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猪胸膜肺炎放线杆菌血清 ! 型 "#$ 毒素 % 的 &’端表达多肽具有良好的

免疫原性
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摘 要 5CD7 外毒素是猪胸膜肺炎放线杆菌（6ZZ）最重要的毒力因子，为了研究其 ) 端多肽的免疫原性，分别将 +CD75 基因

的全长编码区（+CD75，M"I$><）及其 ;[端 ""I#>< 的片段（+CD75;）克隆到原核表达载体 <E?H!:+，经 RZ?Y 诱导后在大肠杆菌中实

现了表达，表达产物 6<FR6 和 6<FR6) 均以包涵体的形式存在，X1891.,H>’&9 检测证实两种表达产物均具有免疫反应性。将纯化

的重组蛋白（.6<FR6 和 .6<FR6)）和提取的天然毒素 6<FR（,6<FR）分别经腹腔免疫 W6SW\2 小鼠，于免疫前、免疫 ! 周和 I 周后分

别检测了 ESRK6 抗体和毒素中和抗体水平，结果表明，.6<FR6) 免疫组的 ESRK6 抗体显著低于 .6<FR6 免疫组和 ,6<FR 免疫组，

但 .6<FR6) 免疫组血清中和试验中测定的溶血素单位与 .6<FR6 及天然 ,6<FR 免疫组没有显著差异。第二次免疫 ! 周后，用 "
个 S];# 的 6ZZ 血清 " 型 *"#" 株和 ! 型标准菌株攻击试验动物，.6<FR6) 免疫组对血清 " 型和 ! 型菌株的保护率分别为 :#^和

"##^。
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猪 传 染 性 胸 膜 肺 炎（ ;!)65&% 6!&#’:5!(3
,*%()!,&%(D!&5’， ;H;）是 由 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌

