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　 　 摘要:　 副猪嗜血杆菌(ＨＰＳ)是引起猪格拉瑟病(Ｇｌａｓｓｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ)的病原菌ꎬ给全球和中国规模化养猪业造

成了重大经济损失ꎮ 副猪嗜血杆菌血清型众多ꎬ其中血清 ７ 型是近年来分离比例越来越高的血清型ꎬ也是危害越

来越严重的血清型ꎮ ｃｒｐ 是最重要的系统调控因子之一ꎬ在细菌感染过程中对细菌适应环境变化起着至关重要的

作用ꎮ 为了筛选副猪嗜血杆菌血清 ７ 型 ｃｒｐ 基因缺失弱毒株ꎬ采用自然转化法构建了副猪嗜血杆菌血清 ７ 型临床

分离株 ＨＰＳ７ 的 ｃｒｐ 基因缺失株ꎬ对 ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 基因缺失株的生长特性、生物膜形成、抗药性、毒力等进行了研

究ꎮ 结果表明ꎬＨＰＳ７ 的 ｃｒｐ 基因缺失后ꎬ生长显著减慢ꎬ自凝速度减慢ꎬ生物膜形成能力明显减弱ꎬ对大部分抗生素

的抗性降低ꎬ对豚鼠的毒力降低ꎮ 以上结果说明 ｃｒｐ 基因对 ＨＰＳ７ 的生长、抗药性、毒力均有明显影响ꎮ 本研究结果

为筛选副猪嗜血杆菌血清 ７ 型弱毒株提供了参考ꎮ
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ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

　 　 引起猪格拉瑟病(Ｇｌａｓｓｅｒ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ)的副猪嗜血

杆菌(ＨＰＳ)是临床上危害猪群健康最严重的细菌性

病原之一ꎮ 格拉瑟病以猪严重上呼吸道感染、多发

性纤维素性浆膜炎、关节炎、脑膜炎为特征ꎬ给全球

及中国的养猪业造成巨大的经济损失[１￣４]ꎮ 副猪嗜

血杆菌血清型有 １５ 种ꎬ其中血清 １ 型、血清 ５ 型、血
清 １０ 型、血清 １２ 型、血清 １３ 型、血清 １４ 型被认为

是高毒力的血清型ꎬ血清 ２ 型、血清 ４ 型、血清 １５ 型

为中等毒性ꎬ血清 ３ 型、血清 ６ 型、血清 ７ 型、血清 ８
型、血清 ９ 型、血清 １１ 型被认为是无毒的[５￣７]ꎮ 但血

清 ７ 型是近年来临床典型发病病例中分离比例越来

越高的血清型ꎬ也是危害越来越严重的血清型[８￣１０]ꎮ
ｃｒｐ 基因编码 ｃＡＭＰ 受体蛋白( ｃＡＭＰ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＲＰ)ꎬ全长 ６７５ ｂｐ 核苷酸ꎬ编码 ２２５ 个氨基

酸ꎬ是大肠杆菌中 ７ 个系统调控因子之一[１１￣１４]ꎮ ＣＲＰ
调控 ４９０ 多个基因的表达ꎬ在细菌感染过程中ꎬ系统

调控因子在细菌适应环境变化方面起着至关重要的

作用ꎮ ＣＲＰ 可以提高大肠杆菌在各种压力条件下的

适应性能ꎬＣＲＰ 蛋白调节多种基因的表达ꎬ与多种毒

力因子的表达有关ꎮ 由于 ｃｒｐ 基因与毒力密切相关ꎬ
常被选为研制减毒疫苗的靶点[１４￣１６]ꎮ

ｃｒｐ 基因在副猪嗜血杆菌中的功能报道较少ꎬ
Ｊｉａｎｇ 等[１７￣１８]的研究结果显示ꎬｃｒｐ 基因参与血清 ５
型 ＨＰＳ 的生长、生物膜形成、应激耐受、抗血清活性

