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　 　 支气管败血波氏菌(Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ)是
一种能感染多种哺乳动物、引起动物发生鼻炎和肺

炎的革兰氏阴性细小杆菌ꎮ 此菌以犬、猪及兔的感

染最为普遍ꎬ常导致犬传染性支气管炎、猪传染性萎

缩性鼻炎和兔支气管败血波氏菌病ꎮ 此外ꎬ支气管

败血波氏菌和其他病原体之间存在协同作用ꎬ从而
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增加其他原发性和继发性病原体引起的呼吸道疾病

的严重程度ꎬ对养殖业造成较大经济损失[１]ꎮ 此

外ꎬ人类也可以发生支气管败血波氏菌感染[２￣３]ꎮ
目前已经研制或有报道的支气管败血波氏菌病

疫苗主要包括灭活疫苗、弱毒疫苗和亚单位疫苗 ３
种ꎮ 与灭活疫苗和弱毒疫苗相比ꎬ亚单位疫苗具有

安全、稳定和可以借助基因工程手段大量生产的优

点ꎬ正成为兽用疫苗研究的重要方向[４￣５]ꎮ 支气管败

血波氏菌的波氏菌黏附因子 Ａ(Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｃｏｌｏｎｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａꎬ ＢｃｆＡ)蛋白是一种和细菌定殖有关的

外膜蛋白ꎬ具有良好的免疫保护力ꎬ是支气管败血波

氏菌亚单位疫苗研制的重要候选抗原[６￣７]ꎮ 但是

ＢｃｆＡ 重组蛋白的表达量不高ꎬ而且主要以包涵体形

式表达ꎬ这不利于其临床应用ꎮ 本研究的目的是通

过对 ＢｃｆＡ 进行截短表达ꎬ从而获得一种表达量高、
可溶性好、且较好地保留了原 ＢｃｆＡ 全长蛋白免疫活

性的重组蛋白ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 质粒、菌种及培养

质粒载体 ｐＥＴ２８ａ( ＋)、基因工程宿主菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)、支气管败血波氏菌 ＢＪＬ０５０４(分离于患鼻炎

的家兔)由江苏省农业科学院兔病团队保存并提

供ꎮ 胰蛋白胨大豆肉汤( ＴＳＢ) (添加 １０％小牛血

清)、胰蛋白胨大豆琼脂(ＴＳＡ) (添加 ４􀆰 ０％小牛血

清、０􀆰 ２％羊血)购自青岛海博生物有限公司ꎬ用于波

氏菌培养ꎮ ＬＢ 液体或固体培养基购自青岛海博生

物有限公司ꎬ用于培养大肠基因工程宿主菌ꎮ
１.２　 蛋白质氨基酸序列分析

以 ＧｅｎＢａｎｋ 公 布 的 支 气 管 败 血 波 氏 菌

ＮＣＴＣ８３４４ 株全基因组序列中的 ＢｃｆＡ 基因序列为参

考序列进行分析ꎮ 使用 ＳｉｇｎａｌＰ５.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 确定信号肽序列ꎮ 使用

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ￣２.０(ｈｔｔｐ: / / ｔｏｏｌｓ. ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ.ｏｒｇ / ｂｃｅｌｌ / )
确定 ＢｃｆＡ 的 Ｂ 细胞表位分布情况ꎮ 多序列比对使

用在线软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｌｕｓｔａｌ. ｏｒｇ /
ｏｍｅｇａ / )完成ꎬ比较本试验所用的 ＢｃｆＡ 蛋白氨基酸

序列和 ＮＣＴＣ８３４４ 株参考序列之间的相似性ꎮ
１.３　 ＢｃｆＡ 基因的克隆

以支气管败血波氏菌 ＮＣＴＣ８３４４ 株的 ＢｃｆＡ 基

因序列为参考序列ꎬ设计引物 ３７３Ｔ￣Ｆ(ＣＡＧＣＡＡＡＴ￣
ＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＧＡＴＣＧＣＧＣＧＣＧＴＣＧＡＴＡＣꎬ字

母下有横线的为与载体相同的同源臂ꎬ下同) 和

３７３Ｔ￣Ｒ(ＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＴＣＣＣＡＧＣＡ￣
ＧＧＣＣＧＣＣＣＴＣ)扩增截短的 ＢｃｆＡ 碱基序列ꎬ４５Ｑ￣Ｆ
( ＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＡＧＧＧＧＧＣＧＣＣＧ￣
ＴＣＴＴＴＣ) 和 ４５Ｑ￣Ｒ (ＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴ￣
ＣＴＣＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＧＣＣＣＴＣ)扩增成熟的全长 ＢｃｆＡ
碱基序列ꎮ 使用试剂盒[８] 提取支气管败血波氏菌

