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兔多杀性巴氏杆菌 C51-3 株黏附蛋白的表达、纯化及其

抗原性检测 

吾鲁木汗·那孜尔别克 1, 严芳 1, 何翠 1, 张磊 1, 恩特马克·布拉提白 1, 2 
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摘  要: 应用 PCR 从兔多杀性巴氏杆菌 C51-3 株基因组 DNA 中扩增出编码 36 kD 黏附蛋白的 cp36 基因, 将其克隆到

pMD18-T 载体并对插入片段进行测序。以重组质粒 pMD18-cp36 为模板, 用 PCR 扩增得到编码信号肽除外的成熟黏附

蛋白基因 cpm36, 并克隆到原核表达质粒 pQE30 中, 得到重组质粒 pQE30-cpm36, 转化大肠杆菌 M15, 在 IPTG 诱导下

表达融合蛋白 CPM36, 经 Ni2+-NTA 亲和层析纯化。DNA 测序结果表明 cp36 基因片段大小为 1032 bp, 与已报道的 16

个血清型多杀性巴氏杆菌 cp36 基因的核苷酸序列比较, 同源性在 76.9%~100%之间。SDS-PAGE 结果显示, 表达分子量

约为 37 kD 的带有 6×His 标签的 CPM36 蛋白, 与预期分子量相符。Western blotting 结果表明, 抗重组蛋白抗体分别能

与 CPM36 蛋白和多杀性巴氏杆菌 36 kD 蛋白发生特异性反应, 证明原核表达蛋白具有抗原性, 为进一步开展多杀性巴

氏杆菌免疫保护性抗原的研究奠定了基础。 
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Expression and Purification of an Adhesive Protein of Rabbit 
Pasteurella multocida C51-3 and Detection of Its Antigenicity 
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Abstract: The cp36 gene encoding an adhesive protein was amplified by PCR from genomic DNA of rabbit P. multocida C51-3 
strain, and cloned into the pMD18-T vector and then sequenced. The mature adhesive protein without a signal peptide of cpm36 gene 
was amplified by PCR from the recombinant plasmid pMD18-cp36, then cloned into the prokaryotic expression vector pQE30 to 
provide a recombinant plasmid pQE30-cpm36. The recombinant protein of CPM36 was produced in Escherichia coli M15 harboring 
the recombinant plasmid pQE30-cpm36 by IPTG induction, and the recombinant protein purified by the affinity chromatography 
with Ni2+-NTA resin. The sequence analyses showed that the ORF of cp36 gene was 1032 bp in length, and DNA homology of the 
cp36 genes between the C51-3 strain and the previously reported different serotype strains of P. multocida in GenBank was 76.9 to 
100%. The SDS-PAGE analyses revealed a single fusion protein band with a molecular weight of 37 kD, and the Western blotting 
analysis demonstrated that the recombinant protein CPM36 and native 36 kD protein of C51-3 were recognized specifically by an 
antiserum against the recombinant protein, suggesting that the recombinant protein is an antigenic protein. 
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兔巴氏杆菌病是由多杀性巴氏杆菌(Pasteurella 

