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I 

摘 要 

马腺疫是由马链球菌马亚种（Streptococcus equi subspecies equi, S. equi）引起的一种急性接

触性传染病，严重影响幼驹的成长发育，是马属动物最常见的传染病之一。我国将马腺疫列为

三类动物疫病，但在我国尚无预防该病的有效疫苗，也缺乏 S. equi 动物感染和保护模型。S. 

equi 表达多种起到毒力作用的蛋白质，其中包括胶原蛋白结合蛋白 CNE，α2-巨球蛋白/白蛋白

/IgG 结合蛋白 EAG，胶原蛋白样蛋白家族成员 SclC、SclI 和 SclF，具有典型的细菌表面蛋白特

征的 Eq5 和 Eq8 等 7 种表面蛋白，以及 1 种分泌蛋白 IgG 内肽酶 IdeE。这些蛋白质在参与促进

细菌黏附、免疫逃避以及对天然和适应性宿主防御产生抵抗等过程中发挥着重要作用。 

本研究旨在利用 8 种 S. equi 的蛋白作为亚单位疫苗候选蛋白，构建多组分融合蛋白，探究

其作为马腺疫亚单位疫苗的潜力。以 S. equi HLJ2018 株基因组 DNA 为模板，用 PCR 方法扩增

编码这 8 种蛋白的 cne、eag、SclC、SclI、SclF、eq5、eq8 和 ideE 基因，将扩增到的 DNA 片段

分别插入载体 pGEX-6p-1，构建了重组表达质粒 pGEX-6p-1-CNE、pGEX-6p-1-EAG、pGEX-6p-

1-SclF、pGEX-6p-1-SclI、pGEX-6p-1-SclC、pGEX-6p-1-EQ8、pGEX-6p-1-EQ5 和 pGEX-6p-1-

ideE。通过大肠杆菌系统表达并纯化蛋白，初步建立能够分别检测这 8 种抗原特异性抗体效价的

间接 ELISA 方法。通过同源重组技术依次串联该 8 个基因，构建重组质粒 pET-28a-SE8，转化

大肠杆菌后诱导表达 8 组分融合蛋白 SE8（rSE8），利用 S. equi 阳性马血清和 S. equi 感染小鼠

血清通过 western blot 检测 rSE8 的反应原性，添加 8%佐剂后制备成多组分融合蛋白疫苗；将

HLJ2018 株利用甲醛灭活后添加 8%佐剂制备成灭活疫苗。以 rSE8 疫苗和 HLJ2018 灭活疫苗分

别免疫小鼠。利用 8 种单组分蛋白和一种 GST 标签的 SE8 融合蛋白建立的间接 ELISA 方法，检

测 rSE8 免疫后小鼠血清中各蛋白特异性抗体水平以及 rSE8 特异性抗体亚型水平。以梯度浓度

的 HLJ2018 株菌液感染小鼠，建立 HLJ2018 株感染小鼠模型，确定 HLJ2018 株对小鼠的最小完

全致死剂量。在攻菌保护试验中，以 10 倍最小完全致死剂量 HLJ2018 株感染小鼠后，检测免疫

小鼠的攻菌保护率、体质量变化、器官病理变化、器官含菌量和细胞因子变化等指标。 

结果表明，成功构建大肠杆菌表达质粒 pET-28a-SE8，纯化后的 rSE8 大小为 181 kU，具有

与 S. equi 自然感染马阳性血清和 S. equi 感染小鼠血清结合的良好反应原性。rSE8 免疫小鼠后，

可诱导小鼠产生 rSE8 及其所包含的 8 种抗原的特异性 IgG 抗体，且 rSE8 特异性 IgG1 水平显著

高于 IgG2a 和 IgG2b 水平（P＜0.0001）；HLJ2018 株感染 rSE8 免疫组小鼠，可得到完全保护，

而 HLJ2018 灭活疫苗免疫组小鼠的保护率只有 66.7%；rSE8 免疫组小鼠体质量很快恢复正常，

灭活疫苗免疫组和对照组小鼠体质量在观察期内呈现持续下降的趋势；rSE8 免疫组的各脏器未

见明显病变，灭活疫苗免疫组和对照组小鼠各器官出现不同程度的病变；rSE8 免疫组小鼠的各

脏器均未分离到 HLJ2018 株，从灭活疫苗免疫组和对照组小鼠器官中分离到了 HLJ2018 株。 

结果提示，rSE8 疫苗和灭活疫苗都能诱导小鼠产生有效的保护性免疫应答，但 rSE8 能够诱

导小鼠产生更高免疫水平，更有效地保护机体免受 S. equi 的攻击，阻止 S. equi 引起的器官病变，

具有更强的免疫调节和免疫诱导能力。本研究为马腺疫亚单位疫苗的研究提供了参考依据。 

关键词：马链球菌马亚种，多组分融合蛋白，亚单位疫苗
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Abstract 

Strangles was classified as Class III animal disease, which is an acute equine infectious disease and 

one of the most common infectious diseases among equine caused by Streptococcus equi subspecies 

equi (S. equi), causing severe impact on the growth of foals. There were no effective vaccines against it 

and no S. equi infection and protection animal models in China. A variety of proteins were considered 

to be virulence factors expressed by S. equi including surface proteins such as collagen-binding protein 

CNE, α2-macroglobulin/albumin/IgG-binding protein EAG, collagen-like protein family members SclC, 

SclI, and SclF, proteins with typical bacterial surface protein signatures Eq5 and Eq8, as well as IgG 

endopeptidase IdeE. These proteins were considered to be involved in helping bacterial adhesion, 

immune evasion, and resistance to natural and adaptive host defenses.  

This study was conducted to construct a multi-component fusion protein and to discuss its potential 

as a subunit vaccine against strangles.  

The genes involving cne, eag, SclC, SclI, SclF, eq5, eq8, and ideE were amplified using the 

genomic DNA of S. equi HLJ2018 as a template by PCR and transformed into plasmid pGEX-6p-1 

respectively, and the recombinant expression plasmids pGEX-6p-1-CNE, pGEX-6p-1-EAG, pGEX-6p-

1-SclF, pGEX-6p-1-SclI, pGEX-6p-1-SclC, pGEX-6p-1-EQ8, pGEX-6p-1-EQ5 and pGEX-6p-1-ideE 

were constructed. These eight proteins were expressed by the E. coli system and purified to 

preliminarily establish eight indirect ELISA methods capable of detecting specific antibodies to each of 

them. The recombinant plasmid pET-28a-SE8 was constructed by sequentially linking these eight genes 

through homologous recombination technology. The eight-component fusion protein SE8 (rSE8) was 

purified after induced expression by E. coli system. Western blot was used to detect the reactogenicity 

of rSE8 using positive sera from equine naturally infected with S. equi and sera from mouse infected 

with S. equi, and adjuvant was added to prepare the rSE8 vaccine while S. equi HLJ2018 were 

inactivated by formaldehyde, and then adjuvant was added to prepare HLJ2018 inactivated vaccine. 

Mice were immunized with rSE8 vaccine and HLJ2018 inactivated vaccine, respectively. The levels of 

each protein-specific antibody and rSE8-specific antibody subtypes in the sera were measured by 

indirect ELISA methods established previously. Mice were infected with gradient diluted HLJ2018 

bacteria, and the mouse infection model was established to determine the minimum complete lethal 

dose (MLD) of HLJ2018 to mice. In the challenge protection experiment, the survival rates, weight 

changes, organ pathological changes, organ bacterial loads, and cytokine changes of immunized mice 

were evaluated after being infected with a 10-fold MLD dose of HLJ2018. 

The results showed that pET-28a-SE8 was successfully constructed, and the purified rSE8 was 181 

kU with good reactogenicity binding to positive sera from equine naturally infected with S. equi and 

sera from mouse infected with S. equi. High levels of specific IgG antibodies against these nine proteins 

could be induced in mice after being immunized with rSE8. rSE8-specific IgG1 levels were 

significantly higher than those of IgG2a and IgG2b (p＜0.0001); Mice immunized with rSE8 were 
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completely protected after being infected with HLJ2018, while the protection rate of HLJ2018 

inactivated vaccine immunized mice was only 66.7%. In terms of the rSE8 immune group, the weight of 

the mice returned to normal quickly, and no obvious pathological changes were observed in the organs 

along with no S. equi being isolated from these organs. While different situations can be seen in the 

HLJ2018 inactivated vaccine immune group and the control group. Specifically, the weight of mice 

experienced a continuous downward trend during the observation period and different degrees of 

pathological changes in the organs can be seen in addition to a different amount of S. equi can be 

isolated from these organs. 

The results indicated that both rSE8 vaccine and HLJ2018 inactivated vaccine can induce effective 

protective immune responses in mice. Compared with HLJ2018 inactivated vaccine, rSE8 can induce 

more effective immune protection against S. equi infection, thereby preventing organ pathological 

changes. In brief, rSE8 has stronger immune regulation and induction ability. This study provided an 

experimental basis for further study of subunit vaccines against strangles. 

Keywords: Streptococcus Equi Subspecies Equi, Multi-Component Fusion Protein, Subunit Vaccine
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第一章  绪论 

1.1 马腺疫概述 

马属动物传染病是现代马产业的重要威胁，尤其是马腺疫（Strangles） 这种高度传染性上

呼吸道疾病，是最古老也是最常见的马属动物传染病之一。患病的马的肿胀的喉部淋巴结及其

破溃后引起的喉囊积脓症会限制呼吸道而造成窒息，因此被称为“Strangles”。中医也称马腺疫

为喷喉、喉骨胀和槽结等。1251 年，丹麦骑士 Jordanus Rufus 首次对腺疫进行了描述和记载，

由于大多数马匹都会患腺疫，而且病马痊愈后不会再发病，当时人们普遍认为这种传染病是无

法避免的，甚至认为越早患病越有利于疾病的痊愈。到了 1811 年，法国皇帝拿破仑要求军队的

马必须是之前感染过腺疫并已痊愈的马，因为他们认为这样的马在参战期间就不太容易再次患

病（WALLER, 2018）。 

1888 年，英国皇家兽医学院的教授 Schutz 首次从病马的淋巴结脓汁中分离出病原，并确认

其为马链球菌马亚种（Streptococcus equi subspecies equi, S equi）。S. equi 可感染所有年龄阶段的

马属动物，但主要感染幼驹，严重影响生长发育（HARRINGTON et al., 2002）。在发病早期对

病马采用青霉素治疗具有一定的效果，但治疗后的马不能产生对 S. equi 的免疫力，并且仍然保

持易感性（SWEENEY et al., 2005）。据估计，大约 75% 康复马能获得保护性免疫（HAMLEN 

et al., 1994）。疫苗是保护马匹免受该病影响的有效途径，在欧洲和美国已经有针对马腺疫的灭

活疫苗和减毒活疫苗，但接种后存在颌下淋巴结和肌肉内脓肿等不良反应。中国目前仍没有马

腺疫的疫苗。 

1.2 病原学及流行病学  

S. equi 是 C 型链球菌，属于革兰氏阳性菌，属于。电子显微镜观察可见 S. equi 菌体主要呈

圆形或卵圆形，直径在 0.5~1 μm 左右，成对、短链或长链状。37℃时血平板上培养 24 h出现典

型的 β 溶血，形成 0.8~1.2 mm 的圆形光滑、半透明或不透明、露珠样菌落。在混有鲜血的液体

培养基或患马脓汁中，菌体通常排列为长链，约由 5~15 个菌体组成。在干燥条件下的脓汁病料

中，S. equi 可以存活数周，在水中可生存一周，对外界环境抵抗力较强，但对普通消毒剂较为

敏感（WALLER, 2014）。 

马链球菌与引起化脓性感染的主要人类病原体化脓性链球菌（Streptococcus pyogenes, S. 

pyogenes）具有 80%的同源性（HOLDEN et al., 2009）。 S. equi 和马链球菌兽疫亚种 

（Streptococcus equi subspecies zooepidemicus, S. zooepidemic）是马链球菌的两个亚种， S. equi

是由 S. zooepidemic 进化而来（WEBB et al., 2008），二者具有 97%以上的 DNA 同源性。S. equi 

和 S. zooepidemic 表达许多相同的蛋白质和毒力因子，但 S. zooepidemicus 是一种人畜共患条件

致病菌，宿主较为广泛，能够感染人、犬、猪、马等在内的多种动物（ABBOTT et al., 2010; 

EYRE et al., 2010），在养猪业中，S. zooepidemicus 一直是猪链球菌病的重要病原体，在 2019

年 9 月和 10 月，美国俄亥俄州和田纳西州发生了由 S. zooepidemicus 导致的败血症引起的猪死亡

率高达 50%的疫情（CHEN et al., 2020）；与 S. zooepidemicus 不同的是，S. equi 有高度的宿主
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特异性，主要感染马属动物，其中马最易感，驴骡次之（TIMONEY, 1993）。 

据统计，目前全球只有冰岛没有发生过马腺疫，由于冰岛的地理位置处于隔离状态，上千

年来没有进口过马匹，是马腺疫等马属动物传染病的天然无疫区（BJÖRNSDÓTTIR et al., 

2017）。据英国环境食品和乡村事务部 （Defra） /动物健康信托基金（AHT）/英国马兽医协会

（BEVA）的马病季度监测报告的数据估计，英国每年约有 600 起腺疫暴发事件（NEWTON et 

al., 2000），但由于没有专门的监测措施，确切的数字仍然未知（PARKINSON et al., 2011）。

中国近些年来马产业发展迅速，对该病的报道主要集中在新疆地区。2011 年至 2017 年间，伊犁

昭苏县各个马场的血清学调查显示，S. equi 抗体阳性率达到 24.69%（袁贝，2017）；2011 年，

在春季幼驹繁育期，新疆伊犁某马场饲养的马腺疫发病率达 80%~100%，死亡率不高（康立超 

等，2013）。 

马腺疫多发于气候较为寒冷的九月至次年的四月间，此时马匹集中，其他季节多呈散发性

（郭纪珂 等，2013）。感染腺疫后，患病动物的脓汁或脓性鼻液是主要传染源，通过直接或间

接接触传播，例如头部互相接触，饮用污染的水源和摄入污染的草料，甚至通过兽医的衣物或

者未消毒的医疗器具进行传播。当 S. equi 入侵马体后，迅速定植于扁桃体组织，细菌的增殖和

脓肿的形成引起淋巴结肿胀（WALLER, 2014），大约在感染后 4 d 到 3 w左右，造成脓汁从破

裂的皮肤流出或由咽后淋巴结流入喉囊，并在咽鼓管中逐渐膨大，然后流入鼻腔。所以常见的

患马流出粘脓性鼻液就是由喉囊中流入鼻腔的脓汁所形成，大部分患马通过这种形式来清除感

染，但少部分患马无法彻底清除脓汁，残留的脓汁汇集浓缩干燥后，形成一种能在患马喉囊中

存在数年甚至终身的软骨样组织（WALLER, 2014）。由此可见，除了表现出临床症状的患马

腺疫的马匹是该病的重要传染源外，亚临床感染、处于潜伏期和已经痊愈的马也是不可忽视的

传染源。S. equi 能够长期存在于马体内，感染后的马匹变成持续感染的病原携带者，这些“携带

者”看起来完全健康，但会间歇性地散播 S. equi，引发新的疫情。一个“携带者”仅喝一口水就能

将数百万的细菌转移到水槽中，理论上，这些细菌足以感染成千上万匹易感马，造成马腺疫的

高度传染性（WALLER, 2018），这是马腺疫在全球范围内流行的重要原因之一。因此，要防

止新的马腺疫爆发，对“携带者”识别和治疗至关重要。 

1.3 临床症状     

 腺疫大致可以分为一过性腺疫、典型腺疫和恶性腺疫。典型腺疫的潜伏期为 3~14 d，发病

后首先出现发热和精神沉郁的症状，体温处于 39~41℃左右，有时体温可高达 42℃。病原菌的

增殖和机体的免疫应答是体温升高的主要原因，发热可持续至淋巴结脓肿破溃（WALLER, 

2014）。随后发生咽炎，然后形成颌下和咽后淋巴结脓肿。出现咽炎症状的马匹会表现出不愿

意进食水分较少的食物的情况，多数马会出现头颈极力前伸的姿势。严重咽炎时常常会流鼻涕，

挤压喉部会引起明显疼痛、喘鸣和呕吐。上气道内窥镜检查可见淋巴结肿大引起的咽部淋巴样

增生和咽部压迫。同样，鼻粘膜和眼粘膜可因化脓性眼分泌物而发炎，从该化脓性分泌物中可

分离出 S. equi。淋巴结肿大是典型的临床特征。最常见的是颌下淋巴结和咽后淋巴结肿胀，但

有时也会出现腮腺淋巴结肿胀。一般脓肿在感染后一周到四周可成熟破裂，其内容物流入喉囊

中，经过咽鼓管进入鼻咽部，最后由鼻腔流出大量的粘脓性鼻液。颈部淋巴结和气管/支气管淋
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巴结形成脓肿的话，几周后脓汁可在皮肤破裂后向外排出。此后，患马的体温会逐渐下降，病