ＢＪＬ０５０４ 菌株全基因组 ＤＮＡ 模板ꎮ 然后对目的基

因片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 使用 Ｂａｎ Ｈ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 限
制性内切酶酶切质粒后按照试剂盒(南京诺唯赞公

司产品)说明书的要求进行同源重组连接ꎬ将 ＢｃｆＡ
的 ＰＣＲ 扩增 ＤＮＡ 片段连接到质粒载体 ＰＥＴ２８ａ(＋)
上ꎮ 待重组质粒转入 ＢＬ２１(ＤＥ３)宿主工程菌以后ꎬ
将 ＰＣＲ 鉴定的阳性克隆送至南京擎科公司测序ꎬ进
一步验证连接的正确性及所克隆基因的完整性ꎮ
１.４　 表达、纯化及鉴定

对 ＢｃｆＡ 工程菌进行异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导表达并优化诱导条件ꎬ包括比较不同

ＩＰＴＧ 浓度(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)的诱导效果和比较不同温

度(１６ ℃、２８ ℃、３７ ℃)下的诱导表达效果ꎮ 对过夜

诱导表达后的工程菌使用超声波裂解破碎ꎬ然后高

速离心并分别收集裂解液上清液和包涵体沉淀ꎬ进
行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)ꎮ 电泳结束后使用考马斯亮蓝对凝胶染色

以检测表达效果ꎮ 按照 Ｎｉ 磁珠(南京金斯瑞公司产

品)说明书的要求操作ꎬ使用 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱

纯化目的重组蛋白ꎮ 通过 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定纯化后的

蛋白质浓度进而估测重组蛋白表达量ꎮ
１.５　 ＢｃｆＡ 重组蛋白与支气管败血波氏菌感染康复

血清反应的检测

　 　 将 ＢｃｆＡ 重组蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳后

再转到 ＮＣ 膜上ꎮ 使用 ５％的脱脂乳过夜封闭后ꎬ加
入由实验室提前制备并保存的 ＢＪＬ０５０４ 株兔感染康

复血清(１ / ５００)ꎬ于 ３７ ℃下孵育 １ ｈꎮ 经过磷酸盐

吐温缓冲液( ＰＢＳＴ)彻底漂洗后ꎬ在 ３７ ℃ 下孵育

ＨＲＰ 偶联羊抗兔 ＩｇＧ (１ / １０ ０００) １ ｈꎮ 最后经过

ＰＢＳＴ 彻底洗涤以后ꎬ进行电化学发光(ＥＣＬ)显色ꎮ
１.６　 小鼠免疫与血清抗体检测

取 ３０ 只 ４６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌鼠ꎬ随机分成 ３
组ꎬ１ 组对照ꎬ２ 组试验ꎬ每组 １０ 只ꎮ 试验组分别免

疫 ＢｃｆＡ 截短重组蛋白(ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ)和 ＢｃｆＡ 全长重
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组蛋白(ＢｃｆＡ￣４５Ｑ)ꎮ 试验组首次免疫使用弗氏完

全佐剂ꎬ加强免疫使用弗氏不完全佐剂ꎬ２ 次免疫间

隔 ２１ ｄꎮ 抗原剂量为每只 １００ μｇꎮ 对照组使用 ＰＢＳ
代替重组蛋白ꎬ其他处理与试验组相同ꎮ 所有小鼠

于第 ２ 次免疫 １０ ｄ 后采集制备小鼠血清ꎬ测定抗体

产生情况ꎮ 以纯化的 ＢｃｆＡ 重组蛋白包被 ＥＬＩＳＡ 板

(每孔 １ μｇ)ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ彻底洗涤 ３ 次以后ꎬ使
用 ５％的脱脂乳于 ３７ ℃下封闭 １ ｈꎬ然后 ３７ ℃下孵

