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重组猪胸膜肺炎放线杆菌毒素 !"#$ 对小鼠的急性毒性

和免疫保护性研究
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摘 要 研究了猪胸膜肺炎放线杆菌毒素!重组表达蛋白（包括粗提包涵体和经复性处理的重组蛋白）对小鼠的急性毒性以

及免疫保护性，并和天然毒素!（由 6FF 血清 "# 型菌的培养物上清提取）做了对比。在急性毒性试验中，R 种蛋白均以 !##

"7[只的剂量腹腔注射小鼠，并分别于 !>@、N5 和 ">5 后眼眶放血致死，检测血常规和血液生化相关指标。结果表明，R 种蛋白

均不引起小鼠死亡，且重组表达蛋白对小鼠的生长、血常规和血液生化指标没有显著影响。在免疫保护性试验中，用 R 种蛋白

乳化后免疫小鼠，! 周后加强免疫 " 次，并在每次免疫后采血检测其效价，二免 ! 周后用致死剂量的 6FF 血清 "# 型菌（"\#] ^
"#O 2I-）腹腔攻毒。结果表明，天然毒素和复性的重组表达蛋白均具有良好的免疫原性，对小鼠具有较好的免疫保护效力。
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猪传染性胸膜肺炎是由猪胸膜肺炎放线杆菌

（&2)95":429CC3# +C$3("+5$36"594$，&’’）引起的一种急

性或慢性以肺炎和胸膜炎为特征的高度接触性传染

病，给世界养猪业带来了严重的经济损失［,，H，I］。目

前 &’’ 已发现有 ,J 种血清型，各型间没有或仅有较

弱的交叉保护力，而含有毒素的亚单位苗或类毒素

菌苗由于其较好的交叉保护力已成为国内外 &’’
疫苗研究的热点。

&’’ 是一种多毒力因子的革兰氏阴性菌，其最

重要的毒力因子是 K 种分泌外毒素（&+8;、&+8!、

&+8"、&+8#）［K］，但研究发现 &+8; 是其最重要的毒

力因子［J，/］，同时也是最重要的免疫原性因子，在

&’’ 疫苗的交叉保护中起着最为重要的作用［L，M］。

&+8$的操纵子是由 K 个基因 N、&、O、P 串连在

一起组成的［,］。其中 & 基因是 &+8$的结构基因，

其表达产物是没有毒力的，需要 N 基因的表达产物

酰基化激活后才能结合到靶细胞上发挥其溶血活性

和细胞毒性。但是 4+8;& 的表达产物，经过试验证

实 具 有 免 疫 活 性，产 生 的 抗 体 可 以 中 和 毒 素

&+8;［L，M］，’(9!$438 等（,//1）利用不含毒素的 &’’ M 型

缺失株表达了 &+8;，攻毒试验也显示了较好的保护

效果［1］。

但用毒素作为疫苗添加成份是否会对动物产生

毒害作用，一直是人们对毒素疫苗关注的焦点问题，

而且 &’’ 的毒素作为疫苗添加成份是否对动物产

生毒性反应尚未见报道。在此，我们用大肠杆菌表

达了 &’’ 的 4+8;& 基因，并以小鼠为模型，研究了表

达产物的毒性反应及其作为疫苗添加成份的免疫原

性和保护性，现报告如下。

) 材料与方法

)*) 菌株质粒

大肠杆菌 O>H,（P=I）和 &’’ 血清 ,- 型菌株由

本实验室保存，表达质粒 +=A<4+8;& 由本实验室构

建。

)*+ 仪器及试剂

血常规测定仪及血液生化仪由华中农业大学动

物医学院临床实验室提供。血液生化试剂购自中生

北控生物科技股份有限公司。弗氏佐剂、十二烷基

肌胺酸钠（Q<C45(4*C #4(2"#95$ Q4 ?4C)，?R>），?9E64 公

司；;’AS 为 ’("6$E4 产品；辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠 ;ES，?"3)B$(5O9")$2B 公司产品；溶菌酶以及氧化

