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应用抑制性差减杂交筛选副猪嗜血杆菌

4 型菌株可能毒力基因
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1，2，李春玲1，2，宋 帅1，2，杨冬霞1，2

( 1．广东省农业科学院 兽医研究所，广东 广州 510640; 2．广东省兽医公共卫生公共实验室，广东 广州 510640)

摘要:为了寻找副猪嗜血杆菌可能毒力基因，采用抑制性差减杂交技术，以 HPS有毒力菌株 SW124( 血清 4 型) 和
无毒力菌株 H465( 血清 11 型) 为研究对象，构建差减杂交文库，利用 Southern Blot 分析和 PCR 鉴定进行差异基因片
段的筛选。从构建的文库中共筛选得到 7 个特异性差异基因片段，经同源性分析，其中 5 个片段分别与噬菌体重组蛋
白、糖基转移酶 /荚膜多糖磷酸转移酶、磷酸核糖甲酰甘氨脒合酶、核糖体蛋白丙氨酸转移酶和 ABC 型硝酸盐 /磺酸
盐 /碳酸氢盐转运系统周质蛋白等编码的基因有同源性; 2 个差异基因片段与功能未知蛋白或假定蛋白编码基因有
关。利用 PCR对上述可能与毒力相关的差异基因片段在 9 种不同血清型 HPS 中的分布进行了检测，结果表明，7 个
片段存在于多数的有毒力菌株( 血清 4，5，12，14，15 型) 中，而在无毒力菌株( 血清 3，11 型) 中均未检测到。利用 SSH
技术成功构建了 HPS有毒力菌株 SW124 和无毒力菌株 H465 的差异表达基因差减文库，筛选获得了 7 个差异基因片
段，且上述片段在 HPS不同血清型有毒力菌株中分布广泛。
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Putative Virulence Associated Genes of Haemophilus parasuis Type 4 Strains
Identified by Suppression Subtractive Hybridization

LI Miao1，2，LI Chun-ling 1，2，SONG Shuai 1，2，YANG Dong-xia 1，2

( 1． Institute of Veterinary Medicine，Guangdong Academy of Agriculture Sciences，Guangzhou 510640，China;
2． Guangdong Open Laboratory of Veterinary Public Health，Guangzhou 510640，China)

Abstract: The objective of this paper is to find putative virulent genes of Haemophilus parasuis ( HPS) ． Sup-
pression subtractive hybridization( SSH) was used to construct the subtracted library between virulent strain SW124
( HPS serovar 4 reference strain) and non-virulent strain H465 ( HPS serovar 11 reference strain) ． Using Southern
hybridization and PCR to screen the differentially expressed genes． Seven clones were identified containing frag-
ments that were present in the SW124 genome while absent in the H465 genome and the DNA sequences of these
fragments were determined． These DNA fragments involved putative virulence associated genes encoded 7 proteins，
including transport systems periplasmic components protein，phage recombination protein，phosphoribosylformylglyci-
namidine synthase，ribosomal-protein-alanine N-acetyltransferase，ABC-type nitrate / sulfonate /bicarbonate trans-
portsystems periplasmic components protein，hypothetical protein and unknown． Based on PCR analysis of the 9 HPS
serovar strains，these DNA fragments were found in most virulent serovars( 4，5，12，14，15) ，but absent in the non-
virulent serovars( 3，11) ． The subtracted library of HPS SW124 and H465 was successfully constructed using SSH
technique and seven specific genomic fragments were obtained． In additon，most of these fragments could be detected
in other serotypes HPS virulent strains with different distribution．
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副猪嗜血杆菌( Haemophilus parasuis，HPS) 是猪 上呼吸道的一种常在菌，因其被证明是以多发性浆
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膜炎、关节炎、呼吸困难、高热及高死亡率为特征的
格拉泽氏病 ( Glasser' s disease) 的病原体而广受关
注。随着世界养猪业的发展，该病已成为全球范围
内影响养猪业的典型细菌性疾病之一

