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［摘　 要］ 　 为了解国内不同动物源生产用多杀性巴氏杆菌外膜蛋白 Ｈ 基因的变异情况，采用 ＰＣＲ
方法对 １６ 株不同动物源生产用多杀性巴氏杆菌的 ｏｍｐＨ 基因进行扩增测序和分析。 结果显示：
１６ 株菌株的 ｏｍｐＨ 基因开放阅读框在 １００２～１０５６ ｂｐ 之间；信号肽为 Ｎ 端 ２０ 个氨基酸残基，成熟蛋

白氨基酸残基数量在 ３１３～３３１ ａａ 之间，氨基酸同源性为 ８２．１％～１００％；基于 ＯｍｐＨ 氨基酸序列的系

统发育树中鸡源菌株（荚膜 Ａ 型）、猪源和牛源菌株（荚膜 Ｂ 型）分别在不同的分支。 序列分析结果

表明，ｏｍｐＨ 基因序列差异与荚膜型之间存在相关性，而与毒力大小无相关性。
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　 　 多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）是引起

畜禽巴氏杆菌病的病原体，主要使动物发生出血性

败血病或传染性肺炎，如牛出血性败血症、猪肺疫、

禽霍乱、兔巴氏杆菌病、猪萎缩性鼻炎等［１］。 多杀

性巴氏杆菌的外膜蛋白在病原与宿主的互作以及

宿主对感染的免疫应答中扮演着重要的角色［２］。

其中 ＯｍｐＨ 是外膜蛋白的主要结构成分，同时也是

主要的保护性抗原，属于跨膜非特异性孔蛋白，能

诱导机体产生保护性免疫反应［３］。 Ｌｅｅ 将 ｏｍｐＨ 基

因在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中进行表达， 表达产物用

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行免疫保护试验，结果表明全长

ＯｍｐＨ 蛋白具有与全菌相当的保护率［４］。 本试验

选择我国不同动物源的 １６ 株生产用多杀性巴氏杆

菌的 ｏｍｐＨ 基因作为研究对象，以期了解其在遗传

进化上的关系，为开展基于 ＯｍｐＨ 蛋白的检测与研

究新型高效疫苗提供技术支持。

１　 材料与方法

１．１ 　 菌株 　 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ ４２８、１７６５、

４４４０１（猪源， 荚膜 Ｂ 型）， ＣＶＣＣ ４４８０１、 ４４８０２、

４４８０８、２０８２（鸡源，荚膜 Ａ 型），ＣＶＣＣ ４４５０２（黄牛

源，荚膜 Ｂ 型），４４７０１、４４７０２、４４７０３（牦牛源，荚膜

Ｂ 型），ＣＶＣＣ ４４６０１、４４６０２、４４６０３（水牛源，荚膜 Ｂ

型），ＣＶＣＣ ４４５０１、４４５０７（牛源，荚膜 Ｂ 型），以上

１６ 株生产用菌株均由中国兽医微生物菌种保藏管

理中心提供。

１．２　 细菌基因组 ＤＮＡ 的提取 　 采用热裂解法［５］

提取细菌基因组 ＤＮＡ，将冻干菌种用 ＴＳＢ 肉汤溶

解后，划线接种含 ５％ 马血清的 ＴＳＡ 琼脂平皿，

３７ ℃培养 ２４ ｈ，挑取菌落加入 １００ μＬ 无菌蒸馏水

中，沸水浴 １０ ｍｉｎ，立即冰浴 ５ ｍｉｎ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心１ ｍｉｎ，取上清作为 ＤＮＡ 扩增模板。

１．３　 引物设计与合成 　 参照文献［６］ 的报道，由中

美泰和生物技术（北京）有限公司合成多杀性巴氏

杆菌 ｏｍｐＨ 基因扩增的引物，预期的 ＰＣＲ 产物包含

了 ｏｍｐＨ 基因完整的开放阅读框，引物信息见表 １。

表 １　 引物信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列（５＇→３＇）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

