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胸膜肺炎放线杆菌 !"# 毒素与宿主的相互作用
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摘要：胸膜肺炎放线杆菌引起猪传染性胸膜肺炎，给养猪业造成严重的经济损失。PGQ 毒素是胸膜肺炎放

线杆菌主要的毒力因子，在该病原的感染与免疫中发挥“双刃剑”的作用。本文综述了近十多年来国内外在

胸膜肺炎放线杆菌 PGQ 毒素的研究进展，提出了毒素与宿主互作研究的必要性和技术可行性，认为毒素与

宿主相互作用研究将诠释此病原的分子致病机理。
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$ 胸膜肺炎放线杆菌及其 PGQ 毒素

猪传染性胸膜肺炎是目前全球养猪业中最常见

和最重要的猪呼吸道传染病之一，猪感染后主要表

现为严重的纤维素性肺炎和胸膜炎，造成急性死亡

或耐过猪生长缓慢，饲料报酬降低，给养猪业造成严

重的经济损失。病原菌为胸膜肺炎放线杆菌，有 %4
个血清型，其毒力由多因素决定，包括荚膜多糖、脂

多糖、转铁结合蛋白、脲酶和 PGQ 毒素等。用脉冲

电泳技术对 !."!、!/$!等 $ 个内切酶消化的基因

组进行分析，发现胸膜肺炎放线杆菌血清 % 型菌株

（"/J" 株）的基因组大小为 $R" S*，其它血清型在

$RF T $R" S* 之间［%］。(;;8)> 等（$//I）报道的血清

4* 型（U$/ 菌株）的基因组大小为 $$J""I$ *9，含有

大约 $/%$ 阅读框［$］。我国血清 F 型 VU/F 菌株的基

因组大小为 $$"$/’$ *9，包含 $/#J 个蛋白质编码序

列，’ 个 +P2D 操纵子和 ’F 个 8P2D 基因［F］。

PGQ（+)9)-8 @< 87) >8+,B8,+-= 8;K@<，PGQ）是由多

种革兰氏阴性细菌产生的一种外毒素。该毒素含有

富含甘氨酸和天冬氨酸的调控元，在 3!端有 # T "/

次的重复，此调控元可以结合钙离子，是毒素生物学

活性的关键。PGQ 具有可使脂质双层膜形成通道的

特性（9;+)!W;+A@<N -B8@X@8.），细胞渗透压变化引起细

胞肿胀，导致宿主细胞破裂。推测，2!端第 %F/ T "4/
位氨基酸是与毒素具有通道形成特性密切相关的区

域。在动物病原微生物中，能产生 PGQ 毒素的细菌

有胸膜肺炎放线杆菌，大肠杆菌和溶血性巴氏杆菌

等。不同血清型的胸膜肺炎放线杆菌分别表达 " 种

不同的溶血素（7)A;=.>@<>）或细胞毒素（B.8;8;K@<>），

即：D9K!、D9K"、D9K#和 D9K$。毒素的产生、激

活和分泌受 -9K3DCE 操纵元的控制。在通道形成

能力中，D9K!所致的通道最大，D9K#所致的通道

最小［"］。D9K!的溶血性最强，D9K#的细胞毒性最

强。D9K"具有弱的溶血性和弱的细胞毒性。在

D9K 操纵子中，D9KD 是毒素的结构蛋白，开始合成

时没有毒素活性，在 D9K3 作用下发生乙酰化，形成

D9K3!D9KD 复 合 体，毒 素 活 性 随 之 产 生。D9KC 和

D9KE 负责毒素 D 的转运与分泌。不同血清型菌株

毒力高低有差异，与分泌的毒素种类密切有关，能产

生 D9K!和 D9K"的菌株其毒力最强；毒素基因缺失



的突变株对猪和小鼠失去致病力［!］。因此，"#$ 毒

素失活的突变株可用于疫苗研究，研制一种能提供

针对 %! 个血清型的交叉保护的活疫苗，并建立配套

的区分活苗免疫猪和感染猪的 &’(!鉴别诊断方

法［)］，而 &’("*+,-.& 主要用于区分灭活苗免疫猪

和活菌感染猪。

"#$ 毒素是一种“双刃剑”，在动物感染后的疾

病发展中起主要作用，但是，胸膜肺炎放线杆菌的

"#$毒素（&’(）具有很强的免疫原性，耐过动物体

内能诱导产生很好的交叉保护性免疫力，能抵抗相

同和不同血清型菌株的感染，因而可用于亚单位疫

苗的研制［/］。通过细菌和酵母表达系统仅表达 &’(
毒素的结构蛋白 &’(&，由于无 &’(0 的激活，因此，

&’(-&，&’(--& 等没有毒素作用，仅保留其免疫原性。

如小鼠口服 &’(--& 转基因烟草，获得抵抗针对血清

1 型菌株感染的能力［2］，其保护机理是动物免疫后，

肺脏和肠道中发现 -3& 分泌细胞，产生局部特异性

-3&（如肺脏中）和血清 -34，而 -3& 是粘膜组织中含

量最多的免疫球蛋白，成为抗感染的第一道防线，阻