情逐渐好转，最终在 2~3 W 左右恢复到健康状态。虽然大多数马会出现典型的临床症状，但并

不是每匹患马都出现相同的症状。一过性症状的病例在生产中较常见，一般不影响食欲和精神

状态，表现为体温微升，鼻腔黏膜卡他，流浆液性鼻液，下颌淋巴结发炎肿胀但一般不化脓

（BOYLE et al., 2018）。表现为一过性腺疫的患马的症状常在不知不觉中消失，恢复健康。 此

外，并非所有 S. equi 感染都局限于上呼吸道，也会出现肺炎的病例，多由良性腺疫治疗不及时

转化而来或马匹本身抵抗力差导致，脓肿也可能出现在多个部位，包括脑、腹部和乳腺，这些

病例属于恶性马腺疫，多继发脓毒败血症或出现严重衰弱而预后不良（SLATER, 2003）。 

各年龄阶段的马均可发病，美国对急性上呼吸道疾病病例的监测发现，S. equi 是 6~10 岁马

匹最常见的病原体（PUSTERLA et al., 2011），但发病的严重程度根据动物的免疫状态会出现

显著差异。比如，年幼的马倾向于出现更严重的临床症状，同时伴有淋巴结脓肿和破裂，而年

龄较大的马通常受到的影响较小，恢复也比较快。 

1.4 马链球菌的毒力相关因子 

S. equi 表达多种毒力因子，其中，菌体表面蛋白在介导 S. equi 和宿主细胞之间的相互作用

发挥着重要作用，参与促进细菌黏附到宿主细胞上、免疫逃避以及对天然和适应性宿主防御产

生抵抗等过程（KLINE et al., 2009）。还有一些表面毒力因子可以促进 S. equi 获取营养，该过

程依赖于可能会造成宿主损伤或病原体扩散的降解酶（GENTRY-WEEKS et al., 2002）。 

CNE 蛋白（a collagen-binding protein）由位于 S. equi 和 S.zooepidemicus 的 FimⅠ 菌毛位点的

cne 基因编码，是一种胶原结合蛋白。胶原蛋白是在哺乳动物细胞外基质中发现的一组保守蛋白

质，Lannergard 等证明马链球菌对胶原蛋白的黏附是由 CNE 介导的（LANNERGÅRD et al., 

2003）。CNE 由 657 个氨基酸组成，包含一个典型的 N 末端信号序列和一个疏水性 C 末端跨膜

区，其中跨膜区前端包含有 LPXTG 基序，具有革兰氏阳性细菌细胞表面锚定蛋白的典型特征，

其氨基酸序列与金黄色葡萄球菌胶原结合蛋白 CNA 具有相似性（LANNERGÅRD et al., 2003）。

CNA 与胶原蛋白结合可以促进金黄色葡萄球菌的感染，是感染性关节炎的毒力因子（HIENZ et 

al., 1996）。因此，阻断马链球菌对胶原蛋白的结合可能会阻碍感染过程（NILSSON et al., 

1998）。  

EAG 蛋白（α2-macroglobulin, albumin, and IgG-binding protein）是一种由 eag 编码的 IgG 结

合蛋白，可以与 IgG、白蛋白和血浆蛋白酶抑制剂 α-2 巨球蛋白（α2M）结合，可参与该菌的黏

附、吞噬调理和免疫逃避（FLOCK et al., 2004）。EAG 中间的短氨基酸序列与与来自链球菌的

白蛋白结合蛋白具有同源性，介导其与白蛋白的结合。EAG 与 S.zooepidemicus 的 IgG 结合蛋白

ZAG 具有相似性，前者 C-末端彼此高度同源的两个重复结构域介导 EAG 与 IgG 的结合； N-末

端由一段独特的氨基酸组成，介导与 α2M 的结合（JONSSON et al., 1995; FLOCK et al., 2004）。

IgG 结合蛋白与 α2M 的结合可以增强 C 群链球菌的抗吞噬能力，帮助其免疫逃避（ROCHA et 

al., 1999）；与 IgG 的结合会影响抗体介导的补体激活和吞噬作用（KIHLBERG et al., 1999; 

SCHALÉN et al., 1985）。 

SclF, SclI, SclC 蛋白是胶原蛋白样蛋白（collagen-like protein）家族的成员，这个家族在 S. 
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equi 中有 7 个成员。每个成员都有 N-末端信号序列，后接一个非重复区域 A；中间是由含有 50

个连续的 Gly-Xaa-Yaa 三重氨基酸基序（GXY）的类胶原区（collagen-like region, CL）组成；C-

末端是含有丰富脯氨酸的细胞壁锚定区域 M，前面包含 LPXTG 基序和疏水性跨膜区 M

（BOSCHWITZ et al., 1994a; 1994b）。S. equi 的 SclC 类似于 A 组链球菌（GAS）中的胶原蛋

白样蛋白，在 GAS 中已经鉴定出两种胶原蛋白样蛋白 SclA/Scl1 和 SclB/Scl2（LUKOMSKI et al., 

2000; RASMUSSEN et al., 2000; RASMUSSEN et al., 2001; WHATMORE, 2001）。Scl1 的某些氨

基酸基序可以和哺乳动物胶原蛋白结合整合素（collagen-binding integrins）相互作用，这种相互

作用由能够促进人肺成纤维细胞的黏附和扩散（HUMTSOE et al., 2005），但 S. equi 的胶原蛋

白样蛋白是否能与宿主的整合素相互作用仍有待研究。在 S. equi 和 S.zooepidemicus 中均能检测

到 SclC 基因（KARLSTRÖM et al., 2004），感染过腺疫的马的血清中，能够检测到针对 SclC

的抗体，并可以和该家族其他成员发生交叉反应，表明该家族的蛋白质在感染期间表达，并且

可能在免疫应答中起关键作用（KARLSTRÖM et al., 2006）。 

Eq8 和 Eq5 蛋白包含典型的细胞表面蛋白特征和 N 端非重复结构域（GUSS et al., 2009），

功能未知，是否存在与宿主的相互作用仍有待研究，且暂未发现任何同源蛋白。据报道，德国

某农场的一岁马爆发异常轻微的腺疫与存在 61 bp 缺失的截短 SEQ0402 （Eq8）有关

（TSCHESCHLOK et al., 2018）。因此，导致编码 EQ8 抗原的基因的截短突变可能降低 S. equi

的毒力。 

CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、Eq8 和 Eq5 等这些表面蛋白的抗体具有黏附阻断和调理作

用的双重活性（FLOCK, 1999）。除此以外，马链球菌编码的分泌蛋白 IdeE 和 IdeE2（IgG-

degrading enzyme of S. equi），是两种不同的 IgG 内肽酶，能够裂解马血清中的 IgG，从而减少

抗体对马链球菌的识别，干扰吞噬作用（HULTING et al., 2009; VON PAWEL-RAMMINGEN et 

al., 2003）。IdeE 和白细胞受体 Mac-1（CD11b）具有同源性，Mac-1（CD11b/CD18）是黏合素

家族成员之一，在吞噬和杀死病原中发挥着关键作用（CORBI et al., 1988），而 ideE 在 S. equi

感染过程中表达，通过直接与中性粒细胞结合而具有抗吞噬活性，可引起血清和粘膜抗体反应，

其在血清中维持在显著水平超过 200 天（TIMONEY et al., 2008）。研究表明，加入重组 IdeE

和 IdeE2 能够显著增强针对马腺疫多组分亚单位疫苗的保护效果，表明靶向 IdeE 和 IdeE2 这两

种分泌蛋白的抗体对于诱导马体产生针对马链球菌的保护性免疫发挥着重要作用（GUSS et al., 

2009）。 

这些毒力因子和宿主黏膜细胞表面受体的相互作用对 S. equi 在宿主呼吸道表面的定殖和生

长有着重要的作用，深入研究它们的致病机理可以推进马腺疫疫苗的研发工作。 

1.5 马腺疫疫苗的研究进展 

在患腺疫的马匹恢复期间，体内能产生保护性免疫反应，表明刺激机体产生保护性抗体是

预防本病的手段之一（HAMLEN et al., 1994）。目前中国还没有预防马腺疫的商品化疫苗，国

外研发了灭活疫苗、减毒活疫苗和提取物疫苗等，以及一些新型疫苗如 DNA 疫苗、纳米球颗粒

载体疫苗、雾化吸入式疫苗和亚单位疫苗等，然而现有的商品化疫苗可能会使马匹出现不良反

应，并且免疫保护力不高。因此研发高效和安全的疫苗对于该病的有效控制具有重要意义。 
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1.5.1 灭活疫苗 

1840 年，澳大利亚军队兽医 Bazeley 研发出马腺疫商用灭活疫苗，传统的灭活疫苗是用合

适的灭活剂对培养后收集到的菌液进行灭活，随后再加入合适的佐剂乳化制备而成。目前有

Equivac S 和 Strepguard 等商用灭活疫苗，但相关的报道不多，引起的免疫保护效果较差。鉴于

S. equi 会引起黏膜感染，IgA 亚型的抗体对于黏膜感染的细菌具有更好的免疫效果（TIMONEY 

et al., 2007; TIMONEY et al., 2008），然而灭活疫苗诱导 IgA 抗体表达的能力较弱，同时介导 T

细胞免疫反应的能力较差，可能是免疫效果不佳的原因。可以通过研发能够增加疫苗抗原滴度

的新型佐剂来解决这个问题，比如有研究表明 S. zooepidemic 的超抗原可将抗原导给抗原提呈细

胞，有增强抗原提呈和改善免疫应答的作用（DOMINGUEZ-MEDINA et al., 2020）。 

1.5.2 提取物疫苗 

提取物疫苗是通过溶菌酶将细菌的细胞壁水解，用热酸裂解法除去抗酸性蛋白，从而使菌

体释放出完整的表面蛋白。但提取物疫苗的可靠性一直受到人们的质疑，目前很少有提取物疫

苗的后续研究。一些国家使用过的提取物疫苗如 Equivac S （Zoetis New Zealand）、Strepguard 

（MSD Animal Health）和 Strepvax II（Boehringer Ingelheim）。Strepvax II 是将单一的 S. equi 

SeM 蛋白提取后制备而成，该疫苗肌肉注射免疫马匹 7~10 天后，能够在马匹的血清中检测到针

对 SeM 的 lgG 抗体（GALÁN et al., 1987），但据报道，该疫苗使马匹的临床发病率仅下降了

50%，不能够提供足够的免疫保护效果且免疫保护持续时间短（HOFFMAN et al., 1991），并会

引起注射部位疼痛或脓肿，以及偶尔出现的紫癜出血等不良反应。细菌提取物作为单一的免疫

组分其诱导的抗体所产生的中和能力较差，同时该提取物可能保留了该蛋白的毒力活性因子，

因此安全性较差。 

1.5.3 减毒活疫苗 

减毒活疫苗具有操作简单、用量少、价格便宜等优点，但存在毒力返强的问题，同时需要

严格的运输和保存条件。虽然弱毒疫苗的毒力大幅度降低，但部分毒力因子依然保持着生物学

活性，导致免疫接种后，一些动物会出现一些不良反应（FLOCK et al., 2004）。 

减毒活疫苗可以通过传代培养或者基因突变的方法来构建，鼻内注射减毒活疫苗的方法能

够激活马匹产生以分泌大量的 IgA 为特征的黏膜免疫反应，因此相较于产生 lgG 的灭活疫苗，

减毒活疫苗往往能够提供更高的保护水平，目前在欧美国家有两种类型的马腺疫商用减毒活疫

苗，Pinnacle IN 和 Equilis StrepE。 

美国、加拿大和新西兰几个国家使用的减毒活疫苗是 Zoetis 公司的 Pinnacle IN，该疫苗是

基于 1981 年在纽约从一匹患有腺疫的马身上分离出来的 S. equi SEM-2 系 CF32（SeCF32）株通

过 N-甲基-N-硝基-N-亚硝基胍（NTG）处理后缺失透明质酸合成酶基因（hasA）的减毒株

（BORST et al., 2011; WALKER et al., 2002），其具有 DIVA（区分感染动物和接种动物）能力。

该疫苗给健康动物免疫接种，需间隔 2~3 周加强免疫，之后每年免疫一次（SWEENEY et al., 

2005）。Pinnacle IN 存在着安全性问题，包括毒力残留可能会导致马腺疫的发生，或者出现不
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良反应，比如形成慢性下颌脓肿，免疫性血管炎病例等情况（CURSONS et al., 2015）。  