型、还 原 型 谷 胱 甘 肽、聚 乙 二 醇（+"C*$)B*C$5$EC*2"C
K---，’=SK---）购于北京原平皓生物技术有限公

司。

)*, 实验动物

,1 T H-E 昆明鼠购自湖北省医学科学院，共 MH
只，随机分成 K 组，每组 ,1 只，雌雄各半，即天然毒

素组、复性重组蛋白组、粗提包涵体组和 ’O? 空白

组，用作小鼠急性毒性实验。,K T ,LE 雌性昆明小

鼠，共 K1 只，随机分成 K 组，每组 ,H 只，同样分成四

组，用作小鼠保护性实验。

)*- 天然毒素 ./01 的提取及毒素抗体 2314. 方

法的建立

按文 献［,-］的 方 法 进 行。用 A?O 培 养 基 在

IMU培养 &’’ ,- 型菌株 LB，利用 JJV饱和硫酸铵

沉淀上清，提取培养物上清中的毒素 &+8;，用猪阴、

阳性血清进行方阵滴定，确定最佳抗原包被浓度、最

佳血清稀释度。之后用确定的最佳抗原包被浓度包

被 /L 孔聚苯乙烯 =>;?& 板，进行多份阴性血清检

测，以 01L--!H8 为阳性，用于检测免疫后采集的小

鼠血清抗体效价。

)*5 表达蛋白的提取

用鉴定的 +=A<4+8;& 质粒，转化 O>H,，挑取单个

菌落，于 IMU 培 养 至 对 数 生 长 期（ 01L-- W -.L T
,.-），加入 ;’AS 至终浓度为 , 66"CX>，进行 IB 的诱

导表达，收集菌体，用超声波细胞破碎仪破碎细胞，

离心收集沉淀即包涵体，一部分包涵体用 ?R> 变

性，同时去除沉淀中的细胞碎片，然后加入氧化型、

还原型谷胱甘肽、聚乙二醇，在 A= O3%%$( 中透析以

缓慢复性；另一部分不作任何处理，作为粗提包涵体

使用，提取的蛋白分装置于 Y H-U保存。蛋白纯度

用 ?P?<’&S= 分析，浓度用紫外分光光度计测定。

)*6 小鼠急性毒性试验

腹腔注射蛋白 H--%EX只，即 ,- 倍的免疫剂量，

每只 K--%>。（,）一般临床观察：包括动物的外表特

征和行为活动、精神状况及体重等。体重每两天测

, 次，其他每天至少观察 , 次。（H）每组取雌雄各 I
个样本，分别于注射后 HKB、M!、,K! 摘眼球放血处
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死，并进行血常规、血液生化测定以及剖检。血常规

检测：包括红细胞计数（!"# $%&&# ’"%% ’&()*，!+,）、

血 红 蛋 白（-".&/%&$0)12213，-4+）、白 细 胞 计 数

（560*" $%&&# ’"%% ’&()*， 5+, ）、血 小 板 计 数

（7%1*"%"*’&()*，789）等项目；血液生化检测：包括谷

草转氨酶（:2;1<*1*" 1.0)&*<1)2="<12"，:>9?4@9）、谷丙

转氨酶（:%1)0)" 1.0)&*<1)2="<12"，:89?479）、碱性磷

酸酶（:%A1%0)" ;6&2;61*12"，:87）、血 糖（4%(’&2"，
48B）、总蛋白（9&*1% ;<&*"0)，97）、白蛋白（:%$(.0)，

:8+）和血尿素氮（$%&&# (<"1 )0*<&/")，+BC）等项目。

（D）病理学检查：取处死小鼠实质性器官包括心、肝、

脾、肺和肾称重，计算脏器系数。各组数据以 ! E "
表示，用 # 检验。以 $ F GHGI 评价差异显著性，用

1、$ 标注。

!"# 小鼠的免疫及攻毒

各蛋白用等量弗氏佐剂乳化，每只取 GHJ.8 皮

下多点免疫，含提取的目的蛋白约 JG!/，J 周后加强

免疫 K 次。对照组用 7+> 缓冲液乳化后免疫。二免

J 周后用致死剂量（KHGL M KGN ’=(）的 :77OKG 腹腔攻

毒。

$ 结果

$"! 毒素蛋白及包涵体的提取

按照实验室常规的方法提取包涵体，复性后，取

少量进行 >P>O7:4Q 电泳以检测其纯度。结果如图

K，K 为天然毒素，J 为复性处理后的重组蛋白，大小

都在 KGI R KKG AP 之间。

图 K 天然毒素和复性重组蛋白的 >P>O7:4Q 结果

S0/T K >P>O7:4Q 1)1%3202 &= *6" )1*(<1% 1)#
<"=&%#"# <"’&.$0)1)* ;<&*"0)