止病原的吸附和促进清除已感染的胸膜肺炎放线杆

菌；此外，肺脏中 -3& 能够调节炎症反应［5］。免疫接

种可降低感染后临床症状的严重性和动物死亡率，

但不能阻止感染。

!"# 胸膜肺炎放线杆菌与宿主靶细胞

!"#"! 胸膜肺炎放线杆菌感染后宿主细胞的反应：

胸膜肺炎放线杆菌感染动物后，炎症的发生和发展

是最常见和最主要的病理变化，已有的研究报道主

要集中对炎症机制研究。67789:; 等（%55!）采用了

<=8>;?8@ AB=> 和原位杂交技术检测了经气管内接种

胸膜肺炎放线杆菌血清 % 型菌株，在 1、C、2 和 1C ;
后猪肺泡液、肺泡细胞（主要是巨噬细胞）和肺组织

中细胞因子基因的转录，发现 #<D*（在感染前后没

有变化，但 -,*% 和 -,*2 与胸膜肺炎的发展和严重性

相关［%E］；0;=F 等（%555）用原位杂交技术在经福尔马

林固定石蜡包埋的感染猪肺组织中检测到 -,*%，-,*)
和 #<D*（的共同表达［%%］，这些结果证明了细胞因子

在胸膜肺炎中发挥着重要的作用。0;= 等（1EE!）［%1］

用 "#*G0" 技术和原位杂交技术，用不吃母乳的 /
日龄仔猪为模型，在感染后的不同时间段中，在感染

猪的肺脏中，检测到 -,*%E，-,*%1’H! 和 -,*%1’CE，这

些分子的出现总是与炎症有关，尤其是肺泡中的巨

噬细胞和嗜中性性细胞的存在相关，推测，这些白介

素分子与感染过程中疾病发展有关。0;= 等（1EEH）

体外试验发现，肺泡巨噬细胞被胸膜肺炎放线杆菌

感染 后，分 泌 产 生 一 氧 化 氮 合 成 酶 和 环 氧 酶*1
（0I:B==(I3?@79?*1），进而产生一氧化氮和前列腺素

+1（G4+1），并提出抑制这两种酶的活性将为本病

的治疗提供新的途径［%H］。

利用 双 向 电 泳 技 术 和 质 谱 方 法，G7JK7 等

（1EE)）［%C］分析感染胸膜肺炎放线杆菌后猪支气管

肺泡液蛋白质差异表达，发现了抗菌肽（G8=’;?@F@*1
和 G"*H2）以及钙结合蛋白（07B387@JBF@ 0）的表达上

调，认为 G"*H2 的浓度变化可以作为猪呼吸道健康

的生物标记；L=89?8 等（1EE2）［%!］用猪的 :M<& 芯片

和定量 "#*G0" 技术研究了猪感染胸膜肺炎放线杆

菌后，比较病变分值高和病变分值低的猪外周白细

胞中的基因表达，发现 51 个基因表达上调，C 个基

因表达下调，大多数差异表达基因涉及天然免疫系

统。N?O?3778O 等（1EE2）［%)］分 别 采 用 含 !H/! 个 和

1)2/5 个 G0" 产物制备的 :M<& 芯片研究了猪感染

本病原后肺脏和肝脏中宿主早期应答的分子特征，

结果发现，感染猪和非感染猪的肺脏、肝脏和支气管

淋巴结中等组织中分别有 H!/、/%H 和 %HE 个基因差

异表达极显著；在出现炎症的肺脏中，编码免疫激活

蛋白和天然免疫系统中的炎症介导因子的基因表达

上调；肝脏中编码不同急性反应因子的基因出现差

异表达。

在宿主细胞中，猪嗜中性细胞对 "#$ 毒素高度

敏感。嗜中性细胞是天然免疫系统的最基本成分，

当其渗出血管外到达组织中，通过吞噬和裂解作用，

清除细菌、寄生虫、真菌和病毒，发挥第一道防线的

功能。此外，嗜中性细胞可被入侵的微生物所激活，

产生对细胞具有毒性的物质和免疫调节因子，如 -,*
%，-,*%E，#<D*#。如果这些因子过量产生，将引起严

重的炎症反应，如肺出血性病变［%/ P %2］。与毒素相互

作用后，嗜中性细胞分泌炎症介导因子，如 -,*%$，

#<D*#，嗜中性细胞发生脱粒（O?387@JB7>F=@）等，最终

导致免疫应答的紊乱。对此方面的研究可阐明感染

本病原后，宿主细胞的病理变化以及致病机制。

!"#"# 感染宿主后胸膜肺炎放线杆菌特定基因的

诱导表达：对仅在动物体内表达的细菌基因的研究，

将有助于从病原菌的角度阐明分子致病机理。虽然

所有 血 清 型 的 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌 都 可 以 检 测 到

&’(-Q 基因，然而体外培养却不能产生该毒素，只能

在感染的动物体内才能检测到该毒素，并刺激动物

产生抗体，因此以 &’(-Q 为抗原建立的免疫学方法

1C% .;?@3(F7@ D7@ ?> 7B R S!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（1EE5）C5（1）