育待检血清(１ / ２００)１ ｈꎬ以 ＰＢＳＴ 彻底洗涤后 ３７ ℃
下孵育 ＨＲＰ 偶联的羊抗鼠二抗 ３０ ｍｉｎꎬ经过 ５ 遍洗

涤以后加入 １００ μｌ ＴＭＢ 单组分显色液(湖州英创公

司产品)显色并读数ꎮ
１.７　 攻毒试验

ＥＬＩＳＡ 检测确认特异性抗体产生后进行攻毒试

验ꎮ 参照文献[６]的方法开展试验ꎬ仅做少量必要

的修改ꎮ 取处于对数生长末期的支气管败血波氏菌

菌液按照每只１.５×１０７ ＣＦＵ(３５ μｌ)的剂量对小鼠滴

鼻攻毒ꎬ攻毒 ７ ｄ 后的小鼠脱颈椎处死ꎬ无菌解剖取

出肺脏ꎬ使用组织研磨仪充分研磨肺脏组织后ꎬ对样

品进行连续稀释计数ꎬ计算每只小鼠的肺脏组织载

菌量ꎮ 并对肺脏内的细菌进行菌落形态学观察和

ＰＣＲ 鉴定[８]ꎮ
１.８　 数据处理与统计学检验

试验数据均使用平均值±标准差来表示ꎮ 用 ｔ
检验检测试验组和对照组的统计学差异ꎬ差异显著

判定标准为Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＢｃｆＡ重组蛋白的信号肽与 Ｂ细胞表位预测结果

　 　 ＢｃｆＡ 一级结构共包含 ９６９ 个氨基酸残基ꎮ Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ５.０ 预测结果表明 ＢｃｆＡ 的 Ｎ 端前 ４４ 个氨基酸

残基属于信号肽序列ꎬ故成熟的 ＢｃｆＡ 全长从第 ４５
个氨基酸残基(Ｑ)开始ꎬ本研究所表达的 ＢｃｆＡ 全长

重组蛋白即是从第 ４５ 个氨基酸残基开始的ꎬ记为

ＢｃｆＡ￣４５Ｑꎮ 选择 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ￣２.０ 软件默认的 ０.５ 作为

氨基酸残基构成表位的阈值ꎬ预测结果表明 ＢｃｆＡ 的

表位主要分布于 Ｃ 端ꎬ特别是后 ６００ 个氨基酸残基

序列(图 １)ꎮ 本研究选择了重组表达 ３７３Ｔ 以后的

ＢｃｆＡ(称为 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ)ꎮ 连接产物测序和多序列比

对结果表明本研究所克隆的 ＢＪＬ０５０４ 株 ＢｃｆＡ 基因

序列与参考菌株 ＮＣＴＣ８３４４ 的 ＢｃｆＡ 基因序列完全

相同ꎮ 使用在线软件 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ￣２.０(ｈｔｔｐ: / / ｔｏｏｌｓ. ｉｍ￣

ｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ.ｏｒｇ / ｂｃｅｌｌ / )预测分值高于 ０.５ 构成 Ｂ 细

胞表位的几率较大ꎮ

图 １　 ＢｃｆＡ 的氨基酸残基构成 Ｂ 细胞表位能力预测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＢｃｆＡ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉ￣
ｄｕｅｓ ｉｎ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｎｇ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ

２.２　 ＢｃｆＡ 重组蛋白的截短表达效果

将 ＢｃｆＡ 基因重组质粒转入 ＢＬ２１ 基因工程大肠

杆菌后ꎬ 通过各种诱导条件的优化ꎬ 选 用 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ、３７ ℃下进行诱导表达ꎬ得到表达量较

高的 ＢｃｆＡ 重组蛋白ꎮ 截短 ＢｃｆＡ 的表达量显著增

加ꎬ而且主要为可溶性表达ꎬ易于进行纯化(图 ２Ａ、
图 ２Ｂ)ꎮ 全长 ＢｃｆＡ 表达的重组蛋白(ＢｃｆＡ￣４５Ｑ)的

表达量约为 ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍｌꎬ而截短 ＢｃｆＡ 表达的重组蛋

白(ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ)的表达量约为 ０􀆰 ３０ ｍｇ / ｍｌꎬ即与全

长 ＢｃｆＡ 的表达量相比截短 ＢｃｆＡ 的表达量提高了 １０
倍左右ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬＢｃｆＡ￣３７３Ｔ 泳

道存在 １ 条相对分子质量为６.７×１０４左右的条带(图
２Ｃ)ꎬ这表明截短 ＢｃｆＡ 表达的蛋白质能够与支气管

败血波氏菌感染康复血清反应ꎬ即截短表达后依然

保留着 ＢｃｆＡ 的反应原性ꎮ
２.３　 截短重组蛋白免疫后血清抗体水平

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示加强免疫 １０ ｄ 后全长 Ｂｃ￣
ｆＡ 重组蛋白(ＢｃｆＡ￣４５Ｑ)免疫组和截短 ＢｃｆＡ 重组蛋

