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猪产毒多杀性巴氏杆菌皮肤坏死毒素的
细胞毒性及其抗体的制备 *
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摘要 将猪产毒多杀性巴氏杆菌(toxigenicPasteurellamultocida,T+Pm)增菌后经超声波破碎,用DEAE-
52阴离子交换柱和SephadexG-200处理,提纯天然多杀性巴氏杆菌皮肤坏死毒素(Pasteurellamultocidatox-
in,PMT)。经 Westernblot和细胞毒性试验证实,该毒素具有良好的反应原性,且7ng/mL的PMT能使 Vero
细胞病变。用该毒素制成的类毒素菌苗免疫2头健康断奶仔猪,同时设T+Pm灭活苗和PBS对照组。4次免

疫后,琼脂扩散试验检测类毒素菌苗组毒素抗体效价达1∶16,而灭活苗组未见毒素抗体产生。用200μg提

纯的PMT和50亿T+Pm混合液经耳静脉攻毒各组试验猪,结果发现对照组和灭活苗组试验猪在攻毒后出

现明显的急性败血症状,未产生毒素抗体;类毒素菌苗组试验猪10d后耐过,经颈动脉采血收集高免血清,效
价达1∶32。
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  多杀性巴氏杆菌皮肤坏死毒素(Pasteurella
multocidatoxin,PMT)是猪产毒素多杀性巴氏杆

菌(toxigenicPasteurellamultocida,T+Pm)重要

的毒力因子,由toxA 基因编码,分子质量约146
ku,是目前发现效力最强的促有丝分裂原之一[1]。
该毒素可直接与组织细胞上的受体结合,引起猪鼻

甲骨萎缩或消失,进而出现鼻炎、鼻梁扭曲变形、全
身代谢障碍,生产性能下降等猪进行性萎缩性鼻炎

(progressiveatrophicrhinitis,PAR)的临床症状,
同时该毒素损伤猪呼吸系统的正常结构和功能后,
致使机体抵抗力降低,极易诱发其它病原微生物感

染,增加猪的死亡率。近年来PAR在我国发病率

日益增高,在某些大型集约化猪场PAR的阳性率

达50%以上[2],给我国养猪业造成巨大的经济损

失,严重危害我国养猪业的健康发展。研究发现,

PMT与其他菌体抗原(如外膜蛋白、脂多糖等)间可

能不存在交叉保护,而且目前市场上针对PAR的

商品化疫苗多以灭活苗为主,效果不稳定,往往不能

很好地诱导机体产生针对PMT的抗血清,经常导

致免疫失败[3-4]。本研究通过建立提纯天然PMT

的技术方法,分析PMT的生物活性及对PAR的免

疫保护性,旨在为研发PAR新型诊断试剂及有效

保护性疫苗提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌株、细胞株及供试猪

D型产毒多杀性巴氏杆菌 HN-13株、Vero细

胞和重组表达质粒pET28b-C2115由笔者所在实验

室提供[5]。
健康25日龄二元长大阉公猪选自无PAR的猪

场。
1.2 PMT 的纯化

将T+Pm接种于TSB液体培养基,37℃摇床

培养12h后,离心收集菌体并用灭菌双蒸水重悬,
使细菌浓度达到1012cfu/mL。将重悬菌液置冰浴

中经超声波破碎后,10000r/min离心30min,上清

用0.22μm 滤膜过滤,滤液为粗制天然毒素。用

TE(10mmol/LTris-HClpH7.4,1mmol/LED-
TA)平衡DEAE-52柱,以含0~0.5mol/LNaCl的

TE线性梯度洗脱,流速30mL/h。收集各峰,取50



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

μL进行SDS-PAGE分析。将DEAE-52分离到的

样品用蔗糖浓缩后上SephadexG-200柱,用TE以

6mL/h流速洗脱,分段收集各峰,进行SDS-PAGE
分析,同时SDS-PAGE电泳后进行 Westernblot检

测,一抗为表达的PMT毒素N端和C端片段的兔

抗高免血清。二抗为HRP标记的羊抗兔IgG。
1.3 PMT 对 Vero 细胞的毒性

在96孔微量板上培养 Vero细胞,每孔加100

μL含有5×103个细胞的悬液,在含5%(体积分数)

