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［摘　 要］ 　 合成胸膜肺炎放线杆菌质粒 ｐＫＭＡ２４２５ 上长度为 １２６ ｂｐ 及 ２２１４ ｂｐ 的 ２ 个 ＤＮＡ 片段，
克隆到大肠埃希氏菌质粒 ｐＧＳＩ 中，获得重组质粒 ｐＧＳＩＡ。 ＰＣＲ 扩增 ｐＴＫＲＥＤ 上的大观霉素抗性基

因及线性化的 ｐＧＳＩＡ（１２６ ｂｐ ＤＮＡ 片段－ｐＧＳＩ－２２１４ ｂｐ ＤＮＡ 片段），连接，电转化胸膜肺炎放线杆

菌，在大观霉素的选择压力下筛选鉴定到连接正确的质粒，命名为 ｐＧＳＩＡＳ。 ｐＧＳＩＡＳ 测序结果符合

预期。 在大观霉素的选择压力下，含有 ｐＧＳＩＡＳ 的胸膜肺炎放线杆菌血清 １～１０ 型菌株均生长良好；
在氨苄青霉素的选择压力下，含有 ｐＧＳＩＡＳ 的大肠埃希氏菌生长良好。 结果表明本研究构建的大肠

埃希氏菌－胸膜肺炎放线杆菌穿梭载体 ｐＧＳＩＡＳ 序列正确，在胸膜肺炎放线杆菌及大肠埃希氏菌中

均能复制并表达质粒上的相关基因。
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ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｎａｍｅｄ ｐＧＳＩＡ． Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｆｒｏｍ ｐＴＫＲＥＤ ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｐＧＳＩＡ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ；ｓｈｕｔｔｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ

　 　 猪传染性胸膜肺炎（ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｐｌｅｕｒｏ⁃
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ， ＰＣＰ），又称坏死性胸膜肺炎，是由胸膜

肺 炎 放 线 杆 菌 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
ＡＰＰ） ［１］引起的一种猪高度传染性呼吸道疾病。
该病于 １９５７ 年由 Ｐａｔｔｉｓｏｎ 等［２］首次报道，此后逐渐

扩散，目前已遍布世界各地，在美洲（美国、加拿大、
墨西哥）、欧洲（瑞士、瑞典、丹麦）、澳大利亚、亚洲

（日本、韩国和中国［３］ ）等地均有流行，但各地方所

流行的血清型不尽相同。 １ ～ ４ 月龄的猪感染时死

亡率为 ５％～３０％，在新引进猪群中多呈急性爆发，
发病率和死亡率在 ２０％以上，最急性的死亡率可高

达 ８０％ ～ １００％［４］。 由于各个猪场的免疫情况不

同，死亡率也不尽相同［５］。 １９８９ 年国外报道 ＡＰＰ
导致猪平均日增重下降 ３３． ６％，饲料报酬下降

２５．５％［６］。 研究证实，预防和控制本病最有效的措

施仍然是疫苗免疫接种。 从临床上观察到，无论是

自然感染还是通过人工方法感染 ＡＰＰ 后存活的

猪，均获得了对所有血清型菌株再次感染的免疫保

护力，暗示若干保护性抗原或免疫复合物可能在交

叉保护中起着关键性的作用，这些成分可能仅在病

原感染动物时被诱导产生，而在动物体外用培养基

培养时并不产生。 因此，弱毒活疫苗有可能解决传

统灭活疫苗、亚单位疫苗及菌影疫苗等交叉保护力

不理想的问题。
利用ＤＮＡ定点同源重组技术可快速对特定

ＤＮＡ片段进行缺失、置换或插入，用以构建减毒株。
大肠埃希氏菌－胸膜肺炎放线杆菌穿梭载体是该平

台技术的重要元件，如携带重组酶表达元件，则可

极大提高同源重组效率；同时，也可携带其他基因

表达元件或基因沉默元件，通过基因的过量表达、
表达量减少或完全抑制表达来实现对该基因功能

的研究。 本研究以大肠埃希氏菌质粒ｐＧＳＩ、胸膜肺

炎放线杆菌ｐＫＭＡ２４２５及大观霉素抗性基因为元件，
构建大肠埃希氏菌－胸膜肺炎放线杆菌穿梭载体。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 质粒 　 ｐＴＫＲＥＤ 购自 ＮＴＣＣ 典型培养物保

