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摘 要：本研究利用原核表达系统表达猪丹毒丝菌 spaA基因并鉴定表达产物的免疫保护作用。根据猪丹毒丝菌临床毒

株 SG7 spaA基因序列设计引物扩增无信号肽的 spaA基因，与表达载体 pGEX-4T-1连接；将测序鉴定正确的重组载体转化

BL21(DE3)大肠杆菌细胞，诱导表达后采用 SDS-PAGE对表达产物进行鉴定；经 GST亲和层析柱纯化后的 spaA蛋白免疫

小鼠；对免疫小鼠采用猪丹毒丝菌毒株进行攻毒，统计小鼠死亡数，计算免疫保护率。结果表明，无信号肽的猪丹毒丝菌

spaA基因成功插入表达载体 pGEX-4T-1，并转化到 BL21（DE3）大肠杆菌细胞，经诱导后成功表达大小为 97 ku目的蛋白。

表达产物经纯化后免疫小鼠能激发机体的良好免疫，对猪丹毒丝菌毒株的感染能提供完全保护，结果可为猪丹毒 spaA
亚单位疫苗开发提供参考。
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Abstract：In the study, the spaA gene was expressed in the prokaryotic expression system and the immunoprotective
effects of the expressed products were identified. According to the spaA gene sequence of clinical isolates SG7 of Ery⁃
sipelothrix rhusiopathiae, primers were designed to amplify the spaA gene without signal peptide, and then the spaA
gene was connected to the expression vector pGEX-4T-1. The recombinant vector was transformed into BL21 (DE3)
cells of Escherichia coli, and the expression product was identified by SDS-PAGE after induction. The mice were im⁃
munized with spaA protein purified by GST affinity chromatography. The immunized mice were challenged with Ery⁃
sipelothrix rhusiopathiae strain, the death number of mice was counted, and the immune protection rate was calcu⁃
lated. The results showed that the spaA gene of Erysipelothrix rhusiopathiae without signal peptide was successfully
inserted into the expression vector pGEX-4T-1, and the recombinant vector was transferred into BL21 (DE3) cells.
The 97 ku target protein was successfully expressed after induction. The purified expression product could stimulate
the good immune response of mice and provide complete protection against the infection of Erysipelothrix rhusiopath⁃
iae. The results can provide a reference for the development of Erysipelothrix rhusiopathiae spaA subunit vaccine.
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的猪丹毒是一种热性、急性的传染病，这种细菌

的特点是没有鞭毛，所以不会运动，外表也没有

荚膜，能生活在酸性条件下。在感染猪丹毒丝菌

后的病猪背部皮肤通常会生成紫红色方斑，且通

常带有高热、败血症、慢性关节炎等不良症状的

出现 [1-2]。猪丹毒能在人、禽类、家畜间相互传

播 [3]，这不仅给猪类养殖户造成重大的经济损失，

还威胁到人类生命健康，是不可忽视的问题 [4-6]。
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在全世界各个地区和国家，广泛散布猪丹毒，我