CO2的37℃培养箱中孵育12~24h,至形成70%~
80%单层细胞,每孔加入100μL2倍梯度稀释的

PMT,同时设两纵排正常细胞对照。在上述37℃
条件下孵育3~4d,逐日观察并记录细胞病变数

(cytopathiceffect,CPE),出现CPE的稀释度的倒

数即为毒素效价。
1.4 表达的 PMT 毒素 C 端片段的纯化及 ELISA 方

法的建立

  将 重 组 质 粒 pET28b-C2115转 化 大 肠 杆 菌

BL21,诱导、收集工程菌BL21/pET28b-C2115,以

PBS(pH7.2)洗涤菌体1次,应用德国Novagen公

司His.BandPurificationKit试剂盒提纯表达的毒

素C端片段rPMT-C。蛋白质浓度用BCA法测定,

-80℃保存备用。
以不同浓度提取的rPMT-C包被酶标板,用猪

阴、阳性血清进行方阵滴定,确定最佳抗原包被浓

度、最佳血清稀释度、阴阳性临界值,建立毒素抗体

ELISA方法以检测血清中毒素抗体效价。
1.5 动物免疫及抗血清的制备

1)免疫方法。试验分3组,每组2头健康断奶

仔猪,1组免疫含提纯PMT的类毒素菌苗,1组免

疫灭活菌苗(武汉科前动物生物制品有限责任公司

产品),同步设对照组。

2)免疫程序。首免肌注用完全弗氏佐剂乳化的

含PMT的类毒素菌苗2mL(细菌数为30亿,PMT
为50μg),灭活菌苗免疫剂量同类毒素菌苗组。

21d后进行第2次免疫,且从第2次免疫开始各组

均用不完全弗氏佐剂乳化,类毒素菌苗组免疫剂量

为4mL(细菌数为30亿,PMT为100μg),灭活菌

苗免疫剂量同类毒素菌苗组。各组连续免疫3次,
每次间隔14d。最后1次用200μg提纯的PMT和

50亿菌量的T+Pm经耳静脉攻毒各组试验猪,耐
过后经颈动脉采血,离心制备高免血清。

3)抗血清 效 价 的 测 定。每 次 免 疫 前 采 血

3~5mL制备血清,用本文“材料与方法”中1.4
建立的ELISA方法和琼脂扩散试验检测毒素抗

体水平。

2 结果与分析

2.1 PMT 的提纯

粗提PMT经 DEAE-52(2.6cm×45cm)柱
时,共出现5个峰,SDS-PAGE分析发现前3个峰

为杂蛋白,后2个峰含约146ku目的条带。将含目

的条带的样品浓缩后,用SephadexG-200柱处理。
根据分子筛的原理,146ku的目的蛋白带先被洗

脱,由图1可见有2个峰。分别取50μL样品经

SDS-PAGE电泳后,用考马斯亮蓝R250染色,发现

第2峰含目的蛋白带。

图1 DEAE-52柱处理的样品过SephadexG-200柱

Fig.1 AnelutionprofileofgelfiltrationwithaSephadexG-200columnofDEAEeluate

084
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2.2 PMT 的 SDS-PAGE 检测与 Western-blot 分析

结果

  分 析 结 果 表 明,提 纯 的 天 然 PMT 能 够 与

rPMT-C的抗血清发生反应,在约146ku处出现明

显的特异性反应带,分子质量与预期相符(图2)。

M.蛋白质分子质量标准Proteinmarker;

 1.阴性对照 Negativecontrol;2.天然毒素的 Westernblot分

析PMT (Westernblot);3,4.天 然 毒 素 的 SDS-PAGE 分 析

PMT(SDS-PAGE).

