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摘   要：为了构建表达红斑丹毒丝菌 SpaA 和 CbpB 蛋白的口服重组枯草芽孢杆菌活载体候选疫

苗菌株，经融合 PCR 及无缝克隆构建了重组整合质粒 pDG1730-CBJA，使用自然法转化枯草芽孢

杆菌 KC 菌株，通过壮观霉素抗性平板筛选、淀粉降解实验及 PCR 检测获得重组菌 KC-spaA-cbpB。
用免疫印迹及间接免疫荧光实验检测重组菌表达的 SpaA 和 CbpB 蛋白，并测定了重组菌在小鼠体

内的遗传稳定性。构建壮观霉素抗性基因敲除质粒 pMAD-∆sper，转化 KC-spaA-cbpB，筛选、鉴

定获得 KC-spaA-cbpB::∆sper，并进行了小鼠的口服免疫实验。实验结果显示，重组菌 KC-spaA-cbpB
在菌体表面表达 SpaA 蛋白，在芽孢表面表达 CbpB 蛋白，在小鼠体内稳定。壮观霉素抗性基因敲

除菌 KC-spaA-cbpB::∆sper 能表达 SpaA 和 CbpB 蛋白，其芽孢经灌胃免疫小鼠 42 d 后，小鼠血清

中 SpaA 和 CbpB 蛋白的特异性抗体 IgG 和粪便中特异性 sIgA 均极显著高于阴性对照(P<0.01)，攻
毒保护率为 67.5%。本研究成功构建了表达红斑丹毒丝菌 SpaA 和 CbpB 蛋白的重组枯草芽孢杆菌，

为研究猪丹毒口服活载体疫苗奠定了基础。 
关键词：红斑丹毒丝菌；SpaA 蛋白；CbpB 蛋白；枯草芽孢杆菌  
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Construction of a recombinant Bacillus subtilis strain 
expressing SpaA and CbpB of Erysipelothrix rhusiopathiae and 
evaluation of the strain immunogenicity in a mouse model 

CHENG Zhonglin, HUANG Hao, CAO Siyi, SHI Huahui, GAO Jiye, LI Jixiang* 

College of Veterinary Medicine, Southwest University, Chongqing 402460, China 
 
Abstract: To construct a recombinant Bacillus subtilis strain expressing SpaA and CbpB of 
Erysipelothrix rhusiopathiae for oral administration, we constructed the recombinant plasmid 
pDG1730-CBJA by fusion PCR and seamless cloning. The plasmid was introduced into B. subtilis 
KC strain by natural transformation, and the recombinant strain KC-spaA-cbpB was screened out on 
the plate containing spectinomycin (sper) and confirmed by PCR and starch degradation test. The 
SpaA and CbpB expressed by KC-spaA-cbpB were detected by Western blotting and indirect 
immunofluorescence assay, and the genetic stability of the recombinant strain in mice was 
determined. The plasmid pMAD-∆sper with knockout of sper was constructed and transformed into 
KC-spaA-cbpB. The sper-deleted mutant strain KC-spaA-cbpB::∆sper was screened and identified, 
and its immunogenicity in a mouse model was evaluated by oral immunization. The results showed 
that the recombinant strain KC-spaA-cbpB was stable in mice, expressing SpaA on the cell surface 
and CbpB on the spore surface. KC-spaA-cbpB::∆sper expressed SpaA and CbpB. The mice 
vaccinated with the spores of KC-spaA-cbpB::∆sper had higher levels of SpaA and CbpB-specific 
IgG in the serum that those vaccinated with the wild-type spores 42 days after vaccination by 
gavage (P<0.01). The protective rate of mice immunized with the recombinant spores was 67.5%. 
The results indicated that a recombinant B. subtilis strain expressing SpaA and CbpB of       
E. rhusiopathiae was successfully constructed, and the recombinant strain laid a foundation for the 
development of oral live vector vaccines for swine erysipelas. 
Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae; SpaA; CbpB; Bacillus subtilis 

 
红斑丹毒丝菌(Erysipelothrix rhusiopathiae)

