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［摘　 要］ 　 构建串联 ＳｐａＡ 优势表位的猪丹毒亚单位疫苗，对其免疫原性进行研究。 将猪丹毒杆菌

表面保护抗原 Ａ 优势表位串联表达，提取并经亲和层析纯化获得重组蛋白，制备亚单位疫苗，分别

免疫小鼠和猪，２１ 日后攻毒。 成功制备串联 ＳｐａＡ 优势表位的猪丹毒亚单位疫苗，２ μｇ 重组蛋白可

为小鼠抵抗 １０００ＭＬＤ 强毒攻击提供 １００％保护，１００ μｇ 重组蛋白可为猪抵抗 １ＭＬＤ 强毒攻击提供

１００％保护，可为猪抵抗 ２ＭＬＤ 强毒攻击提供 ６７％保护。 串联 ＳｐａＡ 优势表位的猪丹毒亚单位疫苗

具有良好的免疫原性。
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ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ． ２ μｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ １００％ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｉｃｅ ａｇａｉｎｓｔ １０００ＭＬＤ
ｖｉｒｕｌｅｎｔ ａｔｔａｃｋ． １００ μｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ １００％ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋ ｏｆ １ＭＬＤ ｖｉｒｕｌｅｎｔ
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ａｔｔａｃｋ ａｎｄ ６７％ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋ ｏｆ ２ＭＬＤ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ａｔｔａｃｋ ｆｏｒ ｐｉｇｓ． Ｔｈｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｐｉｔｏｐｅ ｏｆ ＳｐａＡ ｉｎ ｔａｎｄｅｍ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔａｎｄｅｍ； ＳｐａＡ； ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｐｉｔｏｐｅｓ； Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ； ｖａｃｃｉｎｅ； ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ； ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｃｈａｌ⁃
ｌｅｎｇｅ

　 　 猪丹毒杆菌是一种革兰氏阳性、不形成芽孢、
纤细的、直的或稍弯曲的杆菌，经常引起人的类丹

毒（皮肤病） ［１］ 和猪的丹毒，以及其他动物（如绵

羊、鸟类、爬行动物、两栖动物和一些鱼类）的多种

疾病［２］。 近年来，我国猪的丹毒感染呈上升趋

势［３］，临床上常用商品化疫苗（包括活疫苗及全菌

灭活疫苗）来控制猪丹毒［４］。 但全菌疫苗可加重接

种动物的关节炎［５］，抗生素的使用也会影响活疫苗

的免疫保护效果，在这种情况下，亚单位疫苗有望

更安全地预防这种疾病。
表面保护性抗原 （ Ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｇｅｎ，

Ｓｐａ）蛋白已被证明具有高度免疫原性，是猪丹毒的

一种有前景的候选疫苗用抗原［６］。 根据 ｓｐａ 基因

可变区的抗原多样性，猪丹毒杆菌的 Ｓｐａ 蛋白分为

三种类型，即 ＳｐａＡ、ＳｐａＢ 和 ＳｐａＣ［７］，不同类型 Ｓｐａ
蛋白与血清型相关：血清 １ａ、１ｂ、２、５、８、９、１２、１５、
１６、１７ 和 Ｎ 型产生 ＳｐａＡ；４、６、１１、１９ 和 ２１ 型产生

ＳｐａＢ；１８ 型产生 ＳｐａＣ［８］。 流行病学研究表明，流行

株主要为血清 １ａ、１ｂ 和 ２ 型［９］。 接种福尔马林灭

活 ｓｐａＡ 基因缺失菌株的小鼠对同源强毒菌株的攻

击可提供 ４０％ 的保护，野生型菌株、ＮａＯＨ 提取抗

原或 ｒＳｐａＡ 对相同感染可提供 ８０％ 以上的保

护［１０］。 相关学者表达的 ｒＳｐａＡ 片段普遍较长，为极

力压缩 ｒＳｐａＡ 长度，为融合其它病原关键保护性抗

原制备亚单位联苗预留更大的空间，本研究串联

ＳｐａＡ 优势表位，制备猪丹毒亚单位疫苗，并对其免

疫原性进行了研究。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料 　 ｐＥＴ － ２８ｂ（ ＋ ）购自武汉淼灵生

物科技有限公司；ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞购自天根

生化科技（北京）有限公司；ＩＰＴＧ 购自碧云天生物

技术有限公司；小鼠购自北京维通利华实验动物

技术有限公司；猪购自北京隆安实验动物养殖中

心；猪丹毒杆菌 Ｃ４３００８ 株、Ｃ４３００６ 株由国家兽医

微生物菌（毒）种保藏中心提供，ＥＲ２４ 株由课题

组保存。
１． ２　 重组蛋白的基因序列设计及合成 　 以 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中收录的猪丹毒杆菌 ＳｐａＡ 氨基酸序列