欧洲唯一可用的马腺疫减毒活疫苗是 Intervet 公司的 Equilis Strep，是基于 1990 年在荷兰的

一匹患马腺疫的病马身上分离的 TW 株，缺失突变 aroA 基因后形成减毒疫苗株 TW928，通过上

嘴唇内侧粘膜下注射免疫，提供大约持续 3~6 个月的免疫保护效果，肌肉注射显示能提供保护

作用，但鼻内给药并不能提供保护（JACOBS et al., 2000）。Equilis Strep 的缺点一个是缺乏

DIVA 能力，另一个是可能会发生颌下淋巴结和肌肉内脓肿等不良反应（KEMP-SYMONDS et 

al., 2007），由于该疫苗的安全性问题，于 2007 年被撤回。 

选择合适的基因缺失位点，通过对编码毒力因子的基因的进一步缺失使得在保证细菌抗原

性的同时减少机体不良反应的发生，以取得强大免疫保护力和不良反应之间的平衡，是成功制

备高效安全的减毒活疫苗的关键。 

1.5.4 亚单位疫苗 

亚单位疫苗通常是由大肠杆菌表达和纯化而来的重组的 S. equi 的菌体表面蛋白构建，这些

疫苗通常只含有所需要的靶蛋白，所以具有良好的安全性。而且，亚单位疫苗中不含 S. equi 的 

DNA，故具有 DIVA 能力。但目前全球仍然没有获批的马腺疫重组亚单位疫苗。 

目前，国外对亚单位疫苗的研究已经有了一定的进展，Meehan 等研制的亚单位疫苗能够给

小鼠提供保护力（MEEHAN et al., 1998），但在马匹试验中并达到理想的保护效果，攻菌免疫

后的马匹免疫效果不理想（SHEORAN et al., 2002）。Guss 等研制的一种包含有五种表面蛋白

和两种分泌型蛋白的亚单位疫苗 Septavac，能够为马匹提供 85%的保护率（GUSS et al., 2009）。

Robinson 等通过改进亚单位疫苗 Septavac 为 Strangvac，该疫苗包含 S. equi 的 8 种蛋白，通过鼻

内和皮下注射，可以获得以获得局部黏膜和全身抗体反应。第三次接种该疫苗两周后进行测试，

发现保护率为 95%，但是在接种后两个月的时间里，保护作用有所下降，因此需要加强免疫

（ROBINSON et al., 2018）。之后 Robinson 通过肌肉注射 Strangvac，对免疫的安全性、免疫原

性和免疫保护作用持续时间进行了分析，发现肌肉注射 Strangvac 是安全的，并在血清和鼻咽中

产生了针对疫苗成分的强大抗体反应，在初免四周后加强免疫，这种强大的抗体反应增强，持

续长达 12 个月，并且具有 DIVA 能力（ROBINSON et al., 2020）。Matheus C. Rosa 等将重组

SeM 蛋白和 S. equi 全菌苗联用，能够 100%保护攻菌小鼠，并产生了抗 rSeM 和抗 S. equi 的抗体

（ROSA et al., 2021）。Hayoung Lee 等通过腹腔注射免疫 S. equi 的细胞外囊泡（extracellular 

vesicles, EVs）的小鼠，在攻菌后的存活率明显高于经热灭活菌免疫的小鼠（LEE et al., 2021）。 

国内研究马腺疫亚单位疫苗还处于初级阶段，徐全圆发现 FNE 蛋白对小鼠不能产生保护，

但 FNEB 蛋白具有较好的免疫保护效果，琪免疫后对小鼠的保护率约为 60%，说明 FNEB 具有

作为马腺疫亚单位疫苗的候选蛋白的潜力（徐全圆，2014）。Ya-nan Zhao 等发现，将 S. equi

表面毒力因子甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）截短优化后得到的重组蛋白 GAPDH-S 能够诱导

小鼠产生有效免疫应答（ZHAO et al., 2021）。Xiaomeng Chen 发现，EAG、SeM 和 GAPDH 三

抗原联合免疫小鼠后， TCR, MHC Ⅰ和 TLR-4 表达水平显著升高，并且攻菌后具有显著的保护效

果（CHEN et al., 2021）。吕芬芬等将 SrtA，SeM，EAG 联合免疫小鼠发现其诱导产生的抗体

效价及 IgG、IgG1 和 IgG2b 的抗体水平均高于各种蛋白单独免疫组，并可显著提高 MHC Ⅰ 分子



中国农业科学院硕士学位论文 第一章 绪论 

7 

及 TLR-3 分子的转录水平（吕芬芬 等，2021）。以上研究表明 FNEB，SrtA，SeM，EAG，

GAPDH 等在开发马腺疫亚单位疫苗中具有一定潜力。 

1.5.5 其他类型疫苗 

DNA 疫苗是指在含有真核启动子的质粒上连接病原的相关抗原基因，将其导入动物体后，

机体通过表达特异性抗原蛋白而产生特异性免疫反应，包括体液和细胞免疫。Xiaohui Ma 等通

过融合 S. equi 的 SeM 蛋白和马产沙门氏菌 FljB 鞭毛蛋白，构建了 FljB-SEM DNA 疫苗，能够诱

导小鼠和马产生高水平的特异性抗体，同时干扰素-γ 和 IL-4 的表达水平也显著升高，该疫苗可

以同时诱导 I 型辅助 T 细胞（T helper cells 1, Th1）和 II 型辅助 T 细胞（T helper cells 2, Th2）型

反应（MA et al., 2019）。H.F. Florindo 以聚乙烯醇、海藻酸钠和壳聚糖为原料，制备了吸附了

马链球菌 SeM 蛋白的聚己内酯纳米颗粒载体疫苗，经皮下免疫后，相比与直接免疫 SeM 蛋白，

纳米微球诱导了更高的淋巴因子水平，成功地激活了通向 Th1 和 Th2 细胞的途径（FLORINDO 

et al., 2008）。Miguel A. Rodrigues 等将马链球菌可溶性提取物和壳聚糖的溶液进行干燥雾化后

得到完全水溶性纳米球，该纳米球在动物机体内释放缓慢，这种雾化吸入式疫苗在小鼠模型中

引起了有效的免疫反应，能够引起均衡的 Th1 和 Th2 细胞反应（RODRIGUES et al., 2012）。 

1.6 本研究的目的和意义         

本研究将 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5、EQ8 和 IdeE 等 8 种蛋白相关基因，通过

同源重组的方式，以柔性肽串联，将串联的序列 se8（cne-eag-SclC-SclI-SclF-eq5-eq8-ideE）克隆

大肠杆菌表达载体 pET-28a，表达和纯化后，制备 rSE8 疫苗。在小鼠免疫试验和免疫保护试验

中，通过检测小鼠血清中特异性抗体水平以及记录攻菌后小鼠的生存状态，评价了 rSE8 的免疫

效果，探究其作为亚单位疫苗的潜力，为马腺疫重组蛋白疫苗的研发和建立小鼠替代马作为 S. 

equi 感染和保护模型提供一定参考。 
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第二章  重组蛋白的构建 

2.1 材料 

2.1.1 菌种和载体 

S. equi HLJ2018 株由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所马传染病与慢病毒研究创新团队实

验室从黑龙江某马场一匹患腺疫的马的下颌破溃处脓汁中分离并保存；DH5α 克隆感受态细胞、

BL21（DE3）表达感受态细胞购自天根生化科技有限公司；pGEX-6p-1 和 pET-28a 原核表达载

体由本实验室保存。 

2.1.2 主要仪器 

表 2-1 主要仪器 

Table 2-1 main instruments in this study 

仪器 公司 

核酸电泳仪（MP-300V） Major Science 

蛋白电泳仪（165-8004） BIO-RAD  

快速湿转仪（eBlot L1） 金斯瑞生物科技有限公司 

PCR 仪（SensoQuest LabCycler D-37085） SENSO 

凝胶成像系统（Universal Hood Ⅱ） BIO-RAD  

超纯水仪（GENPURE PRO UV/UF） Thermo 

台式 pH 计（S210-B） METTLER TOLEDO 

台式离心机（5424） Eppendorf 

超声波破碎机（CP 750） Cole-Parmer 

蛋白电泳仪（165-8004） BIO-RAD 

超纯水仪（GENPURE PRO ） Thermo 

往复式脱色摇床（TS.B-108） 海林市其林贝尔仪器制造有限公司 

超微量紫外分光光度计（NanoPhotometer P330） IMPLEN 

电热恒温培养箱（DHP-9272） 上海一恒科学仪器有限公司 

高速离心机（CR21G II）    HiTACHI  

水浴锅（DK-8D）   上海精宏实验设备有限公司  

洁净工作台（DL-CJ-2MD Ⅱ） 北京东联哈尔仪器制造有限公司 

漩涡振荡器（HYQ-3110） Crystal 

微波炉（M1-211A） Midea 

双色红外成像系统（OYSSEY Clx-2674） LI-COR 

LED 医用胶片观察灯（JD-01Y） 长沙锦德电子科技有限公司 

2.1.3 主要耗材 
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表 2-2 实验耗材 

Table 2-2  Experimental consumables in this study 

实验耗材 来源 

离心管 NEST 

96 孔 PCR 板 康宁 

蛋白预制胶 金斯瑞 

0.22 μM 滤膜、超滤管、NC 膜 Millipore 

2.1.4 主要试剂 

表 2-3 主要试剂 

Table 2-3 main reagents in this study 

试剂 公司 

限制性核酸内切酶 Thermo Fisher Scientific 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒 天根 

2×Taq PCR StarMix GenStar 

HRP 标记的羊抗鼠 IgG二抗 KPL 

HRP 标记的兔抗马 IgG二抗 Abcam 

His-tag 蛋白纯化磁珠（IDA-Ni） 海狸生物 

GST 标签蛋白纯化试剂盒，溶菌酶，PMSF 碧云天 

20×DAB 显色液 A 液和 B 液 索莱宝 

琼脂糖 擎科 

核酸染料 金博益 

KOD FX Neo 聚合酶 DNA TOYOBO 

DNA Marker、10×Loading buffer、反转录试剂盒 TAKARA 

2×Taq PCR StarMix GenStar 

限制性核酸内切酶、蛋白 Marker  Thermo Fisher Science 

DEPC 水、甘油 索莱宝 

DNA 大提试剂盒 Invitrogen 

胶回收试剂盒、DNA 小提试剂盒 诺唯赞 

DH5α 克隆感受态细胞、BL21（DE3）表达感受态细胞 唯地生物 

Clone Smarter 无缝克隆试剂盒 中美泰和 

pClone007 通用型 TOPO 载体 擎科 

氨苄青霉素、卡那霉素 Biosharp 

蛋白电泳液、蛋白预制胶、High Affinity Ni-Charged Resin FF Genscript 

QuickBlue 快速染胶液 博奥龙 

Tween 20、IPTG诱导剂 Sigma 
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表 2-3（续） 

试剂 公司 

THB 培养基 海博生物 

Skim milk BD 

哥伦比亚血平板 OXOID 

2.1.5 主要溶液和培养基的配制 

本实验涉及的溶液和培养基的配置见表 2-4。 

表 2-4 主要溶液及培养基的配置方法 

Table 2-4 Main solutions and mediums preparation in this study 

溶液 成分 操作 

PBS 缓冲液 137 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM 

Na2HPO4、2 mM KH2PO4  

加水溶解，pH 7.4，灭菌后室温保存。 

PBST 缓冲液 1 L PBS、0.05% Tween 20 充分混匀。 

TBS 缓冲液（10×） 0.2 M Tris-HC1、1.5 M NaCl 加水溶解，室温保存。 

TBST 缓冲液（1×） 100 mL 10×TBS、500 μL Tween 20 充分混匀。 

IPTG 诱导剂 1M IPTG 2.4 g IPTG 加水溶解后定容到 10 mL， 

0.22 μm 滤膜过滤后-20℃分装保存。 

SDS Loading buffer（5×） 0.25 M Tris、10%SDS、50%甘油、

0.5%溴酚蓝、2 M HCl、1 M DTT 

乙酸钠溶解，分装冻于-20℃。 

转膜液 39 mM Glycine、48 mM Tris、0.037% 

SDS、20%甲醇 

加水溶解，定容至 1 L，室温保存。 

Western blot 封闭液 5%脱脂乳、95% 1×TBS 溶解后 4℃保存。 

TAE 缓冲液（10×） 0.4 M Tris-醋酸、25 mM EDTA 加水溶解，定容至 1 L，室温保存。 

Todd Hewitt Broth 培养基

（THB） 

36.4 g Todd Hewitt 粉末、10 g Yeast 

Extract 

加去离子水溶解，定容至 1 L，pH 7.4，

灭菌后 4℃保存。 

大 肠 杆 菌 Luria-Bertani

（LB)培养基 

10 g Tryptone、5 g 酵母提取物、10 g 

NaCl 

加去离子水溶解，定容至 1 L，滴加 5 N 

NaOH（约 0.2 mL），pH 7.0。压蒸汽灭

菌后 4℃保存。需要时加入终浓度为 50 

μg/mL 的卡那霉素或氨苄青霉素。 

GST 标签蛋白纯化裂解缓

冲液 

NaCl 140 mM 、 KCl 2.7 mM 、

Na2HPO4 10 mM、KH2PO4 1.8 mM 

加水溶解，调 pH 7.3。 
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表 2-4（续） 

溶液 成分 操作 

GST 标签蛋白纯化洗脱缓

冲液 

Tris-HCl 50 mM、GSH 10 mM 加水溶解，调 pH 7.3。 

His 标签蛋白纯化 Lysis 

equlilbration buffer （ LE 

buffer） 

50 mM  NaH2PO4、500 mM NaC1、

2%Triton-X100 

加水溶解，pH 7.3 

His 标签蛋白纯化 Elution 

buffer 

50 mM NaH2PO4、500 mM NaC1、500 

mM 咪唑，pH 7.3 

加水溶解，pH 7.3 

2.1.6 本研究所使用的质粒 

表 2-5 本研究中所使用的质粒 

Table 2-5 Plasmids used in this study  

质粒名称 表达蛋白 载体 来源 

pGEX-6p-1-HLJ2018-CNE CNE pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-EAG EAG pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-SclC SclC pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-SclI SclI pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-SclF SclF pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-EQ5 EQ5 pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-EQ8 EQ8 pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-ideE IdeE pGEX-6p-1 本研究构建 

pGEX-6p-1-HLJ2018-SE8 SE8（GST） pGEX-6p-1 本研究构建 

pET-28a-SE8 rSE8 pET-28a 本研究构建 

2.2 重组蛋白的纯化 

2.2.1 单组分重组蛋白表达载体的构建 

2.2.1.1 HLJ2018 株基因组 DNA 提取 

HLJ2018 株的基因组 DNA 的提取使用天根生化科技有限公司的细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，按照说明书操作，得到的 S. equi HLJ2018 株基因组 DNA 产物保存于-20℃，防 DNA 降解。 

2.2.1.2 目的基因的扩增 

根据已发表的 S. equi 4047 基因序列（GenBank：FM204883.1），按照同源重组原则，使用 

SnapGene 4.2 软件设计 8 对 PCR 引物，并在引物的 5’和 3’端分别加上载体和目的基因的同源臂。

引物核苷酸序列见表 2-6，由库美生物科技有限公司合成。以 S. equi HLJ2018 株基因组 DNA 为

模板，PCR 扩增 cne、eag、SclC、SclI、SclF、eq5、eq8 和 ideE 基因，预期基因的大小见表 2-7。 
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表 2-6 PCR 引物序列 

Table 2-6 PCR primer sequences 

引物名称 

primer names 
引物序列（5’~3’） primer sequences 

产物/bp 

Products/bp 

cneSEco(6p-1) F 
CCCTGGGATCCCCGGAATTCACTAATCTTAGTGACAACATCACATCATT

GAC 
912  

cneSXho(6p-1) R 
GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTACTTGACAGTAAAGCTGGTATAGCG

AC 

eagSEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTAGACGCAGCAACAGTGTTAGAG 

483  
eagSXho(6p-1) R 

GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTATTTGGCTTTGTTGATTAAGGTCACA

TAG 

SclFsEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTCGGAACCCAATCCATATCCAGATG 

