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　　摘要：以副猪嗜血杆菌ｎａｎＨ为研究对象，对副猪嗜血杆菌不同标准株的神经氨酸酶序列和活性进行分析，同时
通过原核表达获得了可溶性表达的有活性的神经氨酸酶。结果表明，副猪嗜血杆菌的神经氨酸酶包含１个ＲＩＦ功能
域和２个Ａｓｐ－ｂｏｘ区，其活性区域包括由Ａｒｇ１６３、Ａｒｇ２３３构成的精氨酸三联体、Ｇｌｕ１４８、Ｔｙｒ２６７和Ａｓｐ１８２；ＮａｎＨ的可
溶性表达表明，副猪嗜血杆菌神经氨酸酶以可溶性表达的形式存在，同时使用神经氨酸酶检测试剂盒检测有活性，为

进一步研究神经氨酸酶的功能提供依据。
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　　副猪嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｓｕｉｓ，ＨＰＳ）是猪呼吸道常
在的一种ＮＡＤ依赖的革兰氏阴性菌，属于巴氏杆菌科［１］，显

微镜下观察为多种形态的杆状细菌。在某些特殊环境下能入

侵机体，从而引发猪的浆液性或纤维素性多发性浆膜炎、关节

炎、脑膜炎等，俗称格拉瑟氏病（Ｇｌｓｓｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ）［２－３］或引起
猪的急性败血症［４］。副猪嗜血杆菌病主要影响２周 ～４月龄
的猪，常在仔猪保育阶段发病，发病率一般在１０％ ～１５％，严
重时死亡率高达５０％。随着养猪业规模的迅速扩大和养殖
模式的改变，近些年流行趋势日趋严重，已成为危害养猪业的

主要细菌性病原，造成了大量的经济损失［５－７］。唾液酸作为

细菌代谢中一种重要的分子，一方面可以作为细菌的能量供

细菌生存所需，另一方面细菌又可以利用唾液酸作为自己的

结构物质与宿主细胞相互作用。

本研究以副猪嗜血杆菌的 ｎａｎＨ基因为研究对象，研究
副猪嗜血杆菌不同标准菌株中ｎａｎＨ序列的差异及神经氨酸
酶活性的不同；同时第一次通过大肠杆菌原核表达获得有活

性的神经氨酸酶。

１　材料与方法

１．１　载体与质粒
原核表达载体载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）和ｐＥＴ－３２ａ（＋）购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　工具酶及主要试剂

所有的限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、高保

真酶 ＰｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ均购自大连宝生物公司
（ＴａＫａＲａ）。

ＰＣＲ产物纯化试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒均为 Ｏｍｉｇａ
产品。

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ感受态细胞、质粒小提试剂盒购自北
京全式金生物技术有限公司。

胰酶大豆琼脂（ＴＳＡ）、胰酶大豆琼脂（ＴＳＢ）均购自 Ｄｉｆｃｏ
公司。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）购自中国上海化学试
剂公司。

琼脂糖、胰蛋白胨以及酵母浸出物等购自ＯＸＯＩＤ公司。
神经氨酸酶检测试剂盒购自碧云天生物制品公司。

１．３　重组质粒的构建
ｎａｎＨ全长 ＰＣＲ纯化回收产物酶切体系（总体积

５００μＬ）见表 １。载体 ｐＥＴ－２８ａ（＋）酶切体系（总体积
５０．０μＬ）见表２。

表１　ｎａｎＨ全长ＰＣＲ纯化回收产物酶切体系

名称 用量（μＬ）
ＥｃｏＲⅠ ２．２
ＸｈｏⅠ ２．３

１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ５．０
纯化回收后ＰＣＲ产物 １８．０

双蒸水 ２２．５

表２　载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）酶切体系

名称 用量（μＬ）
ＥｃｏＲⅠ ２．２
ＸｈｏⅠ ２．３

１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ５．０
ｐＥＴ－２８ａ（＋）质粒 ２０．０

双蒸水 ２０．５
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　　载体ｐＥＴ－３２ａ（＋）酶切体系（总体积５０．０μＬ）见表３。