可以区分灭活疫苗和自然感染动物［!"#$%］。&’()* 体

内外表达差异提示动物体内某些特定因子的参与是

该毒素表达和分泌所必须，但目前尚未发现这些独

特的调控因子。

如同其它细菌一样，胸膜肺炎放线杆菌在体内

感染过程的第一步是吸附于宿主细胞上。胸膜肺炎

放线 杆 菌 能 吸 附 到 猪 肺 上 皮 细 胞 中（+,-.-/0 等

$%%1）［$!］，主要原因是该病原菌 234 中的 5 抗原能

结 合 细 胞 膜 中 的 磷 脂 酰 乙 醇 胺

（36,7’6089:;<-860=,<0/9=-）［$$］。该菌具有!型纤毛，

其操纵子由 0’>&+?@ 组成，编码产生 !A .@0 的蛋

白［$1］。把启动子与 2B(&+ 报告基因融合的试验证

实，只有在特定的培养基和接触猪肺上皮细胞后，启

动子的活性发生上调，0’>&+?@ 操纵子才转录［$C］，说

明该基因的启动子的调控是十分严格。

!""" 年，DB<<-E 等首次建立并使用体内诱导表

达技术（)*FG）技术研究动物感染本病原后，病原基

因表达的差异，与体外培养相比，发现了 C 个克隆，

它们分别与 9<H<、9<H@& 操纵子、4-IF#JB7K 操纵子和

/E’ 基因同源［$L］；利用 4?5G4 技术，+0<8-E 等于 $%%C
年检测了感染猪发生坏死的肺脏中胸膜肺炎放线杆

菌的基因表达，鉴定了 CM 个基因，其中 $% 个基因与

曾经报道的胸膜肺炎放线杆菌和其它细菌的体内表

达基因、细菌毒力基因一致［$M］；通过模仿感染动物

肺内的环境即缺少支链氨基酸的条件，N0=O-E 等

（$%%M）［$A］应用 )*FG 研究了本病原的基因表达，在

1$ 个体内诱导表达的基因中，P 个基因在缺乏异亮

氨酸和亮氨酸中获得诱导表达，参与支链氨基酸生

物合成。+0<8-E 等（$%%A）［$P］应用 4?5G4 技术，从慢

性感染猪模型（感染后 $! :）的肺脏中所回收的胸膜

肺炎放线杆菌中，发现了一种毒力相关蛋白，大小为

!%C .@0，存在于 !L 个血清型的 &33 中，并受广泛存

在的 厌 氧 调 节 因 子 Q<;R 的 调 节。@-7<0=:-7 等

（$%%A）［$"］比较了在含丰富铁源和不含铁的培养基

上增殖的胸膜肺炎放线杆菌的转录特征，发现了

$!% 个差异表达的基因，其中 "$ 个基因表达上调，

很多基因已经确认可能与铁的获取有关，如编码 $
个 G,=+ 能量转换蛋白以及血红蛋白受体 QOS&，同

时也发现了许多新的铁摄取系统和一些表达下调的

基因。

! 国内研究现状

鉴于该病对养猪业造成的严重危害，近 !% 年

来，我们对该病开展了基础和应用研究。应用间接

血凝试验对我国大多数省市进行了广泛的流行病学

调查，明确了血清型 !、1、A 为我国优势血清型，研制

了标准抗原和标准的分型血清，并建立了分型的血

清学方法；从患病动物中分离了病原菌［1%］，建立了

通用的 3?T 检测方法和用于区分不同血清型的基

因分型 3?T 方法；考虑到细菌毒力相关因子在该病

原致病性上的重要意义，我们克隆和表达了毒素

&’("［1!］、&’(#［1$］、&’($［11］和 &’(!［$%］，并以表达

的 TGR 毒素和菌体为主要的抗原研制了新型菌苗。

在毒素研究的基础上，构建了 &’(#失活的突变株，

对相同血清型和不同血清型的保护力分别为 !%%U
和 A%U［1C］。另外，制备了 &’("，&’(#，&’($的

单抗，分析了抗原表位［1L］。毒力相关因子，尤其是