multocida)感染引起的呼吸道疾病, 为家兔的主要传

染病之一。兔对多杀性巴氏杆菌特别易感, 但本病

多呈急性 , 亚急性发生 , 很难早期发现和获得及时

有效的治疗就发生死亡, 对养兔业造成很大的经济

损失[1]。由于多杀性巴氏杆菌有 5 个荚膜血清型和

16 个菌体血清型, 这给该病的免疫预防带来了一定

的困难 , 如贵州省金沙县某肉兔养殖专业户 , 用禽

多杀性巴氏杆菌疫苗对饲养的肉兔进行接种造成兔

发病死亡 [2]。目前国内外主要使用灭活苗来预防和

控制该病, 但灭活苗只对同种血清型菌株具有一定

保护力, 而对异种血清型菌株不能产生保护力或较

弱 , 至今世界各国尚未彻底消灭本病 , 仍有爆发的

报道[3]。自上世纪 80 年代以来, 许多科研工作者通

过对多杀性巴氏杆菌荚膜、脂多糖及外膜蛋白等的

免疫保护功能进行了一系列的研究, 发现许多具有

免疫保护功能的抗原物质, 但它们的免疫保护力均

不稳定, 且在不同国家和不同实验室所得到的实验

结果之间有一定差异。 

在国内 , 恩特马克等 [4]通过猪多杀性巴氏杆菌

对 HeLa 细胞黏附能力的研究表明, 猪肺疫灭活苗

株对小鼠的毒力强于弱毒苗株, 同时在灭活苗株的

细胞表面存在 39 kD 的特异蛋白, 而此蛋白在弱毒

苗株中不存在, 暗示了 39 kD 蛋白可能与猪多杀性

巴氏杆菌的毒力相关。曹素芳和黄青云 [5]对禽多杀

性巴氏杆菌 C48-1株 ompH基因进行克隆及表达, 并

检测重组蛋白 OmpH 的免疫保护功能时发现其免疫

保护效果优于禽多杀性巴氏杆菌弱毒苗。顾宏伟和

陆承平[6]以兔多杀性巴氏杆菌 C51-17 株为研究材料, 

分别检测其菌体、外膜蛋白(OMPs)和铁调节外膜蛋

白(IROMPs)的免疫保护效果时发现, IROMPs 是兔

多杀性巴氏杆菌的交叉保护抗原。  

在国外, 对多杀性巴氏杆菌交叉保护抗原和毒

力因子进行了一系列的研究, 并已经取得了很大进

展。Heddleston 等用火鸡体内或火鸡胚胎增殖的多

杀性巴氏杆菌制成灭活苗 , 并检测其免疫保护率 , 

结果发现该疫苗不但能为免疫火鸡提供同种血清型

菌株 P-1059, 而且也能为之提供对异种血清型菌株

X-73 的强毒攻击的免疫保护[7]。Rimler 等[8]认为体

内增殖菌体诱发的对异种血清型菌株的免疫保护力

是体内多杀性巴氏杆菌独特抗原蛋白表达的结果 , 

将这种诱发免疫宿主产生交叉保护作用的抗原称为

交 叉 保 护 因 子 (Cross-protection factors, CPFs) 。

Rimler 等[9]进一步对体内增殖多杀性巴氏杆菌的表

面蛋白进行了分离及 SDS-PAGE 电泳分析, 结果发

现分子量为 59~65 kD 和 39 kD 蛋白与本菌交叉保护

有关, 而且糖类决定簇也可能对交叉保护起重要作

用。Entomack 等 [10,11]对禽多杀性巴氏杆菌 P-1059

的有荚膜菌株和无荚膜菌株的荚膜粗提物进行

SDS-PAGE 电泳分析, 结果发现 39 kD 蛋白是有荚

膜菌株的特异蛋白, 并且此蛋白有 A 型多杀性巴氏

杆菌对鸡胚成纤维(CEF)细胞的黏附功能。Ali 等[12,13]

用 39 kD 蛋白的单克隆抗体, 经免疫电镜技术观察

该蛋白在细菌细胞中的定位时发现, 39 kD 蛋白定位

在细菌细胞壁外的荚膜中, 并用纯化蛋白及其抗体

做的免疫保护试验结果证明, 39 kD 蛋白具有交叉保

护功能。后来 Entomack 等[14]用特异性抗体从 P1059

株表达型基因组文库中克隆出编码该黏附蛋白的基

因片段并对其核苷酸序列进行测序, 结果表明编码

黏附蛋白的基因大小为 1032 bp, 是一个阅读框架, 

编码 343个氨基酸, 前 20个氨基酸组成信号肽, 而成

熟蛋白是由 323 个氨基酸组成, 预期相对分子质量约

为 36 kD。他们进一步对编码 36 kD 成熟黏附蛋白

(CPM36)的基因进行了表达和纯化及检测其黏附功

能, 结果再次证实抗 CPM36 蛋白抗体显著地抑制 A

型多杀性巴氏杆菌对 CEF 细胞的黏附。上述研究结

果表明 CPM36 蛋白是具有黏附功能和交叉保护功能

的荚膜蛋白, 可以作为研制多杀性巴氏杆菌亚单位

疫苗的候选抗原。 

本实验运用 DNA 重组技术和大肠杆菌表达系统

对兔多杀性巴氏杆菌 C51-3 株编码成熟黏附蛋白的基

因 cpm36 进行了表达、纯化及检测其抗原性, 为兔多

杀性巴氏杆菌亚单位疫苗的研究和开发奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒 

兔多杀性巴氏杆菌 C51-3 株购自国家兽医微生
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物菌种保藏中心, 大肠杆菌 DH5α、M15 均为本试验

