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　 　 摘要:　 旨在通过分析溶血性曼氏杆菌重要抗原的免疫原性ꎬ为疫苗和诊断试剂研制提供依据ꎮ 在生物信息

学分析的基础上ꎬ构建溶血性曼氏杆菌 ｌｋｔＡ、ｏｍｐＡ、ｐｌｐＥ、ｐｌｐＦ、ｏｍｐＰ２ 和 ｇｓ６０ 基因的原核重组表达载体ꎬ并将其转化

至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中进行表达ꎬ获得重组蛋白质ꎮ 随后用被抗溶血性曼氏杆菌感染的绵羊血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣
ｂｌｏｔ 和酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)ꎬ评价各蛋白质的免疫原性并筛选优势免疫原ꎻ用各重组蛋白质免疫小鼠ꎬ评价

免疫小鼠后诱导其产生的抗体水平ꎬ以评价各重组蛋白质作为重组疫苗的潜在价值ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 和 ＥＬＩＳＡ 检测结

果表明ꎬ各重组蛋白质均具有良好的免疫原性ꎬ其中 ｒＬｋｔＡ、ｒＯｍｐＡ、ｒＧｓ６０ 与感染的绵羊血清结合能力最强ꎬ为优势

免疫原ꎻ各重组蛋白质免疫小鼠后均能诱导其产生体液免疫应答ꎬ其中 ｒＯｍｐＡ、ｒＰｌｐＥ 和 ｒＰｌｐＦ 免疫小鼠后诱导其产

生的抗体在免疫后 ３５ ｄ 仍能与全菌蛋白质结合ꎮ 研究结果为溶血性曼氏杆菌感染血清学诊断试剂的开发和新型

疫苗的研制提供了重要的试验数据ꎮ
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　 　 溶血性曼氏杆菌(Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ)属于

巴氏杆菌科曼氏杆菌属ꎬ是一种革兰氏阴性兼性厌

氧球杆菌ꎮ 其作为一种条件致病菌ꎬ溶血性曼氏杆

６４４



菌常存在于牛、羊等反刍动物上呼吸道中ꎮ 当动物

受到一些应激因素(如天气骤变、长途运输或病毒、
支原体感染等)影响ꎬ造成机体免疫能力下降时ꎬ溶
血性曼氏杆菌便可入侵动物肺部ꎬ引起动物发生严

重的肺炎[１￣２]ꎮ 溶血性曼氏杆菌是公认的引起牛呼

吸道 综 合 征 ( Ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ
ＢＲＤＣ)的主要病原[３]ꎮ 近年来ꎬ越来越多的研究发

