 1:1 的比例与弗氏佐剂制备
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成亚单位疫苗)。其中重组蛋白总含量为 100μg/mL。 
1.6.2  重组蛋白亚单位疫苗的免疫保护作用：将 30

日龄的小白鼠随机分成 18组, 每组 8只, 雌雄各 4只, 
进行免疫保护试验。表 2为免疫过程及处理方式。 

 

表 2  小白鼠的免疫和处理方式 
Table 2  The immunization and treatment in mice 

t/d Group1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6 

30, 45 Subcutaneous 
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

Subcutaneous 
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

Subcutaneous 
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

Subcutaneous 
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

Subcutaneous 
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

Subcutaneous  
injection with 
vaccine A 
(0.5mL/mouse) 

60 Challenged with 
ser. 1 APP 
(1mL/mouse) 

Challenged with 
ser. 3 APP 
(1mL/mouse) 

Challenged with 
ser. 5 APP 
(1mL/mouse) 

Challenged with 
ser. 7 APP 
(1mL/mouse) 

Challenged with 
ser. 10 APP 
(1mL/mouse) 

Blank control 
Challenged with PBS 
(1mL/mouse) 

65 The survived mice were killed and dissected. 

* VaccineB and VaccineC had the same immunity and treatment in mice with Vaccine A. 
 

2  结果 
2.1  不同溶血毒素 A 基因 PCR 扩增结果  

提取APP血清 5型和 3型菌株的基因组DNA, 经
PCR 扩增, 结果扩增出大小约为 1095bp、1017bp、
1462bp和 537bp的特异性条带, 与预期的目的片段大
小一致。 
2.2  不同溶血毒素 A 基因序列分析 

用 DNAstar 软件对序列进行分析表明：血清 3
型 Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、Apx AⅣ 基因的序列与 GenBank
中发表的胸膜肺炎放线杆菌 Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、

Apx AⅣ 基因的同源性在 95%以上, 而血清 5 型胸膜

肺炎放线杆菌 Apx AⅠ 基因序列与 GenBank中发表的
Apx AⅠ 基因的同源性 93%以上。 
2.3  重组质粒的鉴定结果 

对经转化 BL21的重组菌提取质粒后进行酶切鉴
定, 从质粒的电泳图可以看出, 重组质粒 pGEX-Apx
ⅠA 经 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切后琼脂糖凝胶电泳分
别出现 5500bp 和 1095bp 左右的条带。重组质粒
pGEX-ApxⅡA、ApxⅢA、ApxⅣA经 EcoRⅠ和 SalI
双酶切后 , 琼脂糖凝胶电泳分别出现 5500bp 和
1017bp、5500bp和 1462bp、5500bp和 537bp左右的
条带(图 1-A、图 1-B、图 1-C、图 1-D)。  

 

 
图 1  pGEX-Apx 双酶切电泳结果 

Fig.1  The result of Apx-pGEX digested by EcoRI and SalⅠ. A: ApxⅠA; B: ApxⅡA; C: ApxⅢA; D: ApxⅣA. M1. DL-2000 marker; 
M2. DL-15000 marker; 1and 2. Sample. 
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2.4  不同诱导时间表达产物的含量 
对不同诱导时间的重组菌取样进行 SDS-PAGE凝

胶电泳。SDS-PAGE 结果表明, 表达产物因诱导时间
不同而产量不等, 4种重组菌被诱导 2h时, 表达产物的
含量已达到最高。(图 2-A、图 2-B、图 2-C、图 2-D)。 

2.5  表达产物免疫原性检测及纯化结果 
对溶血毒素 A 基因重组菌的诱导表达产物进行  

Western blot 检测 , 结果显示 ApxⅠ、ApxⅡ、ApxⅢ、
ApxⅣ分别在 58 kDa、66 kDa、82 kDa、49 kDa 出现
特异性条带 , 说明表达的融合蛋白具有反应原性。样
品经硫酸铵分级盐析和 Sephadex G-200 凝胶过滤层

析 得 到 纯 化 , 并 在 纯 化 的 流 程 中 取 样 进 行

SDS-PAGE 蛋白质电泳。纯化后表达产物的浓度为

2.8mg/mL。  

 

 
图 2  Apx 基因表达产物的 SDS-PAGE 

Fig.2 SDS-PAGE analysis of expressed pGEX-Apx in BL21. A: ApxⅠA; B: ApxⅡA; C: ApxⅢA; D: ApxⅣA. 1-4. Induced pGEX- 
Apx E.Ccoi in different times; 5. Uninduced pGEX-5X-3 E.coli ; M. Protein marker. 