室 保 存 , 表 达 质 粒 pQE30 由 本 实 验 室 保 存 , 

pMD18-T 载体购自大连宝生物工程有限公司。  

1.1.2  试剂 

Taq DNA 聚合酶, 限制性内切酶, DNA 连接试剂

盒, DNA 凝胶回收试剂盒, 质粒 DNA 纯化试剂盒, 

PCR 产物纯化试剂盒, 100 bp DNA Ladder Marker, 

λ-Hind III Digest DNA Marker, 低分子量蛋白质标准

均为大连宝生物工程有限公司产品 ; Brain Heart 

Infusion(BHI)培养基为 Bacto 公司产品 ; IPTG 为

Promega 公司产品; X-Gal 为北京鼎国公司公司产品, 

His·Bind Resin和His·Bind Columne购自Novagen公司; 

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 和二氨基联苯胺

(DAB)购自 Sigma 公司; 其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  多杀性巴氏杆菌 C51-3 株基因组 DNA 的制备 

将 C51-3 株接种于 10 mL 的 BHI 液体培养基中, 

在 37oC 静置培养 18 h, 按照 CTAB 法[15]制备基因组

DNA。 

1.2.2  目的基因的克隆和序列测定 

根据在 GenBank 数据库中登录的多杀性巴氏杆

菌 P-1059B 株黏附蛋白 cp36 基因全序列(Accession 

No. EF203904), 设计一对引物。上游 P1: 5′-CAGGA 

TCCATGAAAAAGACAATCGTAGCA-3 ′, 下游 P2:  

