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摘要：【目的】构建猪支气管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica，Bb)Ⅵ型分泌系统(T6SS)溶血素共

调节蛋白 hcp 基因缺失株，并对其基本生物学特性进行初步的研究。【方法】使用自杀性质粒介导同源

重组的方法敲除猪支气管败血波氏杆菌 QH0814菌株 hcp基因，并比较 hcp基因缺失前后，菌体对细胞

的黏附入侵、小鼠毒力及组织载菌量上的差异。【结果】成功构建支气管败血波氏杆菌 hcp 基因缺失株

QH0814Δhcp，连续传 50代且遗传稳定；缺失株与亲本株生长无明显差异；缺失株的黏附能力与亲本株

差异不显著，但入侵能力显著降低(P<0.05)；与亲本株相比，半数致死量提高，同时，缺失株对昆明鼠

的感染能力也显著降低(P<0.05)。【结论】hcp基因的缺失对支气管败血波氏杆菌增殖无影响，但缺失后

其入侵能力和定殖能力显著降低，由此推测 hcp基因与支气管败血波氏杆菌的入侵和定殖相关。 
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猪 支 气 管 败 血 波 氏 杆 菌 (Bordetella 

bronchiseptica，Bb)是存在于猪呼吸道中的 1种重

要革兰氏阴性病原菌，可引起猪肺炎和猪萎缩性

鼻炎(Atrophic rhinitis，AR)，也是猪呼吸道疾病综

合征(Porcine respiratory disease complex，PRDC)

的重要致病因子之一，且易与其它多种病原微生物

发生混合感染，增加猪群呼吸道疾病的发病率和复

杂程度，给养猪业带来了一定的经济损失[1–3]。 

六型分泌系统(Type Ⅵ  secretion systems，

T6SS)是广泛存在于大多数革兰氏阴性病原菌中

的一种蛋白分泌系统，是一个固定于胞质中且跨

越内膜、周质、外膜的管状结构复合体，结构上

类似于可收缩的噬菌体尾部注射器样结构 [4]。

T6SS 的功能是转运相关的效应因子到靶细胞内

或者直接释放于外环境中发挥作用。溶血素共调节

蛋白(Hemolysin-coregulated protein，Hcp)是 T6SS

复合体中重要的管道结构蛋白，也可作为效应蛋白

发挥一定的生物学效应，是功能性 T6SS的标识[5]。 

有研究表明，hcp基因与细菌的致病性有一定

的关系[6–8]，然而目前未见到 hcp基因在猪支气管
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波氏杆菌中的相关性报道，因此，本研究通过使

用自杀性质粒介导同源重组的方法结合负向筛选

技术[9]，成功构建了无任何外源基因插入的支气管

败血波氏杆菌 hcp基因缺失株 QH0814Δhcp，并对

其生长特性、黏附入侵能力及对小鼠的致病力进

行了研究，为 hcp 基因在猪支气管败血波氏杆菌

致病过程中的作用奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株、质粒、试剂和动物 

猪支气管败血波氏杆菌 QH0814 由本实验室

分离鉴定并保存。自杀性质粒 pRE112(Cmr)及其宿

主菌大肠杆菌 x7213 由美国华盛顿大学 Dr. Roy 

Curtiss Ⅲ教授惠赠，本实验室保存。大肠杆菌在

LB (Luria-Bertani)培养基、猪支气管败血波氏杆菌

在 TSA (胰蛋白胨大豆琼脂培养基)或 TSB (胰蛋白

胨大豆肉汤培养基)中加入血清(终浓度 5%–10%)

在 37 °C中培养。5周龄的雌性无特定病原菌(SPF

级)昆明鼠购自湖北省疾病预防控制中心。DNA聚

合酶(Ex Taq)、DNA连接酶(T4)、各种限制性内切

酶、dNTPs 等均购自大连宝生物(TaKaRa)工程有

限公司。 

1.2  引物设计与合成 

参照 GenBank公布全基因组序列的支气管败

血波氏杆菌标准菌株 RB50 (登录号：NC_002927.3)