现ꎬ溶血性曼氏杆菌同样是导致绵羊和山羊等小反

刍动物发生呼吸道疾病的重要病原[４]ꎬ还可以导致

羔羊败血症和母羊乳房炎的发生[５￣６]ꎮ
目前ꎬ中国还缺乏针对溶血性曼氏杆菌的使用

广泛且安全有效的商品化疫苗ꎬ同时也没有特异、敏
感的血清学诊断试剂ꎬ而国外使用的商品化疫苗仅

能提供部分免疫保护[７]ꎮ 因此ꎬ有必要对溶血性曼

氏杆菌的病原特征及其重要的免疫原进行深入研

究ꎬ从而有助于溶血性曼氏杆菌新型疫苗和血清学

诊断试剂的研制ꎮ
国内外研究者已经在溶血性曼氏杆菌免疫原方

面进行了一些相关研究ꎬ发现白细胞毒素(ＬＫＴ)及
ＯｍｐＡ、ＰｌｐＥ 等多个外膜蛋白质等均具有良好的免疫

原性ꎬ可诱导机体产生一定的免疫保护作用[８￣１０]ꎮ 然

而ꎬ虽然上述研究对一些潜在的诊断抗原和疫苗的候

选蛋白质进行了评价ꎬ但对于其中哪些可以作为优势

免疫原诱导机体产生高水平免疫应答尚不清楚ꎮ 此

外ꎬ相关研究多以牛源菌株为对象ꎬ分析其感染牛后

诱导牛产生的免疫应答情况ꎬ而对溶血性曼氏杆菌感

染羊后诱导羊产生的免疫应答情况的报道甚少ꎮ
本研究分析比较了溶血性曼氏杆菌感染羊后

ＬｋｔＡ、ＯｍｐＡ、ＰｌｐＥ、ＰｌｐＦ、ＯｍｐＰ２、Ｇｓ６０ 等 ６ 个重要

免疫原在羊体内诱导产生的抗体水平以及这些免疫

原的重组蛋白质在小鼠体内诱导产生的免疫应答水

平ꎬ从而为血清学诊断试剂的开发和新型疫苗的研

制提供有用的试验数据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株、载体及血清

溶血性曼氏杆菌临床分离株 Ｓ４ 由笔者所在实验

室(西南民族大学青藏高原动物遗传资源保护与利用

教育部重点实验室)分离鉴定和保存ꎻｐＥＴ￣２８α(＋)载
体为 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司产品ꎻ大肠杆菌 Ｅ.ｃｏｉｌ ＤＨ５α、ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞为天根生化科技(北京)有限公司

产品ꎻ３５ 份溶血性曼氏杆菌感染绵羊血清及 ３ 份阴性

血清由笔者所在实验室收集并保存ꎮ
１.２　 主要试剂

氨苄青霉素、卡那霉素、异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳

糖苷(ＩＰＴＧ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ金牌 Ｍｉｘ(ｇｒｅｅｎ)
Ｇｏｌｄｅｎ Ｓｔａｒ Ｔ６ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ (１.１×)购自北京擎科

信业生物公司ꎻ核酸相对分子质量标准 ＤＮＡ ｍａｒｋ￣
ｅｒ、蛋白质相对分子质量标准品、限制性内切酶 Ｂａｍ
ＨⅠ、ＸｈｏⅠ与 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自日本 ＴａＫａＲａ 公

司ꎻＧｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ、 Ｃｙｃｌｅ
Ｐｕｅ Ｋｉｔ 购自美国 Ｏｍｅｇａ 公司ꎻ镍金属螯合亲和[组
氨酸(Ｈｉｓ)标签蛋白]蛋白质纯化柱购自常州天地

人和生物科技有限公司ꎻ２７ ｍｍ 透析袋(相对分子

质量:３５ ０００)购自广州赛国生物科技有限公司ꎻ辣
根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记驴抗绵羊、ＨＲＰ 标记山羊

抗鼠、ＳｕｐｅｒＬｕｍｉａ ＥＣＬ ＨＰＲ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｋｉｔ 购自美国

Ａｂｂｋｉｎｅ 公司ꎻ磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)、酶标抗体稀

释液、血清稀释液、３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣四甲基联苯胺(ＴＭＢ)
显色液、终止液购自武汉博士德生物工程有限公司ꎻ
二喹啉甲酸(ＢＣＡ)蛋白质定量试剂购自江苏凯基

生物技术股份有限公司ꎻ酶标板购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎮ
１.３　 引物设计

为制备原核表达重组蛋白质ꎬ对 ｏｍｐＡ、 ｐｌｐＥ、
ｐｌｐＦ、ｏｍｐＰ２、ｇｓ６０ 基因全长编码序列(ＣＤＳ)进行克

隆ꎻ对于 ｌｋｔＡ 基因ꎬ对其２ ０１９~ ２ ８１９位核苷酸编码

序列进行截短表达ꎮ ＰＣＲ 扩增引物用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉ￣
ｅｒ ５ 软件设计ꎬ由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成ꎬ引物具体信息见表 １ꎮ

表 １　 原核表达 ＰＣＲ 扩增引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因　 引物序列(５′→３′) 产物大小
(ｂｐ)

ｌｋｔＡ ＣＧｇｇａｔｃｃＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＡＣＡＣＣＧＣＡＴ ８１６

ＣＣｃｔｃｇａｇＡＡＣＡＴＴＧＡＡＧＴＴＧＧＧＣＴＣＧＣＴ

ｏｍｐＡ ＣＧｇｇａｔｃｃＧＣＴＡＡＣＡＣＴＴＴＣＴＡＣＧＣＡＧＧＴＧＣＴＡ １ １３５

ＣＣｃｔｃｇａｇＴＴＡＣＡＴＡＧＴＴＡＣＴＴＣＴＴＴＴＧＡＡＣＣＴＴＧ

ｐｌｐＦ ＣＣｇｇａｔｃｃＡＧＣＧＧＴＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＧ ８２３

ＧＧｃｔｃｇａｇＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＣＴＣＧＧＧＴＴＣＣＴＧ

ｐｌｐＥ ＧＴＣＡｇｇａｔｃｃＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＧＣＧＧＴＡＧＣ １ ０３３