［1］。目前，尚
无检测副猪嗜血杆菌毒力菌株的快速、特异的方法，
其致病机制也不明确，而该菌的毒力因子和相应毒

力基因的研究也处于探索阶段，这就为该病的诊断

和预防带来了很大的困难。因此，寻求致病基因对
于了解副猪嗜血杆菌的致病机理和有效防治该病具

有重要意义。
近 10 年来，关于副猪嗜血杆菌毒力因子的研究

较少，起初毒力因子的研究也只局限于常规毒力因

子的范围，如荚膜、外膜蛋白、菌毛、脂多糖等，对临
床诊断及治疗指导意义不大。随着基因组学研究的
兴起，出现了许多从分子水平研究基因表达的方法，

新技术的应用使副猪嗜血杆菌分子生物学的研究有

所进展，Hill 等［2］首次利用 DDRT-PCR ( Differential
display RT-PCR) 鉴定了血清 5 型菌株 1185 的 7 个
在 40℃高温热应激条件下表达上调的基因，主要是
酶类，它们分别与 fadD( 脂肪酰基辅酶 A 合成酶) 、
apaH( 二腺苷四磷酸) 、pstI( 磷酸转移酶系统酶Ⅰ) 、
cysK( 半胱氨酸合成酶) 、StD ( Na +

和 Cl －依赖性离
子转运蛋白) 、HSPG ( 硫酸乙酰肝素蛋白多糖) 和
PntB( 吡啶核苷酸转氨酶) 基因同源且在 15 个血清
型都有相同的表达，其与毒力因子的关系尚在研究

中;德国的 Sack［3］等运用 RDA技术鉴定了血清 5 型
( 毒力株) 和血清 11 型( 无毒力株) 之间的差异基因
hemolysin operon( hhdBA) ，与溶血系统有关，但与毒
力没有相关性。Zhou Mingguang［4 － 5］

等运用二维电

泳技术鉴定出 4 个具有良好免疫原性的基因 PalA、
Omp P2、D15 和 HPS06257，认为是不错的疫苗候选
基因，与毒力关系不详。虽然已有以上关于副猪嗜
血杆菌毒力基因的研究，但均未找出与 HPS 毒力真
正相关的基因，因此，找到该菌的主要致病因子是预

防和治疗该病的关键所在。
在副猪嗜血杆菌中，存在强毒、中等毒力和无毒

力的菌株。有毒力的菌株可以引起猪的临床症状，
同时可从猪的脑部、关节及各内脏器官分离到细菌;
而无毒力的菌株对猪则完全没有致病力。比较毒力
菌株与弱毒力菌株或无毒力菌株之间的基因组，是

鉴定毒力株仅有的可能与毒力相关的基因区域的一

种有效策略。遗传关系密切的同种细菌不同菌株的
基因组差异分析对研究菌株分化与变异等方面具有

重要意义。抑制性差减杂交( Suppression Subtractive
Hybridization，SSH ) 是以差减杂交技术和抑制性

PCR为基础的一种简便而高效的寻找差异表达基
因的新方法

［6 － 7］，这种方法克服了以往任何一种差

减方法的技术限制，在差减杂交过程中使不同丰度

cDNA的拷贝数差异趋于均衡，因此，不同丰度的差
异表达基因都能得到有效克隆。
本研究以 HPS 有毒力菌株和无毒力菌株为试

验材料，采用 SSH方法构建二者之间的差减杂交文
库，利用 Southern杂交试验筛选差异表达基因，通过
测序分析，对 HPS不同毒力菌株间的遗传差异进行
探索研究，以期发现新的毒力基因，为进一步研究副