U：;<&*"0) .1<A"<；K：)1*(<1% :;VW；J：<"=&%#"# <"’&.$0)1)* ;<&*"0)T

$"$ 小鼠急性毒性试验

$"$"! 一般临床表现及体重变化：见图 J。腹腔注

射蛋白后，天然毒素组表现精神沉郁，不食，JX6 后

恢复正常；复性重组蛋白组有轻微的精神沉郁，并很

快恢复正常，其他组均表现良好。第二天体重结果

显示，天 然 毒 素 组 与 空 白 组 比 较 差 异 显 著（ $ F
GHGI），复性重组蛋白组和粗提包涵体组的体重与空

白组比较差异不显著（$ Y GHGI）；从第 X 天开始，组

间比较差异不显著（$ Y GHGI）。

图 J 三种蛋白对小鼠体重的影响（) Z [）

S0/T J 96" "=="’*2 &= *6<"" ;<&*"0)2
&) *6" \"0/6* &= .0’"

]! ] )1*(<1% :;VW；]" ] <"=&%#"# <"’&.$0)1)* ;<&*"0)；

]# ] ’<(#" 0)’%(20&) $&#0"2；]$ ] )"/1*0^" ’&)*<&% T

$"$"$ 血液学检查：见表 K。JX6 时，复性重组蛋白

组的 -4+ 与其它组比较差异显著（$ F GHGI），而 D
个蛋 白 组 的 789 与 空 白 组 比 较 差 异 显 著（ $ F
GHGI）。_# 时，天然毒素组的 5+, 与其它组比较差

异显著（$ F GHGI）。KX# 时，各项指标与空白对照组

相比较差异不显著（$ Y GHGI）。

$"$"% 血液生化检查：见表 J。JX6 时，天然毒素组

的 479 指标与其它组比较差异显著（$ F GHGI），且

天然 毒 素 组 +BC 与 其 他 组 比 较 差 异 显 著（ $ F
GHGI）。_# 时复性重组蛋白组的 :87 与其它组比较

差异显著（$ F GHGI）。KX# 时，各组均恢复正常，和

空白组比较差异不显著，此时，各组的 4@9 和 48B
这两项指标有所增高，组间比较差异不显著，但未见

与之相关的病理学改变。

$"$"& 病理学检查：见表 D。每次眼眶放血致死后，

进行系统解剖，腹腔注射 JX6 解剖可见到天然毒素

组小鼠的肾肿大，肺部有严重的出血；复性重组蛋白

组个别小鼠的脾出现轻微肿大，肺部正常。在第 _
天时解剖可见，天然毒素组的肝、脾、肺的状况与其

它组比较差异显著；而其它组之间没有显著性差异。

第 KX 天解剖结果表现，各组间比较差异不显著。

$"% 小鼠免疫保护性试验

$"%"! 毒素 Q8W>: 条件的确定：根据方阵滴定可知

:;VW 的最佳包被浓度为 KHJXL!/?.8，最佳的血清稀

释度为 K ‘XG，羊抗鼠 W/4 稀释度为 K ‘ IGGG，Q8W>: 阴

阳界限值为 GHX。

_[严克霞等：重组猪胸膜肺炎放线杆菌毒素 :;VW 对小鼠的急性毒性和免疫保护性研究



表 ! 三种蛋白对小鼠血常规的影响（! " #）

$%&’( ! $)( (**(+,- .* ,)/(( 0/.,(12- .2 ,)( )(%3%,.’.41+%’ 125(6(- .* 31+(
!"#$%&’( )*+（,-. /0） 1*+（,-,2 /0） 3!*（(/40） 506（,-. /0）

789

,
7
2
8

:;<< = 7;.:
>;>8 = ,;72
>;7- = -;2?
.;:< = 8;:8

>;78 = ,;2,
<;>- = -;??
.;>- = 7;?,
>;?- = ,;-2

>;-< = ,;22@

,?;:- = ,;?>A

>;?< = -;8,@

>;:- = B2:@

<8.;?< = 7-;?:@

>,?;-- = ,,8;?8@

.7,;22 = ,>>;--A

,,<7;-- = ,7-;7,A

<4

,
7
2
8

:;?< = ,;?<@

>;.: = ,;,<A

>;,< = -;.7A

.;-- = ,;--A

>;72 = ,;8-
<;?2 = -;?:
<;22 = ,;<?
>;:< = -;::