（ＡＢ０１９１２４． １）为设计基础，使用生物信息学软件

对 ＳｐａＡ 氨基酸序列进行分析，确定信号肽及 Ｃ 端

重复序列位置，对这 ２ 个区域之间的序列进行抗原

表位分析，确定优势抗原表位。 截取优势表位序

列，结合 ｐＥＴ － ２８ｂ（ ＋ ）载体表达外源蛋白的开放

阅读框编码蛋白的氨基酸序列，设计串联优势表位

的重组猪丹毒杆菌表面保护抗原 Ａ 的氨基酸序列。
对核苷酸序列进行大肠杆菌的偏爱密码子优化，送
至中美泰和生物技术（北京）有限公司合成。
１． ３　 重组质粒 ｐＥＴ － ２８ｂ － ｓｐａＡＥ 的构建 　 将人

工合成的编码串联优势表位的重组猪丹毒杆菌

ＳｐａＡ 的核苷酸序列插入 ｐＥＴ － ２８ｂ（ ＋ ）表达载

体的多克隆位点，挑取阳性克隆进行质粒全长测

序鉴定。
１． ４　 重组质粒 ｐＥＴ － ２８ｂ － ｓｐａＡＥ 诱导表达　 按常

规方法进行转化，获得表达菌株，进行重组蛋白表

达、提取、纯化，对温度、时间、ＩＰＴＧ 浓度等诱导表

达条件进行优化。
１． ５　 ｒＳｐａＡＥ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 分别取

０． １ μｇ、０． ５ μｇ、１ μｇ ｒＳｐａＡＥ 重组蛋白，上样于凝胶

中进行电泳，用电转法将凝胶上的蛋白转到硝酸纤

维素膜上，经封闭 １ ｈ，洗涤后再与猪丹毒阳性猪血

清在 ４ ℃条件下孵育过夜，洗涤后再与羊抗猪 ＩｇＧ
在 ３７ ℃条件下孵育 １ ｈ，充分洗涤后，显影。
１． ６　 猪丹毒亚单位疫苗的制备　 每 ４００ μｇ 猪丹

毒重组蛋白 ｒＳｐａＡＥ 与 １ ｍＬ 佐剂混匀，加超纯水

补足 １２ ｍＬ，混匀，即为猪丹毒亚单位疫苗（１００
μｇ ／ ３ ｍＬ） 。
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１． ７　 对小鼠的免疫效力试验 　 取 ４ ｍＬ 亚单位疫

苗，加入 ２． ７ ｍＬ 佐剂稀释至小鼠免疫使用浓度，用
体重 １６ ～ １８ ｇ 小鼠 １６ 只，其中 １０ 只小鼠皮下注射

疫苗 ０． １ ｍＬ（含 ２ μｇ 重组蛋白） ／只，另 ６ 只不接种

作对照。 接种 ２１ 日后用猪丹毒杆菌 １ 型 Ｃ４３００８
株和 ２ 型 Ｃ４３００６ 株强毒混合菌液进行攻毒，１０ 只

免疫小鼠及 ３ 只对照小鼠皮下注射 １０００ＭＬＤ 强毒

菌液，另 ３ 只对照小鼠皮下注射 １ＭＬＤ 强毒菌液，
观察 １０ 日。
１． ８　 对猪的免疫效力试验 　 用 ４ ～ ６ 月龄、体重

２３ ～ ２６ ｋｇ 的健康易感巴马香猪 ９ 头，其中 ６ 头皮

下注射疫苗 ３ ｍＬ（含 １００ μｇ 重组蛋白），另 ３ 头不

接种作为对照。 接种 ２１ 日后，肌肉注射 ２ＭＬＤ 猪

丹毒杆菌强毒 ＥＲ２４ 株菌液攻击 ３ 头免疫猪，肌肉

注射 １ＭＬＤ 攻击另 ３ 头免疫猪，肌肉注射 １ＭＬＤ 攻

击对照猪，观察 １４ 日，剖检，死亡猪以及有眼观病

变的猪采集各脏器进行组织切片观察。
２　 结果与分析

２． １　 重组蛋白的序列设计

去除信号肽（ＭＫＫＫＫＨＬＦＰＫＶＳＬＭＳＣＬＬＬＴＡＭ⁃
ＰＬＱＴＡ）及 Ｃ 端重复序列（ＥＫＳＧＧＭＡＴＧＷＫＫＶＡＤ
ＫＷＹＹＬＤＮＴＧＡＩＶＴＧＷＫＫＶＡＮＫＷＹＹＬＥＫＳＧＡＭＡＴＧ
ＷＫＫＶＳＮＫＷＹＹＬＥＮＳＧＡＭＡＴＧＷＫＫＶＳＮＫＷＹＹＬＥＮ
ＳＧＡＭＡＴＧＷＫＫＶＡＮＫＷＹＹＬＥＮＳＧＡＭＡＴＧＷＫＫＶＳＮ
ＫＷＹＹＬＥＮＳＧＡＭＡＴＧＷＫＫＶＡＮＫＷＹＹＬ），剩余肽段