猪嗜血杆菌病的致病机理奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 菌株与试剂

HPS血清 4 型 ( SW124 ) 、11 型 ( H465 ) 标准菌
株由兰州兽医研究所惠赠，HPS 血清 1 型( H48 ) 、3
型( SW114) 、4 型( H25) 、5 型( HS80) 、10 型( H39) 、
12 型( H31) 、14 型 ( H12 ) 和 15 型 ( H35 ) 菌株均由
本实验室保存。
杂交试剂盒 PCR-SelectTM Bacterial Genome Sub-

traction Kit 为 Clontech 公司产品; DNA 探针标记和
检测试剂盒Ⅱ ( DIG Random Labeling and Detection
Kit Ⅱ) 购自武汉博士德生物工程有限公司;细菌基
因组抽提试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒购自上海生
工生物工程有限公司; pMD19-T 载体购自宝生物
( 大连) 生物公司 ( TaKaRa) 。
1． 2 抑制性差减杂交文库的构建
按照细菌基因组抽提试剂盒说明书提取 HPS

SW124 和 H465 菌株基因组 DNA。抑制性差减杂交
试验按照试剂盒说明书进行。分别将 SW124 ( test-
er) 及 H465 ( driver ) 基因组 DNA 用 RsaI 酶消化，
SW124 DNA 被分成 2 部分，分别与不同的接头连
接，并进行连接效率的分析。确定连接效率后，进行
2 轮差减杂交。在第一轮杂交中，过量酶切后的
H465 DNA被分别加入到 2 种接头连接后的 SW124
DNA样品中，样品经变性后开始杂交。在第二轮杂
交中，将以上 2 个杂交样品直接混合，加入新变性的
H465 DNA，杂交过夜。杂交后的产物进行 2 轮 PCR
扩增，所得基因即为 SW124 株特异性基因序列。第
二次扩增的 PCR产物经试剂盒纯化后，与 pMD19-T
simple vector连接，转化 DH5α 感受态细胞，用含氨
苄青霉素 / IPTG / X-gal 的 LB 培养板筛选阳性克
隆，建立差减文库。
1． 3 差减文库多样性鉴定
为进一步检查插入片段的多样性，随机挑取多
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个白色菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 液体培养基
中，37℃振摇 12 h 后进行菌液 PCR。反应条件为
94℃预变性 3 min，94℃变性 10 s，68℃退火 30 s，
72℃延伸 1． 5 min，共 30 个循环。PCR 产物用 1 %
琼脂糖凝胶电泳进行分析。
1． 4 Southern 杂交
将 SW124 和 H465 菌株的基因组 DNA用 Rsa I

酶切，经纯化回收后分别作为杂交探针进行地高辛

标记，经 Southern Blot 对差减杂交的 PCR 产物进行
筛选，验证 SSH 方法的效率，具体操作步骤按地高
辛标记试剂盒说明进行。
1． 5 DNA 测序
将鉴定为阳性的克隆重组质粒纯化后经由上海

生工生物工程有限公司测序。通过 National Center
for Biotechnology Information( NCBI) 中的 BLASTN进
行 DNA同源检索。
1． 6 差异基因在 HPS不同血清型菌株中的分布
根据获得的差异基因的序列设计引物，分别以

副猪嗜血杆菌部分血清型的标准菌株及部分广东地

区分离代表毒株为模板，进行 PCR 扩增; 同时以差
异基因序列为探针进行地高辛标记，采用 Southern
Blot杂交试验，检测差异基因在不同菌株中的分布
情况，进一步锁定毒力因子的范围。

M． DL2000 Marker; 1． 以 Tester 2-1 为模板，HPS 16S rRNA Forward
Primer and PCR Primer1 作为引物的 PCR 产物; 2． 以 Tester 2-1 为模
板，HPS 16S rRNA Reverse Primer and Forward Primer作为引物的 PCR
产物; 3．以 Tester 2-2 为模板，HPS 16S rRNA Forward Primer and PCR
Primer1 作为引物的 PCR产物; 4．以 Tester 2-2 为模板，HPS 16S rRNA
Reverse Primer and Forward Primer作为引物的 PCR产物。
M． DL2000 Marker; 1． PCR products obtained using Tester 2-1 as tem-
plate with 16S rRNA Forward Primer and PCR Primer1; 2． PCR products
obtained using Tester 2-1 as template with 16S rRNA Reverse Primer and
Forward Primer; 3． PCR products obtained using Tester 2-2 as template
with 16S rRNA Forward Primer and PCR Primer1; 4． PCR products ob-
tained using Tester 2-2 as template with 23S RNA Reverse Primer and
Forward Primer．

