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摘要：用 ＰＣＲ技术对华南地区分离的１７株不同血清型副猪嗜血杆菌菌株ｏｍｐＰ２基因进行克隆鉴定，并以

ＣＬＵＳＴＡＬＳ１和ＰＨＹＬＩＰ－３．６８软件将ｏｍｐＰ２基因序列进行比对和遗传进化分析。１７株副猪嗜血杆菌菌株中均

能扩出ｏｍｐＰ２基因，克隆测序结果发现ｏｍｐＰ２基因大小有所不同，与参考序列ＡＢＫＭ０１０００００７的同源性在９２％～
９９％之间。序列比较结果显示，ｏｍｐＰ２基因与ＧｅｎＢａｎｋ公布的副猪嗜血杆菌全基因组测序中的ｏｍｐＰ２基因序列

具有较高的同源性，不同菌株ｏｍｐＰ２基因序列大小存在差异，为进一步验证ｏｍｐＰ２蛋白的功能及相关研究奠定了

基础。
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　　副 猪 嗜 血 杆 菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ，Ｈｐｓ）
是一种革兰阴性菌，具有多形性，主要侵害４～８周

龄仔猪，引起纤维素性胸膜炎、腹膜炎、心包炎、关节

炎和脑 膜 脑 炎 等 症 状，是 仔 猪 死 亡 的 主 要 原 因 之

一［１－２］。根据表面 抗 原 不 同 分 为１５个 血 清 型［３］，各

血清型之间毒力有所不同。
外膜蛋白是革兰阴性菌外膜的重要组成成分，

在致病性 和 免 疫 原 性 方 面 发 挥 着 重 要 的 作 用［４－７］。

ＭｃＶｉｃｋｅｒ等［８］在研究流感嗜血杆菌时发现，ｏｍｐＰ２

蛋白的单抗可与 Ｈｐｓ的菌体蛋白发生杂交反应，且

不同血清型 Ｈｐｓ的杂交蛋白大小有所不同，因此推

断ｏｍｐＰ２蛋白可作为区分 Ｈｐｓ毒力的一个参考指

标。目前尚未见针对 Ｈｐｓ该基因的研究报道，为了

验证该结论，本试验对广东省临床分离的１５株不同

血清型 Ｈｐｓ和２株 国 际 参 考 菌 株 的 外 膜 蛋 白 编 码

基因ｏｍｐＰ２进行了克隆测序及序列分析，旨在探讨

不同血清型 Ｈｐｓ外膜蛋白间的差别，并为进一步研

究其毒力相关性、免疫原性、鉴别诊断方法和研制亚

单位疫苗等提供依据。

１　材料与方法

１．１　副猪嗜血杆菌菌株　１５株地方分离副猪嗜血

杆菌和２株国 际 参 考 菌 株 ＨＳ８０、ＳＷ１２４由 本 实 验
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室保存。

１．２　主要试剂　ＴＳＡ和ＴＳＢ购自ＢＤ　Ｄｉｆｃｏ，使用

时添加１０％小牛血清和０．００５％ＮＡＤ；小牛血清和

ＮＡＤ购自 北 京 鼎 国 生 物 技 术 有 限 公 司。ｄＮＴＰｓ、

ｒＴａｑ酶、Ｔ载体、内切酶等购自大连宝生 物 工 程 有

限公司；基因测序由上海生工生物工程技术有限公

司完成。

１．３　细 菌 基 因 组ＤＮＡ的 抽 提　所 有 菌 株 细 菌 在

ＴＳＡ培 养 基 上 过 夜 培 养 后，用 接 种 环 挑 取 单 一 菌

落，溶于４０μＬ无菌蒸馏水中，煮沸５ｍｉｎ后，冰浴５
ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液－２０℃保存备

用。

１．４　ｏｍｐ　Ｐ２基因的克隆测序　参照ＧｅｎＢａｎｋ中

序 列 ＡＢＫＭ０１０００００７ （Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ
Ｈ０１６５）设计引物，由上海生工生物工程技术有限公

司合成。引物序列为：

Ｐ１：５′－ＡＡＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣ－
ＴＡＧＴＡＧＣ－３′；

Ｐ２：５′－ＡＡＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＣＡＴＡＡＴＡＣＡＣ－
ＧＴＡＡＡＣＣ－３′。

ＰＣＲ采 用２５μＬ 反 应 体 系：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引

物各１．０μＬ，模 板１．０μＬ（细 菌 基 因 组），５Ｕ／μＬ
ｒＴａｑ酶０．５μＬ，然 后 加ｄｄＨ２Ｏ调 整 终 体 积 至２５

μＬ。ＰＣＲ反 应 程 序 为：９４℃５ｍｉｎ后，按９４℃４５
ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ进 行３０个 循 环，然 后 在