是一种兼性厌氧的无鞭毛、不形成芽孢的革兰

氏阳性菌，在世界范围内广泛分布，在富含腐

殖质的养殖废弃物中存活时间长，可感染包括

人在内的大多数哺乳动物、部分禽类和水生动

物，会引起具有自然疫源性的人畜共患丹毒丝

菌病[1]。自 1886 年首次系统报道猪的感染病例

猪丹毒(swine erysipelas)以来，红斑丹毒丝菌成

为了危害养猪业的重要病原性细菌[2]。近年来，

我国许多养猪场暴发猪丹毒[3]，临床分离菌株

对四环素类、氨基糖甙类等常用药物具有多重

耐药性[4-5]，育肥猪扁桃体样品中红斑丹毒丝菌

检出率超过 22%[6]。因此，猪丹毒的防控越来

越受到重视，新兴疫苗成为研究热点。 
红斑丹毒丝菌的表面保护性抗原 A (surface 

protective antigen A, SpaA)蛋白较保守，是多数

血清型菌株具有的共同抗原，除 C 端重复序列

外的区域是候选疫苗的靶点，在被动和主动免

疫实验中均具有保护作用[7-8]。胆碱结合蛋白 B 
(choline-binding protein B, CbpB)能诱导小鼠和



 
 

程中林 等 | 表达红斑丹毒丝菌 SpaA 和 CbpB 蛋白的重组枯草芽孢杆菌的构建…… 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4523

猪产生特异性的血清抗体，且该抗体能增强血

清杀菌活性及能促进巨噬细胞体外的吞噬作

用，对红斑丹毒丝菌强毒菌株的攻击具有保护

作用[9-10]。枯草芽孢杆菌作为益生菌广泛用于养

殖业，可以通过基因整合的方式构建重组菌株，

在芽孢及菌体表面表达抗原分子[11]。重组菌的

芽孢作为口服活载体疫苗使用，能有效诱导全

身性免疫和消化道黏膜免疫[12-13]。本研究以益生

性枯草芽孢杆菌 KC 菌株为载体[14]，构建在菌体

及芽孢表面分别表达红斑丹毒丝菌 SpaA 和

CbpB 蛋白的重组菌株，并通过小鼠免疫实验初

步评价其免疫效果，以期为猪丹毒口服活载体

疫苗的研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  细菌、血清、实验动物和主要试剂 

枯草芽孢杆菌 KC 株[14]、红斑丹毒丝菌 Y83
株和小鼠抗红斑丹毒丝菌 Y83 株血清[6]、红斑

丹毒丝菌 G4T10 株、rSpaA 和 rCbpB 及其鼠抗

血清为本课题组保存。PrimeSTAR HS DNA 
Polymerase、限制性核酸内切酶购自宝日医生物

技术(北京)有限公司。大肠杆菌-枯草芽孢杆菌

穿梭质粒 pDG1730 购自淼灵质粒平台。温敏型

质粒 pMAD 购自杭州宝赛生物科技有限公司。双

色预染蛋白质 Marker、DNA Ligation Kit Ver2.1、
Taq 酶、质粒 DNA 抽提试剂盒、DNA 胶回收

试剂盒、Ni-NTA 6FF (His-Tag)蛋白琼脂糖纯化

树脂购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、HRP 标记的山羊抗

兔 IgG、FITC 标记的山羊抗鼠 IgG 购自洛阳佰

奥通公司。兔抗鼠 IgA 购自北京博奥森生物有限

公司。无缝克隆试剂盒、特超敏 ECL 化学发光

试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。3,3ʹ,5,5ʹ-四
甲基联苯胺(3,3ʹ,5,5ʹ-tetramethylbenzidine, TMB)
单组分显色液购自江苏无锡英飞克科技有限公

司。6 周龄雌性昆明小鼠购自重庆医科大学实验

动物中心。本研究的动物实验经重庆市畜牧科学

院实验动物伦理委员会批准(批准号为 XKY- 
20230425)。 

1.2  锚定基因和目的基因克隆与序列分析 
以枯草芽孢杆菌KC株的基因组DNA为模板

进行 PCR 反应，扩增锚定基因 cotC 和 spoIIIJ

及其启动子序列，以红斑丹毒丝菌 Y83 株的基

因组 DNA 为模板扩增目的基因 spaA 和 cbpB。

实验中涉及的引物见表 1。PCR 扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳、切胶回收，用 pMD19-T 载体进

