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丹毒丝菌 ＳｐａＡ基因免疫保护区的克隆
及其在毕赤酵母中的表达
蒋志琼，钟泽民，谭博敏，余希尧，黄毓茂

（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】以毕赤酵母ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３为宿主表达猪丹毒丝菌ＥｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅＳｐａＡ基因氨基端的
免疫保护区蛋白．【方法】以采集于广东某猪场的猪丹毒丝菌为模板，根据ＮＣＢＩ中已发表的Ｓｐａ基因ｃＤＮＡ序列设
计１对引物，通过ＰＣＲ扩增得到ＳｐａＡＮ，并将其连接到表达载体ｐＰＩＣＺαＣ上，得到重组表达质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ；
用ＳａｃＩ酶将重组表达质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ线性化后电转化入毕赤酵母Ｘ３３，经含博来霉素 ＺｅｎｃｉｎＴＭ抗性的 ＹＰ
ＤＳ平板筛选和ＰＣＲ鉴定的阳性转化子，用含不同浓度博来霉素抗性的 ＹＰＤＳ平板筛选出高拷贝子并进行甲醇诱
导培养，分别于诱导４８、７２、９６ｈ后离心收集上清液，立即做ＳＤＳＰＡＧＥ，并进行ＳＤＳＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验．【结
果和结论】成功克隆并表达了ＳｐａＡＮ基因，构建了重组表达质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ，并以毕赤酵母Ｘ３３为宿主成功
表达了猪丹毒丝菌ＳｐａＡ基因氨基端的免疫保护区蛋白．丹毒丝菌ＳｐａＡＮ作为免疫保护区在酵母宿主中得以成功
表达．
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　　丹毒丝菌Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ属于丹毒丝
菌属，是一种兼性厌氧、无芽孢、不产酸的纤小革兰

阳性杆菌［１］，是引起猪丹毒和人类丹毒症的病原

体［２］．该菌能够在各种环境中长期存在（包括海
中）［３］，并且能够感染各种野生动物和家畜、鸟类和

鱼类［４８］，从而引发疾病（鱼除外），该病在全球广泛

存在，呈散发或流行性发生，特别是能够引起猪的急

性热性败血症、亚急性疹块、慢性关节炎和心内膜

炎，给养猪业造成了巨大的损失［９］．目前国内猪丹毒
病仍时有发生［１０１４］，虽然感染阳性率不高，但是猪丹

毒的阳性检出率却比较高［１５］，因此猪丹毒的隐性感

染值得关注．目前，常用防治猪丹毒的方法还是传统
疫苗，虽然此类疫苗在一定程度上起到了相应的作

用，但对慢性猪丹毒的作用效果并不强，而且还在很

大程度上增加了猪慢性关节炎的发病率［１６１７］，因此

研究一种新型猪丹毒疫苗迫在眉睫．
近年来国内外学者对猪丹毒免疫保护性蛋白

（ｒＳｐａ）进行了大量的研究，为猪丹毒的诊断和防治
提供了科学的理论依据．其中表面保护抗原 Ａ
（ＳｐａＡ）由Ｎ端的免疫保护性区域和 Ｃ端的细胞结
合区域组成，大量研究表明其具有良好的免疫保护

功能［８，１８２０］．而ＳｐａＡ蛋白中起主要免疫保护效应的
核心区段为氨基端（ＳｐａＡＮ），其免疫保护作用受到
国内外学者的广泛关注，并进行了大量的试验研

究［２１２５］．研究者们利用原核表达技术成功地克隆出
ＳｐａＮ片段基因序列，并且研究了其免疫功能［２３，２５］．

本试验成功地扩增了 ＳｐａＮ基因序列，并利用
酵母表达系统对其进行表达，为 ＳｐａＮ作为一种亚
单位疫苗投入生产时的高产量、生长快速、易操作和

低成本提供了理论依据．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　菌株和载体　猪丹毒菌分离自广东某猪场，
ｐＰＩＣＺαＣ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α为 ＴａＫａＲａ公司产品，毕赤酵母
ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３由华南农业大学兽医学院传染病
教研室保存．
１．１．２　试剂与酶类　质粒提取试剂盒、胶回收试剂

盒、纯化试剂盒等为Ｏｍｅｇａ公司产品；各限制性内切
酶、Ｔ４连接酶、ＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等为 ＴａＫａ
Ｒａ公司产品；ＰＣＲ引物合成及测序由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
完成；博莱霉素、Ｄ生物素、酵母氮碱等为Ｓｉｇｍａ公司
产品；培养基成分如蛋白胨、酵母提取物、葡萄糖、培