毒素基因的获得和表达产物的纯化，为研究致病机

理的研究提供了很好的素材。

值得一提的是，华中农业大学 $%%P 年对我国流

行的胸膜肺炎放线杆菌菌株（V2%1 株，血清 1 型）进

行了基因组测序与解析，明晰了基因组大小和开放

阅读框［1］，这些结果与 D,,8- 等（$%%P）［$］发表的血清

L 型 2$% 菌株基因组序列一起，为进一步开展本病

原菌与宿主相互作用提供较为完整的生物信息学知

识。

令人高兴的是，近年来，我国对本病原菌的研究

十分活跃。兰州兽医研究所逯忠新、山东农业大学

刁有祥、江苏农科院和四川农业大学等高校和研究

所也开展了病原分离鉴定、流行病学和防治措施研

究等相关的研究。我国幅员辽阔，不同地区的疾病

发生有不同的特点，不同单位开展的研究结果，为此

病防治的基础研究和应用研究提供了丰富的线索。

" 毒素与宿主相互作用研究的必要性

疾病是病原微生物与机体之间互相作用的结

果，细胞一旦被微生物感染后，细胞内各种成分的表

达将发生明显的改变。由于病原不同，很多宿主基

因的表达也会发生改变，如编码细胞因子、细胞凋亡

相关因子、生长因子、与应激和信号传导相关的反应

等。近年来开展的胸膜肺炎放线杆菌与宿主相互作

用后特定毒力基因的表达研究，主要采用信号标签

技术（49O=08BE-#80OO-: /B80O-=797，4GW）和体内表达技

术（)= H9H, -(’E-779,= 8-I6=,<,O;，)*FG）［1M X 1A］；TG#3?T
和 4,B86-E= S<,8 技术用于研究宿主靶细胞中基因的

表达（主要是细胞因子）等，但不能进行细胞基因表
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达的全方位评估。实时定量 !" # $%! 已经应用于

无铁源培养基中生长的胸膜肺炎放线杆菌看家基因

稳定性表达研究［&’］。近年来，功能基因组学和蛋白

质组学研究技术的日益完善并得到广泛应用。同

时，令人鼓舞的是，猪基因芯片的研制成功并商业

化［&(］，为开展在病原微生物与猪靶细胞相互作用研

究等研究建立了极好的技术平台。

高毒力胸膜肺炎放线杆菌感染给养猪业带来的

严重损失，动物单独注射毒素，可引起与接种完整病

原菌相同的症状和临床经过。因此，研究胸膜肺炎

放线杆菌及其产生的毒素，在动物体内外特异性诱

导靶细胞基因差异表达，发现宿主细胞中与致病相

关基因，并探索基因产物参与的细胞内信号传递途

径，并与细菌基因表达相联系。研究结果必将进一

步阐明胸膜肺炎放线杆菌及其毒素分子致病机理，

也为其它革兰氏阴性细菌 !") 毒素的研究提供借

鉴作用。
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本刊荣获 SFF\ 年度“中国精品科技期刊”称号

SFF\ 年 QS 月 Z 日中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心召开的“中国科技论文统计结果发布会”上，《微生物学

报》被评为 SFF\ 年度中国精品科技期刊。

据中国科学技术信息研究所 SFF\ 年 QQ 月公布的统计结果，我国大陆的科技期刊已达 TF\S 种、中国科技核心期刊 QGTY
种，此次“精品科技期刊服务与保障系统项目组”评选出 ESE 种精品科技期刊。
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