表３　载体ｐＥＴ－３２ａ（＋）酶切体系

名称 用量（μＬ）
ＥｃｏＲⅠ ２．２
ＸｈｏⅠ ２．３

１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ５．０
ｐＥＴ－３２ａ（＋）质粒 ２０．０

双蒸水 ２０．５

　　纯化回收的ＰＣＲ酶切产物与质粒载体的连接反应体系
（总体积２０．０μＬ）见表４。

表４　纯化回收的ＰＣＲ酶切产物与质粒载体的连接反应体系

名称 用量（μＬ）
１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ ２．０

Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ １．０
纯化回收的ＰＣＲ酶切产物 ８．０
酶切回收的质粒载体 ２．０

双蒸水 ７．０

　　所有组分加完后，使用移液器充分混匀，置于２２℃温箱
中连接过夜。取１０．０μＬ连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受
态细胞，小量制备质粒，鉴定正确的质粒－２０℃保存。
１．４　神经氨酸酶粘附功能的研究

（１）使用接种环将副猪嗜血杆菌０１６５均匀接种于 ＴＳＡ
Ｖ．Ｓ．平板上，３７℃温箱培养１２ｈ，使用无菌５ｍＬＰＢＳ将细
菌洗下来，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集菌体。尽量弃净上
清，使用１ｍＬＤＭＥＭ细胞生长液重悬，并取相应量按１∶１００
比例用生长液稀释。（２）从ＣＯ２培养箱中取出提前１ｄ接好
的２４孔板的细胞，观察细胞形态。弃掉每孔的生长液，使用
ＰＢＳ洗涤细胞２次。（３）将细菌悬液加入到细胞板中（ＭＯＩ＝
１００），阴性对照每孔加入２０μＬ空载体破碎后上清，样品组加
入神经氨酸酶样品，室温４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，于３７℃
５％ ＣＯ２培养４ｈ。（４）取出细胞板，使用ＰＢＳ洗２次，每孔加
入１００μＬ胰酶将细胞消化，每孔加入１００μＬ细胞裂解液，然
后加入９００μＬＰＢＳ补足至１ｍＬ，反复吹打至细胞完全裂解。
（５）细胞裂解产物取１０－１、１０－２２个稀释度涂平板计数。

２　结果与分析

２．１　不同细菌间ｎａｎＨ基因序列比较结果
将ｎａｎＨ基因序列在ＮＣＢＩ数据库中比对，发现巴氏杆菌

属中，本试验测定的副猪嗜血杆菌 ＳＨ０１６５菌株ｎａｎＨ基因序
列与多杀性巴氏杆菌（ＰａｓｔｅｕｒｅｌｌａｍμＬｔｏｃｉｄａ）同源性达到
６０％，与溶血性曼氏杆菌（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）同源性达
到５８％，与其他非巴氏杆菌属如产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）同源性达到 ３８％，与索氏梭菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ）同源性达到 ３４％，与鼠伤寒沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕ）同源性达到３１％。

将１５株副猪嗜血杆菌标准血清型菌株的神经氨酸酶
（ＮＡ）做进化树分析，结果见图１。
２．２　副猪嗜血杆菌不同标准血清型神经氨酸酶活性分析

提取副猪嗜血杆菌１３株标准株总蛋白后，使所有待测样
品蛋白浓度统一为２．３２μｇ／μＬ，在Ｓ＝６０情况下使用ＢｉｏＴｅＫ
ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ荧光酶标仪和碧云天神经氨酸酶检测试剂盒检测

其中神经氨酸酶活性，每个样品平行３次，荧光检测结果如图
２所示，发现不同血清型副猪嗜血杆菌菌株的神经氨酸酶活
性并不相同。

２．３　神经氨酸酶可溶性表达的研究
２．３．１　重组表达质粒的构建及鉴定　ｎａｎＨ基因全长表达从
起始密码子开始，至终止密码子结束。因为在设计引物时引

入了酶切位点，因此将ＰＣＲ产物与载体分别酶切后，将 ｎａｎＨ
基因分别插入表达载体 ｐＥＴ－３２ａ中，构建重组表达质粒。
用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切重组表达质粒鉴定，所得条带与预
期一致（图３）。