150  
SclFsXho(6p-1) R 

GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTAAGGACCTTGTTTGCCATTTTTAAGT

TC 

SclIsEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTATCTGGTCCGCCAGGATACCCAC 
168  

SclIsXho(6p-1) R GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTATGGACCTCGGGTACCGCC 

SclCsEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTAGACCAGCCAGCAGCA 
174  

SclCsXho(6p-1) R GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTATGGCTTTTGGGCAGCTTCTTC 

eq8sEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTAGCGACTACCCTAGCAGGACAAACAG 

588  

eq8sXho(6p-1) R GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTAGTGCTTAAGCTTTTCAATCTGAGC 

eq5sEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTAGAAACGACTACTGCTAGTGCATTTG 
1320  

eq5sXho(6p-1) R TCACGATGCGGCCGCTCGAGTAGCAACCAAGGCTGCCTTGGC 

ideEsEco(6p-1) F CCCTGGGATCCCCGGAATTCTTAGACGATTACCAAAGGAATGCTACGG 

948  

ideEXho R GTCACGATGCGGCCGCTCGAGTTAGCTCAGTTTCTGCCATATGTCCTTG 

表 2-7 预期目的基因大小 

Table 2-7 Length of expected target genes 

基因名称 cne eag SclC SclI SclF eq8 eq5 IdeE se8 

大小/bp 912 483 174 168 150 588 1320 948 4803 

2.2.1.3 目的基因的克隆及测序 

将扩增产物进行凝胶电泳，具体操作如下：配制浓度为 1%的琼脂糖凝胶，待凝胶冷却至 60℃

左右，加入核酸染料，倒入凝胶板，插入电泳梳。待其凝固后向孔中加入相应核酸 Marker 和

PCR 扩增样品，150 V 电泳 25 min。使用凝胶成像分析仪观察条带，在紫外灯下根据分子量大小

快速切下目的条带，进行胶回收。 
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胶回收使用诺唯赞生物科技有限公司提供的产物纯化试剂盒。具体操作如下：称取凝胶重

量，100  mg 凝胶加入 100  μL Buffer GDP，加入等倍体积 GDP 后，50~55℃水浴 7~10 min。凝

胶块完全溶解后，瞬离。将 FastPure DNA Mini Columns-G 吸附柱置于 Collection Tubes 2 mL 收

集管中，把少于 700 μL 的溶胶液转移至吸附柱中，12,000 ×g 离心 30~60 sec。弃滤液，吸附柱

置于收集管。加入 300 μL Buffer GDP 至吸附柱中。静置 1 min。12,000 ×g 离心 30~60 sec。弃滤

液，吸附柱置于收集管。加 700 μL Buffer GW（已加无水乙醇）至吸附柱中。12,000 ×g 离心

30~60 sec。再次加 700 μL Buffer GW 重复操作。弃滤液，吸附柱放回收集管，12,000 ×g 离心 2 

min。将吸附柱转移至 1.5 mL 离心管中，加 20~30 μL Elution Buffer 到吸附柱中央，室温放置 5 

min。12,000 ×g 离心 1 min，-20℃保存 DNA。 

胶回收产物与 pClone007 通用型 TOPO 载体在以下体系进行连接： 

5×pClone007 Versatile Simple Vector Mix 2 μL，PCR 产物按 100~1000 bp 加入 10~50 ng，

1000~2000 bp 加入 50~100 ng，2000~3000 ng 加入 100~200 ng 的量加入 1~8 μL 到体系中，

ddH2O 补齐到 10 μL，室温连接 5 min，将连接产物转化至 DH5α。具体操作方法如下： 从-80℃

拿出 DH5α，迅速插入冰中，5 min 后待菌块融化，向装有 25 μL DH5α 的离心管中加入 2.5 μL

连接产物，并用手拨打离心管底轻轻混匀（避免用枪吸打），冰浴 25 min。42℃水浴热激 45 

sec，迅速放回冰中冰浴 2 min。加入 400 μL 无抗 LB 培养基，在 37℃摇床 180 rpm复苏 1 h。取

100 μL 涂布到含相应抗生素的 LB 平板，37℃培养箱倒置过夜培养。10 μL 无菌枪头挑取单一菌

落，放入 5 mL 添加相应抗生素的 LB 液体培养基中，振荡培养 12~16 h，PCR 鉴定为阳性的样

品送库美生物公司测序。测序结果正确的样品利用诺唯赞生物科技有限公司提供的 DNA 小提试

剂盒提取质粒。 

根据实验需求，利用 Invitrogen 公司的大提质粒试剂盒进行质粒的大量提取。具体的操作步

骤如下：将小摇的阳性菌液按 1:100 的体积比接种至 250 mL 含有相应抗生素的 LB 培养基中，

在 37℃摇床 180 rpm 振荡培养 16~18 h，得到大量阳性菌液。向平衡柱滤膜正中心位置加入 30 

mL Equilibration Buffer (EQ1) ，在使用前确保溶液完全随重力作用流尽。将培养好的阳性菌液加

入 500 mL 离心瓶中，4,000 ×g 离心 10 min，收集菌体沉淀，向其中加入 10 mL R3 重悬液（已

加入 RNase A），充分混匀。将混合后的溶液转移到 50 mL 离心管中，加入 10 mL 裂解缓冲液

L7，上下颠倒混匀 5~8 次，室温静置 5 min。加入 10 mL N3，上下颠倒混匀 5~8 次，10,000 ×g

离心 10 min，取上清液至平衡柱中，溶液自然流干，向平衡柱中加入 50 mL Wash Buffer，溶液

流尽后将平衡柱转移至离心管上。向平衡柱中加入 15 mL Elution buffer，溶液全部自然流尽后，

弃去平衡柱，向管中加入 10.5 mL 异丙醇，立即震荡混匀。4℃，10,000 ×g 离心 30 min，弃上清，

向沉淀中加入 2 mL 70%乙醇，充分混匀后转移到一个新的 1.5 mL 离心管，4℃条件下 10,000 ×g

离心 5 min，弃上清。再次向沉淀中加入 2 mL 70%乙醇重复操作，将剩余的 DNA 沉淀尽量洗脱

干净。待 DNA 沉淀干燥后（呈现半透明胶冻状），加入 200 µL TE Buffer 溶解，测定 DNA 浓

度，-20℃保存。 

2.2.1.4 重组蛋白 pGEX-6p-1-CNE/EAG/SclC/SclI/SclF/EQ5/EQ8/ideE 表达载体的构建 

将测序正确的目的基因分别用表 2-6 中的引物 cneSEco(6p-1)F/cneSXho(6p-1)R 、

eagSEco(6p-1)F/eagSXho(6p-1)R 、 SclFsEco(6p-1)F/SclFsXho(6p-1)R 、 SclIsEco(6p-
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1)F/SclIsXho(6p-1)R 、 SclCsEco(6p-1)F/SclCsXho(6p-1)R 、 eq8sEco(6p-1)F/eq8sXho(6p-1)R 、

eq5sEco(6p-1)F/eq5sXho(6p-1)R 和 ideEsEco(6p-1)F/ideEXho R 扩增 cne、eag、SclF、SclI、SclC、

eq8、eq5 和 ideE 后与 pGEX-6p-1 连接，转化至 DH5α。经 PCR 鉴定阳性的重组质粒送库美生物

科技有限公司测序。测序成功的重组质粒分别命名为 pGEX-6p-1-CNE、pGEX-6p-1-EAG、

pGEX-6p-1-SclF 、 pGEX-6p-1-SclI 、 pGEX-6p-1-SclC 、 pGEX-6p-1-EQ8 、 pGEX-6p-1-EQ5 和

pGEX-6p-1-ideE。 

2.2.2 多组分融合蛋白 SE8（rSE8）表达载体的构建 

首先，通过同源重组引物设计原则设计 14 对引物，并引入蛋白接头 Gly-Gly-Gly 的核苷酸

序列（ggaggtgga）（见表 1），用引物 cne.eag1-cne.eag2、SclC.SclI1-SclC.SclI2、SclF.eq81-

SclF.eq82 和 eq5.ideE1-eq5.ideE2 分别对 pGEX-6p-1-CNE、pGEX-6p-1-SclC、pGEX-6p-1-SclF 和

pGEX-6p-1-EQ5 进行载体线性化，用引物 cne.eag3-cne.eag4、SclC.SclI3-SclC.SclI4、SclF.eq83-

SclF.eq84 和 eq5.ideE3-eq5.ideE4 分别从 pGEX-6p-1-EAG、pGEX-6p-1-SclI、pGEX-6p-1-EQ8、

pGEX-6p-1-IdeE 扩增出包含同源片段的 eag、SclI、eq5 和 ideE。利用中美泰和生物技术有限公

司的 Clone Smarter 无缝连接试剂盒分别将扩增得到的线性化载体和含有同源臂的基因片段进行

重组反应，构建 pGEX-6p-1-CNE-EAG、pGEX-6p-1-SclC-SclI、pGEX-6p-1-SclF-EQ8 和 pGEX-

6p-1-EQ5-IdeE。用引物 5eag.SclC1-5eag.SclC2 和 6eq8.eq51-6eq8.eq52 分别对 pGEX-6p-1-CNE-

EAG 和 pGEX-6p-1-SclF-EQ8 进行载体线性化，用引物 5eag.SclC3-5eag.SclC4 和 6eq8.eq53-

6eq8.eq54 从 pGEX-6p-1-SclC-SclI 和 pGEX-6p-1-EQ5-IdeE 分别扩增出含有同源片段的 SclC-SclI

和 eq5-ideE。分别将扩增得到的线性化载体和含有同源片段的基因片段进行重组反应，构建

pGEX-6p-1-CNE-EAG-SclC-SclI 和 pGEX-6p-1-SclF-EQ8-EQ5-IdeE 。 用 引 物 7SclI.SclF1-

7SclI.SclF2 对 pGEX-6p-1-CNE-EAG-SclC-SclI 进行载体线性化，用引物 7SclI.SclF3-7SclI.SclF4

从 pGEX-6p-1-SclF-EQ8-EQ5-IdeE 扩增得到含有同源片段的 SclF-eq8-eq5-ideE，将扩增得到的线

性化载体和含有同源臂的基因片段重组反应，构建 pGEX-6p-1-SE8（图 2-1）。 

设计 1 对引物 28a-8 F/ R（见表 2-8），分别引入 EcoR Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶切位点，以重组质粒

pGEX-6p-1-SE8 为模板扩增 se8 片段。用 EcoR Ⅰ 和 Xho Ⅰ 限制性核酸内切酶对 pET-28a 载体和

se8 片段双酶切，连接酶切产物，构建 pET-28a-SE8（图 2-1）。 
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表 2-8 同源重组引物序列 

Table 2-8 In-fusion PCR primer sequences 

引物名称  

primer names 
引物序列（5’~3’) primer sequences 

产物/bp 

Products/bp 

cne.eag1 TAATCCACCTCCCTTGACAGTAAAGCTGGTATAGCGAC 
5896  

cne.eag2  AAGCCAAATAACTCGAGCGGCCGCATC 

cne.eag3 AAGGGAGGTGGATTAGACGCAGCAACAGTGTTAGAG 
486 

cne.eag4 TCGAGTTATTTGGCTTTGTTGATTAAGGTCACATAG 

SclC.SclI1 TAATCCACCTCCTGGCTTTTGGGCAGCTTCTTC 
5161 

SclC.SclI2 GAGGTCCATAACTCGAGCGGCCGCATC 

SclC.SclI3 CCAGGAGGTGGATTATCTGGTCCGCCAGGATACC 
171 

SclC.SclI4 TCGAGTTATGGACCTCGGGTACCGCC 

SclF.eq81 CGCTCCACCTCCAGGACCTTGTTTGCCATTTTTAAGTTC 
5134  

SclF.eq82 TTAAGCACTAACTCGAGCGGCCGCATC 

SclF.eq83 CCTGGAGGTGGAGCGACTACCCTAGCAGGAC  
591 

SclF.eq84 TCGAGTTAGTGCTTAAGCTTTTCAATCTGAGCC 

eq5.ideE1 GTCTCCACCTCCAGTAGCAACCAAGGCTGCC 
6305 

eq5.ideE2 AACTGAGCTAACGAGCGGCCGCATCG 

eq5.ideE3 ACTGGAGGTGGAGACGATTACCAAAGGAATGCTACG 
948 

eq5.ideE4 GCTCGTTAGCTCAGTTTCTGCCATATGTCCTTG 

5eag.SclC1 GTCTCCACCTCCTTTGGCTTTGTTGATTAAGGTCACATAG 
6388  

5eag.SclC2 GAGGTCCATAACTCGAGCGGCCGCATC 

5eag.SclC3 AAAGGAGGTGGAGACCAGCCAGCAGCACTAAAATATC 
354 

5eag.SclC4 TCGAGTTATGGACCTCGGGTACCGCC 

6eq8.eq51 TTCTCCACCTCCGTGCTTAAGCTTTTCAATCTGAGCC 
5731 

6eq8.eq52 AACTGAGCTAACTCGAGCGGCCGCATC 

6eq8.eq53 CACGGAGGTGGAGAAACGACTACTGCTAGTGCATTTG 
2277  

6eq8.eq54 TCGAGTTAGCTCAGTTTCTGCCATATGTCCTTG 

7SclI.SclF1 CGATCCACCTCCTGGACCTCGGGTACCGC 
6762  

7SclI.SclF2 AACTGAGCTAACTCGAGCGGCCGCATC 

7SclI.SclF3 CCAGGAGGTGGATCGGAACCCAATCCATATCCAG 
3050  

7SclI.SclF4 TCGAGTTAGCTCAGTTTCTGCCATATGTCCTTG 

28a-8 F TGGGATCCCCGGAATTCACTAATCTTAGT 
4914 

28a-8 R TGCGGCCGCTCGAGTTAGCTCA 
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图 2-1 pET-28a-SE8 构建过程示意图 

Fig. 2-1 Schematic diagram of pET-28a-SE8 construction process 

2.2.3 rSE8 最佳表达条件的确定 

2.2.3.1 rSE8 最佳 IPTG 诱导浓度的确定 

将 BL21（DE3）表达感受态细胞从-80℃取出后立即放入冰上，冰浴融化后，分别取 50 μL 

加到新的 1.5 mL 离心管中 ，分别向其中加入 50 ng pGEX-6p-1-SE8 和 pET-28a-SE8 重组质粒以

及空载体 pGEX-6p-1 和 pET-28a，冰浴 20 min，42℃水浴热激 45 sec，冰浴 2 min，加入 400 μL 

无抗 LB 培养基，在 37℃摇床 180 rpm 振荡培养 1 h，无菌取 100 μL 均匀涂布在含对应抗生素的 

LB 平板上，于 37℃培养箱倒置培养过夜，用 10 μL 无菌枪头随机挑取单菌落到 5 mL 含对应抗

生素的 LB 培养液中，37℃摇床振荡培养 12 h，按 1:100 接种至 5 mL 含对应抗生素的 LB 培养

液中，37℃摇床振荡培养至 OD600nm 为 0.6-0.8，取出冷却至室温，分别加入终浓度为 0.1 mM，

0.5 mM，1.0 mM，1.5 mM 的 IPTG，在 28℃条件下振荡培养 12 h。离心收集菌体，按菌液体积:

裂解液体积＝10:1 加入裂解液重悬，超声破碎菌体后收集上清液和沉淀，沉淀和上清用相同体

积的 PBS 重悬，各取 40 μL，加入 10 μL SDS loading buffer，95℃加热 5 min 变性。以诱导的空

载体和未诱导的菌液作阴性对照，SDS-PAGE，用 QuickBlue 快速染胶液染色 20~30 min，分析

rSE8 表达情况，确定 rSE8 的最佳 IPTG 诱导浓度。 

2.2.3.2 rSE8 最佳诱导温度和诱导时间的确定 

接种 pET-28a-SE8/BL21（DE3）到 5 mL 含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基中，同时接种

pET-28a /BL21（DE3）作为空载体对照，37℃摇床振荡培养过夜，将小摇的 pET-28a-SE8/BL21

（DE3）菌液按 1:100 的比例分别接种至 3 瓶 250 mL 含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB培养基中。将

小摇的 pET-28a /BL21（DE3）菌液于 37℃恒温摇床振荡培养至 OD600nm为 0.6~0.8，取出后冷却

至室温，先取未诱导的菌液 4 mL 备用，作为对照。然后加入终浓度 1 mM 的 IPTG，将 3 瓶

pET-28a-SE8/BL21（DE3）菌液分别放置于 16℃、28℃、37℃三个恒温摇床中诱导表达，将 1

瓶 pET-28a /BL21（DE3）菌液放入 28℃恒温摇床中诱导表达。各瓶菌液分别于诱导后 4 h、6 h、

7 h、8 h、9 h、10 h、11 h、12 h 和 24 h 各取 4 mL 菌液，12,000 ×g 离心 1 min，收集菌体，按菌
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液体积:裂解液体积＝10:1 加入裂解液重悬，超声破碎菌体，收集上清和沉淀，分别用相同体积

的 PBS 重悬，分别取样 40 μL 后加入 10 μL SDS loading buffer，95℃加热 5 min 变性。以诱导的

空载体和未诱导的菌液作为阴性对照，SDS-PAGE 电泳后用 QuickBlue 快速染胶液染色 20~30 

min 后分析蛋白表达情况，确定最佳诱导温度和诱导时间。 

2.2.4 重组蛋白的纯化 

2.2.4.1 单组分重组蛋白和 rSE8 的大量表达 

将 pGEX-6p-1-CNE、 pGEX-6p-1-EAG、 pGEX-6p-1-SclF、 pGEX-6p-1-SclI、 pGEX-6p-1-

SclC、pGEX-6p-1-eq8、pGEX-6p-1-eq5、pGEX-6p-1-ideE、pGEX-6p-1-SE8 和 pET-28a-SE8 重组

质粒转化入 BL21（DE3）后，随机挑取单菌落到 5 mL 含 50 μg/mL 对应抗生素的 LB 培养基中，

37℃振荡培养 12 h。将小摇菌液按 1:100 接种至 250 mL 含对应抗生素的 LB 培养液中，37℃恒

温振荡培养至 OD600nm 为 0.6~0.8，取出后冷却至室温，按照确定的最佳诱导条件诱导表达 rSE8。 

2.2.4.2 单组分重组蛋白以及 SE8（GST） 的纯化 

使用碧云天生物技术有限公司提供的 GST 标签蛋白纯化试剂盒纯化各 GST 重组蛋白。具体

操作如下：收集菌液至 500 mL 离心瓶中，4℃ 4,000 g 离心 20 min，收集菌体沉淀。按照诱导菌

液体积:裂解缓冲液＝10:1 的比例加入裂解缓冲液，充分重悬菌体，添加终浓度为 1mM 的 PMSF

抑制目的蛋白的降解。加入终浓度为 1mg/mL 的溶菌酶后，冰水浴 30min。冰水浴上超声裂解细

菌（超声功率 750 W，间隔 10 sec 超声一次，每次处理 10 sec，共超声 20 min）。4℃ 10,000 g

离心 20~30 min，分离上清和沉淀，沉淀和上清用相同体积的裂解液重悬，并置于冰水浴上，各

取 40 μL 留作后续检测用。在空柱中加入混合均匀 2 mL BeyoGold™ GST-tag Purification Resin，

打开底帽，自然流干后，再加 4 倍柱体积的裂解缓冲液平衡树脂，自然流干，盖上底帽。加入 2 

mL 裂解液到柱子中，重悬树脂，将重悬后的树脂转移到超声后的上清中，4℃旋转混匀 2 h。将

结合后的树脂加入到柱中，打开底帽，自然流出，收集流穿液，并取 40 μL 留作后续检测用。

洗柱 8 次，每次加入 1 mL 裂解缓冲液，每次均收集 40 μL 洗涤的液体留作后续检测用。洗脱缓

冲液洗脱目的蛋白 6~10 次，每次 1 mL，各管收集的洗脱液即为纯化的 GST 标签重组蛋白。每

管各取 40 μL，各加 10 μL 5×SDS Loading buffer 95℃煮样 5min 变性，SDS-PAGE 电泳，

QuickBlue 快速染胶液染色 20~30 min 后分析结果。将有目的条带的洗脱液混合后，分光光度计

测浓度，并利用超滤管浓缩到 1 mg/mL，分装于-80℃保存备用。 

2.2.4.3 His 标签蛋白 rSE8 的纯化 

使用金斯瑞生物科技有限公司提供的 High Affinity Ni-Charged Resin FF 纯化 His 标签蛋白

rSE8。具体操作方法如下：收集菌液至 500 mL 离心瓶中，4℃ 4,000 ×g 离心 20 min，收集菌体

沉淀。按照诱导菌液体积:LE buffer＝10:1 的比例加入 LE buffer 重悬菌体，添加终浓度 1mM 的

PMSF。加入终浓度为 1mg/mL 的溶菌酶冰水浴 30min。冰水浴上超声裂解细菌（超声功率 750 

W，间隔 10 sec 超声一次，每次处理 10 sec，共超声 20 min）。4℃ 10,000 ×g 离心 20~30 min，

分离上清和沉淀，沉淀和上清用相同体积的裂解液重悬，并置于冰水浴上，各取 40 μL 留作后

续检测用。在空柱中加入混合均匀 2 mL High Affinity Ni-Charged Resin FF，打开底帽，自然流

干后，再加 4 倍柱体积的 LE buffer 平衡树脂，自然流干，盖上底帽。加入 2 mL LE buffer 到柱
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子中，重悬树脂，将重悬后的树脂转移到超声后的上清中，4℃旋转混匀 2 h。将结合后的树脂

加入到柱中，打开底帽，自然流出，收集流穿液，并取 40 μL 留作后续检测用。每次加入 1 mL 

Wash buffer 洗柱 8 次，每次均收集 40 μL 洗涤的液体留作后续检测用。每次用 1 mL Elution 

buffer 洗脱目的蛋白 6~10 次。将每次的洗脱液分别收集到不同的离心管中。收集获得的洗脱液

即为纯化的 His 标签重组蛋白 rSE8。每份样品各取 40 μL 留作检测用。将所有的样品加 10 μL 

5×SDS Loading buffer 混匀后 95℃煮样 5 min 变性，SDS-PAGE 电泳，QuickBlue 快速染胶液染

色 20~30 min 后分析结果。将有目的条带的蛋白洗脱液混合，利用 50 kU 超滤管置换缓冲液为

PBS，超微量紫外分光光度计测浓度，用 PBS 将浓度调整为 1 mg/mL，分装于-80℃保存备用。 

2.2.5 重组蛋白的鉴定 

Western blot 对纯化后的单组分蛋白以及 rSE8 进行分析。具体操作如下： 

（1）SDS-PAGE：分别取 40 μL 纯化所得的 1 mg/mL 单组分重组蛋白和 rSE8 以及 pGEX-

6p-1/BL21（DE3），pET-28a/BL21（DE3）工程菌作为空载体对照，各加入 10 μL 5×SDS 

loading buffer，95℃煮样 5 min 变性，使用金斯瑞生物技术有限公司提供的蛋白预制胶进行

SDS-PAGE 电泳。单组分蛋白用 4%的浓缩胶，80 V 电泳 20 min，12% 的分离胶，120V 电泳 45 

min，rSE8 用 8%的分离胶，120 V 电泳 1 h。 

（2）转膜：电泳结束后，切胶，根据胶的大小裁剪 NC 膜，将 NC 膜在转膜缓冲液中平衡

数秒，预处理膜后，按照“三明治模式”：转膜夹黑色负极面—海绵—蛋白胶—NC 膜—海绵—

转膜夹红色正极面的顺序，注意保持膜与胶之间不要有气泡，放置好后合上转膜夹，插入快速

湿转仪，将目的蛋白转印至 NC 膜上。 

（3）封闭：5%的脱脂乳室温封闭 1 h，封闭结束后用 1×TBST 洗涤三次，每次洗涤 10 min。 

（4）一抗孵育：使用 S. equi 自然感染马阳性血清或者 S. equi HLJ2018 株攻菌后的小鼠血清

作为一抗（用 5%脱脂乳 1:200 稀释），室温孵育 2 h，用 1×TBST 洗 3 次，10 min/ 次. 

（5）二抗孵育：加入 HRP 标记的兔抗马 IgG 抗体（用 5%脱脂乳 1:5000 稀释），室温孵育

1 h，1×TBST 洗 3 次，10 min/次。 

（6）结果分析：对于 S. equi 自然感染马阳性血清作为一抗的试验，取 DAB 显色试剂盒中

的 A 液和 B 液各 50 μL，加入到 900 μL PBS 中混匀，均匀滴于膜上，避光显色 10 min，拍照分

析结果；对于 S. equi HLJ2018 株攻菌后的小鼠血清作为一抗的试验，结果用红外双色成像系统

分析。 

2.3 结果及分析 

2.3.1 目的基因的 PCR 扩增结果 

以提取的 HLJ2018 株基因组 DNA 为模板，利用设计的针对 cne、eag、SclC、SclI、SclF、

eq5、eq8 和 ideE 的特异性引物进行扩增，分别得到 912 bp、483 bp、174 bp、168 bp、150 bp、

1320 bp、588 bp 和 948 bp 的片段，与预期大小相符（图 2-2）。 
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图 2-2 目的基因 cne、eag、SclC、SclI、SclF、eq8、eq5 和 ideE 的 PCR 扩增结果 

Fig. 2-2 PCR Amplification of cne, eag, SclC, SclI, SclF, eq5, eq8 and ideE  

2.3.2 rSE8 表达载体的构建结果 

将 cne、eag、eq5、eq8、SclC、SclI、SclF 和 ideE 分别克隆到 pGEX-6p-1 原核表达载体中，

测序无误，证实成功构建重组表达质粒 pGEX-6p-1-CNE，pGEX-6p-1-EAG，pGEX-6p-1-EQ5，

pGEX-6p-1-EQ8，pGEX-6p-1-SclC，pGEX-6p-1-SclI，pGEX-6p-1- SclF 和 pGEX-6p-1-ideE。 

通过同源重组技术，依次将 cne、eag、SclC、SclI、SclF、eq8、eq5 和 ideE 基因片段以蛋白

接头 Gly-Gly-Gly 的核苷酸序列连接，得到的融合基因大小为 4914 bp，命名为 se8（见图 2-3），

克隆至 pGEX-6p-1 原核表达载体中（见图 2-1），经 PCR 鉴定，se8 与预期大小相符，测序无误，

证实 pGEX-6p-1-SE8 构建成功。 

用引物 28a-8 F/28a-8 R 扩增 se8 融合基因片段，EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ限制性核酸内切酶对 se8 和

pET-28a 载体进行双酶切，连接酶切片段，测序无误，证实 pET-28a-SE8 表达载体构建成功，并

将该 8 组分融合蛋白命名为 rSE8。 

 

图 2-3 se8 融合基因片段的 PCR 扩增结果 

Fig. 2-3 PCR Amplification of se8 

2.3.3 重组蛋白的表达和纯化结果 

将少量的 pET-28a/BL21（DE3）空载体工程菌和 pET-28a-SE8/BL21（DE3）重组蛋白工程

菌加入 IPTG 诱导剂诱导表达，取未诱导和诱导后全菌样品，超声破碎后离心，检测上清中可溶

性 rSE8 和沉淀中的包涵体蛋白表达量，将所取样品进行 SDS-PAGE 观察 181 kU 左右处条带大

小。结果表明，rSE8 在经诱导后，沉淀和上清在预期大小位置均有明显条带，并且上清中的

rSE8 表达量明显高于沉淀中的包涵体蛋白表达量，而未诱导的样品几乎未见目的条带。证明经
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IPTG 诱导后，rSE8 以可溶性的形式表达（见图 2-4）。 

 

图 2-4 不同浓度 IPTG 诱导剂下 rSE8 表达情况的 SDS-PAGE 鉴定 

Fig. 2-4 SDS-PAGE identification of expression of rSE8 in different concentrations of IPTG 

M. 蛋白质相对分子质量标准。箭头所示为 rSE8。 

M. Protein Ladder. Arrow shows rSE8. 

通过预表达 rSE8 筛选最佳诱导表达的 IPTG 浓度、诱导时间和诱导温度。当 IPTG 诱导剂浓

度分别为 0.1 mM、0.5 mM、1.0 mM 和 1.5 mM 时，rSE8 的可溶性表达量在 IPTG 浓度为 1.0 

mM 时最大，在 1.5 mM 时有所降低（见图 2-4）。确定最佳 IPTG 诱导浓度为 1.0 mM 后，设置

诱导温度分别为 37℃、28℃、16℃，诱导时间达到 4 h、6 h、7 h、8 h、9 h、10 h、11 h、12 h

和 24 h 时分别取样，筛选最佳诱导温度和诱导时间。结果表明，rSE8 的表达量在 37℃时最低，

在 16℃最高；随着诱导时间延长，rSE8 总表达量增加，其中上清的蛋白表达量在 24 h 时最高，

包涵体蛋白的表达量在 24 h 时最低（见图 2-5）。因此，rSE8 的最佳诱导条件为 IPTG 1.0 mM，

诱导温度 16℃，诱导时间 24 h。 
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图 2-5 不同时间和温度下 rSE8 表达情况的 SDS-PAGE 鉴定 

Fig. 2-5 SDS-PAGE identification of expression of rSE8 at different times and temperatures 

箭头所示为 rSE8。a~c: 16℃诱导表达时不同诱导时间的 rSE8 表达量；d~f: 28℃诱导表达时不同诱导时间的

rSE8 表达量；g~i: 37℃诱导表达时不同诱导时间的 rSE8 表达量。 

Arrows show rSE8. a~c: rSE8 expression levels at different inducing times at 16℃; d~f: rSE8 expression levels at 

different inducing times at 28℃; g~i: rSE8 expression levels at different inducing times at 37℃. 