行克隆。测序获得的插入片段序列在 NCBI 网

站中利用 blast 软件进行比对分析。 

1.3  整合质粒 pDG1730-CBJA 的构建 
整合质粒构建策略如图 1 所示。在 PCR 扩增

spoIIIJ、spaA、cotC 与 cbpB 基础上，经融合 PCR
扩增获得融合片段 spoIIIJ-spaA 和 cotC-cbpB。

质粒 pDG1730 经 BamH I 和 Hind III 线性化后，

利用无缝克隆试剂盒与 spoIIIJ-spaA 连接，构建

重组质粒 pDG1730-spoIIIJ-spaA。用无缝克隆

试剂盒把 BamH I 酶切线性化的重组质粒

pDG1730-spoIIIJ-spaA 与 cotC-cbpB 片段连

接，构建重组整合质粒 pDG1730-CBJA，并

测序验证。 

1.4  重组枯草芽孢杆菌的构建 
整合质粒 pDG1730-CBJA 与枯草芽孢杆菌

KC 株基因组 DNA 发生同源重组双交换模式见

图 2。参照文献[15]的方法制备枯草芽孢杆菌 KC
株感受态细胞，并转化整合质粒 pDG1730-CBJA，

经壮观霉素抗性平板筛选获得转化子。筛选平

板上的单菌落连续划线传 3 代，用 PCR 及淀粉

降解实验进行重组菌的鉴定。在淀粉降解实验

中，将细菌点种于含 0.5%可溶性淀粉的营养琼

脂平板，37 ℃培养 24 h，加碘溶液，室温放置

3 min，弃去碘液后观察菌苔周围是否存在透明 
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表 1  本研究中所用引物 
Table 1  Primers used in the study 
Primers Sequences (5′→3′) Notes 
cotC-F GATAAATCGTTTGGGCCG Amplification of cotC and promoter 
cotC-R GTAGTGTTTTTTATGCTTTTTATAC 
spoIIIJ-F CCAGAAAACCGGCGAGCCA Amplification of spoIIIJ and promoter 
spoIIIJ-R CTTTTTCTTTCCTCCGGCTT 
spaA-F GATTCGACAGATATTTC Amplification of spaA 
spaA-R TATCTTTAGGTTTTTCTT 
cbpB-F GAGGAGCGAAAACCGAGAGA Amplification of cbpB 
cbpB-R TTGGCTATGTTTTACGATTA 
spoIIIJ-F1 AACTGGTCTGATCGGATCCCAGAAAACCGGCGAGCC spoIIIJ and spaA fused PCR primers 
spoIIIJ-R1 CCGCTTCCACCGCCACCCTTTTTCTTTCCTCCGGCTTT 
spoIIIJ-R2 GCTGCCGCCACCGCCGCTTCCGCCACCGCCGCTTCC 

ACCGCCACCCTTTTTCT 
spaA-F1 CGGTGGCGGAAGCGGCGGTGGCGGCAGCGATTCGAC 

AGATATTTCTGTGA 
spaA-R1 GCAGGAATTCGATAAGCTATCTTTAGGTTTTTCTTTATCAA 
cotC-F1 AACTGGTCTGATCGGATCTGTAGGATAAATCGTTTG cotC and cbpB fused PCR primers 
cotC-R1 CCGCTTCCACCGCCACCGTAGTGTTTTTTATGCTTTTTATA 
cotC-R2 GCTGCCGCCACCGCCGCTTCCGCCACCGCCGCTTCCACCG 

CCACCGTAGTGTT 
cbpB-F1 CGGTGGCGGAAGCGGCGGTGGCGGCAGCGAGGAGCGAA 

AACCGAGA 
cbpB-R1 CGCCGGTTTTCTGGGATCTTGGCTATGTTTTACGATTA 
spe-F1 GAATTCGTAACGTGACTGGCAAGAGA Amplification the upstream fragment of 

sper spe-R1 GTCGACCTTGTTTGGGAGGATGATTC 
Spe-F2 GTCGACTGGACAGCCTGAGGAACTCT Amplification the downstream fragment of 

sper Spe-R2 GGATCCTGATTCTGACCGGGCACTTG 
pMAD-F TACTAAATTCACCCCCGCTT Detection of pMAD 
pMAD-R TGATGGTCGTCATCTACCTG 

 

 
 

图 1  整合质粒 pDG1730-CBJA 的构建 
Figure 1  Construction of integration plasmid pDG1730-CBJA. 
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图 2  整合质粒 pDG1730-CBJA 与枯草芽孢杆菌基因组发生同源重组双交换 
Figure 2  Homologous recombination double crossover between integration plasmid pDG1730-CBJA and 
the Bacillus subtilis genomes. 

