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　 　 摘要:　 猪胸膜肺炎放线杆菌是一种高度传染性、致死性呼吸道疾病ꎬ已造成养猪业严重损失ꎮ 细胞毒素 ＡｐｘⅡ
是猪胸膜肺炎 ＰＣＰ(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａ)的主要抗原之一ꎬ可以作为猪胸膜肺炎疫苗的有效成分ꎮ 谷

氨酸棒杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)具有无内毒素和较发达分泌系统的优点ꎬ是非常有潜力的重组细菌疫苗蛋白

质表达系统ꎮ 利用 Ｃ.ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 表达系统生产 ＡｐｘⅡꎬ实现其高效稳定表达ꎬ可为疫苗生产提供技术基础ꎮ 前期研究

已构建 ＡｐｘⅡ分泌表达菌株ꎬ为进一步提高 ＡｐｘⅡ的表达产量ꎬ通过在 ２４ 孔板发酵优化ꎬ得到最优的培养基为 ＣＧＸⅡ̄
ＹＴꎬ最优的表达温度为 ３０ ℃ꎬＩＰＴＧ 浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ加入 ＩＰＴＧ 前培养 ６ ｈꎬ发酵培养时间为 ２４ ｈꎮ 进一步在摇瓶

中放大发酵培养结果与 ２４ 孔板发酵培养结果相同ꎮ 最后在容积为 ５ Ｌ 发酵罐中对 ＡｐｘⅡ进行表达ꎬ与使用基础发酵

培养基发酵相比ꎬ使用 ＣＧＸⅡ̄ＹＴ 发酵培养基ꎬ且在优化后的发酵条件下 ＡｐｘⅡ表达量明显提高ꎬ达到了 １１４􀆰 ６０ ｍｇ / Ｌꎮ
本研究实现了 ＡｐｘⅡ在谷氨酸棒杆菌中的分泌表达ꎬ为其进一步扩大化生产提供了基础ꎮ

关键词:　 细胞毒素 ＡｐｘⅡꎻ 谷氨酸棒杆菌ꎻ 表达
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ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ａｐｘ Ⅱ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ
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　 　 猪胸膜肺炎放线杆菌(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕ￣
ｍｏｎｉａꎬ ＡＰＰ)是猪传染性胸膜肺炎的病原体ꎬ具有