（!,-*(’.+,*##%/ "#$%&’"($%)’(*+$，+;;）引起的一种猪

传染性呼吸道疾病，给世界养猪业造成严重的经济

损失［=］。预防和控制该病的主要措施是疫苗免疫接

种。

目前商品化的全菌灭活疫苗和亚单位疫苗能够

减轻同血清型菌株感染猪引起的临床症状并降低死

亡率，但不能阻止慢性感染和肺部病变，也不能对异

源血清型菌株的感染提供完全的交叉保护。与灭活

疫苗和亚单位疫苗不同，自然感染或试验感染能够

诱导抗任一异源血清型的保护［?，I］，弱毒活疫苗也许

是解决当前商品化疫苗不足的一种可行方法。

J0K 毒素是 +;; 最主要的毒力因子，被称为

+,-（ !,-*(’.+,*##%/ "#$%&’"($%)’(*+$ FJ0KF#!-5&3）。目

前已知的 +,- 有 L 种，即 +,-!、+,-"、+,-#和

+,-$。研究发现，除 +,-$没有明显的毒力以外，

其它 I 种 +,- 均具有溶血活性和细胞毒性，也是刺

激动物产生保护性免疫应答的重要抗原成分，尤其

是 +,-.+ 是最主要的保护性抗原［B，M］。

目前已经鉴定的 +;; 有 =B 种血清型，不同血清

型的菌株产生不同组合的 L 种 +,-（各血清型均在

体内分泌 +,-$）。血清 =、?、I、N 型是我国流行的

优势 血 清 型，除 +,-$外，= 型 菌 含 有 +,-!和

+,-"，? 型和 I 型菌均分泌 +,-"和 +,-#，但 N 型

菌只分泌 +,-"。本实验室以 +;; 血清 N 型 OP 株

为亲本菌株，利用同源重组技术和正负双向选择方

法，缺失了 +,-"的毒力激活因子 +,-"H 的编码基

因+"0"1，获得了基因工程毒力缺失突变株 OPHQ

RST;U ，其毒力显著减弱，并能诱导试验动物产生免

疫保护，对同血清 N 型 +;; 的攻击保护率为 =889，

但对异源血清 = 型的攻击保护率只有 NB9［L］，这可

能与该突变株缺乏 +,-. 有 关。为 了 进 一 步 提 高

OPHQ RST;U 突变株的免疫效力，我们设想以该基因

缺失菌株为载体表达 +,-. 的结构基因 +"02!，构建

新的重组菌株。然而，+"02! 全长 I888 多个碱基，采

用同源重组的方法引入全长 +"02! 非常困难，如果

能找出其主要免疫原性区段，将会使重组效率大为

提高。本研究分别克隆表达 +,-.+ 全长 =8?I 个氨

基酸和 1 端 I78 个氨基酸的多肽，通过免疫 P+@PR6

小鼠证实了 1 段 I78 个氨基酸的多肽具备有较强的

免疫原性，是 +,-.+ 的主要免疫原性区段。

) 材料与方法

)*) 实验材料

)*)*) 细菌菌株与质粒：猪传染性胸膜肺炎放线杆

菌血清 = 型（+;;F=）菌株由本研究室自行分离、鉴定

并保存。而 +;; 血清 ?、=8 型（+;;F?、+;;F=8）菌株

由澳大利亚 P*’6C’** 博士惠赠。原核表达质粒 ,V0F
?7’ 与大肠杆菌 AOB%、P@?=（AVI）均由本室保存。

)*)*+ 工 具 酶 与 试 剂：烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（1+A）购自中国上海化学试剂公司。各种限制酶、

V-0’W A1+ 聚 合 酶、0L A1+ 连 接 酶、碱 性 磷 酸 酶

（H.+;）等工具酶、A1+ X’)C%) 均为大连宝生物公司

产品。A1+ 回收试剂盒为上海生物工程公司产品。

猪抗 +;; +,-. 抗血清由本室自行制备。针对 OJ;
标记二抗的化学发光底物 A+P 为 ;5%)6% 公司产品。

)*)*, 培养基和培养条件：+;; 生长液体培养基为

0)G,#56 Y!G P)!#$（0YP），固体培养基 0)G,#56 Y!G +:’)
（0Y+），培养基加入 =89犊牛血清和 8Z=91+A，+;;

在 IN[、B9H\? 培养箱中生长良好。用于大肠杆菌

培养的 @P 培养基参照文献［N］。

)*+ 实验方法

)*+*) +;;F= 基因组 A1+ 的提取：将 +;; ]=8= 株单

菌落接种固体培养基，置入 IN[、B9H\? 培养箱中

培养 =8 ^ =?$ 后可长出单菌落，挑取单个菌落在液

体培养基中培养，IN[摇床培养 _ ^ =8$ 后收获菌

体，按文献［7］方法提取基因组 A1+。

)*+*+ +"02! 基因全长和 B‘端 ==L84, 编码区的克

隆与序列测定

根据 S%&P’&C 上的多个 +,-.+ 基因全长序列的

比对结果，在保守区设计三条引物 ;=、;? 和 ;I，;=
和 ;? 用于扩增 +"02! 全长编码区（命名为 +"02!），

;= 和 ;I 用于扩增 +"02! B‘F端 ==L84, 的片段（命名

为 +"02!B）。引物序列如下：

;=：B‘F+0+HS0S++00H+0SSH0++H0H0H+SH0HFI‘（下划线为

3,’J!酶切位点）

;?：B‘FH0HS+S0HS+HH0HH0HH+0+++0++ ++0+SHFI‘（下 划

线为 4+#!酶切位点）

;I：B‘FH0HS+S0HS+H00+ +SHHHH++H+HH0SHFI‘（下划线为

8L 15*($/$ 6’%&(+# ’7 8*’-$,5(’#’9: 生物工程学报 ?88M，a!*Z??，1!Z=



!"#!酶切位点）

!"# 产物克隆到 $%&’()* 载体中，鉴定正确后

送大连宝生物公司测定序列，并将全长基因序列与

+,-./-0 上已知序列比对分析。

!"#"$ 重组表达质粒的构建与鉴定：分别用$%&#!
和 !"#!双酶切 !"# 产物，回收长约 12103 的 "’()*
和长约 ’’453$ 的 "’()*6，分别与经 $%&#!和 !"#!
双酶切的原核表达载体 $7*)8(/ 连接，连接产物转