 
水解圈。野生型 KC 菌株能分泌淀粉酶，菌苔

周围呈现透明圈；由于重组菌淀粉酶基因插入

失活，菌苔周围没有透明圈。 

1.5  Western blotting 和间接免疫荧光实验 
将枯草芽孢杆菌的菌体及芽孢分别经超声

波裂解后进行变性 SDS-PAGE，利用转移电泳

槽将凝胶中的蛋白转印至聚偏二氟乙烯膜

(polyvinylidene fluoride, PVDF)进行 Western 
blotting 分析。检测菌体的一抗为小鼠抗 rSpaA
蛋白血清(1: 1 000)，检测芽孢的一抗为小鼠抗

rCbpB 蛋白血清(1: 1 000)，二抗为 HRP 标记的

山羊抗小鼠 IgG (1: 8 000)，使用 ECL 显色。 
在间接免疫荧光实验中，将适当浓度的菌体

或芽孢涂布于载玻片，4%多聚甲醛固定 30min，
洗涤后用 1.0%牛血清白蛋白(bovine albumin, BSA)
于 37 ℃封闭 1 h，以小鼠抗重组蛋白血清为一

抗(1: 1 000)、FITC 标记的山羊抗鼠 IgG 为二抗

(1: 200)，荧光显微镜观察。 

1.6  重组枯草芽孢杆菌在小鼠体内的稳定性 
利用灌胃实验测定了重组枯草芽孢杆菌在

小鼠体内的稳定性。实验分为 5 组，第 1 组和

第 2 组分别为重组枯草芽孢杆菌的菌体和芽孢

灌胃，第 3 组和第 4 组分别为枯草芽孢杆菌 KC
株的菌体和芽孢灌胃，小鼠灌胃剂量为0.2 mL/只，

其中含菌体或芽孢 5×109 CFU，第 5 组为 PBS 
0.2 mL/只灌胃。每间隔 24 h 灌胃 1 次，连续

3 次，最后一次灌胃后不同时间采集小鼠粪便。

粪便经灭菌水充分混悬，静置 5 min，上清液涂

布于含有壮观霉素(250 µg/mL)的 LB 平板，

37 ℃培养 12 h 后进行菌落计数，并计算每 g 粪

便中的菌落总数。从 12、96 和 216 h 粪便样品

检测平板上各随机挑取 3 个菌落扩大培养，然

后进行革兰氏染色观察、 PCR 及 Western 
blotting 检测，确定细菌是否为重组枯草芽孢杆

菌以及是否表达外源目的蛋白。 

1.7  重组枯草芽孢杆菌壮观霉素抗性基因

的敲除 
用 PCR 扩增壮观霉素抗性基因(spectinomycin 

resistance gene, sper) 5ʹ端及 3ʹ端各约 600 bp 片

段，经相应的限制性酶切位点插入温敏型质粒

pMAD，构建重组质粒 pMAD-∆sper。利用自然

法将 pMAD-∆sper 转化重组枯草芽孢杆菌 KC- 
spaA-cbpB，用含 X-gal 及红霉素的营养琼脂平

板筛选，挑取蓝色菌落并以引物 spe-F1/spe-R2 进

行菌落 PCR 扩增，鉴定单交换子。参照文献[16]
的方法筛选双交换子，用 PCR 及 Western blotting
进行验证，获得敲除 sper 的重组枯草芽孢杆菌

KC-spaA-cbpB::∆sper。 
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1.8  小鼠口服免疫与攻毒保护实验 
培养重组枯草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB:: 