提高和铁利用ꎮ 进一步试验发现ꎬｃｒｐ 基因缺失后

ＨＰＳ 毒力显著降低ꎮ 由于血清 ７ 型在临床上分离比

例越来越高ꎬ而目前还没有针对血清 ７ 型的疫苗ꎮ
因此本研究构建副猪嗜血杆菌血清 ７ 型 ｃｒｐ 缺失

株ꎬ对缺失株的生长、抗性及毒力进行初步研究ꎬ为
进一步研究 ｃｒｐ 基因在 ＨＰＳ 中的功能以及筛选更加

安全有效的 ＨＰＳ 疫苗候选株提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株和质粒

副猪嗜血杆菌血清 ７ 型临床分离株 ＨＰＳ７ 由本

实验 室 分 离 鉴 定 并 保 存[８￣１０]ꎮ 自 杀 性 质 粒

ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ、副猪嗜血杆菌￣大肠杆菌穿梭载体

ｐＳＨＫ３￣Ｋａｎ 由华中农业大学徐晓娟、蔡旭旺副教授

馈赠ꎮ
１.２　 引物的设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 报道的副猪嗜血杆菌血清 ７ 型

ｖＨＰＳ７ 株全基因组(ＣＰ０４９０８９)序列ꎬ设计含有酶切

位点及 ＵＳＳ 序列 ( ＤＮＡ 摄取信号序列) 的引物

ｃｒｐｕＦ / ｃｒｐｕＲ、ｃｒｐｄＦ / ｃｒｐｄＲꎬ用于扩增 ｃｒｐ 上下游同源

臂ꎬｃｒｐＦ / ｃｒｐＲ 用于扩增 ｃｒｐ 基因ꎬ去掉酶切位点和

ＵＳＳ 序列的 ｃｒｐｕｕＦ / ｃｒｐｄｄＲ 用于鉴定 ｃｒｐ 亲本株与缺

失株ꎬ参考质粒 ｐＳＨＫ３￣Ｋａｎ 序列设计 ＫａｎＦ / ＫａｎＲ
用于扩增卡那霉素基因(Ｋａｎ)ꎮ 构建及鉴定副猪嗜

血杆菌 ｃｒｐ 基因缺失株的引物见表 １ꎬ引物由北京擎

科生物科技有限公司合成ꎮ

表 １　 用于构建和鉴定 ｃｒｐ 缺失株的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ

引物名称 引物序列(５′→３′) 片段大小(ｂｐ) / 缺失株 用途　

ｃｒｐｕＦ
ｃｒｐｕＲ
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ＴＴＴＴＴＡＴＣＴＴＧＴＧＣＡＡＴＧＡＧＡＡＡＣＣＴＣＴＡＴＡＡＡＴＣＡＴＴＴ

７１４ 扩增 ｃｒｐ 上游片段

ｃｒｐｄＦ
ｃｒｐｄＲ

ＡＴＣＡＧＡＡＴＴＧＧＴＴＡＡＴＴＧＣＡＴＡＴＴＡＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＧＴＧＣ
ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＣＴＡＧＣＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＣＡＣＡＣＣ

７１４ 扩增 ｃｒｐ 下游片段

ＫａｎＦ
ＫａｎＲ

ＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＧＡＴＡＡＡＡＡ
ＣＡＡＴＴＡＡＣＣＡＡＴＴＣＴＧＡＴ

９０９ 扩增 Ｋａｎ

ｃｒｐＦ
ｃｒｐＲ

ＡＴＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴＴＣＡＡＴＣ
ＴＴＡＴＣＴＴＧＴＣＣＣＡＴＡＣＡＣ

６７５ 扩增 ｃｒｐ

ｃｒｐｕｕＦ
ｃｒｐｄｄＲ

ＴＴＧＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＴＧＡＡＣＧＧＡ
ＣＴＡＧＣＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＣＡＣＡＣＣ

２ １０３(亲本株) / ２ ３３７(缺失株) ＰＣＲ 鉴定 ｃｒｐ 缺失株

斜体和下划线分别表示 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ、Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ酶切位点和 ＵＳＳ 序列ꎮ
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１.３　 试验动物

雌性豚鼠购自华兴实验动物养殖场ꎬ６~８ 周龄ꎬ
体质量２００~２５０ ｇꎮ
１.４　 ｃｒｐ 基因序列同源性分析

使用 ＭＥＧＡ ６ 软件ꎬ分析副猪嗜血杆菌 ｃｒｐ 基

因序列与同一种属中其他菌株 ｃｒｐ 基因序列之间

的同源性ꎮ 在 ＴＳＡ[胰蛋白胨大豆琼脂培养基ꎬ含
５％的胎牛血清ꎬ０􀆰 ０１％的 ＮＡＤ(辅酶Ⅰ)]上复苏

本实验室分离鉴定保存的副猪嗜血杆菌临床株和

标准株ꎬ提取基因组ꎬ用引物 ｃｒｐＦ / ｃｒｐＲ 扩增 ｃｒｐ 基

因ꎬ测序ꎮ
１.５　 ｃｒｐ 缺失株的构建与鉴定

将副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株 ＨＰＳ７ 复苏ꎬ挑
取单菌落于 ５ ｍｌ ＴＳＢ(胰蛋白胨大豆肉汤培养基ꎬ含
５％的胎牛血清ꎬ０􀆰 ０１％的 ＮＡＤ)中ꎬ３７ ℃培养 １２ ｈꎬ
离心去上清液重悬菌体ꎬ提取基因组ꎬ分别用引物