ＧＡＣＴｃｔｃｇａｇＴＴＡＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧＣＴＡＡＣＣＡＴＴＡ

ｏｍｐＰ２ ＣＧＣｇｇａｔｃｃＧＴＴＴＡＣＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＴ １ １３５

ＧＴＧｃｔｃｇａｇＴＴＡＣＣＡＧＴＡＴＡＣＡＣＧＣＡＴＡＣＣ

ｇｓ６０ ＣＣｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＡＡＣＴＡＴＴＴＴＡＡＡＣ １ ７３８

ＧＧｃｔｃｇａｇＴＴＡＡＴＡＡＧＣＴＴＧＴＴＧＡＡＴＡＧ
ｇｇａｔｃｃ 为 Ｂａｍ ＨⅠ酶切位点ꎻｃｔｃｇａｇ 为 ＸｈｏⅠ酶切位点ꎮ
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１.４　 ＰＣＲ 扩增

采用常规酚￣三氯甲烷法从溶血性曼氏杆菌 Ｓ４
株中提取总 ＤＮＡ 作为模板ꎬ利用表 １ 中的引物对各

基因片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应总体系为 ２０ μｌꎬ包
括 Ｍｉｘ(ｇｒｅｅｎ)Ｇｏｌｄｅｎ Ｓｔａｒ Ｔ６ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ(１.１×)
(５ Ｕ / μｌ)１０ μｌꎬ上游引物、下游引物各 １ μｌꎬＤＮＡ 模

板 ２ μｌꎬ去离子水 ６ μｌꎮ 反应条件:９５ ℃预变性 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓ ( ｌｋｔＡ、 ｏｍｐＡ、 ｐｌｐＦ、
ｐｌｐＥ、ｏｍｐＰ２、ｇｓ６０ 基因对应的退火温度分别为 ６０􀆰 ０
℃、５８􀆰 ０℃、６３􀆰 ０ ℃、５７􀆰 ７ ℃、５７􀆰 ８ ℃、５５􀆰 ９ ℃)ꎻ
７２􀆰 ０ ℃延伸(其中 ｇｓ６０ 基因延伸 １ ｍｉｎ ３０ ｓꎬ其他基

因均延伸 ４０ ｓ)ꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２􀆰 ０ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ
１６ ℃结束反应ꎮ ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳

进行检测ꎮ
１.５　 原核表达载体的构建

利用 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 对上述各 ＰＣＲ 产物进行

回收纯化ꎮ 随后用限制性内切酶 Ｂａｍ ＨⅠ、Ｘｈｏ Ⅰ
对 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)载体及纯化的目的片段进行双酶切ꎮ
利用 Ｃｙｃｌｅ Ｐｕｅ Ｋｉｔ 纯化酶切产物ꎬ采用 Ｔ４ ＤＮＡ 连

接酶进行连接反应ꎮ 将连接产物转化至 ＤＨ５α 感受

态细胞中ꎬ然后将重组质粒 ＤＨ５α 工程菌涂布于含

有卡那霉素(５０ μｇ / ｍｌ)的 ＬＢ 琼脂选择培养基上ꎮ
第 ２ ｄ 挑取疑似阳性菌落ꎬ利用质粒提取试剂盒

Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ 对其进行质粒提取ꎬ随后进行

ＰＣＲ 鉴定和 Ｂａｍ ＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定ꎬ将鉴定为

阳性的样本送至生工生物工程(上海)股份有限公

司进行测序确认ꎮ
１.６　 重组蛋白质的诱导表达和可溶性分析

将 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)￣Ｘ 转化至 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ获得表达工程菌ꎬ将表达工程

菌菌种按１ ∶ １００ 的体积比接入 １００ ｍｌ ＬＢ 液体培养

基(卡那霉素质量浓度为 ５０ μｇ / ｍｌ)中ꎬ将终浓度为 １
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 于 ３７ ℃诱导表达 ９ ｈꎬ然后取 ２ ｍｌ 菌
液ꎬ于８ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 １５ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ经 ｐＨ
值为 ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 重悬ꎬ与等体积的２×ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺

凝胶电泳(ＰＡＧＥ)上样缓冲液混合ꎬ加热煮沸 ５ ｍｉｎꎬ
通过含量为 １２％的分离胶进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎮ

将检测正确的样本在冰水浴中通过超声波破碎

仪于 ４００ Ｗ 破碎 ２０ ｍｉｎ(超声 ２ ｓ＋暂停 ６ ｓ 为 １ 个循

环)ꎬ破碎后于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 １５ ｍｉｎꎬ分别收

集沉淀、上清ꎮ 取少许沉淀ꎬ经 ｐＨ 值为 ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ
重悬ꎬ然后将沉淀、上清均用含量为 １２％的分离胶进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ对重组蛋白质进行可溶性分析ꎮ
１.７　 重组蛋白质的纯化

将上述诱导表达后的菌液于８ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离

心 １５ ｍｉｎꎬ收集菌体并用 ＰＢＳ 重悬ꎬ在冰浴中进行超

声破碎(４００ Ｗꎬ２０ ｍｉｎ)ꎮ 破碎后于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃
离心 １５ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎬ收集沉淀ꎬ将沉淀用破碎

Ｂｕｆｆｅｒ(Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ)溶解ꎬ在冰浴中进行二次超声

破碎ꎬ于 ４００ Ｗ 破碎 ２０ ｍｉｎ(超声 ２ ｓ＋暂停 ６ ｓ 为 １
个循环)ꎬ破碎后于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ收
集上清液ꎬ进行镍琼脂糖亲和层析纯化ꎮ 最后将制备

好的各组分蛋白质置于－８０ ℃冰箱中保存ꎮ
１.８　 优势免疫原的筛选

为评价溶血性曼氏杆菌感染羊后蛋白质 ｒＯｍ￣
ｐＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＰｌｐＦ、ｒＯｍｐＰ２、ｒＧｓ６０ 诱导免疫应答的能

力ꎬ筛选能够与感染动物血清抗体高效结合的优势

免疫原ꎬ以上述纯化的各重组蛋白质作为包被抗原ꎬ
分别以临床感染绵羊阳性血清、阴性血清作为一抗ꎬ
进行间接酶联免疫吸附剂测定(ＥＬＩＳＡ)ꎮ 主要过程

如下:每孔用 １００ μｌ、５ μｇ / ｍｌ重组蛋白质包被酶标

板ꎬ用 ＰＢＳＴ(５００ ｍｌ ＰＢＳ＋２５ μｌ Ｔｗｅｅｎ￣２０)洗涤 ３ 次

后再用 ５％(质量体积比)脱脂奶粉在 ３７ ℃作用 ２ ｈ
进行封闭ꎬ洗涤 ３ 次后加入 １００ μｌ 按１ ∶ ２００ 稀释的

临床感染动物血清或阴性血清ꎬ在 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ洗
涤 ５ 次后加入 １００ μｌ 按１ ∶ ６ ０００稀释的辣根过氧化

物酶(ＨＲＰ)标记驴抗绵羊免疫球蛋白( ＩｇＧ)ꎬ３７ ℃
孵育 ４５ ｍｉｎꎬ洗涤 ５ 次后加入 １００ μｌ 底物 ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ
５′￣四甲基联苯胺(ＴＭＢ)ꎬ室温下显色 １０ ｍｉｎꎬ加入

１００ μｌ 终止液ꎬ并在酶标仪上读取 ＯＤ４５０ꎮ
１.９　 重组蛋白质的免疫原性分析

将 ４０ μｇ 重组蛋白质与 ＩＳＡ ２０１ 佐剂按等体积

混合进行乳化ꎬ分别免疫 ６ 只 ６~ ８ 周龄的雌性

ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ并设 ＰＢＳ 对照组ꎮ 首次免疫 １４ ｄ 后

用相同剂量进行二次免疫ꎬ并分别于首次免疫后 ０
ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ、３５ ｄ 采集小鼠血清ꎮ 以各重

组蛋白质作为包被抗原(１ 孔 ５０ ｎｇ)ꎬ以按１ ∶ ５０ 比

例稀释的小鼠血清为一抗进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ从
而评价各重组蛋白质诱导产生的抗体水平 (用

ＯＤ４５０表示)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 溶血性曼氏杆菌重要抗原编码基因的 ＰＣＲ扩增

为了构建重要抗原编码基因的原核表达载体ꎬ
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利用表 １ 中的引物对各基因片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结
果均获得与预期大小一致的条带ꎬ详见图 １ꎮ
２.２　 原核表达载体的构建及鉴定结果