<;<- = ,;77
>;82 = -;>?
>;.2 = ,;:2
.;.- = -;8,

,7>8;?< = 7-<;:?
.7.;-- = .8;<:
,-,,;:- = ,?,;.2
,,,,;?< = ,2<;8,

,84

,
7
2
8

?;.< = ,;2?
<;>7 = ,;>:
<;?- = -;<7
?;,< = -;>:

.;?2 = -;88

.;-2 = -;.:
<;7< = ,;?<
<;2- = 7;,,

.;,< = -;2>
>;:< = ,;7:
>;8? = ,;<>
,-;,, = -;?.

CD
CD
CD
CD

,：’@E$"@F G%HI；7："JK#F4J4 "JL#MA&’@’E %"#EJ&’；2：L"$4J &’LF$N&#’ A#4&JN；8：’J(@E&OJ L#’E"#F；CD：’#E 4JEJLE&#’B

表 7 三种蛋白对小鼠血液生化的影响（! " #）

$%&’( 7 $)( (**(+,- .* ,)/(( 0/.,(12- .2 ,)( -(/83 &1.+)(31+%’ 125(6(- .* 31+(
!"#$%&’( !56/（$/0） !P6/（$/0） G05/（$/0） !0Q/（MM#F/0） 65/（(/0） G0*/（(/0） *QC/（MM#F/0）
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表 9 三种蛋白对小鼠脏器系数（:）的影响（! " #）

$%&’( 9 $)( (**(+,- .* ,)/(( ;/.,(12- .2 ,)( ./4%2 125(6(- .* 31+(

!"#$%&’(
P"(@’ &’4JHJN/R

3J@"E 0&OJ" S%FJJ’ 0$’( T&4’JU

789

,
7
2
8

-;8. = -;,7
-;:7 = -;->
-;:? = -;-<
-;:8 = -;-7

?;8, = -;,,
?;?> = -;8:
?;?> = -;:2
?;,> = -;-.

-;8> = -;-2@

-;8< = -;-?@

-;2< = -;-2A

-;2- = -;-2A

,;-- = -;-:@

-;>: = -;->A

-;<< = -;-<A

-;<< = -;,,A

,;8- = -;,?@

,;2- = -;-:@A

-;8, = -;,-@A

-;<> = -;-8A

<4

,
7
2
8

-;:2 = -;->
-;8. = -;-8
-;:2 = -;-<
-;:7 = -;-2

<;-- = -;-.@

:;.: = -;77A

?;7- = -;78A

?;-? = -;7-A

,;-- = -;-?@

-;:> = -;7,A

-;8? = -;-?A

-;8, = -;-.A

,;,7 = -;7<@

-;<? = -;-,A

-;<: = -;,2A

-;?? = -;-<A

-;>, = -;,:
,;-< = -;,8
,;7, = -;-?
-;.7 = -;,.

,84

,
7
2
8

-;8? = -;-,
-;:2 = -;,,
-;:7 = -;->
-;8< = -;-8

<;,, = ,;-8
?;7, = -;82
?;7: = -;>7
?;-2 = -;7<

-;>- = -;,
-;:8 = -;,2
-;?? = -;-.
-;87 = -;-?

-;<8 = -;,,
-;>: = -;-7
-;<. = -;->
-;<: = -;-?

,;7: = -;72
,;78 = -;-2
,;-8 = -;7,
-;>. = -;-2

,：’@E$"@F G%HI；7："JK#F4J4 "JL#MA&’@’E %"#EJ&’；2：L"$4J &’LF$N&#’ A#4&JN；8：’J(@E&OJ L#’E"#F B

7<9<7 两次免疫后抗体水平变化：将血清作 ,- 倍

稀释后再作倍比稀释，最大稀释度为 , V 7-8>-，以

!"?-- 大于 -;8 的最大稀释度为血清抗体效价。见

表 8，首免 7 周后及二免 7 周后小鼠血清均为阳性，

且二免后 G%HI 抗体均显著升高。

7<9<9 攻毒结果：见表 8，二免 7 周后试验组和对照

组分别用致死剂量的 G%%W,- 型，即 ,;-. X ,-> LK$ 进

行腹腔攻毒。对照组的小鼠于 29 内全部死亡。天
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表 ! 两次免疫后血清抗体效价和攻毒保护率
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然毒素组死亡 + 只，保护率为 EEI?=；复性重组蛋白