ｃｒｐｕＦ / ｃｒｐｕＲ 和 ｃｒｐｄＦ / ｃｒｐｄＲ 扩增 ｃｒｐ 基因上、下游片

段ꎬ用引物 ＫａｎＦ / ＫａｎＲ 从 ｐＳＨＫ３ 质粒中扩增 ９０９
ｂｐ 卡那霉素基因ꎮ 利用 ＰＣＲ 扩增原理ꎬ用引物

ｃｒｐｕＦ / ｃｒｐｄＲ 将这 ３ 个片段通过 ＰＣＲ 重叠延伸连接

在一起ꎬ形成重叠片段 ＵＫＤꎮ 使用 Ｂａｍ ＨⅠ和

Ｅｃｏ ＲⅠ酶 切 ＵＫＤ 片 段ꎬ 连 接 到 自 杀 性 质 粒

ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢꎬ阳性质粒命名为 ｐＫＵＫＤꎮ 参考文献

[１７] 报道的自然转化法ꎬ 大量提取重组质粒

ｐＫＵＫＤꎬ测定 Ａ２６０值ꎮ 挑取 ＨＰＳ７ 单菌落于 ５ ｍｌ ＴＳＢ
中ꎬ３７ ℃培养至 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ８ꎬ取 ２０ μｌ 菌液加入

２０ μｌ ８ ｍｍｏｌ / Ｌ ｃＡＭＰ (环腺苷酸)ꎬ混匀ꎬ反应 １０
ｍｉｎꎬ加入 ２ μｇ 重组质粒 ｐＫＵＫＤꎬ混匀ꎬ反应 １０ ｍｉｎ
后加入到 ＴＳＡ 固体培养基上ꎬ涂布均匀ꎬ３７ ℃孵育

５ ｈꎮ 用 ＴＳＢ 洗涤菌体ꎬ转移到含 Ｋａｎ 的 ＴＳＡ 上ꎬ３７
℃培养２４~４８ ｈꎮ 挑取转化子ꎬ提取基因组ꎬ用引物

ｃｒｐｕｕＦ / ｃｒｐｄｄＲ、ｃｒｐＦ / ｃｒｐＲ、ＫａｎＦ / ＫａｎＲ 扩增 ＵＫＤ 序

列、ｃｒｐ 基因和 Ｋａｎꎬ电泳检测目的片段的大小及有

无来鉴定是否成功构建 ｃｒｐ 缺失株ꎬ并测序验证ꎮ
１.６　 ｃｒｐ 缺失株的生长曲线

ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 缺失株△ｃｒｐ 在 ＴＳＢ 中 ３７ ℃培

养过夜ꎬ用 ＴＳＢ 将 ＨＰＳ７、△ｃｒｐ 的 ＯＤ６００ 值调整为

０􀆰 ８ꎮ 按１ ∶ １ ０００的接种比例将 ＨＰＳ７、△ｃｒｐ 接种至

新的锥形瓶中ꎬ在气浴恒温振荡器中 ３７ ℃、１８０
ｒ / ｍｉｎ培养ꎮ 每隔 ２ ｈ 取样 １００ μｌꎬ加入到 ９００ μｌ 稀
释液中 １０ 倍稀释ꎬ取样至 ４８ ｈꎬ根据菌液 ＯＤ６００值和

预试验取 ３ 个适宜稀释度ꎬ取 １００ μｌ 在平板上涂

匀ꎬ各 ３ 个重复ꎬ置于 ３７ ℃培养 ３６ ｈꎬ统计菌落数ꎬ
取平均值ꎬ绘制出 ｃｒｐ 缺失株△ｃｒｐ 的生长曲线ꎮ
１.７　 ｃｒｐ 缺失株的自凝特性试验

ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 缺失株△ｃｒｐ 在 ２ ｍｌ ＴＳＢ 中培养

过夜ꎬ测定 ＯＤ６００ꎬ用 ＴＳＢ 调节 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ８ꎬ３７ ℃
静置培养ꎬ分别在 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、
４８ ｈ 和 ６０ ｈ 时ꎬ从培养液顶部取 ２００ μｌꎬ测定

