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要!运用
345

方法扩增副猪嗜血杆菌
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株荚膜多糖输出蛋白"

4373

#基因!克隆至
8

9:!%/;

载体'经鉴

定测序验证后!将获得的
./0/

基因克隆至
8

7;!*0<

"

=

#原核表达载体!构建原核表达质粒
8

7;!*0<!4373

!转化

大肠杆菌
>?0%

"

:7*

#!

@3;A

诱导表达!进行
6:6!3BA7

以及
CD,EDF-GH#E

分析免疫原性!纯化
4373

!并用纯化的

蛋白免疫小鼠!检测其特异性血清
@

I

A

抗体水平及攻毒保护率'结果显示!成功构建原核表达质粒
8

7;!*0<!

4373

&

6:6!3BA7

分析结果显示!得到约
*2JK

的蛋白&

CD,EDF-GH#E

分析显示!

4373

能与
L

8

,64!%

阳性血清发

生抗原抗体的特异性反应!证实该重组
4373

蛋白具有反应原性'以致死剂量的强毒株
64!%

攻毒
4373

免疫小

鼠!重组蛋白的免疫能够减缓发病!并表现出
)&M

的保护率'重组蛋白
4373

的部分保护作用表明其可以作为免

疫候选因子!为未来副猪嗜血杆菌标准化疫苗的研制奠定基础'

关键词!副猪嗜血杆菌&荚膜多糖输出蛋白基因&克隆表达&免疫原性
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猪的多发性浆膜炎和关节炎"革拉泽病!

AHa,,DF

(

,"$,D<,D

#!由副猪嗜血杆菌感染引起!该病

已成为全球范围内影响养猪业的典型细菌性疾病之

一)

%

*

'近几年!副猪嗜血杆菌病在中国日趋流行!很

多地区分离到该病原体'副猪嗜血杆菌血清型复杂

多样!中国流行的优势血清型为
)

+

2

+

%0

+

%*

型!与国

外的优势血清型
)

+

2

+

%*

基本相同并存在差异)

0

*

'

不同血清型副猪嗜血杆菌之间的致病力差异较大!

且同一血清型的不同分离株其毒力也存在差异

性)

*

*

'由于不同血清型之间缺乏有效的交叉保护

性!未感染猪群与感染猪群混养后!交叉感染严重!

造成单独群体感染多个血清型!甚至单个个体感染

不同血清型的困境!使得应用疫苗防控该病尤为困

难'

型特异性的灭活疫苗可以成功控制该病的发

生!而不同血清型之间缺乏交叉保护!多价灭活疫苗

对不同血清型毒株攻击时的安全有效保护作用在实

验室及田间试验中都得到了证实)

)

*

'然而!还有研

究证实有毒力的菌株对相同血清型的不同菌株没有

保护性!甚至对同源菌株也没有保护性!这表明保护

抗原与毒力因子或型特异性抗原并不一致)

2!.

*

'体

外培养菌株制备的灭活疫苗不能有效抵抗同血清型

甚至同株菌株的感染!推测跟灭活疫苗不能提供感

染过程中病原特异性表达"在宿主体内表达而在体

外培养不表达#的那部分抗原有关'因此疫苗研究

过程应该加深对副猪嗜血杆菌保护性抗原以及毒力

因子的认识!从而改善现有灭活疫苗效果'
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#是通过体内诱导抗原技术"
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*筛选到

的
%

个副猪嗜血杆菌体内诱导基因!其表达产物为

荚膜多糖输出蛋白!推测它可能在细菌感染机体的

过程中起到重要的作用'大多数报道称荚膜多糖蛋

白是很多细菌的毒力因子)

(!%%

*

'

;'9#F#OKN$

等)
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*

研究报道!分离自健康猪上呼吸道的大多数副猪嗜

血杆菌都有荚膜!从其他部位分离的菌株中无荚膜

的菌株占多数'荚膜与巴氏杆菌科的几个成员在上

呼吸道的定居有关!包括嗜血杆菌属'对于属于巴

氏杆菌科嗜血杆菌属的副猪嗜血杆菌而言!还没有

报道称荚膜多糖蛋白与其毒力有关!目前仅认为该

蛋白为巴氏杆菌科的潜在毒力因子'荚膜多糖输出

蛋白基因位于荚膜多糖合成基因的上游!该基因编

码产物通常负责将荚膜多糖从细胞质输送到细胞表

面'该基因在体内的表达上调有可能导致荚膜多糖

蛋白的表达上调'因此!笔者先选择荚膜多糖输出

蛋白基因进行克隆表达!证实它的功能与作用具有

重要意义'

本研究采用
8

7;!*0<

"

=

#表达载体构建原核表

达质粒
8

7;!*0<!4373

!选用
>?0%

"

:7*

#作为宿主

菌进行表达!通过优化条件!以期获得高水平的表

达'运用
CD,EDF-GH#E

方法分析了该蛋白的生物学

活性!同时!将大量表达的产物经镍离子柱纯化并免

疫小鼠!测定抗体水平及保护率!为副猪嗜血杆菌疫

苗的研制奠定基础'

#

!

材料与方法

#E#

!