国也曾是猪丹毒肆虐的国家之一。20世纪 90年
代后，对于猪丹毒病例的有关报道减少，一度以

为该病已彻底消失。然而近年来我国沿海等多个

地区仍出现猪丹毒，不时给当地农业经济造成不

良影响 [7]。抗生素是治疗猪丹毒丝菌这类革兰氏

阳性菌的有效药物 [8]，但过多采用抗生素治疗可

能会使猪丹毒丝菌产生抗药性 [9-10]，因而这不是最

佳措施。通过注射疫苗形成相应抗体是防治猪丹

毒最有效和最彻底的方式，常见疫苗有灭活菌疫

苗和减毒活疫苗 [11-12]。灭活菌疫苗在灭活过程中

会出现部分抗原表位受破坏的现象，导致抗原性

下降或丧失。减毒活疫苗是一种弱毒株，虽具有

良好的抗原性，但存在毒性逆转或诱导隐性感染

的风险，若隐性感染加深时，还会发展为慢性疾

病，对机体构成一定危害，因而也不是最佳选

择 [13]。近年来，运用基因工程表达特定的抗原蛋

白来制备亚单位疫苗具有产量高、安全、稳定等

特点，是新型疫苗研究与发展的主攻方向 [7]。

研究表明，猪丹毒丝菌表面存在一种蛋白对

胰岛素敏感，且热稳定性良好，在与宿主细胞黏

附的过程中有着重要的作用 [14]，提示猪丹毒丝菌

和宿主细胞间相互作用及毒性的产生与该蛋白有

关联，且为保护性抗原 [15-16]。将表面保护性抗原 A
（spaA）基因克隆至乳酸杆菌并将表达出的蛋白免

疫小鼠体后，小鼠能抵抗猪丹毒丝菌的感染，这

充分说明 spaA 蛋白作为疫苗所具有的免疫效

果 [17]。本研究为进一步探究 spaA蛋白高效和稳定

的表达形式，构建了缺失编码信号肽的 spaA基因

的融合表达载体，并以纯化的 spaA重组蛋白（无信

号肽）免疫小鼠后腹腔注射猪丹毒丝菌毒株，记录

小鼠的生存状况以评估该重组蛋白免疫特性。

1 材料与方法

1.1 试验材料

猪丹毒丝菌 SG7从广东某猪丹毒发病猪场分离

获得（LD50为 7.3×103CFU）[18]；表达载体 pGEX-4T-1、
大肠杆菌 DH5α、BL21（DE3）由韶关学院生物与农

业学院分子生物学实验室保存；18~20 g清洁级昆明

小鼠由广东省医学实验动物中心提供。

1.2 试剂

限制性内切酶 BamHⅠ、SmaⅠ购自 NEB（北

京）有限公司。T4 DNA连接酶、质粒提取及 DNA
回收试剂盒、GST琼脂糖、IPTG、2×pfu PCR Mix

均购自上海生工。

1.3 猪丹毒丝菌SG7毒株 spaA基因测序

按照 GenBank中已发表的猪丹毒丝菌 spaA基
因序列（EF688017）设计合成一对引物：上游引物

SpaA-1: 5′-ATGAAAAAGAAAAAACACC-3′，下 游

引物 SpaA-2: 5′-CTATTT TAAACTTCCAT CGT-3′
扩增猪丹毒丝菌 SG7毒株 spaA全基因，扩增产物

由上海生工进行克隆测序。

1.4 表达载体的构建

根据上述测定猪丹毒丝菌 spaA基因的 DNA
序列，并通过信号肽分析网站 SignalP分析氨基酸

序列，以推测该序列中信号肽的位置，并在引物

设计时去除信号肽序列。设计得到上游引物序列

为 ：5′-CGCGGATCCGATTCGACAGATATTTCTGT-
3′；下游引物序列为：5′-TCCCCCGGGCTATTTTAA
ACTTCCATCGT-3′（下划线处分别表示引入的

BamHⅠ和 SmaⅠ酶切位点），扩增产物大小 1 794
bp。PCR扩增产物经 DNA回收试剂盒回收后酶

切并与同样酶切的载体 pGEX-4T-1连接后转化

感受态细胞 DH5α，涂布含氨苄青霉素的 LB固体

培养基，挑取阳性克隆进行测序鉴定。

1.5 重组蛋白质的表达与纯化

将测序鉴定正确的重组载体转化大肠杆菌感

受态细胞 BL21(DE3)，涂布含氨苄青霉素的 LB固
体培养基，挑取阳性克隆接种于含氨苄青霉素的

LB液体培养基培养至菌体 OD600 nm为 0.9时，加入

IPTG至终浓度 0.1 mmol/L，34 ℃诱导表达 6 h后超

声破碎菌体。经 GST 亲和层析柱纯化后 SDS-
PAGE对表达产物进行鉴定。

1.6 重组蛋白质的免疫保护实验

将 32只体重 18~20 g的小鼠随机分为 A、B、
C、D 4个组，8只/组。A组为对照组，B、C、D 3组
为免疫试验组，分别用 3批次重组 SpaA蛋白进行