ＯＤ６００ꎮ
１.８　 生物膜的形成能力试验

将 ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 缺失株△ｃｒｐ 培养过夜ꎬＯＤ６００

值调整为 ０􀆰 ８ꎮ ９６ 孔微孔板中每孔中加入 ９０ μｌ 培
养液ꎬ加入 １０ μｌ 菌液ꎬ３７ ℃孵育 ６０ ｈꎬ吸去菌液ꎬ用
２００ μｌ 无菌 ＰＢＳ(磷酸缓冲液)洗 ３ 次ꎬ１００ μｌ 甲醇

固定 １５ ｍｉｎꎬ风干后ꎬ加入 １００ μｌ １％结晶紫染色 １０
ｍｉｎꎬ清洗、干燥ꎬ待完全干燥后ꎬ加入 １００ μｌ 的 ３３％
乙酸溶液溶解ꎬ用酶标仪测量 ＯＤ６３０值ꎮ ３ 个重复ꎬ
取平均值ꎮ 用未接种菌液的作为空白对照ꎮ
１.９　 抗生素抗性试验

采用 Ｋｉｒｂｙ￣Ｂａｕｅｒ 纸片扩散法(Ｋ￣Ｂ 法)进行抗

生素抗性试验ꎬ将过夜培养的 ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 缺失株

△ｃｒｐꎬ用灭菌 ＰＢＳ 调整为适宜浓度ꎬ将菌液均匀涂

抹于 ＴＳＡ 上ꎬ选取 ２４ 种临床上常用的药敏片(包括

头孢噻呋、头孢他啶、氨苄西林、替米考星、阿莫西

林、青霉素 Ｇ、阿米卡星、氟苯尼考、庆大霉素、头孢

噻肟、痢特灵、链霉素、强力霉素、四环素、土霉素、氧
氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星、左氟沙星、
复方新诺明、阿奇霉素、红霉素、罗红霉素)ꎬ将药敏

片均匀贴于涂有菌液的平板上ꎬ３７ ℃培养 ３６ ｈꎬ测
量药敏片抑菌圈直径ꎮ
１.１０　 豚鼠感染试验

选取体质量为 ２５０ ｇ 左右的清洁级豚鼠 ４５ 只ꎬ
随机分成 ９ 组(ＨＰＳ７、△ｃｒｐ 菌株各 ４ 组ꎬ空白对照 １
组)ꎬ每组 ５ 只ꎮ 将 ＨＰＳ７ 和△ｃｒｐ 接种到 ＴＳＡ 固体

培养基上ꎬ过夜培养ꎬ用无菌生理盐水洗涤ꎬ反复吹

打ꎬＯＤ６００值调整为 ２.０ꎬ１０ 倍稀释成 ４ 个滴度梯度ꎬ
每个滴度腹腔注射 ５ 只豚鼠ꎬ每只豚鼠注射 １ ｍｌꎬ对
照组注射生理盐水ꎬ同时原液 １０ 倍稀释ꎬ进行活菌

计数ꎮ 观察豚鼠发病和死亡情况ꎬ连续观察 １４ ｄꎬ死
亡豚鼠取脏器组织抹片观察ꎬ接种到 ＴＳＡ 培养基ꎮ
肝脏、肺脏用多聚甲醛固定后送武汉赛维尔生物科

技有限公司进行病理切片ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 ｃｒｐ 基因序列同源性比对

ＰＣＲ 扩增副猪嗜血杆菌各血清型临床分离株

和 １５ 个标准株的 ｃｒｐ 基因ꎬ结果 ｃｒｐ 基因在副猪嗜

血杆菌的临床分离株和标准株中均能扩增出(图
１)ꎬ测序比对ꎬ在不同副猪嗜血杆菌血清型和标准

株之间 ｃｒｐ 基因高度同源ꎬ同源性均在 ９５％以上ꎮ
表明 ｃｒｐ 基因在副猪嗜血杆菌中是保守的基因ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１~１５:ＨＰＳ 血清 １~１５ 型标准株ꎻ１６~２２:ＨＰＳ 临床分离株血清 ２ 型、４ 型、５ 型、６ 型、７ 型、９ 型、１３ 型ꎻ２３:阴性对照ꎻ２４:空
白对照ꎮ