图 1 接头连接效率的 PCR产物电泳分析
Fig． 1 Analysis of the adaptors ligation by

PCR and gel electrophoresis

2 结果与分析
2． 1 SW124 菌株抑制性差减杂交结果分析
根据 HPS 16S rRNA 序列设计引物，按照 Clon-

tech公司差减杂交试剂盒说明书进行连接效率检
测，结果显示，2 组扩增产物浓度相当，连接效率大
于 25% ( 图 1 ) 。以 SW124 作为 tester，H465 作为
driver进行抑制差减杂交试验，细菌基因组 DNA 经
RsaⅠ酶切后，进行抑制差减杂交，差减后的 PCR 产
物大小分布不一，呈现多样性，大小范围为 100 ～
2 000 bp( 图 2 ) 。差减后的 PCR 产物经纯化后与
pMD19-T simple vector 连接，从转化后的平板上随
即挑取 100 个克隆，用 SSH 试剂盒中的套式引物进
行菌落 PCR扩增，经 Southern blot 分析后获得 7 个
阳性克隆( 图 3) 。

图 2 差减杂交文库中部分随机克隆的 PCR鉴定
Fig． 2 The PCR products of some different clones picked

randomly from subtracted library

A． H465 基因组 DNA 为探针的杂交; B． SW124 基因组 DNA 为探针
的杂交; 1 ～ 3． SW124 特异性克隆。
A． Southern hybridization with H465 genomic DNA probe; B． Southern hy-
bridization with SW124 genomic DNA probe; 1 － 3． SW124( tester) specif-
ic clones．

图 3 部分差异片段 Southern Blot杂交结果
Fig． 3 Comparison on hybridization signal of
some plasmids probed with SW124 and H465

DNA by Southern hybridization

2． 2 差异基因的同源性结果分析
将获得的阳性克隆进行测序，并将结果递交

GenBank，对差异片段进行同源性分析。其中，5 个
分别与噬菌体重组蛋白、糖基转移酶 /荚膜多糖磷酸
转移酶、磷酸核糖甲酰甘氨脒合酶、核糖体蛋白丙氨
酸转移酶和 ABC 型硝酸盐 /磺酸盐 /碳酸氢盐转运
系统周质蛋白等编码的基因有同源性; 2 个差异基
因片段分别与功能未知蛋白或假定蛋白编码基因有

关( 表 1) 。
2． 3 差异基因片段的分布
根据基因测序结果分别设计 7 段差异基因片段
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的引物，利用 PCR扩增检测上述基因在 HPS 1、3、4、
5、10、11、12、14 和 15 等不同血清型菌株中的分布
情况。结果显示，7 个片段存在于多数的有毒力菌

株( 血清 4、5、12、14 和 15 型) 中，而在无毒力菌株
( 血清 3 和 11 型) 中均未检测到( 表 2) 。

表 1 HPS SW124 株基因组差异片段
Tab． 1 Genes of HPS identified via SSH

SSH片段
SSH fragment

片段大小 /bp
Insert size

预测功能或属性
Predicted function or property

E值
E value

登陆号
Genbank

Accession No．

A4 408 hypothetical protein 1e-128 CP001321

C2 393 ABC-type nitrate /sulfonate /bicarbonate transport systems periplasmic
components protein

0 CP001321

C4 563 Unknown 0 CP001321
D1 1 020 glycosyltransferase /capsular polysaccharide phosphotransferase wcwK 0 CP001321
E1 706 phosphoribosylformylglycinamidine synthase 0 CP001321
E6 663 ribosomal-protein-alanine N-acetyltransferase 0 CP001321
G9 504 phage recombination protein Bet 0 CP001321