优势 表 位 包 括 ＩＧＥＱ、 ＰＶＬＰＧＴＧＶＨＡＱＥＹＮＫＭＴ、
ＮＱＫＶＫＰ、 ＥＰＫＧＹＱＳ、 ＥＥＩＮ、 ＥＬＫＮＥＧＭＳ、
ＩＰＥＬＤＥＡＹ、ＶＫＹＥＧＫＶＫＧＲＡ、ＤＲＩＲＳ、ＰＥＡＨＥ、ＬＶＳ⁃
ＤＳＳＥＹＮＤＫＬＮ、 ＲＲＮＲＱ、 ＶＹＰＮＬＥＲ、 ＳＬＫＴＩＫ⁃
ＤＩＫＱＲＧＫＫＬＱ、 ＱＲＳＧＤＶＲＫＰＤＶ、 ＫＹＱＳＶ⁃
ＶＤＥＥＫＮＫＬＱＤＹＬＥＳＤＩＦＤＳＹＳＶＤＧＥＫＩＲＮＫＥＩ、 ＡＱ⁃
ＳＩＳＥＩＫ、 ＦＱＮＥＥＳＤＳＫＶＥＰＥＳＰＶＫＶＥＫＰＶＤＥＥＫＰＫ⁃
ＤＱＫＫＬＶＤＱＳＫＰＥＳＮＳＫＥＧＷＩＫＫＤＮＫ， 加入连接序

列，与 ｐＥＴ － ２８ｂ（ ＋ ）开放阅读框对应的肽段最终

拼接成串联 ＳｐａＡ 优势表位的重组蛋白 ｒＳｐａＡＥ，序
列如图 １。

图 １　 串联 ＳｐａＡ 优势表位的重组蛋白 ｒＳｐａＡＥ 的氨基酸序列

Ｆｉｇ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒＳｐａＡＥ ｗｉｔｈ ｔａｎｄｅｍ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＳｐａＡ

２． ２　 重组表达质粒 ｐＥＴ － ２８ｂ － ｓｐａＡＥ 的鉴定　 重

组表达质粒编码 ｒＳｐａＡＥ 的核苷酸序列由 ９０６ 个碱

基对组成，测序结果与预期相符。
２． ３　 ｒＳｐａＡＥ 重组蛋白的表达　 ｒＳｐａＡＥ 最佳诱导

表达条件为 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 在 ２５ ℃ 诱导表

达 ６ ｈ，表达后进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，在 ３４ｋＤａ 附

近有明显的特异性条带，如图 ２，分子量与预期

相符。
２． ４ 　 ｒＳｐａＡＥ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果 　
ｒＳｐａＡＥ 重组蛋白，以猪丹毒阳性猪血清为一抗，羊
抗猪 ＩｇＧ 为二抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 结果（图
３）表明，表达的重组蛋白 ｒＳｐａＡＥ 能与猪源猪丹毒

阳性血清发生特异性结合，说明其具有良好的反应

原性。

·２１·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ５８ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１． Ｍａｒｋｅｒ；２． 未诱导；３． 菌体破碎上清；４． 菌体破碎沉淀 Ｔｒｉｔｏｎ － １００ 清洗上清；５． 菌体破碎沉淀 Ｔｒｉｔｏｎ － １００ 清洗第二次上清；６． 菌体破碎

沉淀 ＰＢＳ 清洗上清；７． 清洗完成包涵体（沉淀）；８． ＬＢ 流出液；９． ＷＢ 流出液；１０． ＥＢ 流出液；１１． 透析完成液上清；１２． 透析完成液沉淀

图 ２　 ｒＳｐａＡＥ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳图

Ｆｉｇ ２　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｒＳｐａＡＥ

１． ０． １ μｇ；２． ０． ５ μｇ；３． １ μｇ

图 ３　 ｒＳｐａＡＥ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒＳｐａＡＥ ｐｒｏｔｅｉｎ

·３１·
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２． ５　 对小鼠的免疫原性 　 攻击 １ＭＬＤ（５ ＣＦＵ）及
１０００ＭＬＤ（５０００ ＣＦＵ）的对照组小鼠均 ３ ／ ３ 死亡，其
中攻击 １ＭＬＤ 的对照组小鼠攻毒后第 ４ 天死亡