∆sper，分别收集菌体及芽孢，计数后用于 6 周

龄雌性昆明小鼠的口服免疫实验。小鼠每周的前

3 天用灌胃针一次性灌胃(每只为 5×109 CFU)，
连续 6 周。在免疫前及免疫 21 d 和 42 d 后，分

别随机抽取 3 只小鼠用于采样；其余小鼠在免

疫 42 d 后用于攻毒实验。以枯草芽孢杆菌 KC
株的菌体及芽孢作为阴性对照、磷酸缓冲盐溶

液(phosphate buffer saline, PBS)作为空白对照，红

斑丹毒丝菌弱毒 G4T10 株作为阳性对照。G4T10
株细菌的免疫方法及程序是每只小鼠灌胃

1×109 CFU，间隔 3 周加强免疫 1 次。 
1.8.1  血清特异性 IgG 抗体检测 

以 rSpaA 和 rCbpB 分别为包被抗原进行间

接 ELISA 检测血清中特异性 IgG，以 TMB 单组

分显色液进行显色，以 OD450 值表示抗体水平。 
1.8.2  粪便中 sIgA 检测 

在小鼠粪便中加入裂解液，涡旋仪上充分

混悬 5 min，置 4 ℃过夜后 10 000 r/min 离心

5min，收集上清，用间接 ELISA 测定 sIgA 含

量。在间接 ELISA 中，聚苯乙烯酶标板每孔加

入 100 µL 小鼠粪便处理样品，37 ℃孵育 1 h；
兔抗小鼠 IgA 100 µL/孔(1: 5 000)，37 ℃孵育 1h；
HRP 标记的山羊抗兔 IgG 100 µL/孔(1: 8 000)，
37 ℃孵育 1 h；用 TMB 显色液 100 µL/孔显色，

室温 10 min；用显色终止液 50 µL /孔终止反应；

酶标仪测定 OD450 值。 
1.8.3  攻毒实验 

小鼠经背皮下注射接种红斑丹毒丝菌 Y83
株细菌，每只的接种剂量为 5 个半数致死量

(median lethal dose, LD50)。接种后连续观察 10 d，
记录小鼠的死亡情况。 
1.8.4  数据统计 

实验的数据结果以平均值±标准差(x̄±s)表
示。用 t 检验进行差异显著性检验，*表示差异显

著(0.01<P≤0.05)，**表示差异极显著(P≤0.01)，
ns 表示无显著性差异(P>0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  锚定基因与目的基因融合 

利用 PCR 扩增枯草芽孢杆菌 KC 株 cotC 和

spoⅢJ 基因及其启动子序列，经克隆及测序结果

显示，分别为 372 bp 与 1 028 bp。cotC 基因及启

动子在核苷酸水平上与枯草芽孢杆菌 ATCC 
21228 株(GenBank 登录号：CP020023.1)的相似

性在 99%以上，spoⅢJ 基因及启动子与枯草芽

孢杆菌 168 株(GenBank 登录号：CP053102.1)
的相似性在 99%以上。PCR 扩增的红斑丹毒丝

菌 Y83株 spaA和 cbpB基因片段分别为 1 206 bp
与 1 080 bp。利用融合 PCR，将 cotC 及启动子

与 cbpB 基因、spoⅢJ 及启动子与 spaA 基因融

合，获得的融合片段 cotC-cbpB 和 spoⅢJ-spaA

分别为 1 492 bp 和 2 279 bp (图 3)。 

2.2  重组枯草芽孢杆菌KC-spaA-cbpB的构建 
利用无缝克隆技术将 spoIIIJ-spaA 片段插

入质粒 pDG1730 的 BamH I 和 Hind Ⅲ位点，构

建重组质粒 pDG1730-JA。将 pDG1730-JA 用

BamH I线性化，利用无缝克隆技术与 cotC-cbpB
片段连接，构建重组整合质粒 pDG1730-CBJA。

测序验证，重组整合质粒中的插入片段未发生

核苷酸突变、缺失和插入。利用自然法将重组

整合质粒 pDG1730-CBJA转化枯草芽孢杆菌 KC
株的感受态细胞，利用壮观霉素抗性平板筛选获

得转化子，PCR 扩增 spaA、cbpB 及 cbpB-spoIIIJ
片段阳性，不分解淀粉(图 4)。以上结果显示，

目的基因整合入细菌基因组 DNA 中，获得重组

枯草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB 菌株。 

2.3  重组枯草芽孢杆菌KC-spaA-cbpB表达

SpaA 和 CbpB 蛋白 
将重组枯草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB 菌体
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及芽孢超声裂解，经变性 SDS-PAGE 后转印至