图2 提纯PMT的SDS-PAGE及 Westernblot分析

Fig.2 SDS-PAGEandWesternblot
analysisofpurifiedprotein

2.3 体外细胞毒性试验结果

Vero细胞在感染提纯的天然PMT后出现明

显的细胞病变(CPE)。感染后12h,可观察到少数

细胞形态变圆,但大多数细胞仍完整;感染后24h
CPE更加明显,并且开始增多(图3);感染后72h
对照孔出现少量变圆死细胞,试验孔天然PMT毒

素效价达到1∶2048,即7ng/mL的毒素PMT就

能使Vero细胞发生病变。
2.4 rPMT-C 的纯化及 ELISA 方法的建立

用His.BandPurificationKit获得纯度较高的

rPMT-C(图4)。根据方阵滴定实验,确定抗原最佳

包被量为100.7ng/孔,最佳血清稀释度为1∶40;
确定阴、阳性界值,D630>0.38判为阳性、D630≤
0.38判为阴性。
2.5 毒素 PMT 的抗血清效价

毒素抗体消长曲线见图5。类毒素菌苗组第2
次免疫后,ELISA检测毒素抗体效价D630为1.027,
而灭活苗组未见抗毒素抗体产生。第3次免疫后类

 A.感染后12h的细胞12hpost-fectionofPMT;B.感染后24h的细胞24hpost-infectionofPMT;C.培养正常对照细胞Controlbuffer.

图3 PMT感染Vero细胞倒置相差显微镜(40×)观察

Fig.3 CytopathiceffectsonVeromonolayers(40×)

M.蛋白质分子质量标准Proteinmarker;

1,2.提纯的天然毒素Purifiedtoxin.

图4 rPMT-C的SDS-PAGE分析

Fig.4 SDS-PAGEanalysisofpurifiedprotein

图5 ELISA检测猪抗PMT抗体消长曲线

Fig.5 TheantibodylevelagainstrPMT-CbyELISA
毒素菌苗组获得的毒素抗体效价较第2次免疫有不

同程度的提高,D630为1.636,而灭活苗组仍未产生

184
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毒素抗体。第4次免疫后类毒素菌苗组 D630达

2.001,琼脂扩散试验检测毒素抗体滴度达1∶16;
灭活苗组仍未见抗毒素抗体产生。为提高抗体水

平,第4次免疫后14d经耳静脉攻毒各组试验猪,
结果对照组猪加强免疫后突然倒地,眼角充血、肿
胀,呼吸困难;灭活苗组试验猪耳部充血、站立不稳、
喘息急促;30min后,对照组和灭活苗试验猪都卧

地不起、皮肤泛红、四肢抽搐、身体颤抖等急性临床

症状,28d后剖杀,观察到试验猪肺部出血、胸腔粘

连。类毒素菌苗虽没有前2组反应强烈,但骚动不

安、喜饮水,体温达40.7℃;48h后,类毒素菌苗组

猪体温降到39.8℃,采食量增多;6d时,类毒素菌

苗组攻毒猪体温、采食量、精神基本恢复正常,10d
时经颈动脉采血,用所建立的毒素抗体ELISA方法

检测D630为2.501(滴度为1∶1024),琼脂扩散试

验检测毒素抗体滴度达1∶32(图6)。

 1.阴性对照 Negativecontrol;2~6.血清样品从21到25的梯

度稀释 Thesamplesdilutedto21~25;Ag.抗原 AntigenPMT.