菌株"血清"实验动物与试剂

副猪嗜血杆菌
64!%

株"血清
%0

型#!由本室分

离鉴定并保存)

%*

*

&

:L2

#

+

>?0%

"

:7*

#株!表达载体

8

7;!*0<
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#!本室保存&人工感染
I1

D

$'$46(464!

%

株阳性血清由本实验室制备保存&

@̀@!*

阳性质粒

由本实验室构建'

)

$

(

周龄雌性昆明鼠!购自四川

大学华西医学院'

8

9:!%/;6$N

8

HD

载体+

G$EL

"
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"

+

:UB ?$
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<E$#- b$E D̀F'0'%

+

7SH$

K

:UB

D

+=

9

E&'$4&

及低分子量蛋白质
9<FJDF

均购

自大连宝生物有限公司&

9<FJDF

%

购自天根生物公

司&

7'@'U'B

8

H<,N$"N$-$

8

FD

8

J$E

及
7'@'U'BADH

7SEF<RE$#-b$E

购自
\97AB

公司&琼脂糖购自

3F#ND

I

<

公司&胰蛋白胨及酵母浸出干粉均为
\[!

\@:

公司产品&辣根过氧化物酶标记兔抗猪
@

I

A

!购

自北京博奥森生物技术有限公司&酶标板购自

4#,E<F

&可溶性
;9>

底物显色液+

:B>

购自北京天

根生化工程有限公司'

U$!<QQ$-$E

Z

RPF#N<E#

I

F<

8

P

购自
>$#!5<"

公司'咪唑购自美国
BNFD,R#

公司'

#E!

!

副猪嗜血杆菌
()*#

株
-./.

基因的扩增

根据
5%5!*

基因的序列"

AD-><-J

登录号$

00.
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飞等$副猪嗜血杆菌
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株荚膜多糖输出蛋白的表达及其免疫原性分析

L9&.*)%)

#以及表达载体
8

7;!*0<

"

=

#的特性!设

计
%

对扩增全长基因的引物!扩增
./0/

基因!产

物长度为
%%20G

8

'引物由上海英骏公司合成'设

计合成引物序列如下!

4373!V

$

2c!AAB;44B;!

A;A;BBA;;BB4;BBBA4;4;;A!*c

"下划线

处 为
G$EL

"

酶 切 位 点#!

4373!5

$

2c!4;4!

ABA;;B44BB;;44;4B4;4;;BBAB;!*c

"下

划线处为
J,+

"

酶切位点#'

以
5%5!*

为模板!

345

的反应条件$

/)d

预变

性
2N$-

&

/)d

变性
*&,

!

22d

退火
%N$-

!

10d

延

伸
0N$-

!

*&

个循环&

10d

延伸
%&N$-

'

345

产物

用
%'&M

琼脂糖凝胶电泳鉴定'

#E'

!

副猪嗜血杆菌
()*#

株荚膜多糖输出蛋白基因

的克隆及鉴定

把回收纯化的
./0/

基因片段克隆进
8

9:!%/;

,$N

8

HD D̀RE#F

!连接体系$

8

9:%/!;6$N

8

HD

载体
%

&

?

&

./0/

基因胶回收
345

产物
)

&

?

&

6#HKE$#-

"

2

&

?

&总体积为
%&

&

?

'

%.d

连接过夜!转化
:L2

#

'

挑选转化后生长的白色菌落进行菌落
345

鉴

定和酶切鉴定'

345

鉴定反应条件$

/)d

预变性
2

N$-

&

/)d

变性
*&,

!

22d

退火
%N$-

!

10d

延伸
%

N$-

!

*&

个循环&

10d

延伸
%&N$-

'

345

产物进行

%'&M

琼脂糖凝胶电泳检测'

将
?>

平板上经菌落
345

鉴定为阳性单菌落

接种于
2N?

含
BN

8

"

%&&

&

I

,

N?

e%

#

?>

液体培养

基中!

*1 d

振摇过夜'按照
\97AB

公司质粒小

量抽提试剂盒要求!进行抽提质粒'将抽提的质粒

进行
G$EL

"

+

J,+

"

双酶切!取
%&

&

?

酶切产物进

行琼脂糖凝胶电泳检测结果'

#E$

!

重组质粒的序列测定及序列分析

将菌落
345

鉴定+双酶切鉴定均正确的菌液送

上海英骏有限公司测序!用
>H<,E

将测序结果与

AD-><-J

上公布的基因参考序列相比较!分析其相

似性'

#E%

!

原核表达载体
-

+F*'!4*)@+@

的构建与鉴定

将保存的
8

9:!%/;!4373

重组菌和
8

7;!*0<

"

=

#原核表达载体菌扩大培养并抽提质粒
:UB

后

同时用
G$EL

"

+

J,+

"

进行双酶切!取酶切产物琼

脂糖凝胶电泳!将目的片段切下回收纯化!采用

:UB?$

I

<E$#-b$E

进行
%.d

连接!过夜后转化大肠

杆菌
:L2

#

感受态细胞!将培养液涂布于含
BN

8

"

%&&

&

I

,

N?

e%

#的平板上!

*1d

培养过夜!挑选单

个菌落进行菌落
345

鉴定'

在平板上挑取经鉴定正确菌落的剩余部分!接

种于
2N?