图 １　 副猪嗜血杆菌 ｃｒｐ 基因扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｐ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ (ＨＰＳ)

２.２　 ｃｒｐ 缺失株的构建与验证

如图 ２ 所示ꎬ 使用引物 ｃｒｐｕｕＦ / ｃｒｐｄｄＲ 鉴定

ＵＫＤꎬ缺失株片段长２ ３３７ ｂｐꎬ亲本株片段长２ １０３
ｂｐꎮ 使用引物 ｃｒｐＦ / ｃｒｐＲ 鉴定 ｃｒｐ 基因ꎬ缺失株不能

扩增到 ６７５ ｂｐ 的 ｃｒｐ 基因片段ꎬ亲本株能扩增到ꎮ

使用引物 ＫａｎＦ / ＫａｎＲ 鉴定 Ｋａｎ 基因ꎬ缺失株扩增到

９０９ ｂｐ 的 Ｋａｎ 基因ꎬ亲本株不能扩增到ꎮ 阳性扩增

片段测序比对结果显示 １００％同源ꎮ 表明 ＨＰＳ７ 的

ｃｒｐ 基因缺失株构建成功ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻＡ:ＵＫＤ(ｃｒｐ 上游片段＋ｋａｎ 基因＋ｃｒｐ 下游片段)ꎻＢ:ｃｒｐ 基因ꎻＣ. Ｋａｎ 基因ꎮ Ａ 图中ꎬ１:空白对照ꎻ２、４:ＨＰＳ７ꎻ３:ＰＫＵＫＤꎻ５~
１４:缺失株ꎻ Ｂ 图中ꎬ１:空白对照ꎻ２、４:ＨＰＳ７ꎻ３:ＰＫＵＫＤꎻ５~１４:缺失株ꎻＣ 图中ꎬ １:ＰＫＵＫＤꎻ２~１２:缺失株ꎻ１３:ＨＰＳ７ꎻ１４:空白对照ꎮ

图 ２　 ｃｒｐ 缺失株鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ

２.３　 ｃｒｐ 缺失株的生长特性

在 ３７ ℃下对 ＨＰＳ７ 和△ｃｒｐ 菌株的生长特性

进行测定ꎬ结果 ２ 种菌株的生长特性有显著差

异ꎮ 与亲本株 ＨＰＳ７ 相比ꎬ△ｃｒｐ 的菌落明显细

小ꎬ生长速度明显缓慢(图 ３、图 ４) ꎮ 表明 ｃｒｐ 基

因对副猪嗜血杆菌血清 ７ 型的生长有明显的影

响ꎮ
２.４　 ｃｒｐ 缺失株的自身凝集能力

与 ＨＰＳ７ 相比ꎬ△ｃｒｐ 表现出自身凝集能力降

低ꎬＨＰＳ７ 凝集较快ꎬ△ｃｒｐ 凝集较慢ꎬ６０ ｈ 后ꎬＨＰＳ７
的 ＯＤ６００值明显低于△ｃｒｐ(图 ５)ꎬ表明ꎬｃｒｐ 基因的缺

失对 ＨＰＳ７ 的自身凝集有影响ꎮ
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图 ３ 　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株 (ＨＰＳ７) 和 ｃｒｐ 缺失株

(△ｃｒｐ)的菌落形态

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７
ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ)

图 ４ 　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株 (ＨＰＳ７) 和 ｃｒｐ 缺失株

(△ｃｒｐ)的生长曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７ ｓｔｒａｉｎ
(ＨＰＳ７) ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ)

图 ５ 　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株 (ＨＰＳ７) 和 ｃｒｐ 缺失株

(△ｃｒｐ)的自凝集能力

Ｆｉｇ.５ 　 Ａｕｔｏａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏ￣
ｔｙｐｅ ７ ｓｔｒａｉｎ (ＨＰＳ７) ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ)