的 hcp基因序列设计扩增引物(表 1)，并由武汉金

开瑞生物工程有限公司合成。 

1.3  支气管败血波氏杆菌 hcp基因缺失株的构建 

使用引物 A1/A2及 B1/B2分别扩增 hcp基因

上游(926 bp)和下游(876 bp)片段，PCR反应体系

如下：dH2O 17.5 µL，10×Ex缓冲液 2.5 µL，dNTPs 

0.5 µL，引物各 1 µL，Ex Taq酶 0.5 µL，模板 2 µL。 

表 1.  本研究使用的引物 

Table 1.  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′→3′) Size/bp 

A1 
TGCGGTACCTGACCAAGATCTTC
ACCAATAC 

926 
A2 

CGCGGATCCATCAACAGCCACTT
GCTTTCTC 

B1 
CGCGGATCCCCGAACACGTATTC
ATGCAG 

876 
B2 

TAAGAGCTCAGGTTGACCGTGTT
GAGCAG 

C1 CTGGATCATGAACTACGTCGAC Mutant 425

C2 AGCCAGCTGGAAAAGTTGC 
Parental 
strain 893 

 
反应条件：94 °C 10 min；94 °C 45 s，57 °C 45 s，

72 °C 1 min，25个循环；72 °C 5 min，4 °C保存。

上、下游 PCR 产物分别使用 KpnⅠ/BamHⅠ、

BamHⅠ/SacⅠ双酶切后，与 pBluescript SK(+)Ⅱ

连接构建 pSK-Δhcp质粒。使用 KpnⅠ/SacⅠ酶切

pSK-Δhcp 质粒及 pRE112 自杀性质粒，构建重组

自杀性质粒 pRE-Δhcp。参考文献[10]的方法，以

含有质粒 pRE-Δhcp 的大肠杆菌 X7213 为供体，

QH0814 为受体进行接合转移，最后使用 C1/C2

引物 PCR鉴定阳性接合子，随后将其不断无抗性

传代，直至筛选出 Cm 敏感的克隆，继续使用

C1/C2引物确认。 

1.4  hcp基因缺失株遗传稳定性及生长曲线的测定 

缺失株连续传 50 代，每隔 5 代使用 PCR 鉴

定其遗传稳定性。将菌株接种 TSB 培养到 OD600

为 0.6 时，以 1∶1000 转接到新鲜的 TSB 培养基

中继续培养，每 2 h取样测OD600值绘制生长曲线。 

1.5  细胞黏附与入侵实验 

为探究 hcp 基因缺失后是否影响菌株对细胞

的黏附入侵能力。参考文献[11]的方法，将缺失株

和亲本株以感染复数(multiplicity of infection，
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MOI)=100分别感染 PK-15细胞，置于 37 °C 5% 

CO2培养箱作用 2 h。黏附组每孔加入 0.1%胰酶

200 μL室温作用 5 min，裂解细胞后平板计数法进

行细菌计数；入侵组使用含有 100 U/mL青霉素和

0.1 mg/mL 链霉素的无菌磷酸缓冲液 1 mL 作用 

45 min后，无菌 PBS洗 3次。用预冷的无菌 ddH2O

使细胞膨胀破碎，将获得的液体稀释一定的倍数

涂板计数。 

1.6  小鼠半数致死量(LD50)的测定 

25 只 5 周龄昆明鼠随机分为 5 组，分别以  

108 CFU、107 CFU、106 CFU、105 CFU的梯度、

200 μL剂量腹腔注射攻毒。观察 2周，记录小鼠

死亡情况，采用寇氏(Korbor)法计算半数致死量

(LD50)。同样的方法计算亲本株的 LD50。 

1.7  小鼠组织载菌量实验 

10只 5周龄昆明鼠随机分为 2组，每只小鼠

腹腔注射 200 μL 106 CFU，48 h后采血、取肝脏、

肺脏匀浆倍比稀释涂平板计数。 

1.8  统计学分析 

各试验组之间的差异显著程度通过统计软件

Prism (Graph-Pad Software，Inc.)进行分析。P<0.05

表示差异显著，图标中以“*”表示。用 P<0.01为差

异极显著，图标中以“**”表示。 

2  结果和分析 

2.1  hcp基因缺失株鉴定 

接合转移后使用引物 C1/C2进行 PCR鉴定，

亲本株只能扩增得到 900 bp条带，而阳性单交换

子可以同时扩增得到 900 bp和 500 bp两条片段。

在无抗性传代筛选后，目的缺失株只能扩增得到

500 bp条带(图 1)。 

 

图 1.  亲本株、单交换子和缺失株 PCR 鉴定 

Figure 1.  PCR identification of parental strain, single 
of commutator, mutant. Lane 1: negative control; lane 
2,3: parental strain; lane 4,5: single of commutator; 
lane 6,7: mutant; M: DNA maker 2000. 
 

2.2  缺失株遗传稳定性和生长曲线的测定 

连续传 50代后都只能扩增得到 500 bp条带，

结果表明缺失株具有一定的遗传稳定性。缺失株

与亲本株生长曲线无明显变化，说明体外培养条

件下，hcp基因对本身细菌生长代谢无影响(图 2)。 

2.3  细胞黏附与入侵实验 

经测定每孔中亲本株的黏附平均量和入侵平均

量分别为 57333 CFU、2767 CFU；缺失株的黏附平均

量和入侵平均量分别为 51667 CFU、2300 CFU。实验

结果(图 3)以亲本株对 PK-15 的黏附率和入侵率为 

 

 

图 2.  缺失株和亲本株生长曲线 

Figure 2.  The growth curves of mutant and parental 
strain. 
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图 3.  缺失株和亲本株的黏附入侵实验 

Figure 3.  The adherence and invasion assays of 
mutant and parental strain. P<0.05.  
 