 
2.6  重组蛋白对小白鼠的免疫保护作用 

不同血清型的 APP 攻击经过二免的小白鼠 , 攻
击 24h 后小白鼠表现被毛粗糙 , 精神萎靡 , 个别表
现尾根发紫。当用血清型 1、5 和 7 攻击时 , 疫苗 A、
B 和 C 的提供的保护率分别达到 58.4%、66.6%和
91.7%, 剖检可见少数小白鼠的肝脏和肺脏出现不
同程度的肿大、出血。其中毒力较强的血清 1 型和 5
型 APP 攻击时 , 免疫疫苗 C 的小白鼠肝脏和肺脏仅

有轻微的肿胀和轻微的出血 , 而免疫疫苗 A 和 B 的
部分小白鼠肝脏和肺脏出现肿胀和出血。当用血清 3
型和血清 10 型 APP 攻击小白鼠时 , 疫苗 A、B 和 C
提供的保护率分别达到 82%、87.5%和 100%。剖检
结果显示 , 二免后的小白鼠肝脏和肺脏均表现轻微
的出血和肿胀。免疫保护试验结果表明疫苗 C 具有
较佳的免疫保护作用。重组蛋白亚单位疫苗的免疫

保护试验结见表 3。  
 

表 3  重组蛋白亚单位疫苗的免疫结果 
Table3  The protection of subunit vaccine of recombinant proteins 

Lesion 
                                                      Group Treatment           Vaccine No. sick Mortality/% 

Liver Lung 

A 8/8 37.5  (3/8) Swelling Bleeding 

B 7/8 37.5  (3/8) Swelling Bleeding 

1 Vac.,challenge with ser. 1 APP 

C 5/8 25    (1/8) Slightly swelling Slightly bleeding 
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(续表  3) 

Lesion 
                                                      

Group Treatment           Vaccine No. sick Mortality/% 
Liver Lung 

A 5/8 12.5  (1/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

B 3/8 12.5  (1/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

2 Vac.,challenge with ser. 3 APP 

C 2/8 0    (0/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

A 6/8 50   (4/8) Swelling Seriously bleeding

B 5/8 37.5  (3/8) Swelling Seriously bleeding

3 Vac.,challenge wIth ser. 5 APP 

C 4/8 0    (0/8) Slightly Swelling Slightly bleeding 

A 6/8 37.5  (3/8) Swelling Bleeding 

B 5/8 25   (2/8) Swelling Bleeding 

4 Vac.,challenge with ser. 7 APP 

C 3/8 12.5  (1/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

A 3/8 25   (2/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

B 2/8 12.5  (1/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

5 Vac.,challenge with ser. 10 APP 

C 2/8 0    (0/8) Slightly swelling Slightly bleeding 

A 0/8 0    (0/8) Normal Normal 

B 0/8 0    (0/8) Normal Normal 

6 Vac.,unchallenge 

C 0/8 0    (0/8) Normal Normal 

 
 