藏中心。
１．１．２　 培养基　 普通琼脂、普通肉汤、ＴＳＡ、ＴＳＢ 均

购自北京中海生物科技有限公司；氨苄青霉素购自

Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；大观霉素购自上海江莱生物科技有

限公司。
１．１．３　 主要试剂　 质粒小提试剂盒购自天根生化

科技（北京）有限公司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司；ＰＣＲ 产物回收试

剂盒购自北京绿源伯德生物科技有限公司；ＵＳＥ⁃
ＲＴＭ 酶购自 ＮＥＢ 公司； ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® ＧＸＬ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 Ｔａｋａｒａ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 合成 ＤＮＡ 片段　 合成胸膜肺炎放线杆菌质

粒 ｐＫＭＡ２４２５（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＡＪ８３０７１４．１）２０～１４５ ｂｐ 片

段（全长 １２６ ｂｐ）及 ９６２ ～ １９ ｂｐ（全长 ２２１４ ｂｐ），克
隆到大肠埃希氏菌质粒 ｐＧＳＩ 中，命名为 ｐＧＳＩＡ。
１．２．２　 引物设计与合成　 利用软件 Ｏｌｉｇｏ６．７．１．０ 进

行引物的设计，各 ＤＮＡ 片段所需引物见表 １。
１．２．３　 提取质粒　 在含 １００ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素的

普通肉汤中培养含 ｐＧＳＩＡ 的大肠埃希氏菌，提取

ｐＧＳＩＡ，溶于超纯水。 在含 １００ μｇ ／ ｍＬ 大观霉素的

普通肉汤中培养含 ｐＴＫＲＥＤ 的大肠埃希氏菌，提取

ｐＴＫＲＥＤ，溶于超纯水。
１．２．４　 ＰＣＲ 扩增构建穿梭载体所需元件　 以环状

ｐＧＳＩＡ 为模板扩增线性 ｐＧＳＩＡ，以 ｐＴＫＲＥＤ 为模板

扩增大观霉素抗性基因。 胶回收，溶于 ＴＥ，测定

ＤＮＡ 浓度。
１．２．５　 载体连接　 线性 ｐＧＳＩＡ ０．０１ ｐｍｏｌ，大观霉素

抗性基因 ０．１ ｐｍｏｌ，ＵＳＥＲＴＭ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ １ μＬ，ＴＥ
补足 １０ μＬ。 ３７ ℃反应 ２０ ｍｉｎ，２５ ℃反应 ２０ ｍｉｎ，
用 ＰＣＲ 产物回收试剂盒回收连接产物。
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表 １　 引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ

扩增片段
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

模板
Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ

扩增长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ （ｂｐ）

线性 ｐＧＳＩＡ ＡＣＴＧＣＡＣＡＵＴＣＧＧＧＡＴＡＴＴＴＣＴ
ＡＴＧＧＧＧＧＣＵＴＣＴＡＴＡＡＴＡＧＧＧＴＣ 环状 ｐＧＳＩＡ ５２１２

大观霉素抗性基因
ＡＧＣＣＣＣＣＡＵＧＣＧＣＴＣＡＣＧＣＡＡＣＴＧＧＴＣＣ
ＡＴＧＴＧＣＡＧＵＴＡＴＴＴＧＣＣＧＡＣＴＡＣＣＴＴＧＧＴ ｐＴＫＲＥＤ １０２６

１６ＳｒＤＮＡ 片段
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ

ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ［７］
大肠埃希氏菌或

胸膜肺炎放线杆菌
１５０５

１．２．６　 电转化　 用胸膜肺炎放线杆菌血清 ４ 型菌

株制备电转化感受态细胞，将回收的连接产物电转

化到感受态细胞中，电转化参数为电压 ２．５ ｋＶ，电
容 ２５ μＦ，脉冲电阻 ８００ Ω。 非抗性复苏 ３ ｈ，涂布

含 １００ μｇ ／ ｍＬ 大观霉素的平板。
１．２．７　 载体的测序鉴定　 取单菌落培养后提取质

粒，送交中美泰和生物技术（北京）有限公司测序。
１．２．８　 穿梭质粒复制表达能力验证 　 鉴定正确的

质粒命名为 ｐＧＳＩＡＳ（图 １），取 ｐＧＳＩＡＳ 转化大肠埃希

氏菌 ＤＨ５α 感受态细胞，非抗性复苏 ３ ｈ 后，涂布含

１００ μｇ ／ ｍＬ氨苄青霉素的平板。 取单菌落培养后，提
取质粒，电转化胸膜肺炎放线杆菌血清 １～３ 及 ５～１０
型菌株，非抗性复苏 ３ ｈ 后，涂布含１００ μｇ ／ ｍＬ大观

霉素的平板。 取含ｐＧＳＩＡＳ的大肠埃希氏菌单菌落接

种含１００ μｇ ／ ｍＬ氨苄青霉素的普通肉汤，取含ｐＧＳＩＡＳ
的胸膜肺炎放线杆菌接种含１００ μｇ ／ ｍＬ大观霉素、
０．００１％ ＮＡＤ及８％胎牛血清的 ＴＳＢ，３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
培养 ２４ ｈ，观察细菌是否生长。

图 １　 ｐＧＳＩＡＳ 构建的技术路线图

Ｆｉｇ １　 Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｐＧＳＩＡＳ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１．２． ９ 　 含穿梭质粒菌株的鉴定 　 ＰＣＲ 扩增含

ｐＧＳＩＡＳ的大肠埃希氏菌及胸膜肺炎放线杆菌血清

１～１０ 型菌株的 １６ＳｒＤＮＡ 片段，送交中美泰和生物

技术（北京）有限公司测序。 对胸膜肺炎放线杆菌

血清 １～１０ 型菌株进行血清型鉴定。
２　 结果与分析

２．１　 ｐＧＳＩＡ 序列分析 　 用 ＤＮＡＭＡＮ７．０． ２． １７６ 对

ｐＧＳＩＡ 测序结果与预期序列进行比对，结果同源性

为 １００％，符合预期。
２．２　 载体元件 ＰＣＲ 扩增结果　 以环状 ｐＧＳＩＡ 为模

板扩增出了全长为 ５２１２ ｂｐ 的线性 ｐＧＳＩＡ（图 ２），
以 ｐＴＫＲＥＤ 为模板扩增出了全长为 １０２６ ｂｐ 的大

观霉素抗性基因（图 ３）。 上述两个 ＤＮＡ 片段用于

拼接穿梭载体。

·３·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 ８ 月第 ５１ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｍ：ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

１： 线性 ｐＧＳＩＡ ＰＣＲ 产物

１： ｌｉｎｅａｒ ｐＧＳＩＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ２　 线性 ｐＧＳＩＡ ＰＣＲ 产物电泳图

Ｆｉｇ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｐＧＳＩＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＩＩ

１： 大观霉素抗性基因 ＰＣＲ 产物

１： Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ３　 大观霉素抗性基因 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　 ｐＧＳＩＡＳ 序列分析 　 用 ＤＮＡＭＡＮ７．０．２．１７６ 对