 

基准，即定义为 100%进行展示。缺失株的相对黏

附率为 90.12%，缺失株的黏附能力并无显著降低；

缺失株的相对入侵率为 83.12%，缺失株对 PK-15

的入侵能力显著降低(P<0.05)。 

2.4  小鼠半数致死量(LD50)的测定 

经寇氏(Korbor)法计算得到，亲本株对小鼠

的 LD50 为 1.6×107 CFU，而缺失株的 LD50 为

3.1×107 CFU，缺失株的半数致死量较亲本株提

高，毒力减弱(表 2)。 

2.5  小鼠组织载菌量实验 

结果以每毫升血液和每克器官中所含菌量

(CFU)的对数为纵坐标进行展示。在血液中，亲本

株 lg(CFU/mL)平均值为 4.53，缺失株为 3.89。在

肺脏中，亲本株的 lg(CFU/g)平均值为 5.49，缺失

株为 4.62。在肝脏中，亲本株的 lg(CFU/g)平均值

为 3.09，缺失株为 2.55 (图 4)。可知，缺失株感染

小鼠后在血液、肺脏和肝脏中的细菌量均低于亲

本株(P<0.05)，其中，缺失株在肺脏中的定殖能力

极显著下降(P<0.01)。 

3  讨论 

本研究使用的基因敲除方法是由自杀性质粒

介导的两步同源重组，此法结合了反向筛选，即

先将含有筛选标记(氯霉素抗性基因)的质粒整合

到细菌基因组上，再用反向选择标记(SacB)筛选缺

失株，最后得到的缺失株是不含有任何外源基因

和筛选标记的菌株。本研究成功的敲除了 QH0814

菌株 hcp 基因，获得 QH0814Δhcp 缺失株并对其 

 
表 2.  缺失株和亲本株 LD50 的测定 

Table 2.  LD50 of mutant and parental strain 
Group CFU Per mouse/(1×106) Mortality LD50/(CFU) 

Parental strain 370 40 7.1 2.0 0.37 5/5 4/5 3/5 1/5 0/5 1.6×107 

Mutant 340 42 7.0 2.3 0.40 5/5 3/5 2/5 0/5 0/5 3.1×107 

 

 

图 4.  小鼠体内组织载菌量 

Figure 4.  Colonization ability in different tissues of mice. 
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基本的生物学特性进行研究，为进一步研究该基

因的功能奠定了基础。 

目前有报道对大肠杆菌、沙门氏菌、铜绿假

单胞杆菌等病原菌 hcp基因研究发现，hcp基因参

与细菌的侵袭、致病性等[12–14]。对缺失株生长特

性研究发现，hcp基因缺失并不影响 QH0814的生

长，说明 hcp 基因不参与细菌的生长代谢。连续

传 50代，缺失株 QH0814Δhcp仍具有良好的遗传

稳定性，未发生恢复突变。缺失株对 PK-15 的黏

附能力虽无明显改变，但入侵能力差异显著

(P<0.05)，由此表明 QH0814Δhcp对非吞噬细胞侵

袭能力减弱，hcp基因可能参与黏附入侵或者导致

分泌相关的黏附入侵蛋白降低[15]。对 LD50的测定

表明，基因缺失后菌株毒力有所下降。缺失株在

小鼠血液、肺脏和肝脏中的定殖菌量均少于亲本

株，且差异显著(P<0.05)，其中在肺脏中的定殖能

力下降极显著(P<0.01)，说明 hcp基因缺失后对小

鼠组织器官的定殖能力减弱。 

综上所述，本研究构建了支气管波氏杆菌 hcp

基因缺失株 QH0814Δhcp，对缺失株的生长特性、

对细胞的侵袭性、对小鼠的毒力和对机体的定殖

情况等进行研究，初步表明 hcp对 Bb的致病性发

挥了一定作用，主要参与对机体的入侵定殖及感

染等，由此可知细菌的 hcp 基因与致病性有一定

的相关。 
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Construction and characterization of an hcp mutant of swine 
Bordetella bronchiseptica 

Yuhui Chang, Hongfeng Zhang, Zhong Peng, Hui Li, Huanchun Chen, Bin Wu* 
State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, the Cooperative Innovation Center for Sustainable Pig Productin, College of 
Veterinary Medicine, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, Hubei Province, China 

Abstract: [Objective] We constructed Bordetella bronchiseptica QH0814 hcp mutant to characterize its 

pathogenicity. [Methods] Through the homologous recombination mediated by a suicide plasmid pRE112, we 

acquired the mutant QH0814Δhcp successfully. Then, we evaluated the growth condition, the ability of adhesion 

and invasion, the median lethal dose (LD50) and the infection capacity. [Results] There was no significant variation 

of the growth rate between the mutant and the parental strain. Compared with the parental strain, the adherence 

ability of the mutant did not change remarkably. However, the invasion ability decreased significantly. Mice lethal 

test showed that the LD50 of the mutant was higher than that of the parental strain. Correspondingly, the bacterial 

colonization of the mutant in mice blood, lung and liver was much less than that of the parental strain. 

[Conclusion] The knocking-out of the hcp gene had no influence on bacterial growth, but it could attenuate 

significantly the invasion and colonization of the bacterium. Therefore, the gene may play a role in the pathogenesis 

of Bordetella bronchiseptica. 

Keywords: Bordetella bronchiseptica, hcp gene, deletion 
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