将 pGEX-6p-1-CNE、pGEX-6p-1-EAG、 pGEX-6p-1-SclC、 pGEX-6p-1-SclI、 pGEX-6p-1-

SclF、pGEX-6p-1-EQ5、pGEX-6p-1-EQ8、pGEX-6p-1-ideE、pGEX-6p-1-SE8 和 pET-28a-SE8 重

组质粒转化至 BL21（DE3）， 对纯化后的蛋白进行 SDS-PAGE 分析（见图 2-6）和 western blot

验证（见图 2-7），各蛋白大小见表 2-9，与预期目的蛋白大小相符，均以可溶性形式表达。 

表 2-9  各蛋白分子量 

Table 2-9 Molecular weight of each protein 

蛋白名称 CNE EAG SclC SclI SclF EQ8 EQ5 IdeE SE8(GST) rSE8 

蛋白分子量/kU 59.8  43.9  32.8  32.5  31.9  73.6  48.7  61.6  204  181  
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图 2-6 各重组蛋白表达与纯化的 SDS-PAGE 检测结果 

Fig.2-6 Results of expression and purification of recombinant proteins identified by SDS-PAGE 

a~j: 分别为 CNE, EAG, SclC, SclI, SclF, EQ5, EQ8, ideE, rSE8, SE8(GST)的表达纯化；1. 蛋白质相对分子质量标

准; 2. 空载体对照; 3. 未诱导; 4. 诱导沉淀; 5. 诱导上清; 6. 流穿液; 7~9. 洗涤液; 10~16. 蛋白洗脱液。箭头所示为目

的蛋白。 
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a~j. Expression and purification of CNE, EAG, SclC, SclI, SclF, EQ5, EQ8, ideE, SE8(GST) and rSE8; 1. Protein 

Ladder; 2. Plasmid control; 3. Uninduced; 4. Induced precipitation; 5. Induced supernatant; 6. Flow through fluid; 7~9. 

Washing fluid; 10~16. Eluent. Arrows show the purified proteins. 

2.3.4 单组分重组蛋白以及 rSE8 的 western blot 鉴定结果 

使用 S. equi 自然感染马阳性血清作为一抗（1:200 稀释），HRP 标记的兔抗马 IgG 抗体

（1:5000 稀释）作为二抗，western blot 检测纯化后的 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ8、

EQ5 和 ideE 等单组分蛋白和 rSE8（见图 2-7 a 和 b）；攻菌后的小鼠血清（1:200 稀释）为一抗，

HRP 标记的羊抗鼠 IgG（1:10000 稀释）作为二抗，western blot 检测 rSE8（见图 2-7 c）。结果

表明这 8 种蛋白以及 rSE8 均能与 S. equi 自然感染马阳性血清和 S. equi 感染小鼠血清特异性结合。 

 

图 2-7 重组蛋白反应原性的 western blot 验证 

Fig. 2-7 Western blot analysis of reactogenicity of recombinant proteins  

a. 单组份重组蛋白与 S. equi 自然感染马阳性血清结合的 western blot 验证：1. 蛋白质标准分子量; 2 pGEX-6p-1 空

载体对照; 3~10. 分别为 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5、EQ8 和 IdeE；b. rSE8 和 S. equi 自然感染马阳性

血清结合的 western blot 验证：1. 蛋白质标准分子量; 2. pET-28a 空载体对照; 3. rSE8; c. rSE8 与 S. equi 感染小鼠

血清结合的 western blot 验证：1. 蛋白质标准分子量; 2. pET-28a 空载体对照; 3. rSE8  

a. Verification of binding of recombinant proteins to positive sera from equine naturally infected with S. equi by western 

blot: 1. Protein Ladder; 2 pGEX-6p-1 control; 3~10. CNE, EAG, SclC, SclI, SclF, EQ5, EQ8, ideE; b. Verification of 

binding of rSE8 to positive sera from equine naturally infected with S. equi by western blot: 1. Protein Ladder; 2. pET-

28a control; 3. rSE8; c. Verification of binding of rSE8 to sera from S. equi infected mice by western blot: 1. Protein 

Ladder; 2. pET-28a control; 3. rSE8. 
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第三章  rSE8 对小鼠免疫效果的评价 

3.1 材料 

3.1.1 菌种及实验动物 

S. equi HLJ2018 株由本实验室分离并保存；BALB/c 雌鼠购自辽宁长生生物技术有限公司。

实验小鼠按照中国农业科学院哈尔滨兽医研究所动物饲养标准执行，饲养于哈尔滨兽医研究所 

SPF 级动物实验中心；所有小鼠实验均已通过中国农业科学院哈尔滨兽医研究所动物伦理委员

会审批并严格参照中国农业科学院哈尔滨兽医研究所动物伦理委员会规则进行。实验动物伦理

表批准文号（IACUC 210105-01）。 

3.1.2 主要仪器 

表 3-1 主要仪器 

Table 3-1 main instruments in this study 

仪器 公司 

荧光定量 PCR 仪（MA-688） 雅睿生物 

酶标仪（ELx808） Bio Tek  

台式 pH 计（S210-B） METTLER TOLEDO 

细胞计数仪（IC1000） 上海睿钰生物科技有限公司 

台式离心机（5424） Eppendorf 

超纯水仪（GENPURE PRO UV/UF） Thermo 

微孔板快速震荡器（QB-9002） 海林市其林贝尔仪器制造有限公司 

超微量紫外分光光度计（NanoPhotometer P330） IMPLEN 

流式细胞仪（BD AccuriTM C6） BD Biosciences 

恒温培养箱（DHP-9272） 上海一恒科学仪器有限公司 

洁净工作台（DL-CJ-2MDⅡ） 北京东联哈尔仪器制造有限公司 

高速离心机（CR21G II）    HiTACHI  

水浴锅（DK-8D）   上海精宏实验设备有限公司  

往复式脱色摇床（TS.B-108） 海林市其林贝尔仪器制造有限公司 

96 孔微孔洗板机（888） Thermo 

组织研磨仪 Ultracool GeneReady（BSH-C2） 杭州遂真生物技术有限公司 

漩涡振荡器 Crystal 

3.1.3 主要耗材 
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表 3-2 实验耗材 

Table 3-2 Experimental consumables in this study 

实验耗材 来源 

细胞筛网 Falcon 

无菌注射器 BD  

离心管 NEST  

0.22 μM 滤膜 Millipore 

3.1.4 主要试剂 

表 3-3 主要试剂 

Table 3-3 Main reagents in this study 

试剂 公司 

HRP 标记的羊抗鼠 IgG二抗 KPL 

小鼠脾脏淋巴细胞分离试剂盒，红细胞裂解液 索莱宝 

抗体亚型鉴定试剂盒 Southern Biotech 

BSA Biosharp 

DEPC 水、甘油 索莱宝 

异丙醇，甲醛 国药化试 

75% 酒精 利尔康 

Tween 20、Triton X-100、氯仿 Sigma 

TRIzol Invitrogen 

Biopanda 单组分 TMB 显色液 英创 

Skim milk BD 

THB 培养基 海博生物 

哥伦比亚血平板 OXOID 

APC anti-mouse CD8a、FITC anti-mouse CD4、PE/Cy7 anti-mouse CD3 流式抗体  Biolegend 

反转录试剂盒、荧光定量试剂盒 TAKARA 

3.1.5 主要溶液和培养基的配制 

本实验涉及的溶液和培养基的配置见表 3-4。 
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表 3-4 主要溶液及培养基的配置方法 

Table 3-4 Main solutions and mediums preparation in this study 

溶液 成分 操作 

PBS 缓冲液 137 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM 

Na2HPO4、2 mM KH2PO4  

加水溶解，调 pH 7.4，灭菌后室温保

存。 

PBST 缓冲液 1 L PBS、0.05% Tween 20 充分混匀。 

TBS 缓冲液（10×） 0.2M Tris-HC1、1.5 M NaC1 充分溶解后室温保存。 

TBST 缓冲液（1×） 100 mL 10×TBS、500 μL Tween 20 充分混匀。 

ELISA 封闭液和抗原抗体

稀释液 

95% PBS、5% BSA 混匀后 4°C 保存。 

2 M 硫酸终止液 160 mL H2O、20 mL 38%浓 H2SO4 浓 H2SO4 缓慢加入水中并混匀，室温保

存。 

Todd Hewitt Broth 培养基

（THB） 

36.4 g Todd Hewitt 粉末、10 g 酵母提取

物 

加水溶解，定容至 1 L，调 pH 7.4，灭

菌后 4℃保存。 

3.2 方法 

3.2.1 S. equi 小鼠感染模型的建立 

3.2.1.1 HLJ2018 株菌液配制 

从-80℃拿出保存的 HLJ2018 株甘油菌，在哥伦比亚血平板上划线，37℃过夜培养，挑取溶

血单菌落，接种于 5 mL THB 培养基中，37℃振荡培养 12~16 h，将小摇的菌液按照 1:100 的比

例接种到 200 mL THB 液体培养基，37℃振荡培养至对数生长期（OD600 nm=0.8~1.0），然后

将菌液 10 倍比稀释后，涂血平板进行平板计数。在计数的同时，将原菌液保存于 4℃。 

根据平板计数结果，将原菌液进行梯度稀释，使各组浓度分别为 5×107、5×106、5×105、

5×104和 5×103 CFU/mL（CFU：colony forming units，菌落形成单位）。 

3.2.1.2 梯度浓度 HLJ2018 株菌液感染小鼠 

将 8 周龄 BALB/c 小鼠分 6 组，每组 8 只小鼠，一组对照组，腹腔注射 0.2 mL THB 培养基。

其余五组实验组各腹腔注射 103、104、105、106、107 CFU HLJ2018 株菌液，即浓度为 5×103、

5×104、5×105、5×106、5×107 CFU/mL 的菌液各 0.2 mL。 

攻菌后给予小鼠相同的饲养环境，每天观察并统计两周内小鼠的生存状态。存活鼠安乐死。

统计存活率，分析得出 HLJ2018 株 菌株感染小鼠的最小完全致死剂量（MLD）。 

3.2.2 HLJ2018 灭活疫苗的制备 

（1）菌液制备：拿出保存于-80℃的 HLJ2018 株甘油菌，在哥伦比亚血平板上划线， 37℃

过夜培养，挑取溶血单菌落，接种于 5 mL THB 培养基中，37℃振荡培养 12~16 h，将小摇的菌

液按照 1:100 的比例接种到 200 mL THB 培养基，37℃振荡培养至对数生长期（OD600 

nm=0.8~1.0）。 
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（2）菌液灭活：取 5 mL 摇好的菌液进行稀释涂血平板计数，同时，在剩下的菌液中加入

终浓度为 0.2%的甲醛溶液，于 16℃恒温摇床，120 rpm 灭活 3 d。 

（3）去除甲醛：将灭活好的菌液 5,000 ×g 离心 10 min，弃上清，加入适量无菌 PBS 重悬菌

体，洗 3 遍，根据菌液计数结果，加入无菌 PBS 稀释到 109 CFU/mL。 

（4）添加佐剂：加入终浓度为 8%的疫苗佐剂，混合均匀后，无菌条件下调节 PH 至’7.0。

将 HLJ2018 灭活疫苗于 4℃保存备用。 

3.2.3 小鼠免疫试验 

3.2.3.1 小鼠分组情况 

本研究的小鼠实验方案已获得动物福利伦理委员会的批准。取健康 4 周龄 BALB/c 雌鼠 54

只，随机分成 6 组，每组 9 只。其中重组蛋白疫苗免疫组 2 组（一组只免疫不攻菌，另一组二

免两周后攻菌），HLJ2018 灭活疫苗免疫组 2 组（一组只免疫不攻菌，另一组二免两周后攻

菌），对照组 2 组（一组只免疫不攻菌，另一组二免两周后攻菌）。免疫试验在 IVC 正压环境

下进行，攻菌后在负压环境、隔离器中进行。 

3.2.3.2 免疫方案 

首先将 100 µg rSE8（浓度为 1 mg/mL）、108 CFU HLJ2018 灭活疫苗（浓度为 109 CFU/mL）

和 100 µL 无菌 PBS 分别与终浓度为 8%的疫苗佐剂在无菌条件下混合均匀后，分别为 rSE8 免疫

组、灭活疫苗免疫组和对照组的小鼠，首免剂量分别为 100 µg rSE8，108 CFU HLJ2018 株，100 

µL 无菌 PBS，背部皮下多点注射。间隔两周加强免疫，免疫剂量和途径同首免。 

三组都在免疫前、一免后 1 W、2 W 及二免后 1 W、2 W、3 W、4 W、5 W、6 W 进行眼眶

下静脉采血，每只小鼠采血 200 µL，37℃放置 1 h 后，4,000 ×g，10 min 离心收集血清，用作检

测 IgG 水平。免疫日程见图 3-1。 

 

图 3-1 抗体评价试验设计示意图 

Fig. 3-1 Schematic diagram of antibody detection experiments design 

3.2.4 间接 ELISA 检测 rSE8 免疫小鼠血清中各蛋白特异性抗体水平 

采用间接 ELISA（iELISA）检测免疫后每周采集的血清中抗原特异性 IgG 水平，以及二免

后 2 W rSE8 的特异性抗体亚型 IgG1、IgG2a 和 IgG2b 的水平。具体方法如下： 

（1）抗原稀释：用 PBS 将抗原稀释到 1 ng/μL。 

（2）包被：包被抗原分别为纯化后的单组分重组蛋白 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、

EQ8、EQ5、ideE 以及多组分融合蛋白 SE8(GST)，稀释后的抗原溶液包被 96 孔板（100 μL/孔），

4℃过夜。 

（3）洗涤：PBST 洗板 3 次，并用吸水纸拍干。 

（4）封闭：加入 200 μL/孔封闭液，37℃封闭 2 h。 
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（5）洗涤：PBST 洗涤包被板３次，吸水纸拍干。 

（6）一抗孵育：待测血清 2 倍比稀释，100 μL/孔，37℃孵育 1 h。为了确定临界值，取 24

份已知 S. equi 阴性小鼠血清，每份样品稀释 200 倍，100 μL/孔，3 个重复。 

（7）洗涤：PBST 洗涤包被板 3 次，吸水纸拍干。 

（8）二抗孵育：在测 IgG水平的试验中，加入 1:10000 稀释的 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 二抗，

100 μL/孔；在测抗体亚型水平的试验中，将 Southern Biotech 提供的抗体亚型鉴定试剂盒中的

Goat Anti-Mouse IgG1（Human ads-HRP）、Goat Anti-Mouse IgG2a（Human ads-HRP ）和 Goat 

Anti-Mouse IgG2b（Human ads-HRP）稀释 200 倍后，加入 100 μL/孔。37℃孵育 30 min（期间

拿出显色液，避光放至室温）。 

（9）洗涤：PBST 洗涤包被板 3 次，吸水纸拍干。 

（10）显色：加入 TMB 显色剂，100 μL/孔，室温避光显色 10 min。 

（11）终止：加入 2 M H2SO4终止液，50 μL/孔，并在微孔板震荡仪上震荡 30 sec，使反应

充分终止。 

（12）读值：酶标仪测定每孔的 OD450nm 值，计算样本 OD450nm 值的平均值（X）和标准方

差（SD），根据统计学原则，当的 OD450nm（待测血清）≥ X（阴性血清）＋3SD（阴性血清）

时，可以在 99.9%的水平上判定为阳性。判定为阳性的最大稀释倍数即为该待测血清的抗体滴度。 

3.2.5 小鼠免疫保护试验 

根据建立的小鼠 HLJ2018 株感染模型得出的 MLD 确定攻菌剂量。三个攻菌组都在二免后 2 

W 用 10 MLD 的 HLJ2018 株菌液攻菌，攻菌方式为腹腔注射 200 μL 稀释到相应浓度的菌液。免

疫保护试验日程见图 3-2。 

 