高度传染性ꎬ通常是致命的ꎬ已成为猪的主要传染病

原菌之一ꎬ对世界养猪业造成巨大影响[１￣４]ꎮ 典型的

亚单位疫苗有转铁结合蛋白质(Ｔｂｐ)、蛋白酶、渗透

因子和菌毛等[５￣６]ꎮ 其中ꎬ细胞毒素 Ａｐｘ、Ｔｂｐ 具有

免疫原性ꎬ是 ＡＰＰ 的抗原ꎬ可以作为疫苗的有效成

分ꎮ 细胞毒素 Ａｐｘ 会破坏菌体自身形态造成发

病[７￣８]ꎮ ＡｐｘⅡ是除了血清型 １０ 外ꎬ都能体现 Ａｐｘ
的一类毒素ꎬ所以 ＡｐｘⅡ是 Ａｐｘ 毒素中最有前途的

候选疫苗[９￣１０]ꎮ Ｗａｎｇ 等[１１] 通过给猪单独注射或添

加到由重组 ＡｐｘＩ、ＡｐｘＩＩ、ＡｐｘＩＩＩ 毒素和外膜蛋白质

组成的多组分重组亚单位疫苗中ꎬ结果发现对各种

猪传染性胸膜肺炎(ＰＣＰ)免疫反应都有一定的防护

性ꎮ 然而中国新型疫苗研究起步较晚ꎬ研究主体有

高校和科研院所ꎬ如何实现兽用疫苗高质量、低成本

生产仍然是各大疫苗企业关注的重点ꎮ
谷氨酸棒杆菌(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ)于

１９５０ 年首次被科学家发现ꎬ因其具备高产 Ｌ￣谷氨酸

的特点ꎬ故命名为谷氨酸棒杆菌ꎮ Ｃ.ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 属

于放线纲放线菌目棒状杆菌属ꎬ特点是严格好氧ꎬ不
产生孢子且血清甘胆酸(ＣＧ)含量高[１２]ꎬ被认作是

食品级安全型微生物[１３]ꎮ 研究结果发现ꎬ谷氨酸棒

杆菌在重组蛋白质分泌途径上同样具备此类特

性[１４]ꎬ首先它具有非常优良的无内毒素特征ꎬ不会

影响疫苗质量[１５￣１６]ꎻ其次是它的分泌表达体系完

善ꎬ包含两个完善的分泌途径( Ｓｅｃ 途径和 Ｔａｔ 途

径)ꎬ具有很好的表达蛋白体系[１７]ꎻ最后是其在胞外

具有很少的蛋白酶[１８]ꎮ
本研究首先利用多孔板将 ＡｐｘⅡ在谷氨酸棒杆

菌中进行发酵条件优化ꎬ然后将其发酵工艺放大至

摇瓶水平以及容积为 ５ Ｌ 发酵罐水平ꎬ验证此发酵

工艺的有效性ꎬ并首次在容积为 ５ Ｌ 发酵罐中进行

谷氨酸棒杆菌 ＣＧＭＣＣ１.１５６４７ 分泌表达 ＡｐｘⅡꎬ探
究谷氨酸棒杆菌对 ＡｐｘⅡ表达的可行性ꎬ对其作为

宿主菌株表达外源蛋白生产疫苗提供可行性方案ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株和质粒

ＡｐｘⅡ表达载体 ｐＸＭＪ１９￣ｔａｃ￣ＣｓｐＢ￣ＡｐｘⅡ＃５ 和谷氨

酸棒杆菌 ＣＧＭＣＣ１.１５６４７ 均由江南大学实验室保存ꎮ
１.２　 培养基的配制

种子培养基(ＬＢＢ):胰蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母提取

物 ５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / ＬꎬＢＨＩ １０ ｇ / Ｌꎮ 基础发酵培养

基:ＭｇＳＯ４ １ ｇ / Ｌꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ２０ ｇ / ＬꎬＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ / Ｌꎬ
ＢＨＩ ３０ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖 ３０ ｇ / Ｌꎮ 补料培养基:葡萄糖

３００ ｇ / Ｌꎮ 供试发酵培养基有 ＬＢ、ＬＢＢ、ＢＨＩ、ＣＧＸⅡ、
ＣＧＸⅡ￣ＹＴꎮ
１.３　 主要仪器和试剂

质粒提取使用 ＣＷＢＩＯ 试剂盒(江苏康为世纪生物

科技股份有限公司产品)ꎮ 序列插入使用 ＤＮＡ 连接酶

[宝日医生物技术(北京)有限公司产品]ꎬ聚合酶链反

应(ＰＣＲ)使用 Ｅｓ Ｔａｑ 聚合酶(江苏康为世纪生物科技

股份有限公司产品)或 ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ[宝日医生物技术

(北京)有限公司产品]进行ꎮ ＤＮＡ 连接酶购自赛默飞

世尔科技公司ꎻ氯霉素购于上海麦克林生化科技股份

有限公司ꎻ其余培养基试剂均从上海国药集团有限公

司购置ꎮ 使用的仪器包括成都英德生物医药设备有限

公司生产的恒温摇床ꎬ赛默飞世尔科技公司生产的高

速冷冻离心机、ＰＣＲ 仪、超低温冰箱和凝胶成像仪ꎬ瑞
士 Ｔｅｃａｎ 公司生产的多功能酶标仪ꎬ天根生化科技(北
京)有限公司生产的恒温金属浴ꎬ上海天能科技有限公

司生产的核酸电泳系统、蛋白质凝胶电泳系统ꎬ上海棱

光技术有限公司生产的紫外分光光度计等ꎮ
１.４　 应用 ２４ 孔板与摇瓶培养 ＡｐｘⅡ

挑取培养皿中单克隆菌株接种到摇瓶中(瓶中

含 １０ ｍＬ ＬＢＢ 培养基)ꎬ并放于 ３０ ℃恒温培养箱中

２２０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎬ随后吸取 ２００ μＬ 上述种子液至

深孔板中(２４ 孔ꎬ每孔含 １􀆰 ８ ｍＬ ＬＢＢ 培养基)ꎬ再次

放入 ３０ ℃恒温培养箱中培养４~ ６ ｈꎬ当孔内菌体呈
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生长状态后添加适量浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的诱导剂