含氨苄青霉素的
?>

液体培养基!振荡培

养
%0

$

%.P

!提取质粒!进行
G$EL

"

+

J,+

"

双酶

切鉴定!取双酶切产物进行琼脂糖电泳分析'将成

功构建的
8

7;!*0<!4373

重组菌扩大培养!抽提质

粒!转化
>?0%

"

:7*

#'将鉴定为阳性的菌种保存'

#E&

!

重组荚膜多糖输出蛋白的表达与鉴定

%'.'%

!

重组荚膜多糖输出蛋白的初步表达鉴定
!

!

在 菌 液 中 加 入
@3;A

!使 其 终 浓 度 为
%'&

NN#H

,

?

e%进行诱导'然后继续培养
*P

!取
%N?

离心后冰中待用!在样品中加入
%f6:6?#<"$-

I

>KQQDF%&&

&

?

!沸水中煮
2N$-

!

%0&&&F

,

N$-

e%离

心
%N$-

!取
%2

&

?

上清液上样电泳!并加入低分子

量蛋白质
9<FJDF

作参考!凝胶经考马斯亮蓝染色

后脱色!照相保存'

%'.'0

!

表达条件的优化
!!

重组表达菌经过初步

表达鉴定!对其表达条件进行优化$诱导剂
@3;A

终

浓度选用
&')

+

&'.

+

&'(

+

%'&NN#H

,

?

e%

&诱导时间

分别选用
0

+

*

+

2P

'

%'.'*

!

重组
4373 CD,EDF-GH#E

分析
!!

用副猪

嗜血杆菌
64!%

株阳性猪血清对重组
4373

进行免

疫印迹检测!具体方法$

@3;A

诱导的重组
4373

菌

超声破碎裂解液经
6:6!3BA7

电泳后!半干电转印

至
U4

膜上'电转印结束后!转移
U4

膜至含
2M

>6B

封闭液中!

*1 d

反应
%P

!倒掉封闭液!用

3>6;

清洗膜
*

次!每次
2N$-

&加入用封闭液
%g2&

倍稀释的副猪嗜血杆菌
64!%

株的混合血清!完全浸

泡
U4

膜!在水浴振荡器上
.&F

,

N$-

e%

+

*1d

反应

%P

!尽弃血清!用
3>6;

清洗膜
*

次!每次
2N$-

&加

入用封闭液
%g2&&

倍稀释的辣根酶标记兔抗猪

@

I

A

!

*1d.&F

,

N$-

e%反应
%P

!弃尽二抗反应液!

用
3>6;

清洗膜
*

次!每次
2N$-

&倒掉洗液!加入

:B>

!反应
2

$

%2N$-

!观察显色情况'用去离子水

洗膜以终止显色!对
U4

膜上的条带进行照相+分析

及保存'

#EG

!

重组荚膜多糖输出蛋白的纯化与复性

将阳性重组菌菌液按
%g2&&

接种
%?

!

?>

"含

%&&

&

I

,

N?

e%

BN

8

#培养基!

*1 d

振荡培养至

\:

.&&-N

为
&'2

$

&'(

加入
@3;A

!使其
@3;A

终浓度

为最佳诱导浓度!再将其
*1d

振荡培养至最佳诱导

时间'裂解后将重组蛋白进行
6:6!3BA7

电泳分

析'

;F$,!L4H

重悬细菌!

%0&&&F

,

N$-

e%离心
%

N$-

!弃上清'在沉淀中加入
*.N?0&NN#H

,

?

e%

*0.
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L('&;F$,!L4H

重悬细菌!并加入溶菌酶"

%&

N

I

,

N?

e%

#

) N?

!使 溶 菌 酶 的 终 浓 度 为
%

N

I

,

N?

e%

!

)d

过夜'再将溶菌酶处理后的菌液

在冰浴条件下进行超声波破碎处理"

0&&

$

*&&C

!

间歇使用!超声破碎
*&N$-

#!

%0&&&F

,

N$-

e%离心

%&N$-

!弃上清'加上样
>KQQDF0&N?

!漩涡振荡
*&

N$-

重悬沉淀!再
%0&&&F

,

N$-

e%离心
%&N$-

!收

集上清!并用
&')2

&

N

的滤膜过滤样品'先用超纯

水洗脱存留在填料中的酒精!流速为
*N?

,

N$-

e%

!

洗脱
0&

$

*&N$-

!至紫外吸收值平衡'换用上样

>KQQDF

!流速为
%'2N?

,

N$-

e%

!洗
*&N$-

!至紫外

吸收值平衡之后换用处理后的样品!上样流速应尽

量慢!

&'2N?

,

N$-

e%

!待上完样品仍用上样
>KQQDF

至平衡'分别依次从低浓度到高浓度的咪唑
>KQQDF

梯度"

0&

+

)&

+

.&

+

%&&

+

0&&

+

2&&NN#H

,

?

e%

#洗脱!洗

脱流速为
%N?

,

N$-

e%

!洗脱体积为
04̀

"

4̀

为

柱床体积#!当紫外吸收值出现峰时应及时收集该段

液体!每收集完待平衡后换下一种浓度的咪唑!至

2&&NN#H

,

?

e%咪唑洗脱平衡'将收集的液体吸取

%.