７２℃延伸１０ｍｉｎ。最后ＰＣＲ产物克隆至Ｔ载体后

送上海生工测序。

１．５　副猪嗜血杆菌不同血清型菌株ｏｍｐＰ２基因序

列比较　对实验室保存的１５株不同血清型副猪嗜

血杆 菌（表２）的ｏｍｐＰ２基 因 序 列 进 行 分 析，利 用

ＢＬＡＳＴ和ＥＸＰＡＳＹ等 生 物 信 息 软 件 进 行 核 酸 序

列 和 氨 基 酸 序 列 比 较，鉴 定 不 同 副 猪 嗜 血 杆 菌

ｏｍｐＰ２ 基 因 序 列 和 编 码 产 物 的 差 异。利 用

ＣＬＵＳＴＡＬＳ１和ＰＨＹＬＩＰ－３．６８等软件进行核酸序

列比较，绘制ｏｍｐＰ２基因进化树，鉴定副猪嗜血杆

菌ｏｍｐＰ２基因遗传进化关系。

２　结果

２．１　ｏｍｐＰ２基 因ＰＣＲ扩 增 结 果　以 实 验 室 保 存

的１５株副猪嗜血杆菌地方分离株和２株参考菌株

（表１）提 取 的 基 因 组 为 模 板，用ｏｍｐＰ２引 物 进 行

ＰＣＲ扩增，结果均为阳性（图１）。对其ＰＣＲ产物进

行 克 隆 测 序，测 序 结 果 与ＧｅｎＢａｎｋ中，参 考 序 列

ＡＢＫＭ０１０００００７的１　０８０ｂｐ基本相符。

图１　Ｈｐｓ菌 株ｏｍｐＰ２基 因 片 段ＰＣＲ扩 增 结 果　１～８．

ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

表１　１７株副猪嗜血杆菌的相关信息

菌株 分离部位 血清型
序列长

度／ｂｐ

氨基

酸／个

同源

性／％

Ｈ１０ 脑 ４　 １　０７７　 ３５９　 ９７

Ｈ１５ 心脏 ５　 １　０９２　 ３６４　 ９６

Ｈ２５ 腹腔积液 ４　 １　０７７　 ３５９　 ９７

Ｈ４３ 脑 ４　 １　０９２　 ３６４　 ９６

ｓｗ１２４＊ － ４　 １　０７７　 ３５９　 ９８

Ｈ３７ 淋巴结 １４　 １　１８８　 ３９６　 ９２

Ｈ４９ 胸膜积液 ＮＴ　 １　１８８　 ３９６　 ９２

ＨＳ８０＊ 脑 ５　 １　０８０　 ３６０　 ９９

Ｈ１７ 肺脏 ５　 １　０９２　 ３６４　 ９６

Ｈ２６ 心脏 １２　 １　０７７　 ３５９　 ９８

Ｈ２７ 关节液 １２　 １　０８０　 ３６０　 ９９

Ｈ３１ 肺脏 １２　 １　０８０　 ３６０　 ９９

Ｈ３３ 心脏 ４　 １　０８６　 ３６２　 ９９

Ｈ３８ 肺脏 ＮＴ　 １　１９１　 ３９７　 ９２

Ｈ４５ 心包积液 ５　 １　０９２　 ３６４　 ９６

Ｈ４７ 脑 ＮＴ　 １　０８３　 ３６１　 ９９

Ｈ０１６５ － ５　 １　０９２　 ３６４　 ９６

　　 注：１．＊示参考菌株；２．ＮＴ示未定型

２．２　副猪嗜血杆菌ｏｍｐＰ２基因核苷酸及蛋白质氨

基酸序列分析　１７株副猪嗜血杆菌ｏｍｐＰ２基因完

整的ＯＲＦ和氨基酸见表１。菌株 Ｈ１０、Ｈ１５、Ｈ２５、

Ｈ３７、Ｈ４３、Ｈ４９、Ｈ１７、Ｈ２６、Ｈ２７、Ｈ３１、Ｈ３３、Ｈ３８、

Ｈ４５、Ｈ４７、Ｈ０１６５、ＨＳ８０和ＳＷ１２４的ｏｍｐＰ２基因

序列 在 ＧｅｎＢａｎｋ上 的 登 陆 号 分 别 为 ＦＪ６８５７５４、

ＦＪ６８５７５５、 ＦＪ６８５７５６、 ＦＪ６８５７５７、 ＦＪ６８５７５８、

ＦＪ６８５７５９、ＧＱ２４２０２２、 ＧＱ２４２０２４、 ＧＱ２４２０２５、

ＧＱ２４２０２６、ＧＱ２４２０２１、ＧＱ２４２０２７、ＧＱ２４２０２３、