养基以及 ＳＤＳＰＡＧＥ试验所需试剂、ＨＲＰ标记的羊
抗鼠 ＩｇＧ等均为北京鼎国生物技术公司产品；其他
试剂均为国产分析纯．
１．１．３　培养基　ＬＢ液体培养基：１０ｇ胰蛋白胨，５ｇ
酵母提取物，１０ｇＮａＣｌ，双蒸水定容至１Ｌ．固体 ＬＢ
培养基：在液体ＬＢ培养基基础上加１５％琼脂粉．血
清琼脂培养基：在普通 ＬＢ培养基的配方基础上，双
蒸水定容至９０ｍＬ后混匀高压，待冷却至一定温度
时加入１０％的兔血清．ＹＰＤ培养基：酵母提取物１０
ｇ，胰蛋白胨２０ｇ，溶于９００ｍＬ双蒸水中，高压灭菌
２０ｍｉｎ，再加入１００ｍＬ已过滤０２ｇ·ｍＬ－１的 Ｄ葡
萄糖．ＹＰＤＳ培养基：酵母提取物１０ｇ，胰蛋白胨 ２０
ｇ，山梨醇 １８２２ｇ，双蒸水定容至 ９００ｍＬ，高压 ２０
ｍｉｎ后加入１００ｍＬ已灭菌的０２ｇ·ｍＬ－１的Ｄ葡萄
糖．ＢＭＧＹ培养基：酵母提取物１０ｇ、胰蛋白胨２０ｇ
溶于７００ｍＬ双蒸水中，高压灭菌后冷却至室温，分
别加入 １００ｍＬ已除菌的 １ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液
（ｐＨ６０）、１３４ｇ·Ｌ－１酵母氮碱、体积分数为１０％的
丙三醇及 ２０ｍｇ·Ｌ－１的生物素 ２ｍＬ．ＢＭＭＹ培养
基：酵母提取物１０ｇ，胰蛋白胨２０ｇ，溶于７００ｍＬ双
蒸水中，高压灭菌后冷却至室温，分别加入１００ｍＬ已
除菌的１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ｐＨ６０）、１３４ｇ·Ｌ－１

酵母氮碱、体积分数为 １０％的甲醇 １０ｍＬ及 ２０
ｍｇ·Ｌ－１的生物素２ｍＬ．
１．２　重组毕赤酵母表达载体的建立
１．２．１　引物的设计与合成　根据 ＮＣＢＩ上 ＳｐａＡ序
列，登录号：ＡＢ２５９６５４１，运用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５０软
件设计１对特异性引物用于扩增 ＳｐａＡＮ．上游引物
Ｐ１加入 ＸｈｏＩ酶切位点；下游引物 Ｐ２加入 ＸｂａＩ酶
切位点和终止密码子．本试验预采用毕赤酵母表达
载体的α因子信号肽，由于质粒 ｐＰＩＣＺαＣ双酶切中
会丢失ＫＥＸ２蛋白酶的酶切位点 ＬｙｓＡｒｇ，因此在设
计上游引物的时候，还加入了编码ＬｙｓＡｒｇ的密码子
ＡＡＡＡＧＡ．引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成．引物序列：上
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游引物 Ｐ１，５′ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡＧＧＧＴＡＣＣＡＡ
ＡＧＴＴＴＣＧＡＡＧＣ３′；下游引物Ｐ２，５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡ
ＧＡＴＣＴＴＴＡＧＧＴＴＴＴＴＣＴＴＣＡＴＣＡＡ３′．
１．２．２　丹毒丝菌ＳｐａＡＮ的ＰＣＲ扩增　利用煮－冻－
煮法裂解猪丹毒丝菌的细胞壁，进行菌落ＰＣＲ．ＰＣＲ反
应体系：Ｅｘ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，２５ｍｍｏｌｄＮＴＰＭｉｘ
ｔｕｒｅ２μＬ，引物 Ｐ１、Ｐ２各０５μＬ，ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合
酶０１２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７３７５μＬ，模板 ２μＬ．反应条
件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 ７０ｓ，３０个循环；７２℃终延伸 １０
ｍｉｎ．经８ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳分析产物后，利用
ＤＮＡ回收试剂盒进行纯化回收．
１．２．３　重组表达载体的构建　对胶回收后的回收
产物ＳｐａＮ和表达载体 ｐＰＩＣＺαＣ同时进行 ＸｈｏＩ和
ＸｂａＩ双酶切，并利用 ＤＮＡ胶回收试剂盒进行纯化
回收．将酶切回收后的目的基因与表达载体连接后
转化大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态细胞，将最后一步的
重悬液均匀涂布于含 ＺｅｎｃｉｎＴＭ（２５μｇ·ｍＬ－１）的低
盐ＬＢ固体培养基上，放入３７℃培养箱中培养１２～
１６ｈ．
１．２．４　重组表达质粒的鉴定　ＰＣＲ鉴定：挑选低盐
ＬＢ 平 板 上 的 可 疑 菌 落 于 含 ＺｅｎｃｉｎＴＭ （１００
μｇ·ｍＬ－１）ＬＢ液体培养基中３７℃震荡培养８ｈ，做
菌液ＰＣＲ鉴定．ＰＣＲ体系与反应条件同“１２２”．