&

?

加入
)

&

?2f6:6?#<"$-

I

>KQQDF

煮沸
2

N$-

!取
%2

&

?

上样
6:6!3BA7

电泳鉴定'

将收集的样品装入已经处理好的透析袋中!置

于复性缓冲液中"

%f3>6

!

%NN#H

,

?

e%

7:;B

!尿

素!

8

L('&

#在
)d

进行梯度透析!复性缓冲液中的

尿素浓度依次递减!即按
.

+

)

+

*

+

0

+

%

和
&N#H

,

?

e%

依次进行蛋白复性!换液间隔时间为
%0P

!最后测

定其蛋白质的含量'

#EH

!

重组
)@+@

免疫保护性研究

将纯化的重组荚膜多糖输出蛋白"

B

组#+副猪

嗜血杆菌
64!%

全菌灭活抗原"

>

组#!与弗氏佐剂进

行乳化!分
0

次间隔
0

周皮下多点接种小鼠!同时!

设立
3>6

加佐剂"

4

组#+

3>6

"

:

组#作为对照!每组

%&

只昆明小鼠'

B

组疫苗含有重组荚膜多糖输出

蛋白
%&&

&

I

!并用弗氏佐剂进行
%g%

乳化&

>

组免

疫活菌数达
%&

%&

4VW

,

&'*N?

e%

!

*1d

甲醛灭活

0)P

!再用弗氏佐剂进行
%g%

乳化&首免佐剂为完

全弗氏佐剂!二免佐剂为不完全弗氏佐剂'均采用

皮下多点注射免疫!共免疫
0

次!每次间隔
0

周!并

在
&

+

%)

+

0("

断尾采血参照文献)

%)

*方法做
7?@6B

检测免疫效果'参照文献)

%2

*中给出的
I1

D

$'$B

46(4 64!%

半 数 致 死 量
?:

2&

h %')* f %&

/

4VW

,

N?

e%

!二免
0

周后以
%&&&?:

2&

进行攻毒'

连续
%

周观察小鼠死亡情况!并统计保护率'

!

!

结
!

果

!E#

!

副猪嗜血杆菌
()*#

株荚膜多糖输出蛋白基因的扩增

荚膜多糖输出蛋白基因的
345

产物大小为

%%20G

8

!经过琼脂糖凝胶电泳分析!获得与预期大

小相符的片段"图
%

#'

9':UB

相对分子质量标准"

9<FJDF

%

$

)'2

+

*'&

+

0'&

+

%i0

+

&'(

+

&'2

+

&'0JG

#&

%'./0/345

产物

9':UBN<FJDF

"

9<FJDF

%

$

)'2

!

*'&

!

0'&

!

%'0

!

&'(

!

&'2

!

&'0JG

#&

%'345

8

F#"KRE#Q./0/

图
#

!

荚膜多糖输出蛋白基因
@)I

产物

J1

9

E#

!

FA/@)I

-

.258:;2?:4

-

08>4.

-

2>

<

04::A4.15//,

-

2.;

-

.2;/13

9

/3/

!E!

!

副猪嗜血杆菌
()*#

株荚膜多糖输出蛋白基因

的
F*=

克隆及鉴定

0'0'%

!8

9:!%/;!4373

的菌落
345

鉴定
!!

胶

回收纯化
./0/

基因与
8

9:!%/;,$N

8

HD D̀RE#F

相连!转化至
:L2

#

!过夜培养后随机挑取
*

个菌落

进行菌落
345

鉴定!扩增出与预期
%%22G

8

相符的

条带"图
0

#'

9':UB

相对分子质量标准"

9<FJDF

%

$

)'2

+

*'&

+

0'&

+

%i0

+

&'(

+

&'2

+

&'0JG

#&

%

$

*'

8

9:!%/;!4373345

鉴定

9':UBN<FJDF

"

9<FJDF

%

$

)'2

!

*'&

!

0'&

!

%'0

!

&'(

!

&'2

!

&'0JG

#&

%!*'3F#"KRE#Q

8

9:!%/;!4373

图
!

!

-

KL*#MF*)@+@

的菌落
@)I

鉴定结果

J1

9

E!

!

)2>23

<

@)I:23?1.74;1232?

-

KL*#MF*)@+@

0'0'0

!8

9:!%/;!4373

的双酶切鉴定
!!

挑取经

菌落
345

鉴定正确的菌落接种于
2N?

的
?>

中振

荡培养
%0

$

%.P

!抽提质粒'用
G$EL

"

+

J,+

"

对

)0.



!

)

期 张
!

飞等$副猪嗜血杆菌
64!%

株荚膜多糖输出蛋白的表达及其免疫原性分析

该质粒进行双酶切!然后经过琼脂糖凝胶电泳分析

结果'经过双酶切后!得到大约
01&&

和
%0&&G

8

大小的
0

条条带"图
*

#!与预期相符!表明该基因已

经成功克隆到
;

载体上'

9':UB

相对分子质量标准"

9<FJDF

%

$

)'2

+

*'&

+

0'&

+

%i0

+

&'(

+

&'2

+

&'0JG

#&

%'

8

9:!%/;!4373

双酶切鉴定

"

G$EL

"

%

J,+

"

#

9':UBN<FJDF

"

9<FJDF

%

$

)'2

!