对目的片段和 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)载体进行双酶切后ꎬ
将酶切所得基因分别与 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)连接ꎬ并用连接

后的载体分别转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ再用含有卡

那霉素的 ＬＢ 琼脂平板筛选疑似阳性菌落ꎬ培养后

提取质粒ꎬ对质粒进行特异性 ＰＣＲ 鉴定ꎬ且使用

Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ对质粒进行双酶切鉴定ꎮ 结果表

明ꎬ除了在相应位置出现与预期相符的目的条带外ꎬ
还在５ ８００ ｂｐ 左右处出现了条带ꎮ 此外ꎬ测序结果

显示ꎬ６ 个质粒均为阳性质粒ꎬ表明本研究成功构建

了 ６ 个重组原核表达载体ꎮ
２.３　 重组蛋白质的诱导表达和可溶性分析

将诱导的菌液离心ꎬ用 ＰＢＳ 重悬沉淀并洗涤沉

淀后在冰水浴中进行超声破碎ꎬ破碎完成后ꎬ离心分

离上清液和沉淀ꎬ分别使用上清液、沉淀进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥꎮ

可溶性分析检测结果显示ꎬ６ 个重组蛋白质破碎后

的上清液中均没有出现条带ꎬ而沉淀中出现与预期

相符的目的条带(图 ２)ꎬ说明 ６ 个重组蛋白质都以

包涵体的形式表达ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准ꎻ１ ~ ６:ｇｓ６０、ｐｌｐＦ、ｐｌｐＥ、ｏｍ￣
ｐＡ、ｌｋｔＡ、ｏｍｐＰ２ 基因ꎮ
图 １　 溶血性曼氏杆菌重要抗原编码基因的扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ ｍａｊｏｒ ａｎｔｉｇｅｎ￣
ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

Ａ:裂解物沉淀ꎻＢ:裂解物上清液ꎮ Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１~６:ｒＬｋｔＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＯｍｐＡ、ｒＯｍｐＰ２、ｒＧｓ６０、ｒＰｌｐＦ 蛋白ꎮ
图 ２　 重组蛋白质的可溶性分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.４　 重组蛋白质的纯化

将菌体经过第 １ 次 ＰＢＳ 重悬破碎洗涤后ꎬ留下

的沉淀再用含有 ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素的 ＢｕｆｆｅｒⅡ溶解破碎ꎬ
将离心后留下的上清液过镍柱ꎬ进行镍柱亲和层析纯

化ꎮ 在洗杂和洗脱过程中ꎬ使用具有不同咪唑浓度

(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ)的Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆ￣
ｅｒ 进行梯度洗脱ꎬ对收集到的蛋白质进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
检测ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ各基因对应的重组蛋白质经

电泳后均有单一且符合预期大小的目的条带ꎬ表示重

组蛋白质的纯化效果良好ꎮ 对纯化结果良好的蛋白

质组分进行透析复性、浓缩及二喹啉甲酸(ＢＣＡ)试剂

盒蛋白质浓度检测ꎬ以便进行进一步的研究ꎮ

２.５　 优势免疫原的筛选结果

使用按上述步骤制备的纯化重组蛋白质作为包

被抗原ꎬ以临床感染动物血清及阴性血清作为一抗ꎬ
进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ其目的是为了能够筛选与感

染动物血清高效结合的优势免疫原ꎮ 由图 ４ 可以看

出ꎬ溶血性曼氏杆菌感染羊后ꎬ本研究选择的 ６ 种免

疫原蛋白质在绵羊体内产生的 ６ 种抗体水平存在明

显差异ꎬ可见不同重组蛋白质与感染血清的结合能

力也有差异ꎬ按 ＯＤ 值从高到低排序为 ｒＯｍｐＡ、ｒＬｋ￣
ｔＡ、ｒＧｓ６０、ｒＰｌｐＥ、ｒＯｍｐＰ２、ｒＰｌｐＦꎮ 由此可见ꎬｒＯｍｐＡ、
ｒＬｋｔＡ 和 ｒＧＳ６０ 是进行溶血性曼氏杆菌血清学诊断

试剂开发的良好候选蛋白质ꎮ
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Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻＡ 中 １~２ 以及 Ｂ 中 １~４ 分别为:ｒＰｌｐＦ、ｒＧｓ６０、ｒＬｋｔＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＯｍｐＰ２、ｒＯｍｐＡꎮ
图 ３　 纯化重组蛋白质的电泳结果