表 2 差异基因片段在 HPS不同血清型菌株中的分布
Tab． 2 The presence of specific gene fragments in different serotypes HPS strains

菌株

Strains
血清型

Serotypes
SSH获得的差异基因片段 SSH fragments

A4 C2 C4 D1 E1 E6 G9
H48 1 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣

SW114 3 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣

SW124 4 ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

HS80 5 ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

H39 10 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣

H465 11 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣

H31 12 ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

H12 14 ﹢ ﹢ ﹢ ﹣ ﹢ ﹢ ﹢

H35 15 ﹢ ﹢ ﹣ ﹣ ﹢ ﹢ ﹢

H25 4 ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

3 讨论
副猪嗜血杆菌曾被认为是猪呼吸道的常在菌或

条件性致病菌，而近年来却在临床健康猪群中流行，

而且常与多种猪的呼吸道病原微生物混合或 /和继
发感染，使猪的呼吸道传染病更为复杂和严重，给养

猪业带来巨大的经济损失。直到 20 世纪 90 年代，
人们才认识到副猪嗜血杆菌病对养猪业的危害，才

花了较多的精力对其发病和防治进行研究。检测及
鉴定细菌的毒力基因对于了解其致病机制具有重要

价值，但一直以来对该菌的毒力因子和相应毒力基

因的研究相对比较少，尽管已经报道了部分潜在的

毒力基因，但其在毒力株和非毒力株之间没有差异

或者与致病率没有关系，因此，推测可能有其他因子

导致了其毒力差异。
抑制性差减杂交最早见诸于 1996 年 6 月的研

究报道，是一种简便而高效的寻找差异表达基因的

新方法
［6］，它的问世为微生物基因组学研究、致病

基因研究和新基因的筛选提供了新技术
［8 － 9］。SSH

技术目前已应用于鉴定细菌
［10］、毒力岛［11］，发现插

入序列
［12］
及构建检测探针

［13］
等多方面研究。本研

究中利用 SSH 这一技术鉴定副猪嗜血杆菌有毒力
菌株 SW124 ( 血清 4 型) 和无毒力菌株 H465 ( 血清
11 型 ) 之间的基因差异，经同源性分析，从 HPS
SW124 菌株中共获得 7 个差异基因片段。国外相
关研究报道中，Sack 等［3］利用 SSH 方法，以 HPS 血
清型 5 型标准菌株作为研究对象，筛选获得了 5 个
差异基因，主要包括假定的溶血素操纵子( hhdBA) ，
假定的铁转运子以及两个假定的噬菌体相关基因

等;而 Zhou 等［14］选择相同的毒力菌株为研究对象，
鉴定获得了完全不同的 15 种差异基因。在本研究
中，采用的是血清型 4 型标准菌株为研究对象，获得
的差异基因与上述 2项研究结果也不相同，揭示 HPS
不同毒力菌株之间存在着大量的差异表达基因。
细菌的血清型已被普遍作为其毒力的标志，根

据 Kieletein-Rapp-Gabrielson ( KRG) 血清分型标准，
可将 HPS至少分为 15 个血清型，研究证实不同血
清型菌株间的毒力存在差异

［15］。我们在研究中发
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现，当对获得的差异基因在不同血清型的 HPS 菌株
中的分布进行检测时，本实验室在广东本地分离的

血清 4 型 HPS 菌株 H25 与血清 4 型标准菌株
SW124 的分布情况相同，表明分离的同一血清型的
野外株与标准株的检测结果一致，进一步验证了毒

力因子与血清型之间可能存在某种关系，揭示某些

细胞表面抗原可能是重要的毒力因子。本研究中，
鉴定得到了与细胞表面相关抗原有关的 DNA 片段
D1，其编码糖基转移酶 /荚膜多糖磷酸转移酶 wcwK
蛋白，根据功能预测，该片段与革兰氏阴性细菌的荚