白(ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ)免疫组均产生了高水平的特异性抗

体(图 ３Ａ)ꎮ 攻毒后的检测结果表明 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ 免

疫组和 ＢｃｆＡ￣４５ 免疫组小鼠肺脏内的支气管败血波

氏菌数量都仅平均为约每只 １０ ＣＦＵꎬ二者差异不显

著ꎬ均显著低于对照组小鼠肺脏内的支气管败血波

氏菌数量(平均每只约１×１０５ ＣＦＵ)(图 ３Ｂ)ꎮ

３　 讨 论

尽管目前已经有文献报道了 ＢｃｆＡ、ＰＲＮ、ＦＨＡ、
ＤＮＴ 等保护性抗原[９￣１０]ꎬ但这些保护性抗原的重组
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Ｍ:分子大小标识ꎻ１:含空体的 ＢＬ２１ 菌体粗蛋白ꎻ ２:全长 ＢｃｆＡ 重组菌经过诱导后的上清液菌体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣４５Ｑꎻ３:全长 ＢｃｆＡ 重组菌经过

诱导后的包涵体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣４５Ｑ(约１.０３×１０５)ꎻ４:截短 ＢｃｆＡ 重组菌经过诱导后的上清液菌体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ(约６.７×１０４)ꎻ５:截短

ＢｃｆＡ 重组菌经过诱导后的包涵体蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔꎻ６:纯化前的上清液菌体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔꎻ７:纯化后的上清液菌体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔꎻ
８:经过 Ｎｉ 磁珠吸附处理后的上清液菌体重组蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔꎻ９:孵育支气管败血波氏菌感染康复血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验中 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ 泳

道出现符合预期大小的条带(６.７×１０４)ꎮ
图 ２　 ＢｃｆＡ 重组蛋白的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｃｆＡ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ３　 免疫后小鼠体内 ＢｃｆＡ 特异性抗体产生情况(Ａ)和攻毒后小鼠的肺脏载菌量(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｃｆＡ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ (Ｂ)

蛋白表达量不高ꎬ且主要表达形式都是包涵体ꎬ需要

溶解复性后才能起到保护性抗原的作用ꎬ这会增加

生产工艺和生产成本ꎮ 目前已经有多种保护性抗原

通过截短表达提升了表达量和可溶性[１１￣１２]ꎮ 故本

研究在分析 ＢｃｆＡ 各个氨基酸残基构成 Ｂ 细胞表位

能力的基础上对 ＢｃｆＡ 进行截短表达ꎮ 试验结果表

明截短后的 ＢｃｆＡ 表达量提升了 １０ 倍左右ꎬ并且以

可溶性表达为主ꎮ 截短后的 ＢｃｆＡ 重组蛋白与支气

管败血波氏菌感染康复血清反应依然明显ꎬ这表明

截短表达的重组蛋白 ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ 较好地保留了原蛋

白质的免疫原性ꎮ
在此前的文献报道中有的学者曾经采用腹腔注

射攻毒而后观察小鼠死亡率的方法评估保护性抗原

的效力[１３￣１４]ꎮ 考虑到支气管败血波氏菌引发的动

物疫病主要表现为呼吸道局部感染ꎬ如猪的传染性

萎缩性鼻炎、家兔传染性鼻炎和肺炎、犬传染性支气

管炎等[１]ꎬ我们认为通过呼吸道攻毒并评估攻毒后

小鼠肺脏的载菌量能够更好地模拟自然感染并更好

地反映保护性抗原对局部感染的免疫保护作用ꎬ所
以我们采用了滴鼻攻毒的方式ꎬ这将使试验结果更

具有参考意义ꎮ 通过呼吸道攻毒也是很多学者采用

的一种支气管败血波氏菌攻毒方式[１５￣１６]ꎮ
截短的 ＢｃｆＡ(ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ)免疫组的组织载菌量

显著低于对照组ꎬ这表明截短的 ＢｃｆＡ 具有很好的免

疫保护力ꎮ ＢｃｆＡ￣３７３Ｔ 与 ＢｃｆＡ￣４５Ｑ 免疫组的组织

载菌量差异不显著ꎬ且与已有报道[４] 一致ꎮ 所以应

该认为截短后的 ＢｃｆＡ 依然保留着全长 ＢｃｆＡ 的免疫

活性ꎬ可以用于后续的疫苗研究ꎮ
总之ꎬ本研究通过截短表达提高了 ＢｃｆＡ 重组蛋

白的表达量和可溶性ꎬ为后期研制以 ＢｃｆＡ 重组蛋白
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抗原为基础的基因工程疫苗提供了基础ꎮ
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