ＩＰＴＧꎬ培养 ２４ ｈ 后在 ６００ ｎｍ 波长下测定吸光度

(ＯＤ６００)ꎬ绘制生长柱图ꎮ 在摇瓶培养中ꎬ挑取单克

隆菌株进行接种( ＬＢＢ 培养基体积占摇瓶容积的

１ / １０)ꎬ随后放置在 ３０ ℃恒温培养箱中 ２２０ ｒ / ｍｉｎ培
养 １２ ｈ 后ꎬ吸取 １ ｍＬ 上述种子液至新的摇瓶培养

基中ꎬ保持 ３０ ℃恒温ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ培养４~６ ｈꎬ再向摇

瓶中添加适量浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的诱导剂 ＩＰＴＧ 继续

培养 ２４ ｈꎬ测定 ＯＤ６００ꎬ绘制生长柱图ꎮ
１.５　 ＡｐｘⅡ ５ Ｌ 发酵罐分批补料培养

单菌落在 ＬＢＢ 培养基中培养 １２ ｈ 后ꎬ按 １０％接

种量转接到 ５ Ｌ 发酵罐中(罐内含 １􀆰 ８ Ｌ 发酵培养

基)ꎮ 在发酵培养过程中转速设定与溶解氧含量相

偶联ꎬ其溶解氧设定为 ３０％ꎬｐＨ 设定为 ７ꎬ用氨水和

１０％磷酸调节 ｐＨꎬ罐体温度设定为 ３０ ℃ꎮ 每 ４ ｈ 取

１ 次样ꎬ整个培养过程中转速设定为 ４５０~ １ ０００
ｒ / ｍｉｎꎮ 发酵 ８ ｈ 时后加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导

表达并开启补料循环泵(补充 ３００ ｇ / Ｌ的葡萄糖)ꎬ
流速为 ４ ｍＬ / (ｈ􀅰Ｌ)ꎮ 每隔 ４ ｈ 取样 １ 次ꎬ测定

ＯＤ６００ꎬ绘制生长图ꎮ
１.６　 ＡｐｘⅡ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析和 ＢＳＡ 蛋白浓度

将蛋白质样品离心后取上清液分别与 ５×上样

缓冲液混合ꎬ制备成 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白凝胶电泳样品ꎮ
所有的样品用质量浓度为 １２０ ｇ / Ｌ的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进

行分析ꎬ随后用考马斯亮蓝染色 １０ ｍｉｎ 并放置于匀

速摇板上摇晃ꎬ去染色液后加入脱色液过夜ꎬ摇晃直

至胶体变透亮后进行凝胶成像拍摄ꎮ 蛋白质质量浓

度测定使用 ＢＣＡ 试剂盒ꎬ将蛋白质标品定量分别配

制成 ０􀆰 ０２５ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ０５０ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 １００ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ２００
ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ３００ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ４００ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ５００ ｍｇ / Ｌ的标准

品ꎬ利用凝胶成像图分析蛋白质纯度ꎬ根据不同质量

浓度 ＢＳＡ 绘制标准柱图ꎬ使用软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 测定数

值随后代入标准柱图中定量蛋白质 ＡｐｘⅡꎮ

２　 结果与分析

２.１　 多孔板水平 ＡｐｘⅡ生产的发酵条件优化

２.１.１　 ＡｐｘⅡ培养基的确定　 为确定用于优化 Ａｐｘ
Ⅱ生产的基础培养基ꎬ选用 ＬＢ、ＬＢＢ、ＢＨＩ、ＣＧＸⅡ、
ＣＧＸⅡ￣ＹＴ ５ 种培养基ꎬ对获得 ＡｐｘⅡ最优表达重组

菌株进行发酵培养ꎮ 种子培养基使用 ＬＢＢꎬ将平板

上单菌落菌株接种到摇瓶内 ＬＢＢ 培养基中ꎬ３０ ℃、
２２０ ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎮ 按照 ２％接种量将其分别转接

到 ＢＨＩ、ＬＢ、ＬＢＢ、ＣＧＸⅡ及 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 摇瓶培养基

中ꎬ经 ２４ ｈ 摇床发酵培养后ꎬ测定其生物量并进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 选择表达量最高的 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 培

养基为 ＡｐｘⅡ生产培养基(图 １)ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻＬ１:泳道 １ꎬＢＨＩ 培养基ꎻＬ２:泳道 ２ꎬＬＢ 培养