大小 ／ ｂｐ
Ｓｉｚｅ

ｏｍｐＨ－Ｆ ＡＡＡＴＡＴＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＡＧ

ｏｍｐＨ－Ｒ ＧＡＴＣＣＡＴＴＣＣＴＴＧＣＡＡＣＡＴＡＴＴ
１５００

１．４　 ＰＣＲ 反应体系及反应条件　 ＰＣＲ 反应体系：
１０ × Ｅｘ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ， ｄＮＴＰ （ ２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ，
ｏｍｐＨ－Ｆ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ，ｏｍｐＨ－Ｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
１ μＬ，模板 ２ μＬ，Ｅｘ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ）０．２５ μＬ，加灭

菌双蒸水至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，５５ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用

１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。 ＰＣＲ 产物测序由中美

泰和生物技术（北京）有限公司完成。
１．５　 序列分析　 应用 Ｍｅｇａ７ 软件和 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７ 软

件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对菌株的 ｏｍｐＨ 基因序列及其推

导的氨基酸序列进行比对，分析各菌株之间的同源

性及变异程度，并采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建

系统发育树。 ＳｉｇｎａＩＰ４． １ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａＩＰ ／ ）分析信号肽。 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）预测氨基酸的相对分子

质量、等电点、稳定性指数等理化性质。 用ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒ ｖ． ２． ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＴＭＨＭＭ ／ ）预测蛋白潜在的跨膜域。
２　 结果与分析

２．１　 多杀性巴氏杆菌外膜蛋白 Ｈ 基因的扩增及序

列分析　 应用特异性引物扩增多杀性巴氏杆菌外

膜蛋白 Ｈ 基因，经电泳检测，１６ 株菌株均在 １．５ ｋｂ
处有 １ 条电泳条带，结果与预期相符（图 １）。 利用

Ｃｏｎｔｉｇ ＣＥｘｐｒｅｓｓ 软件进行序列拼接，然后提交到

ＧｅｎＢａｎｋ 进行 ＢＬＡＳＴ 比对，结果发现 １６ 个菌株的

ｏｍｐＨ 基因开放阅读框在 １００２ ｂｐ ～ １０５６ ｂｐ 之间，
其中 ＣＶＣＣ ４４８０１、４４８０２、４４８０８、２０８２ 为 １０５６ ｂｐ，
ＣＶＣＣ ４２８、 １７６５、 ４４４０１、 ＣＶＣＣ ４４６０１、 ４４６０２、
４４６０３、 ４４５０１、 ４４５０７ 为 １００８ ｂｐ， ＣＶＣＣ ４４７０１、
４４７０２、４４７０３、ＣＶＣＣ ４４５０２ 为 １００２ ｂｐ。 １６ 株菌株

ｏｍｐＨ 基因核苷酸同源在 ８３．０％～１００％之间（图 ２）。
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图 １　 多杀性巴氏杆菌 ｏｍｐＨ 基因 ＰＣＲ 产物

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｏｍｐＨ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｐ．ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

图 ２　 多杀性巴氏杆菌 ｏｍｐＨ 基因同源性

Ｆｉｇ ２　 Ｐｅｒｃｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｍｐＨ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｐ．ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

２．２　 多杀性巴氏杆菌外膜蛋白 Ｈ 氨基酸的序列分

析　 １６ 株菌株根据 ｏｍｐＨ 基因推导的氨基酸同源

性在 ８２． １％ ～ １００％ 之间 （图 ３），比对结果发现

ＣＶＣＣ ４４８０１、４４８０２、４４８０８、２０８２（鸡源，荚膜 Ａ 型）
氨基酸序列完全相同，ＣＶＣＣ ４２８、１７６５、４４４０１（猪
源，荚膜 Ｂ 型）氨基酸序列完全相同，ＣＶＣＣ ４４６０１、
４４６０２、４４６０３（水牛源，荚膜 Ｂ 型）和 ＣＶＣＣ ４４５０１、
４４５０７（牛源，荚膜 Ｂ 型） 氨基酸序列完全相同，

ＣＶＣＣ ４４７０１、４４７０２、４４７０３（牦牛源，荚膜 Ｂ 型）和

ＣＶＣＣ ４４５０２（黄牛源，荚膜 Ｂ 型）的氨基酸序列完

全相同；鸡源菌株的氨基酸序列与猪源、牛源菌株

的氨基酸序列同源性相对较低，在 ８２．１％ ～ ８３．２％
之间， 在系统发育树上形 成 一 个 单 独 的 分 支

（图 ４）；猪源菌株间、牛源菌株间以及二者之间的

氨基酸序列同源性较高，均在 ９８％以上，在系统发

育树上在同一分支（图 ４）。

·９·
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图 ３　 多杀性巴氏杆菌 ＯｍｐＨ 蛋白同源性

Ｆｉｇ ３　 Ｐｅｒｃｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯｍｐＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｐ．ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