PVDF 膜，以小鼠抗重组蛋白血清为一抗，进行

Western blotting，结果显示，菌体及芽孢分别为

SpaA 蛋白和 CbpB 蛋白阳性(图 5A、5B)。在间

接免疫荧光实验中，重组菌的菌体与小鼠抗

rSpaA 血清作用后，能被 FITC 标记的山羊抗鼠

IgG 标记，在荧光显微镜下呈现绿色荧光(图 5C)；
芽孢与小鼠抗 rCbpB 血清作用后也能被标记，

呈现绿色荧光(图 5D)。以上结果表明，重组枯

草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB 菌体表达 SpaA 蛋白

及其芽孢表达 CbpB 蛋白。 

2.4  KC-spaA-cbpB 菌体及其芽孢口服后在

小鼠体内的稳定性 
小鼠粪便中的菌落总数见表 2。利用壮观

霉素抗性营养琼脂平板检测，重组枯草芽孢杆 
 

 
 

图 3  锚定基因与目的基因的克隆与融合 
Figure 3  Cloning and fusion of anchoring gene 
and target gene. Lane 1: DL2000 DNA Marker; 
Lane 2: cotC; Lane 3: spoIIIJ; Lane 4: spaA; Lane 5: 
cbpB; Lane 6: DL10000 DNA Marker; Lane 7: 
cotC-cbpB; Lane 8: spoIIIJ-spaA. 

菌 KC-spaA-cbpB 株的芽孢灌胃后 12 h，每 g 小

鼠粪便中的菌落总数在 107 以上，72–192 h 均

维持在 103 以上；菌体灌胃，12–24 h 菌落总数

为 1×102–5×103，之后的粪便样品则无细菌生

长。枯草芽孢杆菌 KC 株的菌体、芽孢及 PBS
灌胃，小鼠粪便经壮观霉素抗性平板培养，无

细菌生长。从 12、96 和 216 h 粪便样品检测平

板上各随机挑取 3 个菌落扩大培养，革兰氏染色

后镜检均为革兰氏阳性杆菌，PCR 检测 spaA 和

cbpB 基因均为阳性，Western blotting 检测菌体

均为 SpaA 蛋白阳性、检测芽孢为 CbpB 蛋白  
阳性。 
 

 
 

图 4  重组枯草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB 菌株的

鉴定 
Figure 4  Identification of the recombinant 
Bacillus subtilis KC-spaA-cbpB. A: PCR detection. 
Lane 1: DL10000 DNA Marker; Lane 2: 
KC-spaA-cbpB (primers spaA-F/spaA-R); Lane 3: 
KC (primers spaA-F/spaA-R); Lane 4: 
KC-spaA-cbpB (primers cbpB-F/cbpB-R); Lane 5: 
KC (primers cbpB-F/cbpB-R); Lane 6: 
KC-spaA-cbpB (primers cbpB-F/spoIIIJ-R); Lane 7: 
KC (primers cbpB-F/spoIIIJ-R). B: Starch 
degradation test. 1: KC; 2: KC-spaA-cbpB. 
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图 5  免疫印迹及免疫荧光实验检测目的蛋白 
Figure 5  Detected the target proteins by western blotting and immunofluorescence assay. A: Detection of 
SpaA of bacteria by Western blotting. Lane 1: Protein marker; Lane 2: KC-spaA-cbpB bacteria; Lane 3: KC 
bacteria. B: Detection of  CbpB of spores by Western blotting. Lane 1: Protein marker; Lane 2: 
KC-spaA-cbpB spores; Lane 3: KC spores. C: Immunofluorescence assay detection of the bacteria. D: 
Immunofluorescence assay detection of the spores. 