基ꎻＬ３:泳道 ３ꎬＬＢＢ 培养基ꎻＬ４:泳道 ４ꎬＣＧＸⅡ培养基ꎻＬ５:泳道

５ꎬＣＧＸⅡ￣ＹＴ 培养基ꎮ
图 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 ＡｐｘⅡ表达量

Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐｘⅡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

２.１.２　 碳源对 ＡｐｘⅡ表达的影响　 在 ２４ 孔板中分

别将果糖、蔗糖、山梨醇、甘油、葡萄糖、木糖、麦芽

糖、乙醇添加到不含葡萄糖碳源的 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 培养

基中ꎬ使其最终质量浓度达到 １０ ｇ / Ｌꎻ再分别接入

１０％等量的 ＡｐｘⅡ种子培养基ꎬ在 ３０ ℃和 ２２０ ｒ / ｍｉｎ
条件下诱导后培养 ２４ ｈꎬ收集发酵液的上清液ꎬ测定

其生物量并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 根据图 ２ 所示ꎬ
当葡萄糖作为碳源时ꎬ其细菌生长情况与 ＡｐｘⅡ表

达水平均最佳ꎬ因此后续使用葡萄糖作为碳源ꎮ
２.１.３　 氮源对 ＡｐｘⅡ表达的影响　 在 ２４ 孔板中分

别将 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ(进口)、Ｔｒｙｐｔｏｎｅ(进口)、大豆蛋

白胨、酵母浸膏、硫酸铵、酪蛋白水解物、尿素、氯化

铵添加到不含氮源的 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 培养基中ꎬ使其最

终质量浓度达到 １８ ｇ / Ｌꎮ 分别接入 １０％等量的 Ａｐｘ
Ⅱ种子培养基ꎬ在 ３０ ℃和 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ２４
ｈꎬ收集发酵液的上清液ꎬ测定其生物量并进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析ꎮ 根据图 ３ 所示ꎬ大豆蛋白胨作为氮源

时ꎬ其细菌生长情况与 ＡｐｘⅡ表达水平均为最佳ꎬ因
此选择大豆蛋白胨作为氮源ꎮ
２.１.４　 诱导温度对 ＡｐｘⅡ表达量的影响　 为探究诱

导温度是否有利于 ＡｐｘⅡ的可溶表达ꎮ 在 ２４ 孔板

中使用不同诱导温度ꎬ观察其对 ＡｐｘⅡ表达量的影

响ꎮ 发酵前期在 ３０ ℃条件下培养 ６ ｈꎬ然后加入诱

导剂分别调节温度至 ２０ ℃、２５ ℃、２８ ℃、３０ ℃、３５
℃ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ诱导温度为 ３０ ℃时 ＡｐｘⅡ的表达

水平最高ꎬ后续试验诱导温度选用 ３０ ℃ꎮ
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Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻＬ１:泳道 １ꎬ果糖ꎻＬ２:泳道 ２ꎬ蔗糖ꎻＬ３:泳道 ３ꎬ山梨醇ꎻＬ４:泳道 ４ꎬ甘油ꎻＬ５:泳道 ５ꎬ葡萄糖ꎻＬ６:泳道 ６ꎬ木糖ꎻＬ７:泳道 ７ꎬ麦
芽糖ꎻＬ８:泳道 ８ꎬ乙醇ꎮ

图 ２　 不同碳源条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平(Ａ)以及表达菌株的生长情况(Ｂ)
Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｐｘⅡ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (Ｂ)

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻＬ１:泳道 １ꎬ大豆蛋白胨ꎻＬ２:泳道 ２ꎬＴｒｙｐｔｏｎｅꎻＬ３:泳道 ３ꎬ酵母浸膏ꎻＬ４:泳道 ４ꎬＹｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔꎻＬ５:泳道 ５ꎬ硫酸铵ꎻＬ６:泳道 ６ꎬ
尿素ꎻＬ７:泳道 ７ꎬ酪蛋白水解物ꎻＬ８:泳道 ８ꎬ氯化铵ꎮ ａ:大豆蛋白胨ꎻｂ:Ｔｒｙｐｔｏｎｅꎻｃ:酵母浸膏ꎻｄ:Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔꎻｅ:硫酸铵ꎻｆ:尿素ꎻｇ:酪蛋白水

解物ꎻｈ:氯化铵ꎮ
图 ３　 不同氮源条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平(Ａ)以及表达菌株的生长情况(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｐｘⅡ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (Ｂ)