*'&

!

0'&

!

%'0

!

&'(

!

&'2

!

&'0JG

#&

%':$

I

D,E$#-#QFDR#NG$-<-E

8

H<,N$"#Q./0/

I

D-D

"

G$EL

"

%

J,+

"

#

图
'

!

-./.

基因的
F

克隆重组质粒的双酶切鉴定结果

J1

9

E'

!

65/3;1?1:4;123;A/./:27B1343;

-

>4071502?-./.

9

/3/B

<

/3N

<

7/51

9

/0;123

!E'

!

重组质粒的序列测定及序列分析

./0/

基因的
;!B

克隆质粒测序结果表明!扩

增的
./0/

基因长度为
%%22G

8

'运用
:UB6E<F

软 件 包 中
9D

I

BH$

I

-

模 块 将
64!%

株
4373

"

L9&.*)%)'%

#基因序列同包括
6L&%.2

+

Tj&/&.

两个中国分离株在内的另外
%1

株相应序列进行同

源性比对!并对中国分离株的氨基酸序列进行比对'

运用
4HK,E<H[%'(*

和
97AB2'&

"

Uj

法#绘制系统

进化树'

结果显示!

64!%

株与
6L&%.2

株相似性高达

//'1M

"图
)

#!而
64!%

株+

6L&%.2

株与
Tj&/&.

的

4373

基因序列对比!相似性仅分别为
*('1M

+

*/i%M

'系统进化分析显示 "图
2

#!

64!%

株与

6L&%.2

株位于同一分支'参考
U4>@

注释及文献

)

%.

*!在系统进化树中标记了菌株来源+所属血清型

及各血清型的致病性'

L)02

株+

6:!()!%2//2

株+

64!%

株+

U<

I

<,<J$

株+

6L&%.2

株等致病性较强的

菌株位于同一分支!而
%*%

株+

42

株+

6C%%)

株+

:1)

株+

%1)

株等致病性较弱的菌株位于同一分支!

可推测
./0/

基因与
I1

D

$'$46(4

的致病性相关!

其相关机理有待进一步研究'

根据
*

株中国分离株测序结果推测其
./0/

序列均编码
*()

个氨基酸!序列比对显示!

*

个基因

高度相似'同为
I1

D

$'$46(4

血清
%0

型的
64!%

株

与
Tj&/&.

株
./0/

基因虽然基因序列比对相似度

较低!但氨基酸序列比对相似度为
%&&M

'

I1

D

$B

'$46(4

血清
2

型
6L&%.2

株与
64!%

株及
Tj&/&.

株

./0/

基因推测氨基酸相比!同样表现出较高的相

似度!不同之处在于!

6L&%.2

株第
%00

位氨基酸由

;

变为
B

!

*%.

位氨基酸由
;

变为
@

"图
.

#'

运用
:UB6E<F

软件中的
3F#ED<-

模块对
64!%

株
./0/

推测氨基酸序列的亲水性和抗原指数分

析表明"图
1

#!

4373

蛋白具有较高的亲水性!主要

包括
0/

-

).

+

2(

-

(2

+

/)

-

%0%

+

%.)

-

%(.

+

0&&

-

00*

+

0*%

-

02*

+

*&&

-

*0*

区段!同时可以看出亲水

性区域的抗原指数都较高'

图
$

!

-./.

基因的相似性分析

J1

9

E$

!

O272>2

9<

434>

<

0102?-./.

9

/3/0

20.
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'/.P

内致死&

$

'

尸体剖检可见严重多发性浆膜炎&

%

'

临床症状温和!总体有轻微损伤&

&

'

无临床症状和损伤

#

';PD$,#H<EDR<K,D""D<EP#FN#F$GK-"$E

Z

]$EP$-)!"<

Z

&

$

';PD$,#H<EDR<K,D"

8

#H

Z

,DF#,$E$,

&

%

';PD$,#H<EDR<K,D"

N$H",

Z

N

8

E#N,<-"HD,$#-,

&

&

'U#RH$-$R<H,

Z

N

8

E#N,#F

I

F#,,HD,$#-,

图
%

!

-./.

基因遗传进化树分析

J1

9

E%

!

@A

<

>2

9

/3/;1:;.//434>

<

0102?-./.

9

/3/0

图
&

!

中国分离株
-./.

氨基酸序列对比

J1

9

E&

!

)27

-

4.10232?471324:1513-./.2?)A134102*

>4;/0

!E$

!

原核表达载体
-

+F*'!4*)@+@

的构建与鉴定

挑取重组原核表达质粒的转化菌落进行
345

!

能扩增出大约
%%20G

8

的条带"图
(

#'将该质粒用

G$EL

"

和
J,+

"

进行双酶切!分别获得
%%20G

8

和约
2/&&G

8

的条带"图
/

#'菌落
345

结果和双

酶切结果表明原核表达载体构建成功'

!E%

!

重组荚膜多糖输出蛋白的表达与鉴定

0'2'%

!

重组荚膜多糖输出蛋白的初步表达鉴定

将
./0/

基因的原核表达质粒
8

7;!*0<!4373

图
G

!

()*#-./.

蛋白的亲水性和抗原指数分析

J1

9

EG

!