5′-CAGTCGACTTAGAAGTGTACGCGTAAACC-3′, 

分别插入 BamH I 和 Sal I 酶切位点。引物由上海生

工合成。按照以下 PCR 反应程序从多杀性巴氏杆菌

C51-3 株基因组 DNA 中扩增出目的基因 cp36: 94oC

预变性 5 min; 94oC, 5 s; 55oC, 1 min; 72oC, 1 min; 30

个循环结束后, 72oC 继续延伸 10 min。纯化 PCR 产

物 连 接 到 pMD18-T 载 体 , 构 建 重 组 质 粒

pMD18-cp36 并转化大肠杆菌 DH5α。经菌落 PCR

和 BamH I/Sal I 双酶切鉴定重组质粒后送上海生工

进行测序。 

1.2.3  目的基因核苷酸序列的分子进化分析 

从 GenBank 数据库中调出已登录的多杀性巴氏

杆菌 cp36 基因的核苷酸序列, 用 ClustX 软件将已知

序列与 C51-3 株 cp36 序列进行多重对比, 然后用

MEGA 软件构建系统进化树。 

1.2.4  原核表达载体 pQE30-cpm36 的构建 

根据 C51-3 株 cp36 基因的核苷酸序列设计针对

编码信号肽除外的成熟黏附蛋白的 cpm36 基因的上

游引物 P3: 5′-CAGGATCCGCAACAGTTTACAATC 

AAGAC-3′, 插入 BamH I 酶切位点, 由上海生工合

成, 而下游引物用 1.2.2 中设计的下游引物 P2。与

1.2.2 相同的 PCR 反应程序从重组质粒 pMD18-cp36

中扩增出 cmp36 基因片段, 并用 PCR 产物纯化试剂

盒纯化 PCR 产物。经 BamH I/Sal I 双酶切 PCR 产物

并用 DNA 凝胶回收试剂盒回收目的 DNA 片段, 与

同样经 BamH I/Sal I 双酶切的 pQE30 表达载体连接, 

构建 pQE30-cpm36 表达载体, 转化大肠杆菌 DH5α, 

经菌落 PCR 和双酶切鉴定正确的重组表达质粒送上

海生工进行测序, 以验证阅读框架是否正确及有无

突变出现。 

1.2.5  最适 IPTG 诱导浓度的确定 

将序列测定正确的重组质粒 pQE30-cpm36 转化

大肠杆菌 M15 后, 阳性的单菌落接种于 10 mL 含氨

苄青霉素的 LB 培养基中, 于 37oC 振摇培养过夜, 

将活化的菌以 2%接种量接种于 100 mL 含氨苄青霉

素的 LB 培养基, 平行做 3 份, 37oC 培养至 OD600 值

到 0.6~1.0 时, 分别以终浓度 0.2、0.5、1.0 mmol/L 

IPTG, 继续培养 4 h 后, 9000 r/min 离心 15 min, 收集

菌体, 经 12.5% SDS-PAGE 电泳分析目的蛋白表达

情况。将转化了空载体 pQE30 的大肠杆菌 M15 的培

养物作为阴性对照。 

1.2.6  目的蛋白的纯化 

将培养过夜的重组菌以 2%接种量接种于 200 mL

含氨苄青霉素的 LB 培养基中, 37oC 培养至 OD600 值

为 0.6~1.0, 加入终浓度 0.2 mmol/L IPTG, 于 37oC诱

导 4 h, 离心收集的菌体用 PBS 洗涤 1 次, 用溶菌缓

冲液溶解, 在冰浴中超声破碎菌体。完全裂解后的

菌液 4oC、12 000 r/min 离心 15 min, 分别收集上清

和沉淀, 经 12.5% SDS-PAGE 电泳检测目的蛋白的

表达形式。按 Ni+-NTA 树脂纯化系统的使用说明书

纯化目的蛋白, 用 PEG6000 干粉对纯化蛋白进行浓

缩并按 Bradford 法测定纯化蛋白含量 , 经 SDS- 

PAGE 电泳检测纯化蛋白。 

1.2.7  抗 6×His-Cpm36 融合蛋白兔血清的制备 

将 200 μg 纯化蛋白与弗氏完全佐剂等体积混匀, 

背部皮下注射新西兰白兔, 隔 7 天用同等剂量蛋白

与等体积弗氏不完全佐剂混合加强免疫 2 次, 第 3

次免疫后的第 7 天, 颈动脉采血分离血清。按 Lo 等
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的方法[16]用大肠杆菌 M15 菌体超声波破碎液从抗

血清中吸附除针对大肠杆菌抗原的抗体。 

1.2.8  表达蛋白抗原性的 Western blotting 检测 

上述诱导表达蛋白和纯化蛋白经 SDS-PAGE 电

泳分离后, 通过半干式电转仪将蛋白条带转移到硝

酸纤维素模膜上, 将硝酸纤维素模短暂漂洗后依次

经 5%脱脂奶粉 4oC 封闭过夜, 与抗 6×His-Cpm36 融

合蛋白的兔血清(1:500)孵育 1 h、与辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔 IgG(1:1000)孵育 1 h, 每步完成后

均严格洗膜, 最后加 DAB 显色液避光显色。转印

地分子量蛋白质标准的硝酸纤维素膜与考马斯亮

蓝染色。 

2  结果 

2.1  目的基因的克隆与序列分析 
2.1.1  目的基因的 PCR 扩增 

PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳结果显示, 用 PCR

技术从兔多杀性巴氏杆菌 C51-3 株基因组 DNA 中

扩增出大小为 1.0 kb 的 DNA 片段, 与预期长度一

致(图 1)。 

 

图 1  多杀性巴氏杆菌 C51-3 株 cp36 基因的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of cp36 gene from P. multocida 

C51-3 
M: 100 bp DNA ladder marker; 1: PCR product of ap39 gene; 

2: negative control 
 

2.1.2 重组质粒 pMD18-cp36 的 PCR 鉴定 

经菌落 PCR 鉴定含有重组质粒的重组子, 即任

意挑选 4个白色菌落分别悬浮于 20 μL的无菌水, 以

1 μL 菌液为模板用引物 P1 和 P2 进行 PCR 扩增, 经

琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。PCR 鉴定表明挑选

的 4 个克隆都含有重组质粒, PCR 产物的大小与预

期值相符(图 2)。 

 