化 $ 9 %&#+（&:6"），重组转化子经碱裂解法小量制备

质粒，分别用 $%&#!和 !"#!酶切鉴定。阳性重组

质粒分别命名为 $7*);< 及 $7*);<6。

!"#"% 诱 导 表 达、表 达 产 物 的 纯 化 及 =,>?,@-)
3AB??C-D 分析：分别将 $7*);<、$7*);<6 及空载体 $7*)
8(/ 转化 .E8’（&71），挑取单菌落于 E. 液体培养基

中，1FG摇床培养 ( H ’5I，然后以 ’ J’55 稀释度转接

种到 855KE E. 液体培养基，在 1FG继续培养 1I，加

入 ;!*+ 至终浓度为 ’25KKBALE 诱导培养，置 1FG再

培养 1I，先取 ’KE 培养物离心弃上清，用 65#E !.M
悬浮，再加入等体积的上样缓冲液，煮沸 ’5KC-，按

参考文献［F］方法进行 ’8N M&M)!<+7 电泳和考马

斯亮蓝 #865 染色分析。$7*);< 和 $7*);<6 对应的

表达产物分别命名为 @<$O;< 和 @<$O;<P。

收集剩余诱导后的菌液的菌体并用等体积 !.M
重悬，超声波裂解，离心后分别收集上清液和沉淀，

沉淀再用等体积的 *7 重悬。从收集的上清和重悬

的沉 淀 中 各 取 加 入 等 体 积 的 上 样 缓 冲 液，煮 沸

’5KC-，进行 M&M)!<+7 电泳检测，确定蛋白在沉淀

中后离心提取包涵体。包涵体提取方法按参考文献

［F］。蛋白质浓度用 ."< 法测定，Q 85G保存备用。

将 M&M)!<+7 凝胶电泳的蛋白带转移至硝酸纤

维膜上，用含 526N脱脂牛奶的 *.M* 封闭 8I，以猪

抗 <!! <$O; 抗血清高免血清为一抗，:#! 标记的抗

猪 ;D+ 为二抗，&<. 显色。

!"#"& 天然 <$O; 毒素的提取及 M&M)!<+7 鉴定：利

用（P:4）8 MR4 沉淀法提取。由于 <!! 血清 ’5 型只

分泌 <$O;，我们选取 ’5 型菌来提取 <$O;。冻干的菌

种复苏后，先用细菌瓶小量培养，之后用 865 KE 的

盐水瓶扩大培养到对数中期，’8555 @LKC- 离心 ’5
KC-，收 集 上 清，缓 慢 加 入（P:4 ）8 MR4 至 4826 H
46DL’55KE上清，边加边搅拌，4G沉淀过夜，第二天