Ｆｉｇ.３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ４　 优势免疫原筛选

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｓ

２.６　 重组蛋白质疫苗诱导小鼠产生的抗体水平

　 　 为了评价制备的重组蛋白质作为亚单位疫苗候

选蛋白质的潜力ꎬ将具有相同蛋白质剂量(４０ μｇ)
并且经无菌检验及物理性状检验的重组蛋白质疫苗

分组后经皮下注射免疫小鼠ꎬ以免疫后不同时间的

小鼠血清作为一抗ꎬ以纯化的重组蛋白质作为包被

抗原ꎬ进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ以评价重组蛋白质免

疫小鼠后能否使小鼠产生特异性抗体、抗体水平的

变化及抗体的持续时间ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬ６ 个重

组蛋白质均能使小鼠产生免疫应答ꎬ其中 ｒＬｋｔＡ、
ｒＯｍｐＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＰｌｐＦ、ｒＧｓ６０ 经过 ２ 次免疫后ꎬ抗体水

平不断上升ꎬ并持续至试验首免后 ３５ ｄ 仍未下降ꎮ
其中ꎬｒＯｍｐＡ 产生的抗体水平较高ꎻｒＯｍｐＰ２ 产生的

抗体水平较低ꎬ并且持续时间较短ꎬ在首免后 ２８ ｄ
开始下降ꎮ 由此可见ꎬ除 ｒＯｍｐＰ２ 外ꎬ其他重组蛋白

质均具有作为亚单位疫苗候选蛋白质的潜力ꎮ
２.７　 抗重组蛋白质抗体与溶血性曼氏杆菌全菌蛋

白质结合能力的评价

　 　 为了评价各重组蛋白质免疫后产生的抗体能否

图 ５　 重组蛋白质免疫小鼠后的抗体水平

Ｆｉｇ.５　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｍ￣
ｂｉａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

与溶血性曼氏杆菌的菌体结合ꎬ从而具有潜在的免

疫保护作用ꎬ以各重组蛋白质免疫小鼠后的血清作

为一抗、以制备的溶血性曼氏杆菌全菌蛋白质作为

包被抗原进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ 由图 ６ 可以看出ꎬｒＯｍ￣
ｐＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＰｌｐＦ 免疫后诱导产生的抗体能与溶血性

曼氏杆菌的全菌蛋白质高效结合ꎬ抗体水平明显高

于阴性对照ꎬ并且在免疫后 ３５ ｄ 仍能与全菌蛋白质

结合ꎮ 由此可见ꎬｒＯｍｐＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＰｌｐＦ 可能具有潜

在的免疫保护作用ꎮ

３　 讨 论

溶血性曼氏杆菌作为引起牛、羊等反刍动物呼

吸道疾病的重要病原ꎬ给国内外养殖业造成了巨大

的经济损失[１１￣１３]ꎬ仅在北美地区ꎬ每年给肉牛养殖

业造成的经济损失就高达数十亿美元[１４]ꎬ因此对该

病进行有效控制尤为紧迫ꎮ 开发敏感的诊断工具和

高效的疫苗是对该病进行防控的重要措施[１５]ꎬ目前
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图 ６　 抗重组蛋白质抗体与全菌抗原结合能力的评价

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ
ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎ

国外使用的商品化疫苗仅能提供部分免疫保护[７]ꎮ
因此ꎬ为了更好地对该病进行防控ꎬ有必要对溶血性

曼氏杆菌的免疫原分子进行更全面的认识ꎬ国内外

学者已进行了一些相关研究ꎮ 例如ꎬ２０１０ 年 Ａｙａｌｅｗ
等[１６ꎬ９]通过免疫蛋白质组学分析证实了 ５５ 种可能

具有免疫原性的溶血性曼氏杆菌的外膜蛋白质ꎬ包
括 ＯｍｐＡ、 ＯｍｐＰ２、 ＬｋｔＡ、 ＰｌｐＥ 等ꎮ 其中ꎬ 脂蛋白

ＰｌｐＥ 是最早发现于溶血性曼氏杆菌中的一种脂蛋

白ꎬＹａｌｅｗ 等[１７]通过对 ＰｌｐＥ 的研究发现ꎬ重组 ＰｌｐＥ
免疫牛后可诱导牛产生良好的免疫应答ꎬ随后他们

用重组溶血性曼氏杆菌 ＯｍｐＡ 对牛进行免疫ꎬ用补

体介导的方式刺激机体产生了高抗体反应[８]ꎮ
Ｏｍａｌｅｋｉ 等[１８]后来将 ＰｌｐＥ 与 ＬｋｔＡ 进行融合表达ꎬ
结果表明ꎬ融合表达后免疫小鼠能够使其产生良好