O

<

5.2

-

A1>1:1;

<-

>2;

#

43;1

9

/3135/,434>

<

0102?()*#-./.

-

.2;/13

转入大肠杆菌
>?0%

"

:7*

#用
@3;A

进行诱导表达!

6:6!3BA7

结果表明$诱导后的
8

7;!*0<!4373

原

核表达重组大肠菌在分子量约
*2JK

处出现特异性

蛋白条带!与预期的重组荚膜多糖输出蛋白大小基

本一致'相对应未经诱导的重组大肠菌没有出现此

条带"图
%&

#!上述结果初步表明重组荚膜多糖输出

蛋白"

8

7;!*0<!4373

#在大肠杆菌中获得表达'

0'2'0

!

表达条件的优化
!!

选择不同浓度的

@3;A

对重组荚膜多糖输出蛋白进行诱导表达!样

品经处理后上样电泳!

6:6!3BA7

电泳结果显示!

@3;A

最佳的工作浓度为终浓度
%'&NN#H

,

?

e%

"图
%%

#'对最佳诱导时间的优化!可见诱导
2P

的

目的条带着色最浓!则最佳诱导时间为诱导后
2P

"图
%0

#'

0'2'*

!

重组荚膜多糖输出蛋白
CD,EDF-GH#E

分析

用副猪嗜血杆菌
64!%

株阳性猪血清对重组荚

.0.
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株荚膜多糖输出蛋白的表达及其免疫原性分析

9':UB

相对分子质量标准"

9<FJDF

%

$

)'2

+

*'&

+

0'&

+

%i0

+

&'(

+

&'2

+

&'0JG

#&

%

$

*'

8

7;!*0<!4373345

鉴定

9':UB N<FJDF

"

9<FJDF

%

$

)'2

!

*'&

!

0'&

!

%'0

!

&'(

!

&i2

!

&'0JG

#&

%!*'3F#"KRE#Q

8

7;!*0<!4373

图
H

!

-

+F*'!4*)@+@

的菌落
@)I

鉴定结果

J1

9

EH

!

)2>23

<

@)I:23?1.74;1232?

-

+F*'!4*)@+@

9':UB

相对分子质量标准"

9<FJDF

%

$

)'2

+

*'&

+

0'&

+

%i0

+

&'(

+

&'2

+

&'0JG

#&

%

$

*'

8

7;!*0<!4373345

的

G$EL

"

%

J,+

"

双酶切鉴定

9':UBN<FJDF

"

9<FJDF

%

$

)'2

!

*'&

!

0'&

!

%'0

!

&'(

!

&'2

!

&'0

JG

#&

%!*'

8

7;!*0<!4373"$

I

D,ED"G

Z

G$EL

"

%

J,+

"

图
M

!

-

+F*'!4*)@+@

的双酶切鉴定结果

J1

9

EM

!

65/3;1?1:4;123;A/./:27B1343;

-

>4071502?

-

+F*

'!4*)@+@

9

/3/B

<

/3N

<

7/51

9

/0;123

9'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

重组菌的诱导期表达&

0'

重组菌的诱导后表达

9'3F#ED$-N<FJDF

&

%'

8

7;!*0<!4373GDQ#FD$-"KRE$#-

&

0'

8

7;!*0<!4373<QEDF$-"KRE$#-

图
#"

!

重组质粒
-

+F*'!4*)@+@

在大肠杆菌
PQ!#

$

L+'

%

中的表达结果

J1

9

E#"

!

+,

-

./001232?;A/./:27B1343;

-

>407150

-

+F*'!4*

)@+@13/01%)(PQ!#

$

L+'

%

9'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

未诱导
8

7;!*0<

"

=

#表

达&

0'

诱导后
8

7;!*0<

"

=

#表达&

*'@3@A&')NN#H

,

?

e%

&

)i@3@A &i. NN#H

,

?

e%

&

2'@3@A &'( NN#H

,

?

e%

&

.'@3@A%'&NN#H

,

?

e%

9'3F#ED$-N<FJDF

&

%'

8

7;!*0<

"

=

#

GDQ#FD$-"KRE$#-

&

0i

8

7;!

*0<

"

=

#

<QEDF$-"KRE$#-

&

*'&') NN#H

,

?

e%

&

)i &i.

NN#H

,

?

e%

&

2'&'(NN#H

,

?

e%

&

.'%'&NN#H

,

?

e%

图
##

!

不同
6@FR

浓度诱导重组质粒
-

+F*'!4*)@+@

在

大肠杆菌
PQ!#

$

L+'

%中的表达结果

J1

9

E##

!

FA/./08>;02?/,

-

./001232?;A/./:27B1343;

-

>40*

7150

-

+F*'!4*)@+@13/01%)(PQ!#

$

L+'

%

4;

51??/./3;:23:/3;.4;1232?6@FR

9'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

未诱导
8

7;!*0<

"

=

#表

达&

0'

诱导后
8

7;!*0<

"

=

#表达&

*'

未诱导
8

7;!*0<!4373

表达&

)'

诱导
0P

后
8

7;!*0<!4373

表达&

2'

诱导
*P

后

8

7;!*0<!4373

表达&

.'