免疫。免疫程序如下：以 1∶1的比例将纯化收集

的重组 SpaA蛋白和弗氏完全佐剂进行完全乳化

后，吸取 0.1 mL（含 50 μg重组 SpaA蛋白）乳剂经

背部皮下注射试验组小鼠 [19]。14 d后进行第二次

免疫，用弗氏不完全佐剂乳化，免疫剂量与方法

同第一次免疫，加强免疫 2次，间隔 14 d。对照组

以灭菌的生理盐水替代重组蛋白。第三次免疫

14 d后，利用 100倍 LD50猪丹毒丝菌 SG7毒株对各

组小鼠实施腹腔攻毒，连续观察 12 d小鼠的生长

情况，记录统计各组小鼠死亡数并计算出各组小

鼠的免疫保护率。
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2 结果与分析

2.1 spaA基因PCR扩增及阳性克隆的鉴定

SG7毒株 spaA基因测序结果表明，基因全长

1 881 bp，为完整阅读框，与 GenBank上已登录的

猪丹毒丝菌 spaA基因序列的同源性在 99%以上。

信号肽分析网站 SignalP分析 spaA蛋白氨基酸序

列显示该蛋白 N端 1-29位氨基酸残基为信号肽

序列。使用去除信号肽特异性引物扩增猪丹毒

丝菌强毒株 SG7 spaA基因，电泳后显示为一条

带，位置在 1 000~2 000 bp，该结果与预期吻合

（图 1）。该目的片段与 pGEX-4T-1载体连接转化

感受态细胞 DH5α，提取阳性克隆进行测序分析，

测序结果与原序列一致，无突变，且阅读框正确，

可用于表达。

2.2 重组蛋白质的表达与纯化

重组载体转化大肠杆菌 BL21(DE3)后经诱导，

对表达产物进行 SDS-PAGE鉴定，鉴定结果如图 2
所示。spaA基因在大肠杆菌 BL21(DE3)表达成功，

在预期的 97 ku处出现目的蛋白，纯化后电泳检测

蛋白条带主要为预期蛋白条带。

2.3 动物试验分析

对照小鼠攻毒后均表现出感染病原菌的不良

症状，且在攻毒 4 d内已经全部死亡，脏器出现不

同程度损伤，通过细菌分离能分离到攻毒细菌，

免疫保护效果 0%；B、C、D 3组免疫试验组小鼠虽

在初期表现出些许不适，但未出现个体死亡情

况，通过细菌分离未能分离到攻毒细菌，3批次重

组蛋白免疫保护效果均为 100%（表 1）。
表 1 免疫保护效果评价

组别

A
B
C
D

小鼠存活数（只）

0
8
8
8

攻毒细菌检测

检出

未检出

未检出

未检出

保护率（%）
0
100
100
100

3 讨 论

猪丹毒是一种能在人与动物间传播的疾病，

这种疾病已遍布世界各地，我国也曾经广泛流行

过猪丹毒，尽管近年来鲜有报道，但猪丹毒仍然

存在，尚未完全消除 [20-21]。如前所述传统灭活菌

疫苗和减毒活疫苗均存在一定的缺陷，利用抗原

蛋白来制备亚单位疫苗是预防猪丹毒发生的最佳

选择。研究表明，猪丹毒丝菌 spaA蛋白作为抗原

免疫动物后能抵抗猪丹毒丝菌毒株的致死攻

击 [22]。本研究为进一步完善 spaA蛋白作为亚单位

疫苗的生产和制备等过程，考虑到已有相关研究

结果，使用缺乏信号肽切除机制的原核表达系

统，若有信号肽存在，外源蛋白的表达会受到一

定影响 [23]。且由于信号肽存在大量疏水氨基酸残

基，即使目的蛋白表达成功也会影响到蛋白质的

可溶性和活性，所以应尽可能除去这段序列 [24]。

为此，本试验引物设计从 spaA基因序列的第 88位
核苷酸开始以避免信号肽表达产生的不良影响。

原核表达系统表达产物多，表达外源基因成熟稳

定，所以采用大肠杆菌 BL21(DE3)和 pGEX-4T-1
融合表达 spaA基因，用于生产可以降低成本也易

于纯化。结果表明利用大肠杆菌表达系统高效稳

定地表达了无信号肽的 spaA蛋白，表达产物经纯

化后免疫小鼠能激发机体的良好免疫，对猪丹毒

丝菌毒株的感染能提供完全保护，可为猪丹毒

spaA亚单位疫苗开发提供参考。
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