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎬＬ１:泳道 １ꎬ２０ ℃ꎻＬ２:泳道 ２ꎬ２５ ℃ꎻＬ３:泳道 ３ꎬ２８ ℃ꎻＬ４:泳道 ４ꎬ３０ ℃ꎻＬ５:泳道 ５ꎬ３５ ℃ꎮ
图 ４　 不同诱导温度条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平(Ａ)以及表达菌株的生长情况(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｐｘⅡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ (Ｂ)

２.２　 摇瓶中 ＡｐｘⅡ生产的发酵条件优化

将先前探究的 ２４ 孔板 ＡｐｘⅡ表达条件放大到摇

瓶规模进行 ＡｐｘⅡ表达ꎬ根据不同诱导温度和诱导剂

添加量ꎬ在 ＣＧＸⅡ̄ＹＴ 培养基中接入 １０％种子培养基ꎬ
在 ３０ ℃和 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ２４ ｈꎬ测量表达菌株

生物量并取样品上清液进行分析ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ在摇

瓶规模放大试验中获得最佳条件为:诱导温度 ３０ ℃ꎬ

诱导剂添加浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎮ
２.３　 ＡｐｘⅡ在 ５ Ｌ 发酵罐中的表达

将 ＡｐｘⅡ表达菌株在 ＬＢＢ 培养基中培养 １２ ｈꎬ
然后按 １０％接种量转接到含有 １􀆰 ８ Ｌ 发酵培养基的

容积为 ５ Ｌ 的发酵罐中ꎮ 在发酵培养过程中ꎬ发酵

１２ ｈ 后加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 诱导表达并开启补料

循环泵ꎬ流速为 ４ ｍＬ / (ｈ􀅰Ｌ)ꎮ 每隔 ４ ｈ 取样 １ 次ꎬ
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Ａ:２０ ℃诱导温度条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平ꎻＢ:２０ ℃诱导温度条件下表达菌的生长情况ꎻＣ:２５ ℃诱导温度条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平ꎻＤ:２５
℃诱导温度条件下表达菌的生长情况ꎻＥ:３０ ℃诱导温度条件下 ＡｐｘⅡ的表达水平ꎻＦ:３０ ℃诱导温度条件下表达菌的生长情况ꎮ 图 Ａ、图 Ｃ、
图 Ｅ 中Ｍ 表示蛋白质ｍａｒｋｅｒꎻＬ１ 表示泳道 １ꎬ诱导剂添加量 ０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / ＬꎻＬ２ 表示泳道 ２ꎬ诱导剂添加量 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / ＬꎻＬ３ 表示泳道 ３ꎬ诱导剂

添加量 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / ＬꎻＬ４ 表示泳道 ４ꎬ诱导剂添加量 １􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
图 ５　 ＡｐｘⅡ表达摇瓶放大试验结果

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡｐｘⅡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｋｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

记录 ＯＤ６００ꎬ离心去样品上清液与５×上样缓冲液混

合后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ将 ＢＳＡ 蛋白标准品梯度

稀释后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析和灰度分析ꎬ将分析结

果代入 ＢＳＡ 标品验证图中对 ＡｐｘⅡ的表达进行定

量ꎬ使用基础发酵培养基ꎬＡｐｘⅡ在 ５ Ｌ 发酵罐中的

产量为 ８４􀆰 ９９ ｍｇ / Ｌꎻ使用 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 发酵培养基且