图 2  重组子的 PCR 鉴定 
Fig. 2  PCR identification of recombinants 

M: 100 bp DNA ladder marker; 1~4: PCR product of recombinants 
 

2.1.3  重组质粒 pMD18-cp36 的酶切鉴定 

从上述 PCR 鉴定阳性的重组子中提取质粒, 经

BamH I/Sal I 双酶切后得到一个大小位于 1032 bp 处

的小片段和一个大小位于 2692 bp 的大片段(图 3), 

证明目的基因与载体正确连接, 为阳性重组质粒。 

 

图 3  重组质粒 pMD18-cp39 的酶切鉴定 
Fig. 3  Restriction analysis of recombinant plasmid 

pMD18-cp39 
M: λ-Hind III digest DNA marker; 1 and 2: recombinant plasmid 

pMD18-cp36 digested with BamH I and Sal I 
 

2.1.4  目的基因的同源分析 

测序结果证实 cp36 基因大小为 1032 bp, 与预

期的结果相一致。同源性分析结果表明, C51-3 与血

清型 9 处于一个分支, 二者与血清型 4 在与血清型

5、15、2、3、11、16 形成的进化簇中形成一个独立

的亚簇, 说明三者系统进化关系密切。C51-3 株 cp36

序列与多杀性巴氏杆菌其他 16 种血清型菌株 cp36

核苷酸序列的同源性在 76.9%~100%之间 , 与血清

型 9、4、5、15、14、1 的同源性分别为 100%、98.7%、
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93.7%、93%、85.2%、76.9%, 说明该基因在多杀性

巴氏杆菌不同血清型菌株之间保守性较高(图 4)。将

C51-3 株 cp36 基因的核苷酸序列登录在 GenBank 数

据库, 登录号为 EF635595。 

 

图 4  多杀性巴氏杆菌 cp36 基因的系统进化分析 
Fig. 4  Phylogenetic analysis of P. multocida cp36 gene 

 

2.2  表达载体 pQE30-cpm36 构建和鉴定 
2.2.1  编码成熟黏附蛋白基因的 PCR 扩增 

以重组克隆载体 pMD18-cp36 为模板, 用引物

P3 和 P2 扩增出编码信号肽除外的成熟黏附蛋白的

cpm36 基因片段, PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检

测。出现一条 975 bp 的 DNA 条带, 与预期结果相符

(图略)。 

2.2.2  重组载体 pQE30-cpm36 的构建和鉴定 

将 PCR 产物和 pQE30 载体分别用 BamHⅠ和

SalⅠ双酶切, 纯化后用 DNA 连接试剂盒进行连接

构建重组质粒 pQE30-cpm36, 转化大肠杆菌 DH5α, 

用菌落 PCR初步筛选重组后, 提取重组质粒 pQE30- 

cpm36, 经 BamHⅠ和 Sal I 双酶切鉴定, 出现大小为

3461 bp 和 975 bp 的条带(图 5), 证明目的基因与载

体正确连接, 为阳性重组质粒。 

2.3  目的蛋白的表达、纯化及其抗原性检测 
2.3.1  最适 IPTG 诱导浓度的确定 

经核苷酸序列测定证明无误后, 将重组表达质

粒 pQE-cpm36 转化大肠杆菌 M15, 并对不同 IPTG

浓度诱导后的重组菌进行 SDS-PAGE 检测, 结果显

示, 与空载体 pQE30 转化的大肠杆菌 M15 相比, 

pQE30-cpm36 转化的大肠杆菌 M15 在 37 kD 处出现

表达量较高的蛋白条带, 不同 IPTG 诱导浓度均可

诱导产生目的蛋白, 但它们之间没有明显的差异(图

6)。当 IPTG 浓度为 0.2 mmol/L、37oC 诱导 4 h 时, 目

的蛋白的表大量约占全菌体总蛋白含量的 40%。 

 