离心 ’8555 @LKC- 离心 ’6 KC-，去上清，沉淀即所需毒

素，用 $:(25 的 *7 溶解，透析 1 S 取出。之后取样

进行浓度为 ’8N M&M)!<+7 电泳，考马斯亮蓝 #865
染色鉴定纯度，蛋白质浓度用 ."< 法测定，Q 85G

保存备用。提取的天然毒素命名为 -<$O;。
!"#"’ 实验动物分组及免疫剂量，免疫周期：T H (
周龄雌性 .<E.LU 小鼠，购自湖北省医学科学院，共

45 只。试验组随机分成 4 组，每组 ’5 只。第一组为

*7 缓冲液对照组，第二组为 @<$O;< 免疫组，第三组

为 @<$O;<P 免疫组，第四组为 -<$O; 免疫组。首免

用等量弗氏完全佐剂乳化，二免用等量弗氏不完全

佐剂乳化，使每 528 KE 亚单位疫苗中含有纯化的蛋

白 86#D，采用腹腔内注射免疫小鼠，首免后 8 周加强

免疫 ’ 次。二次免疫 8 周后分别用 ’ 个 E&65 的

<!!)’ 型和 <!!)8 型菌液攻击试验动物。

!"#"( 天然毒素 7E;M< 最佳工作浓度的确定及实

验动物抗体水平检测：已经提纯的天然毒素包被 VT
孔酶联板，和猪阴、阳性血清进行方阵滴定，确定最

佳抗原包被浓度、最佳血清稀倍数。根据建立的

7E;M< 检测方法分别检测试验小鼠免疫后第 5、8、4
周血清中抗体的变化。

!"#") 天然毒素的溶血素单位测定及血清毒素中

和抗体水平检测：采用参考文献［V］的方法测定天然

毒素的溶血素单位（:WLKE）。将已测定的天然毒素

的溶血素单位调整到 65:WLKE。三组试验小鼠攻毒

前采集血清，经 6TG灭活 15 KC-。*M 缓冲液倍比稀

释小鼠血清后每孔中加入 ’55#E 的天然毒素（65:WL
KE），1FG作用 15KC- 后测定每个稀释度的溶血素单

位。

!"#"* 实验动物的攻毒：预试验确定 ’ 型菌和 8 型

菌 E&65的大概范围，利用五个梯度浓度的 ’ 型菌和

8 型菌分别对小鼠进行了攻毒，依据寇氏（X/@3B@）法

确定攻毒菌株 ’ 型和 8 型的半数致死量（E&65）。本

试验中采用 ’ 个 E&65的细菌量通过腹腔注射方式对

小鼠进行攻毒。

# 结果

#"! !"#$% 全 长 编 码 区 及 其 &+ 端 !!%,-. 片 段

!"#$%& 的克隆及序列测定

利用优化后的 !"# 程序获得的产物经 52(N琼

脂糖凝胶电泳分析表明扩增片段（含限制酶位点及

保护碱基等）与预期大小一致，扩增出 "’()* 全长编

码区大小约为 1’4T3$ 及其 6Y端 ’’453$ 的片段，结

果见图 ’。!"# 产物克隆到 $%&’()* 载体中测定序

列，全长基因序列与 +,-./-0 上收录的多个 <$O; 序

列比对后发现其与 ZF1’’F 在核苷酸水平上具有

’55N 的 同 源 性。与 <[845FFV，<[1T11T’，&’T6(8，

W54V64，Z68(VV，ZT(6V6 在核苷酸水平上具有 VVN

’4梅 岭等：猪胸膜肺炎放线杆菌血清 ’ 型 #*Z 毒素 ; 的 P)端表达多肽具有良好的免疫原性



的同源性。

图 ! "#$ 扩增的 %&’() 全长编码区（%）及其 *+端
!!,-.& %&’()* 片段（.）的琼脂糖凝胶电泳

/012 ! )3&40506%7089 85 7:; 683&4;7; 68<091 =;>?;96;
!"#$%（%）%9< 07= *+@;9< !!,-.& 5A%13;97 !"#$%*（.）

B：B%AC;A；%2!：!"#$%D&’()*；E：!"#$%（"#$ &A8<?67）
.2 !：9;1%70F; 6897A84；E：!"#$%*2

!"! 重组质粒 #$%&’( 及 #$%&’() 构建与鉴定

"#$ 产物和分别经 &’($!和 +!,!双酶切，回

收长约 GH! C. 的 %&’() 和长约 !H!C. 的 %&’()*，将其

与经 &’($!和 +!,!双酶切的原核表达载体 &IJ@