的保护效果ꎮ 为了进一步评价溶血性曼氏杆菌中各

重要功能蛋白质在感染动物后的免疫原性ꎬ并筛选

适合的免疫原蛋白质ꎬ后续进行血清学诊断方法的

研究和新型疫苗的研制ꎮ 本研究从绵羊源溶血性曼

氏杆菌中对 ｌｋｔＡ、ｏｍｐＡ、ｐｌｐＥ、ｐｌｐＦ、ｏｍｐＰ２、ｇｓ６０ 等 ６
个基因进行了克隆和原核表达ꎬ随后评价了各蛋白

质的免疫原性及重组蛋白质诱导机体产生的免疫应

答水平ꎮ
建立血清学检测方法的关键是所采用的抗原能

否与大多数临床感染血清反应ꎬ并且能够高效结合ꎮ
为了筛选溶血性曼氏杆菌中适合作为诊断抗原的优

势免疫原蛋白质ꎬ本研究采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法分析

比较了 ６ 种免疫原与 ３５ 份临床感染阳性血清和 ３
份阴性血清的结合反应能力ꎬ结果发现ꎬ虽然所有 ６
种蛋白质均能不同程度地与临床感染血清结合ꎬ但
各自的结合能力有差别ꎮ 其中 ｒＯｍｐＡ、ｒＬｋｔＡ、ｒＧｓ６０

可与绝大多数感染动物血清反应ꎬ且具有很强的结

合能力ꎬ说明它们是优势免疫原ꎬ可以作为溶血性曼

氏杆菌血清学诊断试剂开发的良好候选蛋白质ꎮ 但

是ꎬ各蛋白质作为诊断抗原的特异性还需要进行进

一步的验证ꎮ
开发新型亚单位疫苗是溶血性曼氏杆菌疫苗研

发的重要方向ꎮ 作为疫苗候选蛋白质ꎬ必须在免疫

后能诱导机体产生强烈和持续的免疫应答ꎮ 本研究

采用制备的 ６ 种重组蛋白质免疫小鼠ꎬ发现所有重

组蛋白质均可以诱导机体产生较高水平的体液抗

体ꎮ 其中ꎬｒＬｋｔＡ、ｒＯｍｐＡ、ｒＰｌｐＥ、ｒＰｌｐＦ、ｒＧｓ６０ 免疫后

产生的抗体水平高ꎬ且在试验结束时(免疫后 ３５ ｄ)
仍可保持较高水平ꎬ说明上述 ５ 种重组蛋白质ꎬ特别

是 ｒＯｍｐＡ 具有作为亚单位疫苗候选蛋白质的潜力ꎮ
本研究在优势免疫原筛选评价中 ｒＬｋｔＡ 能够检

测出更多的阳性血清ꎬ是作为血清学诊断试剂开发

的良好候选蛋白质ꎮ 然而ꎬ采用 ｒＬｋｔＡ 免疫小鼠后

产生的特异性抗体与溶血性曼氏杆菌全菌蛋白质的

结合能力较弱ꎬ可能是由于白细胞毒素(ＬＫＴ)在溶

血性曼氏杆菌生长的对数期分泌于培养液的上清液

中[１９]ꎬ作为释放于胞外的毒素蛋白质ꎬ在全菌蛋白

质中其成分含量很低ꎮ 因此ꎬ作为溶血性曼氏杆菌

最为重要的毒力因子ꎬ在开发新型亚单位疫苗时ꎬ将
ＯｍｐＡ、ＰｌｐＥ 与 ＬＫＴ 进行融合表达将是重要的策略

之一ꎮ
本研究对 ６ 个重要的溶血性曼氏杆菌免疫原蛋

白质的免疫原性及其重组蛋白质诱导的体液免疫应

答水平进行了比较分析ꎬ为进一步将这些蛋白质作

为抗原开发血清学诊断试剂和新型疫苗提供了重要
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