单酶切和双酶切鉴定：按照相应体系，利用酶

ＸｈｏＩ与ＸｂａＩ进行双酶切鉴定，用酶ＸｂａＩ进行单酶
切鉴定．
１．３　ＳｐａＡＮ基因在毕赤酵母中的表达
１．３．１　毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞的制备　参照Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎＥａｓｙＳｅｌｅｃｔＰｉｃｈｉａＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｋｉｔ介绍的方法
进行制备．
１．３．２　重组质粒 ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ的电击转化　根
据Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司实验手册进行．先利用 ＳａｃＩ单酶
切重组质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ，使之线性化，同时对空
质粒ｐＰＩＣＺαＣ也进行同酶同系线性化，反应体系（５０
μＬ）：１０× Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ３０μＬ，
ＳａｃＩ３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ．将７５μＬ新制备的感受态
酵母细胞与２５μＬ线性化的重组质粒轻轻混匀后转
入预冷的电转杯中冰浴５ｍｉｎ．设定电转参数３０５Ｖ，
进行１５ｍｓ电转后立即加入１ｍＬ预冷的１ｍｏｌ·Ｌ－１

山梨醇，混匀后转入５ｍＬ离心管，３０℃条件下静置
１～２ｈ，再加入ＹＰＤ液体培养基１ｍＬ，３０℃震荡培
养１ｈ．４０００ｒ·ｍｉｎ－１收集菌体，用５０～２００μＬＹＰＤ
重悬菌体后铺于新鲜制备的ＹＰＤＳ平板（含 ＺｅｎｃｉｎＴＭ

１００μｇ·ｍＬ－１）上，将平板倒置于３０℃培养箱中培

养 ３～５ｄ．
１．３．３　重组酵母菌菌液 ＰＣＲ鉴定及高拷贝转化子
的筛选　挑取单菌落于 １ｍＬＹＰＤＳ培养基中（含
ＺｅｎｃｉｎＴＭ２００μｇ·ｍＬ－１）扩菌培养，采用煮 －冻 －煮
法制备ＰＣＲ模板分析毕赤酵母转化子，以 Ｐ１、Ｐ２为
引物扩增出１０２９ｂｐ的片段为阳性转化子．ＰＣＲ体
系与反应条件同“１２２”．再经不同浓度 ＺｅｎｃｉｎＴＭ的
ＹＰＤＳ平板筛选高拷贝克隆工程菌，用于高效诱导表
达ＳｐａＡＮ蛋白．
１．３．４　抗血清的制备　购买８只体质量都在１５ｇ
左右的ＳＰＦ雌鼠．培养猪丹毒菌，用平板计数法进行
计数，并用生理盐水将其稀释至１０ＬＤ５０（１１×１０