图 3-2 攻菌保护试验设计示意图 

Fig. 3-2 Schedule of challenge experiments 

3.2.5.1 小鼠攻菌后的生存状态 

攻菌后 2 W 内每天观察小鼠的生存状态，根据三组小鼠的存活率绘制生存曲线，并比较三

组小鼠的体质量变化。 

3.2.5.2 小鼠攻菌后组织病理变化及含菌量检测 

将刚死亡的小鼠剖检，观察病变，同时无菌条件下取心、肝、脾、肺和大脑等器官后，取

一部分用 4%甲醛固定，制成病理切片，显微镜病理变化；另一部分称重后，加入 PBS 进行组织

匀浆，1,200 ×g 离心 2 min，取上清涂布于哥伦比亚血平板进行平板计数，计算 CFU/g 的值，比

较各组小鼠组织含菌量。 

3.2.5.3 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 基因表达水平检测 

荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测小鼠脾脏中白介素 4（Interleukin 4, IL-4）、白介素 10

（Interleukin 10, IL-10）和 γ 干扰素（γ interferon, IFN-γ）相关基因表达水平。 
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（1）取脾脏组织：二免后 2 W 攻菌，在攻菌后 24 h 从攻菌的 rSE8 免疫组、灭活疫苗免疫

组和对照组中分别取 3 只小鼠，脱颈处死后取脾脏。 

（2）TRIzol 提取 RNA：切取 50~100 mg 组织，用酒精棉擦拭剪刀、镊子，将组织切成碎

块，尽可能小或者碎；加入到有研磨珠的离心管中，加入 TRIzol 1 mL /管，使用组织研磨仪研

磨脾脏；研磨结束后，12,000 ×g 离心 5 min，取上清至新的离心管中，室温放置 5 min。向离心

管中加 200 μL 氯仿，吹打混匀，室温静置 2~3 min；4℃，12,000 ×g 离心 15 min，此时液相分上

中下层；取上层液体（水相层）到新的离心管；加入 0.5 mL 异丙醇，将管中液体轻轻混匀，室

温静置 10 min； 4℃，12,000 ×g 离心 10 min，弃上清；向离心管中加入 1mL 75%酒精吹打混匀；

4℃，7,500 ×g 离心 5 min，弃上清；打开管盖室温干燥 5~10 min，至乙醇完全挥发；向离心管

内加入 30 μL DEPC 水，55℃促溶 5 min；分光光度计测 RNA 浓度；分装，-80℃保存。  

（3）反转录：使用 TAKARA 提供的反转录试剂盒，具体操作如下： 

a. 去除基因组 DNA ：体系见表 3-5。充分混匀后瞬离，42℃反应 2 min，结束后将产物放置

冰上。 

表 3-5 去除基因组 DNA 体系 

Table 3-5 Erase DNA reaction mixture 

试剂 使用量 

5×gDNA Eraser Buffer  2 μL 

gDNA Eraser 1 μL 

Total RNA 1 μg 

RNase FreedH2O 补齐至 10 μL 

b. 反转录反应：反转录体系见表 3-6。 

表 3-6 反转录体系 

Table 3-6 PCR reverse transcription mixture 

试剂 使用量/μL 

上一步的反应液 10 μL 

RT Primer Mix 1 μL 

5×PrimeScript Buffer 2 4 μL 

PrimeScript RT Enzyme Mix I 1 μL 

RNase FreedH2O 4 μl 

在冰上配制反应液。反应条件为：37°C 15 min、85°C 5 sec。cDNA 测浓度后用 3 倍 dH2O

稀释成相同的浓度，保存于-20°C。 

（4）qRT-PCR 

以逆转录产物 cDNA 为模板进行荧光定量 PCR。引物序列根据 GenBank 中收录的基因全序

列用 SnapGene 4.2 软件设计以及参考文献获得。引物合成由库美生物科技有限公司完成，再通

过普通 PCR 确定最佳引物和最适退火温度。每对引物确定 3 个适当的温度梯度，以 cDNA 为模

板，PCR 扩增后对产物进行分析，选择能扩增出单一条带且条带最亮的引物进行后续试验。最

后筛选出的引物的序列及扩增长度见表 3-7。 
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表 3-7 荧光定量 PCR 引物 

Table 3-7 The primer sequences for real-time quantitative PCR amplifications in this study 

检测基因 

Detected genes 

引物序列（5’~3’）  

primer sequences 

产物大小/bp 

Products/bp 

IL-10 F: ACAGCCGGGAAGACAAT 

R: GCAGCTCTAGGAGCATGT 

 66 

IL-4 F: 5'-TCC TGC TCT TCT TTC TCG-3',  

R: 5'-TTT TCC TGT GAC CTC GTT-3' 

98 

IFN-γ F :5'-CGCTACACACTGCATCTTGG-3' 

R:5'-TTCCACATCT ATGCCACTTGAG-3' 

130 

β-actin F: 5'-GAG ACCTTCAACACCCCAGCC-3' 

R: 5'-AATG TCACGCACGATTTCCC-3 ' 

263 

qRT-PCR 反应在雅睿生物荧光定量 PCR 仪中进行。分别用检测 IL-10、IL-4 和 IFN-γ 相关

基因的引物和内参引物扩增，以 β-actin 的表达量作为校准。反应体系见表 3-8，冰上配制，在雅

睿生物荧光定量 PCR 仪中进行反应，反应条件：Stage 1： 95°C 预变性 30 sec；Stage 2： 95°C 

变性 5 sec、60°C 退火 1 min， 40 个循环；Stage 3：95℃ 1min、55℃ 30 sec、95℃ 30 sec。每个

样品设置 3 个重复。 

结果用△△Ct 法分析, β-actin 的表达量作为内参, 计算 IL-4、IL-10 和 IFN-γ mRNA 的相对表

达量。 

表 3-8 qRT-PCR 反应体系 

Table 3-8 qRT-PCR reaction mixture 

试剂 使用量/μL 

TB Green Premix Ex Taq  II（Tli RNaseH Plus）(2×) 12.5  

PCR Forward Primer （10 μM） 1  

PCR Reverse Primer （10 μM） 1  

cDNA （10 pg~100 ng） 2  

灭菌水 8.5  

3.2.6 统计学分析   

本研究所有的数据表示为平均值±标准差，GraphPad Prism 8 软件进行单因素方差分析。

p<0.05 时认为差异有统计学意义。 

3.3 结果及分析 

3.3.1 HLJ2018 株感染小鼠的最小完全致死剂量 
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将倍比稀释的浓度分别为 5×103、5×104、5×105、5×106和 5×107 CFU/mL 的 HLJ2018 株菌液

各取 0.2 mL 腹腔注射感染小鼠后，每天观察并统计三组小鼠的生存情况和体质量变化。 

107、106和 105 CFU 攻菌组小鼠分别在攻菌后第 1 d，3 d，6 d 开始死亡，第 3 d，6 d，12 d

全部死亡，死亡率 100%；104 CFU 攻菌组小鼠在攻菌后第 6 d 开始死亡，第 9 d 不再死亡，死亡

率 50%；104 CFU 攻菌组小鼠在攻菌后第 12 d 开始死亡，其余小鼠存活到观察期结束，死亡率

20%；对照组小鼠全部存活。HLJ2018 株对小鼠的最小完全致死剂量（MLD）为 105 CFU。根据

小鼠存活率，绘制生存曲线（见图 3-3 a）。 

107，106，105 CFU 攻菌组小鼠的体质量持续下降，104和 103 CFU 攻菌组小鼠体质量从第三

天开始下降，分别于第 9 d 和第 11 d 开始回升，对照组小鼠体质量增加了 7%。根据小鼠的平均

体质量变化绘制体质量变化曲线（见图 3-3 b）。 

 图 3-3 不同浓度 S. equi 感染小鼠后存活率（a）及体质量变化（b）结果 

Fig. 3-3 Survival rate and weight changes of mice after being infected with different concentrations of S. equi 

CFU: 菌落形成单位。 

CFU: Colony forming units. 

3.3.2 rSE8 诱导小鼠产生的免疫应答 

3.3.2.1 免疫小鼠血清特异性 IgG 水平 

根据建立的间接 ELISA 检测方法，检测 rSE8、CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5、EQ8

和 IdeE 特异性 IgG 的 iELISA 临界值（cut off 值）见表 3-9。当 D450 nm ≥ cut off 值时，判定为阳

性，D450 nm＜cut off 值时，判定为阴性。对免疫后每周采集的小鼠血清 2 倍比稀释后，检测各抗

原（rSE8、CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5、EQ8 和 IdeE）特异性 IgG 水平（见图 3-4 a）。

结果表明，在首次免疫后 7 d 即可检测到针对各抗原的特异性 IgG，并且其水平持续上升至第 28 

d，然后保持在一个相对稳定的水平。各抗原的最高特异性抗体效价水平见表 3-9。 
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表 3-9 各蛋白 iELISA 临界值及最高抗体效价 

Table3-9 The cut off value and highest antibody titer of iELISA for each protein  

蛋白名称 iELISA 临界值 最高特异性抗体效价 蛋白名称 iELISA 临界值 最高特异性抗体效价 

rSE8 0.59 1:32768 SclF 0.08 1:1024 

CNE 0.13 1:65536 EQ8 0.08 1:131072 

EAG 0.21 1:16384 EQ5 0.14 1:131072 

SclC 0.07 1:32768 IdeE 0.13 1:1024 

SclI 0.09 1:256    

 

 
图 3-4 免疫小鼠血清中特异性抗体水平的 iELISA 检测 

Fig. 3-4 Specific antibodies levels in sera of immunized mice measured by iELISA 

a. 免疫后每周小鼠血清中各抗原的特异性 IgG 水平；b. 二免后 2 W 时小鼠血清中 rSE8 的特异性 IgG1, IgG2a 和

IgG2b 水平; ****：p<0.0001, 表示具有极显著差异。 

a. Specific IgG levels of each antigen in sera of mice every week after immunization; b. Specific IgG1, IgG2a and IgG2b 

levels of rSE8 in sera of mice 2 weeks after boost immunization; ****: indicates p<0.0001 (a very significant difference). 

3.3.2.2 免疫小鼠血清特异性抗体亚型 IgG1、IgG2a 和 IgG2b 水平 

二免后 2 W 小鼠血清中 rSE8 的特异性 IgG1、IgG2a 和 IgG2b 水平用抗体亚型检测试剂盒检

测，结果表明，rSE8 免疫后小鼠血清的 rSE8 的特异性 IgG1 水平显著高于 IgG2a 和 IgG2b 水平

（****：p<0.0001）（见图 3-4 b）。 

3.3.3 rSE8 疫苗和 HLJ2018 灭活疫苗对小鼠的保护效果的比较 

3.3.3.1 免疫小鼠攻菌后的生存状态 

在攻菌保护试验中，加强免疫两周后，对免疫小鼠腹腔注射 10 MLD（即 106 CFU）

HLJ2018 株攻菌。持续两周观察各组小鼠（n=6）的生存状态。结果表明，rSE8 免疫组所有的小

鼠均受到了保护（见图 3-5 a），灭活疫苗免疫组小鼠在攻菌后第 7 d 开始死亡，在观察期结束

时存活率为 67%，对照组的小鼠在 7 d 内全部死亡，表明 rSE8 能给小鼠提供完全保护，相对于

灭活疫苗来说有更好保护作用。 



中国农业科学院硕士学位论文 第三章 rSE8 对小鼠免疫效果的评价 

33 

 图 3-5 攻菌后各组小鼠存活率（a）及体质量变化（b）结果 

Fig. 3-5 Survival rate (a) and weight changes (b) of mice in each group of immunized mice challenged with S. equi 

此外，rSE8 免疫组小鼠体质量在攻菌后第 4 d 开始恢复，在第 8 d 恢复正常，灭活疫苗免疫

组小鼠体质量在观察期内，从第 2 d 开始直到第 13 d，呈现持续下降的趋势，对照组小鼠的体质

量始终呈快速下降趋势（见图 3-5 b）。 

3.3.3.2 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 基因表达水平检测结果 

为了进一步评估 rSE8 对小鼠的免疫保护作用，二免后 2 W 攻菌，qRT-PCR 检测攻菌后 24 h 

rSE8 免疫组、灭活疫苗免疫组和对照组小鼠脾脏中 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 相关基因表达水平。结

果表明，rSE8 免疫组在诱导 IL-4、INF-γ 和 IL-10 表达方面具有优势，其中 IL-4 和 IL-10 的表达

量显著高于对照组和灭活疫苗免疫组（见图 3-6），说明 rSE8 主要诱导机体产生体液免疫应答，

并且有效抑制小鼠体内的炎症反应。 

 

图 3-6 小鼠脾脏中 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 的 mRNA 表达水平的 qRT-PCR 检测结果 

Fig. 3-6 Relative mRNA expression of IL-4, IL-10 and IFN-γ in spleen of challenged mice measured by qRT-

PCR 

*：p<0.05，表示具有显著差异。 

*: indicates p<0.05 (a significant difference). 

3.3.3.3 免疫小鼠攻菌后组织病理变化及含菌量检测 

攻菌后，剖检刚死亡的小鼠，无菌取小鼠心脏、肝脏、肺脏和大脑等器官，经固定，石蜡

包埋，HE 染色，在显微镜下观察发现，rSE8 免疫组的各脏器未见明显病变（见图 3-7 b, e, h, 
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k）。灭活疫苗免疫组小鼠肝细胞少量变性，小胆管周围少量炎性细胞浸润（见图 3-7 f）；肺有

少量炎性细胞浸润（见图 3-7 i）；大脑胶质细胞轻度增生，神经元细胞部分变性坏死（见图 3-7 

l）。对照组小鼠心外膜被覆纤维素性渗出物，淤血，局灶性坏死，多量炎性细胞浸润（见图 3-

7 a）；肝局部肝细胞多量坏死，炎性细胞浸润，可见球状菌体增殖（见图 3-7 d）；肺血管外膜

水肿，少量炎性细胞浸润（见图 3-7 g）；大脑胶质细胞增生，部分神经元细胞变性坏死（见图

3-7 j）。 

 

图 3-7 攻菌后各组小鼠器官的病理切片 

Fig. 3-7 Pathological changes of organs in each group after being challenged with S. equi observed through HE staining 

a~c: 分别取样于对照组、rSE8 免疫组和灭活疫苗免疫组的心（标尺：100 μm）；d~f: 分别分别取样于对照组、

rSE8 免疫组和灭活疫苗免疫组的肝（标尺分别为 20 μm，100 μm，100 μm）；g~h: 分别取样于对照组、rSE8 免

疫组和灭活疫苗免疫组的肺（标尺分别为 100 μm，200 μm，100 μm）；j~l: 分别取样于对照组、rSE8 免疫组和

灭活疫苗免疫组的大脑（标尺分别为 100 μm，200 μm，100 μm）。 

a~c: The heart of control group, rSE8 group and inactivated vaccine group respectively (Scale: 100 μm); d~f: The liver of 

control group, rSE8 group and inactivated vaccine group respectively (Scale: 20 μm, 100 μm, 100 μm , respectively); 

g~h: The lung of control group, rSE8 group and inactivated vaccine group respectively(Scale: 100 μm, 200 μm, 100 μm , 
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respectively); j~l: The cerebrum of control group, rSE8 group and inactivated vaccine group respectively (Scale: 100 μm, 

200 μm, 100 μm , respectively). 