膜相关，而荚膜是细菌的主要抗原成分且具有型特

异性。有研究表明，细胞表面的糖复合物在细菌与
外界环境相互作用的过程中起重要的作用，高分子

量的荚膜多糖是重要的毒力因子
［16］，其依赖保护细

胞逃避调理吞噬和补体介导的杀伤作用而发挥作

用
［17 － 18］。
片段 C2 所编码的是 ABC型硝酸盐 /磺酸盐 /碳

酸氢盐转运系统周质结构蛋白，与菌体的新陈代谢

有关;片段 E1 和 E6 编码蛋白的属性分别是磷酸核
糖甲酰甘氨脒合酶和核糖体蛋白 N 端转移酶，均属
于酶类，功能与核糖体代谢和蛋白质合成等相关。
Devon等［19］利用 DDRT-PCR 方法，模拟体内生长条
件对血清 5 型菌株进行研究，对获得的差异表达基
因进行观察发现水解酶及其类似物仅仅在典型性

HPS中表达具有潜在高毒力，说明这些毒力相关酶
可能在发病机理中发挥重要作用。
片段 G9 编码噬菌体重组蛋白，有研究证明，由

于噬菌体能够运载或传输毒力相关基因，如毒素等，

其中最著名的例子是霍乱弧菌的霍乱毒素和大肠杆

菌的志贺毒素，因此，噬菌体被认为与许多有机体的

毒力相关
［20］。在 Sack［3］及 Zhou［14］等的研究中，也

分别筛选得到了编码噬菌体蛋白的差异片段，但其

功能还有待于进一步研究。本研究中还发现了一个
功能未知的蛋白，但目前仅完成了 HPS SH0615 ( 血
清 5 型) 一个菌株的全基因组测序工作，需借助其
他方法获得蛋白的完整序列，从而开展其功能研究。
笔者根据 7 段差异基因序列设计引物，利用

PCR扩增检测其在 HPS 不同血清型菌株中的分布
情况，其中在血清 4 型、5 型和 12 型 3 个临床分离
菌株中检测到全部 7 个片段，血清 14 型和 15 型分
离菌株中分别检测到 6 个( 不包括 D1 ) 和 5 个 ( 不
包括 C4 和 D1 ) 片段，其他无毒力菌株中均未检测
到相应的差异基因。检测的结果表明，本研究筛选
得到的差异基因片段在 HPS 有毒力菌株中的分布
较为广泛。但同时也发现，7 个差异片段在 HPS 血

清 1 型和 10 型这 2 种有毒力菌株中均未检测到。
先前的一些研究表明，鉴定得到的潜在毒力因子在

所有 HPS无毒力血清型菌株中均不存在，但也并非
普遍存在于所有有毒力的血清型菌株中

［3，14］。我们
的研究也证实了上述情况，表明筛选得到的潜在毒

力因子的存在能够在很大程度上帮助我们了解 HPS
毒力菌株的特征，但某些有毒力血清型菌株的特征

还有待于进一步的研究 ( 特别是血清 1 型和 10
型) ，这就需要进行更加深入的研究，获得更详实的

数据结果，才能够更确切地了解 HPS 的毒力情况及
其致病机理。
本研究以副猪嗜血杆菌有毒力菌株 SW124 和

无毒力菌株 H465 为研究对象，成功构建了 HPS 差
减杂交文库，对文库中的克隆进行特异性鉴定及功

能分析，获得 7 个差异基因序列，其中 5 个片段分别
编码不同功能蛋白，其余 2 个差异基因片段与功能
未知蛋白或假定蛋白编码基因有关。经检测，上述
差异基因在 HPS 不同血清型的有毒力菌株中分布
比较广泛。这一发现有助于区分 HPS 菌株的毒力
类型，将为 HPS不同毒力菌株的 PCR检测方法的建
立及检测猪群中所携带的毒力株等奠定良好基础，

同时可借助基因步移等技术来发现完整的毒力基

因，以便开展 HPS致病机制研究。
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