图 5  重组表达质粒 pQE30-cpm36 的酶切鉴定 
Fig. 5  Restriction analysis of recombinant plasmid 

pQE30-cpm36 
M: λ-Hind III digest DNA marker; 1 and 2: recombinant plasmid 

pQE30-cpm36 digested with BamH I and Sal I; 3: pQE30 digested 
with BamH I as control 

 

2.3.2  表达蛋白的纯化 

用镍离子亲和层析柱纯化目的蛋白, 并对纯化
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前后的表达蛋白进行 SDS-PAGE 电泳检测, 结果表

明, 与未加诱导剂 IPTG 的重组菌相比, 经 0.2 mmol/L 

IPTG 诱导 4 h 的重组菌在 37 kD 处有一特异的蛋白

条带 , 而且以可溶蛋白的形式表达在细胞质中 , 并

纯化蛋白 SDS-PAGE 分析结果表明纯化蛋白的纯度

达到 95%(图 7)。用 Bradford 法测定的纯化蛋白含量

为 0.44 mg/mL, 表明重组蛋白在大肠杆菌中得到了

高效表达。 

 

图 6  融合蛋白 6×His-CPM36 的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of fusion protein of 

6×His-CPM36 in E. coli M15 
M: protein marker; 1~3: E. coli M15 harboring pQE30-cpm36 

induced with 0.2, 0.5, 1.0 mmol/L of IPTG for 4 h, respectively; 4: 
E. coli M15 harboring pQE30 induced with IPTG. Arrows indicated 

the position of fusion protein 6×His-CPM36 

 

图 7  表达蛋白和纯化蛋白的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 7  SDS-PAGE analysis of expressed fusion protein and 

purified protein 
M: protein marker; 1: whole-cell lysate of C51-3; 2: precipitate of E. 

coli M15 harboring pQE30-cpm36 induced with IPTG for 4 h; 3: 
supernatant of E. coli M15 harboring pQE30-cp36 induced with IPTG 
for 4h; 4: purified fusion protein of 6×His-CPM36. Arrow on the right 

indicate the position of the 6×His-CPM36, and arrow on the left 
indicate the position of the native 36 kD adhesive protein of C51-3 

2.3.3  表达蛋白抗原性的 Western blotting 检测 

用纯化的融合蛋白 6×His-CPM36 免疫兔, 获得

兔免疫血清。Western blotting 检测结果显示, 抗融

合 蛋 白抗体可以特异识别 37 kD 的融合蛋白

6×His-CPM36 和多杀性巴氏杆菌 C51-3 株 36 kD 黏

附蛋白(图 8), 说明表达蛋白具有良好的抗原性。 

 

图 8  融合蛋白 6×His-Cp36 抗原性的 Western 印迹检测 
Fig. 8  Antigenicity of 6×His-CPM36 by Western blot with 

antiserum against the recombinant protein 
M: protein marker; 1: whole-cell lysate of P. multocida C51-3; 2: 
precipitate of the lysate of E. coli M15 harboring pQE30-cpm36 
induced with IPTG for 4 h; 3: supernatant of the lysate of E. coli 
M15 harboring pQE30-cpm36 induced with IPTG for 4 h; 4: 
purified fusion protein 6×His-CPM36. Arrow on the right indicated 
the position of the 6×His-CPM36 
 

3  讨论 

一般认为 , 病原菌对宿主粘膜细胞的黏附能

力决定病原菌的致病性 , 所以 , 能否用细菌细胞

表面的与黏附相关的蛋白作为免疫原 , 诱导机体

产生相应的抗体 , 进而阻断细菌对宿主细胞表面

的黏附 , 达到抑制细菌在机体内繁殖的目的 , 显

然 研 制 新 型 疫 苗 的 切 入 点 。 Dubreuil 等 [17] 用

SDS-PAGE 电泳比较生长在 DSA 培养基和含α, α2

联 吡 啶 (BIP) 的 DSA 培 养 上 的 有 荚 膜 强 毒 株

P1059I、无荚膜的弱毒株 P1059B 和 2723 株的外膜

蛋白结构, 并检测这些菌株对小鼠的毒力, 实验结

果表明在添加铁离子鳌合剂的 BIP 时, 可诱导细菌

表达 39 kD 蛋白并增强无荚膜弱毒株对小鼠的毒力, 

但不影响荚膜的形成, 暗示荚膜形成可能对该菌的

毒力极为重要的, 但细菌表面的其它组分如 OMPs

也是其发挥毒力所必需的。Lübke 等[18]的研究证明
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牛多杀性巴氏杆菌 35 kD 表面蛋白是该菌对牛呼吸