２

ｃｆｕ），加入体积分数为０１％的甲醛进行灭菌处理，
划板验证为无菌后进行下一步试验．将铝胶佐剂与
经过灭菌处理的猪丹毒菌液按照体积比１∶５的比例
进行混合，第１次免疫时每只小鼠腹腔注射１００μＬ
混合液，１４ｄ后进行第２次免疫，第２次免疫１０ｄ后
进行第３次免疫，３次注射剂量均相同，在第３次免
疫１０ｄ后进行摘眼取血．采集的血液先置３７℃条件
下凝固约２ｈ，然后置４℃条件下过夜，使血块收缩，
第２天５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集血清，于－８０
℃条件保存备用．
１．３．５　高拷贝酵母工程菌的诱导表达和ＳＤＳＰＡＧＥ
　挑取阳性单克隆转化子，接种至 ＢＭＧＹ中，２８℃
摇至Ｄ６００ｎｍ为２～６，用 ＢＭＭＹ重悬细胞至 Ｄ６００ｎｍ为
１０进行诱导表达，每２４ｈ加甲醇至甲醛终体积分
数为１％以继续诱导．分别在４８、７２、９６ｈ时离心收
集上清液，立即做 ＳＤＳＰＡＧＥ或 －２０℃条件保存备
用，并做ＳＤＳＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析．
１．３．６　免疫及动物保护试验　将 １６只体质量为
１８～２０ｇ的昆明小鼠随机分为２组，每组８只．将生
理盐水、经过毕赤酵母表达的ＳｐａＡＮ蛋白分别与铝
胶佐剂以体积比５∶１进行混合，每只小鼠腹腔注射
混合液１００μＬ进行第１次免疫，分别命名为组１、组
２，其中组１为空白对照组．第１次免疫１４ｄ后进行
第２次免疫，各组的免疫剂量与方法同第１次免疫．
分别对第２次免疫１４ｄ后的２组免疫小鼠进行腹腔
注射攻毒，攻毒剂量为１００ＬＤ５０（１１×１０

３ｃｆｕ），连续
观察１０ｄ，记录各组小鼠死亡数，计算各免疫组的保
护率．

２　结果
２．１　ＳｐａＮ基因的合成

以菌液为模板，Ｐ１、Ｐ２为引物，进行 ＰＣＲ扩增，
经１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳可观察到有单一条带，
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与实际条带１０２９ｂｐ相符（图１）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；０：阴性对照；１：ＳｐａＮ基因．

图１　ＳｐａＮ基因ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｐａＮｇｅｎｅ

２．２　重组表达质粒的ＰＣＲ鉴定
从转化后培养的低盐 ＬＢ平板上挑取疑似阳性

的单菌落，接种于含 ＺｅｎｃｉｎＴＭ２５μｇ·ｍＬ－１的 ＬＢ液
体培养基中，３７℃条件下震荡过夜，直接以菌液为模
板进行 ＰＣＲ鉴定，以 Ｐ１、Ｐ２为引物，扩增产物经１０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳，可观察到大小约为１０２９ｂｐ
的单一条带（图２），而阴性对照无任何条带．结果表
明猪丹毒ＳｐａＡＮ已成功插入表达载体中．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；０：阴性对照；１：重组质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ．

图２　重组质粒 ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ的 ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ

ｂｙＰＣＲ

２．３　重组表达质粒 ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ的单酶切及双
酶切鉴定

　　以抽提的质粒分别在２０μＬ体系中做 ＸｈｏＩ单
酶切鉴定及ＸｂａＩ和ＸｈｏＩ的双酶切鉴定，并且以不
加酶的重组表达质粒作阴性对照，于３７℃恒温水浴
过夜后，以１ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳检测结果．单
酶切出现１条４６ｋｂ左右条带，与实际相符；双酶切
出现２条带，其中１条大小约为１０２９ｂｐ，与外源目
的基因大小１０２９ｂｐ相符（图３）．

Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；０：未酶切的 ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ质粒；

１：ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ质粒 ＸｈｏＩ单酶切产物；２：ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ质粒

ＸｂａＩ和 ＸｈｏＩ双酶切产物．

图３　重组质粒ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ的酶切鉴定
Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ

ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．４　重组表达质粒的序列测定结果
将经过ＰＣＲ和酶切鉴定的阳性重组表达质粒，

送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，用载体引物（即通用引物）对重组
质粒 ｐＰＩＣＺαＣＳｐａＡＮ进行测序．结果显示，目的片
段与ＮＣＢＩ已发表的ＳｐａＮ序列的相似性高达９９％．
２．５　重组酵母菌液ＰＣＲ鉴定

挑取电转的阳性菌落于１ｍＬ的ＹＰＤＳ液体培养
基中（含 ＺｅｎｃｉｎＴＭ１００μｇ·ｍＬ－１），３０℃条件下１８０
ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，取少量菌液进行 ＰＣＲ鉴定．同时
取空载体 ｐＰＩＣＺαＣ／Ｘ３３转化的重组酵母菌作阴性
对照，电泳检测．结果显示：重组质粒转化的重组酵
母菌液可以扩增出大小约为１０２９ｂｐ的特异条带，
而空质粒转化的酵母菌液在１０２９ｂｐ处无条带（图
４）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；０：空质粒转化酵母 ＰＣＲ扩增产物；１～４：重