３ 只，攻击 １０００ＭＬＤ 的对照组小鼠攻毒后第 ３ 天死

亡 ２ 只，第 ４ 天死亡 １ 只，攻击 １０００ＭＬＤ 的免疫小

鼠 １０ ／ １０ 保护。
２． ６　 对猪的免疫原性　 攻击 １ＭＬＤ（２３ ＣＦＵ）的对

照猪 ３ ／ ３ 死亡，其中攻毒后第 ３ 天死亡 ２ 头，第 ４
天死亡 １ 头，免疫猪 ３ ／ ３ 保护，攻击 ２ＭＬＤ （４５
ＣＦＵ）的免疫猪 ２ ／ ３ 保护，攻毒后第 ４ 天死亡 １ 头。

死亡猪临床表现主要为精神沉郁，喜卧，不愿走动，
厌食，皮肤出现暗红色丘疹；存活猪未表现出明显

的临床症状。 剖检可见存活猪无明显病变，死亡猪

可见脾脏轻度出血，心脏轻度肿大。 死亡猪病理组

织切片观察结果（图 ４）显示，显微病变主要表现为

ａ． 肺泡隔增粗，肺泡腔狭窄临近肺泡腔扩大；ｂ． 肝
细胞广泛气球样变，纤维化形成假小叶；ｃ． 脾组织

轻度出血；ｄ． 部分肾小管刷状缘脱落，肾小球足细

胞少量深染；ｅ． 心肌间质水肿；ｆ． 脑组织炎性细胞

浸润，组织局部水肿。

ａ． 黑色箭头所示为增粗的肺泡隔，蓝色箭头所示为狭窄的肺泡腔，红色箭头所示为扩张的肺泡腔；ｂ． 黑色箭头所示为肝细胞气球样变，

红色箭头所示为假小叶结构；ｃ． 黑色箭头所示为脾出血；ｄ． 黑色箭头所示刷状缘脱落，红色箭头所示足细胞深染；

ｅ． 黑色箭头所示为心肌间质水肿；ｆ． 黑色箭头所示为炎性细胞浸润，红色箭头所示为组织水肿。

图 ４　 死亡猪病理组织切片

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ ｄｅａｄ ｐｉｇｓ

·４１·
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３　 讨论与结论

Ｊ． Ｃ． Ｃｈｉｎ 等［１１］发现猪丹毒杆菌 １ａ 型菌株一种

６５ ｋＤａ 蛋白与 １ａ、１ｂ、２ 型阳性血清能发生反应，后来

发现该蛋白位于菌体表面，故被命名为表面保护性抗

原（Ｓｐａ）。 猪丹毒杆菌其它血清型菌株陆续也发现同

类蛋白，依据氨基酸序列的同源性分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 等 ３ 种

蛋白，最早发现的蛋白就被命名为 ＳｐａＡ。 ＳｐａＡ 可分为

２ 部分，Ｎ端主要与该蛋白的免疫原性有关，不同 ＳｐａＡ
该肽段氨基酸序列也较为保守；Ｃ 端为重复序列，大部

分 ＳｐａＡ分子量为６５ ｋＤａ，也有部分ＳｐａＡ分子量有所变

化，主要原因就在于 Ｃ 端重复序列个数有差异。
ＳｐａＡ 具有良好的免疫原性，单独 １ 种蛋白免疫猪

或小鼠就可对猪丹毒杆菌强毒致死剂量攻击提供

１００％的保护，是关键保护性抗原，是较为优良的猪丹

毒亚单位疫苗候选蛋白。 猪的传染病较多，部分疫苗

还需加强免疫，免疫程序较为复杂，因此，联苗具有很

好的市场潜力。 商品化猪丹毒疫苗既有单苗，也常和

猪瘟病毒、多杀性巴氏杆菌、细小病毒等制备成联苗。
本研究串联表达了 ＳｐａＡ 优势表位，极力压缩了猪丹

毒保护性肽段的长度，为融合表达其它病原保护性抗

原研发猪丹毒多联亚单位疫苗提供了足够的空间。
猪丹毒急性死亡多由败血症引起，死亡猪各脏器

大体病变轻微或几乎没有明显病变，故商品化疫苗有

效性评价一般采用存活或健活与否作为主要评价依

据。 疫苗有效性评价指标主要包括健活 ／死亡、存活 ／
死亡、健活 ／发病、分离不出病原 ／可分离出病原、生产

性能等，有的采用绝对的保护和发病标准，有的只要统

计学分析有显著差异就行。 其中以健活 ／死亡作为评

价指标对疫苗的有效性要求最高，攻毒菌（毒）株毒力

较强的一般可采用此指标，毒力较弱，甚至造病较为困

难的攻毒菌（毒）株一般可辅以显微病理学评价指标，
但应确定合理的评价指标，尤其是非实验动物。 本研

究死亡猪部分脏器未见明显大体病变，但在显微病变

层面可发现部分病灶，原因可能在于死亡进程太快，还
没来得及形成肉眼可见的明显病变。
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