 

表 2  小鼠粪便中菌落总数 
Table 2  Total number of colonies in mouse feces (CFU/g) 
Time (h) Oral administration of KC-spaA-cbpB bacteria Oral administration of KC-spaA-cbpB spores 

1 2 3 4 1 2 3 4 
12 2.3×107 1.2×107 4.9×107 5.1×107 3.9×103 2.1×103 4.8×102 4.6×103 
24 9.5×106 3.5×106 4.8×104 4.0×105 4.1×102 2.9×102 3.3×102 4.3×102 

48 7.0×104 1.1×104 9.7×103 1.0×104 0 0 0 0 
72 7.4×103 1.5×103 4.7×103 5.6×103 0 0 0 0 
96 4.3×104 3.9×103 1.4×104 1.0×103 0 0 0 0 
120 4.9×103 4.5×104 2.1×103 2.2×103 0 0 0 0 
144 2.1×103 1.9×103 2.0×103 1.9×103 0 0 0 0 
168 5.7×103 3.0×103 5.5×103 3.7×103 0 0 0 0 
192 2.1×104 6.9×103 3.4×103 4.1×103 0 0 0 0 
216 1.3×103 6.4×102 2.9×102 1.6×103 0 0 0 0 

 
2.5  重组菌 KC-spaA-cbpB 敲除 sper基因 

利用自然法将质粒 pMAD-∆sper转入重组

菌 KC-spaA-cbpB，在获得单交换子的基础上

(图 6A)继续筛选，获得双交换子，即 sper 敲除

菌株 KC-spaA-cbpB::∆sper (图 6B)。 Western 
blotting 检测结果表明，该菌株的菌体和芽孢能
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分别表达 SpaA 和 CbpB 蛋白(图 6C、6D)。 

2.6  小鼠口服免疫实验 
小鼠口服免疫后不同时间血清中特异性

IgG 抗体及粪便中特异性 sIgA 抗体水平见图 7。
小鼠口服免疫重组菌的菌体，42 d 后检测血清

中 SpaA 和 CbpB 抗体水平均与阴性和空白对照

差异不显著，粪便中 SpaA 的特异性 sIgA 水平

极显著升高，而 CbpB 的 sIgA 抗体水平则差异

不显著。小鼠口服免疫重组菌的芽孢，42 d 后 
检测，血清和粪便中 SpaA、CbpB 的特异性抗

体水平均极显著高于阴性和空白对照。小鼠攻

毒后不同时间的存活情况如图 8 所示。结果显

示，小鼠口服免疫重组菌的芽孢，攻毒存活率

62.5% (5/8)，免疫红斑丹毒丝菌弱毒株 G4T10

的存活率 87.5% (7/8)，而免疫重组菌的菌体、

阴性对照和空白对照小鼠均 100% (8/8)死亡。

以上结果表明，小鼠口服重组枯草芽孢杆菌的芽

孢能较好诱导产生体液和黏膜免疫应答，并对红

斑丹毒丝菌强毒菌株的攻击具有一定的保护力。 

3  讨论与结论 
猪丹毒是一种人畜共患的自然疫源性疾病，

在 20 世纪 80–90 年代，是危害我国养猪业的三

大传染病之一，但随着抗菌药物添加剂的广泛使

用以及减毒活疫苗的免疫预防接种，该种疾病在

一段时间内得到了较好的控制。有研究发现，在

日本养猪场中使用的弱毒活疫苗存在毒力回复

突变[17]，临床上 37%慢性病例是免疫弱毒活疫

苗引起的[18]，我国上海地区标准化屠宰场上市

猪的肺脏、脾脏和下颌淋巴结红斑丹毒丝菌的检

出率分别为 42.86%、70.00%和 43.18%[19]。弱毒

活疫苗在美洲和亚洲的一些养猪场还在使用，而 

 

 
 