２.５　 ｃｒｐ 缺失株的生物膜形成能力

比较 ＨＰＳ７ 和△ｃｒｐ 在聚苯乙烯微滴板中形成

生物膜的能力ꎬ进行定量分析ꎮ 肉眼可见△ｃｒｐ 生物

膜形成明显比 ＨＰＳ７ 弱 (图 ６)ꎬ溶解后ꎬ测定的

ＯＤ６３０值比 ＨＰＳ７ 低(图 ７)ꎮ 结果表明 ｃｒｐ 基因在

ＨＰＳ７ 中的缺失降低了细菌形成生物膜的能力ꎬｃｒｐ
基因与生物膜形成有关ꎮ
２.６　 ｃｒｐ 缺失株对抗生素的抗性

ＨＰＳ７ 及其 ｃｒｐ 缺失株△ｃｒｐ 对不同药物的敏

感性差异见表 ２ꎬｃｒｐ 基因缺失后ꎬ对不同药物的敏

感性差异较为明显ꎬ对大部分药物如头孢噻呋、头
孢他啶、氨苄西林、替米考星、阿莫西林、青霉素

Ｇ、庆大霉素、头孢噻肟、痢特灵、链霉素、强力霉

素、四环素、土霉素、氧氟沙星、恩诺沙星、左氟沙

星、阿奇霉素、罗红霉素抗性降低ꎬ敏感性增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ对少部分药物如阿米卡星、氟苯尼考、诺氟

沙星、环丙沙星、复方新诺明、红霉素抗性增加ꎬ敏
感性降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明 ｃｒｐ 基因对药物的敏感

性影响较大ꎮ
２.７　 ｃｒｐ 缺失株对豚鼠的感染

利用 ＨＰＳ７ 和△ｃｒｐ 菌株对豚鼠致病力试验比

较 ＨＰＳ７ 和△ｃｒｐ 菌株的毒力差异ꎬ豚鼠感染试验发

病死亡情况见表 ３ꎮ 结果显示ꎬＨＰＳ７ 的 １ ｍｌ １.０×
１０１１剂量组未发病ꎬ１ ｍｌ １.０×１０１２ 剂量组有 ２ 只发

病ꎬ感染 ２ ｈ 后出现了明显的发病症状ꎬ如精神沉

郁、被毛粗乱、震颤、卷缩、挤堆等症状ꎬ１ ｍｌ １.０×
１０１３剂量组 ５ 只均发病ꎬ感染 ９ ｈ 后出现了死亡ꎬ共
死亡 １ 只ꎬ１ ｍｌ １.０×１０１４剂量组 ５ 只均发病ꎬ感染 ６ ｈ
后出现了死亡ꎬ共死亡 ３ 只ꎮ △ｃｒｐ 的 １ ｍｌ １.０×
１０１１、１.０×１０１２剂量组均未发病ꎬ１ ｍｌ １.０×１０１３剂量组

２ 只发病ꎬ未发生死亡ꎬ１ ｍｌ １.０×１０１４剂量组 ５ 只均

发病ꎬ死亡 １ 只ꎬ△ｃｒｐ 组发病症状明显轻于 ＨＰＳ７
组ꎬ对照组未出现任何症状(图 ７)ꎮ 剖检发病死亡

豚鼠发现其肝脏、肺脏出血ꎬ部分腹壁出血ꎬ腹腔内

有腹水、纤维素性渗出ꎬ程度不一(图 ８)ꎮ 肝、肺、
心、脾、肾组织抹片观察到短杆状细菌ꎬ脑部未见细

菌ꎮ 各个脏器接种 ｃｒｐ 缺失株后培养ꎬ肝、肺、心、
脾、肾分离到与接种菌株一致的细菌ꎬ脑部没有分离

出与接种菌株一致的细菌ꎮ 发病豚鼠病理切片显

示ꎬ肝脏出现不同程度的肝细胞水样变性ꎬ肝细胞肿

胀ꎬ淋巴细胞、中性粒细胞浸润ꎬ肺脏不同程度的出

血ꎬ肺泡壁增厚ꎬ淋巴细胞与中性粒细胞浸润(图
９)ꎮ 以上结果表明低剂量 ＨＰＳ７ 对豚鼠不致病ꎬ剂
量越高致病力越强ꎬ根据 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｎｃｈ 法计算出

ＨＰＳ７ 的 ＬＤ５０为３.１６２×１０１３ ＣＦＵꎬ△ｃｒｐ 的 ＬＤ５０大于

１.０×１０１４ ＣＦＵꎬ△ｃｒｐ 的毒力显著低于 ＨＰＳ７ꎮ
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Ａ:聚苯乙烯微滴板中形成的生物膜ꎻＢ:ＯＤ６３０值ꎮ

图 ６　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)和 ｃｒｐ 缺失株(△ｃｒｐ)生物膜形成能力

Ｆｉｇ.６　 Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ)

表 ２　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)、ｃｒｐ 缺失株(△ｃｒｐ)药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ)

抗菌药　 　
抑菌圈直径(ｍｍ)