ＧＱ２４２０２８、ＮＣ＿０１１８５２、ＦＪ６８５７６０和ＦＪ６８５７６１。

ＢＬＡＳＴ结 果 表 明，１７株 菌 株 的ｏｍｐＰ２基 因

序列与ＡＢＫＭ０１０００００７的同源性均在９２％～９９％
之间，证实ＰＣＲ所得片段均为ｏｍｐＰ２基因。１７株
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Ｈｐｓ的ｏｍｐＰ２片 段 长 度 有 所 差 别，其 中 Ｈ３７和

Ｈ４９比其 他 片 段 多 出１０２～１１７ｂｐ。在 ｗｗｗ．ｅｘ－
ｐａｓｙ．ｃｏｍ 上 推 导 出 氨 基 酸 序 列，用 ＣＬＵＳＴＡＬＳ１
进行序列比对分析。８株菌株的氨基酸比较结果发

现，Ｈ３７、Ｈ３８和 Ｈ４９在１５１～１７０位 和２５６～２７９
位比 Ｈ１５、Ｈ１７、Ｈ４３、ＳＨ０１６５和 Ｈ４５多出３４个氨

基酸，比其他菌株多３９个氨基酸（图２）。

图２　副猪嗜血杆菌ｏｍｐＰ２蛋白质氨基酸序列的差别

　　用 ＣＬＵＳＴＲＡＬ１和ＰＨＹＬＩＰ－３．６８等 软 件 对

１７株 Ｈｐｓ菌 株 的ｏｍｐＰ２基 因 序 列 进 行 遗 传 进 化

分析（图３）。Ｈ３７、Ｈ３８和 Ｈ４９　３株 含 有 插 入 片 段

的菌株聚为 一 群，与 其 他 菌 株 遗 传 距 离 相 对 较 远。

Ｈ１５、Ｈ１７、Ｈ４５和参考序列 Ｈ０１６５聚为一群，４株

菌同为血清５型，标准菌株 ＨＳ８０也是血清５型，却
离这个分支较远，可能是因为分离地域不同而形成

的遗传上 的 差 异。而 同 为 血 清４型 的 Ｈ２５、Ｈ３３、

Ｈ４３和ＳＷ１２４处 于 不 同 的 分 支 上，在 基 因 分 型 中

发现血清４型菌株的基因型也差异较大［９］。

图３　１７株副猪嗜血杆菌ｏｍｐＰ２基因序列遗传进化树

３　讨论

外膜蛋白是革兰阴性菌外膜的重要组成成分，
在致病性和免疫原性方面发挥着重要的作用，一直

是 国 内 外 科 学 工 作 者 研 究 的 热 点。美 国 学 者

ＭｃＶｉｃｋｅｒ等［８］在进行流感嗜血杆菌的ｏｍｐＰ２蛋白

单克隆抗体研究时发现，该单抗可与副猪嗜血杆菌

菌体蛋白发生反应，且不同毒力菌株反应蛋白大小

有所 不 同，在 有 毒 力 Ｈｐｓ菌 株 中ｏｍｐＰ２蛋 白 为

４８　０００，而 在 非 毒 力 菌 株 中 却 为５５　０００，并 预 期

ｏｍｐＰ２蛋白可 用 来 区 分 Ｈｐｓ毒 力 与 非 毒 力 菌 株。
在流感嗜血杆菌中Ｐ２被认为是与定殖相关且与免

疫应答 有 关，流 感 嗜 血 杆 菌 的Ｐ２外 露 表 面 环 能 够

激活真核生物 的 ＭＡＰ激 酶 信 号 通 路，该 通 路 在 调

控先天免疫 和 改 善 免 疫 应 答 方 面 发 挥 着 重 要 的 作

用。但在副猪嗜血杆菌中关于该蛋白的功能却研究

的较少。
本试验对猪的重要经济性病原副猪嗜血杆菌我

国华南地区分离的 Ｈｐｓ菌株ｏｍｐＰ２基因进行了克

隆测序分析，在所有的临床分离菌株中均可以检测

到Ｐ２基因，且 存 在 极 高 的 多 样 性。特 别 值 得 注 意

的是Ｈ３７，Ｈ３８和Ｈ４９中Ｐ２的２段保守插入序列，
使其比其他１５株分别多出３４个和３９个氨基酸，这
构成了进化树发散为２个不同谱系的基础，这是否

与 Ｈｐｓ菌株的毒力相关还有待进一步验证。
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