组死亡 ? 只，保护率为 KA=；包涵体组死亡 B 只，保

护率为 AC=；其余小鼠攻毒后 +@- 精神沉郁，不食，

扎堆，之后逐步恢复正常，第 ? 天全部恢复正常。

7 讨论

本试验血常规指标选择了 NOP、QOP、R!O、;S,
及血液生化指标选择了 !;,、!T,、7S;、!SU、,;、

7SO、OUV 有 其 一 定 的 目 的，避 免 重 复 检 测。对

NOP、QOP、R!O、;S, 的检测以确定是否有贫血的情

况出现及是否存在感染。因为我们所用的蛋白可能

有溶血作用，而检测结果显示，天然毒素能引起轻微

的贫血，如 +@- 时，天然毒素组的白细胞计数下降，

与我们所做的溶血试验相一致。对 !;,、!T, 的检

测，!T,、!;, 是人体内各种脏器（如：肝脏、心脏、肌

肉等）细胞内的重要酶，参与体内重要氨基酸的合

成，他们在体内维持稳定的低量，以 !;, 代表肝脏

机能，,;、7SO 代表蛋白质合成的稳定性，也是肝脏

机能的一个表现；检测 7S; 主要为了检测各蛋白对

肝胆系统的影响；!SU 指标代表糖代谢状况，试验中

各组蛋白在各时间内检测指标显示糖代谢正常；

OUV 指标的检测为了验证我们的蛋白对肾脏是否

存在影响，+@- 时天然毒素组的 OUV 增高，与所测相

应的肾脏系数结果相一致。重组蛋白组未见明显的

毒性反应，个别指标与对照组有差异，且未见与之对

应的病理学改变，应为偶发现象。

急性毒性试验中，从生长状况、血常规、血液生

化指标及解剖结果可见，在 +@- 时，天然毒素组与空

白组比较差异显著，天然毒素组的 OUV 及肾脏系数

增高，重组蛋白组与空白组差异不显著；在 K6 时，天

然毒素组有一定的恢复；*@6 时各组表现基本一致，

各蛋白组表现均正常。三种蛋白质所产生的影响的

大小依次为天然毒素、复性后的重组蛋白、包涵体，

似乎说明与蛋白质的构象有关。天然毒素具有天然

构象；复性后部分恢复天然构象而没有毒性；包涵体

不具 有 天 然 构 象，没 有 毒 性 且 免 疫 保 护 性 较 低。

W32% XY 等（*JJK）和 O#.Z.23 OW 等（+CC@）证明 7%%
菌株 分 泌 的 7%89 能 使 肺 部 细 胞 病 变［A，**］。根 据

7%89 溶血活性的检测，天然毒素有很高的溶血效

价，而 7%897 基因表达蛋白没有溶血活性，也说明表

达蛋白没有毒性。

利用 7;; 培 养 物 上 清 提 取 的 天 然 毒 素 建 立

XS9[7 方法，对试验小鼠的血清抗体检测发现，表达

毒素产生的抗体能跟天然毒素很好的反应，证明表

达的毒素蛋白具有很好的生物学活性。从抗体检测

和攻毒结果来看，复性重组蛋白较粗提包涵体能诱

发更强的保护力。

为了验证表达的 7%89 的免疫原性及作为疫苗

添加成分的可能性，采用了只分泌 7%89 的 7;;D*C
进行攻毒，避免了其它毒素对攻毒结果的干扰。从

试验结果来看，表达的 7%89 对只分泌 7%89 的 7;;D
*C 具有较好的保护作用。而且，国内外的研究都证

明不同血清型分泌的 7%89 抗原性基本相同，可以起

到交叉保护的作用。这里的试验也证明了这一点，

我们表达的 7%897 基因来源于毒性极强的 7;;D* 菌

株，从而为类毒素疫苗的交叉保护提供了理论依据。

原核表达操作过程简单，表达蛋白易于提取且

成本低廉，工艺流程简单，易于大规模的生产。从试

验结果来看，表达蛋白注射小鼠后没有毒性反应，而

且免疫后具有良好的抗原性和较好的保护性，表明

我们的复性重组蛋白可以作为一种良好的疫苗添加

成份来提高胸膜肺炎疫苗的保护力，从而为该病的

控制和根除提供保障。
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