ＨＰＳ７ △ｃｒｐ
抗菌药　 　

抑菌圈直径(ｍｍ)

ＨＰＳ７ △ｃｒｐ

头孢噻呋 ２６.５３±０.２５ａ ３２.５０±０.２６ｂ 强力霉素 ２５.４３±０.４７ａ ２９.９３±０.５７ｂ

头孢他啶 ２３.７６±０.７３ａ ３０.６０±０.５３ｂ 四环素 ２０.２７±０.５７ａ ３４.３０±０.２６ｂ

氨苄西林 ２６.５６±０.４０ａ ３１.２３±０.７０ｂ 土霉素 ２６.３３±０.１５ａ ２８.２３±０.５５ｂ

替米考星 １６.２７±０.２１ａ ２２.０３±１.０９ｂ 氧氟沙星 １４.３３±０.２５ａ ２０.３０±０.４４ｂ

阿莫西林 ３０.２３±０.５１ａ ３４.０３±０.２１ｂ 诺氟沙星 ３４.１３±０.３１ｂ ２１.１７±０.４２ａ

青霉素 Ｇ ３２.２７±０.６１ａ ３６.１３±０.３５ｂ 环丙沙星 １８.２０±０.５６ｂ １５.５７±０.２５ａ

阿米卡星 １８.１７±０.３５ｂ １４.４３±０.５７ａ 恩诺沙星 ２５.２３±０.４０ａ ３０.１３±０.３５ｂ

氟苯尼考 ３６.２３±０.４２ｂ ２０.２７±０.３５ａ 左氟沙星 １５.５３±０.３１ａ ２０.２７±０.１５ｂ

庆大霉素 １６.２０±０.４６ａ ２５.１７±０.４５ｂ 复方新诺明 ２４.４３±０.５７ｂ １８.１７±０.３８ａ

头孢噻肟 ３８.２３±０.４０ａ ４１.９６±０.１５ｂ 阿奇霉素 ２０.４７±０.１５ａ ２８.１３±０.４７ｂ

痢特灵 １３.１７±０.３１ａ ２０.１７±０.５１ｂ 红霉素 ２２.２３±０.２１ｂ １８.２３±０.５５ａ

链霉素 １２.４７±０.３８ａ １９.１７±０.３１ｂ 罗红霉素 １１.４７±０.３８ａ １８.２７±０.３５ｂ
同一行数据后不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

表 ３　 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)、ｃｒｐ 缺失株(△ｃｒｐ)豚鼠致病性试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ７ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｒｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (△ｃｒｐ) ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ

菌株
感染剂量

(ＣＦＵꎬ１ ｍｌ) 豚鼠数 发病数 死亡数 发病率(％) 死亡率(％)

ＨＰＳ７ １.０×１０１１ ５ ０ ０ ０ ０

ＨＰＳ７ １.０×１０１２ ５ ２ ０ ４０ ０

ＨＰＳ７ １.０×１０１３ ５ ５ １ １００ ２０

ＨＰＳ７ １.０×１０１４ ５ ５ ３ １００ ６０

△ｃｒｐ １.０×１０１１ ５ ０ ０ ０ ０

△ｃｒｐ １.０×１０１２ ５ ０ ０ ０ ０

△ｃｒｐ １.０×１０１３ ５ ２ ０ ４０ ０

△ｃｒｐ １.０×１０１４ ５ ５ １ １００ ２０

生理盐水 ０ ５ ０ ０ ０ ０
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图 ７　 豚鼠接种副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)后发病死亡情况

Ｆｉｇ.７　 Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ａｆｔｅｒ ｖａｃｃｉｎａｔｅ (ＨＰＳ７)

图 ８　 接种副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)后发病死亡豚鼠解剖情况

Ｆｉｇ.８　 Ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ａｎｄ ｄｅａｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ａｆｔｅｒ ｖａｃｃｉｎａｔｅ (ＨＰＳ７)

图 ９　 接种副猪嗜血杆菌血清 ７ 型菌株(ＨＰＳ７)发病死亡豚鼠病理切片

Ｆｉｇ.９　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ａｎｄ ｄｅａｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ａｆｔｅｒ ｖａｃｃｉｎａｔｅ (ＨＰＳ７)