攻菌后细菌分离鉴定结果显示，rSE8 免疫组小鼠的各脏器均未分离到病原菌 HLJ2018 株，

从灭活疫苗免疫组小鼠的心脏和肺脏中分离到病原菌，其中心脏的含菌量为 1.38×108 CFU/g，肺

脏的含菌量为 4.27×108 CFU/g；对照组小鼠的心脏，肝脏，脾脏，肺脏中均分离到了病原菌，含

菌量分别为 1.46×108 CFU/g，1.95×107 CFU/g，1.50×108 CFU/g，8.08×108 CFU/g，高于免疫组

（见图 3-8）。 

 

图 3-8 攻菌后各组小鼠器官含菌量的测定结果 

Fig. 3-8 The loads of S. equi in organs of mice after being challenged with S. equi 
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第四章  讨论与分析 

马腺疫是马属动物最常见的传染病之一，由 S. equi 引起，以上呼吸道感染、咽后淋巴结脓

肿为特征，是一种高度接触性传染病（WALLER et al., 2007）；该病死亡率低，但发病率高，

尤其是马匹大量集中的地区尤其常见，而预防马腺疫最有效和成本最低的方式就是接种疫苗。

虽然马腺疫是一种古老的疾病，但是多位点序列分型（MLST）表明，来自美国、加拿大、澳大

利亚和欧洲的 S. equi 分离株均为 ST-179，或是单位点变异株 ST-151（WEBB et al., 2008）

（http://pubmlst.org/szooepidemicus/）。近年来对 S. equi 基因组的分析也表明其基因组多样性较

小，稳定性较强（HARRIS et al., 2015），表明有效的 S. equi 疫苗可以为世界各地的马匹提供广

泛的保护。有研究表明，马腺疫灭活疫苗、提取物疫苗和弱毒疫苗等疫苗对对马匹的保护效果

并不理想，并且常常会在接种后出现颌下淋巴结脓肿、注射部位脓肿和疼痛等不良反应

（NEWTON et al., 2005; KEMP-SYMONDS et al., 2007），因此早期研发的灭活疫苗、提取物疫

苗和弱毒疫苗等并没能实际应用起来，随着技术的发展，世界各地的科学家们继续开发各种新

型马腺疫疫苗，其中亚单位疫苗只包含所需的靶蛋白，可以根据所使用的佐剂的性质，通过特

异性体液免疫或者细胞免疫，对特定病原体提供保护，没有毒力返强的风险，并且由于不含 S. 

equi 的 DNA 而具有 DIVA 能力。因此，亚单位疫苗是目前马腺疫疫苗领域的颇有前景的研究方

向，但是国内仍没有商品化疫苗可用。 

本研究利用 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5 和 EQ8 等 7 种 S. equi 的表面毒力蛋白和

一种 IgG 内肽酶 IdeE 蛋白，使用同源重组技术，获得含有 8 种组分的融合蛋白，首次制备了

rSE8 疫苗。通过将添加 8%的疫苗佐剂的 100 µg rSE8、108 CFU HLJ2018 灭活疫苗背部皮下多点

注射，间隔 2 W 加强免疫一次小鼠后，证明 rSE8 可诱导小鼠产生九种针对各组分抗原的高水平

特异性抗体。小鼠免疫保护实验结果表明，相比于 HLJ2018 灭活疫苗，rSE8 可以有效地刺激机

体产生针对 S. equi 的保护性体液免疫应答，为马腺疫亚单位疫苗研发提供参考依据。 

亚单位疫苗研制成功的难点和关键是选取合适的抗原表位。有许多研究中使用 S. equi 的单

一抗原配方免疫动物（DOMINGUEZ-MEDINA et al., 2020; LEE et al., 2021; ZHAO et al., 2021），

虽然可能在各种动物模型中对马腺疫提供部分保护，但是如果在开发马腺疫疫苗时加入多个靶

点，将会显著提高疫苗的有效性（CHEN et al., 2021; MA et al., 2019）。最近，有多项研究表明

多组分疫苗，包括融合蛋白，能够能为链球菌感染提供良好的保护效果（ROBINSON et al., 

2020; REGLINSKI et al., 2016; KUO et al., 2017; BURLET et al., 2017; CONVERSO et al., 2017）。

类似于其他链球菌，S. equi 的一些表面成分可以与宿主蛋白特异性结合，如 IgG（MYHRE et al., 

1980）、血清白蛋白（WIDEBÄCK et al., 1983）、纤连蛋白（MAMO et al., 1987）、胶原蛋白

（MAMO et al., 1987）和 α-2 巨球蛋白（α2M）（FLOCK et al., 2004），这些参与宿主-病原之

间识别的表面成分可以发挥黏附素、抗调理素或宿主模拟因子的作用，对病原的毒力具有重要

意义。另一些促进免疫逃避，有助于细菌对天然和适应性宿主防御产生抵抗（KLINE et al., 

2009），还有一些通过可能会造成宿主损伤或病原体扩散的降解酶促进 S. equi 获取营养

（GENTRY-WEEKS et al., 2002）。感染过腺疫的马很少在之后再次感染，说明感染后的马体能

产生保护性免疫（HAMLEN et al., 1994），由于抗体应答主要针对抗吞噬的 M 样蛋白 SeM，恢
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复期马血清和鼻分泌物中都具有针对 SeM 的 IgG 和 IgA，很多学者研究了 SeM 作为疫苗组分的

作用（NALLY et al., 2000; SHEORAN et al., 1997），但发现使用不同佐剂和不同免疫途径给马

免疫 SeM 蛋白，对 S. equi 的感染没有显著的保护作用（SHEORAN et al., 2002; SHEORAN et al., 

1997）。 

本研究选择 8 种 S. equi 的蛋白作为亚单位疫苗候选蛋白，包括 7 种表面蛋白：胶原蛋白结

合蛋白 CNE，α2-巨球蛋白/白蛋白/IgG 结合蛋白 EAG，胶原蛋白样蛋白家族成员 SclC、SclI 和

SclF，包含典型的细菌表面蛋白特征的 Eq8 和 Eq5，以及 1 种分泌蛋白 IgG 内肽酶 IdeE。有研

究在分析来自 19 个国家的 759 株 S. equi 分离株的基因组序列后发现，这 8 种蛋白的氨基酸序列

高度保守（FROSTH et al., 2022）。这些参与细菌的定植，破坏扁桃体先天免疫防御，逃避吞噬

和刺激机体免疫反应（TIMONEY et al., 2008），其抗体具有黏附阻断和调理作用的双重活性

（FLOCK, 1999）。而 IdeE 是分泌蛋白，能够裂解马血清中的 IgG，从而减少抗体对马链球菌

的识别并通过免疫应答杀死细菌（HULTING et al., 2009）。已有研究表明，再针对马腺疫的多

组分疫苗中加入 IdeE 可显著提高保护效力，表明靶向 IdeE 抗体对于诱导马体产生针对 S. equi 

的保护性免疫发挥着重要作用（GUSS et al., 2009）。为了降低成本和增强疫苗的安全性，本研

究探索将 CNE、EAG、SclC、SclI、SclF、EQ5 和 EQ8 等 7 种 S. equi 的表面蛋白和 1 种分泌蛋

白 IgG 内肽酶 IdeE，使用同源重组技术串联表达，获得 8 组分单一融合蛋白，制备了多组分亚

单位疫苗 rSE8。为了使 rSE8 各个结构域能够正确折叠，空间构象尽量与天然蛋白接近，且所包

含的 8 种蛋白质的抗原表位都能被免疫系统识别，本研究引入结构简单、易于折叠并具有低电

荷效应和亲水性的 Gly-Gly-Gly 氨基酸序列作为柔性蛋白接头，可以降低 rSE8 的空间位阻。 

对 rSE8 表达条件进行了优化，结果表明，在 IPTG 浓度为 1.0 mM 时，rSE8 的可溶性表达

量最大，1.5 mM 的 IPTG 由于浓度过高，会影响大肠杆菌的代谢而降低 rSE8 的表达量。以最佳

IPTG 诱导浓度诱导 rSE8 表达，结果表明 rSE8 的表达量在 16℃时最高，37℃时最低，随着诱导

时间延长，上清中的表达量升高，诱导 24 h 时，上清表达量最高，沉淀表达量最低。可能是由

于 rSE8 的分子量较大，低温长时间诱导有助于降低 rSE8 的合成速度、折叠中间体形成聚集体

的速度，减小疏水作用力，从而减少包涵体的形成，促进可溶性 rSE8 的表达。 

与对照组相比，rSE8 免疫后能够显著诱导小鼠产生各蛋白的特异性抗体，并且 rSE8 的特异

性 IgG1 水平明显高于 IgG2a 和 IgG2b 水平。IgG2a、IgG2b 和 IgG1 抗体分别通过调理作用/互补

结合和免疫效应功能在病原防御中发挥重要作用（HAZENBOS et al., 1998; OISHI et al., 1992），

IgG2a、IgG2b 与 Th1 免疫应答有关，IgG1 与 Th2 免疫应答有关（GERMANN et al., 1995）。另

外，IgG1 在 Th0 前体细胞向 Th2 细胞转化过程中发挥着重要作用（FINKELMAN et al., 1990），

Th2 细胞主要产生 IL-4、IL-10、IL-5 和 IL-13，主要参与炎症抑制反应，在体液免疫方面发挥着

重要作用（ZHANG et al., 2014）。小鼠 IgG1 抗体已被证明对肺炎链球菌鼻咽部定植的反应增

加，相当于在防御肺炎链球菌过程中发挥重要作用的人 IgG4 抗体（DOMMASCHK et al., 2017; 

BARDARDOTTIR et al., 1990），这与我们的研究结果一致，提示 rSE8 特异性抗体的 Th2 免疫

反应更明显，诱导小鼠产生以体液免疫应答为主的保护性免疫应答，并且诱导的特异性抗体在

阻止链球菌定植的过程中发挥着重要作用。抗体亚型检测结果表明 rSE8 特异性抗体的 Th2 免疫

反应更明显，诱导机体产生以体液反应为主的免疫保护应答。 
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为进一步验证 rSE8 诱导小鼠产生的免疫应答类型和对小鼠的免疫保护作用，本研究检测了

攻菌后 24 h 小鼠脾脏 IL-4、INF-γ 和 IL-10 相关基因表达水平。细胞因子对免疫应答的调控具有

重要作用，其中 INF-γ 主要来自 Th1 细胞，促进细胞免疫应答；IL-4 主要来自于 Th2 细胞，促

进体液免疫应答；IL-10 主要来自于 Th2 细胞，是一种抗炎细胞因子， 参与炎症抑制反应，还可

刺激抗体的产生（WOOD et al., 1996）。检测结果表明，rSE8 免疫组在诱导 IL-4、INF-γ 和 IL-

10 表达方面具有优势，并且 IL-4 和 IL-10 的表达量显著高于对照组和灭活疫苗组，说明 rSE8 一

方面可能是通过诱导 IL-4 的表达来促进 Th2 增殖，抑制 Th1 增殖，同时辅助 B 细胞活化，诱导

机体产生体液免疫应答；另一方面可能通过促进 IL-10 的表达，在机体受到感染后抑制机体的炎

症反应，刺激机体产生抗体。灭活疫苗中的菌体作为外源抗原，主要是通过 MHC Ⅱ类分子途径

加工提呈给 CD4+T 细胞，辅助 B 细胞，产生体液免疫应答，本研究检测结果表明灭活疫苗免疫

组小鼠的 IL-4 和 IL-10 的表达水平略高于对照组，说明 HLJ2018 灭活疫苗在一定水平上可以诱

导小鼠产生体液免疫应答，但是诱导能力很弱。  

在免疫保护试验中，rSE8 免疫组小鼠在受到 S. equi感染后，全部得到保护，而灭活疫苗免

疫组和对照组在观察期内的死亡率分别为 33%和 100%；rSE8 免疫组小鼠体质量很快恢复正常，

灭活疫苗免疫组小鼠体质量在观察期内呈现持续下降的趋势；病理观察发现 rSE8 免疫组的各脏

器未见明显病变，而灭活疫苗免疫组小鼠的病变主要集中在肝脏和肺脏，大脑可见轻度病变，

对照组小鼠在心脏、肝脏、肺脏和大脑可见更严重的病变，肝脏甚至可见球状菌体增殖。细菌

分离实验发现，rSE8 免疫组小鼠的各脏器均未分离到 HLJ2018 株，从灭活疫苗免疫组小鼠的心

和肺中均能分离到 HLJ2018 株，对照组小鼠的心、肝、脾和肺中均分离到了病原菌，说明无论

是 rSE8 疫苗还是灭活疫苗免疫小鼠后，都能使机体产生有效的保护性免疫应答，但灭活疫苗组

在小鼠心脏和肺脏中检测出的病原菌数量与对照组无显著差异，而在肝脏和脾脏中却未检测出

病原菌，原因有待进一步分析。但与灭活疫苗相比，rSE8 诱导机体产生的这九种蛋白的抗体水

平显著升高，这是因为灭活疫苗细菌菌体抗原复杂，所以针对特定蛋白产生的抗体水平有限；

rSE8 能更有效地保护机体免受 S. equi的攻击，阻止 S. equi引起的器官病变，诱导机体产生的免

疫应答更为有效，分析其中可能的原因，一方面是链球菌全菌苗成分复杂，可能导致有效成分

递呈不充分，而亚单位疫苗成分简单，可有效递呈抗原，诱导免疫；另一方面是链球菌感染会

有免疫抑制现象，灭活疫苗中可能有某些成分引起免疫抑制，影响疫苗效果。为了更合理解释

这些原因，后续还应补充亚单位疫苗、灭活疫苗不同剂量的免疫效力，全菌中有效抗原定量等

研究工作。 

动物感染和保护模型是疫苗效力评价中的重要组成部分，由于马的价值较高，其疫苗效力

评价的成本也远高于其它动物疫苗，建立替代动物势在必行，本研究证明以多组分融合蛋白构

建的疫苗免疫小鼠可以使感染小鼠完全保护，而且可以评价疫苗诱导抗体的效价，为建立马腺

疫疫苗效力评价替代动物奠定了重要基础。
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第五章  全文结论 

本研究首次将 S. equi 的 7 种表面蛋白和 1 种分泌蛋白串联表达，获得分子量大小为 181 kU

的 8 组分融合蛋白 rSE8，具有与 S. equi 自然感染马阳性血清和 S. equi 感染小鼠血清结合的良好

反应原性。 

小鼠免疫试验中， rSE8 制备疫苗可诱导小鼠产生高水平体液免疫应答，能完全保护

HLJ2018 株感染的小鼠，显著高于 HLJ2018 株感染后灭活疫苗免疫组小鼠的存活率（66.7%），

rSE8 免疫后可缓解 S. equi 对小鼠各器官的损伤，但灭活疫苗免疫组和对照组小鼠各器官出现不

同程度的病变，并分离到了 HLJ2018 株，证明 rSE8 疫苗免疫保护效果优于 HLJ2018 灭活疫苗。 
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