图6 琼脂扩散试验检测抗体效价

Fig.6 Geldiffusionanalysisofantibodytiters

3 讨 论

PAR于1830年最早发现于德国,现已分布于

世界养猪 业 发 达 的 各 个 国 家 和 地 区[1]。我 国 于

1964年首次在 “约克”种猪中发现PAR,目前该病

在我国发病率高达50%以上。PAR每年给养猪业

带来巨大的经济损失,被誉为世界规模化养猪五大

传染病之一,并被世界动物卫生组织(OIE)定为B
类动物传染病[3-5]。目前,世界上许多养猪业发达的

国家已启动了PAR的根除计划,并投入了大量的

人力和物力对T+Pm开展研究。研究表明,T+Pm
及其所分泌的PMT是PAR的直接致病因子,该毒

素可破坏骨组织内成骨细胞和破骨细胞代谢的动态

平衡,导致成骨细胞功能下降;同时,可通过血循环

对肝、肾、输尿管等产生严重的损害效应[6-8]。PMT
具有很强的致病性,小鼠对其极其敏感,LD50为0.2

μg/只,且注射少量提纯的天然PMT就可以复制出

典型PAR临床症状[8]。有研究报道,目前用于预

防和控制PAR的商品化灭活疫苗已不能有效地保

护猪群,且不能诱导机体产生针对PMT的毒素抗

体[9-10]。为分析天然PMT的生物学活性及免疫保

护性,进而研制PAR新型诊断试剂及有效保护性

疫苗,本研究通过离子交换和分子筛方法,从T+Pm
野毒株中提纯大小约146ku天然PMT,分析显示

天然 PMT 的分泌量非常有限,不到菌体蛋白的

0.6%,且提纯的天然PMT为不耐热蛋白,沸水浴

5min就能使蛋白分解,因而用传统的SDS-PAGE
样品处理方法不能检测到目的蛋白带。

Western-blot分析表明,提纯的PMT具有良

好的反应原性,能与表达rPMT-C的抗血清发生反

应,在约146ku处出现明显的特异性反应带。为深

入评估毒素的生物学活性及安全性,笔者建立了体

外Vero细胞毒性试验模型,结果发现天然PMT表

现很强的生物学活性,其对 Vero细胞毒素效价达

1∶2048,即7ng/mL的毒素在12h内就能使Ve-
ro细胞发生病变。另外,笔者在相关的试验中进行

了小鼠体内毒性试验和小鼠皮肤坏死试验,证实小

鼠在1μg(约5×LD50)攻毒后5h开始出现死亡,

12h后全部死亡,剖检可见各脏器出现明显病变,
且0.1μg的PMT能使小鼠出现约1.5cm大小坏

死皮肤,具有很强的毒性[5]。
在制备抗毒素高免血清试验中,类毒素菌苗组

试验猪能抵抗加强免疫原的攻击,10d后耐过;而
灭活苗和PBS对照组试验猪加强免疫后,试验猪出

现急性败血症等临床症状,剖杀后,观察到试验猪有

肺炎和胸膜炎等临床症状。其原因可能是该毒素属

于分泌型毒素,菌体灭活后,不能分泌该毒素,因此

灭活菌苗中不含该毒素抗原,所以灭活苗和PBS对

照组试验猪体内未产生毒素抗体,不能抵抗200μg
提纯PMT 和50亿菌量的 T+Pm 攻击;而加有

PMT的类毒素菌苗组试验猪体内已产生高滴度毒

素抗体,因此可中和加强免疫抗原,提供有效保护。
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CharacterizationandItsAntibodyPreparationof
PasteurellamultocidaToxin

HUJun-yong TANGJin-mei TANGXi-biao YANGMing-liu
ZHAOZhan-qin WUBin CHENHuan-chun

NationalKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,Huazhong
AgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract PMTwaspurifiedfromsonicextractsofaserotypeDstrainoftoxigenicPasteurella
multocida (T+Pm),withaDEAE-52sephacelcolumnandasephadexG-200column.Westernblotcon-
firmedthatthetoxincouldspecificallyreactwithantiserumagainstT+Pm.CytotoxicityonVerocells
showedthattherewerepathologicallychangesafteradministrationof7ng/mLpurifiedtoxin.Thetoxin
wasemulsifiedwithFreund’sadjuvantinequalvolumestogettoxoidvaccine.Groupsofhealthypigs
werevaccinatedfourtimeswithanintervaloftwoweeks.Theneutralizationantibodytiteroftoxoidvac-
cinedetectedbytheagargeldiffusiontestwas1∶16.However,groupsofinactivatedbacterinandnega-
tivecontroldidn’tproduceantibodiesagainstthetoxin.Allpigswerechallengedintravenouslywith
compoundsof200μgtoxinand5×109cfuHN-13strainofT+Pm.Theprotectionefficiencyoftoxoid
vaccinegroupwas100%,andtheneutralizationantibodytiterwas1∶32.Inactivatedbacterinandnega-
tivecontrolgroupscouldn’tprovideanyprotection.Thedatarevealedthatthetoxinhadimmunogenicity
andthepreparedantiserumcouldbeusedtodevelopdiagnosismethods.
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