诱导
2P

后
8

7;!*0<!4373

表达

9'3F#ED$-N<FJDF

&

%'

8

7;!*0<

"

=

#

GDQ#FD$-"KRE$#-

&

0'

8

7;!*0<

"

=

#

<QEDF$-"KRE$#-

&

*'

8

7;!*0<!4373K-$-!

"KRD"

&

)'

8

7;!*0<!4373$-"KRD"Q#F0P#KF,

&

2'

8

7;!

*0<!4373$-"KRD"Q#F*P#KF,

&

.'

8

7;!*0<!4373$-"KRD"

Q#F2P#KF,

图
#!

!

重组质粒
-

+F*'!4*)@+@

在大肠杆菌
PQ!#

$

L+'

%

中不同诱导时间的表达结果

J1

9

E#!

!

FA/./08>;02?/,

-

./001232?;A/./:27B1343;

-

>40*

7150

-

+F*'!4*)@+@13/01%)(PQ!#

$

L+'

%

4;

51??/./3;;17/4?;/.1358:;123

膜多糖输出蛋白进行免疫印迹检测!结果显示!在硝

酸纤维素膜上出现
*2JK

左右有
%

条特异条带!与

重组荚膜多糖输出蛋白样品的上样位置相对应!表

明重组
4373

蛋白与
L

8

,64!%

阳性血清发生了抗

原抗体的特异性反应!证实了该重组
4373

蛋白具

有反应原性"图
%*

#'

10.
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9'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

重组菌体裂解物的免疫

印迹鉴定结果

9'3F#ED$-N<FJDF

&

%';PD]D,EDF-GH#EFD,KHE#Q

8

7;!*0<!4373

图
#'

!

重组菌体裂解物的
S/0;/.3B>2;

鉴定结果

J1

9

E#'

!

S/0;/.3B>2;434>

<

010/,

-

./00123

-

.258:;2?

-

+F*

'!4*)@+@

!E&

!

重组荚膜多糖输出蛋白的纯化

对重组荚膜多糖输出蛋白纯化后进行
6:6!

3BA7

分析!从图
%)

可以看出!

%&&NN#H

,

?

e%咪

唑
>KQQDF

洗脱时收集的液体在
*2JK

左右出现
%

条

带!并无其他明显的杂条带!与重组菌诱导表达出现

9'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

含
8

7;!*0<!4373

重组

质粒的全菌表达产物&

0'

纯化的重组质粒
8

7;!*0<!4373

的表达蛋白

9'3F#ED$-N<FJDF

&

%';PDDS

8

FD,,$#-

8

F#"KRE#QFDR#NG$!

-<-E

8

H<,N$"

8

7;!*0<!4373

&

0'3KF$Q$D"

8

7;!*0<!4373

FDR#NG$-D"

8

F#ED$-

图
#$

!

-

+F*'!4*)@+@

重组蛋白纯化
(L(*@=R+

结果

J1

9

E#$

!

@8.1?1:4;1232?;A/

-

+F*'!4*)@+@./:27B1343;

-

.2;/13

的目的条带的位置相当!因此该蛋白的纯化效果较

好'用紫外分光光度计测量其蛋白的含量为
%&&

&

I

,

N?

e%

'

!EG

!

重组荚膜多糖输出蛋白免疫保护性研究

0'1'%

!

重组荚膜多糖输出蛋白免疫小鼠及其抗体

检测
!!

将纯化的重组荚膜多糖输出蛋白"

B

组#+

副猪嗜血杆菌
64!%

全菌灭活抗原"

>

组#!与弗氏佐

剂进行乳化!分
0

次间隔
0

周皮下多点接种小鼠!同

时!设立
3>6

加佐剂"

4

组#+

3>6

"

:

组#作为对照!

每组
%&

只昆明小鼠'在免疫前"

&"

#以及免疫后的

%)

+

0("

采集免疫小鼠血清!间接
7?@6B

检测特异

性抗副猪嗜血杆菌的抗体水平"表
%

#'在接种
%)"

后!

B

组+

>

组检测到特异性抗副猪嗜血杆菌抗体的

产生'首免后
0("

!

B

组与
>

组检测到特异性抗体

的产生较
0

周前抗体水平进一步提高!其中
>

组抗

体水平高于
B

组'

4

组与
:

组整个免疫过程未检

测到特异性副猪嗜血杆菌抗体'

0'1'0

!

重组荚膜多糖输出蛋白免疫小鼠保护性试

验
!!

二免
0

周后以副猪嗜血杆菌
64!%

株的
%&&&

倍半数致死量)

%2

*进行攻毒'

B

组小鼠在攻毒后
*"

开始出现死亡&攻毒
0"

后!

4

组和
:

组开始有小鼠

死亡!

2"

内
0

组的小鼠全部死亡'观察
%

周后!

B

组死亡
.

只!保护率为
)&M

&

>

组小鼠没有死亡!保

护率为
%&&M

&

4

组及
:

组全部死亡'

'

!

讨
!

论

体内诱导抗原鉴定技术"

@̀@B;

#是在基因组表

达文库构建+菌落免疫印迹等技术的基础上!建立的

一种操作简便+设备要求简单的筛选体内诱导表达

基因的方法'此方法自建立以来!已广泛应用到了

结核分枝杆菌+链球菌+布鲁菌等)

%1!%/

*多种病原体内

诱导表达基因的筛选!这些基因的免疫原性+毒力作

用等特性也得到了证实)

0&!0%

*

'因此通过该技术对体

表
#

!