道粘膜表面的黏附因子。Entomack 等 [10]的研究表

明禽多杀性巴氏杆菌 A 型菌株的荚膜厚度与其致

病机制相关, 且 39 kD 表面蛋白含量与荚膜厚度直

接相关。Entomack 等[11]进一步研究了禽多杀性巴氏

杆菌对 CEF 细胞的黏附过程以及菌体表面组分在黏

附过程中所起的作用, 结果表明 39 kD 蛋白是本菌对

CEF 细胞的黏附因子。Ali 等[12,13]用 39 kD 蛋白的单

克隆抗体, 采用免疫电镜技术观察 39 kD 蛋白在细

菌细胞中的位置时发现, 它定位在细菌细胞壁外的

荚膜中, 且具有黏附功能和免疫交叉保护功能。后

来 Entomack 等[14]通过克隆编码 39 kD 黏附蛋白的

基因确定该基因的核苷酸序列, 测序结果表明该基

因大小为 1032 bp, 编码 343 个氨基酸, 前 20 个氨

基酸组成信号肽, 而成熟黏附蛋白由 323 个氨基酸

组成, 其预期相对分子质量约为 36 kD, 并在大肠

杆菌表达的 36 kD 成熟黏附蛋白(CPM36)仍具有黏

附功能。上述研究结果表明 CPM36 蛋白是禽多杀

性巴氏杆菌的黏附因子和交叉保护因子, 可以作为

研制多杀性巴氏杆菌亚单位疫苗的候选抗原。 

本研究对兔多杀性巴氏杆菌 A 型 C51-3 株 cp36

基因进行了克隆和序列分析, 并表达和纯化编码信

号肽除外的成熟黏附蛋白 CPM36, 并检测其抗原性。

目的基因的测序结果证实 cp36 基因大小为 1032 bp, 

编码 343 个氨基酸, 前 20 个氨基酸组成信号肽, 而

成熟黏附蛋白由 323 个氨基酸组成, 其预期相对分

子质量约为 36 kD, 与在 GenBank 数据库中已登录

的 16 个血清型多杀性巴氏杆菌之间的同源性在

76.8%~100%之间, 说明该基因具有较高的保守性。

用 PCR 从重组载体 pMD18-cp36 中扩增出编码信号

肽除外的成熟黏附蛋白的 cpm36 基因片段, 将其构

建到原核表达载体 pQE30 多克隆位点上, 获得重组

载体 pQE30-cmp36, 重组载体的 BamHⅠ和 Sal I 双

酶切鉴定证明成功构建得到含有目的基因的原核表

达质粒 pQE30-cpm36。表达蛋白的 SDS-PAGE 检测

结果表明, 与空载体 pQE30 转化的大肠杆菌相比, 

pQE30-cpm36 转化的大肠杆菌经不同 IPTG 浓度诱

导后在 37 kD 处出现表达量较高的蛋白条带, 而且

表达蛋白 6×His-CPM36 的分子量与理论之相符, 说

明表达成功。当 IPTG 浓度为 0.2 mmol/L、37oC 诱

导 4 h 时, 目的蛋白的表大量约占全菌体总蛋白含

量的 40%。不同浓度 IPTG 诱导后的全菌体总蛋白

SDS-PAGE 结果表明, 在不同 IPTG 浓度诱导后的目

的蛋白的表达水平基本相同。SDS-PAGE 分析结果

表明用镍离子鳌合层析柱成功纯化了目的蛋白, 并

纯化后目的蛋白的纯度达到 95%, 而表达蛋白的

Western blotting 检测结果表明重组蛋白 CPM36 具有

良好的抗原性。本实验所得到研究结果, 为进一步

开展 CPM36 蛋白免疫功能的研究奠定了基础。 
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