在优化后的发酵条件下培养发酵 ＡｐｘⅡ表达菌株ꎬ５
Ｌ 发酵罐中 ＡｐｘⅡ表达量达到 １１４􀆰 ６０ ｍｇ / Ｌ(图 ６)ꎮ

３　 讨论与结论

　 　 由于猪胸膜肺炎传播力强、危害大ꎬ疫苗接种是

预防其暴发的有效策略ꎮ 其中 Ａｐｘ 为其放线杆菌

的毒素ꎬ所包含的 ＡｐｘⅡ是解决猪胸膜肺炎亚单位

疫苗的重要环节ꎮ 前人研究多通过大肠杆菌来表达

ＡｐｘⅡꎬ其包涵体情况尤为突出ꎬ很大程度上影响了

ＡｐｘⅡ的分泌表达ꎮ 使用谷氨酸棒杆菌进行 ＡｐｘⅡ
的表达ꎬ既符合疫苗安全生产的要求ꎬ又符合实际生

产中对疫苗产量的要求ꎬ为进行亚单位疫苗生产提

供了一个全新的方向ꎮ
　 　 本研究以谷氨酸棒杆菌 ＣＧＭＣＣ１.１５６４７ 为表达

宿主ꎬ进行 ＡｐｘⅡ的分泌表达ꎬ实现了 ＡｐｘⅡ可溶性

表达的能力ꎮ 在 ２４ 孔板中通过确定基础培养基ꎬ优
化培养基碳源和氮源成分、发酵温度等发酵条件ꎬ提
高了 ＡｐｘⅡ的表达量ꎬ并在摇瓶中进行了放大验证ꎬ
随后在 ５ Ｌ 发酵罐中对培养基分批补料进行探索与

优化ꎬ首次将 ＡｐｘⅡ表达在谷氨酸棒杆菌中进行 ５ Ｌ
发酵罐放大试验ꎬ使用基础发酵培养基ꎬ在 ５ Ｌ 发酵

罐中 ＡｐｘⅡ表达量为 ８４􀆰 ９９ ｍｇ / Ｌꎬ发酵条件优化后

使用 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 培养基ꎬ５ Ｌ 发酵罐中 ＡｐｘⅡ表达量

提升到 １１４􀆰 ６０ ｍｇ / Ｌꎮ
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Ａ:使用基础发酵培养基在 ５ Ｌ 发酵罐中 ＡｐｘⅡ的表达(Ｍ 表示蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻＬ１ 表示泳道 １ꎬ培养 ４ ｈꎻＬ２ 表示泳道 ２ꎬ培养 ８ ｈꎻＬ３ 表示泳道

３ꎬ培养 １２ ｈꎻＬ４ 表示泳道 ４ꎬ培养 １６ ｈꎻＬ５ 表示泳道 ５ꎬ培养 ２０ ｈꎻＬ６ 表示泳道 ６ꎬ培养 ２４ ｈꎻＬ７ 表示泳道 ７ꎬ培养 ２８ ｈꎻＬ８ 表示泳道 ８ꎬ培养 ３２
ｈꎻＬ９ 表示泳道 ９ꎬ培养 ３６ ｈꎻＬ１０ 表示泳道 １０ꎬ培养 ４０ ｈꎻＬ１１ 表示泳道 １１ꎬ培养 ４４ ｈ)ꎮ Ｂ:使用基础发酵培养基在 ５ Ｌ 发酵罐中不同培养时

间 ＡｐｘⅡ的表达量ꎻＣ:使用 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 发酵培养基发酵条件优化后在 ５ Ｌ 发酵罐中 ＡｐｘⅡ的表达(Ｍ 表示蛋白质ｍａｒｋｅｒꎻＬ１ 表示泳道 １ꎬ培养

６ ｈꎻＬ２ 表示泳道 ２ꎬ培养 １０ ｈꎻＬ３ 表示泳道 ３ꎬ培养 １４ ｈꎻＬ４ 表示泳道 ４ꎬ培养 １８ ｈꎻＬ５ 表示泳道 ５ꎬ培养 ２２ ｈꎻＬ６ 表示泳道 ６ꎬ培养 ２６ ｈꎻＬ７ 表

示泳道 ７ꎬ培养 ３０ ｈꎻＬ８ 表示泳道 ８ꎬ培养 ３４ ｈꎻＬ９ 表示泳道 ９ꎬ培养 ３８ ｈꎻＬ１０ 表示泳道 １０ꎬ培养 ４２ ｈ)ꎻＤ:使用 ＣＧＸⅡ￣ＹＴ 发酵培养基发酵条

件优化后在 ５ Ｌ 发酵罐中不同培养时间 ＡｐｘⅡ的表达量ꎻＥ:ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 ＢＳＡ 标准样品蛋白质ꎻＦ:ＢＳＡ 标准样品蛋白质验证ꎮ
图 ６　 在 ５ Ｌ 发酵罐中 ＡｐｘⅡ的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｐｘⅡ ｉｎ ａ ５ Ｌ ｆｅｒｍｅｎｔｅｒ

　 　 本研究实现了 ＡｐｘⅡ在谷氨酸棒杆菌的高效可

溶性表达ꎬ并首次进行了放大培养ꎬ初步优化发酵条

件ꎬ为后续的放大化生产和应用提供了基础ꎮ
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