２．３．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定　将重组表达质粒 ｐＥＴ－３２ａ－ＮＡ
转入ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ原核表达感受态细胞，挑取阳性克隆
后，１８℃低温诱导１６ｈ，集菌破碎后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。
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由图４表明，重组表达质粒 ｐＥＴ－３２ａ－ＮＡ转化菌株在大小
约为８０ｋｕ处有１条特异性表达带，而在ｐＥＴ－３２ａ空载体菌
株的相应位置没有此蛋白带，证明 ＮＡ在大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中表达在上清，即为可溶性表达。同时，使用神
经氨酸酶检测试剂盒检测上清样品，Ｓ＝７０时，３次平行结果
为２８９、２７１、２９６，平均值为 ２８５，以 ｐＥＴ－３２ａ转化 ＢＬ２１
（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ破碎后上清为阴性对照，检测结果为７９、８９、７１，
平均值为７９。实际荧光值＝阳性值－阴性值，因此实际荧光
值为２０６，结果证明上清中ＮＡ有活性。

４　讨论

通过试验研究发现，副猪嗜血杆菌 ｎａｎＨ基因高度保守，
且在１５株标准血清型中其核苷酸同源性高达９９．５４％，而氨
基酸的同源性高达９９．２９％，证明神经氨酸酶（ＮＡ）是副猪嗜
血杆菌生存所必需的［６］。通过试验推测，可能神经氨酸酶并

不直接决定副猪嗜血杆菌毒力的高与低，但却是副猪嗜血杆

菌具有毒力所必不可少的条件。

同时，本试验研究了副猪嗜血杆菌１５株标准菌株以及其
他一些细菌的神经氨酸酶的核苷酸和氨基酸序列，寻找出副

猪嗜血杆菌神经氨酸酶的活性区域，发现这些活性区域高度

保守［８］。缺失ＮＡ或调节 ＮＡ的基因制成弱毒疫苗，或者添
加某种抑制剂抑制神经氨酸酶的活性从而降低细菌的毒力，

也可以成为未来神经氨酸酶应用于生产实践的一个方面。

本试验尝试使用大肠杆菌原核表达神经氨酸酶，在试验

过程中使用了多种表达载体，如 ｐＥＴ－２８ａ、ｐＥＴ－３０ａ、
ｐＥＴ－３２ａ、ｐＧＥＸ－ＫＧ，转化 ＢＬ２１（ＤＥ３）后神经氨酸酶都以
包涵体的形式存在，但在经过包涵体的纯化和复性后检测重

组蛋白没有活性，尝试了多种包涵体复性的方法，却一直无法

获得有活性的蛋白。最后经过数次尝试，终于将重组质粒转

化ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ表达菌株，经过１８℃低温诱导１６ｈ后重
组蛋白破碎后在上清中，也就是以可溶性表达的形式存在，使

用神经氨酸酶检测试剂盒检测蛋白有活性［９－１０］。但是蛋白

表达量较低，使用蛋白纯化仪多次纯化无法获得目的蛋白。

神经氨酸酶是唾液酸为副猪嗜血杆菌所利用的第一步，

而对于副猪嗜血杆菌更为重要的是唾液酸的代谢。如研究者

所说，唾液酸不仅是世界上最有趣的一个分子，更为最重要的

一个分子。如前言所述，唾液酸进入细菌后不仅可以作为营

养物质为细菌提供碳源和氮源，另一方面唾液酸参与构成细

菌表面结构，在细菌与宿主的互作中起到重要的作用，如逃避

宿主先天免疫系统的杀伤、促进生物被膜的形成以及提高毒

素的毒力［１１－１２］。因此，研究唾液酸代谢过程的重要性不言

而喻。
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