3  讨论 

猪胸膜肺炎放线杆菌共有 15个血清型[8,9]不同国

家和地区流行的APP血清型不同, 我国流行的APP以

1、3、5 和 7 型为主  [10~12], 因此, 我们选择 1、3、5

和 7 型APP进行攻毒试验。APP的致病力与其分泌的

溶血毒素有重要的关系, 其中溶血毒素A基因在操纵

子中起着编码毒素结构蛋白的重要作用, 也是APP重

要的保护性抗原, 因此本实验对 4 种溶血毒素的A基

因进行克隆表达 , 并研究表达产物的免疫保护   作

用。 

目前国内外学者对胸膜肺炎放线杆菌疫苗的研

究主要集中于灭活疫苗、高效亚单位疫苗[13,14]和弱毒

疫苗[15~17]。灭活疫苗仅能保护同种血清型APP的攻击, 

因而具有一定的局限性 ; 弱毒疫苗随着毒力的降低 , 

其免疫原性也有所降低, 且存在毒力返强的现象; 通

过基因工程方法获得的不同胸膜肺炎放线杆菌弱毒

菌株, 因其抗性标记和生物安全的问题, 距离临床的

应用还有很大的距离。因而亚单位疫苗的研制成为较

理想的研究方向。 

本试验通过基因工程方法对溶血毒素 A 基因进

行克隆、表达和纯化, 并根据不同血清型的 APP分泌

溶血毒素的规律 , 制备不同组合的亚单位疫苗进行

免疫保护试验。结果, 含 ApxⅠ和 ApxⅣ的亚单位疫

苗 A, 含 ApxⅠ、ApxⅢ和 ApxⅣ的亚单位疫苗 B 和

含 4种毒素的亚单位疫苗 C对强毒血清 1型、5型和

7 型 APP 的攻击可分别产生平均为 58.4%、66.6%和

91.7%的保护率, 对弱毒血清型 3型和 10型 APP的攻

击可分别产生平均为 82%、87.5%和 100%的保护率。

由此可知 , 亚单位疫苗随着组分中表达产物种类的

增加, 产生的免疫保护率也随之升高, 其中含 4 种毒

素的亚单位疫苗对所选 5 种血清型 APP 的攻击均能
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产生显著的免疫保护作用 , 显示了良好的应用前景 , 

为本病的防治提供了一种新的方法。 

含 4 种毒素的亚单位疫苗对于强毒血清 1 型、5

型和 7型APP的攻击可产生 87.5%、100%和 87.5%的

保护率, 说明在APP的致病过程中, 其他致病因子如

荚膜多糖、脂多糖、外膜蛋白等起着一定的作用。含

ApxⅠ、ApxⅢ和ApxⅣ的亚单位疫苗B对小白鼠的免

疫保护作用略优于含ApxⅠ和ApxⅣ的亚单位疫苗A, 

可能有两方面的原因：一方面与疫苗中Apx的致病性

有关。ApxⅠ和ApxⅡ均具有溶血活性和细胞毒性
[18,19], ApxⅣ具有溶血活性 , 且能够增强其他毒力因

子的致病性 , 而ApxⅢ仅具有细胞毒性 , 因此在致病

性方面ApxⅢ的作用弱于ApxⅠ、ApxⅡ和ApxⅣ。另

一方面与亚单位疫苗中Apx的含量有关 , 疫苗B中

ApxⅠ和ApxⅣ的含量低于疫苗A中的含量 , 因此当

强毒血清型 1型、5型和 7型APP攻击时, 疫苗B和疫

苗A产生免疫保护作用相近。 
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Cloning and Expression of Hemolytic-toxin from Actinobacillus pleuropneu-

moniae and the Immunoprotection in Mice

Aiqing Du, Youxiang Diao, Wei Zhang, Ruiping Zhang, Dapeng Zang, Fangna Liu 

(College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai’an 271018, China) 

Abstract: The Apx AⅡ 、Apx AⅢ 、ApxⅣA genes from Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 3 and the Apx A gene Ⅰ

from Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 5 were respectively cloned into the prokaryotic expression vector 

pGEX-5X-3.Then the recombinant expression plasmids were respectively transformed into E.coli BL 21 and fusion pro-

tein expression were induced by IPTG. The expression products were purified by precipitation with ammonium sulfate and 

chromatography on Sephadex G-200. SDS-PAGE indicated that the productsexpressed at a high level when the recombi-

nant E.coli BL21 was induced 2h, joining IPTG to final concentration 1mmol/L. Western blot analysis showed that the 

expression products had immunogenicity and specificity.Subunit vaccines were made by different purified expression 

products and Freund's adjuvant. Mice were immunized at 30 days and 45 days with the subunit vaccines. Then the mice 

were challenged with the APP of serotype 1, 3, 5,7or 10 at 60 days. The result of animal immunoprotection test showed 

that subunit vaccines (Apx A +ApxⅠ ⅣA, Apx A + ApxⅠ ⅢA +ApxⅣA ,Apx A +Ⅰ  Apx AⅡ  + Apx A + ApxⅢ ⅣA) could offer 

58.4%、66.6%、91.7% protection in mice against the challenge of serotype 1, 5 and 7 APP, respectively. These results 

suggested that the recombinant proteins had good immunogenicity and the subunit vaccine containing four kind of re-

combinant proteins could induce better immunoprotection. 

Keywords: Actinobacillus pleuropneumoniae; Hemolytic-toxin; Cloning and Prokaryotic expression; Immunoprotection. 
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