图 ４　 多杀性巴氏杆菌 ＯｍｐＨ 蛋白系统发育树

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ｔｈｅ ＯｍｐＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｐ．ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

　 　 ＳｉｇｎａＩＰ ４．１ 预测结果发现，１６ 株菌株的信号肽

均为 Ｎ 端 ２０ 个氨基酸残基，且序列完全相同，因此

推断菌株的成熟蛋白氨基酸残基数量分别为 ３１３、
３１５ 和 ３３１。 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对 ＯｍｐＨ 蛋白进

行分析， 结果显示成熟蛋白 理 论 分 子 质 量 在

３３．７９～３６．４６ ｋｕ之间，且鸡源（荚膜 Ａ 型）菌株蛋白

的分子质量较大；等电点为 ６．５５～９．１２，不稳定系数

为 １２．９４～ １４．９４，说明蛋白较稳定。 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
ｖ． ２．０ 没有发现潜在的跨膜区域。 对鸡源（荚膜 Ａ
型）、猪源（荚膜 Ｂ 型）和牛源（荚膜 Ｂ 型）菌株的

ＯｍｐＨ 成熟蛋白的氨基酸进行比对分析发现存在

缺失和变异，蛋白长度有所差异，在 ７０ ～ ８０ 和

２００～２１０处氨基酸属于高变区（图 ５）。

·０１·
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图 ５　 多杀性巴氏杆菌 ＯｍｐＨ 成熟蛋白氨基酸序列

Ｆｉｇ ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＯｍｐＨ ｍａｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｐ．ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

３　 讨　 论

已有的研究表明，ＯｍｐＨ 蛋白是致病因子，在
对宿主的感染与致病过程中发挥重要的作用［７－８］。

同时 ＯｍｐＨ 蛋白研究表明也是一种主要的保护性

抗原，Ｔａｎ 在大肠杆菌 Ｍ１５ 中对多杀性巴氏杆菌

１７１０ 的 ｏｍｐＨ 基因进行克隆和表达，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

保护试验表明腹腔免疫、攻毒，保护率为 １００％，皮
下免疫、腹腔攻毒，保护率为 ８０％［９］；恩特马克·布

拉提白对 ＣＶＣＣ４５８ 的 ｏｍｐＨ 基因进行克隆和表达，
结果显示免疫组小鼠对同源菌株和异源菌株的保

护率分别为 １００％和 ８０％［１０］。 基于 ｏｍｐＨ 基因非常

稳定地存在于不同荚膜型的多杀性巴氏杆菌的基

因组中，因此有望成为一种对所有荚膜型产生保护

的候选抗原。
本试验对 １６ 株生产用多杀性巴氏杆菌的

ｏｍｐＨ 基因进行扩增和序列分析发现，不同动物源、
不同荚膜型的多杀性巴氏杆菌的 ｏｍｐＨ 基因大小存

在差异，鸡源菌株（荚膜 Ａ 型）较猪源、牛源菌株

（荚膜 Ｂ 型）的 ｏｍｐＨ 基因多 ４８～５４ 个碱基；但不同

动物源、不同荚膜型的多杀性巴氏杆菌 ｏｍｐＨ 基因

推导的氨基酸同源性较高，在 ８２．１％ ～ １００％之间。
以上结果提示 ＯｍｐＨ 作为亚单位疫苗使用可能提

供同源和异源保护，但还有待于进一步研究。 试验

中还发现荚膜 Ａ 型与荚膜 Ｂ 型菌株在基于 ＯｍｐＨ
蛋白氨基酸序列构建的系统发育树中位于不同的

分支，说明两者之间存在相关性；分离自猪源的 ３
株不同毒力的多杀性巴氏杆菌中，弱毒株 ＣＶＣＣ
１７６５、ＣＶＣＣ ４２８ 和强毒株 ＣＶＣＣ ４４４０１，尽管毒力

相差很大，但它们之间 ｏｍｐＨ 基因同源性为 １００％，
说明 ｏｍｐＨ 基因与毒力大小无相关性。
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