图 6  Sper 缺失菌株筛选与表达目的蛋白检测 
Figure 6  Screening of sper-knockout strain and detection of the target protein. A: Single exchanger 
identified by PCR. Lane 1: DL2000 DNA Marker; Lane 2 and 3: Wild type strain; Lane 4 and 5: Single 
exchanger. B: Double exchanger identified by PCR. Lane 1: DL2000 DNA Marker; Lane 3, 6, 7 and 9: 
Recovery mutants; Lane 2, 4, 5, 8, and 10: Double exchanger. C: Detected SpaA of bacteria by Western 
blotting. Lane 1: Protein marker; Lane 2: KC-spaA-cbpB::∆sper bacteria; Lane 3: KC bacteria. D: Detected 
CbpB of spores by Western blotting. Lane 1: Protein marker; Lane 2: KC-spaA-cbpB::∆sper spores; Lane 3: 
KC spores. 
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图 7  小鼠免疫后的应答反应 
Figure 7  Immune responses after immunizing mice with different methods. A: The levels of SpaA-specific 
IgG antibody in serum. B: The levels of CbpB-specific IgG antibody in serum. C: The levels of 
SpaA-specific sIgA antibody in feces. D: The levels of CbpB-specific sIgA antibody in feces. The levels of 
specific antibody were expressed as OD450 values. Data were presented as x̄±s (n=3). * 0.01<P≤0.05; ** 
P≤0.01. 

 

 
 

图 8  攻毒后不同时间小鼠存活数量 
Figure 8  Survival number of mice at different 
times after challenge. 

在欧洲几乎不使用[20]。猪丹毒仍然广泛流行，

随着我国养殖业实施“限抗禁抗”政策，养殖业对

抗菌药物替代品及新型疫苗具有迫切需求[21]。 

革兰氏阳性病原菌的某些表面蛋白是重要

的毒力因子，能调节巨噬细胞的吞噬杀伤作用，

是疫苗开发选择的优良靶点[22-23]。红斑丹毒丝

菌表面保护性抗原蛋白 SpaA 在大多数血清型

菌株中都被看作是主要的保护性抗原之一，被

动和主动免疫实验均证实其作为疫苗抗原具有良

好保护作用[24-25]。SpaA 在红斑丹毒丝菌中不易突

变，对英国 1985–2014 年从猪群中分离的红斑丹
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毒丝菌 SpaA 蛋白进行分析发现，所有菌株与使用

的疫苗菌株间仅有 1 个氨基酸残基的变异[26]。使

用胆碱结合蛋白 CbpB 免疫小鼠和猪，血清特异

性抗体具有杀菌活性及促进巨噬细胞体外吞噬

作用，对强毒菌株攻击具有保护作用[27]。因此

在本研究中，选择红斑丹毒丝菌 SpaA 和 CbpB

作为抗原分子用于构建活载体疫苗。 
枯草芽孢杆菌的芽孢具有独特的抗逆性，

是内生性的，形成过程中不需要穿过细胞膜，

有利于表达外源抗原分子的正确折叠，及其表

面有 CotC、CotB 等多个锚定蛋白，每个锚定

蛋白可以融合表达几千个抗原分子，现广泛用

于构建口服活载体疫苗[28]。在前期研究中分离

鉴定的枯草芽孢杆菌 KC 株具有抗菌、促生长

及无毒副作用等特点[14]，以此菌为载体构建活

载体疫苗，以期口服免疫后既能诱导机体产生

特异性免疫应答，又具有益生菌作用。本研究

通过基因组整合构建的无抗性标记基因的重组

枯草芽孢杆菌 KC-spaA-cbpB::∆sper 能在菌体

表面表达 SpaA 蛋白及芽孢表面表达 CbpB 蛋

白(图 6C、6D)。小鼠口服菌体免疫，仅能在粪

便中检出抗 SpaA 蛋白的特异性 sIgA，对红斑

丹毒丝菌强毒株的攻击无保护作用；小鼠口服

免疫芽孢，SpaA 蛋白和 CbpB 蛋白的血清抗体

IgG 及粪便中 sIgA 均为阳性，攻毒保护率 62.5% 
(5/8)，这可能与芽孢具有良好的抗逆性，能顺

利通过胃肠屏障，以及芽孢在体内能萌芽成营

养细胞表达 SpaA 有关[29]。 
本研究成功构建了枯草芽孢杆菌 KC-spaA- 

cbpB::∆sper 菌株，菌体和芽孢能分别表达红斑

丹毒丝菌的抗原分子 SpaA 和 CbpB，小鼠口服

免疫芽孢能较好诱导体液和黏膜免疫应答，有

较好的抗感染作用，具有进一步开发应用的前

景，但在猪中的免疫保护及益生作用等有待进

一步研究。 
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