３　 讨 论

副猪嗜血杆菌引起的猪格拉瑟病是危害最为严

重也是防控难度最大的疫病之一ꎬ由于副猪嗜血杆

菌血清型众多ꎬ相互之间缺乏交叉保护力ꎬ且同一血

清型不同毒株的毒力差异很大ꎬ其中血清 ７ 型被认

为是无毒力毒株ꎬ但是近年来我们不断地从临床典

型发病甚至死亡病例中分离到血清 ７ 型 ＨＰＳꎬ分离

出的比例越来越高ꎬ也是危害越来越严重的血清型ꎬ
因此有必要重视血清 ７ 型ꎮ 在前期研究中 ＨＰＳ７ 低

剂量感染豚鼠ꎬ毒力较低ꎬ而在加大剂量感染时ꎬ也
能引起豚鼠发病死亡ꎬ血清 ７ 型也应该是有毒力的ꎬ
因此迫切需要研制出更加安全有效的血清 ７ 型弱毒

株ꎮ

ｃｒｐ 基因是系统调控因子之一ꎬ对环境适应和毒

力调节起着重要作用ꎮ 副猪嗜血杆菌血清 ７ 型 ｃｒｐ
基因缺失后ꎬ生长速度明显慢于亲本菌ꎬ生物膜形成

能力明显减弱ꎬ自凝速度减慢ꎬ表明 ｃｒｐ 基因在 ＨＰＳ
的生长特性中起重要作用ꎬ这与 Ｊｉａｎｇ 等[１７] 关于 ｃｒｐ
缺失对血清 ５ 型副猪嗜血杆菌标准株的生长特性、
生物膜、血清抗性均产生影响的报道一致ꎮ 副猪嗜

血杆菌 ｃｒｐ 基因缺失对不同抗生素的抗性影响不一

致ꎬｃｒｐ 基因缺失对大部分抗生素的抗性降低ꎬ敏感

性增加ꎮ 为进一步了解 ｃｒｐ 基因与 ＨＰＳ 致病性的关

系ꎬ试验用豚鼠测定了亲本株和缺失株的毒力ꎬ低剂

量血清 ７ 型均是无毒力的ꎬ但在高剂量和超高剂量

感染时血清 ７ 型亲本株表现出毒力ꎬ缺失株毒力明

显减弱ꎮ 高剂量组引起豚鼠急性死亡ꎬ发病死亡豚
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鼠表现出与仔猪副猪嗜血杆菌引起的猪格拉瑟病相

似的临床症状和病理变化ꎬ表明 ｃｒｐ 基因参与了

ＨＰＳ７ 的毒力调节ꎬ毒力试验结果与 Ｊｉａｎｇ 等[１８]２０２１
年的报道相似ꎬ但也有差异ꎬ Ｊｉａｎｇ 等用血清 ５ 型

ＨＰＳ 标准株及其 ｃｒｐ 缺失株各接种 １０ 只 Ｂａｌｂ / Ｃ 小

鼠ꎬ亲本株血清 ５ 型标准株接种小鼠 ２ ｄ 内全部死

亡ꎬ而 ｃｒｐ 缺失株接种小鼠观察期内全部存活ꎬ毒力

完全消失ꎬ而本研究中 ＨＰＳ７ 的 ｃｒｐ 缺失株毒力有所

降低ꎬ但还有一定的毒力ꎮ 副猪嗜血杆菌的毒力因

子极多ꎬ致病机理十分复杂ꎬｃｒｐ 调节的机制也十分

复杂ꎬ豚鼠和小鼠的敏感性也有差异ꎬ不同血清型ꎬ
不同毒株 ｃｒｐ 基因缺失后ꎬ结果可能会有所不同ꎬ为
了探究 ｃｒｐ 基因对不同血清型和不同毒株毒力的影

响ꎬ需要对更多的血清型和毒株进行进一步的研究ꎮ

４　 结 论

本研究构建了副猪嗜血杆菌血清 ７ 型临床分离

株 ＨＰＳ７ 的 ｃｒｐ 缺失株ꎬｃｒｐ 基因缺失后ꎬ菌株生长速

度减慢ꎬ生物膜形成能力减弱ꎬ自身凝集能力降低ꎬ
对大部分抗生素的抗性降低ꎬ对豚鼠的毒力降低ꎬ说
明 ｃｒｐ 基因对副猪嗜血杆菌血清 ７ 型的生长、抗药

性和毒力有明显的影响ꎮ 本结果为进一步研究 ｃｒｐ
基因在副猪嗜血杆菌血清 ７ 型中的功能及筛选更加

安全有效的副猪嗜血杆菌血清 ７ 型弱毒株提供参

考ꎮ
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