ｐＧＳＩＡＳ 测序结果与预期序列进行比对，结果同源

性为 １００％，符合预期。
２．４　 穿梭质粒 ｐＧＳＩＡＳ 功能验证　 含有 ｐＧＳＩＡＳ 的

大肠埃希氏菌 ＤＨ５α 株在 １００ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素

的选择压力下生长良好；含有 ｐＧＳＩＡＳ 的胸膜肺炎

放线杆菌血清 １ ～ １０ 型菌株在 １００ μｇ ／ ｍＬ 大观霉

素的选择压力下生长良好；结果表明 ｐＧＳＩＡＳ 在大

肠埃希氏菌及胸膜肺炎放线杆菌中均能正常复制，
在大肠埃希氏菌中可表达氨苄青霉素抗性基因，在

胸膜肺炎放线杆菌中可表达大观霉素抗性基因，证
明 ｐＧＳＩＡＳ 是大肠埃希氏菌－胸膜肺炎放线杆菌穿

梭质粒载体。
２．５　 含有穿梭质粒 ｐＧＳＩＡＳ 的菌株的鉴定 　 大肠

埃希氏菌 ＤＨ５α 株及胸膜肺炎放线杆菌血清 １ ～ １０
型菌株均扩增出了全长为 １５０５ ｂｐ 的 １６ＳｒＤＮＡ 片

段（图 ４），测序结果与 Ｇｅｎｂａｎｋ 上的序列进行比

对，结果表明上述 １１ 株菌株均不是杂菌。 胸膜肺

炎放线杆菌间接血凝试验结果表明 １０ 株胸膜肺炎

放线杆菌的血清型均与对应标识一致。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１１： １６ＳｒＤＮＡ 片段 ＰＣＲ 产物

１～１１：１６ＳｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ４　 １６ＳｒＤＮＡ 片段 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｆｉｇ ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｈｏｔｏ ｏｆ １６ＳｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

·４·
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３　 讨论与小结

穿梭质粒具有两套来源于不同生物的复制子

及选择标记元件，可以克服亲缘关系较远的两种生

物在遗传上的障碍，实现同一质粒同时在不同生物

体内的复制［８］。 由于大肠埃希氏菌操作简便成熟，
其质粒拷贝数高，重组质粒易于大量制备，研究者

偏爱构建在大肠埃希氏菌中的穿梭载体。
Ｇｕｙ Ｌａｌｏｎｄｅ 等［９］构建了第 １ 个大肠埃希氏菌

－胸膜肺炎放线杆菌放线杆菌穿梭载体 ｐＹＧ５３。 Ｊ．
Ｆｒｅｙ［１０］构建了 ７８００ ｂｐ 的大肠埃希氏菌－胸膜肺炎

放线杆菌放线杆菌穿梭载体 ｐＪＦＦ２２４ － ＮＸ 及

ｐＪＦＦ２２４－ＸＮ。 本研究构建的大肠埃希氏菌－胸膜

肺炎放线杆菌放线杆菌穿梭载体 ｐＧＳＩＡＳ 全长

６２２０ ｂｐ，容纳外源 ＤＮＡ 片段的能力比 ｐＪＦＦ２２４－ＮＸ
及 ｐＪＦＦ２２４－ＸＮ 更大。

ｐＧＳＩＡＳ在 １０ 种血清型胸膜肺炎放线杆菌中均

能正常复制，稳定遗传，有效表达大观霉素抗性基

因，表明该载体具有大肠埃希氏菌－胸膜肺炎放线

杆菌放线杆菌穿梭质粒载体的相关功能。 本试验

操作中，在转化步骤可能由质粒溶液带入杂菌，影
响实验结果的可靠性，因此，本试验在转化的后续

操作中挑取单菌落开展试验，并且对相关菌株进行

了定种鉴定，１６ＳｒＤＮＡ片段序列比对结果确定了试

验过程中未污染杂菌，胸膜肺炎放线杆菌间接血凝

定型试验结果确定了未发生血清型间交叉污染。
上述结果表明穿梭质粒ｐＧＳＩＡＳ功能验证结果可靠。

本研究构建了大肠埃希氏菌－胸膜肺炎放线杆

菌穿梭载体 ｐＧＳＩＡＳ，并对其穿梭功能进行了验证，
可以此为基础，进一步开展疫苗开发及基因功能研

究等方面的工作。
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ａｎｄ ａ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕ⁃

ｍｏｎｉａｅ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， １９８９， ８５（１）： ２４３－２４６．

［１０］ Ｊ． Ｆｒｅｙ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｂｒｏａｄ ｈｏｓｔ ｒａｎｇｅ ｓｈｕｔｔｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｇｅｎｅ

ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａｅ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９２，１４３

（３）： ２６３－２６９．
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