EK% 分别连接。&IJ@() 阳性克隆子与 &IJ@()* 阳性

克隆子酶切后均符合预期的大小见图 E，证实表达

质粒构建正确。鉴定正确的阳性克隆子送大连宝生

物公司测序证明序列及读码框正确。

图 E 重组质粒 &IJ@()（%）和 &IJ@()*（.）的酶切鉴定

/012 E )9%4L=0= 85 A;683.09%97 &4%=30<= &IJ@()
（%）%9< &IJ@()*（.）

B：B%AC;A；%：! %9< E：&IJ@()D&’($! M +!,!；

.：! %9< E：&IJ@()*D&’($! M +!,! 2

!"* #$%&’( 及 #$%&’() 的 诱 导 表 达、纯 化 及

+,-.,/0&123..405 分析

重组质粒 &IJ@() 及 &IJ@()* 和空白载体质粒

&IJ@EK% 同步转化 NOE!（PIG），培养、诱导、收获和裂

解后，经 !EQ RPR@")SI 电泳后检测，&IJ@() 转化克

隆子在 !!-CP 处出现特异性表达带，而 &IJ@()* 转

化克隆子在约 GKCP 处出现特异性表达带，与预期的

大小相符（图 G）。将诱导表达的菌体经超声波破碎

后，分别收集上清和沉淀并进行 RPR@")SI 检测，发

现表达蛋白主要在沉淀中，而上清中的量很少，表明

表达产物主要以包涵体的形式存在。N#) 法测定

重组 蛋 白 A)&’() 和 A)&’()T 的 浓 度 分 别 为 GH-U

"1D3O和 EHKK"1D3O。

图 G RPR@")SI 分析重组蛋白 A)&’()T 和 A)&’()
的表达与纯化

/012 G RPR@")SI %9%4L=0= 85 ;’&A;==;< %9<
&?A050;< &A8<?67= 85 A)&’() %9< A)&’()T

B：&A87;09 3%AC;A；!：4L=%7; 85 NOE!（PIG）D&IJ@EK%；E：4L=%7; 85
NOE!（PIG）D&IJ@()（%）%9< NOE!（PIG）D&IJ@()*（.）；G：&?A050;<
A)&’()（%）%9< A)&’()T（.）5A83 0964?=089 .8<0;=2

将 &IJ@() 及 &IJ@()* 表达的蛋白纯化后进行 RPR@
")SI。然后将 !EQ RPR@")SI 凝胶转移至硝酸纤

维素膜，EQ脱脂牛奶封闭 G-309 后加入一抗阳性血

清 !:，羊抗猪 (1S@V$" GWX !:，经 JNR 洗后 P)N 显

色。&IJ@() 表达的蛋白在约 !!-CP 处出现一条特

异性带，&IJ@()* 在约 GKCP 处出现一条特异性带

（图 ,），与预期的分子量相当，表明表达的两种蛋白

具有免疫反应活性。
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图 ! 表达产物的 "#$%#&’ ()*% 检测

+,-. ! "#$%#&’ ()*% /’/)0$,$ *1 %2# #34&#$$,*’ 4&*567%$
8：9&*%#,’ :*)#76)/& ;#,-2% :/&<#&；
/=> /’5 (=?：@0$/%# *1 A@?>（BCD）E4CF=?G/；
/=?：46&,1,#5 &H43IH；

(=>：46&,1,#5 &H43IHJ.

!"# 天然毒素 $%&’ 的提取及 ()(*+$,- 鉴定

提取 H99=>K 型菌分泌的天然 H43I 毒素后，取

少量进行 LBL=9HMC 电泳以检测其纯度（图 N），其中

H43I 大小约为 >KN O >>K<B，APH 法测定其浓度为

QR?S!-E:@。

图 N LBL=9HMC 分析从 H99=>K 型菌

培养液中提取的天然 H43I 毒素

+,-. N LBL=9HMC /’/)0$,$ *1 %2# ’/%6&/) %*3,’ H43I
#3%&/7%#5 1&*: %2# 76)%6&# :#5,6: *1 H99 $#&*T/& >K.