试验小鼠抗副猪嗜血杆菌抗体检测结果

F4B>/#

!

FA/./08>;02?;A/43;1*O

-

043;1B25

<

1378.13/0/.874?;/.177831N4;123

组别

AF#K

8

,

免疫处理

@NNK-$O<E$#-

免疫后
&"

&"

8

#,E$NNK-$O<E$#-

免疫后
%)"

%)"

8

#,E$NNK-$O<E$#-

免疫后
0("

0("

8

#,E$NNK-$O<E$#-

B

组
AF#K

8

B

重组
4373 &'%22k&'&%) &'2.1k&'&0( &'10%k&'&0&

>

组
AF#K

8

> 64!%

灭活抗原
=

弗氏佐剂
&'%20k&'&%/ &'11)k&'&0% %'%.(k&'&%)

4

组
AF#K

8

4 3>6=

弗氏佐剂
&'%)&k&'&0/ &'%2*k&'&*% &'%)%k&'&0%

:

组
AF#K

8

: 3>6 &'%).k&'&%. &'%2(k&'&0* &'%2&k&'&%0

(0.
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株荚膜多糖输出蛋白的表达及其免疫原性分析

内诱导抗原进行筛选!结合生物信息学分析筛选抗

原的基因特点!有目的地选择有意义的基因进行研

究!将推动病原微生物特性以及病原微生物与宿主

作用机理的研究'副猪嗜血杆菌的荚膜多糖输出蛋

白基因即为体内诱导表达基因!因此对该基因进行

原核表达以及对其表达蛋白的免疫原性+免疫保护

性的研究有助于新型疫苗的研究'

荚膜与巴氏杆菌科的几个成员在上呼吸道的定

居有关)

00

*

!包括嗜血杆菌属)

0*

*

'荚膜多糖输出蛋白

基因位于荚膜多糖合成基因的上游!该基因编码产

物通常负责将荚膜多糖从细胞质输送到细胞表面'

该基因在体内的表达上调有可能导致荚膜多糖蛋白

的表达上调'因此!通过对荚膜多糖输出蛋白基因

进行成功扩增并测序后!推导它编码的氨基酸序列

"文中未列出#!发现该蛋白有比较保守的结构域'

经抗原位指数分析"图
1

#!表明该蛋白有多个抗原

决定簇!预示其具有良好的抗原性!对它们进一步研

究可以为今后开发副猪嗜血杆菌新型疫苗或诊断试

剂盒奠定基础'因此!本研究选择荚膜多糖输出蛋

白基因进行克隆表达!以初步证实它的功能与作用'

8

7;!*0<!4373

重组蛋白经
6:6!3BA7

初步

分析后!采用猪抗副猪嗜血杆菌阳性血清对重组表

达蛋白进行
CD,EDF-GH#E

分析!结果显示在表达蛋

白相应的位置出现了条带!表明重组荚膜多糖输出

蛋白具备免疫反应原性'这是因为荚膜多糖输出蛋

白基因是一个经过体内诱导抗原技术筛选出来的
%

个仅在体内诱导表达的蛋白质'大量研究报道使用

通过体内诱导抗原技术筛选到的基因表达的蛋白具

有良好的免疫原性!可以作为疫苗候选成分)

%1!0%

*

'

细菌荚膜由多糖类+多肽类或多糖蛋白复合体

组成!虽然它不是细菌结构的主要组成成分!但其功

能越来越为人们所认识'关于荚膜的免疫原性作

用!更多研究集中在荚膜多糖!如在猪胸膜肺炎放线

杆菌+禽多杀性巴氏杆菌+金黄色葡萄球菌+

>

群链

球菌)

0)!*&

*等细菌中已有广泛而深入的研究!有的已

被制成疫苗进入临床应用!如克雷伯菌多价苗)

*%

*

'

关于荚膜多糖蛋白成分免疫原性的研究很少'

C'

U'4<N

8

GDHH

等)

*%

*认为脑膜炎奈瑟菌"

)&(44&'($

E&)()

<

(#(;(4

#的荚膜多糖蛋白可能与荚膜的生物合

成有关'

荚膜多糖输出蛋白纯化后在小鼠上经过免疫及

抗体检测!表明该蛋白具有一定免疫原性!但是和全

菌灭活抗原相比!诱导产生的抗体水平还较低'

9'

L<-"Q$DH"

等)

1

*在首次提出
@̀@B;

技术时!就报道

通过该方法筛选出来的基因不一定具有很强的免疫

原性!它可能是病原菌进入有机体由于表达上调产

生的蛋白'这一点在荚膜多糖输出蛋白的动物试验

中得到了体现'

$

!

结
!

论

重组荚膜多糖输出蛋白具有较好的抗体反应原

性!免疫小鼠试验表明该重组蛋白有一定的免疫原

性!免疫小鼠保护性试验!表明该重组蛋白对副猪嗜

血杆菌
64!%

株攻毒具有一定的保护率!可以作为免

疫候选因子'
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