组质粒／Ｘ３３的ＰＣＲ扩增产物．

图４　重组酵母菌液ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｙｅａｓｔｂｙＰＣＲ

２．６　ＳｐａＡＮ表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
高拷贝重组酵母工程菌株经甲醇诱导表达，分
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别于诱导４８、７２、９６ｈ后经１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心收集
酵母上清液后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％分离胶和５％浓
缩胶）表达分析，考马斯亮蓝染色鉴定．结果显示，相
对分子质量约为４００００的 ＳｐａＮ蛋白得以表达（图
５），表明猪丹毒 ＳｐａＮ蛋白在酵母 Ｘ３３中成功表
达．

Ｍ：低相对分子质量蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＳｐａＡＮ诱导 ９６ｈ后上清液；

２：ＳｐａＡＮ诱导７２ｈ后上清液；３：ＳｐａＡＮ诱导４８ｈ后上清液．

图５　ＳｐａＮ表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．５　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｅｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳｐａＮｇｅｎｅ

２．７　ＳｐａＡＮ表达产物的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
表达蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹检测结果显

示，抗天然ＳｐａＡ蛋白抗体（抗血清）和通过酵母表达
的ＳｐａＡＮ蛋白发生了特异性反应，说明 ＳｐａＡＮ蛋
白在毕赤酵母中得到成功的表达（图６）．

Ｍ：蛋白质相对分子质量Ｍａｒｋｅｒ；１：诱导９６ｈ后上清液．

图６　 ＳｐａＡＮ表达产物的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．６　ＩｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｅｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳｐａＡＮｇｅｎｅ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．８　免疫及动物保护试验结果
组１的生理盐水对照组小鼠在攻毒后表现出一

些不适的症状：食欲下降、毛发起皱及精神沉郁等，

第５天开始死亡，到第８天全部死亡．而组２的ＳｐａＡ
Ｎ蛋白试验组在攻毒的前２ｄ有一些不适症状，但到
后期这些不适症状消失，没有出现死亡情况．试验结果

表明试验所表达的ＳｐａＡＮ蛋白具有免疫保护性．

３　讨论

现在世界各地猪丹毒仍频繁爆发［２６］，给世界各

国的养猪业造成了巨大的经济损失．目前常用活菌
疫苗、灭活疫苗及联苗等来预防和控制该病的发生

和传播，但是接种活菌苗有可能使免疫动物变成带

菌者和细菌的传播者，从而使得慢性病例逐渐增加；

灭活疫苗的培养液本身是异体蛋白，易使接种动物

发生过敏反应．而亚单位疫苗具有安全性高、产量
高、稳定性好等优点，克服了活菌疫苗的毒力返强和

灭活对猪只引起过敏反应等缺点．
近几年来，相继出现了一些对猪丹毒杆菌的分

子生物学和免疫学的研究，Ｍａｋｉｎｏ等［１８］克隆和表达

了猪丹毒丝菌表面保护性抗原ＳｐａＡ，发现ＳｐａＡ的Ｎ
端３４２个氨基酸残基组成的多肽承担了该蛋白的免
疫保护功能．前人对猪丹毒杆菌ＳｐａＡ的氨基酸进行
原核表达和重组疫苗的研究结果表明，ＳｐａＡＮ蛋白
具有良好的免疫保护作用［２１２５］．但现如今的研究都
是基于原核表达系统上，其表达的目的产物常以包

涵体形式存在，无翻译后的修饰加工过程［２７］，包涵体

复性困难且效率很低．而本试验采用的毕赤酵母表
达系统与其他表达系统相比，有着不可比拟的优势，

其既有原核生物繁殖快、易于培养、培养基廉价和试

验过程简单可行等特点，又具有强有力的启动子，还

可以对外源蛋白进行加工折叠和翻译后修饰［２８］等真

核生物表达体系的特点，而且巴斯德毕赤酵母还是

一种能高效表达外源蛋白的表达系统，具有遗传稳

定、表达水平高、蛋白可翻译后加工、产物可分泌、可

高密度发酵等许多优点［２９］．
本研究成功克隆并表达了猪丹毒丝菌 Ｃ４３０６５

ＳｐａＡ的Ｎ端免疫保护片段，测序结果分析发现其与
ＮＣＢＩ上已登录的不同血清型菌株的 ＳｐａＡ基因的核
苷酸序列的相似性高达９９％，说明该基因具有很高
的保守性．ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明其具
有免疫反应性，因此，本研究为猪丹毒新型亚单位疫

苗的研制和大规模生产奠定了基础．
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