8：4&*%#,’ :/&<#&；>，?：’/%6&/) H43I（564),7/%#）.

!". 实验动物体液抗体水平检测

提纯的天然毒素包被 UQ 孔酶联板，用猪阴、阳

性血清进行方阵滴定，确定最佳抗原包被浓度为 > V
!K（KR>NS!-E:@），最佳血清稀释倍数 > V?K。

将提取 &H43HJ、&H43IH 和 ’H43I 乳化后分别经

腹腔免疫小鼠，间隔 ? 周免疫两次。对照组用 FC 缓

冲液乳化后同时免疫。首免后 ?、! 周尾静脉采血并

分离血清，采用建立的天然毒素 H43I 间接 C@ILH 检

测血清样品。

由图 Q 可以看出，首免后天然毒素组抗体水平

不及 H43IH 表达蛋白组，但二免之后天然毒素组的

抗体上升水平较之 H43I 表达蛋白组要高。

图 Q 试验组一免和二免后针对天然毒素

H43I 的体液抗体水平

+,-. Q F2# /’%,(*50 /-/,’$% ’/%6&/) H43I /1%#&
1,&$% /’5 $#7*’5 ,::6’,W/%,*’

图 S 天然毒素 H43I 中和试验

+,-. S J#6%&/),W/%,*’ *1 %2# H43I 2#:*)0%,7 /7%,T,%0 .
F2# &#$6)%$ $2*; %2# /&,%2:#%,7 :#/’$ *1 %2# 2#:*)0%,7 :#/’$ *1

%2# 2#:*)0%,7 ’#6%&/),W/%,*’ 1,’5,’-$ 1&*: %2&## #34#&,:#’%$

!"/ 天然毒素的溶血单位测定及血清毒素中和抗

体水平检测

首次免疫 ! 周后尾静脉采血并分离血清，与

NKXYE:@ 溶血素作用后测定溶血素的溶血素单位。

本试验中阳性血清为野毒感染猪分离的阳性血清。

由图 S 可以看出，阴性血清不能中和天然毒素，阳

性血清高度稀释仍然保持较高的中和能力。H43IHJ 试

验组与 H43IH，天然毒素组在血清低稀释度下几乎具备

相同的中和天然毒素的能力，在血清高度稀释下，

H43IHJ 组中和毒素能力较之其他两组要弱。
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!"# 实验动物的攻毒

根据预试验结果确定 !"" 血清 # 型菌及血清 $
型菌的大致 %&’(，利用 ’ 个梯度的 # 型菌和 $ 型菌

分 别 对 小 鼠 进 行 了 攻 毒，攻 毒 结 果 根 据 寇 氏

（)*+,-+）法计算得到攻毒菌株 !"" 血清 # 型菌 %&’(
为 ./0 1 #(2345，!"" 血 清 $ 型 菌 %&’( 为 6/’ 1
#(2345。

第二次免疫 $ 周后，各试验组分别选用 ’ 只小

鼠用 !"" 血清 # 型（7#(#）型菌（活菌含量 ./0 1 #(2

345）和 !"" 血清 $ 型（活菌含量 6/’ 1 #(2 345）对

免疫小鼠进行攻毒。89 对照组 !"" 血清 # 型菌攻

毒，$6: 内 . 只小鼠死亡，89 对照组 !"" 血清 $ 型菌

攻毒，$6: 内 $ 只小鼠死亡。死亡小鼠肺部有出血，

从心血和肺脏能分离攻毒用 !""。+!;<=!> 试验组

!"" 血清 # 型攻击的 ’ 只小鼠死亡 # 只，而 !"" 血

清 $ 型攻击的 ’ 只小鼠无一死亡，死亡小鼠解剖可

见肺部轻微出血。+!;<=!，?!;<= 试验组用 !"" 血清

#，$ 型菌攻毒的 $( 只小鼠均没有死亡，攻毒小鼠初

始 $6: 内呈现精神沉郁、不食、扎堆，之后逐步恢复

正常（表 #）。

表 $ 小鼠免疫后的攻毒保护率试验

%&’() $ *+,-).-/,0 ,1 2&../0&-)3 4/.) 1,((,5/06
.7&(()06) 5/-7 8** 9)+,2&+ $ &03 !

!?@ABC?
>-D EF+GAGCH>-D @-@*I（J KALC EF+GAGA?B）

MC+-G*+ # MC+-G*+ $

+!;<=!>
+!;<=!
?!;<=

>-?C（L-?@+-I）

6H’（0(）

’H’（#((）

’H’（#((）

$H’（6(）

’H’（#((）

’H’（#((）

’H’（#((）

.H’（2(）

: 讨论

N*BO*E*+A*? 等通过 P3P 软件预测 !;<=! 毒素全

长基因的抗原表位，并选择性地将毒素的多个抗原

表位 与 新 型 佐 剂 分 子 大 肠 杆 菌 热 不 稳 定 肠 毒 素

9@<N 融合后在体外进行高效表达，表达产物免疫实

验动物，免疫动物获得良好的免疫保护［Q］。MC*: 7>
等将 !;<=! 全长基因分成三段在体外表达后免疫实

验动物，其中 > 端 .6( 个氨基酸免疫动物能抵抗至

少 . 种血清型 !"" 的攻击［#(］。这些研究表明 > 端

编码区具有较强的免疫原性。我们克隆了 *;<=! 的

全长基因，用 &>! E@*+ 软件分析发现 !;<=! 毒素全

长序列多个抗原性表位位于 > 端（分析结果未显

示），于是进一步克隆了编码 !;<=! 毒素 > 端 .0( 个

氨基酸的基因序列，并有意避开了 R8S 毒素的 3*$ T

激活功能域。为了深入评价 > 端编码区段的免疫

原性，我们将其表达产物（+!;<=!>）与全长基因的体

外表达产物（+!;<=!）和天然毒素（?!;<=）的免疫原性

进行了比较试验。

!""分泌的 6 种外毒素，都属于 R8S 毒素家

族。R8S 毒素主要是由 > 端疏水区，PH& 重复区（包

含 3*$ T 结合区），3 端结构域三部分组成。4+CU 7 等

对 3*$ T 诱导溶血素产生有活性形式的动力学试验

表明：随 着 3*$ T 浓 度 不 断 增 加（ (/(VKK-IH% W
./$KK-IH%）溶血素的活性也随之显著升高［##］。为了

更接近于生理环境，天然毒素与 !;<=!> 的抗血清在

#KK-IH% 3*$ T 浓度存在下相互作用后，溶血素单位

的测定结果与其他两组的结果差距并不是很大，这

出乎我们的意料。避开 3*$ T 激活功能域的 !;<=!>
蛋白，与另外两组相比同样能激发产生有效水平的

抗体并阻断 3*$ T 与天然毒素的结合。我们推测这

可能是由于 > 端蛋白编码的疏水区主要是形成镶

嵌于 细 胞 膜 之 中 类 似 孔 型 的 疏 水 性 蛋 白［#$］，而

+!;<=!> 蛋白的抗体能够很好的对这种穿孔样蛋白

进行阻断，从而避免红细胞表面由于过多穿孔造成

裂解。另外我们注意到，NC@E-F 在研究百日咳嗜血

杆 菌 腺 苷 酸 环 化 溶 血 素（ !OC?UI*@C 3ULI*ECX
YCK-IUEA?）3 端结构时发现，溶血素的 3*$ T 结合区对

提呈抗原表位具有重要作用［#.］。而我们在研究中

发现，缺失了 3*$ T 激活区和结合区的 +!;<=!> 同样

具备诱导机体产生毒素中和抗体（抗毒素抗体）的能

力，这可能是由于 !;<=! 氨基端的保护性抗原表位

空间构象的变化与百日咳嗜血杆菌腺苷酸环化溶血

素的不同，后者的抗原表位构象过于依赖 3*$ T 与毒

素重复序列结合。

在动物试验中，我们设立天然毒素对照组是为

了在小鼠体内获得抗 !;<= 的抗血清，同时便于对

+!;<=!> 和 +!;<=! 的免疫原性进行评价。我国流行

的 !"" 多种血清型以 #、$、V 型居多。试验攻毒阶

段，我们选用了毒力最强的血清 # 型菌和 $ 型菌进

行攻毒。在攻毒剂量上采用了 # 个 %&’( 的活菌量，

主要是为了能够较好的区分对照组与 +!;<=!> 试验

组在保护率上的差异。试验动物血清中针对 !;<=
天然毒素的特异性 9%=M! 抗体水平的检测结果表

明，+!;<=! 和天然毒素（?!;<=）免疫组抗体水平相

当，这与本实验室刘建杰博士的研究结果相一致。

+!;<=!>、+!;<=! 和 ?!;<= 免疫小鼠的血清在稀释度

较低时几乎具有相同的中和天然毒素的能力，这可

能是决定最后攻毒试验结果的主要原因。而 +!;<=!
和 ?!;<= 免疫小鼠的血清在稀释度较高时虽然能表
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现出较强的中和能力，但与对照阳性血清仍有较大

差距。这一方面可能是由于在动物实验中免疫剂量

和免疫周期等原因导致有效抗体水平不高，另一方

面也表明 !"# 毒素除 $ 端多肽以外还存在某些结

构域能阻断 %&’ 溶血素与靶细胞结合。()*+,) &-
等人研究发现，针对 ./0! 溶血素酰化结构域、123
重复区及 4 末端结构的特异性单克隆抗体 5!678、

5!689、5!6:;< 能阻断 %&’ 溶血素与靶细胞的结

合［:=］。这进一步印证了我们的推测，也为下阶段我

们研究 !"# 溶血素 $ 端多肽外的重要功能性结构

域提供了思路。综合上述各项指标的检测结果表明

!"#>! 端 98; 个氨基酸可以作为 !"#> 主要保护性

抗原。

!"# 操纵子中的 4 基因通过酰基化作用介导毒

素的翻译后活化。通过使用位点特异性突变构建胸

膜肺炎毒素调节基因 !"#$ 基因插入失活的基因工

程突变株可开发成可便于鉴别诊断的基因缺失弱毒

疫苗 而 前 景 诱 人。?,@)A+B#［:C，:D］和 本 实 验 室［=］以

!?? 血清 < 型为亲本菌构建的 !"#%%$ 基因缺失菌株

（!?? !"#%%$ E ），研制的弱毒活疫苗能完全抵抗 !??
血清 < 型的攻击，但对毒力最强的异源血清 : 型的

保护率只有 <CF，因为该缺失菌株不能产生重要的

保护性抗原 !"#>!。根据本研究结果，下一步将通

过同源重组的方法将编码 !"#>! 主要保护性抗原结

构域的 !"#%&C 基因片段（即 CG端 ::=;6" 编码区）的

表达 盒 插 入 !?? !"#%%$ E 基 因 工 程 缺 失 菌 株 的

!"#%%$ 基因缺失位点，构建表达 !"#>!$ 的胸膜肺炎

血清 < 型 !"#%%$ E 2!"#%&CH 的 重 组 菌 株，以 提 高

!"#%%$ E 基因工程缺失菌株对异源血清型的保护率。
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C=梅 岭等：猪胸膜肺炎放线杆菌血清 : 型 %&’ 毒素 > 的 $W端表达多肽具有良好的免疫原性


